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RESUMO

Rhipicephalus (Boophilus) microplus é um dos parasitos que causam impactos para a criacdo de
gado em paises tropicais e subtropicais, incluindo Brasil, com prejuizos da ordem de 3,24 bilhdes
de dolares ao ano. Sdo amplamente diagnosticadas ocorréncias de populacgdes resistentes as classes
de acaricidas e suas associa¢fes em todo Brasil. Para tanto foi realizado o bioensaio usando o teste
de pacote de larvas (TPL) impregnados em diferentes concentracbes com cipermetrina e diazinon,
para caracterizar a resisténcia fenotipica (NR: nivel de resisténcia), molecular (mutagdo no Dominio
Il - S6 T2134A) e 0 metabolismo enzimatico ao diazinon e cipermetrina em algumas populagdes
de R. microplus coletados em diferentes regies do Estado de S&o Paulo. Das quarenta propriedades
analisadas, dezoito delas apresentaram fatores de resisténcia a cipermetrina com nivel de resisténcia
(NR), NR I (53%) e NR Il (47%). A mutagdo do dominio I1l T2134A foi encontrada pela primeira
vez no Brasil em sete propriedades. Em 6 delas foram encontradas larvas heterozigotas e em 4 foram
encontradas larvas homozigotas resistentes. As atividades enzimaticas o-esterase e [-esterase
testadas com larvas vivas e mortas da concentracdo 409,6 pg/cm2 de cipermetrina ndo mostraram
diferengas significativa (p>0.05). Para o principio ativo diazinon noventa por cento das propriedades
expressaram resisténcia sendo que os NR encontrados foram de 6% para o nivel I, 30% nivel Il e
64% para o nivel I11. As atividades enziméticas na maior concentracdo (3,2 pg/cmz2) apresentaram
diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos de larvas vivas e mortas. Para o biocontrole do
carrapato no campo foram feitas suspensdes do fungo M. anisopliae (IBCB 425) na concentracéo
5x10** em associa¢do com 6leo mineral e pulverizado nas areas tratadas e, agua e 6leo mineral na
area controle contendo sete animais em cada area, nas cidades de Pindamonhangaba (PRP) e
Americana (1Z) ambas no Estado de Sdo Paulo. As avaliacdes da eficacia dos tratamentos do
biocontrole foram feitos quinzenalmente com contagens de infestacdo nos animais dos grupos
tratado e controle. Os resultados das contagens de teledginas nos bovinos mostraram que o
tratamento com o M. anisopliae foi eficiente, considerando a infestagdo superior no grupo controle
para ambos locais avaliados. A média anual de eficacia foi de 36% para PRP e 48% para o I1Z. A
aplicagdo do fungo M anisopliae (IBCB 425) no pasto, agdo extremamente significativa sobre 95%
da populagdo R. microplus, pode ser uma estratégia efetiva no combate deste ectoparasita, e que
novos estudos poderdo aprimorar o tratamento.

PALAVRAS-CHAVE: Diazinon, Cipermetrina, M. anisopliae, KDR
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ABSTRACT

Cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus represents one of the most prominent livestock
pests in tropical and subtropical regions, with an estimated financial cost of 3,24 billion dollars
per year. Tickpopulations resistant to the chemical classes of acaricides most widely used are a
common finding all around Brazil. To characterize the phenotypic resistance of some R.
microplus populations from different regions of the Sao Paulo State 3 aspects of this resistance
was performed: RF (resistance factor), occurrence of the T2134A in the S6 loop of the domain
[11 of the R. microplus voltage-gated sodium channel and the enzymatic metabolism of diazinon
and cypermethrin. Eighteen out of the 40 tested farms revealed the presence of R. microplus
populations with 2 different RF levels of RF | (53%) and RF 11 (47%). The T2134A SNP was
found in R. microplus populations from seven different rural properties tested and represents
the first description of this mutation in Brazil, with homozygote resistant larvae found in 4 of
these farms and heterozygote in 6 of them. The enzymatic activity of a- esterase and -esterase
tested from live and dead larvae in the 409,6 pg/cm? cypermethrin concentration showed no
statistically significant difference (p<0,05). 36 out of the 40 farms samples presented R.
microplus populations resistant to diazinon. Two of them possessed resistant R. microplus
populations with RF level I, eleven with RF level Il and twenty-three with RF level 1l1. The a-
esterase and p-esterase enzymatic activity of the highest diazinon concentration tested (3,2
pg/cm?) presented statistically significant difference (p<0,05) between samples of larvae found
dead or alive after the test. The biological control trial employing M. anisopliae (ICBC 425) was
performed with field application of a suspension containing 5x10**/mL conidia associated with
mineral oil by spraying this suspension over treated areas. Control areas were sprayed with a
suspension of water and mineral oil only. Seven adult bovines were present in each area of the
experimental fields; both fields were determined in each municipality of Pindamonhangaba
(PRP) and Americana (1Z) of the Sao Paulo State, Brazil. The evaluations of the effectiveness
of the biocontrol treatments were made every two weeks with infestation counts in the animals
of the treated and control groups. The results from counting teleogynes on the cattle showed
that the treatment with M. anisopliae was efficient, such that infestation remained greater in the
control group in both locations evaluated. The annual mean efficacy was 36% for PRP and 48%
for 1Z. Application of the fungus M anisopliae (IBCB 425) to the pastures gave rise to
statistically significant action on 95% of the R. microplus population and may constitute an
effective strategy for combating this ectoparasite. Further studies will enable refinement of this
treatment.

KEYWORDS: Diazinon, Cypermethrin, M. Anisopliae, KDR
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1. INTRODUCAO

Os carrapatos sdo ectoparasitos de grande interesse para a saude publica e para a
sanidade animal justamente por parasitarem diversos animais e podem atuar como vetores
de (bactérias, protozoérios e virus), também podem causar muitas injarias diretas a seus
hospedeiros por meio da hematofagia. A ordem Ixodida compreende trés familias:
Argasidae e Ixodidae, com vasta distribuicdo geografica em todos os continentes
(GUGLIELMONE et al, 2010; GUGLIELMONE & NAVA, 2014), e Nuttalliellidae,
restrita a Regido Afrotropical (MANS et al.,2011).

O Rhipicephalus microplus, é o ixodideo de relevancia pelo grande impacto
sanitario e econémico para a criacdo de gado em todo o mundo, mais especialmente em
paises com clima tropical e subtropical, incluindo o Brasil, com altos niveis de umidade.
Além de acarretar perda de peso, danos ao couro e diminuigdo na producéo de leite dos
bovinos, também é um importante vetor dos protozoarios Babesia spp e Anaplasma
marginale causadores de babesiose e anaplasmose, respectivamente (GRISI et al., 2002;
GUEDES JUNIOR et al., 2008; KLAFKE et al.,2016).

O IBGE-Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica divulgou os resultados
definitivos do Gltimo Censo Agropecuario, que teve como base o ano de 2017, o Brasil
contava com 1,176 milhdo de estabelecimentos produtores de leite. A maior parte dos
produtores 93% deles produziam até 200 litros diarios em contrapartida os maiores
produtores que produziam acima de 200 litros diarios representam apenas 7% do total no
cenario nacional segundo Anuério do Leite (EMBRAPA,2017; 2020).

O Brasil ocupa uma posic¢do importante na classificacdo de grandes produtores
mundiais de carne bovina e de leite. No ano de 2020, chegou a ter mundialmente 0 maior
rebanho bovino (214,7 milhdes de cabegas), foi o principal exportador de carne bovina
(IBGE,2020). O Estado de Séo Paulo retine um percentual relevante de bovinos para corte
e producdo de leite, com cerca de 10,4 milhdes de animais (IEA- APTA,2019).

Em regiGes como o Sudeste e Centro Oeste do Brasil, que sdo de clima tropical, é
possivel encontrar elevados niveis do carrapato bovino durante todo o0 ano (FURLONG &
PRATA, 2007). Nesse contexto, os prejuizos indiretos, relativos ao controle do
Rhipicephalus microplus (carrapato-do-boi) por meio de carrapaticidas, sdo estimados em
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3,24 bilhdes de ddlares ao ano (GRISI et al., 2014).

O uso de produtos carrapaticidas, mesmo em condi¢des corretas de aplicacéo,
acarreta, por parte dos carrapatos, a selecdo de individuos naturalmente resistentes aos
mesmos assim que o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia a esses produtos
(HIGA et al., 2019). Dados revelaram que populacGes de carrapatos resistentes aos
acaricidas estdo disseminadas em toda parte do globo (FAO, 2004). Uma revisao,
conduzida por Higa et al. (2016), sobre a resisténcia do Rhipicephalus microplus
demonstraram que em diversas regides, como o Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste do
Brasil, foram amplamente diagnosticadas ocorréncias de populaces resistentes a até oito

classes de acaricidas e suas associacoes.

Entretanto para efetuar um monitoramento racional da resisténcia € necesséria a
deteccdo precoce deste fenémeno (MENDES et al.,2001). Varios autores afirmam a
importancia da identificacdo rapida da resisténcia visando o monitoramento e a contencao
de parasitas resistentes além da diminuicdo de custos (KLAFKE, 2012; HIGA et al.,
2016).

A utilizacdo de técnicas fenotipicas de avaliacdo in vitro da suscetibilidade de
carrapatos as bases pesticidas sdo ainda o método mais eficiente no diagnostico da
resisténcia, porém provas diagnosticas moleculares e bioquimicas precisam ser
desenvolvidas e utilizadas para a identificacdo de populacdes do carrapato dos bovinos
resistentes as principais moléculas utilizadas em seu controle (BRITO et al.,2015;
VERISSIMO et al., 2015).

Outras desvantagens do uso continuo e indiscriminado dos acaricidas, além da
resisténcia, ¢ a poluicdo ambiental, a toxicidade natural, o acimulo de residuos nos
produtos provenientes de animais medicados, como carne, leite e seus derivados e o couro
(HIGA, et al., 2016; BASTOS et al., 2011; MELLO; SILVEIRA, 2012). Novos desafios
se apresentam a bovinocultura brasileira, como as exigéncias de bem-estar animal e 0s
fatores relacionados a sustentabilidade ambiental (ABIEC, 2016; GOMES et al.,2017).

H& necessidade de novas alternativas para um controle efetivo no intuito de
diminuir os impactos socioecondmicos que 0 parasitismo vem causando a agropecuaria
no Pais. O uso de fungos entomopatogénico para controlar em campo as espécies de larvas
que em questdo apresentam significativamente resisténcia a acaricidas quimicos podem

contribuir para controle bioldgico e a preservacdo sustentavel do meio ambiente
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(ARAUJO, 2017).

O mecanismo de acdo desses fungos usa os carrapatos como hospedeiros pela
adesdo de conideos a cuticula (MORAES et al.,2003). Apés a adesdo, os conideos formam
tubos germinativos e hifas penetrando através das cuticulas e, em seguida, se ramificam
atingindo a hemocele (HAJEK & ST. LEGER 1994), colonizando o hospedeiro e
produzindo toxinas (KIRKLAND et al., 2004; PAL et al., 2007), as quais, associadas ao

crescimento do micélio, levam o hospedeiro a morte (GARCIA et al., 2005).

Neste mesmo seguimento foram evidenciadas penetracdes de blastosporos por
isolados fangicos através de aberturas naturais (boca e anus) de cepas de Metarhizium
anisopliae e Beauveria bassiana em carrapatos da espécie Rhipicephalus microplus, pois
apresentaram capacidade virulenta e rapido desenvolvimento em sua cuticula
(FERNANDES et al., 2018).

Estudos revelaram que M. anisopliae é eficiente no controle do carrapato,
ampliando as expectativas para 0 uso em campo (ARAUJO, 2017). E, segundo Camargo
et al. (2016) acredita-se que a associacao entre o 6leo mineral e um produto a base de M.

Anisopliae pode ser efetiva no controle deste carrapato.

Segundo Jones (2017) Metarhizium spp por serem bons produtores de conideo, sdo
também virulentos para ovos, larvas e fémeas ingurgitadas do carrapato Rhipicephalus
microplus.

Sendo assim, objetivou-se verificar a resisténcia do carrapato dos bovinos aos
acaricidas diazinon e cipermetrina no Estado de S&o Paulo e estabelecer um sistema de
controle bioldgico de larvas do R. microplus & campo com o fungo Metharizuim

anisopliae.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos econdmicos da cadeia de leite de bovinos no Brasil

Anélises e estatisticas fornecidas pelo Anuéario do Leite (EMBRAPA, 2020)
ajudaram a explicar o cenério apos fortes impactos negativos na producdo de graos que
refletiram no aumento dos precos do milho e do farelo de soja onde o custo de producao
leiteira ficou alto. O preco do leite ao produtor e 0s custos de producdo necessitam de maior
atencéo frente uma gestéo de risco (EMBRAPA, 2020).

Resultados apontados pela Embrapa Gado de Leite, baseados nas pesquisas
estatisticas da producdo de leite divulgadas pelo IBGE (2019), apontaram o Brasil como
0 quarto maior exportador de leite. Porém as exporta¢Ges cairam 17,4% de outubro para
novembro de 2020, somando 2,9 mil toneladas de produtos lacteos segundo o Boletim Do
Leite (CEPEA - CENTRO DE ESTUDOS AVANCADOS EM ECONOMIA
APLICADA - ESALQ/USP,2020).

