Gra(luac;éo
N

Sanidade, Seguranca
Alimentar e Ambiental
no Agronegocio

INSTITUTO BIOLOGICO

Controle integrado de Amblyomma sculptum em zonas rurais

‘‘‘‘‘



INSTITUTO BIOLOGICO

POS-GRADUACAO

SHIRLEY BATISTA DE ARAUJO SILVA

Dissertacdo  apresentada ao  Instituto
Biolégico, da Agéncia Paulista de
Tecnologia dos  Agronegocios, para
obtencdo do titulo de Mestre em Sanidade,
Seguranca Alimentar e Ambiental no
Agronegaocio.

Area de Concentracdo: Melhoria da
Qualidade no Processo de Producdo
Agropecuéria

Orientadora: Prof® Dr?* Marcia Cristina
Mendes

Sao Paulo
2019



Eu Shirley Batista de Araujo Silva, autorizo o Instituto Biologico (IB-APTA), da
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao Paulo, a disponibilizar
gratuitamente e sem ressarcimento dos direitos autorias, o presente trabalho académico
de minha autoria, no portal, biblioteca digital, catdlogo eletronico ou qualquer outra
plataforma eletronica do IB para fins de leitura, estudo, pesquisa e/ou impressao pela
Internet desde que citada a fonte.

Assinatura: /Mj Datadd /0¢ | 20/ F

o

Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagdo (CIP)
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de S&do Paulo
Nucleo de Informag&do e Documentagéo - IB

Silva, Shirley Batista de Araujo.

Controle integrado de Amblyomma sculptum em zonas rurais. / Shirley
Batista de Araujo Silva. - Sao Paulo, 2019.

186 p.

doi: 10.31368/PGSSAAA.2019D.SS007

Dissertagdo (Mestrado). Instituto Biolégico (Sdo Paulo). Programa de Pés-
Graduagao.

Area de concentragao: Seguranga Alimentar e Sanidade no Agroecossistema.

Linha de pesquisa: Manejo integrado de pragas e doengas em ambientes rurais
e urbanos.

Orientador: Marcia Cristina Mendes.
Vers3o do titulo para o inglés: Integrated control of Amblyomma sculptum in rural
areas.

1. Amblyomma sculptum 2. Controle Integrado de Pragas 3. Controle Biolégico
4. Fungos Entomopatogénicos |. Siiva, Shirley Batista de Aradjo |I. Mendes,
Marcia Cristina 1Il. Instituto Bioldgico (Sao Paulo) V. Titulo.

18/Bibl./2019/007




SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO BIOLOGICO
P6s-Graduagdo
Av. Cons. Rodrigues Alves 1252
CEP 04014-002 - Sdo Paulo - SP

secretariapg@biologico.sp.gov.br INSTITUTO BIOLOGICO

FOLHA DE APROVACAO

Nome do candidato: Shirley Batista de Araujo Silva

Titulo: Controle integrado de Amblyomma sculptum em zonas rurais

Orientadora: Profé Dr2 Marcia Cristina Mendes

Dissertacdo apresentada ao Instituto Biologico,
da Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegoécios, para obtengdo do titulo de
Mestre em Sanidade, Seguranca Alimentar e
Ambiental no Agronegdcio.

Area de Concentragio: Melhoria da Qualidade
no Processo de Producdo Agropecuaria

Aprovada em:

Banca Examinadora
Assinatura;
* Prof2 Dr2 Marcia Cristina Mendes

*Instituicdo: Instituto Bioldgico

Assinatura:
*Prof. Dr. José Eduardo Marcondes Almeida

*Instituicdo: Instituto Bioldgico, Campinas

Assinatura;
*Prof2 Dr. Adriano Pinter dos Santos

*Instituicdo: Superintendéncia de Controle de Endemias, SUCEN



Dedico- este trabalho- o Deus; por
ser essencial nav minhar  vida,
autor do- mew destino; sew félego-
de vida me foi sustento- e me dew
covagen para questionow
realidades e propov sempre wmw
mundo- de possibilidades!



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por Seu infinito amor, por me guiar, me proteger e sempre

me carregar em seus bragcos nos momentos mais dificéis.

A Lina Batista de Aradjo, minha querida e amada mae, que sempre me conduziu pelos
caminhos do bem, me ensinando a ser cada dia melhor. Sem seu apoio e seus esfor¢os eu ndo
teria chegado até aqui. Obrigada por todo amor, carinho, dedicacdo, cuidado e paciéncia, ser

sua filha é um privilégio! Te amo imensamente!

Ao Paulo Teixeira de Araujo, meu amado pai, que mesmo de longe tem vibrado em todas as

minhas conquistas. Obrigada por seu amor e carinho.

Ao José Maria Silva, meu querido e amado marido, por todo amor, carinho, paciéncia e
compreensdo. Por seu apoio incondicional, ndo apenas nessa etapa como em todos 0s momentos

que precisei. Estar ao seu lado é o melhor presente que eu poderia receber!

A Marcia Cristina Mendes, minha querida orientadora, por aceitar me orientar e por toda sua
paciéncia, compreensdo e sabedoria. Obrigada por acreditar e confiar em mim e por todo seu

auxilio.

A Maria Judite Bittencourt Fernandes, minha querida mde no mundo cientifico, por todas
as oportunidades que vocé me deu desde o inicio, pois sem elas eu ndo estaria aqui, e por tudo
gue me ensinou. Obrigada pela sua amizade, apoio, auxilio e por se preocupar comigo. Sou

imensamente grata a vocé por tudo!

A Silvia Regina Galleti, pela paciéncia, conselhos e ensinamentos de sempre. Obrigada pela

sua amizade e apoio em toda essa jornada.

A lsabela Cristina Simoni, por ter me recebido bem desde o primeiro dia. Obrigada pelos

conselhos, amizade e ensinamentos.

Ao Dr. José Eduardo Marcondes Almeida, por compartilhar seus valiosos conhecimentos,
por ter acreditado e confiado em mim para realizacdo deste trabalho, por ter me apresentado
este mundo tdo incrivél do controle microbiano, e por aceitar participar desta etapa da minha
formacdo académica. Obrigada pelo auxilio, paciéncia e pelos ensinamentos de sempre!



Ao Dr. Adriano Pinter dos Santos, por aceitar participar desta etapa da minha formacéo

académica. Obrigada pelo apoio e ensinamentos.

Ao Dr. Flavio Vieira Meirelles e Dr. Arlindo Saran Netto Prefeitos do Campus Campus USP
“Fernando Costa”, por terem aberto as portas para execucdo de parte deste trabalho. Obrigada

pela confianca e por estarem a disposicdo para o que fosse preciso.

Ao Prof. Dr. Alexandre Augusto de Oliveira Gobesso da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, Departamento de Nutricdo e Producdo Animal

(VNP), por me apoiar e estar a disposi¢ao sempre.

Ao André Valente de S4, do Campus Fernando Costa da Universidade de S&o Paulo,
Pirassununga - SP, pelo total apoio que me concedeu. Obrigada pela paciéncia, confianga e

ensinamentos.

A todos do Laboratério de Parasitologia Animal, minha segunda casa, Paulo Henrique
Sampaio, Fernanda Calvo Duarte e Leonardo Costa Fiorini, pela paciéncia, disposicao e
dedicacdo de cada um em me apoiar nas coletas, nas revisdes e correcoes deste trabalho, sem
vocés ndo teria chegado até aqui, sou eternamente grata, assim como as demais meninas:
Elizabeth Sposito Filha, Edna Clara Tucci e Sueli Moda de Oliveira por me receberem bem
desde o meu primeiro dia. Todos sdo muito queridos e especiais para mim. Obrigada por
fazerem meus dias mais leves, pelas conversas e risadas e por todo carinho, vocés sao

maravilhosos.

Aos estagiarios Felipe, Isabella, Thais e Kauane, por me ajudarem nas contagens, pelo apoio

nas coletas, pela paciéncia e disposi¢ao. Obrigada por tudo.

A Toyobo do Brasil, na pessoa do Dr. Minoru M. Takahashi, Diretor Executivo da Divis&o
Salto, pelo fornecimento dos fungos para realizacdo dos experimentos a campo, e por sempre

se colocarem a disposi¢do me auxiliando em tudo que precisei.

Ao Excelentissimo Sr. Prefeito da Estancia Turistica de Salto, José Geraldo Garcia, pela
oportunidade de ampliar o presente estudo no ambito do Programa de Controle Integrado do

Carrapato do Municipio de Salto.



A querida Elizabeth Gonzalez Patifio, pela analise estatistica, pela paciéncia e por dividir seus
conhecimentos.

Ao Instituto Bioldgico e todos 0s docentes e palestrantes da pos-graduacgéo, por ensinarem e
dividirem conosco seus conhecimentos e suas experiéncias, foi uma caminhada de novos

aprendizados e desafios. Obrigada por estarem sempre dispostos a nos ajudar.

Aos funcionarios da limpeza e porteiros do Instituto Bioldgico, por cada bom dia, sorrisos e
brincadeiras. Vocés sdo muito especiais e tornaram meus dias ainda mais felizes. Obrigada por
tudo.

Ao Valmir Antdnio Costa e Matheus Alves de Siqueira do Instituto Bioldgico de Campinas,

pela realizacdo das micrografias. Obrigada por me apoiarem e estarem a disposi¢ao sempre.

Aos alunos da pés-graduacdo do Instituto Biol6gico 2017-2019, pelo companheirismo,

amizade e convivéncia nesses dois anos.

Aos meus pastores Renato de Jesus Oliveira, Denise dos Santos D. Oliveira e toda familia
da Igreja P. Visdo da Promessa, pelas oragdes, ensinamentos, conselhos e por vibrarem a cada

conquista minha. Obrigada por fazer parte da minha vida.

Ao Manoel Lino Silva e Leidivan Cazimiro Silva, meus queridos cunhados, e seus trés filhos,
meus queridos sobrinhos, por serem presentes em minha vida e por todos 0s momentos que

passamos juntos. Obrigada por todo apoio e por serem parte dessa familia que eu amo!

A Yasmin Ferreira Batista, minha querida sobrinha, por todo amor e carinho. Pela confianca,
amizade e por todas as risadas, que nao sdo poucas. Obrigada por fazer parte da minha vida,

pois sem voceé ela ndo seria tdo colorida e animada.

Ao Douglas V. dos Santos e a querida Marlene de Oliveira dos Santos minha mae de
consideracao por terem me recebido tdo bem desde sempre e terem me acolhido como se fosse
da familia. Obrigada pela amizade, paciéncia, carinho, conversas, risadas, auxilio e por se

preocuparem comigo. Sou imensamente grata a vocés por tudo!

A Karina Araujo dos Anjos, minha pequena grande amiga, meu presente ao iniciar o

mestrado. Obrigada por trilhar esse caminho comigo. Obrigada pelas nossas conversas,



inclusive na madrugada, pelas aulas e trabalhos que compartilhamos. Que a sua presenca seja

sempre constante e a nossa amizade eterna.

A Roselinny Batista de Aradjo, Vanessa Batista de Aratjo e Rogério Batista de Santana,
meus queridos irmdos, por serem base em toda a minha caminhada, por todo carinho e amor
gue vocés me proporcionam mesmo de longe. Obrigada por fazerem parte da minha vida em

todos 0s momentos. Amo vocés imensamente.

A Janne Batista de Aratjo, minha querida e amada irma, sei que de onde estiver esta torcendo

e vibrando por cada conquista minha. Saudades eternas, um dia nos encontraremos.

A Rosangela de Sales S. Rodrigues, pela paciéncia, disposicdo e pelo apoio na formatacio
deste trabalho, assim como, Jackeline Almeida de Mello e Maria Francisca Carvalho dos
Santos, minhas queridas “elementas” e irmas, por toda amizade e apoio. Agradego pelas voltas
que a vida deu e fez com que nos encontrassemos na Biomedicina. Ndo importa 0 momento, se
é bom ou ruim, estamos e estaremos sempre unidas. Obrigada por torcerem sempre por mim e

estarem presente em mais essa etapa.

A toda Familia Santana, pelo amor, carinho, apoio, e incentivo de todos os dias. Obrigada por
estarem presentes sempre e por vibrarem em todas as minhas conquistas. Amo VOCés

imensamente!

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes) pela concessio

da bolsa.

E a todos que contribuiram e compartilharam dessa jornada comigo direta ou indiretamente.

Muito obrigada!



“Porque melhor ¢ av sabedorio
do- que oy rubis, e de tudo- o- que ses
possav aumbicionawr, absolutoumente
nadw se compara av ela’

(Provérbios &:11)



SUMARIO

RESUMO ...ttt sttt b e bbbt e st et et et e be bt e st e be et et eneebe st eneebenneeas i
ABSTRACT oottt ettt s ekt e e b e et et e s e Rt et ne bt neerenn s iii
LISTADE FIGURAS . ...ttt e et e e st e e et e e sae e e anaeeennaeeennes v
CAPTTULO L.ttt v
CAPTTULO 2 ..ottt v
CAPTTULO 3 ..ttt v
CAPITTULO 4 ..ot vii
CAPTTULO 5ottt viii
LISTADE TABELAS ...ttt sttt e et e X
CAPTTULO 2 ...t X
CAPTTULO 3 ...ttt X
CAPITULO 4 ..ot Xi
CAPTTULO 5ottt Xii
LISTA DE SIGLAS, UNIDADES E ABREVIATURAS ..ot Xiii
CAPTTULO Lottt 1
L1 INTRODUGAO ..ottt s st se st 1
L2 OBIETIVOS ...ttt ettt e et e et e e e be e e et e e e enae e e anaaeennreeans 4
1.2, 0 GERAL ottt e et e e a e e e abaeennaae s 4
1.2.2 ESPECIFICOS. ......oeeeveeeeeecteeeeeee e es st ss sttt sne s sas s sanensanes 4
1.3 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ses s ses s asne s 5
1.3.1 GENERO AMDIYOMMA .......coucvirieeceeeeeseeseeseteeeeseesesseeseesess s sessesser s sssse s s st es s e 5
1.3.1.1 Biologia e hospedeiros do Amblyomma SCUlptum ..........ccceiiiiiieneniene e 6
1.3.1.2 Importéncia para a satde humana e animal..............ccccoveiiieiiiie i 6
1.3.1.3 CONLIOIE ..ttt 9
1.3.2 MANEJO INTEGRADQO DE PRAGAS. ...ttt 10
1.3.3 CONTROLE DE PRAGAS COM FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS.................... 12
1.3.3.1 Fungo Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin ...........ccccovveiiiiicii e, 12
1.3.3.2 Fungo Metarhizium anisopliae (Metschnikoff.) Sorokin...........cccccooeveiieiiiiciiennn 14
1.3.3.3 Estudos sobre o controle bioldgico de carrapatos de interesse veterinario .................. 15

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ooivivceceeeeeeeevee e eseeeee s 17



CAPITULO 2 - MANEJO INTEGRADO DE PRAGAS — FAZENDA DA PONTE - ITU

.................................................................................................................................................. 28
RESUMO .......ooiieiieeieeeeesee e tes sttt s s s sess st n s asn s s esensen s nsn s saneees 28
2.1 INTRODUGAQ ..ottt s s 29
2.2 MATERIAL E METODOS ..ottt 31
2.2.1 AVALIACAO DE SISTEMA DE MANEJO INTEGRADO DE PRAGAS — FAZENDA
DA PONTE = ITU oottt sttt s st 31
2.2.2 AVALIACAO DA INFESTACAO .......c.ooieeeeeeeeeeeeeeeestes s er s ssaess s 31
2.2.3 COLETAS E CONTAGENS DE CARRAPATOS ........covveeeceeeesseeseesensessessesnsensennes 33
2.2.4 MANEJO DOS ANIMALS ..ottt 35
2.2.5 TESTE DE BIOCARRAPATICIDOGRAMA........cooviieeeierieereeseesssssssensenin s 35
2.2.6 TREINAMENTO DOS FUNCIONARIOS.........ccoooverrrererreieieeieesseesesessssen s 36
2.2.7 MANUTENCAOQ DOS GRAMADOS ......cooeviiereereieeietessesesseessessssessasssessssessesssnsennes 37
2.2.8. MONITORAMENTO ...ttt sttt 38
2.2.9. ANALISE ESTATISTICA ....ooieeceeece ettt 38
23 RESULTADOS ...ttt ten st es s ss st 39
2.3.1 PARASITOS CAPTURADOS.........ovivreierieiesseseesesseeesesseesssssesesssanessssssnsssessesnsnsennes 39
2.3.2 HOSPEDEIROS PRESENTES NA PROPRIEDADE ........cocooueieineeeeeeeieeeseerienienienes 39
2.3.3 PRODUTO QUIMICO INDICADO .......ooiieiieeieeieeeesesiesieseesesesnesseesessesssss s 40
2.3.4 DETERMINACAO DE LOCAIS PARA CAPTURA DE CARRAPATOS .................. 40
2.3.5 MEDIDAS DE MANEJO DAS PASTAGENS E DOS ANIMAIS........coovvovvinrrinenn. 42
2.3.6 AVALIACAO DO Amblyomma sculptum DOS NIVEIS DE INFESTACAO -
PARAMETROS TEMPORAIS E ESPACIAIS ..o 43
2ADISCUSSAQD ..ottt sttt sttt s 48
2.5 CONCLUSODES. ...ttt s s st 51
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........oovvieeieeeeeeeetes e eseesee s 52
CAPITULO 3 - AVALIACAO DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS NO
CONTROLE DE Amblyomma sculptum (Acari: Ixodidae) - CAMPINAS —SP.................. 54
RESUMO .......ooiiieieeieeeeeses e tes et sts st n s sas s sssss sttt st seesensen s s sneees 54
3L INTRODUGAQ ..ottt s st 56
3.2 MATERIAL E METODOS ..ottt 57

3.2.1 DETERMINACAO DA DOSE DOS FUNGOS Metarhizium anisopliae E Beauveria
bassiana PARA O CONTROLE BIOLOGICO DE Amblyomma sculptum EM CONDICOES
DE CAMPO ...ttt sttt ettt et b e et b e st Re bt r et st neenennas 57



3.2.1.1 Demarcagdo da area experimental ... 57

3.2.1.2 Coletas de Carrapatos........ccceccveiieiieeiieciece ettt e st sbe e e sreeste e e sreesreenee e 58
3.2.1.3 Aplicacdo dos fungos M. anisopliae e B. bassiana............ccccceevvevviveseenvene e, 58
KT Y 1 o= Vo (o] 1T OSSPSR 61
3.3 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 64
A RESULTADOS ..ottt ettt e bt e et et naabe st e s eneanens 65
AL ARMADILHAS . ...ttt e ettt r et renre e 65
3.4.1.1 Andlise descritiva dos testes nas parcelas tratadas com diferentes dosagens............... 65
3.4.1.2 Andlise geral dos testes totais nas parcelas tratadas com diferentes dosagens............. 68
3.4.1.3. Ajuste de MOdEl0S EStALISLICOS . .......iiiiiiiiieieiere st 73
3. 4.2 MARCADORES ......ooiiiitiieiet ettt ettt e e te et ne et b e erenrens 76
3.4.2.1 Analise descritiva dos testeS COM MArCAdOIES........cc.evuerviriereririeeieie e 77
3.4.2.2 Andlise geral dos testes totais COM MArCadoresS...........coovverrreeeeereereseseseesreseeeeeens 79
3.4.2.3 Ajuste de modelos para MarCAGOIES ..........eeruerieiierieeie et 84
3.5 DISCUSSAD ..ot 88
3.6 CONCLUSODES.......ooeiceeeieeeeee ettt ss sttt 92
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cooiiiieiiesieceve et 93

CAPITULO 4 — AVALIACAO DO FUNGO Beauveria bassiana NA DOSE DE 5x10®
CONIDIOS/HA EM TESTE A CAMPO NO CONTROLE DE Amblyomma sculptum

(Acari: Ixodidae) - CamPINGS — SP .......ccieiiiieiicic et 98
RESUMO ......oooiiiieeieeeeeseseeetes et as s st st enasn s seesessenssn s s saneees 98
A1 INTRODUGAOQ ...t s s 99
4.2 MATERIAL E METODOS ...ttt en s eeness s 100
4.2.1 LOCAL DO EXPERIMENTO .....c.ooiiiiiiieiiressesessessessesses s sesssssessesses s, 100
4.2.2 DEMARCACAO DA AREA PARA APLICACAO DO FUNGO B. bassiana............ 100
4.2.3 COLHEITAS DE CARRAPATOS ......ootiiieeeeeseeeeeeeeeee s ess s, 101
4.2.4 APLICACAO DO FUNGO B. DESSIANG ......oeceererereriereieieeieseeeeeeeesee e, 101
4.2.5 MONITORAMENTO ..ot ses st 101
4.2.6 ANALISE ESTATISTICA ....oooeeeeeeeeeeeee ettt ss st 102
A3 RESULTADOS .....oooiieiieeeeeeeese e ses e eesiesasssssesssesss st en s sasnssssassssssssnsens s s snannens 103
AADISCUSSAOD ...ttt ettt sn et sen s 116
4.5 CONCLUSODES........coieeeeeieeeeeee e ees ettt asensanansenes 119

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cooiiiiiiieeeeeie e 120



CAPITULO 5 — AVALIACAO DO SISTEMA DE MANEJO INTEGRADO COM
FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS Metarhizium anisopliae E Beauveria bassiana
PARA O CONTROLE BIOLOGICO DE Amblyomma sculptum NO CAMPUS USP DE

PIRASSUNUNGA — SAO PAULO ..ottt sse s 123
]IS0 Y, [ 3OO 123
5.1 INTRODUGAO ..ottt sttt se st 124
5.2 MATERIAL E METODOS ......ooiiiieeeiieieieeeeesee e sen s sesesssssesses st 126
5.2.1 LOCAL DO EXPERIMENTO .....covuivieieeeeeeeeeeeseee et es s ess s ne s 126
5.2.2 AVALIACAO DE INFESTACAO .....ooveieeeeeeeeeeeeeeee e 126
5.2.3 PALESTRA DE CAPACITACAO ..ottt 126
5.2.4 COLETA DE CARRAPATOS.......ooeveeetreieeeeesesse st sene s s st 127
5.2.5 APLICACAO DOS FUNGOS B. bassiana E M. anisopliae ...........cc.cceevvvereerverennnen. 128
5.2.6 MONITORAMENTO ......ooviiieieieeseeeeeeeeee st s 129
5.2.7 ANALISE ESTATISTICA ...oooeeeeeeeeeeee ettt 129
B3 RESULTADOS ...t tes sttt 131
5.3.1 ANIMAIS ENCONTRADOS NA PROPRIEDADE .........ccccoovimiirieersssseneenienieneneenn, 141
5.3.2 PASTAGENS E ANIMAIS......oooeieoeeeeeeeeeeeeeee et es s 142
BADISCUSSAQD ..ottt sttt ettt en et ss st anaesenes 148
5.5 CONCLUSDES ..o tes et sttt 153
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ooooviiveieeeeeeeeeseesee s s sseasesssss s 154

CONSIDERAGOES FINAIS ......cooiiiiieieeeteeee ettt 158



ARAUJO, S.B. CONTROLE INTEGRADO DE Amblyoma sculptum EM ZONAS RURAIS.
Sdo Paulo. 2019. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no
Agronegdcio) — Instituto Bioldgico.

RESUMO

Amblyomma sculptum, conhecido como carrapato-estrela no Brasil em sua fase adulta, pertence
ao complexo A. cajennense, sendo capaz de parasitar diversos hospedeiros inclusive o0 homem.
Esta espécie apresenta grande importancia na satde publica e veterinaria pela capacidade de
transmitir uma variedade de patdgenos aos seus hospedeiros, principalmente Rickettsia
rickettsii, agente causador da Febre Maculosa Brasileira. O presente trabalho teve como
objetivos estabelecer um sistema de controle integrado do carrapato A. sculptum na Fazenda da
Ponte, no municipio de Itu — SP, e desenvolver testes de campo com os fungos
entomopatogénicos Metarhizium anisopliae (isolado IBCB 425) e Beauveria bassiana (isolado
IBCB 66) contra carrapatos do género Amblyomma. Os testes de campo com fungos foram
realizados na Fazenda Mato Dentro do CAPSA/ IB, Campinas - SP; e no Campus “Fernando
Costa” da Universidade de Sao Paulo, Pirassununga - SP. Adotou-se um sistema de controle
integrado dos carrapatos na Fazenda da Ponte, através do manejo dos animais, gramados e
pasto. Foram avaliados seis locais mensalmente quanto a infestacdo de carrapatos no periodo
de junho de 2015 a julho de 2017. Devido ao manejo adotado, houve reducéo de infestacdo do
carrapato A. sculptum. No experimento realizado na Fazenda Mato Dentro foram demarcadas
dois conjuntos de parcelas de 6m por 6m e os fungos M. anisopliae e B. bassiana foram
aplicados nas doses de 5x10*, 5x10%2 e 5x10% conidios/ha, enquanto que as parcelas
testemunhas receberam apenas agua. Adicionalmente, trés marcadores contendo 10 ninfas e
outros trés com 10 adultos foram postos em cada parcela. Estes marcadores foram recuperados
no primeiro dia apds tratamento e os demais a cada semana. Armadilhas de dioxido de carbono
foram lancadas e a mortalidade dos individuos capturados foi avaliada nos dias 1, 3 e 10. A
mortalidade foi significativa para todas as doses testadas quando comparadas ao controle. A
ClLso para o fungo B. bassiana foi de 8,19x10% conidios/ha para adultos e 1,69x10%
conidios/ha para ninfas, enquanto que para o fungo M. anisopliae a CLso foi de 5,93x10%2
conidios/ha para adultos e 3,82x102 conidios/ha para ninfas. A dosagem de 5x10* conidios/ha
promoveu a maior mortalidade dos carrapatos na avaliacdo do décimo dia. Com relacdo aos

individuos capturados nas parcelas tratadas com B. bassiana, foram obtidos percentuais de



mortalidade de 92,9% para adultos e 96% para ninfas. Para M. anisopliae, a mortalidade foi de
89,2% para adultos e 80% para ninfas. Os marcadores se revelaram um bom modelo para
avaliacdo da eficacia, obtendo-se mortalidade acima de 96,3% para adultos e 100% para ninfas
para ambos os fungos. Um segundo estudo foi realizado na Fazenda Mato Dentro de marco de
2017 a margo de 2018, utilizando a dosagem de 5x10* conidios/ha para o fungo B. bassiana
contra A. sculptum. Na &rea de experimento, foram demarcadas duas parcelas de 144 m?. A
mortalidade foi avaliada de acordo com o experimento anterior. O décimo dia ap6s a captura
foi o melhor dia para avaliacdo de mortalidade. O pico de mortalidade ocorreu ao redor de 30
dias decorridos da aplicacéo do fungo B. bassiana. A dosagem de 5x10%3 conidios/ha do fungo
B. bassiana foi efetiva contra A. sculptum, controlando todos os estagios de desenvolvimento
do parasito no campo, com percentuais de mortalidade acima de 70% nos periodos de chuva.
B. bassiana e M. anisopliae foram utilizados num terceiro teste realizado no Campus “Fernando
Costa”, de novembro de 2017 a novembro de 2018. Ambos os fungos foram aplicados em
piquetes de 1,0 ha na concentragdo de 2x10*® conidios/ha, enquanto o controle foi pulverizado
com o volume correspondente de agua. Armadilhas de didxido de carbono foram langadas numa
base mensal e a mortalidade foi verificada de acordo com a metodologia prévia. A mortalidade
para B. bassiana foi de, 91,7%, 56,9% e 63,0% para carrapatos adultos, ninfas e larvas,
respectivamente; enquanto que para M. anisopliae foi de 100%, 56,9% e 100% para carrapatos
adultos, ninfas e larvas, respectivamente. Neste teste os fungos foram suspendidos em agua
com o auxilio de um emulsificante alimenticio. Esta formulacédo revelou-se pratica e efetiva
para aplicacdo no campo para ambos os fungos. Ambos os isolados dos fungos B. bassiana e
M. anisopliae demonstraram ter potencial entomopatogénico e foram eficazes para utilizagdo a
campo no controle de A. sculptum.

Palavras-chave: Amblyomma sculptum. Controle Integrado de Pragas. Controle Bioldgico.

Fungos Entomopatogénicos.
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Paulo. 2019. Dissertation (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no
Agronegdcio) — Instituto Bioldgico.

ABSTRACT

Amblyomma sculptum, known as star tick in Brazil during its adult phase, belongs to the A.
cajennense complex and is capable of parasitizing several hosts, including humans. This species
has great importance in public health and veterinary medicine due to its ability to transmit a
variety of pathogens to its hosts, specially Rickettsia rickettsii, the causative agent of Brazilian
Spotted Fever. The current work had as objectives establishing an integrated control system of
the A. sculptum tick in the da Ponte farm, in the municipality of Itu — SP, and developing field
trials with the entomopathogenic fungi Metarhizium anisopliae (isolate IBCB 425) and
Beauveria bassiana (isolate IBCB 66) against ticks of the genus Amblyomma. Field trials with
fungi were conducted at the Mato Dentro farm of CAPSA/ IB, Campinas — SP, and the
“Fernando Costa” Campus of the University of Sdo Paulo, Pirassununga - SP. An integrated
tick control system was adopted in the da Ponte farm, my means of management of animals,
lawns and pastures. Six locations were evaluated monthly for tick infestation in the period from
June 2015 to July 2017. Due to the management adopted, there was a reduction of the infestation
of the tick A. sculptum. In the trial conducted at the Mato Dentro farm, two sets of four 6m by
6m parcels were demarcated and the fungi M. anisopliae e B. bassiana were applied at 5x10,
5x10* and 5x10*2 conidia/ha, while the control parcels received only water. In addition to that,
three markers containing 10 nymphs and another three with 10 adult ticks were laid on each
parcel. These markers were recovered on the first day after treatment and on a weekly basis
days thereafter. Carbon dioxide tick traps were laid and the mortality of captured individuals
was evaluated on days 1, 3 and 10. Mortality was significant for all dosages tested when
compared to the control. LCso for B. bassiana was 8.19x10'? conidia/ha for adult ticks and
1.69x10*2 conidia/ha for nymphs, while for M. anisopliae LCso was 5.93x10? conidia/ha for
adult ticks e 3.82x10* conidia/ha for nymphs. The dosage of 5x10* conidia/ha promoted the
greatest tick mortality at the 10" day evaluation. Regarding individuals captured on the parcels
treated with B. bassiana, mortality percentiles of 92.9% for adult ticks and 96% for nymphs
were obtained. For M. anisopliae, mortality was 89.2% for adult ticks and 80% for nymphs.

