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RESUMO

Métodos alternativos de controle do carrapato bovino tém sido fundamentais devido a alta
ocorréncia de cepas resistentes aos acaricidas convencionais. Fungos micelianos e plantas tém
sido utilizados para o controle desse ectoparasito, contudo pouco se conhece sobre a eficacia
dos fungos presentes no trato digestério bovino e da planta Myracrodruon urundeuva no controle
do carrapato bovino. Neste estudo, o objetivo foi avaliar a eficacia de extratos de quatro espécies
de fungos provenientes do trato digestério de bovinos e de folhas de M. urundeuva sobre larvas
e teledginas de Rhipicephalus microplus. Inicialmente foi avaliada a sensibilidade de duas cepas
de R. microplus provenientes do Norte de Minas Gerais aos principais acaricidas quimicos
utilizados nas propriedades: amitraz, cipermetrina, deltametrina, supona e associacdo de
cipermetrina, clorpirifés e citronelal. Em um primeiro estudo foram avaliados os efeitos dos
acaricidas quimicos e de extratos dos fungos micelianos Trichoderma longibrachiatum (isolado
VN20) e Asperygillus terreus (isolado VN15) sobre a cepa Xangrila de R. microplus e de extratos
dos fungos leveduriformes Rhodotorula mucilaginosa (isolados V10S e V16S) e Pichia
kudriavzevii (isolados V61 e V62) sobre a cepa ICAMG de R. microplus. Os extratos dos fungos
foram obtidos a partir de isolados do trato digestério de bovinos da raga Nelore. Foram realizados
biocarrapaticidograma e teste de pacote de larvas (TPL). Para a cepa Xangrila, os acaricidas a
base de cipermetrina, deltametrina e a associagdo comercial apresentaram baixa eficacia,
sugerindo resisténcia da cepa a esses acaricidas. Ambos os isolados fungicos testados para esta
cepa apresentaram baixa eficacia sobre o controle da atividade reprodutiva das teledginas e
sobre a mortalidade de larvas. Para a cepa ICAMG, foram testados amitraz, supona e a
associagao cipermetrina, clorpirifés e citronelal, e todos apresentaram baixa eficacia, indicando
inicio de resisténcia da cepa a esses acaricidas. Todos os extratos das leveduras testados para
esta cepa ocasionaram baixa eficacia sobre teledginas e mortalidade de larvas. Contudo, o
isolado V16S de R. mucilaginosa demonstrou 35% de eficiéncia na redugdo da atividade
reprodutiva das teledginas. Em outro estudo avaliou-se a eficacia de extratos de folhas da planta
M. urundeuva sobre uma cepa ICAMG de R. microplus. Foram avaliados extratos aquoso (EA) e
etandlico (EE) de folhas da planta pelo biocarrapaticidograma e pelo TPL. O EE a 75 e 100 mg
mL-" reduziu a capacidade de postura, o que ndo ocorreu para o EA. Ndo houve redugéo da
eclodibilidade para ambos os extratos avaliados. O EE apresentou eficacia acaricida em
teledginas de 14,93 a 40,79%. EA e EE apresentaram 82,89 e 91,21% de efeito larvicida,
respectivamente, e a CL90 foi estimada em 226,1 mg mL™" para o EA e 159,3 mg mL"" para o
EE. Os extratos das folhas de M. urundeuva apresentaram elevada eficacia principalmente para
o estagio larval, destacando-se como potencial acaricida para R. microplus. Estudos futuros
devem ser realizados para avaliar outras concentragdes, apresentacgdes, veiculos e diluentes de
extratos de R. mucilaginosa (isolado V16S) e de folhas de M. urundeuva e seus possiveis efeitos,

assim como eficacia in vivo desses extratos no controle alternativo de R. microplus.

Palavras-chave: carrapato bovino; resisténcia parasitaria; controle bioldgico; fungos do trato

digestorio; Myracrodruon urundeuva.



ABSTRACT

Alternative controlling methods for bovine ticks have been essential due to the high occurrence
of strains resistant to conventional acaricides. Mycelial fungi and plants have been used to control
this ectoparasite, but little is known about the effectiveness of bovine digestive tract fungi and the
plant Myracrodruon urundeuva in controlling the bovine tick. In this study, the aim was to evaluate
the effectiveness of fungal extracts of four fungi especies from digestive tract of bovines and M.
urundeuva leaves against larvae and engorged felmales of Rhipicephalus microplus. Initially, the
susceptibility of two strains of R. microplus from the north of Minas Gerais to the main chemical
acaricides used in the properties was evaluated: amitraz, cypermethrin, deltamethrin, supone and
association of cypermethrin, chlorpyrifos and citronellal. In a first study, the effects of chemical
acaricides and extracts of the mycelial fungi Trichoderma longibrachiatum (isolated VN20) and
Aspergillus terreus (isolated VN15) on the Xangrila strain of R. microplus and extracts of the
yeasts Rhodotorula mucilaginosa (isolated V10S and V16S) and Pichia kudriavzevii (isolated V61
and V62) on the ICAMG strain of R. microplus were evaluated. The extracts were obtained from
fungi isolated from the digestive tract of Nellore cattle. Adult immersion test (AIT) and larvae pack
test (TPL) were performed. For the Xangrila strain, the acaricides based on cypermethrin,
deltamethrin and cypermethrin association, chlorpyrifos and citronellal showed low efficacy,
suggesting strain’s resistance to these acaricides. Both fungal isolates tested for this strain
showed low efficacy in controlling the reproductive activity of engorged females and on larval
mortality. For the ICAMG strain, amitraz, supone and cypermethrin association, chlorpyrifos and
citronellal were tested, and all showed low efficacy, indicating the beginning of strain's resistance
to these acaricides. All yeast extracts tested for this strain performed low efficacy on engorged
females and larval mortality. However, the isolated V16S from R. mucilaginosa showed 35%
efficiency in reducing the reproductive activity of engorged females. In another study, the efficacy
of M. urundeuva leaf extracts on an ICAMG strain of R. microplus was evaluated. Aqueous extract
(EA) and ethanolic extract (EE) of the leaves of the plant were evaluated by AIT and TPL. The EE
at 75 and 100 mg mL™" reduced posture capacity, which did not occur for EA. There was no
reduction in hatchability for both evaluated extracts. The EE showed acaricidal efficacy in
engorged females from 14.93 to 40.79%. The EA and EE performed 82.89 and 91.21% larvicidal
effect, respectively, and the LC90 was estimated at 226.1 mg mL"" for EA and 159.3 mg mL"" for
EE. M. urundeuva leaf extracts high efficiency mainly for the larval stage, standing out as potential
acaricide for R. microplus. Future studies should be carried out to evaluate other concentrations,
presentations, vehicles and diluents R. mucilaginosa extracts (isolated V16S) and M. urundeuva
leaves and their possible effects, as well as the in vivo efficacy of these extracts in the alternative

control of R. microplus.

Keywords: bovine tick; acaricide resistance; biological control; digestive tract fungi;

Myracrodruon urundeuva.
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1 INTRODUGAO

A pecuaria leiteira tem grande importancia econémica e social no Brasil e no mundo,
contudo a producdo satisfatéria e lucratividade dos produtores depende cada vez mais da
eficiéncia produtiva e econémica das propriedades. Fatores relacionados a saiude dos animais
interferem nesses resultados, tendo em vista a perda de produtividade, gastos com
medicamentos e perdas por descarte do leite (GRISI et al., 2014).

O carrapato Rhipicephalus microplus (CANESTRINI, 1887) (ACARI: IXODIDAE)
corresponde a um dos parasitos de maior importancia para a pecuaria leiteira no mundo
(ANDREOTTI et al., 2019). Além dos efeitos diretos do parasitismo, pode inocular Anaplasma
marginale, Babesia bigemina ou Babesia bovis, agentes das tristezas parasitarias bovina e pode
favorecer a ocorréncia de miiases (FURLONG et al., 2005).

Praticas indiscriminadas de controle do carrapato adotadas por muitos produtores tém
favorecido a selegdo de cepas multirresistentes aos principais acaricidas quimicos disponiveis
(FURLONG; MARTINS, 2000; DZEMO et al., 2022). Além disso, a preocupagdo com seguranga
alimentar e impacto ambiental por parte dos consumidores tém fomentado a redugéo do uso de
produtos quimicos nas propriedades (GERAGE et al., 2017).

Dessa forma, a busca por métodos alternativos de controle do carrapato bovino tem sido
foco de muitas pesquisas (VARGAS et al., 2020). O uso de fungos e plantas sdo exemplos de
métodos estudados para o controle alternativo desse parasito (VERISSIMO, 2013; GONCALVES
et al., 2016; NOGUEIRA et al., 2020).

Fungos dos géneros Metarhizium e Beuaveria tém sido instrumento de muitas pesquisas
com resultados que evidenciam o seu potencial entomopatogéncio (CAMARGO et al., 2016;
RIVERA et al., 2018). A produgao de metabdlitos por esses e outros fungos € um dos aspectos
que confere a eles seu potencial patogéncio (SBARAINI et al., 2016).

O grupo de estudos em parasitologia e microbiologia da Universidade Federal de Minas
Gerais tem estudado fungos do trato digestério dos bovinos e os principais géneros detectados
foram Thichoderma, Aspergillus, Pichia e Rhodotorula (ABRAO et al., 2014). Entretanto, ndo é
conhecido o efeito dos metabdlitos desses fungos sobre R. microplus.

Adicionalmente, plantas do Cerrado apresentam um grande potencial de uso em testes
biolégicos pela presenga de compostos em seu cerne, casca, folhas e frutos (VIEIRA et al.,
2018). Diversas dessas plantas possuem grande importancia social e econémica nas regides
onde abragem por fornecer madeira, frutos, usos medicinais e cosméticos (VIEIRA et al., 2018;
MAMEDE; PASA, 2019).