Entretanto, ainda assim, o perfil de importador de produtos lacteos em
novembro/20 tivera altas de 3,2% frente ao més anterior e de expressivos 105% em
relacdo a novembro/19, segundo dados da Secex no cenario doméstico de oferta de leite
limitada e de demanda aquecida também influenciou as compras externas em novembro
Boletim Do Leite (CEPEA - CENTRO DE ESTUDOS AVANCADOS EM ECONOMIA
APLICADA - ESALQ/USP,2020).

No balanco geral do ano de 2020 nos meses de janeiro a novembro o volume
importado de lacteos subiu 15% frente ao mesmo periodo do ano anterior, somando 151,7
mil toneladas, contra 132,1 mil toneladas em 2019. As exportacdes de lactios e derivados
também alavancaram em 2020, registrando elevacdo de 32% em comparagdo a0 mesmo
periodo do ano anterior, totalizando 29,8 mil toneladas, contra 22,5 mil toneladas
embarcadas em 2019. Boletim Do Leite (CEPEA - CENTRO DE ESTUDOS
AVANCADOS EM ECONOMIA APLICADA - ESALQ/USP,2020).

As pesquisas realizadas pela Embrapa Gado de Leite, baseadas nos indicadores

econémicos da pesquisa trimestral de leite do IBGE (2018) no ultimo censo, apontam um
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crescimento da producéo de leite desigual em todo territorio nacional: a producéo de leite
brasileira foi de 33,8 bilhdes de litros em 2018 sendo 11,5% oriundos da regido Sul, 11,4%
da Sudeste, 4,1% da Centro-Oeste, 4,3% da Nordeste e 2,2% da regido Norte
(EMBRAPA, 2020).

Dada importancia da bovinocultura leiteira como uma das mais importantes e
tradicionais atividades econdmicas em nosso pais, vale destacar que os ganhos de
produtividade advém de métodos empregados em tecnologias que melhorem a eficiéncia
de producdo, dentre eles destaca-se 0 melhoramento genético, a alimentacdo e a salde
animal (endo e ectoparasitismo) (EMBRAPA, 2018).

Os acaricidas de uso veterinario sdo aplamente utilizados na agropecuaria leiteira,
evitam perdas na producdo devido as enfermidades parasitarias e ectoparasitarias,
entretanto a qualidade do leite pode ser afetada com o residuo desses produtos quimicos
(MELLO; SILVEIRA, 2012). Além da exposicdo de trabalhadores em situacdo de
vulnerabilidade no manejo dos animais, bem como o0s riscos de contaminacdo para
consumidores de leite (SILVA et al., 2012). Segundo Bedi et al. (2015) constataram a
presenca de residuos piretréides e organofosforados em amostras de leite bovino, o que
pode estar relacionado a aplicacdo inadequada e sem acompanhamento técnico.

A contaminacdo do pasto, dos cereais durante as pulverizacdes de produtos
quimicos a fim de conter pragas em lavouras podem ser responsaveis por grande parte das
contaminagdes dos produtos de origem animal quando ha ingestdo de alimentos
contaminados pelos animais de producdo (GONZALEZ-RODRIGUES, 2005; BASTOS
et al., 2011; MELLO; SILVEIRA, 2012). Em estudo realizado por Silva et al. (2014),
analizaram residuos de agrotoxicos em 30 amostras de leite cru, em cinco amostras foi
detectado 16,67% de organofosforado (OF) todas todas abaixo limites maximos de
residuos (LMR). Analisou-se 98 amostras destinada para alimentacdo animal, onde foi
constatado organofosforado (OF) em 28 amostras sendo 28,57% e carbamatos (CB) em
18 sendo 18,37% e ambos os compostos em uma amostra sendo 1,02%. As ocorréncias
de residuos de agrotoxicos em leite e na alimentacdo animal alerta para uma contaminacgao
cruzada e auséncia de manejo dos animais, uma vez que a presenca dos compostos no
leite também podem ser oriundos do intervalo que o produto foi aplicado no animal e a

retirada do leite para consumo (falta do descarte deste leite).

Nesse sentido, se faz necessario o uso correto de medicamentos de uso veterinario,

controle de qualidade de alimentos ofertados para animais e monitoramento de residuos
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de medicamentos veterinarios no leite, no intuito de mitigar riscos para o consumidor,
fornecendo a populacdo produtos seguros que ndo apresentem risco a satide (NUNES et
al., 2017).

2.2 ParticipagOes do Estado de S&o Paulo na cadeia produtiva de carne e leite de
bovinos

Segundo o Instituto de Economia Agricola (IEA, 2019), 6rgdo vinculado a
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sdo Paulo, o nimero debovinos
de corte decresceu 3,57%, com um total de 6,19 milhGes de cabecas. Com relacdo aos
numeros de bovinos de leite, ocorreu uma diminuicgéo de 2,73%, com o total de 1,08 milhdo
de cabecas previsto no levantamento de junho de 2019. Nos ultimos cinco anos, o rebanho
leiteiro tem sofrido oscilagdes, mas as previsdes para este mercado apostam e acreditam em

um crescimento.

Tabela 1. Numero de bovinos por categoria, Estado de Séo Paulo, 2014-2019

Corte Leite Misto Total

Ano

an?n.1 :ii A% an?n.'l:ie; A% an?n"x :iz A% an?n'l :ies A%
2014 5.793.862 1.348.393 3.782.205 10.924.460
2015 5.786.893 -0,12 1.267.184 -6,02 3.166.969 -16,27 10.221.046 -6,44
2016 6.066.660 4,83 1.240.237 -2,13 3.289.406 3,87 10.596.303 3,67
2017 6.263.370 3,24 1.193.674 -3,75 3.032.509 -7,81 10.489.553 -1,00
2018 6.426.682 2,61 1.114.445 -6,64 2.843.218 -6,24 10.384.345 -1,00

2019 6.196.982 -3,57 1.083.966 -2,73 3.049.825 7,27 10.330.773 -0,52

Fonte: Instituto de Economia Agricola (IEA) e Coordenadoria do Desenvolvimento Rural Sustentavel
(CDRS). SERIE INFORMAGCOES ESTATISTICAS DA AGRICULTURA. S&o Paulo. Junho 2019.

De acordo ainda com o Instituto de Economia Agricola (2019), no caso do rebanho
bovino paulista voltado a producdo de carne, estima-se que 3,69 milhdes de cabecas
deverdo ser enviadas para a agroindustria em 2019; este numero € 0,25% inferior ao
verificado em 2018. Com o rebanho bovino no Estado de Sdo Paulo na casa das 10
milhdes de cabecgas, o nUmero de animais que pode ser enviado para o abate ndo tem
apresentado grandes variagdes nos Ultimos anos o que demosntra um leve crescimento da

oferta e demanda na balaga comercial.
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Tabela 2. Numero de bovinos para abate, Estado de S&o Paulo, 2014-2019

2

Ano Quantidade’ Peso tot(zi:) Peso totg: A%
2014 3.623.961 57.983.385 851.718

2015 3.581.541 60.886.264 894.358 5,01
2016 3.742.426 63.621.249 934.533 4,49
2017 3.718.351 63.211.977 948.179 1,46
2018 3.707.960 63.035.320 945.530 0,31
2019 3.698.723 62.878.288 943.174 -0,25

ICalculada multiplicando a soma do numero de bovinos para corte e misto por 0,4072(uma aproximacgao
da taxa de abate).

2 Calculado multiplicando a quantidade de bovinos para abate pelo peso médio de abate.

Fonte: Instituto de Economia Agricola (IEA) e Coordenadoria do Desenvolvimento Rural Sustentavel
(CDRS). SERIE INFORMACOES ESTATISTICAS DA AGRICULTURA. S&o Paulo. Junho 2019.

A producéo leiteira estimada para 2019 foi de aproximadamente 1,78 bilhdo de
litros, este registro de aumento de 5,36% foi comparado com o ano anterior. Observa- se
nos Ultimos cinco anos uma forte oscilagao na producéo de leite, contudo nos dois Ultimos
anos houve um aumento na producéo de leite no Estado de Sao Paulo, o que pode significar

aumento gradual na produtividade de leite por vaca ordenhada.

Tais crescimentos tém influéncia de véarios fatores: melhores pastagens, tanto em
relacdo a nutricdo quanto ao ectoparasitismo, resultam em animais mais produtivos;
insumos disponiveis a pre¢os adequados, justamente para asegurar a sanidade e bem-estar
dos animais; finalmente, boas condicdes climaticas e condi¢Ges de estabilidade econdmica

que agregados determinam o bom desempenho da producéo esperada (IEA, 2019).

Tabela 3. Produgo de leite, Estado de S&o Paulo,2014-2019

Total
Ano

1.000 litros A%

2014 1.764.129

2015 1.534.819 -13,00
2016 1.581.893 3,07
2017 1.519.564 -3,9%4
2018 1.691.675 11,33

2019 1.782.311 5,36

Fonte: Instituto de Economia Agricola (IEA) e Coordenadoria do Desenvolvimento Rural Sustentavel
(CDRS). SERIE INFORMAGCOES ESTATISTICAS DA AGRICULTURA
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2.3 Carrapato Rhipicephalus microplus

Acredita-se que o Rhipicephalus microplus tem sua origem no continente Asiatico,
mais precisamente na India. Em funcéo das grandes expedicdes exploradoras registradas
na historia, com a movimentacdo de animais e mercadorias, ocorreu a sua expansao e
introducdo na maioria das regibes tropicais e subtropicais: Australia, México, América
Central, América do Sul e Africa (NUNES et. al., 1982 apud ANDREOTTI, 2002).

Conhecido popularmente como carrapato-do-boi, o Rhipicephalus microplus é um
parasito monoxeno, isto é, depende de apenas um hospedeiro em seu ciclo de vida,
preferencialmente os bovinos, porém outras espécies podem comportar-se como
hospedeiros (ARTHUR, 1960). S0 hemat6fagos, possuem um processo de alimentacéo
mais longo quando comparados a outras espeécies, podendo ingerir até 500ml de sangue
(TATCHELL et. al., 1972 apud ANDREOTTI, 2002) ;(SAUER et al., 2000 apud
ANDREOTTI, 2002).

Como outras espécies do género Rhipicephalus, se caracteriza por possuir pegas
bucais relativamente curtas e pela secrecdo de quantidades de cemento, material
proteinacio que auxilia na fixacdo do carrapato responsavel pela aglutinacdo do parasito
ao seu hospedeiro (FRANCISCHETTI et al., 2002). O ciclo de vida deste carrapato ocorre
em duas fases especificamente: fase parasitaria e fase de vida livre.

O ciclo inicia-se com a fase de vida livre, quando a teledgina, fémea, apds a copula,
ingurgitada de sangue do hospedeiro, desprende-se naturalmente do mesmo e, uma vez
no solo, inicia a postura apds trés dias, com periodo de postura em torno de 15 dias. De
acordo com Sonenshime (1993) apud Andreotti (2002), o peso total dos ovos, apds o
término da postura, equivale a 52% do peso vivo da teledgina, fémea adulta de carrapato
cheia de sangue. Até o 7° dia apds a eclosdo, a larva esta pronta para subir nas pastagens
por geotropismo negativo, localizar o hospedeiro pelo odor, pelas vibragGes, pelo
sombreamento, pelo estimulo visual e pelo gradiente de concentracdo de CO: e alcangar

0 hospedeiro a fim de se alimentar.


http://old.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/tese/carrapato/07referencias.html#Nu%C3%B1es%201982
http://old.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/tese/carrapato/07referencias.html#Arthur%201960
http://old.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/tese/carrapato/07referencias.html#Tatchell%201972
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As larvas infestantes, ao entrar em contato com seu hospedeiro, fixam-se em
regibes que favorecam o seu desenvolvimento, tais como: Ubere, perianal, entrepernas.
Por conta de alta vascularizacdo e menor espessura, essas regides sao preferenciais para
fixagdo, bem como pela dificuldade de desfixagdo através de lambidas dos bovinos
(WAGLAND, 1978 apud ANDREOTTI, 2002).

O periodo larval ¢ suscetivel a baixas temperaturas, no entanto, em presenca de
alta umidade relativa podem sobreviver até 8 meses (HITCHCOCK, 1955 apud
ANDREOTTI, 2002). Em condic¢des apropriadas, a fase de vida livre dura em torno de 32
dias (GONZALEZ, 1995 apud ANDREOTTI, 2002), durante os quais a larva do carrapato
néo se alimenta e sobrevive exclusivamente de seus estoques nutricionais (FARIAS 1995
apud ANDREOTTI, 2002).
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Figura 1. Ciclo de vida do carrapato R. microplus.