Markers proved to be a good model to evaluate efficacy, obtaining mortality above 96.3% for



adult ticks and 100% for nymphs for both fungi. A second trial was conducted at the Mato
Dentro farm from March 2017 to March 2018, using B. bassiana at the dosage of 5x10%
conidia/ha against A. sculptum. At the experimental area, two 144 m? parcels were demarcated.
Mortality was evaluated according to the previous trial. The 10th day after capture was the best
day to observe mortality. Tick mortality peaked around 30 days after the application of B.
bassiana. The dosage of 5x10* conidia/ha of the fungus B. bassiana was effective against A.
sculptum, controlling all developmental stages of the parasite in the field, with mortallity
percentiles above 70% during the rainy season. Both B. bassiana and M. anisopliae were used
in a third trial conducted at the “Fernando Costa” Campus, from November 2017 to November
2018. Both fungi were applied on 1.0 ha paddocks at the concentration of 2x10® conidia/ha,
while the control paddock was sprayed with the corresponding volume of water. Carbon dioxide
tick traps were laid at a monthly basis and mortality was checked according to the previous
methodology. Mortality for B. bassiana was 91.7%, 56.9% and 63.0% for adult ticks, nymphs
and larvae, respectively; while for M. anisopliae it was 100%, 56.9% and 100% for adult ticks,
nymphs and larvae, respectively. In this trial, fungi were suspended in water with the aid of a
food emulsifier. This formulation was practical and effective for field application for both fungi.
Both isolates of the fungi B. bassiana and M. anisopliae exhibited entomopathogenical
potencial and were effective to be used on the field for the control of A. sculptum.

Keywords: Amblyomma sculptum. Integrated Pest Control. Biological control.

Entomopathogenic fungi.
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CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO

Os carrapatos sdo parasitos capazes de infestar diferentes classes de vertebrados,
incluindo anfibios, aves, mamiferos e répteis, tanto silvestres como domeésticos, e também os
seres humanos. Existem cerca de 900 espécies de carrapatos descritas no mundo. A subordem
Ixodida compreende trés familias: Argasidae e Ixodidae, com vasta distribuicdo geogréfica em
todos os continentes, e Nuttalliellidae, restrita a Regido Afrotropical (MANS et al., 2011;
GUGLIELMONE; NAVA, 2014).

Os parasitos do género Amblyomma (Acari: Ixodidae) sdo representados por 135
espécies distribuidas mundialmente. Destas, 33 espécies sdo encontradas no Brasil,
distribuindo-se geograficamente em regifes tropicais e subtropicais (GUGLIELMONE;
NAVA, 2014).

Com base em estudos morfologicos e genéticos, verificou-se que no Brasil ha pelo
menos duas espécies do Complexo Amblyomma cajennense: o Amblyomma cajennense sensu
stricto e 0 Amblyomma sculptum, sendo esta Gltima encontrada no estado de S&o Paulo (NAVA
etal., 2014; MARTINS, 2014).

A. sculptum ¢ conhecido como “carrapato-estrela” no estagio adulto ¢ pode parasitar
diversos animais e também o homem. Porém, os equinos, capivaras (Hydrochoerus
hydrochaeris) e antas (Tapirus terrestres) estdo entre os principais hospedeiros para todos os
estagios parasitarios deste carrapato (PACHECO et al., 2009; KRAWCZAK et al., 2014). A.
sculptum apresenta baixa especificidade, necessita de trés hospedeiros para completar seu ciclo
e seus diferentes estagios de desenvolvimento aparecem de forma bem marcada nas diferentes
estacdes do ano (OLIVEIRA et al., 2003).

O impacto da interferéncia humana, o declinio da biodiversidade e as mudangas
climaticas vém promovendo o intercambio de patégenos entre a populacdo de animais
domésticos, silvestres e o ser humano (AGUIRRE et al., 2002; DASZAK, 2004).

Neste cenario, os carrapatos do complexo cajennense estdo associados a transmissédo de
uma grande variedade de agentes infecciosos como fungos, virus, bactérias e protozoarios aos
seus diferentes hospedeiros (SONENSHINE; ROE, 2014; MENEZES, 2017), podendo também

ser vetores da bactéria Rickettsia rickettsii, causadora da Febre Maculosa Brasileira (FMB),



enfermidade reconhecida pela alta letalidade nas Américas (LABRUNA, 2009; LABRUNA et
al., 2011). Em qualquer uma das fases de desenvolvimento do carrapato (larva, ninfa e adulto)
ocorre a transmissao da riquétsia por meio de suas glandulas salivares (DEL FIOL et al., 2010).
Segundo a Secretaria de Saude do Estado de Séo Paulo, entre 2007 e 2019, foram registrados
795 casos de FMB, totalizando 424 6bitos em razdo desta doenca (Secretaria de Salde do
Estado de S&o Paulo, 2019).

Em funcdo da importancia desses carrapatos, devido ao parasitismo nos animais de
producéo e aos riscos de transmissdo de doengas ao homem, tem-se empregado o tratamento
dos hospedeiros primarios com carrapaticidas quimicos para o seu controle. Segundo
Bittencourt (1997), o controle quimico dos carrapatos leva ao aparecimento de populacdes
resistentes e impacta o meio ambiente. Seu uso exclusivo é pouco viavel em termos praticos e
econémicos, sendo indicado o emprego de métodos alternativos dentro de um sistema de
controle integrado (BARROS; EVANS, 1989).

O manejo integrado de pragas (MIP) abrange a combinacdo de uma série de medidas de
controle que se complementam, sendo necessaria uma abordagem multidisciplinar, que deve
considerar aspectos de ecologia, parasitologia, genética, imunologia, quimica, economia e
sociologia para sua aplicacdo (NARI, 1995).

Dentro de um programa de controle integrado para o carrapato-estrela, se faz necessario
aplicar uma serie de medidas, incluindo a capacitacdo dos recursos humanos atuantes na
propriedade, 0 manejo adequado de areas de pastagens, das instalacGes e dos animais, a
aplicacdo de produtos carrapaticidas de um grupo quimico adequado de forma estratégica e, em
caso de se ter disponibilidade, pode-se utilizar também alguma forma de controle bioldgico
como, por exemplo, fungos entomopatogénicos.

A atividade patogénica dos fungos das espécies Metarhizum anisopliae e Beauveria
bassiana vem sendo estudada e caracterizada em ensaios de laboratorio, apresentando
resultados satisfatérios e demonstrando patogenicidade para varias espécies de carrapatos
como, por exemplo, Rhipicephalus (Boophilus) microplus (BITTENCOURT et al., 1992;
BITTENCOURT, 1997; MONTEIRO et al., 1998), Amblyomma cooperi, (REIS et al., 2003),
Amblyomma cajennense (REIS et al., 2004), Amblyomma variegatum (MARANGA et al.,
2005) e Rhipicephalus sanguineus (GARCIA et al., 2004; GARCIA et al., 2005; PRETTE et
al., 2005).

Testes de campo, por outro, sdo raros e, até 0 momento, limitaram-se ao estudo da acéo
de Metarhizium anisopliae visando o controle do carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus nas pastagens (GARCIA, 2008).



Isto posto, pretende-se demonstrar que, quando utilizadas de maneira coordenada, as
medidas de MIP ou a utilizagio de fungos entomopatogénicos podem mitigar
consideravelmente o parasitismo por carrapatos do género Amblyomma e, consequentemente,
reduzir a niveis toleraveis os perigos para a satde animal e humana decorrentes da presenca

desses carrapatos.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 GERAL

v Estabelecer um sistema de controle integrado do carrapato Amblyomma
sculptum em zonas rurais, exemplificadas por trés areas experimentais, quais sejam: Fazenda
da Ponte, localizada no municipio de Itu - SP; Fazenda Mato Dentro, localizada no municipio
de Campinas - SP; e no Campus Fernando Costa da Universidade de Sdo Paulo, localizado no

municipio de Pirassununga - SP.

1.2.2 ESPECIFICOS

v Avaliar uma estratégia de manejo adequada para cada propriedade estudada.

v Testar 0s fungos entomopatogénicos Metarhizium anisopliae e Beauveria

bassiana contra carrapatos do género Amblyomma em experimentos de campo.



1.3 REVISAO DE LITERATURA

1.3.1 GENERO Amblyomma

Amblyomma cajennense sensu lato (FABRICIUS, 1787) é umas das espécies deste
género, tendo sido primeiramente descrita na cidade de Caiena, na Guiana Francesa. Nesta
regido geografica neotropical ele se distribui desde o sul dos Estados Unidos, Américas Central
e do Sul, até a Argentina (NAVA et al., 2014; BARROS-BATTESTI et al., 2006).

Nava et al., (2014) reavaliaram o tema com base em estudos morfoldgicos e genéticos
de diferentes populagbes de A. cajennense no continente americano e estabeleceram o
Complexo Amblyomma cajennense, contendo seis espécies. Foi proposta a seguinte
classificacdo: A. cajennense sensu stricto; A. mixtum, KOCH, 1844; A. sculptum, BERLESE,
1888; A. interandinum n.sp; A. patinoi n.sp e A. tonelliae n.sp. Neste contexto, foi verificado
que no Brasil existem pelo menos duas espécies do Complexo Amblyomma cajennense: o A.
cajennense sensu stricto, restrita aos estados do Para, Rond6nia, Mato Grosso, Maranhédo e
Tocantins; e A. sculptum, encontrado nas regides Sudeste, Centro-Oeste e parte das regides Sul
e Nordeste (Figura 1) (RODRIGUES et al., 2015; MARTINS, 2016).

Figura 1 - Mapa do Brasil demonstrando a distribuicdo geografica de Amblyomma cajennense
sensu strictu, Amblyomma cajennense sensu lato e Amblyomma sculptum. A linha tracejada
mostra as localidades das trés expedicfes de campo para coletas de carrapatos, sendo a primeira
expedicdo em verde, a segunda em marrom e a terceira em laranja, de acordo com estudo
realizado por Martins et al., 2016.
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1.3.1.1 Biologia e hospedeiros do Amblyomma sculptum

O A. sculptum apresenta baixa especificidade, necessita de trés hospedeiros para
completar seu ciclo e seus diferentes estgios de desenvolvimento ocorrem em estagdes
distintas. A reproducdo acontece apenas uma vez por ano e apresenta picos definidos para as
populacdes de larvas, ninfas e adultos, com maior predominio de estagios imaturos nos meses
mais frios e secos, e de estagios adultos nos meses mais quentes e chuvosos (OLIVEIRA et al.,
2003; RODRIGUES et al., 2015).

Os adultos de A. sculptum sdo prevalentes na primavera e verao, enquanto que as larvas
s&0 no outono e no inverno, e as ninfas no inverno e primavera (SZABO et al., 2013; FRANCO,
2018). As fémeas desta espécie podem diminuir a desidratacdo do corpo, pois tem capacidade
de adentrar no solo, mais especificamente perto das raizes das plantas, até uma profundidade
de 5 cm. Isto ocorre quando as condigdes ambientais sdo desfavoraveis, por exemplo,
temperaturas baixas, reducdo do fotoperiodo e dos niveis de umidade relativa do ar. Este
comportamento acontece para garantir sua sobrevivéncia por longos periodos no ambiente
(OLIVEIRA et al., 2000; FRANCO, 2018).

1.3.1.2 Importancia para a saude humana e animal

Os ecossistemas naturais encontram-se cada vez mais ameacados pela crescente presséo
humana sobre eles causando fragmentacéo, reducdo e destruicdo de grandes reas nativas em
virtude do desmatamento, queimadas, poluicao dos rios e oceanos (SANDERSON et al., 2002;
PIGNATTI, 2004; FOLEY et al., 2005).

Da mesma forma que as populagdes de animais domésticos e 0 homem estdo cada vez
mais adentrando em areas naturais, 0os animais silvestres tém se aproximado de fazendas e
periferias de areas urbanas em busca de alimento e abrigos, e isso tem contribuido para
dispersao de seus patogenos (VANAKE; GOMPPER, 2009; SIQUEIRA, 2017).

A adaptacdo de agentes de potencial patogénico a novas situac¢oes e a novos hospedeiros
podem promover mudangas no aspecto epidemioldgico de inimeros patdgenos e também
acarretar novas doencas e outras que ja eram consideradas controladas (ABDUSSALAM, 1959;
MANGINI; SILVA, 2006; SIQUEIRA, 2017).



Alguns animais domésticos sdo criados em regime de confinamento, porém isso ndo os
deixa livres de um contato com animais silvestres considerados como invasores em areas onde
ndo sdo nativas, mas que foram introduzidas pelo homem (LYLES; DOBSON, 1993; HUDSON
et al., 2002).

A situacdo mais comumente relatada é quando a espécie introduzida transporta seus
parasitas ao qual entra em contato com espécies nativas (TOMPKINS et al., 2011). Outra
condicdo muito comum sdo animais que sdo criados de forma livre que exibem crescente
interacdo com as espécies silvestres (HUDSON et al., 2002; SIQUEIRA, 2017).

Esta interacdo entre ecossistemas distintos possibilita o intercambio de agentes com
diversos niveis de patogenicidade para cada espécie em ambos o0s ecossistemas (LOGIUDICE
et al., 2003; MANGINI; SILVA, 2006).

Os carrapatos do complexo cajennense sdo reconhecidos como espécies de maior
distribuicédo entre os estados brasileiros e sdo de grande importancia para a saude animal e satde
publica (RODRIGUES et al., 2015). Estdo associados a transmissdo de uma grande variedade
de patégenos como fungos, virus, bactérias e protozoarios aos seus diferentes hospedeiros
(SONENSHINE; ROE, 2014; MENEZES, 2017).

Algumas espécies de Ixodidae, podem se disseminar entre 2 a 10 m do lugar em que
foram soltos, enquanto que larvas e ninfas sdo limitadas a poucos centimetros de distancia
(PEREZ et al., 2008; FRANCO, 2018).

Em relacdo a salde publica esses carrapatos podem ser vetores da bactéria Rickettsia
rickettsii causadora da Febre Maculosa Brasileira (FMB), reconhecida pela alta letalidade nas
Ameéricas (LABRUNA, 2009; LABRUNA et al., 2011). Devido a ocorréncia de transmissao
transovariana e perpetuacao transestadial sao responsaveis pela manutencdo da R. rickettssi na
natureza (SOARES, 2011), permitindo aos carrapatos continuar infectado por toda a sua vida e
também por geracBes conseguintes apds uma infeccao primaria (LABRUNA et al., 2011). A
transmissao aos seres humanos acontece pela picada de carrapatos infectados com a bactéria R.
rickettsii e ndo ocorre por transmisséo direta, pois se trata de uma doenca infecciosa e nao
contagiosa (PINTER et al., 2016: FRANCO, 2018)

Segundo a Secretaria de Saude do Estado de Sdo Paulo (2019), entre 2007 e 2019 foram

registrados 795 casos de FMB, totalizando 424 obitos em razédo desta doenca (Figura 2).



Figura 2 - Casos confirmados de Febre Maculosa Brasileira no estado de S&o Paulo.

Casos confirmados autéctones de FMEB no ESP por
ano da IS de 1985 a 2019* e letalidade

Ano iniclo | . de casos | no. da Gbitos Letalidade
sintomas

1085 3 1 33,3
1086 5 4 800
1087 3 1 a33
1088 3 a 100.0
1089 1 0 0.0
1000 0 0 0.0
1091 7] 0 0.0
109z 1 0 0.0
1003 5 1 20.0
1094 3 1 333
1005 a a 100.0
1096 B a 50.0
1097 2 1 50,0
1008 13 3 45,2
1099 z 0 0.0
2000 16 z 12.5
2001 14 1 TB.6
2002 9 4 444
2003 29 12 41,4
2004 ar 11 29.7
2005 53 16 a0,z
2006 ar 13 a5.1
2007 az 11 244
2008 44 16 a6.4
2009 63 o | 41,3
2010 60 25 41,7
2011 71 a5 49,3
2012 73 a3 58.9
2013 57 31 544
2014 7z 55 T6.4
2015 a1 =3 | 61.5
2016 [ a7 57.8
2017 61 EL 50,8
2018 103 56 54 4

4 - 50,0
Total 1037 516 49,8

Fonte: Secretaria de Salde do Estado de S&o Paulo, 2019.

Quando a bactéria Rickettsia infecta os seres humanos, tem sua localizacdo e
multiplicacdo em células endoteliais pequenas e vasos sanguineos de porte médio, com periodo
de incubacdo que varia de dois a quatorze dias, com média de sete dias, ap6s a picada do
carrapato. Os sintomas sdo inespecificos e podem ser similares aos de outras doencas como,
por exemplo, leptospirose e dengue. Entre os sintomas estdo febre alta, dor de cabeca, mialgia,
ndusea, vomito, anorexia, dor abdominal e diarreia. Também podem aparecer maculas e
erupcdes cutaneas, podendo evoluir para febre, com a presenca de papulas ou petéquias apés
trés dias. Porém, estes sinais podem ndo ocorrer em alguns pacientes, o que dificulta o
diagnostico (PAROLA et al., 2005; ARAUJO et al., 2015: FRANCO, 2018).



A taxa de mortalidade estd diretamente ligada ao diagnostico rapido e inicio imediato
de tratamento adequado. Quando isto ndo acontece, dada a dificuldade de diagndstico, o
desconhecimento pela populacdo e até mesmo por desinformacgédo dos servigcos de salude, o
numero de 6bitos pode chegar a 80% dos casos ndo tratados (ARAUJO et al., 2015; FRANCO,
2018).

Estes carrapatos também podem transmitir um dos agentes que provocam borreliose,
similar a Doenca de Lyme, ambas as doencas acometem os seres humanos (BARROS-
BATTESTI et al., 2006; MENEZES, 2017).

Estudos realizados em laboratério confirmaram a capacidade dos carrapatos do género
Amblyomma na transmisséo do protozodrio Theileria equi, responsavel pelo desenvolvimento
de teileriose em equinos, doenca endémica em grandes partes do mundo (SCOLES; UETI,
2013; MENEZES, 2017).

1.3.1.3 Controle

No Brasil, de uma forma geral, o controle dos carrapatos tem sido feito através de
produtos quimicos principalmente a base de organofosforados, amidinas e piretroides
sintéticos. Para o controle do carrapato-estrela tem sido comumente indicado o piretroide
deltametrina. Porém, segundo Barros-Battesti et al., (2006) ha necessidade de maiores
concentragBes de produto quimico, que podem chegar 1,8 vezes o valor recomendado para o
carrapato do boi. Além disso, intervalos menores entre banhos estratégicos devem ser
observados para se obter um resultado satisfatorio.

Segundo Bittencourt (1997), o controle quimico dos carrapatos leva ao aparecimento de
populacdes resistentes e impacta 0 meio ambiente. Seu uso exclusivo é pouco viavel em termos
praticos e econdmicos, sendo indicado o emprego de métodos alternativos dentro de um sistema
de controle integrado (BARROS; EVANS, 1989).
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1.3.2 MANEJO INTEGRADO DE PRAGAS

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization, 2018), Manejo Integrado de
Pragas (MIP) consiste numa consideracao cuidadosa de todas as técnicas de controle de pragas
disponiveis e subsequente integracdo de medidas apropriadas que desestimulem o
desenvolvimento de populacGes de pragas e mantenham os pesticidas e outras intervencfes em
niveis que sejam economicamente justificados, reduzindo ou minimizando os riscos a salde
humana e ao meio ambiente. O MIP enfatiza o crescimento de uma cultura saudavel, com o
minimo de perturbacdo possivel aos agroecossistemas e incentiva 0s mecanismos naturais de
controle de pragas.

A metodologia convencional para o controle de pragas nas atividades agropecuarias
reside na aplicacéo em larga escala de acaricidas e inseticidas de amplo espectro. No entanto,
com o passar do tempo foi observado que essa pratica era impropria, gerando contaminacao e
desequilibrio no agroecossistema, causando 0 aparecimento de pragas resistentes,
ressurgimento de pragas previamente controladas, surtos epidémicos de pragas de importancia
secundaria, diminuicdo da populacdo de insetos benéficos, efeitos deletérios para os animais
selvagens, domésticos e o homem, e acumulo de residuos toxicos no solo, dgua e alimentos
(ZAMBOLIM; JUNQUEIRA, 2004; CARVALHO, 2012).

Em 1972, foi ratificado pela FAO o termo Controle Integrado de Pragas (CIP), reservado
com exclusividade para insetos, para Manejo Integrado de Pragas (MIP), com a proposta de
inclusdo de todos os organismos com acdo conflitante ao interesse do homem, como insetos,
patdgenos, plantas daninhas e animais vertebrados (WAQUIL et al., 2002).

Nari (1995) definiu 0 MIP como a combinacao de uma série de medidas de controle que
se complementam, sendo necessaria uma abordagem multidisciplinar para sua aplicacdo
(ecologia, parasitologia, genética, imunologia, quimica, economia, sociologia).

Segundo Apple (1977), existe certa resisténcia dos produtores na ado¢do do MIP, pois
0S Mesmos nao querem trocar a praticidade e seguranca de um calendario fixo de pulverizagdes
por um conjunto de acdes que exigem mais atencao e trabalho (envolvendo o risco de perderem
feriados e fins de semana) e também, ndo fazer o monitoramento de seus campos
periodicamente & procura de possiveis pragas, para quantificacdo da incidéncia e diversidade

de insetos e dos possiveis danos causados pelas pragas.
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Embora alguns conceitos e acOes aparentem ldgica para 0s pesquisadores, para 0S
agricultores podem parecer incoerentes. O sucesso do MIP depende da adesao dos produtores
as estratégias estabelecidas (BERGAMIN FILHO; AMORIM, 1996).

O MIP j& vem sendo aplicado em diversos paises para vérias culturas, onde 0s
agricultores tém condicbes de fazer previsbes quanto a ocorréncia de possiveis problemas
fitossanitarios, aplicando estratégias de monitoramento que se adequem com niveis aceitaveis
para decisdo de adocdo ou ndo de estratégias de controle. Estudos realizados nos Estados
Unidos indicaram como principais estimulos de adocdo do MIP, as vantagens econdmicas € a
resisténcia a inseticidas. E como obstaculos técnicos, apontados como de maior dificuldade,
estdo os relacionados a financiamento, educacdo, organizacdo social, monitoramento e a
determinacéo dos niveis de acdo (PEDIGO, 2001; CARVALHO et al., 2012).

Guedes et al., (2000) estabeleceram as seguintes etapas de planejamento de MIP:
avaliacdo do ecossistema, tomada de decisdo e implantacdo dos métodos de controle. No
conhecimento de pragas-chave e 0s possiveis periodos criticos da cultura em vista ao ataque de
pragas, é necessario o conhecimento do historico da area e da cultura, da possibilidade de
previsdo da ocorréncia e estabelecimento de pragas, em relacdo aos fatores ecoldgicos e
métodos que podem ser adotados sem utilizacdo de produtos quimicos.

E essencial reconhecer as espécies que podem causar danos e seus principais inimigos
naturais, assim sendo, o conceito de pragas em agricultura, tem relagdo com efeitos econémicos
produzidos, termo dado no sentido numérico, baseado em evidéncias, onde uma determinada
populacdo de insetos, danifique a producdo com seus estragos. Sendo assim, a presenca do
inseto na cultura, ndo implica necessariamente em prejuizo econdémico (GALLO et al., 2002;
GUEDES et al., 2000).

Para implementacdo de métodos de controle as seguintes etapas devem ser seguidas para
que haja éxito em sua implantacdo como: definir a area onde sera implantado o MIP; reconhecer
e identificar as pragas-chave que causam danos; identificar seus inimigos naturais; avaliar os
fatores climéticos que interferem na flutuacdo populacional da praga e dos inimigos naturais e
acompanha-las durante o ciclo da cultura; determinar os niveis de dano econémico, de controle
e tomada de decisdo. Assim, o produtor podera optar pelo sistema mais adequado, abrangendo
um ou mais métodos de controle, envolvendo taticas como: métodos culturais, controle
mecanico, fisico, legislativo, bioldgico, quimico, manipulacdo genética de pragas, controle
alternativo (produtos biorracionais) e avaliacdo (COSTA et al., 2008; SIQUEIRA, 2017).
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1.3.3 CONTROLE DE PRAGAS COM FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

Segundo Perinotto (2010), o controle microbiano pode ser definido basicamente como
a intervencdo humana no comportamento natural de microrganismos, para controlar e/ou
combater as chamadas pragas parasitarias, observadas tanto na agricultura quanto em medicina
veterinaria.

O controle microbiano pode ser usado como medida estratégica para controle de pragas
por possuir fatores favoraveis como, por exemplo: alta patogenicidade apresentada por alguns
microrganismos, auséncia de toxicidade aos mamiferos, diminuicdo de aparecimento de
resisténcia, capacidade de multiplicacéo e dispersdo no ambiente. Sendo assim, entende-se que
a reducdo de populagdes de insetos indesejados, isto é, pragas, pode alcangar niveis toleraveis
com menores prejuizos. Além disso, outra vantagem do controle bioldgico € que 0 mesmo
fornece a possibilidade de associacdao de microrganismos com formulages medicamentosas, 0
que pode reduzir os residuos ou toxicidade para animais e ambiente (ALVES, 1998;
PERINOTTO, 2010; BARROS et al., 2010).

Os fungos entomopatogénicos sdo capazes de penetrar diretamente pela cuticula do
artropode, ndo necessitando necessariamente de ingestdo pelo hospedeiro para iniciar a infeccéo
e sdo considerados promissores como metodo alternativo ao controle quimico dos carrapatos.
Dependendo das condi¢fes ambientais (temperatura, umidade, luz, radiacdo ultravioleta),
condigdes nutricionais e da suscetibilidade do hospedeiro, pois, em quase todos 0s casos, 0s
fungos tém capacidade de infectar todos os estagios do carrapato (ALVES, 1998; ZAPPELINI,
2009).

A variabilidade genética dos fungos permite, através de técnicas adequadas, a selecdo
de isolados fungicos com maior viruléncia, mais especificidade e com tolerancia a condi¢des
climéticas, possibilitando sua utilizagdo como inseticidas microbianos (ALVES, 1998;
PERINOTTO, 2010).

1.3.3.1 Fungo Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin

Em 1835, Agostino Bassi provou que o fungo Beauveria bassiana € o agente da doenca

“Muscardine Branca”, importante para o bicho da seda (Bombyx mori — Lineu, 1758)
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confirmando a natureza infecciosa do ataque ao inseto pelo fungo. B. bassiana é classificada
como um fungo deuteromiceto, da classe dos hifomicetos assexuados, e sua reproducdo se da
através da producdo de conidios (ALVES, 1998; PERINOTTO, 2010). Entretanto, com
utilizacdo da biologia molecular, esta espécie foi reagrupada como um fungo sexuado
(REHNER, 2005).

Segundo Mac Leod (1954), Beauveria bassiana é o fungo entomopatogénico mais
encontrado em insetos mortos no ambiente natural, infectando aproximadamente 200 espécies
de insetos de diferentes ordens.

O fungo B. bassiana é amplamente estudado para controle bioldgico de muitas espécies
de insetos, e tornou-se conhecido internacionalmente quando foi utilizado para o controle do
besouro do Colorado (Leptinotarsa decemlineata - Say, 1824) pela antiga Unido Soviética em
1970 (SAMSINAKOVA, 1966; IGNOFFO, 1975).

No Brasil, este fungo foi utilizado para controle de cupins nas pastagens, com resultados
de eficiéncia de controle que chegou a 100% para ninhos pequenos, demonstrando ser uma
alternativa eficiente, ecoldgica e econémica (ALVES, 1998; ZAPPELINI, 2009). Além disso
tem sido comercializado, especialmente para o controle de acaros do mamao, broca-do-café e
Praelongorthezia praelonga em menor escala (FARIA; MAGALHAES, 2001; CASTILHO et
al., 2017).

A germinagdo de B. bassiana ocorre através dos conidios 12 horas ap6s inoculacéo, a
penetracdo comumente ocorre pelo tegumento através de acdo mecanica e efeitos enzimaticos.
Depois de 72 horas de inoculagdo, o hospedeiro esta colonizado com grande quantidade de
conidiéforos e conidios. A capacidade de disseminacdo de propagulos é aumentada se as
condicBes de temperatura, umidade relativa e radiacdo forem favoraveis (ALVES, 1998).

A germinacdo dos conidios, crescimento vegetativo e esporulacdo deste fungo ocorre
em temperatura ideal entre 23 a 28°C, e pode suportar temperaturas de até 45°C (ALVES;
LECUONA, 1998; PERINOTTO, 2010).

Entretanto a maior viruléncia e desenvolvimento do fungo B. bassiana ocorre em
temperatura 6tima de 25° C, as temperaturas abaixo do Otimo sdo menos prejudiciais a
patogenicidade dos fungos. Em determinados casos, pode ocorrer 0 aumento do tempo letal,
sem afetar a mortalidade total, ao passo que as temperaturas acima do 6timo podem ocasionar
a diminuicédo da sua patogenicidade (ROBERTS; CAMPBELL, 1977; PERINOTTO, 2010).
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1.3.3.2 Fungo Metarhizium anisopliae (Metschnikoff.) Sorokin

Outro agente de controle bioldgico de pragas muito utilizado é o fungo Metarhizium
anisopliae, caracterizado por infectar mais de 300 espécies de insetos. Tem ampla distribuicao
na natureza e é encontrado com facilidade no solo. Foi descrito pela primeira vez por
Metschinikoff em 1879. Este autor utilizou o fungo para o controle microbiano de larvas do
besouro Anisopliae austriaca (Herbst, 1783) O fungo foi classificado por Sorokin em 1883,
recebendo a denominagdo de Metarhizium anisopliae. Este agente pertence a classe
Deuteromycetes, ordem Moniliales, familia Moniliaceae (ALVES, 1998; PERINOTTO, 2010).

M. anisopliae é alvo de muitos estudos e é produzido no Brasil por empresas privadas e
usinas de acucar e alcool (ALVES; LOPES, 2008; CASTILHO et al., 2017). Atualmente estéo
registrados no Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) 19 produtos a base
de M. anisopliae, aprovados para o controle de Mahanarva fimbriolata (cigarrinha-das-raizes),
Notozulia entreriana (Berg) e Deois flavopicta (Stal) (Hemiptera: Cercopidae) (cigarrinhas-
das-pastagens) em cultura de cana-de-agucar e em pastagens (AGROFIT, 2018; CASTILHO et
al., 2017).

O mecanismo de a¢do do M. anisopliae, tem inicio pela adesédo, que depende da presenca
de enzimas esterases e proteases, seguindo-se a germinacdo de conidios que alteram o
tegumento do inseto. Em seguida ocorre a penetracao da hifa atraves da cuticula, facilitando a
nutricdo e a germinacdo do fungo (St. LEGER et al., 1991; PERINOTTO, 2010).