Dentre as plantas caracteristicas do Cerrado, Myracrodruon urundeuva Allemao (Freire
Allemao, 1862), familia Anacardiaceae, popularmente conhecida como “aroeira” ou “aroeira-do-
sertao”, tem sido foco de muitos estudos para conhecimento de seus componentes e utilizagdes.
Pesquisas revelam a presenca de taninos, flavonoides e lectinas em diferentes partes dessa
planta que conferem a ela potencial de agado sobre alguns agentes patogénicos, como Aedes
aegypti (SA et al., 2009; NAPOLEAO et al., 2012). Oiano-Neto et al. (2017) testaram extrato de
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folhas da M. urundeuva em teledginas de R. microplus e verificaram resultados satisfatérios
sobre o controle da postura, contudo os estudos sédo escassos envolvendo os efeitos de extratos

dessa planta sobre esse parasito.
2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficacia de extratos dos fungos provenientes do trato digestério de bovinos e de

folhas da planta Myracrodruon urundeuva no controle in vitro de Rhipicephalus microplus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a eficacia de carrapaticidas quimicos em duas cepas (Xangrila e ICAMG) de R.
microplus do norte de Minas Gerais.

e Avaliar o efeito de extratos de Trichoderma longibrachiatum e Aspergillus terreus sobre
teledginas e larvas da cepa Xangrila de R. microplus.

e Avaliar o efeito de extratos de dois isolados de Rhodotorula mucilaginosa e dois isolados de
Pichia kudriavzevii sobre teledginas e larvas da cepa ICAMG de R. microplus.

e Avaliar o efeito de diferentes concentragbes de extrato aquoso (EA) e extrato etandlico (EE)

de folhas de M. urundeuva sobre teledginas e larvas da cepa ICAMG de R. microplus.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 BOVINOCULTURA LEITEIRA

A bovinocultura leiteira € uma atividade produtiva de elevada importancia social e
econdmica no Brasil e no mundo. Segundo dados da Organizagdo das Nacgdes Unidas para a
Alimentagao e a Agricultura (FAO), a producao de leite em 2020 atingiu 887 bilhdes de toneladas
(FAO, 2022). O Brasil foi o quinto maior produtor neste ano. Dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) revelam estabilidade da produgao nacional nos ultimos anos,
atingindo 35,3 bilhdes de litros em 2020 e 2021 (IBGE, 2022).

Apesar da baixa produtividade média dos rebanhos leiteiros brasileiro e mundial (1.684,90
e 1.075,20 kg/vacal/ano, respectivamente) (FAO, 2022) e a predomindncia de pequenos
rebanhos (DOUPHRATE et al., 2013), o investimento em aumento de produtividade é o que tem
garantido o aumento do volume de produgao. Dessa forma, animais mais sensiveis e exigentes
em ambiéncia, nutricdo e manejo sanitario tendem a ser produzidos nas fazendas leiteiras
(BRITO et al., 2021).

O aumento da produtividade animal e consequente aumento da rentabilidade da producéo
pecuaria pode ser comprometido por fatores relacionados a saude dos animais (GRISI et al.,
2014). Dentre os problemas sanitarios dos bovinos, o carrapato Rhipicephalus microplus
representa um dos principais parasitos que compromete a produtividade dos rebanhos
(RODRIGUES; LEITE, 2013).

3.2 O CARRAPATO BOVINO

Rhipicephalus microplus, popularmente conhecido como carrapato bovino ou carrapato-
do-boi, € um artrépode pertencente a classe Arachnida, ordem Ixodida, familia Ixodidae, que
possui habito hematéfago e ciclo monoxénico, tendo os bovinos como hospedeiro preferencial
(PEREIRA, 2008).

Durante o ciclo de desenvolvimento esses carrapatos parasitam o hospedeiro, realizam
repasto sanguineo por aproximadamente 22 dias e atingem estagios adultos de teledgina ou
gonandro (FURLONG et al., 2005). Apds esse periodo as fémeas ingurgitadas caem ao solo e
dao inicio a fase nao-parasitaria (AHID, 2010) e em condi¢bes ideais de temperatura e umidade
realizam a postura de cerca de 3 mil ovos em um periodo aproximado de 15 dias (PEREIRA,
2008). A eclosao das larvas ocorre em aproximadamente 12 dias. Posteriormente, os individuos
desse estagio deslocam-se para as partes mais altas das plantas por estimulo luminoso e
localizam os hospedeiros pelas vibragbes, odor, calor e emissdo de gas carbdnico (AHID, 2010).
Ao parasitarem os hospedeiros dao inicio a fase parasitaria e se desenvolvem para os estagios
de ninfa e adulto até dar inicio a um novo ciclo (ANDREOTTI et al., 2019).

Além do desconforto e lesGes causadas pela aderéncia ao hospedeiro, R. microplus atuam
como vetores de agentes causadores do complexo da tristeza parasitaria bovina (MARTINS,
2019), predispdem o hospedeiro a outros parasitos como larvas causadoras de miiases, levam

a desvalorizagao do couro dos animais (BIEGELMEYER et al., 2012) e geram altos custos diretos
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e indiretos com medicamentos, descarte de leite e perda de produgdo (RODRIGUES; LEITE,
2013; GRISI et al., 2014).

Outro problema relacionado ao carrapato bovino € o uso continuo e indiscrimidado de
carrapaticidas (FURLONG; MARTINS, 2000). Essa pratica aumenta a selecao de cepas
multiresistentes aos principais acaricidas disponiveis (ABBAS et al., 2014; HIGA et al., 2015).

3.3 CONTROLE DO CARRAPATO

3.3.1 Métodos quimicos e resisténcia parasitaria

O principal método de controle dos carrapatos em bovinos € o uso de acaricidas quimicos,
sendo divididos em duas familias: de contato ou sistémicos. Furlong et al. (2005) citam que os
principais carrapaticidas de contato sao piretroides sintéticos, organofosforados, amidinicos,
fenilpirazoles e naturalyte. Dentre os carrapaticidas sistémicos, os autores descrevem lactonas
macrociclicas e benzofenilureas. Contudo diversas populagdes de R. microplus tém desenvolvido
resisténcia a esses principais acaricidas no Brasil e no mundo (AGWUNOBI et al., 2021; DZEMO
et al., 2022).

O desenvolvimento de resisténcia a um acaricida ocorre devido a mutag¢des genéticas que
levam a alteragdes no local de agao desse acaricida. As alteragdes fenotipicas podem promover
penetragéo reduzida ou maior metabolizagdo e eliminagéo do principio ativo pelo organismo dos
carrapatos (KNOWLES, 1994, GUERRERO et al., 2012). Ja na multirresisténcia, os individuos
utilizam diversos mecanismos para garantir resisténcia a diferentes tipos de acaricidas que nao
sejam relacionados quimicamente (NARI; HANSEN, 1999; DZEMO et al., 2022).

3.3.2 Métodos alternativos

Tendo em vista a alta ocorréncia de multirresisténcia aos acaricidas disponiveis (KLAFKE
et al., 2017), além de fatores como seguranga alimentar e ambiental (ALVES et al., 2012;
GERAGE et al., 2017; VAN WIEREN et al., 2016), alguns métodos de controle alternativo de
carrapatos tém sido avaliados como: estratégias de manejo e selecdo genética de bovinos mais
resistentes (GASPARIN et al., 2007; BIEGELMEYER et al., 2012), catagdo manual (NETO et al.,
2020) criagao e preservagao de predadores naturais (RESENDE; BARROS, 2015; CAMARGO
et al., 2017), desenvolvimento de vacinas (SCHETTERS et al., 2016) e controles biolégicos com
o uso de fungos (FERNANDES et al., 2012; SULLIVAN et al., 2022), bactérias (FERNANDEZ-
RUVALCABA et al., 2010) e plantas (GONCALVEZ et al., 2016).

Em relagao ao controle com o uso de fungos, Camargo et al. (2016) verificaram resultados
viaveis a campo na utilizagao de solugao comercial a base de Metarhizium anisopliae em bovinos,
com eficiéncia de 75,09% na redugdo do numero de carrapatos infestando os bovinos. Jones
(2017) relatou resultados do uso de esporos de Metarhizium spp. sobre larvas em testes in vitro,
em que promoveu 100% de mortalidade larval na concentragdo 108 conidios mL™" para alguns
isolados do fungo.

O fungo Beauveria bassiana também tem sido avaliado no controle do carrapato bovino.

Em uma pesquisa realizada na Colémbia, constatou-se 96,8% de mortalidade de teledginas em
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bovinos a campo em temperatura de até 30°C com a utilizagdo de solugao de esporos desse
fungo (RIVERA et al., 2018).

Esses fungos sao utilizados em formulagbes de conidios e blastosporos e as condigdes
ambientais em que sao utilizados estao diretamente relacionados a sua eficacia (BERNARDO,
2016). O autor sugere o uso de adjuvantes que protejam os componentes contra fatores
abidticos, bem como a selegéo de isolados naturalmente mais tolerantes ao calor e a radiagéo.

Extratos de plantas e éleos essenciais também tém sido objetos de estudos no controle
de R. microplus (VALENTE et al., 2014; ROSADO-AGUILAR et al., 2017; SANTOS et al., 2017).
Santos et al. (2013) desenvolveram estudo com extratos de 21 espécies de plantas do pantanal
brasileiro e 18 apresentaram eficacia de até 95% de mortalidade sobre lavras na concentragao
de 40%.

3.4 FUNGOS DO TRATO DIGESTORIO BOVINO NO CONTROLE BIOLOGICO

O trato digestoério bovino € um ambiente colonizado por diversos organismos, dentre eles
fungos e leveduras (ABRAO et al., 2014).

O género Thichoderma compreende fungos micelianos que apresentam col6nias com
micélios brancos recobertas por massas de conidios esverdeadas e, além do trato digestério de
herbivoros, podem ser encontrados em solo e material organico em decomposigdo (BERNARDO
et al., 2019; MEYER et al., 2019). Apresentam potencial entomopatogénico, sobretudo em
agentes fito parasitarios (MEYER et al., 2019). Apesar do maior uso de Thichoderma spp. no
controle de fungos e bactérias fitopatogénicos, alguns estudos vém sendo desenvolvidos para
invesigar seu potencial entomopatogénico. Anwar et al. (2016) observaram mortalidade de até
73% de ninfas de Bemisia tabaci (mosca-branca) com aplicagdo de suspenséao de esporos de T.
longibrachiatum na concentragdo de 4 x 108 UFC mL"". Silveira et al. (2018) demonstraram o
potencial de enzimas quitinoliticas de Trichoderma asperellum em matar 50 a 80% de larvas e
degradar a cuticula de adultos de R. microplus.