Fonte: Embrapa, 2006

Durante os primeiros dias da infestacdo no animal, as fémeas ingerem cerca de 3,8
ml de sangue, no entanto, com aceleracdo do ingurgitamento apds a copula e tal como
mencionado anteriormente, nas horas que precedem a descida do hospedeiro ao solo para
postura (12 a 24 horas), esta ingestao atinge valores em torno de 300 — 500 ml (LONDT
& ARTHUR,1975; TATCHELL et al, 1972, apud ANDREOTTI, 2002).


http://old.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/tese/carrapato/07referencias.html#Wagland%201978
http://old.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/tese/carrapato/07referencias.html#Hitchcock
http://old.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/tese/carrapato/07referencias.html#Gonzales%201995
http://old.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/tese/carrapato/07referencias.html#Farias
http://old.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/tese/carrapato/07referencias.html#Londt
http://old.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/tese/carrapato/07referencias.html#Londt
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Vale lembrar que o carrapato R. microplus € o principal vetor de dois parasitos, a
rickettsia Anaplasma sp e o protozoario Babesia spp, causadores da "tristeza parasitaria
bovina" doenca que impacta fortemente o sistema de producdo (FARIAS, 1995 apud
ANDREOTTI, 2002).

2.4 Prejuizos e controle do Rhipicephalus microplus

Como ja foi dito, a infestacdo por carrapatos, tem forte impacto sobre a saude dos
animais e sobre os custos da criacdo de gado em todo o mundo. Esse impacto é ainda
maior naquelas regides em que, pelos altos niveis de umidade, como ocorre no Brasil, ha
uma forte presenca desses parasitos. (GUGLIELMONE et al., 2010; VERISSIMO, 2015;
GUGLIELMONE & NAVA, 2014).

Além das injurias diretas causadas pela infestagdo como a perda de peso, 0s danos
ao couro e a diminui¢do na producao de leite, também mencionado, o R. microplus é um
importante vetor do protozoario Babesia spp e Anaplasma marginale, causadores de
babesiose e anaplasmose, respectivamente, por meio da hematofagia, os danos
econdmicos se agravam para os produtores devido a alta morbididade e mortalidade
(GRISI et al., 2002; BARROS et al., 2005; ALMEIDA et al., 2006; GUEDES JUNIOR
et al., 2008).

Apesar de o Brasil ocupar uma posi¢do importante na classificacdo mundial de
grandes produtores e exportadores de carne bovina, e de estimar-se que 0S prejuizos
causados pelo carrapato-do-boi sdo da ordem de 3,24 bilhGes de dolares ao ano (GRISI et
al., 2014), atualmente ndo existe um programa governamental para o controle do carrapato
dos bovinos. IniUmeras sdo as causas do insucesso do tratamento adequado dos animais
infestados, a saber: falta de dados técnicos e epidemioldgicos sobre o uso de acaricidas
em cada propriedade, erros na dilui¢do dos produtos acaricidas, desconhecimento da triade
parasito-hospedeiro-ambiente, desconhecimento da biologia e ecologia do R. microplus
(GARCIA et al., 2016; HIGA et al., 2019).

Outro agravante decorrente do insucesso do tratamento € o acelerado surgimento
de cepas resistentes a diversas classes quimicas. A eficiéncia do controle quimico é
prejudicada por um aumento na frequéncia de alelos de resisténcia mutantes, em resposta

a presséo de selecdo por aumento na frequéncia de aplicagBes o que afeta o controle no


http://old.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/tese/carrapato/07referencias.html#Farias
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campo, falta de planejamento e fomento da informacao cientifica para o produtor naqual
ele conhece que o acaricida com o passar do tempo perde sua eficacia, porém desconhece
0s mecanismos de como isso ocorre (LEITE, et al.,1995; FURLONG et al., 2007;
ROBBERTSE et al., 2016; HIGA et al., 2019).

2.5 Resisténcia do Rhipicephalus microplus aos acaricidas.

Segundo a Organizacdo das Nagbes Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura
FAO (2004) inumeras populacdes de ectoparasitos se tornaram resistentes aos acaricidas
e estdo disseminadas em toda parte do globo onde estes sdo utilizados. A FAO (2012)
indica a resisténcia como uma alteracdo no comportamento das pragas que ajude a
esquivar-se dos efeitos nocivos dos acaricidas. A vista disto, essas pragas escapam a

exposicdo e sobrevivem, acabam progredindo uma cepa resistente.

A resisténcia é deduzida por um processo metabdlico onde as pragas tidas como
resistentes sdo capazes de desintoxicar mais rapidamente do que as pragas suscetiveis.
Alguns complexos de enzimas envoltos neste processo de biotransformacao e excrecéo
dos inseticidas em espécies resistentes, podendo destruir muitas moléculas diferentes
(FAO, 2012).

A resisténcia aos inseticidas € um complexo de respostas envolvendo
insensibilidade ao local alvo, metabolismo, desintoxicacdo e excre¢do de xenobiéticos;
reducdo de penetracdo do inseticida como resultado da sintese cuticular; e finalmente,
esquiva comportamental pelo artrépode (HEMINGWAY et al., 2004; ROSARIO-CRUZ,
2009; POHL et al., 2011; GUERRERO; LOVIS; MARTINS, 2012; FEYEREISEN;
DERMAUW; VAN LEEUWEN, 2015).

Mdltiplos passos adaptativos foram observados em diferentes artropodes e
incluem mutacdes pontuais na acetilcolinesterase (TEMEYER; DAVEY; CHEN, 2004;
MILLER; DAVEY; GEORGE, 2005) e canais de sédio dependente de voltagem (Kdr)
(DU etal., 2017; VUDRIKO et al., 2018), e amplificacdo e regulacdo positiva de enzimas
de desintoxicagdo, transportadores e canais. Interagdo complexa entre 0os mecanismos

acima, e envolvendo multiplas mutagcdes em genes e alelos. (POHL et al., 2011,
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TEMEYER; OLAFSON; PRUETT, 2012; JYOT] et al., 2016; KOH-TAN et al., 2016;
VUDRIKO et al., 2018).

Sabe-se que quatro familias de enzimas estdo associadas ao metabolismo de
inseticidas e implicadas em conferir resisténcia a uma ou mais classes de inseticidas:
carboxilesterases (CCEs), glutationa transferase (GSTs), UDP glucorniltransferases
(UGTSs) e citocromo P450s (CYP450) (HEMINGWAY et al., 2004; BAFFI et al., 2008;
ROSARIO-CRUZ, 2009; FEYEREISEN; DERMAUW; VAN LEEUWEN, 2015;
COSSIO-BAYUGAR et al., 2018).

Os organofosforados (OF) constituem um grande grupo de produtos quimicos
utilizados nos altimos 60 anos para controle de pragas que afetam a producédo
agropecuéria (BARBOZA, et al., 2018). A quantidade de uso de OF esta diminuindo, mas
a sua importancia provavelmente vai continuar por décadas, devido a sua eficiéncia em
controlar pragas em varias culturas além de seu baixo custo (GUNGORDU et al., 2013;
CHEN et al., 2016).

Um cenério preocupante para o controle deste o R. microplus em paises em
desenvolvimento econémico, em zonas tropicais e sub-tropicais, devido a farta resisténcia
a dois ou mais compostos quimicos (PARIZI et al., 2009; GRISI et al., 2014). Veja-se,

por exemplo:

Argentina - America do Sul: Formamidinas e Piretroides Sintéticos
(LOVES et al., 2013).

e Africa do Sul - Africa: Piretroides Sintéticos e Fenilpirazois (LOVES et
al., 2013).

e Australia - Oceania: Organofosfatos e Piretroides Sintéticos
(LOVES et al., 2013).

e Equador - América do Sul: Formamidinas, Lactonas Macrociclicas e
Piretroides Sintéticos (PS) (RODRIGUEZ-HIDALGO et al., 2017).

e Sri Lanka - Asia: Diclorodifeniltricloroetano  (DDT),
Carbamatos e  Organofosfatos (OF) (BANDARA,;
KARUNARATNE, 2017).

e India- Asia: Piretroides Sintéticos e Organofosfatos (NAGAR
et al., 2018): (GODARA et al., 2019).
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e Colombia - America do Sul: Piretroides Sintéticos (VILLAR et al., 2019).

e Meéxico - America do Norte: Piretroides e Amidinas (HIGA et al., 2020).
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Figura 2. Distribuicdo mundial da resisténcia dos carrapatos aos acaricidas Organofosforados (OP), os
Piretroides Sintéticos (SP), Amitraz, Fipronil, Lactona Macrociclica.

Fonte: Lovis, 2012

Como ja se mencionou, a efetividade do processo de monitoramento da resisténcia
necessita que este se faca 0 mais precocemente possivel a fim de conter a proliferagédo de
espécies resistentes e, consequentemente, a diminuicdo de custos (MENDES et al., 2001;
KLAFKE, 2012; HIGA et al., 2016).

2.6 Resisténcia do Rhipicephalus microplus aos acaricidas no Brasil

O controle quimico do R. microplus por décadas tem sido caracterizado como a
forma mais eficaz e econdmica. Todavia, 0 uso progressivo e indiscriminado dos
acaricidas evoluiu para surgimento de cepas resistentes a boa parte dos compostos
disponiveis no mercado (FURLONG; MARTINS; PRATA, 2007; ALBUQUERQUE, et
al., 2010; HIGA, et al., 2016).
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De acordo com Oliveira et al. (1986), os primeiros produtos quimicos empregados
para controle do carrapato R. microplus no Brasil foram os compostos arsenicais e em
1950 ja se detectaram casos de resisténcia. Posteriormente, Freire (1953) reportou 0s
primeiros casos de resisténcia aos compostos arsenicais e, em 1956, relatou também

resisténcia aos produtos organoclorados.

Quanto aos acaricidas a base de organofosforado a primeira notificacdo de
resisténcia no Brasil ocorreu em 1963 na cidade de Santa Ambrosina, estado do Rio
Grande do Sul, também sendo o primeiro caso de resistencia do R. microplus a esse
composto na America do Sul (WHARTON & ROULSTON, 1975).

Os problemas de resisténcia continuaram a ser relatados com grande frequéncia
no Rio Grande do Sul (GONZALES & SILVA, 1972; GONZALES et al., 1973) e no
Estado de Minas Gerais (PATARROYO & COSTA, 1980). Também foi notificada a
existéncia de cepas resistentes no estado do Rio de Janeiro (OLIVEIRA et al., 1986).

Leite (1988) sugeriu através de seu estudo epidemioldgico da resisténcia do R.
microplus aos piretroide em propriedades no Rio de Janeiro. Todavia a primeira
notificacdo e constatacdo de cepas resistentes partiu do estudo de Laranja et al. (1989) no
Rio Grande do Sul.

A resisténcia multipla ocorre quando os carrapatos desenvolvem resisténcia a dois
ou mais compostos, expressando multiplos mecanismos de resisténcia. Mdltiplas
resisténcias a diferentes classes de acaricidas tornam-se cada vez mais prevalentes no
Brasil (KLAFKER et al., 2016) como mostra a tabelas 4.
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Tabela 4. Distribuicdo geogréafica da resisténcia do R. microplus no Brasil aos acaricidas
organofosforados, piretroides, amidinas e lactonas macrociclicas, Fluazuron,
Piretroides + Organofosforados, Amidinas + Organofosforados e Fipronil.

Classes Sul Sudeste Centro-Oeste Nordeste Norte
Organofosforados
Mendes et al. Gomes et Raynal et
Reck et al. 2014 (RS) 2011 (SP) al. 2011 (MT)  al. 2013 (BA) -
) Domingues et al. ) ) )
2012 (MG)
Piretroides
Mggﬁ: d%t :tl ;012?);1 4 Mendes et al. Mendes et Raynal et aIBrzlgolit
RS) 2011 (SP) al., 2013 (MT)  al., 2013 (BA) (RO)
Veiga et al., Flausino et al., ) Silvaetal., i
2012 (SC) 1995 (RJ) 2005 (PB)
Souzaetal., Domingues et al., 2012 i ) )
2003 (PR) (MG)
Aminidina
Machado et al., . Campos Junior Brito et
2014; Reck et (Psepr)e”a* S Zﬁol”(‘ﬁjﬁ)t &Oliveira,  al, 2011
al. ) o
al. 2014 (RS) 2005 (BA) (RO)
Veigaetal., Furlong, 1999 . Coelho et )
2012 (SC) (MG) al., 2013 (RN)
Souzaetal., ) ) ) )
2003 (PR)
Lactonas Macrociclicas
Klafke et al.,
Reck et al. 2014 (RS) 2006 (SP) - - -
) Lopesetal., 2014 ) ) )
(MG)
Fluazuron
Reck et al., 2014 B - B -
(RS)
Piretroides + Organofosforados
Machado et al., Mendes et al. Andreotti et Raynal et al. al Eér(;tlolet
2014 (RS) 2011 (SP) al., 2011 (MT) 2013 (BA) '(’RO)
Souzaetal., ) ) Santana et
2003 (PR) al., 2013 (PE)

Amidinas+ Organofosforados

Machado et al.
2014 (RS)

Fipronil
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Castro- Janer
etal., 2010
(MT)

Reck et al., 2014 Castro-Janer et al.,
(RS) 2010 (SP)

Rio Grande do Sul (RS); Parana (PR); Santa Catarina (SC); Sdo Paulo (SP); Rio de Janeiro (RJ); Minas Gerais (MG);
Mato Grosso (MT); Bahia (BA); Paraiba (PB); Rio Grande do Norte (RN); Rondénia (RO), Pernambuco (PE).