Segundo Alves (1998), no tubo germinativo do inseto acontece dilatacdo da hifa,
ocorrendo atividade metabolica em decorréncia da producdo de proteases, lipases e quitinases.
Esta estrutura é chamada de apressorio. No processo de penetracdo estdo envolvidos fatores
fisicos, tais como a pressao da hifa, que rompe as areas membranosas ou esclerosadas, e fatores
quimicos, que consistem na liberacdo destas enzimas que facilitam a penetragdo mecanica.
Apos isso, tem inicio a colonizagdo do hospedeiro, ocorrendo a proliferacéo das hifas, liberando
as dextruxinas e citocalasinas, toxinas que causam paralizacdo ou morte do inseto. Com a morte
do hospedeiro, as hifas crescem invadindo os 6rgdos internos do mesmo e o micélio sai do
corpo do artropode, produzindo novos esporos gque, consequentemente, poderdo ser difundidos
para infecgdo de outros individuos (ALVES, 1998; PERINOTTO, 2010).
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1.3.3.3 Estudos sobre o controle bioldgico de carrapatos de interesse veterinario

O controle biolégico em condi¢bes laboratoriais utilizando os fungos
entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae tem apresentado resultados satisfatorios,
demonstrando patogenicidade para varias espécies de carrapatos, como Rhipicephalus (B.)
microplus (BITTENCOURT etal., 1992; MONTEIRO et al., 1998; POSADAS E LECUONA.,
2009; CAMARGO et al., 2012; PERINOTTO et al., 2012; SUN et al., 2013; BERNARDO et
al., 2018), Amblyomma cooperi (REIS et al., 2003), Amblyomma cajennense (REIS et al., 2004;
LOPES et al., 2007), Amblyomma parvum (GARCIA et al., 2018) Amblyomma variegatum
(MARANGA et al., 2005), Rhipicephalus sanguineus (GARCIA et al., 2004; GARCIA et al.,
2005; PRETTE et al., 2005; CAFARCHIA et al., 2015), Dermacentor nitens (PERINOTTO et
al., 2013) e Haemaphysalis longicornis. (ZHENDONG et al., 2019).

Em adicdo aos estudos in vitro, Bittencourt et al., (2003) testaram formulagdes contendo
10" e 10° conidios/ml do fungo M. anisopliae contra larvas de 15 dias de idade de Rhipicephalus
(B.) microplus, num modelo que utilizava canteiros de braquiaria medindo 1m?. Cada canteiro
foi infestado artificialmente com 10.000 larvas de carrapato, recebendo o tratamento
correspondente no volume de 60 ml. Os autores relataram agéo reduzida de controle, com
percentuais de eficacia total da ordem de 37,84% e 53,78% ao fim da terceira repeticéo,
respectivamente.

Num modelo similar com canteiros, Basso et al., (2005) conseguiram alcangar uma
reducao de 87% a 94% na populacéo de larvas de Rhipicephalus (B.) microplus utilizando uma
suspensdo da cepa E9 de M. anisopliae contendo 1,8x108 conidios/ml aplicada num volume de
200ml/m?,

Garcia (2008) avaliou a aplicacdo da cepa E9 de M. anisopliae na pastagem contra R.
(B.) microplus, utilizando uma suspensdo contendo 10’ conidios/ml aplicada num volume
médio de 66,7 mL por metro quadrado de pasto, concluindo que o tratamento ndo resultou na
reducdo do nimero de larvas infectantes na pastagem e nem do nimero de fémeas ingurgitadas
sobre os bovinos.

Segundo Zimmermann (2007 a; b), os fungos entomopatogénicos isolados de artrépodes
sdo, em sua grande maioria, seguros para 0 meio ambiente e para 0 homem. O autor afirma que
ainda ndo foi relatado nenhum caso de pessoas que tenham adoecido ou morrido por infeccdo

de fungos entomopatogénicos.
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Segundo Alves (1998), um dos principais fatores que impedem o desenvolvimento de
fungos entomopatogénicos em mamiferos é sua elevada temperatura corporal. Os fungos tém
seu crescimento favorecido em temperaturas menores do que 30°C e diminui em temperaturas
maiores do que 35°C. Este fato, a principio, assegura que os fungos ndo causem infecgdo em
humanos.

Sendo observados fatores como: eficécia, baixo custo, diminui¢ao de residuos quimicos
nos alimentos e no meio ambiente, preservacdo dos inimigos naturais e aumento da
biodiversidade nos ecossistemas, assim como a seguranca para 0 homem e para outros
organismos que ndo sejam alvo, a utilizacdo de fungos entomopatogénicos apresenta evidentes
vantagens em relacdo aos pesticidas quimicos (ALVES, 1998; ZAPPELINI, 2009).
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CAPITULO 2 - MANEJO INTEGRADO DE PRAGAS — FAZENDA DA
PONTE - ITU

RESUMO

Em virtude de alta infestagdo por carrapatos do complexo cajennense, parasitos de grande
importancia em razdo da transmissdo da bactéria Rickettsia rickettsii, causadora da Febre
Maculosa Brasileira, adotou-se um sistema de controle integrado dos carrapatos numa
propriedade rural localizada no municipio de Itu - SP, margeando o rio Tieté. Na propriedade,
0s animais domésticos mantinham contato com uma populacdo de capivaras. Os locais
determinados para avaliacdes (A, B, C, D, E e F) levaram em conta critérios como altos niveis
de infestacdo e presenca constante dos humanos. Esses locais foram avaliados mensalmente de
junho de 2015 a junho de 2016, e a cada dois meses de julho de 2016 a julho de 2017. Os
funcionarios foram instruidos quanto a diversidade de carrapatos existentes no local, a biologia,
a ecologia, ao controle dos mesmos, sobre a importancia de manter os gramados baixos e sobre
a necessidade de segregar os animais domésticos das capivaras. Foram capturados 1.721
carrapatos em vida livre, todos do género Amblyomma, sendo 450 larvas, seguidas por 1.090
ninfas e 181 adultos. Dos adultos coletados, apenas um foi identificado como Amblyomma
dubitatum e o restante como Amblyomma sculptum. Os resultados comprovaram a eficécia da

aplicacdo do MIP no controle do carrapato A. sculptum.
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2.1 INTRODUCAO

Os carrapatos do complexo cajennense estdo associados a transmissdo de uma ampla
variedade de patdgenos como fungos, bactérias, virus e protozoarios aos seus diferentes
hospedeiros (SONENSHINE; ROE, 2014; MENEZES, 2017), podendo também ser vetores da
bactéria Rickettisia rickettsii causadora da Febre Maculosa Brasileira, reconhecida pela alta
letalidade nas Américas (LABRUNA, 2009; LABRUNA et al., 2011).

Como exemplo da gravidade das les6es, podemos observar na imagem a seguir (Figura
1) as caracteristicas das reacdes alérgicas e tdxicas que acontecem comumente ap6s fixacdo do
carrapato no hospedeiro, em decorréncia das substancias que sdo secretadas pela saliva do
carrapato, pela penetracdo e permanéncia do aparato bucal, causando inflamacdo (HADDAD
JR etal., 2018).

Figura 1 — LesOes cuténeas decorrentes da fixacdo de um grande nimero de carrapatos nos
membros inferiores.

Fonte: Concedida pelo proprietéario da Fazenda da Ponte-ITU.

Em funcgdo da importancia do controle desses carrapatos devido ao parasitismo nos
animais de producéo e aos riscos de transmisséo de doencas ao homem, tem-se empregado 0
tratamento carrapaticida especialmente sobre os hospedeiros primarios. Segundo Bittencourt

(1997) o controle quimico dos carrapatos leva ao aparecimento de populac@es resistentes e
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impacta 0 meio ambiente. Seu uso exclusivo é pouco viavel em termos praticos e econémicos,
sendo indicado 0 emprego de métodos alternativos dentro de um sistema de controle integrado
(BARROS; EVANS, 1989).

Baseado no conceito de MIP descrito em FAO, 2018, foi estabelecida atividades visando
0 programa de controle integrado para o carrapato-estrela, dentre elas estdo uma séria de
medidas, incluindo a capacitagdo dos recursos humanos atuantes na propriedade, 0 manejo
adequado de areas de pastagens, das instalacdes e dos animais e a aplicacdo de produtos
carrapaticidas de um grupo quimico adequado de forma estratégica.

O presente trabalho teve por objetivo aplicar os conceitos de manejo integrado em uma

propriedade rural.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 AVALIACAO DE SISTEMA DE MANEJO INTEGRADO DE PRAGAS —
FAZENDA DA PONTE - ITU

O trabalho foi realizado na Fazenda da Ponte (Figura 2), localizada no municipio de Itu
(23° 15" 57" Sul, 47° 17" 57" Oeste), estado de Sao Paulo, no periodo de junho de 2015 a julho
de 2017. A propriedade se caracteriza pela presenca de varios animais domesticos e silvestres,

principalmente a capivara e por margear o rio Tieté.

Figura 2 — Fazenda da Ponte — Itu — SP.

Fonte: ARAUJO, S. B., 2018.

2.2.2 AVALIACAO DA INFESTACAO

Foi feita vistoria da fazenda e, logo depois, foram colocadas armadilhas em diferentes
pontos definidos como: casa, capela, baia, riacho, mina, trilha da mina, rio, piquete e cachoeira,
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(Figura 3) para verificar os locais com altos niveis de infestacdes, o que determinou os pontos
estratégicos de avaliagdo mensal para o programa de controle integrado durante o primeiro ano

e uma avaliacdo bimestral no segundo ano.

Figura 3 — Locais onde foram feitas vistorias, em frente a casa principal, onde possuia mata
ciliar, A e B; Distribuicdo dos bovinos e equinos, C e D; Atras da casa principal, E e F;
Garagem, G; Caminho onde localizava a capela, H; Caminho da mina de agua, I; Piquetes e
baia, J; Caminho da cachoeira, Itu - SP.

S S
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2018.

2.2.3 COLETAS E CONTAGENS DE CARRAPATQOS

Para a coleta de carrapatos foram utilizadas armadilhas em cortes retangulares de pano
sintético branco, a base de polipropileno e viscose (Figura 4), popularmente conhecido como
“tnt”, com aproximadamente 350 cm2 de area cada, no centro dos panos foi colocado 100g de
gelo seco para que o CO> (liberado durante a sublimacéo) atraisse os carrapatos e apds 1h foram
recolhidas, conforme técnica adaptada de Gray (1985).
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Figura 4 — Armadilha para atracdo de carrapatos

Fonte: ARAUJO, S. B., 2018.

Os panos foram acondicionados em sacos plasticos (Figura 5-A), lacrados, devidamente
identificados, e encaminhados ao laboratério para contagem das ninfas, larvas e adultos (Figura
5-B). Em seguida foi feita a identificacdo das espécies encontradas na propriedade de carrapatos
adultos, através de microscépio estereoscopio lupa (Figura 5-C) usando a chave proposta por
GUIMARAES et al., (2001).

Figura 5 — Armadilhas acondicionadas em sacos plasticos, A; Contagem de larvas, ninfas e
adultos, B; Identificacdo dos carrapatos, C.
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Fonte: ANJOS, K. A., 2018.

2.2.4 MANEJO DOS ANIMAIS

Avaliou-se a disposi¢do dos piquetes, baias e outras instalagdes que abrigavam animais
domeésticos, bem como as areas de abrigo e circulacdo de animais silvestres, determinando a
implantacdo de mudancas estratégicas de manejo.

Foi adotado regime de banhos para os equinos, com carrapaticida adequado, logo no
inicio dos trabalhos as pulverizac6es foram feitas semanalmente entre agosto e outubro de 2015.
Posteriormente, passou-se a utilizar pulverizagdes semanais de abril a julho.

Os bovinos foram tratados, com carrapaticida indicado pelo teste do
biocarrapaticidograma, sendo que os banhos foram realizados nos meses de outubro a marco,

sendo que os intervalos seguiram a determinacao conforme o produto selecionado.

2.2.5 TESTE DE BIOCARRAPATICIDOGRAMA

Foram coletadas aproximadamente 200 tele6ginas dos bovinos, que foram
acondicionadas em recipiente seco e limpo e levadas para o laboratério. Foram utilizados

produtos carrapaticidas comerciais nas dilui¢des indicadas em suas bulas. Os carrapatos foram
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lavados em &gua corrente e secados em papel toalha. Foram separados 3 frascos contendo 10
teledginas para cada produto e controle, as fémeas foram pesadas e em seguida imersas nos
produtos carrapaticidas durante 5 min. Ap0s este processo as teledginas foram retiradas da
solucdo e secas em papel toalha e transferidas para placas de Petri devidamente identificadas e
foram mantidas em estufa tipo B.O.D. a temperatura de 28°C e 80% de umidade durante 15
dias.

Ap0s esse periodo os ovos foram pesados e colocados em tubos de ensaios identificados
tampados com algoddao umedecido e mantidos na estufa na mesma temperatura e umidade
citada acima, durante 15 dias para a eclosdo das larvas, em seguida foi feita a avaliacdo da
porcentagem de eclosdo de cada tubo. Os célculos para avaliacdo das taxas de eficacia dos

produtos foram feitos de acordo com Drummond et al., (1973).

2.2.6 TREINAMENTO DOS FUNCIONARIOS

Foi feito treinamento dos funcionarios (Figura 6) capacitando-os quanto as diversidades
de carrapatos existentes na propriedade, a biologia, ecologia, e controle dos mesmos.
Receberam orientagfes em relacdo a FMB, principalmente quanto aos sintomas da doenca e 0s
devidos procedimentos

Também foram orientados a fazer o ro¢ado nas areas, ao redor das baias, lago e proximo

a entrada da trilha para a cachoeira a cada 30 dias.
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Figura 6 — Treinamento de funcionérios - Itu -SP.

Fonte: ARAUJO, S. B., 2018.

2.2.7 MANUTENCAO DOS GRAMADOS

Os funcionérios foram instruidos a fazerem regularmente a manutencdo dos gramados,
deixando-os sempre baixos, no entorno das casas e demais instalacdes, a cada 30 dias de

dezembro a marco dos anos de experimento (Figura 7).

Figura 7 — Gramados altos em torno das casas - Itu -SP.

Fonte: ARAUJO, S. B., 2018.
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2.2.8. MONITORAMENTO

O monitoramento foi realizado mensalmente entre junho de 2015 a junho de 2016 e
bimestral entre julho de 2016 a julho de 2017, com a colocacgéo de armadilhas nos pontos de
maior infestacdo previamente identificados. As armadilhas eram recolhidas e depositadas em
sacos plasticos corretamente identificados e levados para o laboratério para a contagem dos

carrapatos e identificacdo dos mesmos.

2.2.9. ANALISE ESTATISTICA

A partir do ndmero de carrapatos adultos, ninfas e larvas encontradas, foram
comparados periodos e pontos entre si, de acordo com o nimero de eventos e com o0 modelo de
Poisson com excesso zero em uma abordagem Bayesiana (MAZIN et al., 2008). O calculo foi
feito utilizando o programa Winbugs com o Gibbs para obter estimativas dos parametros do
modelo.

Os parametros foram estimados usando o algoritmo de Gibbs-Sampling e Metropolis-
Hastings. Quinze mil amostras foram geradas e cinco mil desses quinze mil foram descartados
(“burn in samples”) para excluir o efeito dos valores iniciais utilizados no algoritmo de
simulacdo. Além disso, interacfes consecutivas 100a; 200a; 300a, e assim por diante. Foram
considerados, resultando em uma amostra final de 100 cadeias simuladas para cada parametro.
A convergéncia do algoritmo foi verificada através de graficos temporais das amostras geradas,
utilizando técnicas padréo disponiveis na literatura (GELMAN; RUBIN, 1992).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 PARASITOS CAPTURADOS

Na Tabela 1 estdo os dados referentes ao total de carrapatos coletados em armadilhas de
COg, nas visitas realizadas no periodo de julho de 2015 a julho de 2017. Foram capturados
1.721 carrapatos em vida livre, sendo todos do género Amblyomma. Dos carrapatos coletados,
450 eram larvas, seguidas por 1.090 ninfas e 181 adultos. Dos adultos coletados, apenas um foi
identificado como Amblyomma dubitatum, enquanto o restante foi identificado como
Amblyomma sculptum.

Com relacdo ao Rhipicephalus (Boophilus) microplus foram coletadas
aproximadamente 200 fémeas ingurgitadas dos bovinos presentes na propriedade para

realizacéo do teste de biocarrapaticidograma.

Tabela 1 — Numero de carrapatos e espécies encontradas em vida livre na Fazenda da Ponte no
municipio de Itu, Sdo Paulo em julho 2015 a julho de 2017.

Espécie de carrapato Larva Ninfa Adultos Total
Amblyomma spp. 450 450
Amblyomma sculptum 1090 180 1270
A. dubitatum 0 0 1 1

Fonte: ARAUJO, S. B., 2018.

2.3.2 HOSPEDEIROS PRESENTES NA PROPRIEDADE

Os animais domésticos presentes na propriedade incluiam cées, equinos, bovinos,
galinhas e patos. A fauna silvestre era representada pelas capivaras e por diversas espécies
aviarias. Observou-se que 0s equinos estavam infestados por A. sculptum e os bovinos por

Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Nos cées ndo foram encontrados carrapatos e, segundo
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funcionérios, estes ja vinham sendo tratados com carrapaticida. Nos animais silvestres ndo se

fez investigacdo quanto a infestacdo por carrapatos.

2.3.3 PRODUTO QUIMICO INDICADO

Apos teste de biocarrapaticidograma indicou-se para 0S bovinos o carrapaticida
contendo uma combinacdo de piretroides e organofosforados, quais sejam, fenthion,
cipermetrina e clorpirifés. Foi recomendado que se efetuassem os banhos conforme indicagéo
do fabricante.

Em razdo do grau de infestacdo por A. sculptum, indicou-se para os cavalos tratamento
com carrapaticida a base de deltametrina. Logo no inicio dos trabalhos as pulveriza¢6es foram
feitas semanalmente entre agosto e outubro de 2015. Posteriormente, passou-se a utilizar o

esquema preconizado em literatura com pulverizagdes semanais de abril a julho.

2.3.4 DETERMINACAO DE LOCAIS PARA CAPTURA DE CARRAPATOS

Na tabela 2 sdo apresentados os nove locais de captura de carrapatos escolhidos para

avaliacdo preliminar do nivel de infestacdo.
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Tabela 2 — Levantamento preliminar de infestacdo de carrapatos Amblyomma sculptum em
diferentes pontos da fazenda da Ponte

Local Larvas Ninfas Adultas

Casa 1 0 0
Capela 1 0 0

Baia 1 2 35
Riacho 26 110 6
Trilha mina 1 2 2
Mina 0 0 0

Rio 2 104 0
Piquet 5 3 8
Trilha cachoeira 4 1 7

Fonte: ARAUJO, S. B., 2018.

Depois desta coleta foram selecionados seis locais para captura de carrapatos e
monitoramento do grau de infestacdo da propriedade, com vistas a mensuragédo da eficacia das
medidas de manejo integrado propostas. Estes locais foram identificados como: “baia - A”,

“piquete - B”, “riacho - C”, “cachoeira - D”, “equino - F”’ (pasto onde foram realocados os

cavalos) e “rio - E” (Tabela 3).
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Tabela 3 — Numero de larvas, ninfas e adultos de Amblyomma sculptum encontradas nos
diferentes locais de avaliacdo nos anos de 2015 a 2017

Data/Local A B C D E F
| L N A L N A LNA LNA L N A L N A
07/15 48 0 6 1 0 4 6601 00O 5 0 1 0 0 0
2 1
08/15 1 2 3% 5 3 8 110 417 2 104 O 26 110 6
09/15 3 8 0 1 6 0 00O 00O 3 315 1 0 0 0
10/15 0 0 1 0 1 9 0600 000 0 218 14 2 7 0
8
12/15 0 0 O 0 0 1 001 00 27 0 O 6 0 0 0
02/16 0 0 O 0 0 1 00O 101 0 0 0 1 0 1
04/16 0 0 O 0 0 0O 0O0O 00O 0 0 1 0 0 0
05/16 0 0 O 0 0 0 0O0O 001 5 0 2 0 1 0
06/16 0 0 O 1 0 0 010 00O 0 0 0 245 17 0
07/16 0 0 O 0 0 0 00O 000 2 5 1 0 78 1
09/16 0 6 0 0 1 0 0960 001 0 0 1 29 52 2
9
11/16 0 1 0 0 0 0 001 010 0 0 2 0 5 1
01/17 0 0 O 0 0 0 00O 000 0 O 1 0 0 2
02/17 0 0 O 0 0 0 001 001 0 O 0 0 0 2
03/17 0 0 O 0 0 0 001 00O 0 0 0 0 0 0
05/17 0 0 O 0 0 0 00O 000 1 0 0 1 0 0
07/17 0 0 0 0 0 0 00O 00O 0 0 0 0 0 0

*Locais identificados como: “baia - A”, “piquete - B”, “riacho - C”, “cachoeira - D”, “rio - E”
e “equino - F’ (pasto onde foram realocados os cavalos) .

Fonte: ARAUJO, S. B., 2018.

2.3.5 MEDIDAS DE MANEJO DAS PASTAGENS E DOS ANIMAIS

As diferentes espécies domésticas foram segregadas. Os equinos foram realocados,
saindo da area a beira do rio para um novo local de pastagem (identificado como “equinos”),
de modo que os mesmos fossem mantidos fora do contato com outros animais, especialmente
as capivaras, visto serem ambos hospedeiros primarios do A. sculptum.

A &rea a beira do rio era caracterizada pela presencga constante de capivaras e possuia
vegetacdo rasteira. Nesta area foi adotada a medida de rocamento, mantendo a vegetacao
sempre baixa para reduzir os abrigos a disposi¢cdo do A. sculptum. Neste local, ja se encontrava
instalada uma cerca elétrica, que o separava das demais areas da fazenda. Entretanto, antes da
introducdo das medidas de manejo integrado, esta area era frequentada por todos 0s animais

domésticos mantidos na propriedade, criando uma promiscuidade que favorecia a infestagdo
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por A. sculptum. Assim sendo, ativou-se a cerca elétrica e todos os animais domesticos foram
removidos dali.

Todas as areas gramadas da propriedade passaram a ser mantidas sempre baixas, através de
rogamento a cada 30 dias.

2.3.6 AVALIACAO DO Amblyomma sculptum DOS NiVEIS DE INFESTACAO —
PARAMETROS TEMPORAIS E ESPACIAIS

A Tabela 4 indica os tamanhos populacionais estimados em seus diferentes estagios de
desenvolvimento, nos seis locais de coleta estabelecidos para a avaliacdo dos niveis de

infestacdo correspondentes aos anos de 2015, 2016 e 2017.

Tabela 4 — Estimativa do nivel de infestacdo de larvas, ninfas e adultos de A. sculptum nos seis
pontos de avaliacdo na Fazenda da Ponte - Itu nos anos de 2015 a 2017. Locais na fazenda que
foram avaliados: A — Baia; B — Piquete; C — Riacho; D — Cachoeira; E — Rio; F — Equino. IC:
Intervalo de confianca.

Larvas Ninfas Adultos Total
Ao Local eqhimativa IC 95% Estimativa IC 95% Estimativa IC 95% Estimativa IC 95%
A 10,20 766 1317 2,00 1,02 345 8,09 587 1075 2052 1681 2470
B 3,42 206 532 518 3,46 7,48 4,05 258 606 1308 1016 1651
c 131 057 255 0,29 0,04 1,00 0,48 013 127 204 1,07 3,51
S 075 024 177 026 004 091 6,56 460 896 765 5,49 10,35
E 11,04 832 1419 127,00 117,00 137,10 426 270 629 14250 13240 153,00
F 5,51 374 785 2323 1927 2760 1722 051 243 30,07 2552 3511
A 0,07 000 039 0,90 0,40 1,69 0,15 002 049 097 0,46 1,78
B 015 002 056 0,18 0,03 0,62 0,16 003 056 042 0,14 1,01
c 0,03 000 029 1,20 0,60 2,13 013 002 049 134 0,70 2,28
208, 013 002 051 015 0,02 0,56 0,37 011 090 063 0,24 131
E 0,84 03 163 6,20 4,62 814 078 033 155 242 1,51 3,68
F 34,21 3041 3849 3392 3003 3817 390 266 541 7238 6656 7846
A 0,05 000 041 0,00 000 030 011 000 055 013 0,00 0,59
B 0,03 000 037 000 000 030 0,07 000 048 009 0,00 052
c 0,02 000 032 0,00 000 027 0,29 005 094 032 0,06 1,01
o0 0,02 000 032 0,00 000 026 022 003 084 021 0,03 0,78
E 0,19 002 078 0,00 000 016 023 003 08 047 011 1,29
F 0,20 002 08 0,00 000 029 0,70 022 165 096 0,36 2,08

Fonte: ARAUJO, S. B., 2018.
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Nos graficos a seguir (Figura 8), foram comparados 0s numeros absolutos de carrapatos
em seus diferentes estagios de desenvolvimento que foram encontrados nos seis locais de coleta
para avaliacdo do nivel de infestacdo. Os dados foram agrupados em dois periodos anuais
correspondentes ao primeiro e ao segundo ano de experimento, que foram de julho de 2015 a
junho de 2016 e de julho de 2016 a junho de 2017, respectivamente, de acordo com o ciclo
anual do Amblyomma sculptum.

O local identificado como A era um pasto em frente a um estabulo de alvenaria para
cavalos, que ndo estava em uso porque o rebanho da fazenda era mantido em outro lugar. O
chéo estava coberto de grama comum. Mesmo que este local ndo fosse usado como abrigo de
animais regularmente, ainda estava aberto para cavalos que passavam. Para este local foi
adotado o rogcamento da vegetacdo. Os carrapatos capturados nos anos de 2016 e 2017 foram
significativamente reduzidos em relacdo a 2015 nao sendo capturados nenhum adulto ou larva.

O local rotulado C geralmente apresentava baixos niveis de infestacdo ao longo de todo
0 tempo do procedimento experimental. No entanto, 0 nimero de ninfas e adultos aumentou,
sem capturas de larvas nos anos de 2016 e 2017.

Nos locais classificados como A e D, ndo havia animais presentes regularmente, mas
ambos os locais eram usados como passagem por cavalos. Portanto, a Unica acdo recomendada
para esses locais era manter o gramado baixo. Ambos os locais mostraram reducdes
significativas nos niveis de infestagdo. Nos anos de 2016 e 2017, nenhuma larva foi capturada
nesses locais.

Um grande namero de carrapatos foi capturado em 2015 no local de coleta denominado
E. Todos os estagios de desenvolvimento do carrapato estavam presentes, mas a maior
propor¢cdo dos espécimes foi representada por ninfas. Nos anos de 2016 e 2017, houve
decréscimos notaveis nessas populac@es. Alguns animais foram retirados deste local, e 0 mesmo
manejo de rocamento citado acima foi recomendado. A presenca de animais foi limitada apenas
as capivaras.

Os equinos foram mantidos dentro da area que Ihes foi reservada (local F) e receberam
tratamento acaricida semanal nos meses de agosto a outubro de 2015 e de abril a julho nos anos
de 2016 e 2017. Porém em uma das visitas de monitoramento, observou-se uma falha no manejo
proposto. Nesta ocasido, os cavalos que previamente estavam isolados foram reintroduzidos no
local ocupado pelas capivaras, onde tiveram novo contato com o estoque de parasitos mantido
pelos roedores (Figura 9). Desta forma, houve redugdo na quantidade de ninfas e larvas,

acompanhado de um aumento no numero de carrapatos adultos.
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Figura 8 — NUmero estimado de larvas, ninfas e adultos do carrapato estrela nos locais rotulados
de A a F no periodo entre junho de 2015 e julho de 2017. * ICR — Intervalo de credibilidade.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2018.

Figura 9 — Equinos recolocados na area “rio”, Itu - SP.

Fonte: ARAUJO, S. B., 2018.

A Tabela 5, apresenta uma analise descritiva das médias dos totais brutos de adultos,

ninfas e larvas capturados nas armadilhas ao longo de todo periodo experimental. Observa-se

uma intensa reducao do numero de individuos.
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Tabela 5 — Analise descritiva da média do total bruto de adultos, ninfas e larvas capturados nas
armadilhas ao longo de todo experimento.

Populacdo média

Tempo Adultos Ninfas Larvas
2015 (n=5) 4,27 26,43 5,50
2016 (n=8) 0,92 7,13 5,92
2017 (n=5) 0,27 0,00 0,07

Fonte: ARAUJO, S. B., 2018.

A Figura 10 mostra a diferenca média estimada da populacdo entre os locais ao longo

do tempo.

Figura 10 — Numeros médios estimados de larvas, ninfas e adultos do carrapato estrela na
fazenda entre junho de 2015 e julho de 2017.
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2.4 DISCUSSAO

Os resultados evidenciam a eficacia da proposta de manejo integrado sugerida pela FAO
(2018). Desde as primeiras coletas na Fazenda da Ponte, foi observada a abundancia de
capivaras na beira do rio e, consequentemente, um nimero maior de carrapatos neste ponto de
amostragem, enquanto que a quantidade de carrapatos capturados era costumeiramente um
pouco menor nas outras areas de coleta. A area na beira do rio se caracterizava por mato alto e
pela presenca de diversos animais domeésticos e selvagens, especialmente capivaras e equinos.
Os achados sugerem que ha um papel do equino na dispersdo desses carrapatos para as demais
areas da fazenda, pouco frequentadas pelas capivaras. Uma situacdo similar foi descrita por
Siqueira (2017), que demonstrou abundancia de A. sculptum em uma area florestal,
identificando-a como fonte de infestagdo. A autora notou que animais que frequentavam essa
area eram responsaveis por carrear os parasitos para locais mais distante da fonte de infestagéo.

No inicio dos trabalhos experimentais na Fazenda da Ponte, os equinos foram
encontrados sendo mantidos sem nenhum tipo de tratamento quimico e em contato direto com
as capivaras, o que pode explicar a elevada carga parasitaria de carrapatos do género
Amblyomma dispersa pela propriedade, concordando com LABRUNA et al., (2004), que
registrou alta carga de carrapatos quando 0s equinos ndo recebiam tratamento com
carrapaticidas. LABRUNA et al., (2004) propuseram que em areas com alto grau de infestacéo
0s banhos carrapaticidas sejam feitos de abril a outubro e que ap6s um ano de controle, quando
a carga parasitaria estiver reduzida, os banhos sejam feitos de abril a julho, em razdo da
praticidade, menores custos de mao-de-obra, menor consumo de carrapaticidas, e menor
exposicdo dos animais, do homem e meio ambiente a produtos quimicos. Esta foi a estratégia
adotada no presente trabalho. No primeiro ano, utilizamos os banhos carrapaticidas de agosto a
outubro. Apds observarmos a diminui¢do da carga parasitaria, foram adotados os banhos de
abril a julho, para o segundo ano em diante, demonstrando a eficacia da estratégia proposta.

O presente trabalho também indicou como medida de manejo para a fazenda, a
manutencdo de toda area de gramado bem rogada e baixa, o que se revelou uma medida eficaz,
obtendo-se diminuicéo das infestagdes no segundo ano com excecéo do local identificado como
“equino”. LABRUNA et al., (2001) constataram que altas infestagdes por carrapatos do
complexo Amblyomma nos equinos estdo fortemente dependentes da presenca de pastos sujos.

LABRUNA et al., (2004) demonstraram que pastos sujos proporcionam condi¢c6es favoraveis
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de microclima, colaborando para sobrevivéncia e desenvolvimento destes carrapatos no
ambiente.