Aspergillus spp. também s&o fungos micelianos encontrados em diversos ambientes,
sendo um dos mais abundantes do mundo (KRIJGSHELD et al., 2013). Aspergillus terreus é uma
das espécies do fungo que representa grande interesse pela industria da saude devido a sua
capacidade de produgao de metabdlitos secundarios como os policetideos (HUANG et al., 2021).
Estes metabdlitos abrangem uma grande classe que possuem fungdes antimicrobianas,
antifungicas, antiparasitaria, entre outras (PAULO et al., 2019) porém n&o ha relatos vinculando
policetideos produzidos por Aspergillus spp. ao controle de R. microplus. No controle bioldgico,
Suliman e Mohammed (2012) utilizaram suspensbes de esporos de A. terreus no carrapato
Hyalomma anatolicum e verificaram CL50 estimada em 2,9 x 108 UFC mL™" para ninfas e 64,14%
de eficacia sobre a atividade reprodutiva de teledginas na concentragdo de 4 x 108 UFC mL"".

Leveduras s&o fungos unicelulares que apresentam desenvolvimento em diversos habitats
(PETER et al., 2017). Rhodotorula e Pichia sdo géneros encontrados no trato digestério de
bovinos (LIMA, 2017; JI et al., 2022) contudo tém sido foco mais amplo de estudos na industria
alimenticia e farmacéutica (COIMBRA, 2007; ASHRAF et al., 2022; LATA et al., 2022). Estudos
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relacionados ao controle biolégico com o uso dessas leveduras estdao mais diretamente
relacionados a competicdo com outros fungos (RAMOS et al., 2010; FRANCA et al., 2015;
KOHLER, 2022). Além disso, o uso de Pichia spp. tem sido estudado como ancora para produgao
de proteinas recombinantes e metabdlitos (COIMBRA, 2007; PENA et al., 2018).

3.5 PLANTAS DO CERRADO NO CONTROLE BIOLOGICO

O Cerrado é um dos cinco biomas brasileiros, representa cerca de 25% o territério nacional
e comporta grande diversidade de fauna e flora (IBGE, 2019). O bioma possui 12.829 espécies
nativas de plantas catalogadas e muitas delas tém importancia na vida cotidiana. Além da
preservagao do solo e abrigo para a fauna, muitas espécies sédo fonte de matéria-prima para a
industria farmacéutica, de cosméticos e alimenticia (CONCEICAO et al., 2012; MAMEDE; PASA,
2019; BFG, 2021).

Diversas plantas do Cerrado apresentam potencial de atuagdo no controle biolégico de
insetos, pragas, doengas e parasitos (BORGES, 2017; VIEIRA et al., 2018). Myracrodruon
urunveuda (Alleméo), popularmente conhecida como “aroeira” ou “aroeira-do-sertdo” (Figura 1),
€ uma planta amplamente disseminada pelo Cerrado brasileiro, estando presente em todas as
regides do pais (SILVA-LUZ; PIRANI, 2015). Além do uso da madeira na marcenaria e
construgéo civil, folhas sao consumidas pelo gado e as flores sao atrativos para abelhas e outros
insetos polinizadores (VIEIRA et al., 2018).

A espécie possui substancias fendlicas, tanino e lectinas, além de proteinas, lipideos e
agucares, o que traz interesse para seu uso no ramo medicinal e farmacéutico, sendo observados
efeitos analgésico, antiinflamatério, cicatrizantes, entre outros (ABDALA et al., 2002, QUEIROZ
et al., 2002; RIBEIRO, 2018).

Em relagéo ao controle de artropodes, Sa et al. (2009) observaram o efeito de lectinas
presentes em extratos de casca e cerne de M. urundeuva sobre a mortalidade de larvas de Aedes
aegypti. Esses resultados foram complementados por Napoledo et al. (2012) que verificaram
mortalidade de larvas de A. aegypti com CL50 de 0,202 mg mL"" como resultados de lectinas
presentes em folhas de M. urundeuva.

Estudos mostram efeitos de plantas da familia Anacardiaceae contra carrapatos, como
demonstra Rey-Valeirén et al. (2018) que observaram 99,3% de mortalidade de larvas de R.
sanguineus com o uso de dleo essencial de Schinus molle L. (aroeira-mole). Simioni et al. (2017)
verificaram 42% de mortalidade de larvas de R. microplus com extrato da mesma planta. Ja
Ghosh et al. (2015) estudaram a eficacia de extrato etandlico de frutos de outra planta da mesma
familia, a Semecarpus anacardium L. (anacardio oriental), e observaram 73,3% de mortalidade

de adultos de R. microplus na concentragao de 10%.
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RESUMO

O controle do carrapato bovino com acaricidas convencionais tem favorecido a resisténcia
parasitaria, fator que indica a necessidade da busca por métodos alternativos eficazes e seguros
de controle desse parasito. Fungos e leveduras tém sido utilizados para o controle biolégico,
contudo pouco se conhece sobre a eficacia desses fungos no controle do carrapato bovino. Neste
estudo buscou-se o controle de duas cepas de Rhipicephalus microplus com extratos dos fungos
micelianos Trichoderma longibrachiatum e Aspergillus terreus e das leveduras Rhodotorula
mucilaginosa e Pichia kudriavzevii. Os extratos foram obtidos a partir de fungos isolados do trato
digestério de bovinos da raca nelore e cultivados em caldo Sabouraud Dextrose. Foram
realizados biocarrapaticidograma e teste de pacote de larvas (TPL). Para a cepa Xangrila foram
utilizados extratos sem diluicdo de T. longibrachiatum (VN20) e A. terreus (VN15). Ambos
apresentaram baixa eficacia sobre o controle da atividade reprodutiva das teledginas e sobre a
mortalidade de larvas. Para a cepa ICAMG foram utilizados extratos sem diluicdo de R.
mucilaginosa (isolados V10S e V16S) e P. kudriavzevii (isolados V61 e V62). Todos os
tratamentos ocasionaram baixa mortalidade de larvas e eficacia da cepa testada. Contudo o
isolado V16S de R. mucilaginosa demonstrou 35% de eficiéncia na redugcdo da atividade
reprodutiva das teledginas, o que fomenta futuros estudos que evidenciem eficacia ainda maior

no controle biolégico do carrapato bovino.

PALAVRAS-CHAVE: Rhipicephalus microplus. Fungo entomopatogénico. Levedura. Controle

biolégico. Resisténcia parasitaria.
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ABSTRACT

The control of bovine ticks with conventional acaricides has been favoring parasite resistance, a
factor that indicates the need of searching for effective and safe alternative methods to control
this parasite. Fungi and yeasts have been being used for biological control, but little is known
about the effectiveness of these fungi in controlling bovine ticks. In this study, the aim was to use
extracts of the mycelial fungi Trichoderma longibrachiatum and Aspergillus terreus and of the
yeasts Rhodotorula mucilaginosa and Pichia kudriavzevii to control two strains of Rhipicephalus
microplus. The extracts were obtained from fungi isolated from the digestive tract of Nellore cattle
and cultivated in Sabouraud Dextrose broth. Adultimmersion test (AIT) and larvae pack test (TPL)
were performed. For the Xangrila strain, not diluted extracts of T. longibrachiatum (VN20) and A.
terreus (VN15) were used. Both performed low efficacy on the control of the reproductive activity
of the engorged females and low efficacy on the larvae mortality. For the ICAMG strain, not diluted
extracts of R. mucilaginosa (isolated V10S and V16S) and P. kudriavzevii (isolated V61 and V62)
were used. All treatments performed low larval mortality and low strain efficacy. However, the
isolate V16S of R. mucilaginosa demonstrated 35% efficiency in reducing the reproductive activity
of engorged females, which encourages future studies that show even greater efficacy in the

biological control of the bovine tick.

KEYWORDS: Rhipicephalus microplus. Entomopathogenic fungus. Yeast. Biological control.
Acaricide resistance.
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1 INTRODUGAO

A bovinocultura leiteira € uma atividade de elevada importancia social e econémica no
Brasil e no mundo. Segundo dados do IBGE, a produ¢ao nacional de leite atingiu 35,3 bilhdes de
litros em 2021, o que mostra que a produgdo se manteve estavel em comparagdo com o ano
anterior. Minas Gerais foi o estado que apresentou maior produgéo nesse ano, totalizando 9,6
bilhdes de litros de leite (IBGE 2022).

Dentre os problemas sanitarios dos bovinos, os carrapatos Rhipicephalus microplus
representam um dos principais parasitas que comprometem a produtividade dos rebanhos
(Molento 2020). O clima predominantemente tropical do Brasil, associado a sistemas de criagéo
extensivos ou semiextensivos, favorece o ciclo de vida do carrapato, que depende de periodos
de calor e umidade e a presencga de pastagem e dos animais como hospedeiros (Vaz Junior et
al. 2012). Além dos danos causados pela hematofagia, os carrapatos atuam como vetores de
Anaplasma marginale, Babesia bigemina e Babesia bovis, agentes da tristeza parasitaria bovina
(Molento 2020), causam lesdes no couro dos animais e acarretam altos custos com
medicamentos (Grisi et al. 2014).

Outro risco relacionado a esse ectoparasita € o uso irracional de carrapaticidas pelos
produtores que, sem as devidas orientagdes técnicas para utilizagdo, induzem a selegao de
populacdes resistentes aos principais farmacos disponiveis (KLAFKE et al 2017). Segundo
balango realizado pela EMBRAPA (2020), comparando-se a eficacia dos carrapaticidas por um
periodo de 20 anos, foi constatado que alguns grupos de acaricidas apresentam popula¢des de
carrapatos com alta resisténcia, atingindo menos de 20% de eficacia. Abbas et al. (2014) tém
registrado o inicio de resisténcia a alguns carrapaticidas desde 1950 em diversos paises.

Estudos com controle biolégico utilizando fungos apresentaram resultados satisfatorios no
combate ao carrapato. Jones (2017) e Samish et al. (2014) relataram resultados satisfatorios
com o uso de conidios de Metarhizium sp. sobre larvas e teledginas de Rhipicephalus spp. Outros
estudos demonstram a eficacia de Beauveria bassiana na mortalidade de teledginas de
Rhipicephalus microplus (Rivera et al. 2018; Sun et al. 2013).

Outros fungos também apresentam potenciais entomopatogénicos e sado facilmente
encontrados em diversos ambientes, como os fungos filamentosos Trichoderma spp. e
Aspergillus spp. e leveduriformes Rhodotorula spp. € Pichia spp. (Singh et al. 2017; Miranda-
Miranda et al. 2012; Liu et al. 2013; Chan et al. 2012).