A evolugdo progressiva da resisténcia & multiplos acaricidas afetam a
produtividade da agropecuéaria bovina no Brasil, de modo que os individuos resistentes
sobrevivem a concentracdes de compostos que normalmente seriam letais para a espécie
de R. microplus e frustram os esforcos de controle quimico adotados pelos produtores
(GUERREIRO, et al., 2014; STAFFORD; WILLIAMS; MOLAEI, 2017).

2.7 Resisténcias do Rhipicephalus microplus aos organofosforados e Piretroides no

Estado de Séo Paulo

O levantamento da resisténcia em populacGes de carrapatos de propriedades
interior do Estado de Sdo Paulo, conduzido por Mendes et al. (2011) revela uma

ocorrencia de resistencia ao organofosforado clorpirifés da ordem de 65,25%.

O perfil de sensibilidade in vitro dos produtos comerciais a base de OF existentes
no mercado atualmente apresentam resultados positivos de porcentagem de mortalidade
quando em formulagdes que combinam mais de um acaricida (UENO et al., 2012; HIGA
et al., 2016). As altas frequéncias de resisténcia a compostos OF observadas em cepasde

de campo de R. microplus em propriedades do Estado de Sdo Paulo provavelmente pode

significar que ha falhas no modo de tratamento (MARTINS et al., 2008; LOVIS et
al.,2012).

Com relacéo ao piretroide, seu uso tornou-se indispensavel para 0 aumento da
produtividade na agricultura e na agro-pecuaria devido a sua agcao no controle dos vetores
de doengas sendo utilizado no combate a ectoparasitoses, incluindo as provocadas por

carracas, pulgas e piolhos em animais (BURNS et al., 2013).
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De um modo geral, o desenvolvimento da resisténcia dos insetos aos piretroides
depende da quantidade e da frequéncia da aplicacdo do inseticida, para além das
caracteristicas inerentes as espécies expostas. Esses produtos tém uma meia-vida curta no
ambiente, uma baixa toxicidade terrestre sobre os vertebrados e ndo se biomagnificam como
as classes quimicas mais antigas, como os organoclorados (SCHLEIER & PETERSON,
2011).

Em uma revisdo da resisténcia realizada por Higa et al. (2016) foram encontradas
no Estado de Séo Paulo espécies de R. microplus resistentes aos piretroides de base Unica,
mostrando baixa eficicia. Resultado diferentemente observado quando as espécies
amostradas foram expostas a combinacdes de formulacbes de organofosforados +
piretroides (PEREIRA, 2006; OLIVEIRA et al., 2011; UENO et al., 2012).

Populagdes de campo de R. microplus em Sao Paulo demostraram niveis muito
altos de resisténcia a cipermetrina, com fatores variando de 8,0 a 309,3 demonstrando
continuo desenvolvimento da resisténcia aos piretroides nas regides onde foi analizada
(LOVIS et al., 2012). Nesse mesmo estudo, 0s autores evidenciaram nas espécies
amostradas, a ocorréncia de mutacdes L641 no Dominio Il (associado as mutacGes kdr e
super- kdr) que conferem insensibilidade ao local alvo, e sugerem que o aumento da
atividade da esterase poderia provavelmente complementar a insensibilidade observada
do local alvo, sem, no entanto, descartar a existéncia de outros mecanismos de

desintoxicacdo de xenobioticos.
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Figura 3. Processo de selecdo quimica da populagdo de carrapatos, aumento da frequéncia de individuos

resistentes, até a falha de eficacia.

Fonte: Ministério Agricultura Pecuaria e Abastecimento,2020.
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2.8 Modos de acéao dos piretroides e organofosforados e mecanismo de resisténcia

do Rhipicephalus microplus

As principais classes quimicas utilizadas para controle de pragas pertencem a
categoria dos neurotoxicos, uma vez que o principal alvo dos pesticidas é o sistema
nervoso. Todos os organofosforados séo derivados de um dos &cidos de fosforo e, como
classe, geralmente sdo os mais toxicos de todos os pesticidas.

Funciona inibindo as enzimas importantes do sistema nervoso, principalmente a
colinesterase (ChE). A enzima € fosforilada quando se liga a porcédo fosforosa do
inseticida, uma ligacdo que € irreversivel. Essa inibicdo resulta no acimulo de acetilcolina
(ACh) nas juncbes ou sinapses neurdnio/neurdnio e neurdnio/muasculo (neuromuscular),
causando espasmos rapidos nos musculos voluntarios e, finalmente, paralisia (WARE &
WHITACRE, 2004; BLOOMQUIST, 2009; MRDAKOVI¢ et al., 2016).

Os piretroides, considerados venenos axonicos, afetam o sistema nervoso
periférico e central do inseto. Eles inicialmente estimulam as células nervosas a produzir
descargas repetitivas e eventualmente causam paralisia. Tais efeitos sdo causados por sua
acdo no canal de sddio, um pequeno orificio através do qual os ions de sddio podem entrar
no axonio para causar excitagdo (WARE &WHITACRE, 2004; BLOOMQUIST, 2009;
BURNS et al., 2013; DU et al., 2013).

2.9 Bioensaios fenotipicos de diagnoéstico da resisténcia a acaricidas em populacgdes

do Rhipicephalus microplus

De acordo com a FAO (2004), a escolha de um teste laboratorial adequado para
avaliar a resisténcia a determinado acaricida em popula¢des do R. microplus deve atender
alguns requisitos importantes, tais como: alta sensibilidade na identificagio da resisténcia
desde seu surgimento; abranger uma gama de grupos quimicos que estdo em uso,
incluindo também os novos principios ativos; ser de execucdo simples e de baixo custo
fornecendo ao mesmo tempo um resultado rapido e confiavel. Nesse sentido, sugere
alguns protocolos para a identificacdo de cepas de carrapatos resistentes, para facilitar o

monitoramento global dessa resisténcia, e orienta que se adotem métodos diagnosticos
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padronizados, como testes de avaliacdo in vitro para a identificacdo fenotipica da

resisténcia com larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus (FAO, 2004).

O Teste do Pacote de Larvas — TPL (Larval Packet Test - LPT) é indicado para
investigacdo da resisténcia em cepas de campo do R. microplus, especialmente para
acaricidas organofosforados e piretroides sintéticos (KEMP et al., 1999). Nesse teste
preferencial, as larvas sdo expostas a papeis filtros impregnados com acaricida e a
mortalidade das larvas é quantificada apds 24 horas de exposicdo aos principios ativos
(FAO, 2004).

O Teste de Imersdo de Adultos (TIA) é um bioensaio que manuseia fémeas
ingurgitadas de carrapatos descrito por Drummond et al. (1973) é utilizado para
estabelecer a eficiéncia de novos acaricidas contra varias espécies de carrapatos. Este
bioensaio foi adequado a partir de testes de resisténcia executados em diferentes
laboratérios padronizando os protocolos e disponibilizando para que seja utilizado
amplamente. O Teste de Imerséo de Larvas (TIL) foi elaborado por Shaw (1966), estudos
comparativos sugeriram que os resultados do TIL podem ser comparados com 0S
resultados do Teste de Pacote de Larvas (TPL) ja que ha uma boa concordancia entre 0s
resultados dos bioensaios (FAO, 2004).

2.10 Inovacéo e tecnologia empregadas no biocontrole de pragas de importancia
econdmica.

Novos desafios se apresentam a bovinocultura brasileira, como as exigéncias de
bem-estar animal e os fatores relacionados a sustentabilidade ambiental (ABIEC, 2016;
GOMES et al., 2017). Nessa necessidade e ordem de idéias enquadra-se o biocontrole ou

o controle biolodgico.

Segundo Garcia (2002), o controle bioldgico trata da utilizagdo dos inimigos
naturais, como microorganismos com potencial patogénico, predadores ou parasitoides,
para regular ou controlar populagdes de insetos-praga. O uso do controle bioldgico
proporciona inimeros beneficios evidentes em relacdo ao uso de agentes quimicos, uma
vez que ndo polui o ambiente, tem baixo risco de contaminacéo e ndo causa desequilibrios
ecologicos possuindo assim o melhor custo benéficio para o produtor, além deagregacéo
de valor do produto (GONCALVES, 1996).
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De acordo com Parra et al. (2002) a utilizacdo do controle bioldgico é bem antiga,
data do século Il a.C., quando os chineses utilizavam espécies de formigas predadoras
para manejo e controle dos insetos da Ordem Coleoptera (besouros). Na Califérnia
(EUA), em 1888, ocorreu com sucesso a utilizagdo do Controle Bioldgico para controlar
a cochonilha branca-da-laranjeira, Unaspis citri Comstock, 1883 (Hemiptera:
Diaspididae) com a joaninha predadora Rodolia cardinalis Mulsant, 1850 (Coleoptera:
Coccinellidae) (MEDEIRQS, 1997).

De acordo com a Associacdo Brasileira das Empresas de Controle Bioldgico
(ABCBIo, 2018) o mercado brasileiro de biodefencivos atingiu um faturamento de R$
528 milhGes em 2018 valor de mercado de uso de produtos biologicos para todas as
culturas (soja, cana, café, hortalicas e frutas). Estima-se que os bioldgicos ainda tenham
um espaco infimo no universo dos produtos fitossanitarios comercializados no Brasil, pais
que demanda um quinto dos agroguimicos consumidos no mundo. Representa apenas
entre 1% e 2% do segmento de defensivos vendidos no Brasil. Porém, tem crescido a taxas
de 10% a 15% ao ano. Segundo os datos da ABCBio (2018), de 2010 a 2016, a propor¢éo
de produtos biolégicos registrados no Ministério da Agricultura para uso na agricultura

brasileira saltou de 7% para 60% em relacdo aos produtos quimicos.

O Programa de Inovacdo e Transferéncia em Controle Biolégico (PROBIO), da
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de S&o Paulo, por meio de uma
referéncia em controle biolégico no Brasil, o Instituto Bioldgico, desenvolve sistemas de
producdo de bioinseticidas a base de fungos, bactérias e nematoides para cana, soja, milho,
algodao e outras culturas, e atende 56 biofabricas para a producéo de agentes de controle
em diversos estados brasileiros e no exterior —além de prestar uma série de outros servi¢os
na area (IB-APTA, 2017).

O controle bioldgico se distingue em trés tipos e séo classificados em natural,

classico e aplicado:

I. O controle bioldgico natural € o0 método que procura preservar a populacdo de
inimigos naturais pelo manejo ambiental. Este tipo de controle é recomendado
para qualquer tipo de cultura, pois é causadora da morte natural de grande nimero
de insetos-pragas, impactando no equilibrio do ecossistema (BERTI-FILHO;
MACEDO, 2011).
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IIl. O controle biolégico classico é o método de liberagcdo de parasitoides ou
predadores, ap6s sua producdo em laboratorio, pretendendo um manejo rapido da
populacio de pragas. E mais aceito pelos produtores, devido sua agio imediata
ou acelerada, semelhante ao uso de quimicos convencionais. No passado, quando
somente existia o controle bioldgico Classico, devido as técnicas de criacdo de
insetos serem incipientes, algumas das desvantagens apontadas eram a sua acéo
lenta e o fato de somente servir para culturas perenes ou semiperenes (BERTI-
FILHO; MACEDO, 2011).

Il Ocontrole bioldgico aplicado, por suavez, consiste na criacdo em grande escala de
biocontroladores em laboratério, que em seguida séo introduzidos no ambiente
com a finalidade de adequar o equilibrio, diminuindo a populacdo indesejada até
que cause menos danos para a producdo (BERTI-FILHO; MACEDO, 2011).
Assim, para controlar as populacfes de artropodes aplica-se 0 uso deorganismos
macroscopicos e microscopicos como por exemplo os fungos, bactérias e virus.
Sdo os chamados entomopatdgenos, ou seja, aqueles que vdo causar alguma
afeccdo somente para os artropodes indesejados, com o propdsito de controlar os

insetos-pragas de importancia economica (GALLO, 2002).

2.11 Controle bioldgico usando fungos entomopatogénicos Metarhizium anisopliae e
Beauveria bassiana no controle do Rhipicephalus microplus

Existem dois fungos patogénicos para artropodes frequentemente estudados no
Brasil: Beauveria ssp e Metarhizium ssp, sendo as espéecies M. anisopliae e B. bassiana,
patogénicas tanto para insetos quanto para acaros e carrapatos (CHANDLER et al., 2000;
FERNANDES; BITTENCOURT, 2008; SUN, et al., 2013).

Numerosos trabalhos demonstraram que existe uma variabilidade genotipica entre
os isolados de M. anisopliae, e sugeriram que esta espécie era possivelmente um agregado
de espécies (BIDOCHKA et al., 2005; FERNANDES et al., 2010). Estudo filogenético

feito por Bischoff et al. (2009) determinou que o isolado M. anisopliae compreende um
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complexo de sete espécies: M. majus, M. guizhouense, M. brunneum, M. pingshaense, M.

robertsii, M. anisopliae e M. Lepidiotae.