Houve um grande aumento de carrapatos capturados nas avaliagdes do local “equino”
no segundo ano. Entretanto, atribui-se tal fato a uma falha no manejo proposto na propriedade.
Em uma das visitas de monitoramento, 0s equinos foram encontrados novamente na beira do
rio, local onde se encontrava as capivaras. Este incidente da reintrodugdo dos equinos na area
na beira do rio parece guardar relacdo com o relato de LABRUNA et al. (2004). Os autores
afirmaram que, mesmo quando o controle de carrapatos é obtido com banhos estratégicos nos
equinos de forma intensiva, condi¢des favoraveis ao desenvolvimento dos carrapatos permitem
sua perpetuacdo no ambiente. Desta forma, parte da populacdo poderia ser mantida
alimentando-se em algumas espécies de animais silvestres, possibilitando a sua sobrevivéncia,
podendo assim nunca ser extinta da area. No caso da Fazenda da Ponte, é possivel entender que
a populacdo de capivaras era responsavel pela manutencdo dos parasitos numa condicéo
analoga a de pasto sujo.

Observa-se que as contagens das capturas efetuadas na area denominada “rio”
mantiveram-se sem aumento ao longo do segundo ano de trabalho, apesar do incidente da
reintroducdo temporaria dos equinos. Tal achado parece indicar que é o contato entre capivaras
e equinos que promove um aparente incremento da populacdo parasitaria. Apos o episodio, ndo
se notou aumento da populacdo de carrapatos na beira do rio. Por outro lado, quando a tropa de
equinos retornou a pastagem previamente designada, verificou-se crescimento do nimero de
parasitos capturados naquele ponto especifico, ao contrario da tendéncia que se notava nos
demais pontos de coleta.

Embora no comego deste trabalho os bovinos estivessem na beira do rio, juntos com os
demais animais domeésticos e silvestres, ndo foi observada infestacdo destes pelos carrapatos
adultos do género Amblyomma corroborando com o que foi descrito por Siqueira (2017), que
sugeriu também a preferéncia desta espécie por hospedeiros primarios.

Foi encontrado somente um individuo da espécie A. dubitatum, capturado no ponto de
coleta denominado “equinos”. Siqueira (2017) também achou esta espécie em numeros
reduzidos nos pastos e em nameros significativamente menores do que de A. sculptum. A
espécie A. dubitatum tem como hospedeiro priméario a capivara (LABRUNA et al., 2004),
animal que era constantemente observado na fazenda. Este carrapato est4 associado a ambientes
mais Umidos e alagaveis (SZABO et al., 2007; QUEIROGAS et al., 2012), mas em nossa
amostragem, ao longo de dois anos, ndo resultou na captura de nenhum outro individuo, mesmo

em areas que, teoricamente, séo preferidas por A. dubitatum.
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Apesar do modelo néo ter sido delineado especificamente para mensurar o papel da
interacdo entre cavalos e capivaras na potencializacdo da infestacdo pelo A. sculptum, os
resultados obtidos sugerem fortemente que a segregacdo dessas espécies € uma medida

importante e necessaria em programas de manejo integrado do carrapato em areas rurais.
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2.5 CONCLUSOES

Na Fazenda da Ponte o controle integrado de pragas se revelou eficaz na reducdo da
infestacdo por A. sculptum, porém o seu sucesso esté diretamente ligado ao comprometimento
dos funcionérios da propriedade quanto & sua execucao.

Nas areas onde ocorria 0 contato entre capivaras e equinos se constatavam as maiores
cargas parasitarias, mesmo quando os equinos ja tinham sido tratados com carrapaticida

quimico.
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CAPITULO 3 - AVALIACAO DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS NO
CONTROLE DE Amblyomma sculptum (Acari: Ixodidae) - CAMPINAS — SP

RESUMO

Amblyomma sculptum pertence ao complexo Amblyomma cajennense, tem grande importancia
na salde publica pois, esta espécie esta relacionada a transmisséo de Rickettsia rickettsii, agente
da Febre Maculosa Brasileira. Os fungos entomopatogénicos Beauveria e Metarhizium estio
entre os mais utilizados no controle de pragas e ja tem demonstrado patogenicidade frente a
diversos artropodes em condi¢des de laboratorio, podendo se revelar eficaz como método de
controle microbiano a campo. O presente estudo teve como objetivo determinar a dose dos
fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae contra Amblyomma
sculptum em estudo de campo. O experimento foi realizado no gramado ao redor da Unidade
Laboratorial de Referéncia em Controle Biologico de Campinas — SP. Foram demarcadas areas
de 6m por 6m intercaladas por um espaco de um metro para cada tratamento. Foram utilizados
os fungos M. anisopliae (isolado IBCB 425) e B. bassiana (isolado IBCB 66), aplicados em
suspensdes aquosas nas doses de 5x10'!, 5x10* e 5x10' conidios por 10.000m?, além da
parcela testemunha que recebeu apenas agua. Também foram utilizados marcadores onde foram
colocados carrapatos (10 ninfas ou 10 adultos), cada area de tratamento recebeu 3 marcados,
que foram recuperados no primeiro dia apds tratamento e os demais a cada 7 dias. A mortalidade
dos individuos capturados foi avaliada nos dias 1, 3 e 10. Os dados foram submetidos a uma
analise estatistica utilizando o software livre R (R, 2019). Das dosagens testadas, todas
resultaram em mortalidade significativa em comparacdo ao controle. A CLso para o fungo B.
bassiana foi de aproximadamente 8,19 x 102 conidios/ha para adultos e 1,69x10*? conidios/ha
para ninfas, enquanto que para o fungo M. anisopliae para produzir a mesma proporcao de
mortalidade estes valores sdo de 5,93x10%2 conidios/ha para adultos e 3,82x10% conidios/ha
para ninfas. A dosagem de 5x10*2 conidios/ha promoveu a maior mortalidade dos carrapatos na
avaliacdo do décimo dia. Com relacdo aos individuos capturados nas parcelas tratadas com B.
bassiana, foram obtidos percentuais de mortalidade da ordem de 92,9% para adultos, 96% para
ninfas, para o fungo M. anisopliae, a mortalidade alcancou valores de 89,2% para adultos e
80% para ninfas. Os marcadores se revelaram um bom modelo para avaliacdo da eficacia,

obtendo-se mortalidade acima de 96,3% para adultos e 100% para ninfas para ambos os fungos.
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Esses resultados sugerem fortemente que os fungos entomopatogénicos testados no presente

estudo podem se tornar uma importante ferramenta para o controle de ixodideos a campo.
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3.1 INTRODUCAO

Amblyomma. sculptum pertencente ao complexo A. cajennense, apresenta baixa
especificidade podendo parasitar diversos animais domeésticos e silvestres, inclusive o homem,
entretanto, 0s equinos, capivaras e antas estdo entre os principais hospedeiros para todos os
estagios parasitarios deste carrapato (PACHECO et al., 2009; KRAWCZAK et al., 2014), que
apresenta grande importancia, pois pode transmitir uma diversidade de organismos patogénicos
aos seus diferentes hospedeiros, incluindo o agente causador da febre maculosa brasileira
(SONENSHINE; ROE, 2014).

Os fungos entomopatogénicos compreendem cerca de 90 géneros e 700 espécies, destes,
Beauveria e Metarhizium estéo entre os mais utilizados no controle de pragas. Eles sdo capazes
de penetrar diretamente pela cuticula do parasita, ndo necessitando necessariamente de ingestao
pelo hospedeiro para iniciar a infecgdo. Além disso, seu uso € viavel por ndo serem nocivos ao
homem e outros animais, sendo considerados promissores como método alternativo ao controle
quimico dos carrapatos, pois a capacidade de produzir infeccdo letal em todos os estagios de
desenvolvimento de diferentes espécies de carrapatos ja foi bem documentada na literatura
cientifica em testes in vitro (BITTENCOURT, 1997; ALVES, 1998; ZAPPELINI, 2009).

Os experimentos de campo com aplicacdo dos fungos entomopatogénicos contra
carrapatos limitam-se até 0 momento pelo trabalho de Garcia (2008). Desta forma, o presente
estudo utilizando diferentes dosagens de conidios em aplicacdo a campo contra Amblyomma
sculptum permitira uma maior compreensdo de seus efeitos frente a varidveis ambientais e
ecoldgicas. Este conhecimento é essencial e pode ser uma valiosa ferramenta no controle de
carrapatos a campo num futuro préximo.

O presente trabalho teve como objetivo determinar a dose dos fungos
entomopatogénicos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae contra Amblyomma sculptum

em estudo de campo.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 DETERMINACAO DA DOSAGEM DOS FUNGOS Metarhizium anisopliae E
Beauveria bassiana PARA O CONTROLE BIOLOGICO DE Amblyomma sculptum EM
CONDICOES DE CAMPO

O ensaio foi realizado no gramado ao redor da Unidade Laboratorial de Referéncia em
Controle Bioldgico do Centro Avancado de Pesquisa em Protecdo de Plantas e Saide Animal,
localizado no municipio de Campinas (22° 54' 23.2" Sul, 47° 00’ 54.5” Oeste), estado de Sao
Paulo (Figura 1), local onde € frequente a presenca de capivaras e as pessoas sdo constantemente

atacadas pelos carrapatos.

Figura 1 — Unidade Laboratorial de Referéncia em Controle Bioldgico, do Centro Avangado
de Pesquisa em Protecdo de Plantas e Saude Animal do Instituto Bioldgico, Campinas - SP

Fonte: GOOGLE MAPS, 2018

3.2.1.1 Demarcacdo da area experimental

A area experimental consiste de uma plantacao de Brachiaria decumbens, na qual foram
demarcadas com estacas fincadas na terra, parcelas de aproximadamente 6m por 6m

intercaladas por um espago de um metro, conforme a figura 2.
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Figura 2 — Area demarcada para aplicacio de diferentes dosagens de fungos (Campinas — SP).

Fonte: ARAUJO, S. B., 2018.

3.2.1.2 Coletas de carrapatos

Para a coleta de carrapatos foram utilizadas armadilhas em cortes retangulares de pano
sintético branco, a base de polipropileno e viscose, popularmente conhecido como “tnt”, com
aproximadamente 0,7 m? de area cada. No centro dos panos colocou-se cerca de 100g de gelo

seco para que o COz liberado durante a sublimacdo atraisse os carrapatos (GRAY, 1985).

3.2.1.3 Aplicacdo dos fungos M. anisopliae e B. bassiana

Os fungos M. anisopliae (isolado IBCB 425) e B. bassiana (isolado IBCB 66) foram
cedidos pela Unidade Laboratorial de Referéncia em Controle Biolégico, do Centro Avancado
de Pesquisa em Protecdo de Plantas e Satude Animal do Instituto Bioldgico, Campinas — SP e
estdo depositados na Colecdo de Microrganismos Entomopatogénicos "Oldemar Cardim
Abreu".

Para cada fungo foram utilizadas quatro parcelas, nas quais foram aplicadas suspensdes

aquosas preparadas nas doses de 5x10*, 5x10'? e 5x10'® conidios por 10.000m?, além da
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parcela testemunha que recebeu apenas agua (Figura 3). O calculo do volume de suspensédo a
ser aplicado em cada parcela foi efetuado de acordo com a carga do pulverizador costal manual.
Na parcela controle foi aplicado o mesmo volume de agua. A aplicacdo dos fungos foi efetuada
a partir das 17h com pulverizador costal manual (Figura 4).

Antes da aplicagdo dos fungos entomopatogénicos foi realizada uma avaliacdo de
infestacdo por captura de carrapatos, usando seis armadilhas atrativas de tecido sintético branco
e gelo seco por parcela e recolhidas apos 1h (Figura 5).

Apos aplicacdo dos fungos B. bassiana e M. anisopliae foram realizadas cinco colheitas
consecutivas, no intervalo de aproximadamente sete dias. A avaliagdo de cada colheita foi feita
por parcela, com a captura de carrapatos usando a técnica de Gray (1985). As armadilhas eram
recolhidas cerca de 40 minutos depois de langcadas. O gelo seco eventualmente restante era
desprezado e os panos eram acondicionados em sacos plasticos, fechados com lacres,
devidamente identificados e encaminhados ao laboratério. No Laboratério os carrapatos foram
identificados, contados e separados em adultos, ninfas e larvas (Figura 6), em seguida,
colocados em tubos de ensaio tampados com algoddo umedecido e levados a estufa tipo B.O.D
a temperatura de 28°C e 80 % de umidade (Figura 7). Apds a contagem (avaliacdo 1), a
mortalidade dos individuos capturados foi avaliada no decorrer de 3 dias (avaliagdo 2) e 10 dias

(avaliacéo 3).

Figura 3 — Preparacéo de fungos para aplicacdo (Campinas — SP).

Fonte: ARAUJO, S. B., 2017.
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Figura 4 — Aplicagéo por pulverizacao utilizando bomba costal (Campinas — SP).

Fonte: ARAUJO, S. B., 2017.

Figura 5 — Armadilhas atrativas para captura de carrapatos (Campinas — SP).

Fonte: ANJOS, K. A., 2017.
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Figura 6 — Contagem de carrapatos

Fonte: ANJOS, K. A., 2017.

Figura 7 — Parasitos em tubo de ensaio com algoddo umedecido

Fonte: ARAUJO, S. B., 2017.

3.2.1.4 Marcadores

Os marcadores foram produzidos com tecido de fil6 de 20 cm por 20 cm onde foram
colocados carrapatos (10 ninfas ou 10 adultos), sendo em seguida fechados com barbantes
(Figura 8). Esses carrapatos foram obtidos usando armadilhas atrativas em local fora da area

demarcada para o experimento e sem contato prévio com fungos entomopatogénicos.
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Em todas as areas demarcadas (nas doses de 5x10%!, 5x10*2, 5x10% conidios por
10.000m? e parcela controle) foram colocados trés marcadores com ninfas e trés com adultos
conforme a figura 9, A e B. Quinze minutos apés a aplicacdo dos fungos foi retirado o primeiro
marcador das areas tratadas e controle. Os marcadores restantes foram recolhidos a cada sete
dias. Os carrapatos coletados dos marcadores foram colocados em tubo de ensaio (Figura 10,
A e B), tampado com algoddo umedecido e levados a estufa tipo B.O.D a temperatura de 28°C
e 80 % de umidade. A mortalidade foi avaliada nos dias 1 (avaliacdo 1), 3 (avaliacdo 2) e 10

(avaliacéo 3).

Figura 8 — Marcadores de ninfas e adultos (Campinas — SP).

Fonte: ANJOS, K A., 2017.
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Figura 9 — Marcadores sendo colocados em areas demarcadas A e B (Campinas — SP).

Fonte: ARAUJO, S. B., 2017.

Figura 10 — Carrapatos adultos colocados em tubo de ensaio, A. Ninfas colocadas em tubos de
ensaio, B.

Fonte: ANJOS, K. A., 2017.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica considerou os resultados por colheita, somando o numero de
individuos de cada categoria capturados nas armadilhas a cada ocasido. Calculou-se também o
numero total de individuos de cada categoria capturados somando as cinco colheitas.

Considerando as somatorias de adultos e ninfas capturados nas cinco colheitas, foram
obtidos gréficos de perfil que mostram a mortalidade dos individuos nas trés avaliagdes. Para
visualizar a distribui¢do dos adultos e ninfas vivas segundo as avaliagdes no laboratorio e as
parcelas tratadas com diferentes dosagens dos fungos B. bassiana e M. anisopliae, foram
construidos graficos “boxplot”.

Para analise geral do efeito das dosagens dos fungos aplicadas nas respectivas parcelas,
foram somados os resultados de captura de ninfas e adultos das seis armadilhas das cinco
colheitas efetuadas. Os resultados de ninfas e adultos foram tratados separadamente.

A partir desta analise geral, foi possivel investigar a existéncia de associacdo entre o
tratamento e a mortalidade no Ultimo dia de avaliagdo usando a estatistica de correlacdo Qcs,
na qual sdo considerados escores para as variaveis ordinais (GIOLO, 2017). Para esta situacao,
as dosagens dos fungos B. bassiana e M. anisopliae foram consideradas como variaveis
ordinais, ao passo que a mortalidade foi considerada uma variavel dicotdémica (morto, vivo).

Aplicou-se o teste ndo-paramétrico de Friedman, considerando o nivel de significancia
de 0,05 e tomando como hip6tese nula a equivaléncia das avaliagfes em rela¢éo aos individuos
vivos para todos os tratamentos.

Com o objetivo de determinar uma concentragdo adequada para o controle dos
carrapatos, foram testados varios modelos para dados binarios considerando como variavel
resposta se o individuo coletado morreu ou ndo até a terceira avaliagdo em fungdo das dosagens
de conidios utilizadas. Os dados foram convertidos em logaritmo na base 10.

Os modelos testados foram logistico, probito, complemento log-log e Cauchy. Estes
modelos foram ajustados para total de adultos e ninfas tratados com ambos os fungos. Também
foram realizados os testes de razéo de verossimilhanca (TRV) e o critério de informacdo de
Akaike (AIC), ambos propostos na literatura para selecdo de modelos (PAULA, 2013; GIOLO
,2017). Estimou-se a concentracédo letal mediana (CLso) para cada um dos modelos ajustados,
que corresponde a dose de conidios necessaria para se obter uma mortalidade em torno de 50%
dos individuos capturados. Utilizou-se o software livre R (R, 2019) para analise estatistica dos

dados.
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 ARMADILHAS

Na Tabela 1 estdo os dados referentes ao total de carrapatos capturados em armadilhas
de COz nas areas demarcadas para experimento, nas visitas realizadas no periodo de outubro de
2016 a dezembro de 2016. Coletou-se um total de 527 carrapatos em vida livre, todos do género
Amblyomma. Dos carrapatos coletados, 154 eram larvas, seguidas por 173 ninfas e 198 adultos.
Dos adultos coletados, apenas dois individuos foram identificados como Amblyomma

dubitatum, sendo o restante identificado como Amblyomma sculptum.

Tabela 1 — NUmero de carrapatos e espécies encontradas em vida livre nas areas demarcadas
para experimento de determinacdo da dose de fungos entomopatogénicos, no periodo de
outubro de 2016 a dezembro de 2016.

Amblyomma spp Amblyomma sculptum A. dubitatum Total
Larvas 154 - - 154
Ninfas - 173 - 173
Adultos - 196 2 198

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

3.4.1.1 Analise descritiva dos testes nas parcelas tratadas com diferentes dosagens

Os dados referentes aos individuos capturados sdo apresentados na tabela 2. A maior
coleta de adultos e ninfas ocorreu nas parcelas tratadas com o fungo M. anisopliae. Larvas

foram capturadas somente na ultima colheita e apenas nas parcelas tratadas com B. bassiana.
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Tabela 2 — Total de individuos capturados, adultos, ninfas e larvas, por colheita apds aplicacao
com os fungos B. bassiana e M. anispliae

Beauveria bassiana (IBCB 66)

Metarhizium anisopliae (IBCB 425)

Colheita Adulto Ninfa Larva Colheita Adulto Ninfa Larva
1 8 20 0 1 56 35 0
2 19 0 2 49 23 0
3 5 4 0 3 15 24 0
4 18 23 0 4 17 15 0
5 18 4 154 5 6 6 0
Total 55 70 154 Total 143 103 0
Média 11 14 - Média 28,6 20,6 -
Mediana 8 19 - Mediana 17 23 -
Desvio p. 6,5 9,2 - Desvio p. 22,3 10,8 -

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Apos aplicacdo do fungo B. bassiana, foram realizadas 5 colheitas de carrapatos nas

areas tratadas, sendo a primeira no dia 9 de novembro e a quinta no dia 7 de dezembro de 2016
(Figura 11).

Figura 11 — Perfil de frequéncia absoluta dos individuos tratados com o fungo Beauveria
bassiana.
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Em relagdo aos adultos pode-se observar na figura 11 que o nimero maximo obtido nas
capturas foi de 6 adultos na quarta e quinta colheita. Nenhum adulto foi capturado na segunda
colheita na parcela tratada com a dose 1, nem na terceira colheita na parcela tratada com a dose
3. Dos adultos capturados na parcela controle e na parcela tratada com a dose 1 houve sé uma
morte em duas das cinco colheitas. No caso da dose 2 houve uma morte em trés colheitas. J&
com a dose 3 todos os individuos morreram até a terceira avaliacdo exceto na quarta colheita,
com sobrevida de um individuo decorridos 10 dias.

Em relacéo as ninfas, foram capturadas no maximo 10 individuos na primeira colheita
na parcela tratada com dose 3 e na quarta colheita na parcela tratada com dose 1. As ninfas
controle capturadas permaneceram vivas, ocorrendo apenas uma morte por ocasido da quarta
colheita. Daquelas tratadas com a dose 1, morreram 3 até a terceira avaliacdo. Das tratadas com
a dose 2 na terceira avaliacédo, todas morreram na quarta colheita, na terceira colheita s6 uma
ninfa sobreviveu e nas demais colheitas ndo houve mortalidade.

Dos gréficos de perfil para as colheitas com o fungo M. anisopliae pode-se observar
uma maior variacdo na mortalidade de ninfas do que na de adultos nas cinco colheitas (Figura
12).

Figura 12 — Perfil de frequéncia absoluta dos individuos tratados com o fungo Metarhizium
anisopliae.
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Em relagdo aos adultos a variagdo mais destacada aconteceu na segunda colheita
realizada em 27 de outubro, sendo que, na parcela tratada com a dose 2 foram capturados 18
adultos, com sobrevida de 12 carrapatos até a terceira avaliacdo. Na parcela tratada com a dose
3 foram capturados 19 adultos resultando em 3 sobreviventes até o final da terceira avaliacéo.
Dos adultos capturados na parcela controle registrou-se apenas uma morte, ao passo que, dos
capturados na parcela tratada com dose 1 observou-se no maximo duas mortes; com a dose 2
houve no maximo 6 mortes e com a dose 3 ocorreram 16 mortes até a terceira avaliacéo.

Em relacdo as ninfas, a dose 2 foi a mais homogénea sendo que nas cinco colheitas
morreram entre 2 e 3 ninfas. A dose 3 apresentou maior mortalidade na segunda colheita, na
qual morreram 4 individuos de um total de 5 capturados. No controle houve no maximo uma

ninfa morta e com a dose 1 no maximo 2 ninfas mortas.

3.4.1.2 Analise geral dos testes totais nas parcelas tratadas com diferentes dosagens

Na Figura 13 observa-se diferencas entre adultos e ninfas, porém um comportamento
similar entre parcelas tratadas com o fungo B. bassiana. Nos adultos o valor mediano de vivos
diminui na terceira avaliacdo em todas as parcelas com maior énfase na dose 3. Ja para as ninfas
a mediana se mantém para o controle e na dose 1 nas trés avalia¢Ges e diminui nas dosagens 2

e 3 na terceira avaliacéo.

Figura 13 — Distribuicdo do nimero de individuos vivos por avaliacdo e parcela tratados com
o fungo B. bassiana
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As tabelas 3 e 4 apresentam a associacdo entre o tratamento e a mortalidade para todas
as parcelas. Calculou-se ainda o coeficiente de correlacdo que mede a intensidade de associacado
linear entre as duas variaveis, o valor negativo indica que o nimero de vivos diminui a medida
que aumenta a dose. A maior intensidade foi verificada para as ninfas tratadas com B. bassiana
(-0,674). Cabe ressaltar que na interpretacdo do coeficiente de correlagdo quanto mais préximo

de -1 mais forte & uma possivel associagdo linear.

Tabela 3 — Mortalidade de adultos nos dias 1, 3 e 10 tratados com fungo B. bassiana nas
diferentes parcelas.

Mortos Resumo total
Parcela Dial Dia3 Dial0 Mortosn (%) Vivosn (%) Coletados
Controle 0 0 2 2 (11,1) 16 (38,9) 18
Dose 1 0 0 2 2 (16,7) 10 (83,3) 12
Dose 2 0 0 3 3 (27,3) 8 (72,7) 11
Dose 3 0 1 12 13 (92.,9) 1(7,1) 14
Total 0 1 19 20 (36,4) 35 (63,6) 55

Qcs = 20,665 p < 0,001. Coeficiente de correlagio -0,619

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Tabela 4 — Mortalidade de ninfas nos dias 1, 3 e 10 tratados com fungo B. bassiana nas
diferentes parcelas.

Mortos Resumo total
Parcela Dial Dia3 Dial0 Mortos (%) Vivos (%) Coletados
Controle 0 0 1 1(11,1) 8 (88,9) 9
Dose 1 0 0 5 5(25,0) 15 (75,0) 20
Dose 2 0 1 10 11(688) 5 (31,3) 16
Dose 3 0 2 22 24(960) 1 (4,0) 25
Total 0 3 38 41 (586) 20 (414) 70

Qcs = 31,318 p < 0,001. Coeficiente de correlagao -0.674

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Em relagdo aos individuos tratados com o fungo M. anisopliae (Figura 14), observa-se

diversos comportamentos entre adultos e ninfas vivas, sendo que os controles apresentam uma
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distribuicédo constante de vivos nas trés avaliages. As dosagens 2 e 3 sdo similares do ponto de

vista da diminuicdo mediana do nimero de vivos na Ultima avaliagéo.

Figura 14 — Distribuicdo do nimero de individuos, adultos e ninfas vivas, por avaliacdo e
parcela tratados com o fungo M. anisopliae.

.

3

Controle Dosagem 1 Desagem 2 Desagem 3 Controle Dosagem 1

b, !

F 3

Adulios Wos
Minfas vivas

.

i P:'.EIII.B;QCI Awaliagho
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Encontrou-se associagdo entre o tratamento e a mortalidade para todas as parcelas
(Tabelas 5 e 6). Calculou-se ainda o coeficiente de correlacdo que mede a intensidade de
associacdo linear entre as duas variaveis, o valor negativo indica que o nimero de vivos diminui
a medida que aumenta a dose. A menor intensidade foi verificada para as ninfas tratadas com
M. anisopliae (-0,466). Cabe ressaltar que na interpretacdo do coeficiente de correlagdo quanto

mais préximo de -1 mais forte € uma possivel associacdo linear.

Tabela 5 — Mortalidade de adultos nos dias 1, 3 e 10 tratados com fungo M. anisopliae nas
diferentes parcelas.

Mortos Resumo total
Parcela Dial Dia3 Dial0 Mortos (%) Vivos (%) Coletados
Controle 0 0 2 2 (10,5) 17 (39,5) 19
Dose 1 0 0 5 5(27,8) 13 (72,2) 18
Dose 2 0 1 15 16 (39,0) 25 (61,0) 41
Dose 3 0 16 42 58(89,2) 7 (10,8) 65
Total 0 17 64 81 (56,6) 62 (434) 143

Qcs = 49,189 p < 0,001. Coeficiente de correlacao -0,589

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.
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Tabela 6 — Mortalidade de ninfas nos dias 1, 3 e 10 tratados com fungo M. anisopliae nas
diferentes parcelas.

Mortos Resumo total
Parcela Dial Dia3 Dial0 Mortos (%) Vivos (%) Coletados
Controle 0 0 4 1(1L1) 32 (83,9) 36
Dose 1 0 0 6 6(353) 11 (64,7) 17
Dose 2 0 0 16 16 (457) 19 (54,3) 35
Dose 3 0 1 11 12(80,0) 3 (20,0) 15
Total 0 1 37 38(369) 65 (631 103

Qcg = 22,166 p = 0,003. Coeficiente de correlacao -0,466

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

A evolucéo da proporc¢éo da mortalidade de adultos e ninfas tratados com os dois fungos
pode ser descrita por meio de graficos de perfil, independentemente do nimero de carrapatos
capturados. A seguir sdo apresentados os graficos de perfil para o fungo B. bassiana e para o
fungo M. anisopliae. De forma geral estes graficos corroboram a intensidade da relacéo linear
(negativa) entre o tratamento e a propor¢cdo de individuos vivos descrita anteriormente
(conforme os coeficientes de correlagdo) sendo que até a terceira avaliagdo constatou-se uma
menor proporc¢ao de individuos vivos tratados com o fungo B. bassiana do que com o fungo M.
anisopliae.

Os carrapatos tratados com o fungo B. bassiana (Figura 15), a mortalidade de carrapatos
adultos no controle foi minima nas avaliagdes subsequentes a captura. Nas doses 1 e 2, apesar
de ocorrer mortalidade, esta foi pouco expressiva em todas as avaliagfes. No entanto, a
diferenca com a dose 3 é pronunciada. Em relacdo a mortalidade das ninfas, ndo se observam
grandes diferencas na eficacia do tratamento entre as dosagens 2 e 3, principalmente na segunda
avaliacdo, ja para o controle e a dose 1 a mortalidade é similar.

O teste ndo paramétrico de Friedman, com nivel de significancia de 0,05, demonstrou
que houve diferencas significativas entre os tratamentos. Para os adultos tratados com o o fungo
B. bassiana o valor de p foi 0,023 e, segundo uma analise post-hoc, as diferencas se encontraram
entre a terceira e as avaliacdes previas, entre a primeira e a segunda ndo houve diferencas. Para
as ninfas tratadas com o fungo B. bassiana obteve-se o valor de p de 0,024 encontrando-se

diferencas nas trés avaliagdes. A anélise confirma o observado na Figura 15.
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Figura 15 — Perfil da propor¢do dos individuos vivos, adultos (esquerda) e ninfas (direita),
tratados com o fungo B. bassiana.
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Para os carrapatos tratados com o fungo M. anisopliae (Figura 16), observa-se um
comportamento similar da mortalidade entre adultos e ninfas sendo que os individuos do grupo
controle se mantiveram vivos em sua maioria até a terceira avaliacdo. Os achados sugerem que
as dosagens 1 e 2 apresentam maior eficacia para ninfas do que para adultos. No entanto, a
diferenca com a dose 3 € pronunciada. Com a dose 3 a proporcao de ninfas que sobreviveram
até a terceira avaliagdo (30%) é levemente maior que os adultos (22%).

O teste ndo paramétrico de Friedman, com nivel de significancia de 0,05, demonstrou
que houve diferencas significativas entre os tratamentos. Para as ninfas tratadas com o fungo
M. anisopliae o valor de p foi 0,023 e, segundo uma analise post-hoc, as diferencas se
encontraram entre a terceira e as avaliacGes prévias, entre a primeira e a segunda ndo houve
diferencas. Para adultos tratados com o fungo M. anisopliae obteve-se o valor de p de 0,024

encontrando-se diferencas nas trés avaliagdes, confirmando o observado na Figura 16.
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Figura 16 — Perfil da propor¢do dos individuos vivos, adultos (esquerda) e ninfas (direita),
tratados com o fungo M. anisopliae.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

3.4.1.3. Ajuste de modelos estatisticos

Para determinar uma concentracdo adequada para o controle dos carrapatos, foram
ajustados modelos para dados binarios, ou seja, a ideia € modelar a probabilidade da ocorréncia
da morte dado o tratamento, que pela magnitude do mesmo, é usual considerar o logaritmo na
base 10, assim, para a primeira dosagem de 5x10*! conidios por hectare, tem-se logio (5%10%%)
=11,699. Os modelos ajustados foram logistico, probito, complemento log-log e Cauchy.

A seguir esta apresentado a distribuicdo da mortalidade de todos os individuos tratados

com os fungos B. bassiana e M. anisopliae (Tabela 7 e 8).



74

Tabela 7 — Distribuicdo da porcentagem de mortalidade total dos carrapatos, adultos e ninfas,
avaliados no décimo dia ap6s tratamento com o fungo B. bassiana.