O género Trichoderma corresponde a fungos com potencial entomopatogénico, que
podem competir por substrato, apresentar antibiose e parasitismo e sao facilmente encontrados
em solo e trato digestorio de animais, o que indica sua ampla biodisponibilidade (Bernardo et al.
2019; Pavani 2017; Brito et al. 2010). Maia Filho et al. (2017) relataram presenga de hifas de
Trichoderma virens em ovos de Toxocara canis apds exposi¢ao a micélios do fungo, com 57,4%
de redugédo na eclodibilidade do grupo de ovos expostos ao fungo em relagéo ao grupo controle.
Em estudo de Vieira et al. (2016) com a utilizagdo de Trichoderma longibrachiatum, o filtrado do

fungo apresentou eficacia de 92,8% na mortalidade larval de Haemonchus contortus.
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Aspergillus spp. também sado encontrados em diversos tipos de solo e trato digestério de
animais e suas diversas espécies tém capacidade de producéo de enzimas extracelulares, acidos
e metabdlitos secundarios, o que permite diversas aplicacées ambientais e industriais (Ward et
al. 2005). No controle biolégico, Djouhri et al. (2022) demonstraram a eficacia de A. terreus na
concentragdo de 108 esporos mL™"' na mortalidade de baratas da espécie Blattella germanica
atingindo taxa de mortalidade de 92,96 % em adultos por contato direto com a solugéo de
€sporos.

Fungos dos géneros Rhodotorula e Pichia pertencem ao grupo das leveduras e
caracterizam-se por se adaptarem em ambientes diversos, podendo estar presentes no solo, ar,
plantas, animais e alimentos e também apresentam potencial de controle bioldgico, sobretudo
contra agentes fitossanitarios (Cheng et al. 2016; Masih et al. 2001). Contudo, enzimas e
metabdlitos produzidos por Rhodotorula spp., demonstram potencial de agdo sobre outros
agentes patogénicos (Rosa 2009) e cepas de P. pastoris vém sendo utilizadas para produgéo de
vacinas contra R. microplus por meio de proteinas recombinantes (Andreotti et al. 2012).

Tais estudos demonstram a eficacia dos fungos na forma de solugdo de esporos ou
extratos contendo metabdlitos. Apesar disso, considerando o controle biolégico com fungos, as
regides de clima semiarido apresentam caracteristicas abiéticas para esses microrganismos, tais
como calor, baixa umidade e alta radiagédo solar (Muniz et al. 2020), o que fomenta pesquisas
que elucidem as formas mais eficazes de uso de fungos no controle biolégico de carrapatos
nessas regioes.

Objetivou-se investigar a eficacia de extratos dos fungos provenientes do trato digestorio
de bovinos T. longibrachiatum, A. Terreus, R. mucilaginosa e P. kudriavzevii em duas cepas de

R. microplus como alternativas no controle desse parasita.

2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido nos Laboratérios de Parasitologia e Ecologia
Microbiana do Instituto de Ciéncias Agrarias da UFMG e foi aprovado pela Comissao de Etica no
Uso de Animais da UFMG e registrado sob o protocolo: 265/2017.

2.1 Isolados fuingicos utilizados

Os isolados VN20 de Trichoderma longibrachiatum [KF781535] (Fig.1 — a) e VN15 de
Aspergillus terreus [KF781532] (Fig.1 — b) foram obtidos do fluido ruminal de novilhos Nelore
criados em regime de pastejo de Urochloa decumbens, suplementados com mistura mineral
(ABRAO et al. 2014). Os isolados V10S e V16S (Rhodotorula mucilaginosa) [KU316790.1] (Fig.1
— c) e V61 e V62 (Pichia kudriavzevii) [KU316741.1] (Fig.1 — d) foram provenientes do fluido
ruminal de vacas da raga Nelore criadas em pastejo de capim-marandu (Urochloa brizantha)

como descrito por Lima (2017).



26

Figura 1. Isolados fungicos cultivados em agar Sabouraud. a — Trichoderma longibrachiatum.

b — Aspergillus terreus. ¢ — Rhodotorula mucilaginosa. d — Pichia kudriavzevii. (Arquivo pessoal)

A identificagdo molecular dos isolados fungicos foi relatada por Abrdo et al. (2015). A
regido ITS do rDNA foi amplificada por reagdo em cadeia da polimerase (PCR), a partir dos
primers ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC), de acordo
com meétodo descrito por White et al. (1990). Os produtos de PCR purificados foram mensurados
utilizando NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies) e as reagbes de sequenciamento foram
realizadas em DYEnamicTM (Amersham Biosciences, EUA) associado ao sistema de
sequenciamento automatizado MegaBACETM 1000. As sequéncias obtidas foram aparadas
utilizando o] software Bioedit Versao 7.2.5 e Asparargim
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) das regides de baixa qualidade (Score Phred <20),
e a montagem das contigs das sequéncias nucleotidicas obtidas foi editada e comparada com
sequéncias do banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) utilizando o programa
Blast N (Altschul et al. 1997). Os isolados com similaridade de 99% ou mais a uma sequéncia ja
depositada com base nas caracteristicas morfolégicas, micromorfolégicas e analise filogenética,
foram considerados pertencentes a mesma espécie.

Lima (2017) descreveu os procedimentos para identificagao das leveduras, que se deram
pela analise das sequéncias dos dominios D1 e D2 do gene 26S do RNA ribossomal amplificados

pela PCR. De acordo com metodologia de Hoffman e Winston (1987), a extracdo do DNA total
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foi realizada e os primers NL1 (5'-GCA TAT CAA AAG GAA GAG TAA GCC-3') e NL4 (5'- GGT
AAG CTT CGC TGT CCG G-3') foram utilizados para amplificacdo da regido do DNAr como
descrito por Burgaud et al. (2013), com modificagdes. Os amplicons produzidos foram purificados
e quantificados em Nanodrop™ 1000 a 260 e 280 nm. As sequéncias de nucleotideos obtidas no
sequenciador 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems) foram editadas e também foram
comparadas com sequéncias depositadas no GenBank usando o programa Blast N (Altschul et
al. 1997). Os isolados que apresentaram similaridade de 97% a uma determinada espécie ja
depositada no GenBank foram considerados pertencentes a mesma espécie (Stackebrandt e
Goebel 1994).

Os fungos micelianos foram armazenados em frascos estéreis com discos de papel
celulose contendo esporos e as leveduras em caldo Sabouraud Dextrose (KASVI®, Téramo,

Italia) armazenadas em ultrafreezer a -80° C.

2.2 Obtencao dos extratos dos fungos

Discos contendo esporos dos fungos micelianos foram inoculados em placas de Petri
contendo agar Sabouraud Dextrose (KASVI®, Téramo, Italia) em estufa BOD a 37°C por sete
dias. Os esporos das coldnias puras foram raspados com swabs e suspensos em solugéo salina
a 0,85% acrescidas de tween 80 a 0,01% (Freitas 2018).

Para o cultivo foram preparados 400 mL do caldo Sabouraud Dextrose (KASVI®, Téramo,
Italia) padronizados em 108 UFC mL™" e incubados em incubadora Shaker de bancada (NT712,
Novatecnica, Sdo Paulo, Brasil) a 39°C e 120 rpm durante sete dias. Apds esse periodo, o0 meio
contendo o fungo crescido foi triturado, homogeneizado e filtrado em funil com gazes e algodao
como descrito por Nery et al. (2010) e conservado em ultrafreezer a -80° C. Para mensuragao da
matéria seca (MS), amostras de 30 mL dos filtrados foram colocadas em placas de Petri e levadas
a estufa de secagem a 105°C até estabilizagdo do peso. O filtrado do isolado VN20 apresentou
2,22% de MS e o isolado VN15 1,54% de MS.

As leveduras foram cultivadas em meio agar Sabouraud Dextrose (KASVI®, Téramo, Italia)
acrescido de cloranfenicol (150 mg/L) por dois dias a 37°C. As colénias foram suspensas em
solugéo salina (NaCl) a 0,85% acrescidas de tween 80 a 0,01% e padronizadas a 10° UFC mL™".
Posteriormente, 10 mL foram inoculados em 100 mL de caldo Sabouraud Dextrose (KASVI®,
Téramo, Itélia) e incubados em Shaker de bancada (NT712, Novatecnica, Sdo Paulo, Brasil) a
39°C e 120 rpm durante trés dias. Para obtencdo dos extratos, os meios foram centrifugados a
270g por 10 minutos (8BTF, ITR, Rio Grande do Sul, BR) e o sobrenadante foi coletado com
auxilio de pipeta de vidro e armazenado em ultrafreezer a -80° C. Os teores de MS dos
sobrenadantes também foram mensurados nas mesmas condicbes dos filtrados de T.
longibrachiatum e A. terreus e apresentaram os seguintes resultados: V10S: 2,26%; V16S:
2,11%; V61: 1,01%; e V62: 1,05%.

2.3 Populagdes de Rhipicephalus microplus avaliadas

A cepa Xangrila foi proveniente de bovinos leiteiros criados em piquetes de capim-bengo


https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sxsrf=ALiCzsaPLc93VK2jkw2gLttIyKm1_uX-eQ:1666174452780&q=Rhipicephalus+microplus&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjU5ZDDh-z6AhWPhJUCHUDPBJsQkeECKAB6BAgGEAE
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(Brachiaria purpuracens) irrigados por sistema de inundagéao.

A cepa ICAMG foi proveniente de bovinos leiteiros criados em sistema confinado no
periodo seco e a pastejo no periodo chuvoso no setor de bovinocultura de leite do Instituto de
Ciéncias Agrarias da UFMG. Para ambas as cepas, as coletas foram realizadas em animais
Girolando, % de sangue Holandés, no municipio de Montes Claros — MG, que ndo receberam
nenhum tratamento carrapaticida por um periodo de 60 dias antes da coleta.

Cada cepa foi utilizada para realizagdo de experimentos com isolados fungicos diferentes.

2.4 Imersao das teledginas nos extratos flngicos

Foi realizado teste de biocarrapaticidograma conforme metodologia proposta por
Drummond et al. (1973). Para a cepa Xangrila foi avaliada a eficacia in vitro dos filtrados dos
isolados VN20 e VN15 comparando com os principais acaricidas utilizados na propriedade e um
grupo controle contendo somente agua destilada. Para os grupos tratados com filtrados fungicos,
foi utilizado 1 mL do filirado sem diluicdo para cada teledgina.

Os acaricidas comerciais utilizados para a cepa Xangrila foram cipermetrina a 0,15 mg mL-
" de (Barrage, Zoetis, S&o Paulo, Brasil), supona a 0,05mg mL"" (Carrapaticida e Sarnicida UCB,
Uzinas Chimicas Brazileiras, Sdo Paulo, Brasil), deltametrina a 25mg mL™" (Butox P CE 25, MSD,
Sao Paulo, Brasil), associagdo cipermetrina a 150 mg mL-", clorpirifés a 250 mg mL™" e citronelal
a 10 mg mL™" (Colosso Pulverizagéo, Ourofino Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil) e amitraz a
0,25mg mL™" (Triatox, MSD Saude Animal, Sao Paulo, Brasil), diluidos conforme recomendagdes
dos fabricantes.