Além disso, sdo relatadas em outros estudos ndo somente uma variagdo genotipica,
mas variagcBes morfoldgicas e fisioldgicas (LOMER et al., 2001; FERNANDES et al.,
2010). Acredita-se que, decorrente de todas essas variagdes mencionadas, héa
predominantemente diferentes niveis de viruléncia em estudos dos isolados de M.
anisopliae para muitas espécies de artrépodes, inclusive carrapatos (ALVES, 1998;
FERNANDES et al., 2004; FERNANDES; BITTENCOURT, 2008; QUINELATO et al.,
2012).

O mecanismo de acao desses fungos ocorre pela adesao de conidios a cuticula dos
hospedeiros (MORAES et al., 2003; VEGA & KAAYA, 2012). Os esporos precisam
aderir a superficie do hospedeiro, a penetracao é alcancada tanto pela secre¢do de enzimas
quanto pelo desenvolvimento de estruturas especializadas (apressorio) que exercem
pressdo mecanica (WANG & ST LEGER, 2007). Apos a adesdo, os conidios formam
tubos germinativos e hifas penetrando atraves das cuticulas e, em seguida, se ramificam
atingindo a hemocele (HAJEK & ST. LEGER, 1994), colonizando o hospedeiro e
produzindo toxinas (KIRKLAND et al., 2004; PAL et al., 2007), as quais, associadas ao

crescimento do micélio, levam o hospedeiro a morte (GARCIA et al., 2005).

Neste mesmo seguimento foram evidenciadas penetracdes de blastosporos por
isolados fungicos através de aberturas naturais de cepas de Metarhizium anisopliae e
Beauveria bassiana em carrapatos da espécie, R. microplus, pois apresentaram capacidade
virulenta e rapido desenvolvimento em sua cuticula (FERNANDES et al., 2018).

Estudos revelaram que M. anisopliae parece se apresentar eficiente no controle do
carrapato, ampliando as expectativas para o0 uso em campo (ARAUJO, 2017). Por outro
lado, a utilizacdo destes entomopatogénicos possuem outros fatores associados as
desvantagens como a susceptibilidade a diversos fatores ambientais, como umidade, calor
e radiagdo ultravioleta, que diminuem consideravelmente sua eficacia contra o0s
hospedeiros (RANGEL et al., 2004; HUANG; FENG, 2009; MENT et al., 2010).

Segundo Camargo et al. (2016) e Perinotto et al. (2012) acredita-se que a
associacao entre o 6leo mineral e um produto a base de M. anisopliae e B. bassiana pode

ser efetiva no controle deste carrapato. Também foram feitos experimentos e notou-se
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que os Metarhizium spp e B. bassiana, por serem bons produtores de conidio séo também

virulentos para ovos, larvas e fémeas ingurgitadas do carrapato R. microplus (SUN, et al.,
2013; JONES, 2017).

Diante do agravamento do uso de produtos quimicos convencional e a resisténcia do

R. microplus a multiplos acaricidas, o uso de microorganismos, neste caso, em especial o

fungo Metarhizium spp surge com uma possivel alternativa para miticar problemas

relacionados a resisténcia, perda de producdo e sem duvidas diminuicdo excessiva de

produtos quimicos que deixam residuos.

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a resisténcia do carrapato dos bovinos aos acaricidas diazinon e

cipermetrina oriundas de fazendas localizadas em algumas regides do Estado de Séo Paulo

e estabelecer um sistema de controle bioldgico do Rhipicephalus microplus com o fungo

Metharizuim anisopliae a campo.

3.1 Objetivos especificos

Realizar testes fenotipicos de resisténcia ao organofosforado diazinon e ao
piretroide cipermetrina em carrapatos da espécie Rhipicephalus microplus por

meio do teste de Pacote de Larvas (TPL)

Verificar a ocorréncia da mutacdo do canal de s6dio T2134A no segmento S6 do

dominio 111, em populagdes de Rhipicephalus microplus

Avaliar a atividade enzimatica das esterases envolvidas no processo de detoxicacao
de acaricida por meio de testes bioquimicos com espectrofotometria e com
inibidores de organofosforados.

Aplicar um sistema de biocontrole de Rhipicephalus microplus no pasto usando a

cepa de Metarhizium anisopliae (IBCB 425).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Locais de realizacao

O trabalho foi conduzido nas dependéncias do Laboratorio de Parasitologia
Animal e do Laboratdrio de Bacteriologia Geral ambos do Centro de Pesquisa de Sanidade
Animal do Instituto Bioldgico, S&o Paulo, SP (latitude: 23° 32' 51" S; longitude: 46° 38'
10" W e altitude: 760m), nos anos de 2019 e 2010.

Os testes experimentais de controle bioldgico no pasto foram executados no Pélo
Regional Vale do Paraiba em Pindamonhangaba (PRP), SP (latitude: 22° 55' 26" S;
longitude: 45° 27" 42" W; altitude: 557m) de outubro de 2019 a setembro de 2020; e no
Centro de Pesquisa em Bovinos de Leite (Instituto de Zootecnia) em Americana (1Z), SP
(latitude: 22° 44' 21"; longitude: 47° 19' 53" W e altitude: 545m) de outubro de 2019 a
outubro de 2020.

O uso de animais nos experimentos foi avaliado pelo comité de ética em
experimentacdo animal, protocolo numero 314-2021. As cepas e espécies de fungos

utilizados ndo séo patogénicas para humanos e animais.

4.2 Coleta e selecdo de fémeas ingurgitadas para testes fenotipicos da

resisténcia em Rhipicephalus microplus

N&o foi necessario um esclarecimento ético, pois esses experimentos incluiam
exclusivamente larvas de carrapatos R. microplus. Além disso, nenhuma alimentacéo de
sangue foi usada, ndo representava qualquer risco potencial de infeccdo para humanos e
animais domesticos e, portanto, nenhum consentimento ético foi emitido aqui. Todavia
foi aberto um processo junto ao Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade (ICMBio) para registro das atividades inerentes a utilizacdo da

biodiversidade brasileira em pesquisas com o protocolo n. 71009.

Foram coletadas teledginas diretamente dos animais infestados e transferidas para
frascos plasticos com furos para faciliatar a entrada de oxigenio. Essas coletas ocorreram

em fazendas situadas em municipios onde ha atividade agropecuaria de



criacdo de bovinos, distribuidos em diferentes regides do Estado de Sdo Paulo como

mostra a Tabela 5 e Figura 4.
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Tabela 5. Numero de individuos de Rhipicephalus microplus coletados em municipios do Estado de Sédo
Paulo para testes fenotipicos

Cidade Localizacdo Regido Nl]me;rq de
Teledgina
Aguas de Sio Pedro 22°35'58"S 47°52' 34" W Piracicaba 50
Guaratingueta 22048'59" S45°11'33" W Guaratingueta 70
Cunha 23°5'3"S  44°57'40"W Guaratingueté 10
Potim 22050' 34" S 45°15' 05" W Guaratingueta 10
Lorena 22°43'51" S 45°07' 29" W Guaratingueté 10
Atibaia 23°07' 01" S 46° 33' 01" W Braganca Paulista 30
Socorro 22°35'29" S 46°31'44" W Braganca Paulista 20
Piracaia 23°03'14" S 46°21'29" W Braganga Paulista 20
Joandpolis 22955'49"S 46°16'32"W Braganca Paulista 20
Braganca Paulista 22957'07" S 46°32'31"W Braganca Paulista 20
Nazaré Paulista 23°10'42" S 46° 23' 51" W Braganca Paulista 20
Monte mor 22°56'48" S 47°18'57"W Campinas 20
Castilho 20°52'20" S 51°29'15" W Andradina 10
Murutinga do Sul 20°59'36" S 51°16'39" W Andradina 60
Andradina 20°53' 46" S 51° 22" 46" W Andradina 30
Sarapui 20°53' 46" S 51° 22' 46" W Itapetininga 10
Itapetininga 23°35'30" S48°03' 11" W Itapetininga 20
Séo Miguel Arcanjo 23052 42" S 47°59' 50" W Itapetininga 10
Piedade 23°42' 43" S 47° 25" 40" W Sorocaba 10
Batatais 20°53' 28" S 47° 35' 06" W Ribeirdo Preto 10
Bauru 22°18'53"S 49°03' 38" W Bauru 10
Brotas 22°17'03" S 48°07' 36" W Jad 10
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Figura 4. Regifes de coleta de amostras de Rhipicephalus microplus no Estado de Séo Paulo, Brasil.

Fonte: SANTOS, M. L., 2021

4.3 Testes de Pacote de Larvas (TPL)

Esse bioensaio para o diagnostico da resisténcia de Rhipicephalus microplus aos

acaricidas estd baseado na tecnica de Stone & Haydock (1962).

Os testes foram realizados com populac6es de carrapatos com 0s principios ativos

cipermetrina, com padrdo analitico > 90,0% de pureza, e diazinon, com padrdo analitico

99,0% de pureza (Sigma ChemicalCo. St. Louis, MO, USA), para caracterizar a resisténcia

fenotipica aos grupos quimicos piretroides e organofosforados respectivamente.

Papéis filtro Whatman n°1 (7,5 x 8,5 cm) foram impregnados no Laboratério da
Emprapa Amazénia Oriental Belém, PA Brasil. (1° 27' 18" Sul, 48° 30" 9" W) com 0s
principios ativos diazinon (concentragGes: 0.05; 0.1; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8; 1.2; 1.6; 2.4; 3.2

pg/cm2) e cipermetrina (concentracgdes: 1.6; 6.4; 25.6; 102.4; 409.6 pg/cm2 ) ambos com
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padrdo analitico > 90,0% de pureza (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA), e para o

controle os papéis filtro foram impregnados somente com o solvente acetona.

Os testes foram realizados em triplicata. Nos dias do teste, os papéis filtro foram
retirados da geladeira, dobrados ao meio e selados em ambos os lados com clipes de metal
para formar os pacotes. Aproximadamente cem larvas de carrapatos foram transferidas para
cada pacote usando um pincel. Os pacotes foram selados com um terceiro clipe no topo, e
incubados em estufa B.O. D a 28°C e 80% de umidade relativa.

Apos 24h, a mortalidade larval foi determinada pela contagem do numero total de
individuos mortos e vivos. Larvas que estavam paralisadas ou movendo apenas seus

apéndices, sem a capacidade de andar, eram considerados mortos.

Os dados de mortalidade do teste de pacote de larvas foram analisados usando o
modelo “probits” POLO-PC software (LeOra Software, 1987) e a classificacdo do nivel de

resisténcia (NR) foi calculada de acordo com Mendes et al. (2007).

4.4 Extracdo e amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para

deteccdo da resisténcia ao Piretroide

A presenca ou ndo da mutacdo T2134A do dominio Il foi realizada com larvas
eclodidas de fémeas coletadas nas fazendas, as larvas sobreviventes as concentracdes dos
compostos nos testes fenotipicos denominadas P10, P11, P14, P15, P16, P19, P20, P27,
P36 e P37 foram utilizadas de acordo com o protocolo de Guerrero et al. (2001). O DNA
gendmico foi extraido utilizando-se o kit de extragdo Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit -

Zymo Research - D4069 seguindo orientagdes do fabricante.

A amplificacdo de alelos mutantes e sensiveis foi realizada pelo método
desenvolvido por Guerrero et al. (2001) que consiste de duas reagcOes para a amplificacdo
dos alelo sensivel e resistente com as respectivas sequéncias 5’ @ —
TTATCTTCGGCTCCTTCA -3’ (221S) e 5 -TTATCTTCGGCTCCTTCT — 3’ (221R).
A fita oposta em ambas as reagdes foi sintetizada com o oligonucleotideo comum aambos
os alelos de sequéncia 5 ~-TTGTTCATTGAAATTGTCGA — 3’ (2271). Além disso, foi
adicionado uma reacdo de controle positivo de PCR em todas as amostras e um controle

negativo (substituindo DNA por &gua ultrapura).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em um volume final de

25,0 pL contendo 2,5 pL. de DNA molde e 0,4 uM de cada oligonucleotideo. Adicionou-
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se em seguida 12,5 pL do kit de amplificagdo TagDNA Polymerase 2x Master Mix RED™
(Ampligon®, Odense, Dinamarca) na concentracdo de 4 mM de MgCI2 e 0,8 mM de
trifosfatos desoxinucleotidicos para uma dilui¢do a concentracéo final de reacdo a 2mM de
MgCI2 e trifosfatos desoxinucleotidicos a 0,4 mM (dNTP). O volume restante para se

atingir 25 pL foi completado com agua ultrapura.

As reacgOes foram realizadas a 96°C por 2 min, seguidas por 42 ciclos de PCR
(94°C por 1 min, 58°C por 1 min, 72°C por 1 min) e, em seguida, uma extensao final a
72°C por 7 min. Os amplicons obtidos na PCR foram visualizados em géis de agarose a 3%
corados com solucdo uniSafe Dye Nucleic Acid Nucleic Stain™ (20.000x) (Uniscience
Corporation® Miami Lakes, FL 33015 USA), com corrida de uma hora e noventa de

voltagem e 100 Pb .