Tratamento Mortos (%) Vivos (%) Coletados

Controle 3 (11,1) 24 (88,9) 27
5 x 101 7 (21,9) 25 (78,1) 32
5 x 1012 14 (51,9) 13 (48,1) 27
5x 1013 37 (94,9) 2 (5,1) 39

Total 61 (44,8) 54 (51,2) 125

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Tabela 8 — Distribuicdo da porcentagem de mortalidade total dos carrapatos, adultos e

ninfas, avaliados no décimo dia ap6s tratamento com o fungo M. anisopliae.

Tratamento Mortos (%) Vivos (%) Coletados

Controle 6 (10,9) 49 (89,1) 55
5 x 10! 11 (31,4) 24 (68,6) 35
5 x 1012 32 (42,1) 44 (57,9) 76
5 x 1013 70 (87,5) 10 (12,5) 80

Total 119 (48,4) 127 (51,6) 246

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Com os dados das tabelas 7 e 8 se obtiveram as estimativas dos modelos mencionados
para a mortalidade total de adultos e ninfas sendo que os resultados dos ajustes estdo
apresentados nas tabelas 9 e 10, respectivamente.

O valor mediano corresponde a concentracdo que se espera que produza 50% de
mortalidade. Em todos os ajustes a inclusdo do tratamento na modelagem é significativa, em
todas as situaces obtendo-se um valor de p menor que 0,05, tal valor p é baseado no teste de
razdo de verossimilhanca (TRV), no qual quanto maior o valor obtido, melhor o resultado. Em
relacdo ao critério de informacéao de Akaike (AIC), o melhor modelo é aquele com menor AIC.

Os resultados dos dados de estimativa para o intercepto obtidos nas tabelas 9 e 10 para
o fungo B. bassiana e M. anisopliae demonstram que o melhor modelo de ajuste foi o0 de Cauchy
(adultos -23,682 e ninfas — 24,192) e (adultos -24,163 e ninfas -4,355) respectivamente.

Portanto, note-se que a concentracéo letal mediana varia entre adultos e ninfas para 0s
fungos, B. bassiana e M. anisopliae, sendo necessarios aproximadamente 8,19 x 10%2 e

5,93x10%conidios/ha para produzir em torno de 50% de mortalidade de adultos e 1,69x10%?



75

3,82x10'? conidios/ha para produzir a mesma proporcio de mortalidade de ninfas

respectivamente.

Tabela 9 — Estimativas dos ajustes dos modelos para adultos e ninfas tratados com o fungo B.

bassiana.

Ajuste para adultos

Modelo Bo (e-p) Bi (ep)  TVR Valorp AIC logio(CLso) ClLso
Logistico  -2,540 (0,891) 0,201 (0,074) 11,660 <0,001 30,51 12,64 4,33x 1012
Probito  -1,402 (0,425) 0,111 (0,037) 11,370 <0,001 30,80 12,63 4,26x10!2
Cloglog  -2,761 (0,921) 0,192 (0,074) 12,465 <0,001 29,71 12,50 3,15x 1012
Cauchy -23,682 (11,555) 1,834 (0,899) 21,185 <0,001 20,99 12,91 8,19x 102
Ajuste para ninfas

Modelo Bo (e-p) B1 (e-p) TVR Valorp AIC logo(CLsy)  ClLso
Logistico  -4,603 (2,604) 0,418 (0,206) 18,355 <0,001 33,73 11,03 1,06x 10"
Probito  -1,850 (0,776) 0,181 (0,062) 17,361 <0,001 34,72 10,22 1,66x101°
Cloglog -6,531 (2,513) 0,526 (0,195) 23,247 <0001 28383 11,72 5,20x 101
Cauchy  -24,192 (8,905) 1,979 (0,725) 33,671 <0,001 18,41 12,23 1,69x1012

Bo: estimativa para o Intercepto e 81: estimativa para x;

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

= logyg (conidios)

Tabela 10 — Estimativas dos ajustes dos modelos para adultos e ninfas tratados com o fungo

M. anisopliae
Ajuste para adultos
Modelo Bo (e:p) Bi(ep)  TVR Valorp AIC logo(CLs) Cls
Logistico -3,433 (1,227) 0,310 (0,095) 31,067 <0,001 4881 11,08 1,20 1011
Probito  -1,667 (0,479) 0,157 (0,038) 30,121 <0,001 49,75 10,59 3,91x1010
Clog-log -4,531 (1,569) 0,353 (0,119) 35,840 <0,001 44,03 11,79 6,18x 1011
Cauchy -24,163 (7,127) 1,892 (0,556) 52,865 <0,001 27,01 12,77 5,93x 1012
Ajuste para ninfas
Modelo Ao (e-p) fi(ep)  TVR Valorp AIC logyy(CLz)  Clso
Logistico -2,210 (0,554) 0,179 (0,048) 19,829 <0,001 22,49 12,35 2,26x 102
Probito  -1,277 (0,283) 0,104 (0,025) 19,695 <0,001 22,63 12,32 2,10x10'2
Cloglog -2,301 (0,533) 0,157 (0,044) 20,249 <0,001 22,07 12,35 2,25% 1012
Cauchy  -4,355 (2,211) 0,346 (0,175) 21,481 <0,001 20,84 12,58 3,82x 1012

[Bo: estimativa para o Intercepto e [31: estimativa para z;

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

= logyq (conidios)

A seguir estdo apresentados os graficos correspondentes aos ajustes dos modelos para

adultos e ninfas que exibem as probabilidades observadas e preditas pelos modelos ajustados,

para os dados analisados de B. bassiana e M. anisopliae (Figuras 17 e 18).
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Figura 17 — Ajuste dos modelos logistico, probito, complemento loglog e Cauchy dos adultos
(esquerda) e ninfas (direita) tratados com o fungo B. bassiana.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Figura 18 — Ajuste dos modelos logistico, probito, complemento loglog e Cauchy dos adultos
(esquerda) e ninfas (direita) tratados com o fungo M. anisopliae.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

3.4.2 MARCADORES

As analises abaixo mostram a mortalidade do nimero de individuos dos marcadores,
sendo a avaliacdo 1 correspondente ao primeiro dia apds aplicacdo dos fungos
entomopatogénicos. A avaliacdo 2 se refere ao terceiro dia apds a aplicacdo, e a avaliacdo 3
corresponde ao décimo dia apds a aplicagdo. A dose 1 foi da ordem de 5x10 conidios/ha; a

dose 2 correspondia a 5x10*? conidios/ha e a dose 3 foi de 5x10*3 conidios/ha. Os nimeros de
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carrapatos nao estdo homogéneos entre os marcadores porque houve perda dos mesmos pela

acdo de predadores (Figura 19 A, B e C).

Figura 19 — Presenca de predadores em area de experimento A e B, identificado com circulo e
seta em vermelho. Marcador com sinais de perfuracdo pela acdo de predadores C

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

3.4.2.1 Analise descritiva dos testes com marcadores

Para o fungo B. bassiana foram obtidos graficos de perfil considerando os dados de cada
um dos testes para os marcadores, que mostram a mortalidade dos individuos nas trés
avaliacdes. Os marcadores foram recuperados nas datas de, 09 de novembro, 17 de novembro
e 23 de novembro do ano de 2016.

Pode -se observar uma maior queda no nimero de individuos vivos na parcela da dose

3 nas trés recuperagdes de marcadores permanecendo assim até a tltima avaliagdo com somente
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um adulto vivo. Em relagdo aos adultos observa-se também que as doses 1 e 2 apresentaram
um desempenho similar nas trés recuperacdes de marcadores, enquanto que o controle
permaneceu quase constante, exceto na primeira recuperagdo na qual ocorreu a morte de um
adulto na terceira avaliago.

Ao observar o grafico das ninfas o desempenho das doses 1 e 2 apresenta diferencas
somente nas duas primeiras recuperacdes. A parcela da dose 3, tanto nos adultos quanto nas

ninfas, foi a menos afetada pela acdo dos predadores (Figura 20).

Figura 20 — Perfil de frequéncia absoluta dos individuos, tratados com o fungo B. bassiana.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Em relacdo ao fungo M. anisopliae foram obtidos graficos de perfil para os marcadores,
que mostram a mortalidade dos individuos nas trés avaliacbes. Os marcadores foram
recuperados nas datas de, 18 de outubro, 27 de outubro e 03 de novembro do ano de 2016.

E visivel o efeito dos predadores, o que poderia viciar o efeito do tratamento. No entanto
observa-se que na parcela da terceira dose ndo houve sobreviventes, nem de adultos nem de
ninfas, até a terceira avaliacdo. A dose 2, teve um desempenho adequado logo que, no final das
avaliacdes houve somente um adulto e duas ninfas vivas nas trés recuperagdes. A parcela do
controle foi estavel em todos os casos, exceto na segunda recupera¢do dos marcadores com

ninfas (Figura 21).
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Figura 21 — Perfil de frequéncia absoluta dos individuos, esquerda adultos vivos e a direita
ninfas vivas, tratados com o fungo M. anisopliae.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

3.4.2.2 Analise geral dos testes totais com marcadores

Para esta parte da analise foram somados os resultados das trés recuperagdes de
marcadores de cada fungo, com a finalidade de aferir o comportamento geral nas trés
avaliagdes. Foram construidos “boxplots” para a distribui¢do dos individuos presentes nos
marcadores recuperados nas parcelas tratadas com B. bassiana (figura 22), bem como para
adultos e ninfas dos marcadores recuperados das parcelas tratadas com M. anisopliae (Figura
23). Aplicou-se o teste ndo paramétrico de Friedman e calculou-se um valor de p da ordem de

0,022 tanto para os marcadores contendo adultos, como para os marcadores contendo ninfas.

Figura 22 — Distribuicdo do nimero de individuos vivos por avaliagdo sem discriminar por
parcela tratados com o fungo B. bassiana.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.



80

Com relacdo aos marcadores tratados com o fungo M. anisopliae, o valor de p foi de
0,024 para adultos e de 0,022 para as ninfas (segundo o teste de Friedman) indicando diferencas
entre as avaliacbes dos individuos vivos, dado o tratamento. Tais diferencas podem ser
observadas segundo os graficos, em que os valores medianos dos individuos vivos diminuem
conforme a avaliagdo, com uma maior expressao entre a segunda e terceira avaliagéo (Figura
23).

Figura 23 — Distribui¢cdo do nimero de individuos vivos por avaliacdo sem discriminar por
parcela tratados com o fungo M. anisopliae.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.
O comportamento da mortalidade dos marcadores tratados com o fungo B. bassiana é

resumido na tabela 11 para adultos e na tabela 12 para ninfas. Similarmente, os marcadores
tratados com o fungo M. anisopliae estdo na tabela 13 para adultos e a na tabela 14 para ninfas.
A partir de tais tabelas foi possivel investigar a existéncia de associa¢ao entre o tratamento e a
mortalidade no Gltimo dia de avaliacdo usando a estatistica de correlacdo (QCS) na qual sdo
considerados escores para as variaveis ordinais (GIOLO, 2017). Para esta situacdo foi
considerado o tratamento como uma variavel ordinal e a mortalidade como dicotdmica (morto,
Vivo).

Conforme os resultados apresentados nas tabelas 11, 12, 13 e 14, encontrou-se
associacdo entre o tratamento e a mortalidade para todas as parcelas. Calculou-se também o
coeficiente de correlacdo que mede a intensidade de associacéo linear entre as duas variaveis.
O valor negativo indica que o nimero de vivos diminui & medida que aumenta a dose. A maior
intensidade verificou-se para os marcadores contendo adultos tratados com B. bassiana (-0,668)

e a menor intensidade para os marcadores contendo ninfas tratadas com B. bassiana (-0,606).
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Cabe ressaltar que na interpretacdo do coeficiente de correlacdo, quanto mais proximo de -1,
mais forte é uma possivel associagéo linear.

Também pode-se observar nas tabelas citadas acima, as proporc¢des pontuais das perdas
de marcadores devido a acdo dos predadores em cada parcela. Os marcadores de ninfas foram
0s menos afetados, somente a parcela da terceira dosagem do fungo B. bassiana teve 10% de
perda e as parcelas de controle e segunda dosagem do fungo M. anisopliae tiveram 3,3% de
perda. No entanto, os marcadores de adultos tratados com o fungo M. anisopliae foram os mais

afetados com perdas em todas as parcelas, que foram superiores a dois tercos da amostra.

Tabela 11 — Distribui¢do da mortalidade dos marcadores de adultos tratados com o fungo B.
bassiana

Mortos Resumo total
Parcela* Dial Dia3 Dia 10 Mortos (%) Vivos (%) Coletados Perdas (%)
Controle 0 0 1 1(42) 23 (95,8) 24 6 (20,0)
Dose 1 0 2 6 8(333) 16 (66,7) 24 6 (20,0)
Dose 2 0 3 10 13(520) 12 (48,0) 25 5 (16,7)
Dose3 0 9 17 26(963)  1(37) 97 3 (10,0)
Total 0 14 31 48 (480) 52 (52,0) 100 20 (16,7)

* Dose 1 = 5 x 10! conidios. Dose 2 = 5 x 1012 conidios. Dose 3 = 5 x 1013 conidios.
Qcs = 44,240 p < 0,001. Coeficiente de correlagao -0,668

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Tabela 12 — Distribui¢cdo da mortalidade dos marcadores de ninfas tratadas com o fungo B.
bassiana

Mortos Resumo total
Parcela* Dial Dia3 Dial0 Mortos (%) Vivos (%) Coletados Perdas (%)
Controle 2 ) 3 5(17.2) 24 (82,8) 29 133)
Dose 1 2 1 9 10 (33,3) 20 (66,7) 30 0 (0,0)
Dose 2 0 10 6 16 (55,2) 13 (44,8) 29 1(3,3)
Dose 3 0 11 19 30(1000) 0 (0,0) 30 0 (0,0)
Total 4 2 37 61 (5L,7) 57 (48,3) 118 2(1,7)

* Dose 1 = 5 x 10! conidios. Dose 2 = 5 x 10 conidios. Dose 3 = 5 x 1013 conidios.
Qcs = 43,038 p < 0,001. Coeficiente de correlagio -0,606

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.
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Tabela 13 — Distribuicdo da mortalidade dos marcadores de adultos tratados com o fungo
M.anisopliae.

Mortos Resumo total
Parcela* Dial Dia3 Dial0 Mortos (%) Vivos (%) Coletados Perdas (%)
Controle 0 0 1 1(,1) 8 (88,9 9 21 (70,0)
Dose 1 2 0 5 5(556) 4 (44,4) 9 21 (70,0)
Dose 2 2 2 5 7(700) 3 (30,0) 10 20 (66,7)
Dose 3 1 3 6 9 (100,0) 0 (0,0) 9 21 (70,0)
Total 5 5 17 22 (59,5) 15 (40.5) 37 83 (69,2)

* Dose 1 = 5 x 10! conidios. Dose 2 = 5 x 10!2 conidios. Dose 3 = 5 x 101® conidios.
Qos = 14,396 p < 0,001. Coeficiente de correlagao -0,632

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Tabela 14 — Distribuicdo da mortalidade dos marcadores de ninfas tratadas com o fungo M.
anisopliae.

Mortos Resumo total
Parcela* Dial Dia3 Dial0 Mortos (%) Vivos (%) Coletados Perdas (%)
Controle 3 0 4 4(13,3) 26 (86,7) 30 0 (0,0)
Dose 1 13 1 17 18(60,0) 12 (40,0) 30 0 (0,0)
Dose 2 16 1 23 24(80,0) 6 (20,0) 30 0 (0,0)
Dose 3 18 3 24 27 (100,0) 0 (0,0) 97 3 (10,0)
Total 50 5 68 73 (62,4) 44 (37,6) 117 3 (2,5)

* Dose 1 = 5 x 10! conidios. Dose 2 = 5 x 10 conidios. Dose 3 = 5 x 101 conidios.
Qcs = 47,982 p < 0,001. Coeficiente de correlagdo -0,643

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Os gréaficos de perfil para os marcadores recuperados das parcelas tratadas com o0s
fungos B. bassiana e M. anisopliae sdo apresentados nas figuras 24 e 25 respectivamente.

Nestes graficos esta descrita a evolucdo da proporcdo de vivos a cada avaliacdo
corroborando com a intensidade da relacéo linear negativa entre o tratamento e a proporcao de
individuos vivos descrita anteriormente, conforme os coeficientes de correlagdo calculados.
Observou-se também que nem todos comegaram em 1,0, indicando que logo na primeira
avaliacdo houve individuos mortos.

Para os marcadores tratados com o fungo B. bassiana, observou-se que no controle a
mortalidade de carrapatos adultos e ninfas foi minima nas avaliagdes subsequentes a coleta. Na
dose 2, sobreviveram aproximadamente 50% dos individuos, até a terceira avaliagdo. Para as
ninfas observa-se que as dosagens 2 e 3 apresentaram quase 0 mesmo efeito na primeira e
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segunda avaliac¢do, enquanto nas parcelas de controle e dose 1, houve um desempenho similar
(Figura 24).

Figura 24 — Perfil da propor¢ao dos individuos vivos tratados com o fungo B. bassiana
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Para os marcadores tratados com o fungo M. anisopliae observou-se um comportamento
diferente da mortalidade em relacdo aos tratados com B. bassiana, sendo que em todas as
parcelas de marcadores de adultos e ninfas houve mortalidade logo na primeira avaliagdo exceto
adultos do controle (somente este grupo comeca em 1,0, ou seja, todos os coletados estavam
Vvivos na primeira avaliagéo).

No caso dos adultos houve maior propor¢do de mortos nas dosagens 1 e 2 na primeira
avaliacdo (aproximadamente 25% dos coletados), sendo que no final das avaliagbes
sobreviveram aproximadamente 30% dos adultos na dose 2 e 44% dos adultos na dose 1. No
entanto, ndo houve sobreviventes adultos da dose 3. Cabe relembrar aqui que os marcadores
adultos do tratamento M. anisopliae tiveram as maiores perdas de individuos.

Nos marcadores de ninfas a expressdo de mortalidade fica evidente para todas as
parcelas desde a primeira avaliacdo, inclusive das ninfas no controle. A maior propor¢éo de
mortalidade observa-se na parcela da dose 3, correspondendo a pouco mais de 60%, seguida da
dose 2, que se manteve acima da mediana. Visualmente observa-se uma grande diferenca entre

o controle e a dose 1 (Figura 25).

Figura 25 — Perfil da propor¢ao dos individuos vivos tratados com o fungo M. anisopliae.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

3.4.2.3 Ajuste de modelos para marcadores

Com o objetivo de determinar uma concentracdo adequada para o controle dos
carrapatos, foram ajustados varios modelos para dados binérios considerando como variavel
resposta se o individuo coletado morreu ou nédo até a terceira avaliagdo em fungédo do tratamento
e dos conidios utilizados. A ideia é modelar a probabilidade da ocorréncia de morte dado o
tratamento, que pela magnitude do mesmo, é usual considerar o logaritmo na base 10, assim,
para a primeira dosagem de 5 x 10*! conidios tém-se logio (5 x 10'%) =11, 699.

Os modelos ajustados foram logistico, probito, complemento log-log e Cauchy, estes
modelos foram ajustados separadamente para adultos e ninfas tratados com ambos os fungos.

Foram obtidos o teste de razdo de verossimilhanca (TRV) e o critério de informacéo de
Akaike (AIC), critérios propostos na literatura para selecdo de modelos.

Foi estimada a concentracdo letal mediana (CLso) para cada um dos modelos ajustados
e a dose de conidios necessaria para obter uma mortalidade em torno de 50%.

Os ajustes correspondentes dos modelos para marcadores adultos e ninfas sdo
apresentados nas tabelas 15 e 16, para os tratamentos com os fungos B. bassiana e M.
anisopliae, respectivamente.

De um modo geral, pode-se observar nas tabelas de todos os ajustes que a incluséo do
tratamento na modelagem ¢é significativa, em todas as situacdes, obtendo-se um valor de p

menor que 0,05, tal valor p é baseado no TRV. Considerando todos os critérios de selecdo de
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modelos observa-se que para individuos tratados com o fungo B. bassiana o melhor modelo
corresponde ao Cauchy, pois possui maior TRV e menor AlC.

Assim, segundo o modelo de Cauchy, para o fungo B. bassiana sdo necessarios
aproximadamente 2, 30 x 102 conidios/ha para produzir em torno de 50% de mortalidade de
adultos e 1, 51 x 10*2 conidios/ha para produzir a mesma proporcao de mortalidade em ninfas
(Tabela 15).

Em relacdo aos marcadores tratados com o fungo M. anisopliae o melhor modelo
corresponde ao complemento log log, pois possui maior TRV e menor AIC. Assim, segundo o
modelo de complemento log-log, do fungo M. anisopliae sdo necessarios aproximadamente 3,
34 x 10° conidios/ha para produzir em torno de 50% de mortalidade de adultos e 4, 87 x 108
conidios/ha para produzir a mesma proporcdo de mortalidade em ninfas, vale relembrar aqui
que o tamanho de amostra destes marcadores ficou diminuida por causa de predadores (Tabela
16).

Tabela 15 — Estimativas dos ajustes dos modelos para adultos e ninfas tratados com o fungo B.
bassiana

Ajuste para adultos

Modelo Bo (e-p) 81 (e-p) TVR Valorp AIC logo(CLso)  ClLso
Logistico -5,126 (2,176) 0,445 (0,172) 38,852 < 0,001 32,73 1151  3,23x107
Probito  -2,152 (0,621) 0,196 (0,050) 37,382 < 0,001 34,20 10,907  9,26x1010
Cloglog -6430 (2,224) 0,509 (0,173) 43,381 < 0,001 28,20 11,02 8,32x10
Cauchy -16,716 (5,827) 1,352 (0,466) 49,804 < 0,001 21,77 12,36  2,30x1012
Ajuste para ninfas

Modelo Bo (e-p) B1 (ep) TVR Valorp AIC logy(CLs) CLwo
Logistico -1,941 (0,553) 0,200 (0,047) 26,230 < 0,001 47,34 9,70 5,06x 10°
Probito  -1,121 (0,202) 0,118 (0,025) 26,074 < 0,001 47,50 9,49 3,00x10°
Clog-log -2,207 (0,556) 0,179 (0,045) 28,446 < 0,001 45,13 10,26  1,81x10'

Cauchy -11,851 (4,030) 0,973 (0,330) 34,012 < 0,00l 39,56 12,18 1,51x10"2

Bo: estimativa para o Intercepto e B1: estimativa para x; = logy (conidios)

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.



86

Tabela 16 — Estimativas dos ajustes dos modelos para adultos e ninfas tratados com o fungo

M. anisopliae

Ajuste para adultos

Modelo Bo (e-p) B1 (e-p) TVR Valorp AIC log,o(CLs)  CLso

Logistico -2,388 (1,184) 0,279 (0,100) 14073 <0,00L 16,25 8,55 3,55x 10°
Probito  -1,355 (0,586) 0,163 (0,051) 14,088 < 0,001 16,23 8,30 1,98%108
C log-log -2,649 (1,209) 0,240 (0,097) 14,928 < 0,001 15,39 9,52 3,34x10°
Cauchy  -9,731 (8,176) 0,853 (0,677) 14,822 < 0,001 15,50 11,41  2,54x 10
Ajuste para ninfas

Modelo Bo (e-p) Bi (e-p) TVR Valorp AIC logo(CLs)  CLsg

Logistico -2,002 (0,578) 0,276 (0,051) 48052 < 0,00l 27,30 7,57 3,70x107
Probito  -1,216 (0,300) 0,164 (0,027) 48,277 < 0,001 27,08 7,40 2,50x107
C log-log -2,313 (0,573) 0,224 (0,046) 50,646 < 0,001 24,71 8,60 4,87x108
Cauchy  -5,382 (3,281) 0,524 (0,269) 47,645 < 0,001 27,71 10,26  1,83x1010

Bo: estimativa para o Intercepto e SB1: estimativa para x; = logy (conidios)

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

A seguir, sdo apresentados os graficos do ajuste dos modelos, 0s quais exibem as

probabilidades observadas e preditas pelos modelos ajustados. Para os individuos que foram

tratados com o fungo B. bassiana o modelo Cauchy se mostrou o melhor ajuste (Figura 26).

Enquanto que para os individuos tratados com o fungo M. anisopliae 0o melhor modelo,

representado pela linha preta continua corresponde ao complemento clog log (Figura 27).

Figura 26 — Ajuste dos modelos logistico, probito, complemento loglog e Cauchy dos
marcadores adultos (esquerda) e marcadores ninfas (direita) tratados com o fungo B. bassiana.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.
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Figura 27 — Ajuste dos modelos logistico, probito, complemento loglog e Cauchy dos
marcadores adultos (esquerda) e marcadores ninfas (direita) tratados com o fungo M. anisopliae
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.
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3.5 DISCUSSAO

Segundo descricdo de Martins et al., (2016) no Brasil a espécie Amblyomma sculptum é
a mais frequentemente encontrada nas regides Sudeste, Centro-Oeste, parte das regides Sul e
Nordeste, associada a areas de cerrado, Ramos et al., (2014) e Siqueira (2017) também
registraram a associacao do A. sculptum com formacoes florestais.

O A. sculptum tem como hospedeiros primérios a anta, o cavalo, a capivara e 0 porco,
sendo este Ultimo incluido ha pouco tempo nesta lista, a partir do trabalho de Osava et al.,
(2016). Esta espécie de carrapato em suas formas imaturas pode parasitar uma grande variedade
de hospedeiros selvagens e domésticos (LABRUNA et al., 2005, RAMOS et al., 2016).
Entretanto, cumpre destacar que este trabalho foi realizado na Regido Metropolitana de
Campinas - SP, area que ja sofreu grande influéncia da agdo do homem.

Encontrou-se A sculptum em abundancia nas areas demarcadas para estes experimentos.
A manutencdo desta populacdo de carrapatos é feita pelo hospedeiro primario, a capivara. O
grupo de capivaras que circulava em torno dos gramados e area de experimento se abrigam na
mata ciliar dos mananciais da fazenda Mato Dentro, Caminas — SP, onde funciona a Unidade
Laboratorial de Referéncia em Controle Biologico do Centro Avancado de Pesquisa em
Protecdo de Plantas e Saude Animal.

Amblyomma dubitatum tem como hospedeiro primério a capivara (LABRUNA et al.,
2004) e esta associada a ambientes mais Umidos e alagaveis (SZABO et al., 2007,
QUEIROGAS et al., 2012). Neste trabalho, foram capturados apenas dois individuos adultos
de A dubitatum, apesar das caracteristicas de ambiente e hospedeiro primario serem parecidas
com as descritas pelos autores, ndo foi achado mais nenhum individuo ao longo de todo periodo
experimental. Tal achado reflete as observagdes de Martins et al., (2016) quanto a frequéncia
das espécies do género Amblyomma na éarea estudada.

Quando se almeja determinar estratégias de manejo integrado de pragas, implementando
como um elemento de agregacdo de etapas o controle microbiano, a sele¢do de isolados de
organismos entomopatogénicos € de fundamental importancia para o sucesso do programa
adotado. Isto posto, € essencial que haja um banco de isolados conservado apropriadamente e
com variabilidade genética comprovada. Cumprido este requisito € possivel selecionar agentes
gue sejam promissores para o programa de controle de uma determinada praga (BARCI et al.,
2009).
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A variabilidade genética, assim como a viruléncia e patogenicidade dos isolados de B.
bassiana (IBCB 66) e M. anisopliae (IBCB 425) da Colecdo de Microrganismos
Entomopatogénicos "Oldemar Cardim Abreu™ do Instituto Bioldgico ja foi comprovada frente
a diversas pragas de interesse agricola e veterinario (ALMEIDA et al., 1997; TAMAI et al.,
2002; BARCI et al., 2009). Estes isolados ja vém sendo utilizados em diversos produtos
comerciais registrados pelo Ministério da Agricultura para o controle de diferentes pragas de
interesse agronémico (Agrofit, MAPA, 2018).

Barci et al., (2009) testaram a cepa de B. bassiana (IBCB 66) contra larvas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus em testes in vitro, analisando comparativamente dados
de mortalidade acumulada. Este isolado ficou entre os cinco melhores e também foi
demonstrado que apresenta maior potencial para utilizacdo a campo, tendo em vista o controle
de R. (B.) microplus, além de ter a caracteristica de uma melhor producdo massal.

Garcia et al., (2018) testaram a cepa de M. anisopliae (IBCB 425) contra Amblyomma
parvum em suspensdo de 1,0 x 10° conidios/ml e obteve 100% de mortalidade no 11° dia pds
tratamento. Também se demonstrou mortalidade de 90% no 4° dia ap6s infeccéo.

A patogenicidade do fungo M. anisopliae foi verificada em fémeas ingurgitadas de R.
(B.) microplus em testes in vitro na concentracdo 108 conidios/mL, demonstrando mortalidade
de 96,6% (Bittencourt, 1992). Reis et al., (2004) também relataram percentual de mortalidade
superior a 90% para o carrapato-estrela nesta mesma concentracéo, utilizando isolados de M.
anisopliae. Para isolados de B. bassiana, Bittencourt et al., (1997) descreveram uma
mortalidade acima de 80% contra R. (B.) microplus na mesma concentracio de 108 conidios/mL
em testes in vitro. Achados similares foram descritos por Reis et al., (2004) frente ao carrapato-
estrela em testes in vitro na mesma concentragdo. Neste contexto, os resultados obtidos neste
trabalho, tanto o fungo B. bassiana quanto o M. anisopliae, demonstraram potencial patogénico
para a espécie de carrapato A. sculptum, causando mortalidade em todos os estagios, indicando
assim, ter potencial no emprego em programas de controle do carrapato A. sculptum.

Lopes et al., 2007 realizaram estudo utilizando produtos comerciais dos fungos M.
anisopliae e B. bassiana in vitro, contra ninfas de Amblyomma cajennense, e obtiveram 100%
de mortalidade nas concentragdes 3x10” e 5x107 conidios /ml no 6° dia de avaliagdo e 40% de
mortalidade na concentragéo 4x107 conidios /ml no 10° dia de avaliagio respectivamente.

No mesmo sentido, Fernandes (2007) obteve mortalidade significativa no décimo dia
pos-tratamento em estudo da acéo de 60 isolados fungicos de B. bassiana, contra larvas de R.

(B.) microplus, num modelo in vitro.
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Estes achados relatados na literatura fundamentaram a decisdo de efetuar uma avaliagcao
no décimo dia apds a colheita dos carrapatos no campo, visto tratar-se do instante que ocorre a
maior mortalidade dos parasitos expostos aos fungos entomopatogénicos.

A analise estatistica reforca essa decisao e sugere que € possivel abandonar a avaliagdo
intermediaria feita no terceiro dia p6s colheita.

Os estudos “in vitro” fornecem importante evidéncia acerca da eficiéncia potencial dos
fungos entomopatogénicos para o controle de ixodideos. Entretanto, a transposicao de tais
resultados para o campo é tema mais complexo.

Bittencourt et al., (2003) testaram formulagdes contendo 107 e 10° conidios/ml do fungo
M. anisopliae, cepa ESALQ 959, contra larvas de 15 dias de idade de Rhipicephalus (B.)
microplus, num modelo que utilizava canteiros de Brachiaria decumbens medindo 1m?. Cada
canteiro foi infestado artificialmente com 10.000 larvas, recebendo o tratamento
correspondente no volume de 60 ml. Os autores obtiveram acéo reduzida de controle quando
pulverizadas no campo, com percentuais de eficacia total da ordem de 37,84 e 53,78 ao fim da
terceira repeticdo, respectivamente.