Para a cepa ICAMG foi utilizado o sobrenadante do cultivo dos isolados V10S, V16S, V61
e V62, sendo 1mL/teledégina em cada repetigdo. Os acaricidas comerciais utilizados foram
supona a 0,05mg mL-" (Carrapaticida e Sarnicida UCB, Uzinas Chimicas Brazileiras, Sdo Paulo,
Brasil), associagdo cipermetrina a 150 mg mL-", clorpirifés a 250 mg mL™" e citronelal a 10 mg
mL™" (Colosso Pulverizagéo, Ourofino Saude Animal, S&o Paulo, Brasil) e amitraz a 0,25mg mL-
' (Triatox, MSD Saude Animal, S0 Paulo, Brasil), diluidos conforme recomendagdes dos
fabricantes e um grupo controle contendo agua destilada.

As teledginas foram lavadas em agua corrente, secas com papel toalha e distribuidas em
grupos homogéneos. Cada grupo contou com quatro repeti¢cdes e cada repeticdo continha cinco
teledginas que foram colocadas em placas de Petri e pesadas em balanga analitica.

As repeticbes foram submersas por cinco minutos em 5 mL das solugbes dos seus
referidos produtos. Apds esse periodo as teledginas foram secas em papel toalha e incubadas
em BOD a temperatura de 28 + 1°C e umidade relativa préxima a 80% por 15 dias para postura.

Ao décimo quinto dia foi mensurado o peso das massas de ovos em balanca analitica. As
posturas foram acondicionadas em seringas descartaveis vedadas com algodao hidrofilico e
incubadas sob as mesmas condicbes de temperatura e umidade citadas anteriormente por 21
dias.

Para avaliagdo da eclodibilidade (EC) foi aplicada a metodologia proposta por Figueiredo

et al (2019) com modificagées. Foi adicionada solu¢do de agua e detergente neutro na proporgao
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1:1 as seringas contendo larvas e ovos. Apds agitagdes vigorosas, aliquotas de 200 yL da
suspensao foram analisadas em I&minas em microscépio éptico em objetiva de 10X para
contagem de larvas e ovos.

Foram avaliados os seguintes parametros, descritos por Bennett (1974) e Drummond et
al. (1973): capacidade de postura (CP), EC, eficiéncia reprodutiva (ER) e eficacia do produto
(EP), sendo calculados a partir das seguintes féormulas:

CP = (peso dos ovos / peso das teledginas) x 100

EC = n° de larvas / (n® ovos + n° de larvas)

ER = (peso dos ovos x EC x 20.000) / peso das teledginas

EP = ((ER do grupo controle - ER do grupo tratado) / ER do grupo controle) x 100

2.5 Teste do pacote de larvas

Apo6s 21 dias do inicio da ecloséo dos ovos, foi realizado teste de pacote de larvas (TPL)
conforme metodologia proposta por Stone e Haydock (1962) com modificagdes.

Foram confeccionados pacotes com papel filtro (Whatmann n° 1) na dimenséo de 6 x 6
cm, vedados nas laterais, sendo mantida uma lateral aberta para insergéo das larvas. Para cada
grupo foram realizadas quatro repeticbes contendo aproximadamente 100 larvas em cada
repeticao.

As larvas de cada cepa foram inseridas nos pacotes com o auxilio de um pincel, os pacotes
foram vedados com grampos e banhados com 400 pL de cada solugao definida. Foram utilizados
0s mesmos grupos de fungos e leveduras para cada cepa conforme tratamentos em fémeas
ingurgitadas, um grupo quimico com supona a 0,05mg mL-" (Carrapaticida e Sarnicida UCB,
Uzinas Chimicas Brazileiras, Sdo Paulo, Brasil) para cada cepa e controle com agua destilada.
Os pacotes de cada grupo foram colocados em placas de Petri e incubados nas mesmas
condicdes descritas para as teledginas por 24h e as leituras foram realizadas da quantidade de

larvas vivas e mortas.

2.6 Analise estatistica

Os testes foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado para cada rebanho
avaliado e foram analisados os seguintes parametros bioldgicos: CP, EC, ER, EP e mortalidade
de larvas. Os dados foram avaliados em analise de varidncia (ANOVA) entre os grupos tratados
com farmacos, fungos e controles e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Utilizou-se o pacote estatistico SAEG (Sistema para Analises Estatisticas, Versao
9.1: Fundagéo Arthur Bernardes - UFV - Vigosa, 2007).

3 RESULTADOS

3.1 Efeitos dos filtrados dos fungos sobre a atividade reprodutiva das teleéginas - Cepa
Xangrila
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Os filtrados de VN15 e VN20 em teledginas da cepa Xangrila ndo reduzirama CP e EC. A
administragdo de amitraz e supona promoveram menores CP e EC e maiores eficacias acaricidas

quando comparados aos demais produtos (Tabela 1, p < 0,05).

Tabela 1. Efeito dos filtrados de Trichoderma longibrachiatum (isolado VN20) e Aspergillus
terreus (isolado VN15) sobre a atividade reprodutiva de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus

microplus (Cepa Xangrila)

Capacidade de Eficiéncia do
Eclodibilidade (%)
Tratamento Postura (%)* Produto (%)**
Média dp® Média dp Média dp
Isolado VN20 50,33 a 2,83 97,62 a 2,12 6,73d 5,62
Isolado VN15 52,15 a 5,78 97,88 a 1,15 5,63 d 8,79
Cipermetrina 40,67 b 9,33 97,77 a 0,94 25,15¢ 9,86
Deltametrina 44,02 b 12,23 87,01 a 3,58 27,49 ¢ 19,84
Associagao? 2251 c 4,63 58,21b 8,60 7512b 7,83
Supona 5,00d 4,32 17,48 ¢ 23,45 97,28 a 5,50
Amitraz 9,16 d 5,82 33,67 c 36,59 92,22 a 8,54
Controle 52,98 a 2,87 98,81 a 1,09 - -

a Associagao de cipermetrina, clorpirifés e citronelal

bDesvio padrdo

*Capacidade de postura (CP) = (peso da massa de ovos/ peso inicial das fémeas) X 100
**Eficiéncia do Produto (EP) = (Eficiéncia Reprodutiva Controle - Eficiéncia Reprodutiva Produto
/ Eficiéncia Reprodutiva Controle) X 100.

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas s&o estatisticamente semelhantes pelo teste de

Scott-Knott a 5% de significancia.

3.2 Efeitos dos sobrenadantes dos fungos sobre a atividade reprodutiva das teledginas -
Cepa ICAMG

Os sobrenadantes das leveduras avaliadas em teledginas da cepa ICAMG nao se
mostraram eficazes na redugdo da CP e EC. O isolado V16S reduziu a ER do carrapato em
relagdo ao grupo controle (p<0,01) e apresentou EP de 35% (Tabela 2). O uso de supona

apresentou a maior reducédo da CP e EC dentre os acaricidas avaliados (Tabela 2, p < 0,01).
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Tabela 2. Efeito do sobrenadante do cultivo de Rhodotorula mucilaginosa (isolados V10S e
V16S) e Pichia kudriavzevii (isolados V61 e V62) sobre a atividade reprodutiva de fémeas

ingurgitadas de Rhipicephalus microplus (Cepa ICAMG).

Capacidade de Eficiéncia do Produto
Eclodibilidade (%)
Tratamento Postura (%)* (%)**
Média dp® Média dp Média dp
Isolado V10S 42,89 a 4,95 92,99 a 2,89 1,20 d 2,07
Isolado V16S 33,03 a 11,34 63,76 b 15,94 35,00 ¢ 30,23
Isolado V61 38,86 a 1,72 88,63 a 5,70 579d 6,14
Isolado V62 44,07 a 9,06 89,06 a 4,07 3,66 d 5,18
Associacao? 18,63 b 4,06 78,46 a 9,85 59,37 b 3,22
Amitraz 18,04 b 3,75 83,52 a 4,54 55,99 b 11,29
Supona 7,62b 5,39 38,20 ¢ 27,01 83,37 a 11,79
Controle 40,05 a 4,77 86,47 a 14,11 - -

a Associagao de cipermetrina, clorpirifés e citronelal

b Desvio padréo

*Capacidade de postura (CP) = (peso da massa de ovos/ peso inicial das fémeas) X 100
**Eficiéncia do Produto (EP) = (Eficiéncia Reprodutiva Controle - Eficiéncia Reprodutiva Produto
/ Eficiéncia Reprodutiva Controle) X 100.

Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna sdo estatisticamente semelhantes pelo

teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

3.3 Mortalidade de larvas - Cepa Xangrila

Os filtrados de VN20 e VN15 ocasionaram baixa mortalidade sobre as larvas da cepa
Xangrila. O tratamento quimico utilizando supona, que se apresentou como o carrapaticida com
maior eficacia nos resultados do biocarrapaticidograma da cepa testada, causou mortalidade de
100% das larvas desta cepa (Tabela 3, p < 0,05).

Tabela 3. Mortalidade de larvas (%) de Rhipicephalus microplus (Cepa Xangrila) tratadas com
filtrados de Trichoderma longibrachiatum (isolado VN20) e Aspergillus terreus (isolado VN15).
Mortalidade (%)

Tratamento
Média dp?
VN20 3,39b 3,45
VN15 2,78 b 2,02
Supona 100,00 a 0
Controle 11,74 b 8,18

@ Desvio padrao
Médias seguidas pela mesma letra na coluna sao estatisticamente semelhantes pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia.
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3.4 Mortalidade de larvas - Cepa ICAMG

Em todos os tratamentos com isolados de leveduras sobre as larvas de carrapatos da cepa
ICAMG ocorreram baixa mortalidade larval. Assim como para a cepa Xangrila, supona ocasionou
100% de mortalidade das larvas testadas (p<0,05).

Tabela 4. Mortalidade de larvas (%) de Rhipicephalus microplus (Cepa ICAMG) tratadas com
sobrenadante do cultivo de Rhodotorula mucilaginosa (isolados V10S e V16S) e Pichia
kudriavzevii (isolados V61 e V62).