4.5 Testes bioquimicos para avaliacédo das  esterases na resisténcia
ao organofosforados e piretroide.

4.5.1 Determinacdo da concentracdo de proteinas totais e atividade enzimatica
com espectrofotometria

A atividade enzimaética foi realizada com um pool de cinco larvas sobreviventes
e de cinco mortas retiradas do papel impregnado da maior concentracdo para ambos 0s
produtos. Em relacdo ao diazinon esse teste foi realizado em quinze propriedades NR 111,

ja para cipermetrina foi feito em trés propriedades NR I e seis NR II.

As dosagens enzimaticas foram realizadas segundo o Método do Micro Biureto
(Itzhaki & Gill, 1964). Para a determinacdo da concentracdo de proteinas totais dois
reagentes foram utilizados: sulfato de cobre 6 mmol.L -1 (Reagente 1) e NaOH 1,15 mol.L
-1 (Reagente 2). Cada amostra foi homogeneizada em duas repeticdes, utilizando-se 500
pL de cada reagente, 995uL de dgua destilada e 5 pL da amostra. O padrdo usado foi
albumina sérica bovina na concentracdo de 50 g.L -1. As medidas de absorbanciaa 570 nm
foram realizadas em espectrofotdmetro modelo femto 600 plus e os resultados expressos
em g.L -1 (Gornall et al., 1949).

As atividades enzimaticas das esterases foram determinadas através da adigdo dos
substratos a e B-naftil. Em cada tubo foram adicionados 20 pL do sobrenadante do
homogenato (tanto para a o quanto para a -esterase), em 250 pL de solucéo de acetato de
a/B- 25 naftil dissolvidos em 24,75 mL de tampé&o fosfato de sodio 20 mM pH 7,2. A reagédo

foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se 50 pL de
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solucdo de Fast Blue B (0,045 g de Fast Blue B) em 4,5 mL de 4gua destilada adicionada a
uma solucdo de 15 ml de SDS 5%. Novamente a reacdo foi incubada a temperatura
ambiente, por mais 5 minutos para depois, proceder a adigdo de 200 uL de o/B-naftil
acetato/fosfato de sodio e mais 50 pL de Fast blue. As leituras de absorbancia foram feitas

em 570 nm.

Andlise de variancia foi realizada para determinar diferengas nas atividades
enzimaticas entre larvas vivas e mortas para cada principio ativo, utilizando o teste de

Tukey na comparacgdo das médias considerando o nivel de significancia de 5%.

4.6 Aplicacdes de fungos entomopatogénicos no pasto para o controle de larvas de

Rhipicephalus microplus

Os experimentos foram realizados em dois municipios do Estado de S&o Paulo,
Americana- SP (latitude: 22° 44’ 217; “longitude: 47° 19° 53” W e altitude: 545m) e
Pindamonhangaba- SP (latitude: 22° 55* 26” S; “longitude: 45°27° 42” W e altitude: 557m).
O fungo utilizado foi 0 Metarhizium anisopliae (isolado IBCB 425) na concentracdo de 5

x 10 por ha, cedido pelo Instituto Bioldgico.

O experimento foi realizado com grupo de bezerros homogéneos (racas semelhantes
e pareados) com idade inicial de seis (6) meses e permaneceram até dezoito (18) meses sem
tratamento carrapaticida ha pelo menos 30 dias. Para a formacdo dos grupos dos animais
tratado e controle, no dia zero, de acordo com a média geométrica de trés contagens de
fémeas com tamanho entre 4,5 mm e 8,0 mm, do lado esquerdo do animal nos dias -2, -1e
zero, 0s bezerros foram selecionados por ordem decrescente de infestacdo e randomizadas

em dois grupos com sete animais cada um.

Os bezerros foram mantidos em piquetes formados por Brachiaria decumbens e
suplementados no periodo de seca com feno, silagem de sorgo e ragdo farelada com 20%

de proteina bruta.

No Centro de Pesquisa de Bovino de Leite (Instituto de Zootecnia) os grupos dos
bezerros pertenciam as ragas girolando, gir e holandés. Para o tratamento do pasto foram
pesados 13 g do fungo M anisopliae sendo diluidos em 40 litros de calda (95% de agua e
5% de 6leo mineral) aplicados em piquete de 640m? (na area controle foi aplicado 40 litros
de calda contendo 95% de agua e 5% de 6leo mineral). Para a homogeneizagéo da calda foi

usado aproximadamente 300g de um emulsificante alimenticio a base de mono e
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digliceridios de acidos graxos (Emustab, Selecta). A aplicagéo foi feita com pulverizador

costal automatico com bico leque para garantir aspercdo de maneira uniforme.

Figura 5. Piquete onde foi mantido os animais e pulverizado com fungos Metarhizium anisopliae A;

Contagem da infestagcdo no lado esquerdo dos bovinos no tronco B e C. Americana — SP.

Fonte: SANTOS, M. L., 2021
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Figura 6. Aplicacdo do fungo Metarhizium anisopliae no pasto para controle de larvas de R. microplus A e
B. Americana — SP.

Fonte: SANTOS, M. L., 2021

Na fazenda do Polo regional do Desenvolvimento Tecnol6gicos dos Agronegocios
do Vale do Paraiba o experimento foi usado bezerros da raga girolando mantidos em dois
piquetes totalizando 1 hectar. Para o tratamento do pasto foram pesados 200g do fungo M
anisopliae sendo diluidos em 100 a 150 litros de dgua (95% de agua e 5% de 6leo mineral).
A homogenizacéo foi feita como descrito acima e a aplicagéo foi feita com o implemento

agricola de barra.

A B
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Figura 7. Piquete onde foi mantido os animais e pulverizado com fungos Metarhizium anisopliae A e B;
Contagem da infestacdo no lado esquerdo dos bovinos no tronco C, D e E. Pindamonhangaba — SP.

PEREIRA, J. R., 2021

Figura 8. Aplicacdo do fungo Metarhizium anisopliae no pasto para controle de larvas de R. microplus A, B
e C. Pindamonhangaba — SP.
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Fonte: PEREIRA, J. R., 2021

Para os dois locais do experimento a aplicacao foi realizada a cada més a partir das
17h e a avaliacdo foi realizada quinzenalmente pela contagem no animal de todas as
teledginas entre 4,5mm e 8,0mm de comprimento, presentes no lado esquerdo de cada
bovino dos dois grupos (Wharthon et al.,1970). As contagens foram realizadas pela mesma

pessoa.

4.7 Analises Estatisticas da resisténcia aos acaricidas organofosforados e piretroides
e do controle biolégico com artropodopatogénico

Para calcular resiténcia, os dados das larvas (vivas e mortas) usadas no teste de
pacote de larvas, foram analisados usando o modelo “probits” POLO-PC software (LeOra
Software, 1987). Teste estatistico para determinar frequéncia dos alelos da mutacdo do
dominio 111 T2134A.

Andlise de variancia foi realizada para determinar possiveis diferencas
significativas entre os fatores de resisténcia, atividades enzimaticas e foram expressos como
média £ desvio-padrao, teste de Tukey para a comparacao das médias considerando o nivel

de significancia.

Para avaliar a eficiéncia dos tratamentos foi avaliada segundo o método de acordo
com Abbott, (1925), avaliacdo padronizada pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento

(MAPA), utilizando-se a seguinte equacdo:

n(T)

Porcentagem de Controle = (1 - ) * 100
n (Co)

Sendo:
n = Numero de teledginas acima de 4,5mm
T = Grupo Tratado
Co = Grupo Controle
Foram efetuadas transformacdes logaritmicas, log (X + 1), para a analise estatistica

dos dados. Nos testes de campo foi analisada a variancia entre as médias para todas as

contagens de teledginas, comparando grupos tratados e controle depois dos tratamentos,
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para comparacdo das médias foi usado o teste de Tukey.

5. RESULTADOS

5.1 Avaliagdo da resisténcia, mutacdo do dominio 111 T2134A a cipermetrian e as

atividades enzimaticas a cipermetrina e ao diazinon

Os principios ativos usados em cada propriedade e os dados de resisténcia dos
produtos cipermetrina e diazinon estdo apresentados nas Tabela 6 e Tabela 8. O uso da
associacao piretroide e orgnofosforados foi citado por 52,5% dos proprietarios e 20%
relataram o uso de piretrdides ndo associados. Os demais grupos quimicos foram
mencionados com as seguintes frequéncias: 15% formamidina, 12,5% fluazuron, 10%
lactonas maclociclicas,7,5% homeopatia, 5% organofosforados ndo associados, 2,5%

fenilpirazoéis e 17,5% ndo mencionaram produto algum.

A Tabela 6 apresenta resultados do teste com a cipermetrina sendo que o célculo
do fator de resisténcia foi efetuado usando a CLso da fazenda P2 (CLso:1,08) considerada
como susceptivel por apresentar a menor CLso. O nivel de resisténcia (NR) foi calculado
seguindo os valores do fator de resisténcia (Tabela 6). Resistente Nivel | = FR 2,5 -5,4;

Resistente Nivel Il = FR 5,5 — 50 e Resisténcia Nivel 111 = FR > 50 para os piretroides.

Das quarenta propriedades analisadas, dezoito delas apresentaram fatores de
resisténcia que variou entre 1,58 — 28,8 e NR nivel | (53%) e nivel 1l (47%). Das dezoito
amostras resistentes, apenas cinco delas, ndo relataram o uso da cipermetrina (isolada ou

associada com outro principio) no tratamento dos animais contra o R. microplus.

A mutacdo do dominio 111 T2134A das dez amostras de R. microplus analisadas
foi identificada em sete propriedades. Em 6 delas foram encontradas larvas heterozigotas e
em 4 foram encontradas larvas homozigotas resistentes. A amostra P10 com FR de 10,3
apresentou 87,5% das larvas com resisténcia heterozigota. Ja a amostra P19 com FR de
28,2 mostrou larvas com resisténcia homozigota para a mutagéo I11 T2134A (Tabela 7).

Os gréaficos das atividades enzimaticas a-esterase e -esterase testadas com larvas
vivas e mortas da concentracdo 409,6 pug/cm2 de cipermetrina das amostras P10, P11, P14,
P15, P16, P19, P20, P27, P36 e P37, ndo mostraram diferencas significativa considerando
os dois grupos (p>,05) (Figura 10).

Nos resultados dos testes do R. microplus com o principio ativo diazinon (Tabela

8) observa-se que noventa por cento das propriedades exibiram resisténcia usando como
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padrdo de susceptibilidade a amostra P3 (CL50: 0,03). O nivel de resisténcia (NR) foi

calculado seguindo os valores do fator de resisténcia (Tabela 9). Resistente Nivel 1 = FR
1,5 — 4,4; Resistente Nivel Il = FR 4,4 — 50 e Resistente Nivel Il = FR >50 para
organofosforado. As porcentagens de NR encontradas foram de 6% para o nivel I, 30%

nivel Il e 64% para o nivel Il

Verifica-se que as propriedades com NR Il e Ill apresentaram as respectivas
porcentagens (46,6% e 69,5%) de uso do organofosforado associado a outro principio ativo
no tratamento dos bovinos. Os resultados das atividades enzimaticas das amostras testadas
(P5, P6, P14, P15, P17, P20, P24, P26, P29, P31, P33, P34, P37 P39 e P40) demonstram
diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos de larvas vivas e mortas (Figura 11).
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Tabela 6 . Caracterizagéo do fen6tipo da resisténcia e suscetibilidade a cipermetrina em populagéo de larvas

de Rhipicephalus microplus do Estado de S&o Paulo.