Por outro lado, num modelo similar com canteiros, Basso et al., (2005) conseguiram
alcangar uma reducdo de 87% a 94% na populagéo de larvas de Rhipicephalus (B.) microplus
utilizando uma suspenséo da cepa E9 de M. anisopliae contendo 1,8x108 conidios/ml aplicada
num volume de 200ml/m?2.

Com relacdo aos autores que trabalharam com o modelo de canteiros, nota-se que
Bittencourt et al., (2003) utilizaram uma dose inferior aquela estudada por Basso et al., (2005).
Ademais os dois grupos estudaram apenas uma dose o que limita a analise dos resultados.

Garcia (2008) avaliou a aplicacdo da cepa E9 de M. anisopliae na pastagem contra R.
(B.) microplus, utilizando uma suspensdo contendo 107 conidios/ml aplicada num volume
médio de 66,7 mL por metro quadrado de pasto, concluindo que o tratamento nao resultou na
reducdo do nimero de larvas infectantes na pastagem e nem do nimero de fémeas ingurgitadas
sobre 0s bovinos.

No presente trabalho, optou-se por explorar o conhecimento agronémico consolidado,
aplicando-o num modelo de determinacdo de dose. Assim sendo, foram escolhidas trés
dosagens, separadas por intervalos decimais, para mensuracao de seu efeito a partir de medidas
repetidas no tempo. Desta sorte, foi possivel comprovar que ha um efeito significativo quando
da aplicacdo de suspensdes dos fungos entomopatogénicos estudados.

O efeito da dosagem foi bem caracterizado no presente estudo, corroborando os relatos

de diferentes autores. Por exemplo, Zappelini (2009) ao utilizar isolados de B. bassiana em
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lagartas de Diatraea saccharalis, observou que a correlacdo positiva com a concentracao de
conidios foi dada através do aumento da mortalidade concomitantemente a elevacdo das
concentracdes de conidios. Neste trabalho obteve-se resultados semelhantes, a medida que se
aumentou a concentracdo de conidios, houve 0 aumento da mortalidade para ambos os fungos
testados.

Além disso, 0 modelo adotado permitiu o calculo da CLso para Amblyomma sculptum.
Os estudos da area vegetal oferecem grande riqueza de dados com relacdo a este quesito.
Wenzel et al., (2006) testou a patogenicidade do mesmo isolado IBCB 66 de B. bassiana em
lagartas de D. saccharalis, descrevendo concentracdo letal 50% (1,58x10’ conidios/mL).
Loureiro et al., (2005) observaram para ninfas da cigarrinha da raiz da cana-de-agucar
pulverizadas com M. anisopliae que a CLso foi em torno de 1,2x107 conidios/mL

Para Reis et al., (2001) ao avaliar a viruléncia de trés isolados de M. anisopliae e dois
isolados de B. bassiana em adultos do carrapato A. cajennense, num modelo in vitro, apontaram
que as maiores mortalidades foram ocasionadas com valores de CLg em torno de 1,02x10%° e
1,32x10* conidios/mL para B.bassiana e 6,69x10°%; 3,77x10% e 6,7x10%* conidios/mL para M.
anisopliae.

Neste trabalho realizado a campo, pode se observar que a concentracdo letal mediana
varia entre adultos e ninfas. Para o fungo B. bassiana sdo necessarios aproximadamente
8,19x10%? conidios/ha para produzir em torno de 50% de mortalidade de adultos e 1,69x10%2
conidios/ha para produzir a mesma propor¢ao de mortalidade em ninfas. Em relagdo ao fungo
M. anisopliae estes valores sdo de 5,93x102 conidios/ha para adultos e 3,82x102 conidios/ha
para ninfas.

Note-se que o melhor modelo matematico € indicado pelo proprio pacote estatistico “R”,
baseando-se no teste de razdo de verossimilhanca (TRV) e no critério de informacao de Akaike
(AIC). Embora temha se obtido um valor de p significativo em todos os modelos estudados,
aqueles que apresentaram o maior valor no TRV e menor valor no AIC sdo 0s que se ajustam
de forma mais adequada. Deste modo, os resultados obtidos com o fungo B. bassiana foram
apresentados segundo o modelo Cauchy, enquanto que para o fungo M. anisopliae, o0 melhor
modelo correspondeu ao clog log.

Os dados produzidos neste trabalho sugerem fortemente que a utilizacdo dos fungos
entomopatogénicos B. bassiana (IBCB 66) e M. anisopliae (IBCB 425) aplicados a campo tem
a capacidade de promover o controle de todas as fases de vida do Amblyomma sculptum,

quebrando o ciclo do parasito, quando aplicado de forma estratégica.
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3.6 CONCLUSOES

Das dosagens testadas, todas resultaram em mortalidade significativa em comparagéo
ao controle, sugerindo fortemente que os fungos entomopatogénicos testados neste estudo

podem se tornar uma importante ferramenta para o controle de ixodideos a campo.

A concentracgéo letal para produzir 50% de mortalidade para o fungo B. bassiana foi de
aproximadamente 8,19x10*? conidios/ha para adultos e 1,69x10'? conidios/ha para ninfas,
enguanto que para o fungo M. anisopliae para produzir a mesma proporcao de mortalidade estes

valores sdo de 5,93x10%2 conidios/ha para adultos e 3,82x10%? conidios/ha para ninfas.

Dentre as dosagens que foram estudadas no presente trabalho, a dosagem de 5x10%°
conidios/ha promoveu a maior mortalidade dos carrapatos na avaliacdo do décimo dia. Com
relacdo aos individuos capturados nas parcelas tratadas com B. bassiana, foram obtidos
percentuais de mortalidade da ordem de 92,9% para adultos (p < 0,001) e 96% para ninfas (p <
0,001). No caso do M. anisopliae, a mortalidade alcangou valores de 89,2% para adultos (p <
0,001) e 80% para ninfas (p = 0,003).

Os marcadores se revelaram um bom modelo para avaliacdo da eficacia dos fungos B.
bassiana e M. anisopliae, apesar das perdas pela acdo de predadores, podendo evidenciar a
interacéo significativa entre dosagem e mortalidade. Obteve-se uma mortalidade de 96,3% para
adultos (p < 0,001) e 100% para ninfas (p < 0,001) dos marcadores recuperados das parcelas
tratadas com B. bassiana. Nos marcadores recuperados das parcelas tratadas com M. anisopliae
a mortalidade atingiu 100% para adultos (p < 0,001) e 100% para ninfas (p < 0,001).
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CAPITULO 4 - AVALIACAO DO FUNGO Beauveria bassiana NA DOSE DE
5x10'* CONIDIOS/HA EM TESTE A CAMPO NO CONTROLE DE Amblyomma
sculptum (Acari: Ixodidae) - Campinas — SP

RESUMO

O Amblyomma sculptum tem grande importancia na satde puablica, pois pode ser vetor da
bactéria Rickettsia rickettsii causadora da Febre Maculosa Brasileira. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar o fungo entomopatogénico Beauveria bassiana (IBCB 66) a campo. O
experimento foi realizado no periodo de marco de 2017 a margo de 2018, no gramado ao redor
da Unidade Laboratorial de Referéncia em Controle Biol6gico do Centro Avancado de Pesquisa
em Protecdo de Plantas e Sadde Animal, Campinas — SP. Na area de experimento, foram
demarcadas parcelas totalizando uma area de 144 m?. Foi utilizada suspens3o aquosa de 5x10
conidios por hectare. A mortalidade dos individuos capturados foi avaliada nos dias 1 (avaliacéo
1), 3 (avaliagdo 2) e 10 (avaliacdo 3). Os dados foram submetidos a uma analise estatistica
utilizando o software livre R (R, 2019). O isolado utilizado no presente estudo do fungo B.
bassiana (IBCB 66) demonstrou ter potencial patogénico para utilizagdo a campo. A
manutencdo da populagdo de carrapatos era feita pelo hospedeiro primario, a capivara. O mehor
dia para avaliacdo de mortalidade in vitro dos carrapatos capturados do campo apo6s aplicacéo
de tratamento foi o décimo dia. O pico de mortalidade ocorreu ao redor de 30 dias decorridos
da aplicacdo do fungo B. bassiana até a ultima avaliagdo. A dosagem de 5x10'2 conidios por
hectare para o fungo B. bassiana contra Amblyomma sculptum demonstrou-se eficaz para o
controle deste ectoparasito a campo em todos os estagios de desenvolvimento, com percentual

de mortalidade acima de 70% nos periodos de chuva.
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4.1 INTRODUCAO

Amblyomma sculptum é conhecido popularmente como “carrapato-estrela” em sua fase
adulto e estd presente na maioria dos estados brasileiros, inclusive o Estado de Sdo Paulo
(ARAGAO, 1936; MARTINS et al., 2016).

Os equinos, capivaras e antas estdo entre os hospedeiros primarios para todos os estagios
parasitéarios, porém, devido sua baixa especificidade, animais silvestres e domésticos, inclusive
0s seres humanos, podem servir como hospedeiros para este ectoparasita (LABRUNA et al.,
2001).

Para que a populacdo desses carrapatos se estabeleca, pelo menos um dos animais
priméarios deve estar presente na area, estes sao considerados primordiais para ocasionar a
multiplicacdo da populacédo principalmente da fase adulta de A. sculptum (SOUZA et al., 2006).

A transmissdo aos seres humanos acontece pela picada de carrapatos infectados com a
bactéria R. rickettsii, em qualquer uma das fases de vida do vetor, quer seja larva, ninfa ou
adulto, e ndo ocorre por transmissdo direta, pois se trata de uma doenca infecciosa e nédo
contagiosa (PINTER et al., 2016: FRANCO, 2018)

A revisdo de literatura ndo recuperou trabalhos direcionados especificamente ao
controle do Amblyomma sculptum no campo. Apesar dos resultados com fungos
entomopatogénicos descritos sob condicOes de laboratério para o género Amblyomma, como
por exemplo, Amblyomma cooperi (REIS et al., 2003), Amblyomma cajennense (REIS et al.,
2004; LOPES et al.,, 2007), Amblyomma parvum (GARCIA et al., 2018) Amblyomma
variegatum (MARANGA et al., 2005), indicarem sua eficacia, os mesmos ainda nao foram
reproduzidos a campo.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o fungo entomopatogénico Beauveria
bassiana (IBCB 66) a campo, na dose de 5x10*3 conidios/ha, ao longo de um ano, em parcelas
demarcadas no gramado ao redor da Unidade Laboratorial de Referéncia em Controle Bioldgico
do Centro Avancado de Pesquisa em Protecdo de Plantas e Saide Animal, localizado no

municipio de Campinas, com a presenca da capivara como hospedeiro primario.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

A aplicacdo do fungo B. bassiana foi realizada na Unidade Laboratorial de Referéncia
em Controle Bioldgico, do Centro Avancado de Pesquisa em Protecdo de Plantas e Salde
Animal do Instituto Biologico, localizado no municipio de Campinas (22° 54’ 23.2" Sul, 47°
00" 54.5" Oeste), Estado de Sao Paulo, em duas 4areas distintas nesse local, caracterizado pela
presenca de animais domésticos como cdes e gatos, presenga de animais silvestres como

capivaras e macacos, e também frequentado por seres humanos.

4.2.2 DEMARCACAO DA AREA PARA APLICACAO DO FUNGO B. bassiana

A area experimental consiste de uma plantacao de Brachiaria decumbens, na qual foram
demarcadas com estacas fincadas na terra, parcelas de aproximadamente 12m por 12m,
totalizando uma éarea de 144 m? (Figura 1 A e B).

Figura 1 — Area demarcada para aplicacdo do fungo B. bassiana, A. Area demarcada para
controle, B (Campinas — SP).

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.
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4.2.3 COLHEITAS DE CARRAPATOS

Para a coleta de carrapatos foram utilizadas armadilhas em cortes retangulares de pano
sintético branco, a base de polipropileno e viscose popularmente conhecido como “tnt”, com
aproximadamente 0,7 m? de &rea cada. No centro dos panos colocou-se cerca de 100g de gelo
seco para que o CO: liberado durante a sublimagé&o atraisse os carrapatos (GRAY, 1985). Foram

utilizadas 18 armadilhas para cada area demarcada, tratada e controle.

4.2.4 APLICACAO DO FUNGO B. bassiana

O fungo B. bassiana (IBCB 66) foi cedido pela Unidade Laboratorial de Referéncia em
Controle Bioldgico, do Centro Avancado de Pesquisa em Protecdo de Plantas e Saude Animal
do Instituto Biologico, Campinas - SP.

Para area que recebeu o tratamento foram preparadas suspensdes na dosagem de 5x10%3
conidios/ha e a &rea controle recebeu apenas dgua. Tanto a aplicacdo do fungo como a aplicacéo

de agua (controle) foi efetuada a partir das 17h com pulverizador costal manual.

4.2.5 MONITORAMENTO

O monitoramento foi realizado aproximadamente a cada 15 dias no periodo de margo
de 2017 a marco de 2018. As armadilhas atrativas eram colocadas nas areas experimentais
(controle e tratado) e recolhidas ap6s 40 minutos aproximadamente, sendo acondicionadas em
sacos plasticos corretamente identificados, que eram rapidamente lacrados e levados para o
laboratorio para a identificacdo e contagem dos carrapatos. Em seguida, 0s parasitos eram
colocados em tubos de ensaio tampados com algoddo umedecido e levados a estufa tipo B.O.D
a temperatura de 28°C e 80 % de umidade. A mortalidade dos individuos capturados foi

avaliada nos dias 1 (avaliagdo 1), 3 (avaliagéo 2) e 10 (avaliacéo 3).
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4.2.6 ANALISE ESTATISTICA

Foram calculados os dados da propor¢cdo de mortalidade na terceira avaliagdo das
colheitas realizadas ao longo do periodo experimental ap6s tratamento com o fungo B.
bassiana. Foram construidos graficos de perfil da proporcdo de vitalidade dos individuos
adultos, ninfas e larvas considerando a segunda e a terceira avaliagdo. A primeira avaliacao foi
desprezada uma vez que todos os individuos capturados se encontravam vivos.

Também foi calculada a distribuicdo da taxa de mortalidade diéria por colheita dos
individuos (Adultos, ninfas e larvas), que corresponde ao nimero de individuos mortos por dias
decorridos desde a aplicacdo do tratamento (mortos/ dias). A partir destes dados foram
construidos graficos de dispersdo com curva de tendéncia da taxa de mortalidade por dia
referente aos individuos.

A distribuicdo da proporcdo de mortalidade mensal de adultos, ninfas e larvas foi
determinada considerando tratamento, ultima avaliacdo, precipitacdo acumulada e temperatura.
A partir destes dados foram construidos graficos de perfil da propor¢ao de individuos mortos
por més na segunda e terceira avaliacao.

A partir das informacbes e dados meteoroldgicos obtidos do site
(https://www.cpa.unicamp.br, SEPAGRE, 2019), contendo precipitacdo acumulada (mm) e
temperatura (°C) registradas durante o ano de experimento foram obtidos graficos de perfil.

A seguir foi calculada a soma absoluta dos resultados de todas as colheitas com
porcentagem de vivos e mortos na primeira, segunda e terceira avaliagcdo das parcelas tratadas
e controle de adultos, ninfas e larvas. A partir destes dados, foram construidas matrizes com
graficos de dispersdo e coeficientes de correlacdo da proporcdo de adultos, ninfas e larvas
mortos por influencia da precipitacdo e temperatura.

Os dados foram ajustados pelo modelo de Poisson. Utilizou-se o software livre R (R,

2019) para analise estatistica dos dados.


https://www.cpa.unicamp.br/
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4.3 RESULTADOS

A anélise abaixo apresenta as vinte e duas colheitas e os dias entre as avaliagdes no
periodo de marco 2017 a fevereiro de 2018 (Tabela 1). Cada teste consiste no resultado total
das 18 armadilhas na area de tratamento com o fungo B. bassiana na dose de 5x10*3 conidios/ha
e 18 armadilhas na area de controle que recebeu apenas agua. As armadilhas foram colhidas
apos aplicacdo do fungo, com tempo minimo de colheita de 10 dias e tempo maximo de 49 dias.

No dia da colheita, ou seja, na primeira avaliacdo, todos os individuos, adultos, ninfas e
larvas, estavam vivos. A mortalidade foi registrada na segunda avaliagdo, em média aos 2,6 +

1, 0 (média £ desvio padrdo) dias e a terceira avaliacdo aos 10,3+2,3 dias.

Tabela 1 — Datas das colheitas realizados ao longo de um ano para a confirmagdo da dosagem
do fungo Beauveria bassiana.

Colheita Data 1*  Data 2% Dias 1* Dias 2* Dias 3* Dias 4% Dias 5*

1 09/03/17 22/03/17 13 15 22 2 9
2 09/03/17 11/04/17 33 35 42 2 9
3 11/04/17 24/04/17 13 16 23 3 10
4 11/04/17 09/05/17 28 30 37 2 9
5 08/05/17 31/05/17 23 25 31 2 8
6 08/05/17 21/06/17 44 46 52 2 8
7 20/06/17 30/06/17 10 11 20 1 10
8 20/06/17 11/07/17 21 24 36 3 15
9 11/07/17  25/07/17 14 17 30 3 16
10 11/07/17  14/08/17 34 36 43 2 9
11 16/08/17 04/09/17 19 21 28 2 9
12 16/08/17 18/09/17 33 36 44 3 11
13 29/09/17 17/10/17 18 21 31 3 13
14 29/09/17 17/11/17 49 52 59 3 10
15 2U/11/17  06/12/17 15 20 27 5 12
16 20/11/17  21/12/17 30 35 38 5 8
17 21/12/17 10/01/18 20 22 28 2 8
18 21/12/17 22/01/18 32 34 41 2 9
19 22/01/18  15/02/18 24 28 35 4 11
20 22/01/18 27/02/18 36 38 45 2 9
21 27/02/18 20/03/18 21 24 35 3 14
22 27/02/18 28/03/18 29 31 38 2 9
Média 25,4 28,0 35,7 2,6 10,3
Desvio p. 10,3 10,3 9,7 1,0 2,3
Min. 10,0 11,0 20,0 1,0 8,0
Max. 49,0 52,0 59,0

+ Data 1: Data de aplicacdo do tratamento.

* Data 2: Data de coleta das armadilhas, 1a avaliacéo.

* Dias 1: Dias entre aplicacdo do tratamento e 1a avaliag&o.
* Dias 2: Dias entre aplicacao do tratamento e 2a avaliacgéo.
* Dias 3: Dias entre aplicagdo do tratamento e 3a avaliagéo.
* Dias 4: Dias entre a 1a e 2a avaliacao.

* Dias 5: Dias entre a 2a e 3a avaliacao.

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.
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Os dados da proporc¢édo de mortalidade na terceira avaliagcdo das colheitas realizadas ao

longo do periodo experimental, foram tabulados e sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Distribuicdo da mortalidade das colheitas de adultos, ninfas e larvas, tratados com
o fungo B. bassiana.

Adultos Ninfas Larvas
Colheita Controle Tratamento Controle Tratamento Controle Tratamento

N Mort(%) N Mort(%) | N Mort (%) N Mort(%)| N Mort(%) N Mort (%)
1 4 1(250) 10 7(m00) | 13 0(0,0) 3 1(333) | 5 0(0,0) 0 -
2 5 0(00) 12 10(833) | 5 1(200 5 3(600 | 1 0(00) 0 -
3 1 0(0,0) 16 14(875) | 12 0(00) 18 13(722) | © - 255 201 (78,8)
4 2 0(00) 4 4(1000) | 11 1(9,1) 5 5(100,0) | 11 1(9,1) 409 407 (99,5)
5 1 0(0 3 3(1000) | 8 8(9,6) 31 30(968) | 3 0(0,0) 942 812 (86,2)
6 0 - 1 1(1000) | 0 - 20 28(96,6) | 0 - 63 60 (95,2)
7 0 - 1 1(1000) | 0 - 375 319 (851) | 0 - 466 463 (99,3)
3 2 0(00) 4 4(1000) | 76 2(2,6) 375 307(81,9) | 11  1(91) 14 14 (100,0)
9 2 0(00) 36 20(556) | 76 2(26) 2165 744(344)| 11  1(91) 0O -
10 4 0(00) 13 5(385) |265 10(38) 1574 285(18,1) | 1014 12(1,2) 213 66 (30,9)
11 14 0(0,0) 28 23(321) |366 13(36) 700 544 (77,7)| 0 - 0 -
12 0 - 1 1(1000) | 0 - 80 82(92,1) | 0 - 117 93 (79.5)
13 |32 0(00) 39 39(100,0) |132 7(53) 188 177(941)| O - 32 23 (7L,9)
14 6 0(00) 39 39(1000)| 8 0(0,0) 52 42(808) | 0O - 0 -
15 3 0(00) 6 6(1000) | 6  0(0,0) 1 1(1000) | 0 - 0 -
16 0 - 3 3(1000) | 0 - 3 3(100,0) | 0 - 0 -
17 61 5(82) 47 46(979) | 2 0(00) 19 19(100,0)| © - 9 9(100)
18 18 0(00) 18 18(1000)| 1  0(00) 11 11(100,0) | 15 4(26,7) 30 28(93,3)
19 16 0(00) 51 49(9%,1) | 0 - 21 21 (100,0) | 98  3(3,1) 3  3(100,0)
20 6 0(00) 68 65(956) | 0 - 12 12 (100,0) | 18  2(11,1) 0 -
21 4 0(00) 33 30(90,1) | 4  0(0,0) 4 4(1000) | 8 1(125) 6 6 (100,0)
22 |13 0(00) 32 30(938) | 2 0(0,0) 9 9(1000) | 20 3(150) 4  4(100,0)

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Foram construidos graficos de perfil da proporcao de vitalidade dos individuos, adultos,
ninfas e larvas das colheitas na segunda e terceira avaliacdo. Os graficos com a terceira
avaliacdo correspondem com os dados citados anteriormente na tabela 2, no entanto, ndo foram
apresentados de forma tabulada os dados da segunda avaliacdo considerando que a maioria das
proporcdes foram quase nulas (Figura 2).

Os dados demonstram mortalidade pouco expressiva na segunda avaliacdo para todas
as fases do carrapato na area tratada, enquanto que a &rea controle, se mantém sem mortalidade.
Na terceira avaliacdo ocorre uma maior mortalidade em todas as fases do carrapato em periodos
de maior precipitacdo acumulada (mm), caracterizado como periodos de chuva, no entanto, nas
colheitas feitas nos periodos de seca de menos precipitagdo acumulada, para adultos e ninfas,

os individuos capturados permaneceram em sua maioria vivos.
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Figura 2 — Perfil da propor¢do de individuos vivos (adultos, ninfas e larvas) por teste na
segunda e terceira avaliacao.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

A seguir, a tabela 3 corresponde a distribuicdo da taxa de mortalidade diaria por colheita
dos individuos (Adultos, ninfas e larvas). A taxa corresponde ao nimero de individuos mortos

por dias decorridos desde a aplicagdo do tratamento (mortos/ dias *). Pode se observar que para
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todas as fases de vida do carrapato a melhor taxa de mortalidade é obtida por volta do trigésimo

dia ap0s tratamento.

Tabela 3 — Distribuicdo da taxa de mortalidade diaria de adultos, ninfas e larvas por colheitas
tratados com o fungo B. bassiana

Adultos Ninfas Larvas
Colheita Dias* Controle Tratamento Controle Tratamento Controle Tratamento
1 22 0,05 0,32 0,00 0,05 0,00 -
2 42 0,00 0,24 0,02 0,07 0,00 -
3 23 0,00 0,61 0,00 Q.57 - 8,74
4 ar 0,00 0,11 0,03 0,14 0,03 11,00
5 3 0,00 0,10 0,26 097 0,00 26,19
[ 52 - 0,02 - 0,54 - 1,15
7 20 - 0,05 - 15,95 T 2315
g 36 0,00 0,11 0,06 853 0,03 0,30
a 30 0,00 0.67 0,07 24,20 0,03 -
10 43 0,00 0,12 0,23 6,63 0,28 1,53
11 28 0,00 0,32 0,46 19,43 - -
12 44 - 0,02 - 1,26 - 2,11
13 31 0,00 1.26 0,23 5,71 - 0,74
14 50 0,00 0,66 0,00 0,71 - -
15 7 0,00 0,22 0,00 0,04 - -
16 a8 - 0,08 - 0,08 - -
17 28 0,18 1,64 0,00 0,68 - 0,32
18 41 0,00 0,44 0,00 027 0,10 0,68
18 35 0,00 1.40 - 0,60 0,09 0,00
20 45 0,00 1,44 - 027 0,04 -
21 35 0,00 0,36 0,00 0,11 0,03 0,17
22 38 0,00 0,70 0,00 0,24 0,08 0,11

* Dias: Dias entre aplicacdo do tratamento e 3a avaliacéo.
Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

A representacdo grafica dos dados tabulados é apresentada na figura 3. Note-se o0 pico
de mortalidade ao redor de 30 dias decorridos da aplica¢do do fungo B. bassiana até a ultima

avaliagéo.
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Figura 3 — Dispersdo com curva de tendéncia da taxa de mortalidade por dia referente aos
individuos, adultos, ninfas e larvas, segundo os dias decorridos entre a aplicacdo do tratamento
e a Ultima avaliacdo.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

A distribuicdo da proporcdo de mortalidade mensal dos individuos (adultos, ninfas e
larvas) considerando tratamento, ultima avaliacdo, precipitacdo acumulada e temperatura séo
observados na tabela 4. Note-se que a menor proporcao de mortalidade dos adultos, ninfas e
larvas tratados, acontece do més de julho de 2017 com valores de 51,0%, 27,5% e 30,9%

respectivamente.
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Tabela 4 — Distribuicdo da propor¢do de mortalidade mensal dos individuos adultos, ninfas e
larvas referente ao controle e tratamento na Gltima avaliacéo.

Adultos Ninfas Larvas
Meés Prec. Tem. Controle Tratamento Controle Tratamento Controle Tratamento
N Mort (%) N Mort(%)| N Mort (%) N  Mort (%) N Mot (%) N  Mort (%)

Mar/17 240 23
Abr/1T 88 23

9 1(11,1) 22 17(77.3) | 18 1(5.6) 8 4 (50,0) 6 0(0,0) 0 -

3 0(00) 20 18(90,0) | 23 1(43) 23 18(783) | 11  1(9,1) 664 608 (91,6)
Mai/17 114 20 |1 0(00) 4 4(100,0) | 83  8(96) 60 58 (96.7) 3 0(0,0) 1005 872 (86,8)
Jun/17 27 18 |2 0(00) 5 5(100,0) | 76 2(26) 750 626(835) | 11  1(9,1) 480 477 (99,4)
Jul/17 0 17 |6 0(0,0) 49 25(51,0) | 341 12(3,5) 3739 1029(27,5) | 1025 13(1,3) 213 66 (309
Ago/17 34 21 |14 0(0,0) 20 24(828) |366 13(3,5 789 626 (79,3) | 0 - 117 93 (79,5)
Set/17 13 23 |38 0(00) 78 78(1000) (140 7(50) 240 219 (91,3) 0 - 32 23(7L9)
Nov/17 234 22 |3 0(00) 9 9(1000)| 6 000 4 4(100,0) | 0 - 0 -
Dez/17 173 25 |7 5(63) 65 64(985) | 3 0(0,0) 30 30(100,0) | 15  4(26,7) 39 37 (94,9)
Jan/18 205 24,18 |22 0(0,0) 119 114 (958) | 0 - 33 33(100,0) | 116 5 (4,3) 3 3(100,0)
Fev/18 889 2539 |17 0(00) 65 60(923) | 6 0(0,0) 13 13 (100,0) | 28  4(14,3) 10 10 (100,0)
Prec. : Precipitagido acumulada (mm). Tem.: Temperatura (°C).

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

A partir dos dados acima, foram construidos graficos de perfil da proporcdo de
mortalidade mensal de individuos, adultos, ninfas e larvas na segunda e terceira avaliagdo
(Figura 4). Pode se observar que na segunda avaliagédo a mortalidade foi pouco expressiva. No
entanto, na terceira avaliagdo hd uma maior mortalidade em todas as fases do carrapato na
parcela tratada, entre os meses de margo, abril e maio; setembro, novembro, dezembro de 2017
e janeiro e fevereiro de 2018 (meses caracterizados com maior precipitagdo acumulada —
periodo de chuva). Enquanto que na parcela controle os individuos se mantém com mortalidade

pouco expressiva.
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Figura 4 — Perfil da proporgdo de individuos mortos (adultos, ninfas e larvas) por més na
segunda e terceira avaliacao.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Sao demonstrados na figura 5, gréaficos de linha construidos a partir das informacdes de
dados meteoroldgicos obtidos do site (https://www.cpa.unicamp.br), contendo precipitacdo
acumulada (mm) e temperatura (°C) registradas durante o ano de experimento.
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Figura 5 — Precipitacdo acumulada (mm) e temperatura (°C) registradas durante o ano de
experimento.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

A seguir sdo apresentados nas tabelas 5, 6 e 7, a soma absoluta dos resultados de todas
as colheitas com porcentagem de vivos e mortos na primeira, segunda e terceira avaliagao das

parcelas tratadas e controle de adultos, ninfas e larvas respectivamente.

Tabela 5 — Distribuicdo da porcentagem de mortalidade de parcelas tratadas e controle de
adultos na primeira, segunda e terceira avaliacao.

Mortos * Resumo total
Parcela laA. 2aA. 3aA. Mortos (%) Vivos (%) Coletados
Controle 0 1 5 6 (3,1) 188 (969) 194
Tratamento 0 1 417 418 (89.9) 47 (10,1) 465
Total 0 2 422 424 (64,3) 235 (35,7) 659

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Tabela 6 — Distribuicéo da porcentagem de mortalidade de parcelas tratadas e controle de ninfas
na primeira, segunda e terceira avaliacao.

Mortos * Resumo total
Parcela la A. 2a A. 3a A. Mortos (%) Vivos (%) Coletados
Controle 0 0 44 44(4,1) 1018 (95,9) 1062
Tratamento 0 46 2614 2660 (46,8) 3029 (53,2) 5689
Total 0 46 2658 2704 (40,1) 4047 (59,9) 6751

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.



111

Tabela 7 — Distribuicdo da porcentagem de mortalidade de parcelas tratadas e controle de larvas
na primeira, segunda e terceira avaliacéo.

Mortos * Resumo total
Parcela laA. 2aA. 3aA. Mortos (%) Vivos (%) Coletados
Controle 0 0 98 98 (23) 1187 (97,7) 1215
Tratamento 0 55 2134 2180 (854) 374 (14,6) 2563
Total 0 55 2162 2217 (58,7) 1861 (41,3) 3778

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

A partir das informacdes acima, foram construidas matrizes com graficos de disperséo
e coeficientes de correlacdo da proporcéo de adultos, ninfas e larvas mortos por influencia da
precipitacdo e temperatura (Figuras 6, 7 e 8).