Mortalidade (%)

Tratamento
Média dp?
V10S 13,42 b 8,01
V16S 16,29 b 12,24
V61 4,78 b 6,50
V62 16,52 b 17,00
Supona 100,00 a 0
Controle 11,74 b 8,18

@ Desvio padrao
Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna séo estatisticamente semelhantes pelo
teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

4 DISCUSSOES

4.1 Cepa Xangrila

A analise do biocarrapaticidograma para cipermetrina, deltametrina, a associagao de
cipermetrina, clorpirifés e citronelal indicaram resisténcia da cepa Xangrila, com EP inferior a
95%, conforme indicado pela Legislagao Brasileira (Brasil 2012). Supona e amitraz apresentaram
similaridade estatistica e representam os carrapaticidas com maior eficacia para a cepa avaliada.

No tratamento sobre as larvas, os grupos biolégicos avaliados ndo foram capazes de
induzir mortalidade, apresentando resultado similar ao grupo controle.

A baixa eficacia acaricida dos fungos utilizados no presente estudo pode estar relacionada
a baixa concentragao de metabdlitos devido a utilizagao de filtrados com baixo teor de matéria
seca. Diferentemente, Zahran et al. (2017) obtiveram resultados de 93% de mortalidade de
percevejos tropicais Cimex hemipterus com a utilizagdo de suspensao de esporos de Aspergillus
tubingensis e Trichoderma harzianum, o que demonstra que o uso de suspensido de esporos
pode apresentar melhores resultados em comparagédo com o uso dos filtrados.

Estudos com Trichoderma spp. demonstram sua capacidade de produgdes enzimaticas e
atuacdo contra mecanismos de protecdo dos insetos (Mukherjee et al. 2008; Mach e Zeilinger
2003). Aspergillus spp. também podem causar danos devido a produgédo de metabdlitos que se
aderem a cuticula dos hospedeiros (Shahid et al. 2012).
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4.2 Cepa ICAMG

Para a cepa ICAMG todos os acaricidas quimicos testados em teledginas apresentaram
resultados que indicam inicio de resisténcia da cepa avaliada, conforme indicado pela Legislagédo
Brasileira (Brasil 2012). Supona apresentou elevada capacidade de causar mortalidade sobre as
larvas da cepa testada.

Os resultados apresentados pelo sobrenadante do isolado V16S demonstraram potencial
de reducgao da CP e EC, assemelhando-se sob analise estatistica aos tratamentos quimicos com
amitraz e associagao de cipermetrina, clorpirifés e citronelal. Esse resultado possivelmente esta
relacionado com a produgéao de lipases e proteases pela levedura (Duarte et al. 2013). Seifi et al.
(2016) relataram a producao de lipases em diversas espécies de Rhodotorula, dentre elas a R.
mucilaginosa. Essas enzimas podem ter atuado sobre as estruturas externas e internas das
teledginas, seja por agéo sobre a cuticula ou por penetragao nos orificios naturais dos carrapatos
conforme mecanismos de agéo dos carrapaticidas de contato descritos por Furlong et al. (2007).

Pode-se observar também variagdo intraespecifica, uma vez que outro isolado da mesma
espécie apresentou resultados inferiores no controle in vitro dos carrapatos da cepa avaliada. Tal
resultado demonstra a importancia de selegao da cepa para controle bioldgico a fim de buscar a
maior efetividade de resultados devido a heterogeneidade fenotipica e genética como observado
por Libkind et al. (2008) em cepas de R. mucilaginosa e por Gonzalez-Arenzana et al. (2017) em
diversas espécies de leveduras coletadas em fermentados e instalagdes vinicolas.

Os sobrenadantes dos isolados V10S, V61 e V62 apresentaram baixo potencial de reduzir
CP e EC e por consequéncia demonstraram baixa EP. Os sobrenadantes dos isolados V61 e
V62 apresentaram baixos teores de MS quando comparados aos isolados de R. mucilaginosa,
fator que pode estar relacionado com a concentragao de metabdlitos presentes no sobrenadante.
Lata et al. (2022) estudaram um isolado de P. kudriavzevii e observaram seu potencial de
produgéo de varias enzimas, como [-galactosidase, protease, amilase, fitase e lipase, contudo
no presente estudo efeitos das enzimas ndo foram observados no controle in vifro da cepa de

carrapatos avaliada de forma significativa.

5 CONCLUSOES

O isolado V16S de R. mucilaginosa mostrou potencial na reducéo da atividade reprodutiva
de R. microplus sob a forma de sobrenadante. Os demais isolados avaliados ndo apresentaram
eficacia no controle in vitro das cepas de carrapato testadas. Futuros estudos devem ser
realizados para avaliar diferentes apresentagdes ou concentragbes dos extratos fungicos no

controle do carrapato.
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RESUMO

Métodos alternativos de controle do carrapato bovino tém sido fundamentais devido a alta
ocorréncia de cepas resistentes aos acaricidas convencionais. Neste estudo, o objetivo foi avaliar
a eficacia acaricida de extratos de folhas de Myracrodruon urundeuva sobre Rhipicephalus
microplus. Os extratos aquoso (EA) e etandlico (EE) de folhas da planta foram avaliados nas
concentragdes 25 a 100 mg mL-" pelo teste de imerséo de teledginas. Para avaliar a mortalidade
de larvas foi realizado teste de pacote de larvas (TPL) nas concentragdes de 10 a 100 mg mL"".
O EE a 75 e 100 mg mL"' reduziu significativamente a capacidade de postura, o que n&o ocorreu
para o EA. Nao houve redugéo da eclodibilidade de larvas para os extratos avaliados. O EE
apresentou eficacia acaricida em teledginas de 14,93 a 40,79%. EA e EE apresentaram 82,89 e
91,21% de efeito larvicida, respectivamente e a CLgo foi estimada em 226,1 mg mL™" para o EA
e 159,3 mg mL™" para o EE. Os extratos das folhas M. urundeuva apresentaram potencial de
controle in vitro do carrapato em cepa resistente e estudos futuros devem ser feitos para avaliar

seus possiveis efeitos toxicos e avaliar a eficacia in vivo.

PALAVRAS-CHAVE: Carrapato bovino. Resisténcia a carrapaticidas. Myracrodruon urundeuva.

Eficiéncia reprodutiva. Mortalidade de larvas.
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ABSTRACT

Alternative controlling methods for bovine ticks have been essential due to the high occurrence
of strains resistant to conventional acaricides. In this research, the aim was to evaluate the
acaricidal efficacy of the Myracrodruon urundeuva leaf extracts on the Rhipicephalus microplus.
The aqueous extract (EA) and the ethanolic extract (EE) of the plant leaves were evaluated at
concentrations of 25 to 100 mg mL"" by the engorged females immersion test. To evaluate larval
mortality, a larval packet test (LPT) was performed at concentrations of 10 to 100 mg mL™". The
EE at concentrations of 75 and 100 mg mL-" significantly reduced posture capacity, which did not
occur for EA. There was no reduction in larvae hatchability for any of the evaluated extracts. The
EE performed acaricidal efficacy in engorged females from 14.93 to 40.79%. EA and EE larvicidal
effect was 82.89 and 91.21%, respectively, and the LC90 was estimated in 226.1 mg mL™" for EA
and 159.3 mg mL™" for EE. M. urundeuva leaf extracts showed potential for in vitro tick control

and future studies should be carried out to evaluate their possible toxic effects and in vivo efficacy.

KEYWORDS: Bovine tick. Acaricide resistance. Myracrodruon urundeuva. Reproductive

efficiency. Larval mortality.
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1 INTRODUGAO

A pecudria leiteira € um ramo da atividade agropecuéaria que apresenta elevada
importancia econémica e social no Brasil e no mundo. Segundo a FAO, a producdo anual de leite
em 2020 atingiu 887 bilhdes de toneladas de leite, sendo o Brasil o quinto maior produtor neste
ano. Quanto a essa produgéo nacional, dados do IBGE revelam estabilidade nos ultimos anos,
atingindo 35,3 bilhdes de litros em 2020 e 2021.

Endo e ectoparasitos representam um grande desafio sanitario em propriedades leiteiras.
Dentre esses agentes, Rhipicephalus microplus representa o principal carrapato que
compromete a produtividade dos rebanhos em regides tropicais (Molento 2020). Estagbes do ano
com periodos de calor e umidade, associadas aos sistemas de criagdo extensivos ou
semiextensivos, favorecem o ciclo de vida do carrapato (Vaz Junior et al 2012). Esse ectoparasito
debilita os bovinos devido a intensa hematofagia e atuam como vetores de hemoparasitas, o que
intensifica os quadros de anemia (Molento 2020). Adicionalmente, causam lesdes no couro e
elevam os custos com medicamentos e descarte do leite contendo residuos de acaricidas (Grisi
et al 2014).

Em relagdo ao controle quimico desse carrapato, a alta frequéncia de utilizagdo de
carrapaticidas representa um grande desafio, pois favorece a selegdo de populagdes resistentes
aos principais farmacos disponiveis (Abbas et al 2014). Dzemo et al (2022) observaram
desenvolvimento de resisténcia a acaricidas em 66,2% de 3.391 populagbes de R. microplus
avaliadas em varios paises. Essa resisténcia ocorreu a diversos compostos acaricidas,
predominantemente cipermetrina, deltametrina, flumetrina, diazinon, amitraz, fipronil e
ivermectina. No Brasil, a EMBRAPA (2020) relatou sobre a alta resisténcia em testes realizados
por um periodo de 20 anos, com carrapaticidas do grupo dos piretroides apresentando eficacia
abaixo de 20%, amidinas entre 40 e 50% e organofosforados em torno de 75%. Nesse
levantamento associagbes compostas por organofosforados e piretroides apresentaram médias
entre 30 e 99%, compondo os produtos que apresentaram melhores resultados.

Estudos demonstram o uso de métodos alternativos do controle desse parasito como o
uso de fungos, plantas, predadores naturais, catagdo manual em pequenos rebanhos e selegéo
genética para uso de cruzamentos e ragas mais resistentes (Gasparin et al 2007, Verissimo 2013,
Rodriguez-Vivaz et al 2018).

A arvore Myracrodruon urundeuva (Allemao), popularmente conhecida como aroeira ou
aroeira-do-sertdo (Figura 1), pertencente a familia Anacardiaceae, € uma planta comum na
regido semiarida do Brasil e possui relevante importancia econdmica e social nas regides onde
abrange. Sua casca € usada para tingir tecidos, a madeira para os ramos civil e de marcenaria e
diversas partes sdo usadas para fins medicinas (Vieira et al 2018).