Municipios Principio ativo No LCs0(95%CT) SLOPE * SE FR NR
P1 S3o Pedro N3o informado 1388 - 0,35+0,181 - -
P2 S3o Pedro Fluazuron + abamectina 2858 1,08(0,252 — 1,626) 2,810,272 -
P3 S3o Pedro N3o faz tratamento 2818 1,71(1,344 — 2,075) 2,89+0,211 1,58 |
P4 S3o Pedro N3o informado 1652 - 0,33%0,277 - -
P5 Montemor Cipermetrina,Amitraz,Corpirifds,Fenthion,Diclorvés 1595 - 13,88+754198 - -
P6 Braganca Paulista Cipermetrina+clorpirifés+citronela; Diflubezuron 2271 - 14,89+719317,20 - -
P7 S3o Pedro N3o informado 2046 - 16,424+2328112,0 - -
P8 Nazaré Paulista Cipermetrina+clorpirifés+citronela; Diflubezuron; Doramectina 2676 - 0,77+0,048 - -
P9 Braganca Paulista N3o informado 2077 - 13,011+435920,7 - -
P10 Atibaia Cipermetrina+clorpirifés+citronela; amitraz 2795  11,2(7,151 - 16,716) 0,91+0,036 10,3 1
P11 Atibaia Cipermetrina+clorpirifés+citronela; deltametrina 2499 7,40(6,249 — 8,701) 2,37+0,092 6,85 1]
P12 Nazaré Paulista Diflubenzuron; Doramectina 2487 - 14,38+728156,21 - -
P13 Socorro Amitraz; Cipermetrina+clorpirifés+citronela 2469 - 14,49+1056479,4 - -
P14 Guaratinguetd Cipermetrina; Fluazuron 2050 5,29(4,395 - 6,238) 3,230,188 4,89 |
P15 Guaratinguetd Cipermetrina+clorpirifés+citronela; Amitraz; 1921 3,67(3,357 - 3,977) 3,280,202 3,39 |
P16 Guaratinguetd Cipermetrina+clorpirifés+citronela; Fluazuron; Flumetrina 2168 5,01(4,482 - 5,601) 2,47+0,103 4,63 |
P17 Guaratinguetd Cipermetrina+clorpirifés+citronela 807 - 1,62+0,134 - -
P18 Guaratinguetd Cipermetrina+clorpirifés+citronela; Amitraz 796 - 0,670,059 - -
P19 Guaratingueta Flumetrina; Cipermetrina+clorpirifs+citronela; Amitraz 2825 30,5(21,572 - 43,713) 1,03+0,034 28,8 Il
P20 Guaratinguetd Cipermetrina+clorpirifés+citronela; amitraz 2817 8,65(7,056 - 10,517) 3,220,126 8,0 1]
P21 Guaratinguetd Cipermetrina+clorpirifés+citronela; Fipronil 2249 2,92(2,117 - 3,967) 4,35+0,209 2,7 |
P22 Andradina Cipermetrina, Clorpirifés 2275 - 14,64+734318,79 - -
P23 Murutinga do Sul Cipermetrina+ Clorpirifds; Citronela 744 - 12,12+1630862,9 - -
P24 Castilho Cipermetrina, Clorpirifés 540 2,85(2,410 - 3,402) 2,89+0,326 2,63 |
P25 Murutinga do Sul Cipermetrina+Clorpirifés; Diclorvés+ Cipermetrina+ 626 - 13,73+1703346,0 - -
P26 Murutinga do Sul Cipermetrina+clorpirifés+citronela 1674 3,16(2,630 - 3,840) 4,36%0,233 2,92 |
P27 Murutinga do Sul Cipermetrina+clorpirifés+citronela; Deltametrina; Ivermectina 1844 6,42(4,835 - 8,592) 2,59+0,118 5,94 Il
P28 Murutinga do Sul Cipermetrina+clorpirifés+citronela; 874 - 14,39+2024732,6 - -
P29 Murutinga do Sul N3o informado 890 - 27,83+4031209,4 - -
P30 Guaratinguetd Cipermetrina, Fenthion, Clorpirifés 2694 - 15,28+1410592,6 - -
P31 Guaratinguetd Cipermetrina+Clorpirifés; Citronela 2432 12,2(8,229 - 18,287) 4,132+0,192 11,2 1]
P32 Brotas Ndo informado 625 - 0,00+979671,806 - -
P33 Brotas N3o informado 760 - 1,310+0,088 - -
P34 Guaratinguetd Cipermetrina+clorpirifés+citronela; amitraz; 2470 - 14,66+460881,79 - -
P35 Itapetininga Homeopatia 2433 3,05(2,509 - 3,656) 3,08+0,147 2,82 |
P36 Itapetininga Homeopatia 1163  15,9(6,220 - 36,233) 0,68+0,048 14,7 Il
P37 Sarapui Homeopatia 1178  8,94(1,575 - 28,620) 1,22+0,060 8,27 Il
P38 Piedade Cipermetrina 1671 2,48( 0,877 - 4,333) 2,0940,125 2,29 |
P39 Ribeirdo Preto Ndo infirmado 1494 - 0,90+0,048 - -
P40 Capivari N3o informado 1441 4,93(0,779 - 11,932) 1,260,067 4,56 |

N= namero de individuos; LCs0(95%CI) = Concentracdo que mata 50% com intervalo de confian¢a; FR= Fator de
resisténcia; NR: nivel de resisténcia
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Tabela 7 . Frequéncia da mutacdo dominio Il T2134A em amostras de R. microplus provenientes de
algumas regides no Estado de S&o Paulo - Brasil

Amostras FR Gendétipos
SS RS RR
n % freq. % freq. % freq.

P10 10,3 16 0 87.5 12,5
P11 6,85 11 54,5 27,3 18,2
P14 4,89 16 93,75 6,25 0
P15 3,39 16 93,75 6,25 0
P16 4,63 16 93,75 0 6,25
P19 28,2 13 23,1 15,4 61,5
P20 8,00 16 100 0 0
P27 5,94 16 93,75 6,25 0
P36 14,7 16 100 0 0
P37 8,27 16 100 0 0

FR: fator de resisténcia; RS: Resistente heterozigota; RR: Resistente homozigota; SS: sensivel; n:
namero delarvas; % freq.: Porcentagem da Frequéncia.

DNA Ladder

Figura 9. Amplificacdo por PCR de 13 amostras de larvas provenientes da propriedade P19. A foto mostra o resultado das amostras 7 a
13 amplificadas pelo par de primers especifico para o alelo sensivel (Primer 2271 mais o primer 221S correspondente ao alelo sensivel)
ou resistente (Primer 2271 mais o primer 221R correspondente ao alelo resistente).

Fonte: SANTOS, M. L., 2021
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Figura 10. Avaliagdo das atividades enzimaticas de a-esterase e 3-esterase em larvas de R. microplus

(populacdes de P5 ao P40) expostas a cipermetrina. Controle=

Fonte: SANTOS, M. L., 2021

Larvas que ndo foram expostas a cipermetrina.
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Tabela 8. Caracterizacéo do fenotipo da resisténcia e suscetibilidade ao diazinon em populagdo de larvas de
Rhipicephalus microplus do Estado de S&o Paulo.

58

Municipios Principio ativo NO° L Cs0(95%CT) SLOPE * SE FR NR
P1 S3o Pedro N3o informado 3815 0,08(0,023 - 0,154) 0,722+0,041 2,66 |
P2 S3o Pedro Fluazuron + abamectina 5601 0,12(0,008 - 0,297) 0,348+0,030 4 |
P3 S3o Pedro N3o faz tratamento 4797 0,03(0,006 - 0,080) 0,654+0,037 - -
P4 Sdo Pedro N&o informado 3195 0,45(0,328 - 0,605) 1,081+0,043 15 1
P5 Montemor Cipermetrina, Amitraz,Corpirifés+Fenthion,+Diclorvés 3260 4,39(2,788 - 8,975) 0,912+0,052 146 11
P6 Braganca Paulista Cipermetrina+clorpirifés+citronela; Diflubezuron 5568 5,01(2,548 -18,321) 0,652+0,036 167 I
P7 S30 Pedro N3o informado 5348 0,69(0,506 - 0,975) 1,693+0,041 23 1
P8 Nazaré Paulista Cipermetrina+clorpirifés+citronela; Diflubezuron; 5913 1,97(1,289 - 3,873) 1,092+0,037 65 I

Doramectina
P9 Braganca Paulista Ndo informado 5107 1,14(0,685 - 2,500) 1,022+0,035 38 1]
P10 Atibaia Cipermetrina+clorpiriféds+citronela; amitraz 5619 1,35(0,989 - 2,053) 1,154+0,038 45 1
P11 Atibaia Cipermetrina+clorpirifés+citronela; deltametrina 5605 1,16(0,932 - 1,498) 1,467+0,041 38 1l
P12 Nazaré Paulista Diflubenzuron; Doramectina 4939 2,63(1,899 - 4,201) 1,058+0,043 87 11
P13 Socorro Amitraz; Cipermetrina+clorpirifés+citronela 4945 0,75(0,643 - 0,895) 1,228+0,039 25 1]
P14 Guaratinguetd Cipermetrina; Fluazuron 5072  29,7(11,762 -209,769) 0,973+0,067 990 11
P15 Guaratinguetd Cipermetrina+clorpirifés+citronela; Amitraz; 6285 15,0(10,444 - 24,610) 1,111+0,063 500 1
P16 Guaratingueta Cipermetrina+clorpirifés+citronela; Fluazuron; 5175 1,95(1,505 - 2,759) 0,954+0,039 65 1]
Flumetrina
P17 Guaratingueta Cipermetrina+clorpirifés+citronela 1449 2,29(1,615 - 3,825) 1,431+0,089 76 1]
P18 Guaratinguetd Cipermetrina+clorpirifés+citronela; Amitraz 1701 - 1,217+0,086 - -
P19 Guaratinguetd Flumetrina; Cipermetrina+clorpirifés+citronela; 4969 1,94(1,611 - 2,441) 1,554+0,051 64 ]
Amitraz
P20 Guaratingueta Cipermetrina+clorpirifés+citronela; amitraz 5016 4,19(3,705 - 5,064) 4,156+0,287 139 11
P21 Guaratingueta Cipermetrina+clorpirifés+citronela; Fipronil 4084 1,75(1,600 - 1,939) 2,196+0,080 58 1
P22 Andradina Cipermetrina, Clorpirifos 4581 1,88(1,574 - 2,339) 1,556+0,056 62 11
P23 Murutinga do Sul Cipermetrina+ Clorpirifds; Citronela 1430 1,90(1,174 - 4,953) 1,447+0,094 63 11
P24 Castilho Cipermetrina, Clorpirifés 1394 2,83(2,653 - 3,080) 5,693+0,506 94 1]
P25 Murutinga do Sul Cipermetrina+Clorpirifés; Diclorvés+ Cipermetrina+ 1151 0,97(0,484 - 3,188) 0,572+0,069 32 1
P26 Murutinga do Sul Cipermetrina+clorpirifés+citronela 3788 2,35(2,004 - 2,880) 1,653+0,069 78 11
P27 Murutinga do Sul Cipermetrina+clorpirifés+citronela; Deltametrina; 3366 1,55(1,044 - 2,785) 1,232+0,048 27 1
Ivermectina

P28 Murutinga do Sul Cipermetrina+clorpirifés+citronela; 1392 0,92(0,695 - 1,254) 2,334+0,110 30 1
P29 Murutinga do Sul N3&o informado 1796 2,96(2,325 - 6,015) 5,218+0,383 98 11
P30 Guaratingueta Cipermetrina, Fenthion + Clorpirifés 4924 - 57,413-'_-712888,0 - -
P31 Guaratinguetd Cipermetrina+Clorpirifés; Citronela 4405 2,27(1,870 - 2,927) 1,550+0,060 75 1l
P32 Brotas N3o informado 1486 - 1,643+0,079 - -
P33 Brotas N3ao informado 1700 2,83(2,132 - 4,618) 1,968+0,134 94 11
P34 Guaratinguetd Cipermetrina+clorpirifés+citronela; amitraz; 5327 2,71(2,472 - 3,045) 3,511+0,135 90 11
P35 Itapetininga Homeopatia 4132 2,83(2,458 - 3,433) 3,083+0,135 94 ]
P36 Itapetininga Homeopatia 1141 1,32(0,887 - 2,240) 0,966+0,069 44 1
P37 Sarapui Homeopatia 1211 5,39(2,367 - 137,231) 1,232+0,109 179 1
P38 Piedade Cipermetrina 1722 0,86(0,507 - 1,414) 1,865+0,082 28 1
P39 Ribeirdo Preto N3o infirmado 1253 3,43(2,599 - 6,335) 3,088+0,274 114 11
P40 Capivari N3ao informado 1232 6,47(4,245 - 12,376) 1,080+0,099 215 11

N= nGmero de individuos; LCs0(95%CI) = Concentra¢do que mata 50% com intervalo de confianca; FR= Fator de
resisténcia; NR: nivel de resisténcia
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Figura 11. Avaliagdo das atividades enzimaticas de a-esterase ¢ B-esterase em larvas de R. microplus
(populages de P5 ao P40) expostas ao diazinon. Controle= Larvas que ndo foram expostas ao
organofosforado.

Fonte: SANTOS, M. L., 2021

5.2 Desempenho da aplicacdo de Metarhizium anisopliae (isolado IBCB 425) na pastagem para
controle de R. microplus no P6lo Regional de Pindamonhangaba (PRP) e Instituto de Zootecnia
(12).

A primeira contagem em ambos locais do experimento foi realizada no mesmo dia da
primeira aplicacdo, esta contagem, portanto, ndo reflete os efeitos da agdo do fungo. De um
modo geral, fica evidente que ha diferenca nas contagens entre controle e tratado na maioria

dos meses de acordo com as Figuras 12 e 13.

As médias das eficicias do tratamento com o fungo M anisopliae obtidas no
experimento realizado em PRP mostram que houve diferenca significativa (p<0,01) entre
0s animais tratados e controle exceto no outono. Para o ensaio feito no 1Z houve diferenca
significativa, nas médias de eficacia, nas estaces do outono e inverno (p<0,01).