Segundo o painel inferior das matrizes de dispersao observa-se para todas as etapas dos
carrapatos (adultos, ninfas e larvas) uma associacdo linear positiva entre a proporcdo de
individuos mortos com a precipitacdo e a temperatura, principalmente para os tratados com o
fungo. No entanto, observa-se que em relagdo as ninfas do controle houve uma correlagéo

negativa.

Figura 6 — Matriz com graficos de dispersdo ¢ coeficientes de correlagdo da propor¢do de
adultos mortos por precipitacdo e temperatura.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.
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Figura 7 — Matriz com graficos de dispersdo e coeficientes de correlagdo da proporgao de ninfas
mortas por precipitacdo e temperatura.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Figura 8 — Matriz com graficos de dispersao e coeficientes de correlagdo da proporg¢ao de larvas
mortas por precipitacdo e temperatura.
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A seguir estdo apresentados nas tabelas 9, 10 e 11 o numero de adultos, ninfas e larvas
mortos até a terceira avaliacdo ap0s aplicacdo do fungo B. bassiana. Os dados foram ajustados
pelo modelo de Poisson.

Observa-se que para adultos, ninfas e larvas, todos os pardmetros resultaram
significativos (p=0,046 ou p<0,001), excetuando-se o pardmetro precipitacdo para ninfas que

néo foi significativo (p=0,177).

Tabela 8 — Ajuste do modelo Poisson ao numero de adultos mortos até a terceira avaliagéo.

Parametros Estimativa FErro padrao Valor p
Intercepto -3,459 0,814 < 0,001
Trat. (Beauveria) 4,244 0,411 < 0,001
Precipitacao -0,076 0,009 < 0,001
Temperatura 0,097 0,033 < 0,001
Precipita.: Tempera. 0,003 0,001 < 0,001

Deviance: 191,8

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Tabela 9 — Ajuste do modelo Poisson ao nimero de ninfas mortas até a terceira avaliagao.

Parametros Estimativa Frro padrao Valor p
Intercepto 5,088 0,2413 < 0,001
Trat. (Beauveria) 4,101 0,1520 < 0,001
Precipitagao -0,007 0,0049 0,177
Temperatura -0,169 0,0102 < 0,001
Precipita.: Tempera. -0,001 0,0002 0,046

Deviance: 1413,3

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.
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Tabela 10 — Ajuste do modelo Poisson ao nimero de larvas mortas até a terceira avaliacao.

Parametros Estimativa FErro padrao Valor p
Intercepto -1,597 0,3428 < 0,001
Trat. (Beauveria) 4,359 0,1902 < 0,001
Precipitagao 0,139 0,0041 < 0,001
Temperatura 0,095 0,014 < 0,001
Precipita.: Tempera. -0,006 0,0001 < 0,001

Deviance: 38258

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Quanto aos animais silvestres e inimigos naturais (Figura 9), mesmo apds Vvarias
aplicacdes com os fungos entomopatogénicos, demonstraram-se preservados sem qualquer tipo

de inibicdo de reproducao.

Figura 9 — Formigueiro formado na éarea onde foi aplicado o tratamento com B. bassiana,
Campinas -SP.

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Apos aplicagdo do tratamento com o fungo entomopatogénico a campo, em uma das
colheitas foram recuperados adultos e ninfas de Amblyomma sculptum que foram levadas para
laboratdrio para avaliacdo in vitro, e ao findar o décimo dia de avaliacdo os adultos (Figura 10)

e ninfas (Figura 11) se encontravam mortos e totalmente colonizados com o fungo B. bassiana.
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Figura 10 — Adulto recuperado da area experimental, observada apds o décimo dia de avaliacédo
in vitro, morto e colonizado com o fungo B. bassiana (Campinas — SP).

Fonte: COSTA, V. A,, 2019 — Instituto Biolégico - CAMPINAS — SP.

Figura 11 — Ninfa recuperada da area experimental, observada apds o décimo dia de avaliagdo
in vitro, morta e colonizada com o fungo B. bassiana (Campinas — SP).

Fonte: COSTA, V. A,, 2019 — Instituto Biol6gico - CAMPINAS — SP.
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4.4 DISCUSSAO

No Brasil, o carrapato A. sculptum é a espécie mais frequentemente encontrada nas
regides Sudeste, Centro-Oeste, parte das regides Sul e Nordeste, associada a areas de cerrado
(MARTINS et al., 2016), mas note-se que Ramos et al., (2014) e Siqueira (2017) também
registraram sua associa¢do com formacdes florestais.

Antas, cavalos e capivaras sao reconhecidos como hospedeiros primarios deste parasito,
sendo que os porcos foram incluidos ha pouco tempo neste rol (OSAVA et al., 2016). Nao
obstante, A. sculptum possui a faculdade de parasitar uma grande variedade de hospedeiros
selvagens e domésticos (LABRUNA et al., 2005, RAMOS et al., 2016). Destaque-se que 0 sitio
experimental deste trabalho é localizado na Regido Metropolitana de Campinas - SP, onde ha
intensa acdo humana, sendo a infestagdo mantida principalmente pelas capivaras que residem
na Fazenda Mato Dentro e circulam pelos gramados da area de experimento, abrigando-se nas
matas ciliares dos mananciais da fazenda, onde funciona a Unidade Laboratorial de Referéncia
em Controle Bioldgico do Centro Avancado de Pesquisa em Protecdo de Plantas e Saude
Animal.

A sculptum foi recuperado em abundancia nas parcelas demarcadas para estes
experimentos.

O controle microbiano é um elemento que pode ser agregado quando se pretende
determinar estratégias de manejo integrado de pragas. Porém, a selecdo de isolados de
microrganismos entomopatogénicos € um pré-requisito, de modo que se torna essencial existir
a retaguarda de um banco de isolados devidamente conservados e com variabilidade genética
comprovada. Cumprido este requisito € possivel selecionar agentes que sejam promissores para
0 programa de controle de uma determinada praga (BARCI et al., 2009).

Barci et al., (2009) testaram a cepa de B. bassiana (IBCB 66) contra larvas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus em testes in vitro, analisando comparativamente dados
de mortalidade acumulada. Este isolado ficou entre os cinco melhores e também foi
demonstrado que apresenta maior potencial para utilizagdo a campo, tendo em vista o controle
de R. (B.) microplus, além de ter a caracteristica de uma melhor produgdo massal.

O isolado utilizado no presente estudo do fungo B. bassiana (IBCB 66), esta depositado
na Colecdo de Microrganismos Entomopatogénicos "Oldemar Cardim Abreu™ do Instituto
Biologico, e ja vem sendo utilizados em diversos produtos comerciais, registrados pelo

Ministério da Agricultura para o controle de diferentes pragas de interesse agronémico.
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Para isolados de B. bassiana, Bittencourt et al., (1997) descreveram uma mortalidade
acima de 80% contra R. (B.) microplus na concentracio de 102 conidios/mL em testes in vitro.
Achados similares foram descritos por Reis et al., (2004) frente ao carrapato-estrela em testes
in vitro na mesma concentragdo. Neste contexto, os resultados obtidos neste trabalho, para o
fungo B. bassiana demonstrou potencial patogénico para a espécie de carrapato A. sculptum,
causando mortalidade em todos os estagios, podendo ser indicado nos programas de controle
do carrapato A. sculptum.

Fernandes (2007) obteve mortalidade significativa no décimo dia pos-tratamento em
estudo da acgao de 60 isolados fungicos de B. bassiana, contra larvas de R. (B.) microplus, num
modelo in vitro.

Estes achados relatados na literatura fundamentaram a decisao de efetuar uma avaliacédo
no décimo dia apds a colheita dos carrapatos no campo, visto tratar-se do instante que ocorre a
maior mortalidade dos parasitos expostos aos fungos entomopatogénicos em condigdes de
campo.

A analise estatistica reforca essa decisao e sugere que é possivel abandonar a avaliacdo
intermediaria feita no terceiro dia pés colheita.

Garcia (2008) avaliou a aplicacdo da cepa E9 de M. anisopliae na pastagem contra R.
(B.) microplus, utilizando uma suspensdo contendo 10’ conidios/ml aplicada num volume
médio de 66,7 mL por metro quadrado de pasto, concluindo que o tratamento ndo resultou na
reducdo do nimero de larvas infectantes na pastagem e nem do nimero de fémeas ingurgitadas
sobre os bovinos.

No presente trabalho, foi possivel comprovar que ha um efeito significativo quando da
aplicacdo de suspensdes dos fungos entomopatogénicos estudados. Em adicdo aos efeitos
significativos registrados durante os testes de dosagem, conseguimos reproduzir 0S mesmos
efeitos no estudo com um ano de duracgdo na dosagem de 5x10* conidios/ha de B. bassiana.

Fernandes e Bittencourt (2008) relataram que a infeccdo de carrapatos por fungos €
beneficiada por condigdes de alta umidade e pouca incidéncia de raios ultravioletas. No presente
estudo observou-se que ha um importante efeito da precipitacdo acumulada (mm) e da umidade
relativa do ar sobre o efeito letal de B. bassiana para os carrapatos.

Maranga et al., (2005) realizaram estudo in vitro contra ninfas e adultos de Amblyomma
variegatum, com fungos M. anisopliae e B. bassiana, utilizando formulagdo oleosa,
demonstrando melhor desempenho em todos os ensaios, com maior mortalidade de carrapatos
de 92% ocorrendo durante a estagdo chuvosa na concentragio de conidios de 10*° conidios / ml

dos fungos mistos comparados a 49% para a formulacdo aquosa em concentracdes semelhantes
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de conidios. No entanto, na mesma concentracdo de conidios durante a estacdo seca, as
mortalidades no campo foram relativamente baixas, com a mistura dos fungos registrando 24%
e 17% de mortalidade de carrapatos para a formulacéo de 6leo e 4gua, respectivamente.

Os resultados do estudo de confirmacéo da dose do fungo entomopatogénico B bassiana
(IBCB 66) mostra que, dos individuos capturados, houve maior mortalidade de adultos, ninfas
e larvas com porcentagens acima de 70% nos meses com maior precipitagdo acumulada (mm),
caracterizado como periodos de chuva, enquanto que, no més de julho, houve menor
porcentagem de mortalidade para todas as fases de vida dos carrapatos. Julho caracteriza-se por
ser um més com menor precipitacdo acumulada (mm), qualificado como periodo de seca,
obtendo-se porcentagens de mortalidade de 51,0% para adultos, 27,5% para ninfas e 30,9%
para larvas.

Os dados produzidos neste trabalho sugerem fortemente que a utilizacdo dos fungos
entomopatogénicos B. bassiana (IBCB 66) aplicados a campo tem a capacidade de promover o
controle de todas as fases de vida do Amblyomma sculptum, quebrando o ciclo do parasito,

quando aplicado de forma estratégica.
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4.5 CONCLUSOES

O isolado utilizado no presente estudo do fungo B. bassiana (IBCB 66) demonstrou ter
potencial patogénico para utilizagdo a campo.

O melhor dia de avaliacdo de mortalidade in vitro dos carrapatos capturados do campo
apos aplicacdo de tratamento foi o décimo comprovando os melhores resultados.

A dosagem de 5x10*2 conidios por hectare para o fungo B. bassiana contra Amblyomma
sculptum demonstrou-se eficaz para o controle deste ectoparasito a campo, com percentual de
mortalidade acima de 70% nos periodos de chuva.

O pico de mortalidade ocorreu ao redor de 30 dias decorridos da aplicacdo do fungo B.

bassiana até a ultima avaliacéo
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CAPITULO 5- AVALIACAO DO SISTEMA DE MANEJO INTEGRADO COM
FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS Metarhizium anisopliae E Beauveria bassiana
PARA O CONTROLE BIOLOGICO DE Amblyomma sculptum NO CAMPUS USP DE
PIRASSUNUNGA — SAO PAULO

RESUMO

A espécie de carrapato Amblyomma sculptum estéo associados a transmissao da Febre Maculosa
Brasileira apresentando baixa especificidade, podendo parasitar uma diversidade de
hospedeiros inclusive o homem. O objetivo do presente estudo foi a utilizacdo dos fungos
entomopatogénicos Beauveria bassiana (IBCB 66) e Metarhizium anisopliae (IBCB 425) a
campo, visando implementar medidas de manejo ja adotadas pelo Campus da Universidade de
Sdo Paulo — Pirassununga. O experimento foi realizado no periodo de novembro de 2017 a
novembro de 2018. A suspensdo de conidios foi preparada com formulacdo aquosa
acrescentada de emulsificante alimenticio na concentragio de 2x10* conidios por hectare. Cada
area de tratamento era composta por piquete de um hectare, cada piquete correspondente,
recebeu suspencdo de B. bassiana, M. anisopliae e o0 controle que recebeu apenas agua. O
monitoramento foi realizado a cada 30 dias, e a mortalidade dos individuos capturados foi
avaliada nos dias 1 (avaliacdo 1), 3 (avaliacdo 2) e 10 (avaliacdo 3). Os dados foram submetidos
a diferentes métodos e modelos estatisticos utilizando o software livre R (R, 2019). As
porcentagens das contagens totais de individuos para fungos B. bassiana foi na ordem de,
91,7%, 56,9% e 63,0% de mortalidade para adultos, ninfas e larvas respectivamente. Enquanto
que para o fungo M. anisopliae foi na ordem de 100%, 56,9% e 100% de mortalidade para
adultos, ninfas e larvas respectivamente. O melhor dia de avaliacdo de mortalidade in vitro dos
carrapatos capturados do campo apés aplicacdo de tratamento foi o décimo. A formulagéo
aquosa com emulsificante alimenticio, demonstrou mais praticidade e eficiencia para aplicacdo
no campo para ambos os fungos. Os isolados utilizados no presente estudo dos fungos B.
bassiana e M. anisopliae, assim como, a dosagem de 2x10'% conidios por hectare,
demonstraram ter potencial patogénico e séo eficazes para utilizagdo a campo no controle deste
ectoparasito.
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5.1 INTRODUCAO

A espécie de carrapato Amblyomma sculptum utilizam mais de um hospedeiro, e seus
diferentes estagios ocorrem em estacdes distintas, tendo apenas uma geragdo por ano e picos
definidos para as populages de larvas, ninfas e adultos (Oliveira et al., 2003), estes também
estdo associados a transmissdo da (FMB) - Febre Maculosa Brasileira (Lemos, 2002).

No Brasil o controle do carrapato estrela tem sido feito através do tratamento nos
equinos usando principalmente o produto quimico, piretroide deltametrina, porém, ndo tém
demonstrado boa efetividade no controle. Segundo Barros-Battesti et al., (2006) ha necessidade
de maiores concentracdes de produto quimico, que podem chegar 1,8 vezes o valor
recomendado para o carrapato do boi, e intervalos menores entre banhos estratégicos para se
obter um resultado satisfatorio.

O uso exclusivo do controle quimico é pouco viavel em termos praticos e econémicos,
sendo indicado o emprego de métodos alternativos (Barros e Evans, 1989). Neste contexto, se
integra o controle microbiano. Ha uma diversidade de microrganismos que sdo empregados
como agentes controladores de pragas, no entanto, os fungos entomopatogénicos tem se
evidenciado com maior potencial no controle de ixodideos, especialmente pelo seu mecanismo
de acdo (Alves 1998).

O controle biolégico em condi¢cBes laboratoriais utilizando o0s fungos
entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae para o género Amblyomma, tem apresentado
resultados satisfatérios, demonstrando grande potencial patogénico para varias espéecies deste
género de carrapatos, como por exemplo, Amblyomma cooperi (REIS et al., 2003), Amblyomma
cajennense (REIS et al., 2004; LOPES et al., 2007), Amblyomma parvum (GARCIA et al.,
2018) Amblyomma variegatum (MARANGA et al., 2005).

Em virtude dos registros da literatura cientifica acerca de pardmetros como eficécia,
baixo custo, diminuicdo de residuos quimicos nos alimentos e meio ambiente, preservacao dos
inimigos naturais e aumento da biodiversidade nos ecossistemas, assim como na seguranca do
homem e de outros organismos ndo-alvo, a utilizacdo de fungos entomopatogénicos tem
evidenciado vantagens em relacdo aos pesticidas quimicos (ALVES, 1998).

Por estas razdes e a partir dos resultados apresentados no capitulo anterior, delineou-se
0 presente teste para avaliacdo de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae num estudo de

longa duracao.
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O presente estudo teve por objetivo utilizar os fungos entomopatogénicos Beauveria
bassiana (IBCB 66) e Metarhizium anisopliae (IBCB 425) a campo, visando implementar
medidas de manejo ja adotadas pelo Campus da Universidade de S&o Paulo - Pirassununga,
podendo ser uma importante ferramenta que forneca subsidios para o sucesso do controle

integrado de carrapatos no campo.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

O trabalho foi realizado no Campus da Universidade de Sdo Paulo (figural), localizada
no municipio de Pirassununga (21° 57" 11.3" Sul, 47° 27" 07.2" Oeste), estado de Sao Paulo, no
periodo de novembro de 2017 a novembro de 2018, a propriedade se caracteriza pela presenga
de rebanhos de bovinos de corte e leite, suinos, equinos, caprinos, ovinos, bufalos, coelhos,
peixes, reservas florestais e ecoldgicas, vida silvestre, represas e a presenca de seres humanos

como funcionarios e estudantes.

5.2.2 AVALIACAO DE INFESTACAO

Foi feito vistoria do local e logo depois, foram colocadas armadilhas atrativas em
diferentes piquetes para verificar a possibilidade de niveis de infestacdes, determinando quais
piquetes seriam usados para aplicacdo do controle integrado juntamente com o controle

bioldgico com avaliagcdo mensal no periodo de um ano. Optou-se por ndo interromper a rotina
do Campus.

5.2.3 PALESTRA DE CAPACITACAO

Foi apresentada uma palestra aos funcionarios e estagiarios, capacitando-o0s quanto as
diversidades de carrapatos existentes na propriedade, a biologia, ecologia, controle dos mesmos
e sobre a Febre Maculosa Brasileira (Figura 1).
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Figura 1 — Palestra de capacitacdo de funcionarios e estagiarios - Campus Pirassununga — SP.

Fonte: ANJO, K. A., 2018.

5.2.4 COLETA DE CARRAPATQOS

Para a coleta de carrapatos foram utilizadas armadilhas em cortes retangulares de pano
sintético branco, a base de polipropileno e viscose, popularmente conhecido como “tnt”, com
aproximadamente 0,7 m? de area cada. No centro dos panos colocou-se cerca de 100g de gelo
seco para que o0 CO; liberado durante a sublimacao atraisse os carrapatos (GRAY, 1985). Foram

utilizadas 18 armadilhas para cada piquete de um hectare (Figura 2).

Figura 2 — Armadilhas no piquete - Campus Pirassununga — SP.

Fonte: ARAUJO, S. B., 2018.
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5.2.5 APLICACAO DOS FUNGOS B. bassiana E M. anisopliae

Os fungos B. bassiana e M. anisopliae foram cedidos pela empresa Toyobo do Brasil
Ltda. Para as areas que receberam tratamento, foram preparadas suspensdes utilizando 100g de
conidios puros de B. bassiana e 200g de conidios puros de M. anisopliae, calculados para
proporcionar uma dosagem de 2x10* conidios por ha. Para preparacio de uma carga de 300 L
no pulverizador de barras (Figura 3) foi feita a mistura de emulsificante alimenticio a base de
mono e digliceridios de acidos graxos (Emustab, Selecta) aos conidios puros, sendo necessarios
200g de emulsificante para B. bassiana e 300g para o M. anisopliae. A area testemunha recebeu
apenas agua. Tanto a aplicacdo dos fungos como a aplicacédo de agua (controle) foi efetuada a
partir das 16h00.

Figura 3 — Aplicacdo dos fungos entomopatogénicos por pulverizador de barras - Campus
Pirassununga — SP.

Fonte: ARAUJO, S. B., 2018.
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5.2.6 MONITORAMENTO

O monitoramento das areas experimentais em Pirassununga — SP foi realizado a cada
30 dias, no periodo de novembro de 2017 a novembro de 2018. Seguindo as mesmas bases
metodologicas, as armadilhas de CO> sdo colocadas nos piquetes e recolhidas apds 40 minutos
aproximadamente, sendo acondicionadas em sacos plasticos corretamente identificados e
imediatamente lacrados. As armadilhas sdo levadas para o laboratério para a contagem
diferencial dos carrapatos e, logo apds, os parasitos adultos, larvas e ninfas sdo separados e
colocados em tubos de ensaio rotulados, tampados com algoddo umedecido e levados a estufa
tipo B.O.D a temperatura de 28°C e 80 % de umidade. A mortalidade dos individuos capturados

foi avaliada nos dias 1 (avaliacdo 1), 3 (avaliagéo 2) e 10 (avaliacédo 3).

5.2.7 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica dos dados utilizou-se o software livre R (R, 2019).

Calculou-se a distribuicdo da proporcao de mortalidade mensal dos individuos (adultos,
ninfas e larvas) considerando tratamento, ultima avaliacdo, precipitacdo acumulada,
temperatura e taxa de mortalidade diaria. A partir destes dados foram construidos graficos de
perfil com a propor¢do de mortalidade mensal dos individuos na segunda e terceira avaliacéo.

Foram construidos graficos de dispersdo com curva de tendéncia da taxa de mortalidade
por dia referentes aos individuos, adultos, ninfas e larvas, segundo os dias decorridos entre a
aplicacdo do tratamento e a Gltima avaliacg&o.

Foram obtidos graficos de perfil a partir das informacdes de dados meteorologicos do
site  (http://www.agrariasusp.com.br/agrariasuspOl/estacao.html), contendo precipitacao
acumulada (mm) e temperatura (°C) registradas durante o ano de experimento.

Foi feita a soma absoluta dos resultados de todos as colheitas com porcentagem de vivos
e mortos na primeira, segunda e terceira avaliacao das parcelas tratadas e controle de adultos,
ninfas e larvas respectivamente. Os dados também foram submetidos ao teste exato de Fisher
para adultos e larvas e submetidos ao teste Qui-quadrado de Pearson para ninfas.

As matrizes de dispersdo ndo foram construidas com as somas de todas as colheitas,

estas matrizes correspondem as coletas mensais onde foi possivel obter proporcdo de
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mortalidade, o numero de pontos corresponde ao numero de colheitas nos meses do
experimento.

Utilizou-se um modelo linear generalizado de Poisson com funcdo de ligacao
logaritmica para avaliar o efeito do tratamento, da precipitacdo e da temperatura na quantidade
de individuos mortos.

Foram testados diferentes modelos considerando o tempo percorrido desde a aplicacao
dos tratamentos até a terceira avaliagdo como “offset” e o tratamento como variaveis “dummy”
ou ndo. Assim, quatro modelos foram testados para adultos, ninfas e larvas.

Para avaliar a qualidade do ajuste do modelo utilizou-se o deviance e o critério de
informacdo de Akaike (AIC), e por fim, foi escolhido o melhor levando em consideracao estes

critérios, além dos erros padrdo das estimativas dos coeficientes dos modelos testados.
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5.3 RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo os dados referentes ao total de carrapatos capturados em armadilhas
de CO, nas areas demarcadas para experimento, nas visitas realizadas no periodo de no periodo
de novembro de 2017 a novembro de 2018. Coletou-se um total de 1243 carrapatos em vida
livre, todos do género Amblyomma. Dos carrapatos coletados, 103 eram larvas, seguidas por
1097 ninfas e 43 adultos. Dos adultos coletados, todos foram identificados como Amblyomma

sculptum.

Tabela 1 — NUmero de carrapatos e espécies encontradas em vida livre nas areas demarcadas
para experimento com aplicacdo de fungos entomopatogénicos, no periodo de novembro de
2017 a novembro de 2018.

Espécie de carrapato Larva Ninfa Adultos Total
Amblyomma spp 103 103
Amblyomma sculptum 1097 43 1140

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

A distribuicdo da proporcdo de mortalidade mensal dos individuos (adultos, ninfas e
larvas) considerando tratamento, ultima avaliacdo, precipitagdo acumulada, temperatura e taxa
de mortalidade diaria sdo observados nas tabelas 2, 3 e 4.

Em relacdo aos carrapatos adultos capturados pode se observar que o controle se
manteve sem mortalidade, enquanto que para os tratamentos com B. bassiana e M. anisopliae
os individuos em sua maioria tiveram 100% de mortalidade ao terceiro dia de avaliagdo, com
excecdo do més de abril para o tratamento com B. bassiana que os dois individuos capturados
permaneceram vivos, més que ocorreu declinio na precipitacdo acumulada (mm).

Nos resultados obtidos com as ninfas note-se que no controle teve mortalidade pouco
expressiva no més de junho. No tratamento com B. bassiana nos meses de abril e maio ocorreu
mortalidade de 25,3% e 30,7% respectivamente, enquanto que no més de junho obteve-se uma

mortalidade de 98,3%. Enquanto que no tratamento com M. anisopliae nos meses de abril e
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maio ocorreu mortalidade de 18,7% e 40,5% respectivamente, porém no més de junho o
resultado de mortalidade foi de 92,3%.

Nos resultados das larvas pode se observar que o controle se manteve sem mortalidade.
No tratamento com B. bassiana no més de abril, teve mortalidade de 44,4%, enquanto que para
o0 tratamento com M. anisopliae ocorreu mortalidade de 100% no mesmo més.

Podemos observar que para adultos o maior nimero de captura de carrapatos aconteceu
no més de setembro de 2018, enquanto que para as ninfas ocorreu nos meses de abril, maio e
junho e para as larvas ocorreu do més de maio.

Apesar da precipitagdo acumulada (mm) ser menor nos meses de abril a agosto de 2018,
meses caracterizados como periodos de seca, para adultos e ninfas ocorreu mortalidade de 100%
no més de julho e acima de 92,3% no més de junho respectivamente para os dois fungos
entomopatogénicos, este fato é justificavel pois a umidade relativa pontual anotado nos dias da
aplicacéo dos fungos eram acima de 50%, o que pode ter favorecido a sobrevivéncia e infecgédo

dos fungos nos carrapatos.

Tabela 2 — Resultados da distribuicdo da mortalidade de adultos. Col. corresponde a colheita,
Prec. corresponde a precipitagdo média do més em milimetros, Tem. corresponde a temperatura
média do més em °C. Dias* corresponde ao nimero de dias percorridos entre aplicacdo do
tratamento e terceira avaliacdo, sdo a base para o calculo da taxa de mortalidade diaria

Controle Beauveria Metarhizium

Col. Més Prec. Tem. Dias* N Mortos % Taxa N Mortos % Taxa N Mortos %  Taxa
1 Ouy/17 115 214 38 6 0 00 000 3 3 1000 008 0 - - n
2 Nov/17 141 22,2 42 0 - - - 0 - - - 0 - - -
3 Jan/18 230 231 37 0 - - - 4 4 1000 011 3 3 1000 0,08
4 Fev/18 198 23,1 43 0 - - - 1 1 100,0 0,02 O - -
b Mar/18 144 22,7 45 0 - - - 1 1 100,0 0,02 0O - - -
6 Abr/18 48 21 43 2 0 00 000 2 0 00 000 0 . - -
T Mai/18 41 18,6 47 0 - - - 0 - - - 0 - - -
8 Jun/18 30 17,1 29 0 - - - 1 1 100,0 0,03 0O - - -
9 Ju/18 19 169 72 2 0 00 000 10 10 1000 014 2 2 1000 0,03
10 Ago/18 48 202 50 1 0 00 000 1 1 1000 002 5 5 1000 010
11 SEt,’IS 115 214 25 0 - - - 1 1 1000 0,04 O - - -

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.
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Tabela 3 — Resultados da distribuicdo da mortalidade de ninfas. Col. corresponde a colheita,
Prec. corresponde a precipitacdo média do més em milimetros, Tem. corresponde a temperatura
média do més em °C. Dias* corresponde ao nimero de dias percorridos entre aplicacdo do
tratamento e terceira avaliacdo, sdo a base para o calculo da taxa de mortalidade diaria.

Controle Beauveria Metarhizium

Col. Més Prec. Tem. Dias* N Mortos % Taxa N Mortos % Taxa N Mortos %  Taxa
1 Out/17 115 21,4 38 1 0 0,0 0,00 0 - - - 0 - - -
2 Nov/17 141 222 42 0 - - - 0 - - - 0 - - -
3 Jan/18 230 23,1 37 2 ] 0,0 0,00 0 - - - 0 - - -
4 Fev/18 198 23,1 43 0 - - - 0 - - - 0 - - -
b Mar/18 144 227 45 1 ] 0,0 0,00 0 - - - 0 - - -
[ Abr/18 48 n 43 36 ] 0,0 0,00 146 a7 253 0,86 187 35 18,7 0,81
7 Mai/18 41 186 47 4 0 00 000 101 31 307 066 74 30 40,5 064
8 Jun/18 30 17,1 29 125 11 88 0,38 175 172 08,3 593 233 215 0923 741
9 Jujis 19 169 72 3 0 00 000 O - - -1 1 1000 0,01
10 Ago/18 48 202 50 3 0 00 000 O - - -1 1 1000 0,02
11 Set/18 115 214 25 0 - - - 0 - - - 0 - - -

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Tabela 4 — Resultados da distribuicdo da mortalidade de larvas. Col. corresponde a colheita,
Prec. corresponde a precipitacdo média do més em milimetros, Tem. corresponde a temperatura
média do més em °C. Dias* corresponde ao nimero de dias percorridos entre aplicacdo do
tratamento e terceira avaliacdo, sdo a base para o calculo da taxa de mortalidade diaria

Controle Beauveria Metarhizium

Col. Més Prec. Tem. Dias* N Mortos % Taxa N Mortos % Taxa N Mortos %  Taxa
1 Out /17 115 214 38 0 - - - 0 - - - V] - - -
2 Nov/17 141 22,2 42 0 - - - 0 - - - v] - - -
3 Jan/18 230 231 37 2 0 00 000 1 1 1000 003 3 3 1000 008
4 Fev/18 198 231 43 1 0 00 000 4 4 1000 0,09 1 1 1000 0,02
5 Mar/l8 14 227 45 1 0 00 000 4 4 1000 009 1 1 1000 002
6 Abr/I8 48 21 43 1 0 00 000 18 8 444 019 61 61 1000 142
7 Mai/18 41 18,6 47 i1 0 0,0 0,00 0 - - - ] - - -
& Jun/18 30 17,1 29 0 - - - 0 - - - ] - - -
] Jul/18 19 16,9 72 0 - - - 0 - - ] - - -
10  Ago/18 48 20,2 a0 0 - - 0 - - - ] - - -
11 Set;’lS 115 21,4 25 ] - - - ] - - - 1] - - -

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

A partir dos dados acima foram construidos gréaficos de perfil com a proporcao de
mortalidade mensal de individuos, adultos, ninfas e larvas na segunda e terceira avaliagdo
(Figura 4). Pode se observar que na segunda avaliacdo a mortalidade foi pouco expressiva para
ambos os fungos. No entanto, na terceira avaliacdo hd uma maior mortalidade em todas as fases

do carrapato nas parcelas tratada.
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Figura 4 — Perfil da proporgdo de individuos mortos (adultos, ninfas e larvas) por més na

segunda e terceira avaliacao.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.
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As representacOes graficas dos dados de dispersdo com curva de tendéncia da taxa de

mortalidade por dia referentes aos individuos, adultos, ninfas e larvas, segundo os dias

decorridos entre a aplicacdo do tratamento e a Ultima avaliacdo estdo apresentados na figura 5.
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Pode se observar que os gréaficos de adultos e larvas foram inconclusivos devido ao
numero de carrapatos capturados serem baixos. Isto € justificavel por que se optou por ndo
interromper a rotina do campus, onde os funcionarios ja realizavam uma medida de controle do
Amblyomma sculptum com aplicagdes de carrapaticidas nos cavalos.