Essa espécie tem sido pesquisada por apresentar compostos em seu cerne, casca,
folhas e frutos que com efeitos antibacterianos, antivirais, anti-inflamatdérios e larvicida (Napoleéo
et al 2012, Mota et al 2015, Araujo et al 2017). Contudo, poucos estudos evidenciam os efeitos

dessa planta sobre o controle de carrapatos. Oiano Neto et al (2017) testaram 22 extratos de
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plantas sobre a capacidade de postura de teledginas de R. microplus. Dentre eles, fémeas
submetidas ao extrato de folhas de M. urundeuva apresentaram reducao de 89% da capacidade
de postura em relagédo ao controle negativo.

Neste estudo os objetivos foram avaliar os efeitos dos extratos de folhas de M. urundeuva

sobre a atividade reprodutiva de teledginas e mortalidade de larvas de R. microplus.

Figura 1. Arvore de Myracrodruon urundeuva (Arquivo pessoal)

2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido apés aprovagao pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e registrado sob o protocolo:
265/2017.

2.1 Obtengéao e preparo das folhas de Myracrodruon urundeuva

Foram coletadas folhas maduras de M. urundeuva na zona rural do municipio de Montes
Claros, Minas Gerais, Brasil (16°30'34.8"S 43°55'09.4"W). O material foi identificado por
comparagdo entre as caracteristicas morfolégicas e partes representativas das espécies

depositadas no acervo do Herbario Norte Mineiro e foi registrado com o cédigo MCCA 5690.
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As folhas de M. urundeuva foram lavadas em agua corrente, avaliadas quanto a
integridade e aquelas com lesbes foram descartadas. Posteriormente, foram desidratadas em
estufa de circulacdo forcada de ar (TE 394/4, Tecnal Equipamentos Técnico Cientificos,
Piracicaba, Brasil) a 38°C por 72 horas e trituradas em liquidificador industrial, obtendo-se um p6

seco que foi armazenado em sacos de papel em temperatura ambiente (+ 24 °C) até o uso.

2.2 Obtencgao dos extratos aquoso e etandlico

Para o preparo do extrato aquoso (EA), 100 g do p6 das folhas de M. urundeuva foram
misturados em 1000 mL de agua destilada. A mistura foi mantida em banho-maria a 40°C por 60
minutos. Apods esse periodo, foi filtrada em funil com gaze e algodéo, alocada em placas de Petri
e desidratada em estufa de circulagdo forcada de ar a 40 + 5 °C por trés dias. O extrato
desidratado foi raspado e trés sub amostras foram analisadas em um determinador de umidade
(MOC 63U, Shimadzu, Filipinas) para calculo das concentragbes a serem testadas. O extrato
apresentou 90,46% de matéria seca (MS) e foi armazenado em tubo escuro e mantido em
refrigeracéo a + 4 °C até o momento do uso.

Para produgéo do extrato etandlico (EE), foram adicionadas 100g do pé das folhas de M.
urundeuva em 1000 mL de &lcool etilico absoluto PA 99,5°GL e a mistura foi mantida em
temperatura ambiente a + 24 °C, protegido da luz por sete dias. Posteriormente o extrato foi

filtrado e desidratado nas mesmas condi¢cbes descritas para o EA e apresentou 88,14% de MS.

2.3 Populacao de Rhipicephalus microplus avaliada

Os carrapatos utilizados foram provenientes de bovinos leiteiros criados em sistema
confinado no periodo seco e a pastejo no periodo chuvoso no setor de bovinocultura de leite do
ICA. As coletas foram realizadas em animais Girolando, % de sangue Holandés, no municipio de
Montes Claros — MG, que nao receberam tratamento carrapaticida por um periodo de 60 dias

antes da coleta.

2.4 Teste de imersao de teledginas

Foi realizado teste de biocarrapaticidograma conforme metodologia proposta por
Drummond et al (1973). Cada extrato foi diluido em agua destilada com adigéo de tween 80 a
5% (v/v) para obtengado de solugbes nas concentragdes de 100, 75, 50 e 25 mg mL". Foi avaliado
o controle quimico com o acaricida comercial composto pela associagéo cipermetrina a 150 mg
mL", clorpirifés a 250 mg mL™" e citronelal a 10 mg mL™" (Colosso Pulverizag&o, Ourofino Satde
Animal, Sdo Paulo, Brasil) diluido conforme recomendacgdes do fabricante. Esse carrapaticida
era o ja utilizado na propriedade rural de origem dos carrapatos. Os tratamentos foram
comparados com o controle contendo somente agua destilada e o controle contendo agua
destilada e tween 80 a 5%.

As teledginas foram lavadas em agua corrente, secas com papel toalha e distribuidas em
grupos homogéneos. Cada grupo contou com quatro repeti¢des e cada repeticdo continha cinco

teledginas que foram alocadas em placas de Petri apds pesagem em balanga analitica.


https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sxsrf=ALiCzsaPLc93VK2jkw2gLttIyKm1_uX-eQ:1666174452780&q=Rhipicephalus+microplus&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjU5ZDDh-z6AhWPhJUCHUDPBJsQkeECKAB6BAgGEAE
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Os grupos de teledginas foram submersas por cinco minutos em 5 mL das solugdes dos
seus referidos produtos. Apds esse periodo, foram secas em papel toalha e incubadas em estufa
a 28 + 1°C e umidade relativa préxima a 80% por 15 dias para avaliar a capacidade de postura
(CP). Ao décimo quinto dia foi mensurado o peso das massas de ovos em balanga analitica. As
posturas foram acondicionadas em seringas descartaveis vedadas com algodao hidrofilico e
incubadas sob as mesmas condigdes de temperatura e umidade citadas anteriormente, durante
21 dias.

A avaliagdo da eclodibilidade (EC) foi realizada conforme metodologia proposta por
Figueiredo et al (2019) com adaptagdes. Foi adicionada solu¢do de agua e detergente neutro na
proporgao 1:1 as seringas contendo larvas e ovos. Apds homogeneizagao, cinco aliquotas de
200 pL da suspensao foram analisadas em laminas em microscopio 6ptico em objetiva de 4X
para contagem de larvas e ovos.

Foram avaliados os seguintes parametros, descritos por Bennett (1974) e Drummond et
al (1973): CP, EC, eficiéncia reprodutiva (ER) e eficacia do produto (EP), sendo calculados a
partir das seguintes formulas:

CP = (peso dos ovos / peso das teleéginas) x 100

EC =n°de larvas / (n° ovos + n° de larvas)

ER = (peso dos ovos x EC x 20.000) / peso das teledginas

EP = ((ER do grupo controle - ER do grupo tratado) / ER do grupo controle) x 100

2.5 Teste do pacote de larvas

Apds 21 dias do inicio da eclosé&o, foi realizado teste de pacote de larvas (TPL) conforme
metodologia proposta por Stone e Haydock (1962) com modificagdes. Foram confeccionados
pacotes com papel filtro (Whatmann n° 1) na dimensé&o de 6 x 6 cm, vedados nas laterais, sendo
mantida uma lateral aberta para insercédo das larvas. Para cada grupo foram realizadas quatro
repeticdes contendo aproximadamente 100 larvas em cada repeticao.

As larvas foram inseridas nos pacotes com o auxilio de um pincel, os pacotes foram
vedados com grampos e banhados com 400 uL de cada solugao definida. Foram avaliados os
EA e EE nas concentragdes 100, 75, 50, 25 e 10 mg mL"", grupo quimico com associagio
cipermetrina a 150 mg mL"", clorpirifés a 250 mg mL™" e citronelal a 10 mg mL"' (Colosso
Pulverizagao, Ourofino Saude Animal, Sao Paulo, Brasil), controle com agua destilada com tween
80 a 5%. Os pacotes de cada grupo foram alocados em placas de Petri e incubados nas mesmas
condicdes descritas para as teledginas por 24h e a quantificacdo de larvas vivas e mortas foi

realizada sobre papel branco.

2.6 Analise estatistica

Os testes foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado e foram analisados
os seguintes parametros biolégicos: CP, EC, ER, EP para os experimentos com as teledginas e
mortalidade e concentracdes letais para matar 90% de larvas (CLgo) para os experimentos com

as larvas. Os dados foram avaliados em analise de varidncia (ANOVA) entre os grupos tratados
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com farmaco, extratos e controle e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. As CLgo foram estimadas pela analise de regressao probit. Utilizou-se o pacote
estatistico SAEG (Sistema para Analises Estatisticas, Versao 9.1: Fundacao Arthur Bernardes -
UFV - Vigosa, 2007).

3 RESULTADOS

3.1 Efeitos dos extratos de M. urundeuva sobre a atividade reprodutiva das teleéginas

O EA apresentou eficacia acaricida entre 19,49 e 25,91 % nas concentracdes de 25 a
100 mg mL" (Tabela 1, p < 0,05). Contudo as concentragdes ndo promoveram redug&o
significativa da CP e EC quando comparadas aos controles contendo agua e agua com tween
80 a 5%. O tratamento com o acaricida quimico promoveu redugéo significativa na CP das

teledginas, porém néo reduziu a EC.

Tabela 1 Efeito do extrato aquoso de Myracrodruon urundeuva sobre a eficiéncia reprodutiva de

fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus.

Tratamento / Capacidade de Eficiéncia do
Eclodibilidade (%)

Concentragao Postura (%)* Produto (%)**
(mg mL™) Média dp® Média dp Média dp
100 40,22 b 3,17 87,57 a 4,06 2591b 9,01
75 49,97 b 2,29 85,72 a 3,34 10,19 ¢ 5,68
50 4415b 6,56 87,30 a 5,22 19,49 b 10,76
25 43,67 b 3,47 85,83 a 5,85 21,08 b 11,03
Controle positivo? 27,01 a 12,46 81,32 a 17,94 57,08 a 19,16
H20 + tween 80 49,88 b 4,93 95,77 a 3,25 - -
Controle H20 49,66 b 7,72 95,53 a 1,07 - -

aControle positivo: cipermetrina, clorpirifos e citronelal

b Desvio padréo

*Capacidade de postura (CP) = (peso da massa de ovos/ peso inicial das fémeas) X 100
**Eficiéncia do Produto (EP) = (Eficiéncia Reprodutiva Controle (Tween 80) - Eficiéncia
Reprodutiva Produto / Eficiéncia Reprodutiva Controle (Tween 80)) X 100

Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna séo estatisticamente semelhantes pelo

teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

O EE nas concentragdes de 75 e 100 mg mL™" reduziu a CP das teledginas quando
comparado aos controles negativos, resultado estatisticamente similar ao controle quimico.
Entretanto, ndo houve diferenca significativa da EC entre as concentragdes avaliadas para esse
extrato. A EP do EE variou entre 14,93 e 40,79%, mas concentragdes 275 mg mL™' apresentaram

maior EP, similar ao controle quimico (Tabela 2, p < 0,05).
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Tabela 2 Efeito do extrato etandlico de Myracrodruon urundeuva sobre a eficiéncia reprodutiva

de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus.