Em relacdo aos dados climaticos e a eficiéncia nos dois experimentos (PRP e 12),
verifica-se nestes resultados que ndo houve correlacdo entre os dados de temperatura e

umidade na eficécia dos tratamentos (Tabelas 9 e 10).
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Tabela 9. Eficacia do tratamento om fungo M anisopliae no pasto para o controle de R microplus de acordo

com a sazonalidade e dados de média de temperatura e umidade do PRP

Primavera Verdo Outono Inverno Média anual

Média teledgina Controle 16,71 10,27 15,63 19,90 15,82

tratado 10,00 4,84 13,24 12,84 10,13

Eficécia 40,17 52,88 15,28 35,49 35,96

P<0,01 0,01 0,01 NS 0,01 0,01

Temperatura Minima 17,1 12,9 74 7,9 -

Maxima 30,2 24,4 22,3 24,3 -
Umidade Minima 45,7 56,8 44,1 39,7 -

Maxima 96,9 99,8 96,9 97,2 -

Dados de temperatura e umidade obitdos pelo Portal Agrometeoroldgico e Hidrolégico do Estado de Sao Paulo
(http://www.ciiagro.org.br/)

Tabela 10. Eficécia do tratamento om fungo M anisopliae no pasto para o controle do R microplus de acordo

com a sazonalidade e dados de temperatura e umidade do 1Z

Primavera Verdo Outono Inverno Média anual
Média teledgina Controle 4,73 5,3 7,54 4,4 5,45
tratado 4,40 4,8 1,69 1,6 2,83
Eficacia 6,92 9,43 77,65 63,78 48,07
P<0,01 NS NS 0,01 0,01 0,01
Temperatura Minima 18,8 18,8 12,1 12,3 -
Méaxima 32,3 311 28,3 29,8 -
Umidade Minima 41,8 51,8 41,9 34,9 -
Maxima 93,7 98,5 99,5 96,6 -

Dados de temperatura e umidade obitdos pelo Portal Agrometeoroldgico e Hidrolégico do Estado de Sao Paulo
(http://www.ciiagro.org.br/)



http://www.ciiagro.org.br/
http://www.ciiagro.org.br/
http://www.ciiagro.org.br/
http://www.ciiagro.org.br/

61

& &

NS S S N R R
Q&7 &7 27\ 3 & &N
,\Vx\ Qc"\ ﬂ&\ QOJ\ \/\\ %Q\ ,\c:)\ ,]9\ '\4;3\

O

>3 & &S W8
O 407 Y P Y WD
V@ o b

&
q,b‘\ 6\\

@

A & > > O O
@ N Q0 h ) @
o \) \\ \\ e > N N

'»Q\ W g N ‘_‘: A\ on\ "DJ\

primavera verdo outono inverno primavera

=== M. anisopliae === Controle

Figura 12. Contagem de teledginas do R. microplus nos bovinos em pasto tratado com fungo M. anisopliae

e no bovinos no pasto controle no PRP

25

20

15

10

5

0
o

R SR AL B B &
SRR R X AN 20 & &
Qc)\ ’\?’\ _\:a,\ g‘*\ ,\?J\ Qfo 9%

=
NN
R A A

primavera verdo outono inverno primavera

=== M. anisopliae = ==== Controle

Figura 13. Contagem de teledginas do R. microplus nos bovinos em pasto tratado com fungo M. anisopliae

e nos bovinos em pasto controle no 1Z



62

6. DISCUSSAO

6.1RESISTENCIA

O uso de produtos quimicos contra R. microplus por décadas tem sido considerado
a forma mais eficaz e econémica do seu controle, todavia o uso continuo e descontrolado
dos carrapaticidas evoluiu para o surgimento de cepas resistentes a boa parte dos compostos

disponiveis no mercado de acordo com Higa, et al. (2016).

De um modo geral, o desenvolvimento da resisténcia das pragas aos inseticidas
depende da quantidade e da frequéncia da sua aplicacdo de acordo com Bloomquist (2009).
Neste estudo os relatos por parte dos proprietarios em relacdo aos produtos comerciais
usados revelaram que a maioria dos produtores usava carrapaticidas compostos pela
associacdo de organofosforados e piretrdides. Destas propriedades, 89% apresentaram
resisténcia ao diazinon e 11% a cipermetrina. A baixa frequéncia da resisténcia a
cipermetrina provavelmente esteja relacionada ao fato da sua apresentacdo conjunta com
organofosforados em um mesmo produto, sugerindo a maior efetividade do

organofosforado comparado ao piretroide quando utilizados em associacao.

Conforme evidenciado nos resultados deste trabalho a resisténcia do R. microplus a
cipermetrina foi encontrada em 45% (18) das 40 propriedades analisadas e demonstraram
ainda baixos valores resisténcia. A hipdtese da alta resisténcia ao piretroide neste trabalho
foi descartada pelos resultados inesperados de alta susceptibilidade das amostras

analisadas.

A resisténcia aos carrapaticidas observada neste estudo contradiz dados relatados
por Albuquerque, et al. (2010) e Higa, et al. (2016) que encontraram cepas de R. microplus
no Estado de S&o Paulo resistentes aos produtos compostas apenas por piretroides
mostrando baixa eficacia do piretroide em populacdes de campo. Lovis, et al. (2012)
demostraram niveis altos de resisténcia a cipermetrina no Estado S&o Paulo com fator de
resisténcia variando de 8,0 a 309,3, valores que discordam dos nossos resultados. Klafke,
et al. (2016) avaliaram amostras de R. microplus do Rio Grande do Sul através da dose
diagnostica e verificaram que a resisténcia a cipermetrina foi detectada em 98,08% das 104

amostras analisadas.

Os resultados sugerem que ha uma razoavel eficacia dos piretroides em cepas de R.
microplus no Estado de Sdo Paulo. Uma hipotese a ser considerada € a falha do controle
de
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qualidade dos produtos comerciais testados, somada ao armazenamento inadequado dos
produtos nas propriedades rurais, pois o0 teste com a cipermetrina técnica neste trabalho

causou alta mortalidade nas larvas.

O local de acdo dos piretroides é o canal de sodio dos artropodes, e cinco mutacdes
associadas a resisténcia foram descritas em detalhes por Kumar e colaboradores (2020).
Outras cinco mutagdes ndo sindnimas ja foram encontradas, porém, sem uma correlagdo
segura em relacdo ao fendtipo resistente a piretroides. Dessas mutacGes, a Unica relatada
até o0 momento no Brasil foi a C190A (Dominio Il S4-5), notificado por Andreotti et al.
(2011), Domingues et al. (2012) e Lovis et al. (2012). Neste trabalho foram encontradas
sete amostras de R microplus (FR de 3,39 a 28,2) com a mutacdo T2134A no Dominio |11
S6 (F15501 — substituicio de uma fenilanina por uma isoleucina). E o primeiro relato dessa
mutacdo no Brasil, tendo sido citadas em cepas altamente resistente aos piretroides de
carrapatos do México e Estados Unidos (Chen, et al., 2009; Miller, et al., 2013, Rodriguez-
Vivas, et al., 2014; Stone, et al., 2014 e Kumar et al., 2020). A auséncia de uma correlacéo
direta entre os fenotipos resistentes e 0s gendtipos encontrados pode ser explicada pela
presenca de outras mutagdes para as quais ndo foram realizados ensaios de detec¢do. Os
resultados deste trabalho abrem duas possibilidades: a implementacdo de novos ensaios e

0 questionamento sobre a influéncia de outros fatores.

Os fendtipos encontrados nos resultados do teste de pacote de larvas podem nao
apenas ser explicados pela mutacdo T2134A, mas podem ser consequéncias de outras 4
mutacdes ja descritas como associadas a resisténcia a piretroides relatadas por Kumar et
al.(2020). Deve-se levar em consideracao também a capacidade metabdlica do R. microplus
relacionada as variacoes de fendtipos. Relatos demonstrando a ocorréncia de genétipos do
tipo sensivel com fenOtipos resistentes, sugerindo capacidades aprimoradas de
desintoxicacdo metabdlica por sitios cataliticos de certas enzimas, podem ser observados
nos trabalhos de Baffi, et al. (2008); Cossio-Bayugar et al. (2009) e Miranda, et al. (2009).

Nas atividades de esterases em larvas vivas e mortas fica evidente que a amostra
P19, justamente a que apresentou o maior FR (28.2) para cipermetrina, coincidiu com a
maior atividade de esterases obtida, confirmando o relato de Lovis et al. (2012), na qual
esta atividade em carrapatos muitas vezes estd relacionado com o desenvolvimento de

resisténcia a piretrdides.

O teste do Pacote de Larvas (TPL) para a investigacdo da resisténcia em amostras

de campo do R. microplus, especialmente para carrapaticidas organofosforados (usa-se o
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principio ativo diazinon), foi realizada de acordo com o protocolo recomendado pela FAO

(2004), com o intuito de facilitar o monitoramento global da resisténcia.

Vaérios trabalhos relatam a resisténcia aos organofosforados em espécies de R.
microplus no Brasil, como descritos por Gomes et al. (2011); Mendes et al. (2011);
Domingues et al. (2012); Raynal et al. (2013) e Reck et al. (2014). Os resultados obtidos
para diazinon encontrados nos testes fenotipicos corroboram com os acima citados, pode-
se assim afirmar que a situacdo da resisténcia ao organofosforado oscila entre as
propriedades rurais em decorréncia do histérico de uso dos acaricidas. Falhas de tratamento
dos animais também contribuem para esta situacdo (Martins et al.,2008; Lovis et al. 2012).

Nos perfis enzimaticos detectados para amostras de larvas testadas neste estudo
com o diazinon que revelaram elevagdo nos niveis de a - fB-esterase nas larvas vivas
apresentaram correlacdo positiva com fatores de resisténcia. Da mesma forma, a relacdo
metabdlica da enzima no processo de resisténcia foi demonstrada de acordo com Miller et
al. (2008) e Chigure et al. (2018), que verificaram a correlagdo positiva entre as maiores
atividades enzimaticas de esterases e a resisténcia ao diazinon em amostras de R. microplus

do México.

Apresenta-se com este trabalho o relato da primeira mutagdo T2134A (F15501) em
populacdes de R. microplus no Brasil. Os dados de resisténcia a cipermetrina e ao diazinon
sdo informacGes Uteis para futuras tomadas de decis@es, tendo em conta o uso frequente de
produtos carrapaticidas a base de compostos organofosforados e das suas associagcbes em

diferentes regibes do Estado de Séo Paulo.
6.2FUNGOS

Para o melhor aproveitamento dos bioinsumos é preciso certificar-se de que a sua
aplicagdo esteja sendo feita nas melhores condigcBes possiveis tendo em vista a

sazonalidade, a biologia do carrapato e qual fase do seu ciclo de vida é mais susceptivel.

Os fatores abioticos, tais como temperatura e umidade, influenciam na biologia do
R. microplus e consequentemente na sua dindmica populacional, o que permite o
desenvolvimento e a sobrevivéncia do carrapato durante o ano todo, em niveis mais que

suficientes para causar perdas significativas a produtividade.

E consenso cientifico que na Regido Sudeste ocorre quatro geracdes anuais de
carrapatos, sendo que a maior infestacdo se d& entre 0os meses entre setembro e marco.

Entretanto, o trabalho realizado por Cruz et al. (2020) nos anos de 2015 a 2017 relatam
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cinco geracgdes ao longo do ano para a Regido Sudeste, com picos de infestagdo que se
concentraram na primavera, verdo e outono. Os resultados obtidos nas contagens das
teledginas do grupo controle tanto em PRP quanto no IZ ndo estdo em conformidade aos
dados de Cruz et al. (2020).

No trabalho realizado por Garcia et al. (2011) em teste de campo 0s autores usaram a
cepa (E9) de M anisopliae na concentragio de 1,37 a 2,2 x10’ conideos os por m? em agua
com aplicagdes em intervalos de 21 dias. Segundo esses autores o fungo M. anisopliae néo
apresentou efeito patogénico sobre R. microplus de acordo com o teste de Tukey. Resultado
diferente foi obtido neste estudo, em que a média de eficécia anual variou de 35 a 48%.
Estas variacbes possivelmente podem ter sido influenciadas pelos diferentes métodos
usados na aplicacdo dos fungos no pasto e pela dinamica populacional do R microplus de
cada local do experimento. Outro fator que justifica essa divergéncia seria pela maior
concentracdo de fungo utilizada somada a adi¢do de 6leo mineral (5%) a calda.

Os conideos formulados com éleo propiciaram a eficacia dos tratamentos neste
trabalho, pois o 6leo protege os conidios da radiacdo UV, além de aumentar a fixagdo destes
a cuticula do artrépode, conferindo estabilidade para sua utilizacdo a campo (KAAYA, et
al., 2012; VERISSIMO, et al., 2015 e LOBO, et al., 2016).

A pastagem baixa é outro fator importante que justifica a divergéncia entre
porcentagem de eficadcia no Pdlo Regional de Pindamonhangaba (PRP) e Instituto de
Zootecnia (1Z) em determinados meses do ano, justamente por favorecer incidencia de

radiacdo UV no campo onde foi aplicado o fungo.

Considerando a média anual de 36% a 48% de eficacia obtidas neste estudo pode-
se observar que houve efeito na acdo do fungo e que novas pesquisas poderdo aprimorar o

tratamento.

7. CONCLUSAO

e Analises fenotipicas das quarentas propriedades analisadas, dezoito delas
apresentam fatores de resisténcia a cipermetrina.

e Este é o primeiro registro da mutacdo do dominio 111 T2134A de R. microplus no

Brasil.

e Analises fenotipicas com o principio ativo diazinon mostraram que noventa por
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cento das propriedades exibiram resisténcia.

e Oisolado do M. anisopliae (IBCB 425) na concentragdo 5x10*2 apresenta potencial
eficacia para controle de carrapatos R. microplus a campo
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