Em relagéo as ninfas note-se o pico de mortalidade ao redor de 30 dias decorridos da

aplicacdo dos fungos B. bassiana.e M. anisopliae até a ultima avaliac&o.

Figura 5 —Dispersdo com curva de tendéncia da taxa de mortalidade por dia referentes aos
individuos, adultos, ninfas e larvas, segundo os dias decorridos entre a aplicacdo do tratamento
e a Ultima avaliacéo.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Sao demonstrados na figura 6, graficos de linha construidos a partir das informagdes de
dados meteoroldgicos obtidos do site
(http://lwww.agrariasusp.com.br/agrariasusp0Ol/estacao.html), contendo precipitacdo

acumulada (mm) e temperatura (°C) registradas durante o ano de experimento.
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Figura 6 — Precipitacdo acumulada (mm) e temperatura (°C) registradas durante o ano de
experimento.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Foi feita a soma absoluta dos resultados de todos as colheitas com porcentagem de vivos
e mortos na primeira, segunda e terceira avaliacdo das parcelas tratadas e controle de adultos,
ninfas e larvas respectivamente. Os dados também foram submetidos ao teste exato de Fisher
para adultos e larvas e submetidos ao teste Qui-quadrado de Pearson para ninfas (Tabelas 5, 6
e’).

Ao comparar os tratamentos B. bassiana e M. anisopliae foi observada diferenca entre
eles de aproximadamente de 9% para mortalidade de adultos segundo teste exato de Fisher.
Para ninfas segundo teste y2 de Pearson ndo houve diferen¢a no percentual de mortalidade para
ambos os fungos. No entanto, para larvas foi notado que houve diferenca de mortalidade para
B. bassiana e M. anisopliae com valores de 63,0% e 100% respectivamente segundo teste exato
de Fisher.

Para o controle note-se que a maxima expressao de mortalidade foi de 6,1% para ninfas.

Note-se que para 0s tratamentos com os fungos entomopatogénicos o fungo M. anisoplie
evidenciou-se ser mais eficaz para adultos e larvas.
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Tabela 5 — Distribuicdo da porcentagem de mortalidade de parcelas tratadas e controle de
adultos na primeira, segunda e terceira avaliacdo.

Parcela Mortos * Resumo total

1A 28 A 3% A Mortos (%) Vivos (%) Coletados Valor p **
Controle 0 0 0 0(0,0) 11 (100,0) 11
Beauveria 0 0 22 22(91,7) 2 (83) 24 1,000
Metarhizium 0 0 10 10 (100,0) 0 (0,0) 10
Total 0 0 32 32(71,1) 13 (28,9) 45

* NUmero de mortos na primeira (1a A.), segunda (2aA.) e terceira (3a A.) avaliacao.
** Teste exato de Fisher.

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Tabela 6 — Distribuicdo da porcentagem de mortalidade de parcelas tratadas e controle de
ninfas na primeira, segunda e terceira avaliacao.

Parcela Mortos * Resumo total

12A. 22 A 3% A Mortos (%) Vivos (%) Coletados Valor p **
Controle 0 0 11 11(61) 168 (93,0) 179
Beauveria 0 0 240 240 (56,9) 182 (43,1) 422 0,096
Metarhizium 0 0 982 282 (56,0) 214 (43,1) 496
Total 0 0 533 533 (48,6) 564 (51,4) 1007

* NUmeros de mortos na primeira (1a A.), segunda (2aA.) e terceira (3a A.) avaliacao.
** Teste Qui-quadrado de Pearson.

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Tabela 7 — Distribuicdo da porcentagem de mortalidade de parcelas tratadas e controle de
larvas na primeira, segunda e terceira avaliacdo.

Parcela Mortos * Resumo total

1A 22 A 3% A Mortos (%) Vivos (%) Coletados Valor p **
Controle 0 0 0 0 (0,0) 10 (100,0) 10
Beauveria 0 1 16 17 (63,0) 10 (37,0) 27 < 0,001
Metarhizium 0 23 43 66 (100,0) 0 (0,0) 66
Total 0 24 59 83 (80,6) 20 (19,4) 103

+ NUmeros de mortos na primeira (1a A.), segunda (2aA.) e terceira (3a A.) avaliacgéo.
** Teste exato de Fisher.

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.
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A partir das informacGes acima, foram construidas matrizes com gréficos de dispersdo
e coeficientes de correlacdo da proporcéo de adultos, ninfas e larvas mortos por influencia da
precipitacao e temperatura (Figura 7, 8 € 9).

Segundo o painel inferior das matrizes de dispersao observa-se para todas as etapas dos
carrapatos (adultos, ninfas e larvas) uma associacdo linear positiva entre a proporcdo de
individuos mortos com a precipitacdo e a temperatura, principalmente para os tratados com o

fungo.

Figura 7 — Matriz com graficos de dispersdo e coeficientes de correlagdo da proporgdo de
adultos mortos por precipitagdo e temperatura.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.
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Figura 8 — Matriz com graficos de dispersdo e coeficientes de correlagdo da proporgao de ninfas
mortas por precipitacdo e temperatura.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Figura 9 — Matriz com graficos de dispersao e coeficientes de correlagdo da proporgao de larvas
mortas por precipitacdo e temperatura.
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Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.
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A seguir sdo demonstrados o modelo linear generalizado de Poisson com funcgéo de
ligacdo logaritmica para avaliar o efeito do tratamento, da precipitacdo e da temperatura na
quantidade de individuos mortos.

Quatro modelos foram testados para adultos, ninfas e larvas, considerando o tempo
percorrido desde a aplicagdo dos tratamentos até a terceira avaliagdo como “offset” e o
tratamento como variaveis “dummy” ou nao.

Uma medida para avaliar a qualidade do ajuste é o deviance, quanto menor o valor,
melhor o ajuste. O critério AIC também é frequentemente usado, sendo o melhor modelo aquele
com menor AIC. Os resultados apresentados nas tabelas 8, 9 e 10, correspondem aos melhores
ajustes, levando em consideracdo o deviance, o AIC e os erros padrdo das estimativas dos
parametros do modelo.

O melhor modelo para adultos (tabela 8) considerou a variavel tratamento de forma
global e com offset, ou seja, levou em conta o tempo de aplicacdo do tratamento. Segundo o
ajuste, apenas tratamento (p = 0,034) e temperatura (p = 0,013) mostraram efeito significativo
quanto ao nimero esperado de adultos mortos.

O melhor modelo para as ninfas (tabela 9) ndo inclui o offset, mas ao contrario dos
adultos, o tratamento foi considerado como variavel “dummy” e, tendo como referéncia o
controle, houve significancia tanto para B. bassiana (p < 0,001) como para 0 M. anisopliae (p
<0,001). Além disso, a precipitacdo (p < 0,001) e a interacdo da precipitacdo com a temperatura
(p < 0,001) também foram significativas no que diz respeito ao numero esperado de ninfas
mortas na terceira avaliacéo.

Por fim, em relacgdo as larvas (tabela 10), o melhor ajuste foi sem “offset” e considerando
o tratamento de forma global. Neste caso, com exce¢do do intercepto, todas as variaveis no
modelo foram igualmente significativas no efeito esperado de larvas mortas até o final da

terceira avaliacdo (p < 0,001). O valor de p para o intercepto foi (p < 0,007).

Tabela 8 — Ajuste do modelo Poisson ao nimero de adultos mortos até a terceira avaliacéo

Parimetros Estimativa Erro padric Valor p
Intercepto 4,221 3,158 0,181
Tratamento 0,487 0,229 0,034
Precipitacio 0,102 0,108 0,345
Temperatura -0,472 0,191 0,013
Precipita.: Tempera. 0,005 0,004 0,277

Deviance: 65,888, AIC: 105,39

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.
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Tabela 9 — Ajuste do modelo Poisson ao nimero de ninfas mortas até a terceira avaliagdo

Parimetros Estimativa Erro padrio Valor p
Intercepto -5,601 1,947 0,004

Tratam. (Beauveria) 3,083 0,308 < 0,001
Tratam. (Metarhizium) 3,244 0,307 < 0,001
Precipitacio 0,703 0,051 < 0,001
Temperatura 0,207 0,112 0,064

Precipita.: Tempera. -0,034 0,003 < 0,001

Deviance: 525,93. AIC 581,75

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Tabela 10 — Ajuste do modelo Poisson ao nimero de larvas mortas até a terceira avaliacdo

Parimetros Estimativa FErro padriao Valor p
Intercepto -23,199 8,654 0,007

Tratamento 1,701 0,235 < 0,001
Precipitacio 1,789 0,374 < 0,001
Temperatura 1,602 0,414 < 0,001
Precipita.: Tempera. 0,074 0,004 < 0,001

Deviance: 40,316. AIC: 75,729

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

5.3.1 ANIMAIS ENCONTRADOS NA PROPRIEDADE

Os animais domésticos presentes na area de experimento incluiam gatos e equinos. A
fauna silvestre era representada pelas capivaras, teius, tatus e por diversas espécies aviarias.

Observou-se que os equinos estavam infestados por A. sculptum (Figura 10 A e B),
porém nos foi informado que estes animais estavam sendo tratados com carrapaticida, no
periodo de abril a julho com banhos semanais, optou-se por ndo interromper a rotina do local.

Nos demais animais ndo se fez investigagdo quanto a infestacdo por carrapatos.
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Figura 10 — Equinos infestados por Amblyomma sculptum, A e B — Campus Pirassununga - SP

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Determinacéo de locais para aplicacdo de fungos entomopatogénicos e monitoramento
com captura de carrapatos.

Apos investigacdo de infestacOes através de armadilhas atrativas, foram selecionados
trés piquetes de 10.000 metros quadrados (que correspondia um para cada parcela de tratamento
e controle).

O piquete separado para aplicacdo do fungo B. bassiana foi separado dos demais por
cerca de arame farpado, cérrego de dgua e por aproximadamente trés metros de terra.

Os piquetes separados para aplicacdo do fungo M. anisopliae e controle foram separados
entre si por uma cerca de arame farpado.

Optou-se por distribuir as armadilhas com aproximadamente quatro metros de distancia
das laterais das cercas em todos os piquetes. As 18 armadilhas foram separadas em trés fileiras
contendo 6 armadilhas e a distancia de cada uma delas entre si foi de dez metros cada. A

avaliacdo foi feita com coletas mensais ao longo de todo experimento.

5.3.2 PASTAGENS E ANIMAIS

Os equinos ja vinham sendo tratados com carrapaticida semanalmente, os pastos eram
altos (figura 11, A e B) e ndo foi indicado rogamento porque 0s mesmos eram usados como

fonte de alimentagao para 0s equinos.
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Figura 11 — Piquetes com pasto alto, usados como alimentagdo para os equinos, A e B —
Campus Pirassununga - SP

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Nas visitas de monitoramento foi observado que as capivaras acessavam 0s piquetes,

estando frequentemente em contato com os equinos (figura 12 A, B e C).

Figura 12 — Caminho aberto na cerca por capivaras, A; presenca de fezes de capivaras dentro
dos piquetes, A e B.— Campus Pirassununga - SP

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Foi indicado instalacdo de certa elétrica em torno dos piquetes para impossibilitar o
contato das capivaras com 0s equinos com a intencdo de mitigar a propagacao de carrapatos,

porém até o término do trabalho a cerca ndo tinha sido instalada.
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Ao longo do experimento nos deparamos com algumas dificuldades como: predadores
gue por vezes se alimentavam com o0s carrapatos que estavam nas armadilhas (Figura 13 A e
B) e também o0s equinos jovens que brincavam com as armadilhas, rasgando os panos e
mordendo o recipiente onde era colocado o gelo seco e assim espalhando 0 mesmo (figura 14
Ae B).

Figura 13 — Predadores se alimentando de carrapatos nas armadilhas, A e B — Campus
Pirassununga — SP.

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Figura 14 — Equinos jovens brincando com as armadilhas — Campus Pirassununga — SP.

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

No piquete que foi separado para aplicacdo do fungo B. bassiana ficavam as fémeas

prenhes ou que tinham acabado de dar cria (Figura 15 A, B e C), as mesmas nao recebiam
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tratamentos com carrapaticida devido as suas condigdes fisicas (conforme foi informado por
funcionarios).

Apesar disso, foi observado através dos dados total de captura dos individuos (adultos,
ninfas e larvas) que o maior nimero de individuos capturados foi no piquete separado para

tratamento com o fungo M. anisopliae.

Figura 15 — Eguas prenhes e ou paridas, A, B e C — Campus Pirassununga — SP.

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Quanto a fauna silvestre (Figura 16 A, B e C) e os inimigos naturais (Figura 17 A e B),
mesmo apoOs varias aplicacbes com os fungos entomopatogénicos, demonstraram-se
preservados sem qualquer tipo de inibi¢&o de reproducéo.
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Figura 16 — Aberturas de tatus, 6 meses aproximadamente apds ser feita a aplicacdo dos fungos
entomopatdgenicos, piquete area B. bassiana, A; piquete area controle, B; piquete area M.
anisopliae, C — Campus Pirassununga — SP.

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Figura 17 — Formacdo de formigueiros, 6 meses aproximadamente apos ser feita a aplicacdo
dos fungos entomopat6genicos, nas areas B. bassiana, A e area M. anisopliae, B — Campus
Pirassununga — SP

Fonte: ARAUJO, S. B., 2019.

Apbs aproximadamente trinta dias da aplicacdo do tratamento com os fungos

entomopatogénicos a campo, em uma das colheitas foi recuperado ninfas de Amblyomma
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sculptum que foram levadas para laboratério para avaliagdo in vitro, e ao findar o décimo dia
de avaliacdo as mesmas se encontravam mortas e totalmente colonizadas com os fungos B.
bassiana (Figura 18) e M. anisopliae (Figura 19). Devido ajuste de iluminacdo do microscépio
utilizado para realizagéo da foto com a ninfa colonizada com o fungo M. anisopliae, a mesma

aparece um pouco esbranquicada, porém sua cor original era verde.

Figura 18 — Ninfa recuperada do Campus Pirassununga — SP, observada ap6s o décimo dia de
avaliacdo in vitro, morta e colonizada com o fungo B. bassiana.

Fonte: SIQUEIRA, M. A., 2019.

Figura 19 — Ninfa recuperada do Campus Pirassununga — SP, observada ap6s o décimo dia de
avaliacdo, in vitro, morta e colonizada com o fungo M. anisopliae.

Fonte: SIQUEIRA, M. A., 2019.
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5.4 DISCUSSAO

A espécie predominante capturada nas colheitas no campus de Pirassununga, USP-SP
foi a espécie Amblyomma sculptum, tais resultados corroboram com o que foi apresentado por
Martins et al., (2016), os autores descreveram que no Brasil, a espécie Amblyomma sculptum é
a mais frequentemente encontrada nas regides Sudeste, Centro-Oeste, parte das regides Sul e
Nordeste.

Optou-se por ndo interromper a rotina do Campus, os funcionarios ja estavam adotando
a estratégia de banhos nos equinos de abril a julho proposta por LABRUNA et al., (2004), com
excecdo das éguas prenhes ou paridas que, em razdo de suas condicdes fisicas, ndo recebiam
tratamento com carrapaticidas quimicos. O piquete destinado a estas éguas foi justamente
aquele alocado para o tratamento com o fungo B. bassiana.

A espécie A. sculptum tem como hospedeiros primarios a anta, o cavalo, a capivara e 0s
suinos (OSAVA et al., 2016), no entanto, em sua forma imatura, pode parasitar grande
variedades de hospedeiros selvagens e domésticos (LABRUNA et al., 2005; RAMOS et al.,
2016; SZABO et al., 2001).

LABRUNA et al. (2004) demonstraram que mesmo quando o controle de carrapatos é
obtido com banhos estratégicos nos equinos de forma intensiva, condi¢Ges favoraveis ao
desenvolvimento dos carrapatos permitem sua perpetuacao no ambiente, parte desta populagédo
poderia ser mantida alimentando-se em algumas espécies de animais silvestres, possibilitando
0 seu desenvolvimento, podendo assim nunca ser extinta da area.

Neste trabalho ndo foi possivel adotar a medida de manejo de rogamento nos piquetes,
pois 0s pastos serviam como alimentagéo para os equinos. Observou-se que as capivaras tinham
acesso aos piquetes e contato direto com o0s equinos, isto corrobora com o que foi descrito pelos
autores e € possivel entender que a populacao de capivaras era responsavel pela manutencao
dos parasitos.

O controle microbiano pode ser usado como medida estratégica para controle de pragas
por possuir fatores favoraveis como: alta patogenicidade apresentada por alguns
microrganismos, nao causam toxicidade aos mamiferos, diminuicdo de aparecimento de
resisténcia, capacidade de multiplicagdo e dispersdo no ambiente (ALVES, 1998;
PERINOTTO, 2010). No entanto, é de grande importancia que haja um banco de isolados

conservados adequadamente e com variabilidade genética comprovada.
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Os isolados da Cole¢do de Microrganismos Entomopatogénicos “Oldemar Cardim
Abreu” do Laboratorio de Controle Bioldgico do Instituto Bioldgico ja foram comprovados
frente a diversas pragas de interesse agricola e veterinario quanto a variabilidade genética,
viruléncia e patogenicidade (ALMEIDA etal., 1997; TAMAI et al., 2002; BARCI et al., 2009).

O isolado utilizado no presente estudo do fungo B. bassiana (IBCB 66) ja foi testado
em testes in vitro contra larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus por Barci et al., (2009),
0s autores demonstraram que esta cepa apresenta maior potencial para utilizacdo a campo, tendo
em vista o controle de R. (B.) microplus, tendo ainda caracteristica de uma melhor producéo
massal.

Quanto ao isolado de M. anisopliae (IBCB 425) utilizado neste trabalho, esta mesma
cepa ja foi utilizada em testes in vitro pelos autores Garcia et al., (2018) contra Amblyomma
parvum, em suspenséo de 1,0 x 10° conidios/ml, obtendo-se 100% de mortalidade no 11° dia
pos tratamento. Também se demonstrou mortalidade de 90% no 4° dia ap6s infeccéo.

Em relagéo ao melhor dia de avaliagdo de mortalidade in vitro dos carrapatos capturados
do campo apds aplicacdo de tratamento com os fungos entomopatogénicos, este trabalho
apontou o décimo dia de avaliacdo com os melhores resultados. Apesar deste trabalho pesquisar
a aplicacdo dos fungos entomopatogénicos no campo e o dos autores acima efetuar o tratamento
nos carrapatos in vitro, eles também obtiveram resultados parecidos no 11° dia de avaliagdo pos
tratamento. Verificou-se, portanto, que os modelos utilizados resultam numa exposicdo
diferente do parasito aos agentes de controle biologico. Garcia et al., (2018), e muitos outros
autores previamente citados que executaram modelos in vitro optaram pela imersdo dos
carrapatos em suspensdes de conidios, ao passo que nos estudos de campo, os conidios estdo
dispersos pela pastagem, dependendo da movimentagdo do parasito pela area para exercer seu
efeito patogénico, além de estar sujeito as variacdes climaticas.

Em que pese a diferenca dos presentes resultados em relacdo aqueles divulgados pelos
autores Garcia et al., (2018), que obtiveram 90% de mortalidade no 4° dia apés infeccdo em seu
estudo in vitro, verificamos que, sob condi¢des de campo, houve mortalidade pouca expressiva
no terceiro dia de avaliacdo, sugerindo fortemente que a segunda avaliacdo ndo é necessaria
para fins de estudo da eficacia de fungos entomopatogénicos em experimentos de campo,
minimizando desta forma as horas de trabalho necessarias para execucdo da pesquisa.

O controle biolégico em condi¢des laboratoriais usando os fungos entomopatogénicos
B. bassiana e M. anisopliae utilizando o género Amblyomma tem apresentado resultados
satisfatorios, demonstrando patogenicidade para varias espécies de carrapatos, como
Amblyomma cooperi (REIS et al., 2003), Amblyomma cajennense (REIS et al., 2004; LOPES
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et al., 2007), Amblyomma parvum (GARCIA et al., 2018) e Amblyomma variegatum
(MARANGA et al., 2005)

No entanto, ndo ha registros na literatura de trabalhos similares a presente pesquisa que
avaliou a eficécia dos fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae contra o género
Amblyomma sob condic¢Ges de campo

Trabalhos de controle bioldgico em condigdes de canteiro e pastagem utilizando o fungo
entomopatogénicos M. anisopliae contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus tem se
encontrado na literatura, porém, estes apresentam algumas divergéncias.

Bittencourt et al., (2003) testaram formulagdes contendo 107 e 10° conidios/ml do fungo
M. anisopliae, cepa ESALQ 959, contra larvas de 15 dias de idade de Rhipicephalus (B.)
microplus, num modelo que utilizava canteiros de Brachiaria decumbens medindo 1m?. Cada
canteiro foi infestado artificialmente com 10.000 larvas, recebendo o tratamento
correspondente no volume de 60 ml. Os autores obtiveram agéo reduzida de controle, com
percentuais de eficacia total da ordem de 37,84 e 53,78 ao fim da terceira repeticéo,
respectivamente.

Em um modelo similar com canteiros, Basso et al., (2005) conseguiram alcancar uma
reducdo de 87% a 94% na populacéo de larvas de Rhipicephalus (B.) microplus utilizando uma
suspenséo da cepa E9 de M. anisopliae contendo 1,8x108 conidios/ml aplicada num volume de
200ml/m?,

Com relacdo aos autores que trabalharam com o modelo de canteiros, nota-se que
Bittencourt et al., (2003) utilizaram uma dose inferior aquela estudada por Basso et al., (2005).
Tal fato poderia justificar os resultados de diferenca de eficacia dos trabalhos

Garcia (2008) avaliou a aplicagdo de M. anisopliae no campo contra R. (B.) microplus,
em dosagens no intervalo de 1,06 a 1,47 x 10° conidios por m?, concluindo que o tratamento
ndo resultou na reducdo do nuamero de larvas infectantes na pastagem e nem do numero de
fémeas ingurgitadas sobre os bovinos.

No presente trabalho, optou-se por explorar o conhecimento agronémico consolidado,
utilizando a dosagem de 2x10*2 conidios por hectare para os fungos B. bassiana e M. anisopliae
contra A. sculptum. Foi observado nas contagens totais de individuos porcentagens para fungos
B. bassiana na ordem, 91,7%, 56,9% e 63,0% de mortalidade para adultos, ninfas e larvas
respectivamente.

A porcentagem para o fungo M. anisopliae foi na ordem de 100%, 56,9% e 100% de

mortalidade para adultos, ninfas e larvas respectivamente.



151

Maranga et al., (2005) realizaram estudo in vitro contra ninfas e adultos de Amblyomma
variegatum, com fungos M. anisopliae e B. bassiana, utilizando formulacdo oleosa,
demonstrando melhor desempenho em todos 0s ensaios, com maior mortalidade de carrapatos
de 92% ocorrendo durante a estagdo chuvosa na concentragio de conidios de 10%° conidios / ml
dos fungos mistos comparados a 49% para a formulacéo aquosa em concentra¢des semelhantes
de conidios. No entanto, na mesma concentracdo de conidios durante a estacdo seca, as
mortalidades no campo foram relativamente baixas, com a mistura dos fungos registrando 24%
e 17% de mortalidade de carrapatos para a formulacao de 6leo e agua, respectivamente.

Durante a estacdo chuvosa e seca resultados similares aos descrito por Maranga et al.,
(2005), foram obtidos no presente trabalho. Para adultos, ninfas e larvas capturados pés
tratamento com os fungos B. bassiana e M. anisopliae em periodos de maior precipitacdo
acumulada (mm) ocorreu mortalidade acima de 90% para ambos os fungos.

No entanto, em periodos de menor precipitacdo acumulada (mm), caracterizados como
estacdo seca nos meses de abril e maio para ninfas capturadas apds tratamento com o fungos B.
bassiana ocorreu mortalidade de 25,3% e 30,7% respectivamente. Enquanto que para as que
foram tratadas com o fungo M. anisopliae esta porcentagem foi de 18,7% e 40,5% para 0s
meses respectivos. Em relagédo as larvas, no més de abril o valor foi de 44,4% de mortalidade
para o fungo B. bassiana.

Outro fator que ocorreu neste trabalho foi que, apesar da precipitacdo acumulada (mm)
ser menor nos meses de abril a agosto de 2018, meses caracterizados como periodos de seca,
para adultos e ninfas ocorreu mortalidade de 100% no més de julho e acima de 92,3% no més
de junho respectivamente para os dois fungos entomopatogénicos, no entanto, a anotagéo da
umidade relativa pontual no dia da aplicagdo dos fungos nestes meses foram acima de 50%.
Tais resultados corroboram com o que foi descrito por Fernandes e Bittencourt (2008) que
relataram que a infeccdo de carrapatos por fungos € beneficiada por condicdes de alta umidade
e pouca incidéncia de raios ultravioletas.

Estes resultados podem ser um indicativo claro de que a umidade é um fator importante
para eficacia de fungos entomopatogénicos em pesquisas a campo.

No presente estudo foram testados diferentes modelos estatisticos para analise dos
dados, a fim de se encontrar aquele que proporcionasse melhor ajuste, suportando as conclusfes
ora apresentadas. Observe-se que 0s estudos a campo apresentam maior nimero de variaveis
gue ndo podem ser controladas pelo pesquisador.

Neste sentido, Normando et al., (2010) afirmam que a analise estatistica dos resultados

obtidos em um determinado estudo é uma ferramenta importantissima na validacdo desses
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dados, assim como para a adequada extrapolacdo dos resultados obtidos para a populagdo
estudada, um equivoco poderia levar o pesquisador a conclusdes finais inadequadas.

Em decorréncia dos resultados apresentados no presente trabalho, os isolados dos
fungos entomopatogénciso B. bassiana (IBCB 66) e M. anisopliae (IBCB 425) demonstraram
ter grande importancia no controle de A. sculptum, pois 0s mesmos promoveram efeitos
deletérios com reducdo da taxa de crescimento populacional em todas as fases de
desenvolvimento dos carrapatos a campo.

Tais achados, também evidencia a possibilidade de em breve ser reproduzido em

programas estratégicos de controle contra outras espécies de ixodideos
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5.5 CONCLUSOES

Os isolados utilizados no presente estudo dos fungos B. bassiana (IBCB 66) e M.
anisopliae (IBCB 425) confirmaram ter potencial patogénico para utilizagdo a campo.

A formulacdo aquosa com emulsificante alimenticio para ambos os fungos,
demonstraram mais praticidade e eficiencia para aplicacdo no campo.

O melhor dia de avaliacdo de mortalidade in vitro dos carrapatos capturados do campo
apos aplicacdo de tratamento foi o décimo, evidenciando os melhores resultados.

A dosagem de 2x10* conidios por hectare para os fungos B. bassiana e M. anisopliae
contra Amblyomma sculptum se demonstrou eficaz para o controle deste ectoparasito a campo.

As porcentagens das contagens totais de individuos para fungos B. bassiana foi na
ordem de, 91,7%, 56,9% e 63,0% de mortalidade para adultos, ninfas e larvas respectivamente.
Enquanto que para o fungo M. anisopliae foi na ordem de 100%, 56,9% e 100% de mortalidade
para adultos, ninfas e larvas respectivamente.

Em relac&o as ninfas o pico de mortalidade ocorreu ao redor de 30 dias decorridos da
aplicacdo dos fungos B. bassiana.e M. anisopliae até a ultima avaliagdo

A aplicacdo dos fungos entomopatogénicos a campo sdo favorecidos quando estas

ocorrem com humidade relativa acima de 50%
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CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foram avaliados trés diferentes cenrios rurais. No primeiro, a
Fazenda da Ponte, em Itu - SP, temos uma unidade onde ja ndo ocorre a producdo pecuéria
propriamente dita, sendo os animais mantidos com finalidade de lazer. No segundo caso, a
fazenda Mato Dentro, Campinas — SP, a propriedade se volta para a pesquisa agropecuaria, mas
ali ja ndo se exploram as espécies domesticas, sendo a populacdo de Amblyomma mantida
exclusivamente pelas capivaras e, por fim, no Campus Fernando Costa temos uma unidade de
ensino e pesquisa onde sdo exploradas todas as espécies domésticas e, a0 mesmo tempo
conservam-se importantes parcelas de mata nativa.

E importante ressaltar que os trés diferentes cenarios guardam um elemento comum,
qual seja a presenca de grupos de capivaras, apresentando problematica comum entre eles, as
infestacBes pelo Amblyomma sculptum que causam incdémodos aos seres humanos.

Foi possivel comprovar no presente trabalho que se pode alcancar um grau de infestacdo
toleravel somente com medidas de manejo.

Por outro lado, os trabalhos com fungos entomopatogénicos evidenciam sua eficacia
como agente de controle bioldgico de Amblyomma subsidiando sua adog¢do em programas de
controle numa escala aumentada.

A partir dos resultados ora apresentados € possivel propor um calendario de acordo com
os diferentes desafios impostos pelo parasito.

Evidenciou-se que nos meses de seca a mortalidade dos individuos apds aplica¢do dos
fungos entomopatogénicos € menor.

Porém mesmo a precipitacdo acumulada (mm) sendo mais baixa, obteve-se resultados
eficazes quando a umidade relativa registrada no local do experimento era maior do que 50%.
A principio, com umidade relativa menor que 50%, ndo seria recomendavel fazer aplicacdo dos
fungos entomopatogénicos a campo, porque sua eficacia seria reduzida.

Entretanto, a aplicacdo dos fungos entomopatogénicos na estacdo seca pode ser
justificavel em situacdes de alta infestacao e riscos a satde publica.

Neste caso, sugere-se fazer as aplicagcdes dos fungos entomopatogénicos a cada 30 dias
durante o ano todo, porém o efeito letal € mais pronunciado quando se leva em consideragdo a
umidade relativa do ar do local a ser tratado.

Em situacdes em que as populacdes estiverem controladas, sugere-se que a aplicacdo

dos fungos entomopatogénicos seja feita em estacdo chuvosa, que corresponde aos meses de
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setembro a janeiro, periodo caracterizado pela presenca de individuos adultos. A eliminagédo
dos adultos mitiga as infestacGes de larvas e, consequentemente, de ninfas.

Cada adulto morto representa uma reducdo de aproximadamente cinco mil larvas no
campo.

Esses achados complementam as medidas propostas por Labruna et al (2004) com
banhos nos equinos de abril a julho e rogamento para modificar o microclima dos carrapatos.
Note-se que o0 rocamento ndo se aplica em areas de pastagens que serve de alimento para 0s

animais.