Tratamento / Capacidade de Eficiéncia do
Eclodibilidade (%)

Concentragiao Postura (%)* Produto (%)**
(mg mL™) Média dp® Média dp Média dp
100 33,07 a 4,33 86,51 a 7,19 40,79 a 2,08
75 35,29 a 5,75 90,32 a 6,16 33,25a 11,47
50 46,59 b 1,12 86,85 a 11,41 14,93 b 12,52
25 43,64 b 9,29 90,63 a 6,52 17,84 b 18,22
Controle positivo? 27,01 a 12,46 81,32 a 17,94 57,08 a 19,16
H20 + Tween 80 49,88 b 4,93 95,77 a 3,25 - -
Controle H20 49,66 b 7,72 95,53 a 1,07 - -

aControle positivo: cipermetrina, clorpirifds e citronelal

b Desvio padréo

*Capacidade de postura (CP) = (peso da massa de ovos/ peso inicial das fémeas) X 100
**Eficiéncia do Produto (EP) = (Eficiéncia Reprodutiva Controle (Tween 80) - Eficiéncia
Reprodutiva Produto / Eficiéncia Reprodutiva Controle (Tween 80)) X 100

Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna sio estatisticamente semelhantes pelo

teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

3.2 Mortalidade de larvas

A taxa de mortalidade de larvas n&o variou entre os tipos de extratos avaliados (p = 0,04).
O EA e o EE promoveram taxas de mortalidade de larvas entre 35,7 a 82,89% e 35,94 a 91,21%,
respectivamente. Para o EA, as concentragdes 50, 75 e 100 mg mL-" apresentaram maiores
taxas de mortalidade de larvas quando comparadas ao controle contendo agua e tween 80 a 5%.
Em relagédo ao EE a concentragdo de 50 mg mL-1 apresentou maior taxa de mortalidade, sendo
similar produto quimico testado (Tabela 3, p < 0,05). As CLgo foram 226,1 mg mL™" (IC = 179,5 -
303,2) e 159,3 mg mL™" (IC = 128,0 - 211,1) para o EA e EE, respectivamente (Figuras 2 e 3).



Tabela 3 Mortalidade de larvas

Myracrodruon urundeuva.

50

de Rhipicephalus microplus tratadas com extratos de

Tratamento / Concentracao

Extrato Aquoso (%)

Extrato Etandlico (%)

(mg mL™) Média dp® Média dp
100 74,03 a 15,74 81,32b 9,49
75 74,94 a 24,84 70,16 b 577
50 82,89 a 7,39 91,21 a 3,75
25 42,86 b 23,54 73,16 b 11,20
10 35,70 b 19,30 35,94 c 4,32
Controle positivo? 100,00 a 0 100,0 a 0
Controle H20 + Tween 80 21,12b 3,47 21,12d 3,47

aControle positivo: cipermetrina, clorpirifds e citronelal

b Desvio padréo

Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna séo estatisticamente semelhantes pelo

teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Sohrevivencia %

CLeo Extrato Aquosoe - Larvas

Concentracio mg/mil

Figura 2. Mortalidade de larvas de Riphicephalus microplus em fungédo da concentragéo do

extrato aquoso de folhas de Myracrodruon urundeuva
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Figura 3. Mortalidade de larvas de Riphicephalus microplus em fungéo da concentragédo do

extrato etandlico de folhas de Myracrodruon urundeuva

4 DISCUSSOES

A cepa de carrapato avaliada apresentou baixa susceptibilidade ao acaricida comercial
testado, o que indica baixa eficacia em relagao a recomendacéao pelo Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento para essa classe de agroquimico (Brasil 2012).

O EE a 75 e 100 mg mL™" foi efetivo para reduzir a CP das teledginas, o que pode estar
relacionado com a presencga de lectinas nas folhas da M. urundeuva como relatado por Napole&o
et al (2013) em estudos sobre a acao de extrato de M. urundeuva na mortalidade de larvas de
Aedes aegypit. As lectinas sao proteinas que se ligam a carboidratos e apresentam efeito
inseticida (Lam et al 2011). Napole&o et al (2013) observaram que extratos de M. urundeuva séo
ricos em proteinas, dentre elas as lectinas, e essas proteinas resistem as proteases intestinais
das larvas de A. aegypti e interferem nas atividades enzimaticas no intestino dessas larvas. Os
efeitos de redugdo na CP observados podem estar relacionados a agédo de lectinas sobre o
intestino das teledginas e comprometimento da produgéo dos ovos. Contudo, no presente estudo
a ineficacia dos extratos para reduzir a EC mostra que esses podem ndo apresentar efeito
residual sobre os ovos.

O EE foi mais efetivo para redugdo da atividade reprodutiva das teledginas na
concentragdo de 100 mg mL™" em relagdo ao EA. Veber et al (2015) demonstraram maior eficacia
de extratos hidroetandlicos a 50% na extracdo de compostos fendlicos de diferentes partes
vegetais de Syzygium cumini Lamarck (Jambol&o) quando comparados a extratos aquosos. Além
disso, carrapatos adultos possuem camada de cera na composigao do exoesqueleto (Odhiambo
e Galun 1982) e o uso de solventes foi sugerido por Chagas et al (2002) para aumento da eficacia

dos produtos testados por ampliar a area de agéo, distribuindo os compostos por toda a cuticula
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dos carrapatos. Santos et al (2013) recomendam o uso de 20% de solvente na solugdo de
imersao de teledginas e larvas com extratos de diversas plantas. Apesar do ndo uso de solventes
neste experimento, o EE pode ter se mostrado mais eficaz quando comparado a extragdo aquosa
como observado devido a extragdo de maior quantidade de compostos.

Em estudo envolvendo controle de atividade reprodutiva de R. microplus e com extrato
de aroeira, Oiano-Neto et al (2017) testaram extrato de folhas da planta com acetona:agua:tween
80 (50:50:1,9) na concentragdo a 100 mg mL™" e observaram 89% de redug&o na ovoposi¢do em
relacdo ao controle com agua destilada.

Extratos de M. urundeuva também tém sido avaliados para o controle de Aedes aegypti.
Sa et al (2009) e Napoledo et al (2012) relataram efeito larvicida de extratos de casca e cerne, e
folhas, respectivamente, em larvas em quarto estagio de A. aegypti pela presenga de lectinas
nos extratos. Souza et al (2012) descreveram a atividade larvicida e ovicida do mesmo agente
com o uso de extrato de sementes de M. urundeuva e isolaram o m-pentadecadienil-fenol como
principal composto envolvido.

Taninos e flavonoides foram identificados em extratos metandlicos de folhas de M.
urundeuva por Machado et al (2016). Quesado Junior et al (2017) corroboraram com esses
resultados ao detectar fendis e flavonoides em extrato etandlico de folhas da planta, com a
presenca de taninos condensados. Xavier et al (2015) obtiveram 70% de mortalidade de acaros
Tetranychus bastosi com o uso de extrato aquoso de M. urundeuva a 25% e também relaciona
esse resultado a presenga de taninos nos extratos da aroeira.

Quanto a mortalidade de larvas, o EA apresentou-se mais efetivo em concentragdes =
50 mg mL™", demonstrando maior potencial de efeito do extrato sobre larvas quando comparado
as teledginas. Essa diferenca de eficacia dos extratos entre larvas e adultos pode estar
relacionada a composig¢ao das cuticulas dos carrapatos nas diferentes fases, uma vez que a
camada lipidica so é formada apds as mudangas para a fase de ninfa de R. microplus (Odhiambo
e Galun 1982). Além disso, as lectinas presentes no extrato também apresentam a capacidade
de se ligar a quitina e promover a acao larvicida por deterioracdo do exoesqueleto (Alves et al
2022).

Estudos realizados com outras espécies da familia Anacardiaceae também
apresentaram resultados satisfatérios para o controle de carrapatos. Bortolucci et al (2018)
verificaram 40% de mortalidade de teledginas de R. microplus e redugédo de em 97,06% a
eclodibilidade com o uso de 6leo essencial de Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira-vermelha).
Rey-Valeirdn et al (2018) observaram 99,3% de mortalidade de larvas de R. sanguineus com o
uso de dleo essencial de Schinus molle L. (aroeira-mole). Na caracterizacdo do 6leo essencial
foram identificados 21 compostos, entre eles p-cimeno (40,0%) limoneno (19,5%), mirceno
(7,7%) e canfeno (5,6%).

Os resultados de EP e mortalidade de larvas encontrados e estudos citados indicam a
viabilidade no uso de extratos de M. urundeuva em programas de controle integrado de R.
microplus como uma alternativa ao objetivo de reducdo das populacbes de cepas

multirresistentes aos acaricidas devido ao menor uso de produtos quimicos para tratamento dos
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rebanhos (Verissimo e Katiki 2015). Além disso, o uso desses produtos de base biolégica auxilia
na maior seguranca alimentar e preservagdo ambiental, reduzindo riscos de contaminacgdes e

contribuindo para uma produgédo sustentavel (Alves et al 2012).

5 CONCLUSOES

EE e EA obtidos das folhas de M. urundeuva apresentam potencial para o controle de
cepa resistente do R. microplus. EE é mais eficaz que o EA quanto a redugado da atividade
reprodutiva das teledginas e mortalidade larval. Estudos de toxicidade in vivo sdo importantes
para estabelecer dosagens e intervalos de aplicacdo para promover esses extratos como

acaricidas alternativos para o controle de R. microplus.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O carrapato bovino representa grandes desafios a saude e produtividade dos rebanhos
leiteiros, bem como a rentabilidade dos produtores e seguranga alimentar dos consumidores. O
controle desse ectoparasito tem sido comprometido devido a selegao de cepas multirresitentes
aos acaricidas quimicos.

Extratos de R. mucilaginosa e de folhas de M. urundeuva apresentaram potencial de
controle do carrapato. O desenvolvimento de novos estudos em relagdo as concentragoes,
veiculos e diluentes, toxicidade e resposta in vivo do uso desses produtos sao necessarios para

garantir de forma efetiva o uso desses extratos no controle alternativo de R. microplus.
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