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RESUMO

O carrapato Rhipicephalus microplus € um dos principais entraves da bovinocultura,
impactando negativamente a producao de leite e carne no Brasil. O controle quimico
com carrapaticidas quimicos tem sido a estratégia predominante, entretanto, o uso
indiscriminado favorece o surgimento de populacbes resistentes, agravado pelo
desconhecimento da ecologia e epidemiologia do parasito. Diante desse cenario, 0
desenvolvimento de alternativas biol6gicas € necessario. Assim, o presente estudo
objetivou avaliar a eficacia do bioativo a base do fungo Purpureocillium lilacinum BIC
0119 sobre os estagios evolutivos de R. microplus por meio de bioensaios in vitro, em
condi¢cBes seminaturais e in vivo. Nos testes in vitro, fémeas ingurgitadas (n=10), ovos
(50 mg) e larvas (n=100) foram imersos por 3 minutos em suspensdes fungicas com
diferentes concentragdes (108, 107, 108, 10° e 10"° conidios mL™), utilizando-se 4gua
destilada estéril como controle. Apés a remocao do excesso, as amostras foram
incubadas em camara climatica para avaliacdo da oviposi¢cédo, eclosdo dos ovos,
mortalidade das larvas, além do célculo da eficiéncia reprodutiva e eficacia do produto.
Nos bioensaios em condicfes seminaturais, vasos contendo Brachiaria brizantha
foram preparados (12 vasos para 0 grupo controle e 12 para o grupo tratado). Grupos
contendo cinco fémeas ingurgitadas foram submetidas ao tratamento com a
suspensao fungica na concentracdo mais eficaz dos testes in vitro (10" conidios mL™)
ou com agua destilada estéril (grupo controle) por 3 minutos e depositadas no solo de
cada vaso. A eficacia do bioativo foi avaliada com base na mortalidade das fémeas
ingurgitadas e na recuperacgédo de larvas nas gramineas no 41° dia ap6s o tratamento.
Para avaliar o desenvolvimento e a persisténcia do fungo P. lilacinum BIC 0119 no
solo, amostras foram coletadas nos dias 0, 7, 21 e 41 apGs o tratamento. Além disso,
fémeas ingurgitadas mortas dos bioensaios in vitro e em condi¢cdes seminaturais
foram submetidas a reisolamento fangico para confirmar a colonizacdo pelo fungo.
Nos testes in vivo, bovinos foram distribuidos em dois grupos (controle e tratado), cada
um com nove animais. O grupo tratado recebeu pulverizacdo com 2,5 L da suspenséao
fungica na concentracao de 10" conidios mL™, enquanto o grupo controle recebeu
pulverizacdo com &gua. A eficdcia foi monitorada por contagens de fémeas
ingurgitadas (4,5-8 mm) nos dias +2, +4, +6, +9, +11, +13, +16, +18, +20, +23, +25 e
+27 ap0s o tratamento. O bioativo demonstrou maior eficacia in vitro na concentragao
de 10" conidios mL™, resultando em 98% de mortalidade das fémeas ingurgitadas,
80,69% de inibicdo na eclosdo dos ovos e 100% de mortalidade das larvas de R.
microplus. Em condi¢cdes seminaturais, observou-se uma reducdo significativa
(p<0,05) de 60% no numero de fémeas ingurgitadas viaveis no grupo tratado e uma
reducdo de 76,01% na recuperacado de larvas (n= 2423,75) em relacdo ao controle
(n=10106,5). O fungo persistiu no solo por até 41 dias e demonstrou capacidade de
dispersdo nos vasos experimentais. Os reisolamentos fungicos das cuticulas das
fémeas ingurgitadas confirmaram a colonizagdo por P. lilacinum BIC 0119. No
bioensaio in vivo, a eficicia, avaliada pela redugc&o no numero de fémeas ingurgitadas,
foi de 55,02%. Os resultados indicam que P. lilacinum BIC 0119 é eficaz no controle
de larvas, fémeas ingurgitadas e na reducdo da eclosdo dos ovos de R. microplus,
apresentando potencial para o controle do carrapato bovino e contribuindo com novas
perspectivas para a bovinocultura.

Palavras-chave: Carrapato bovino; fungos entomopatogénicos; controle bioldgico.

Vi






ABSTRACT

The Rhipicephalus microplus tick is one of the main obstacles to cattle farming,
negatively impacting milk and meat production in Brazil. Chemical control using
acaricides has been the predominant strategy; however, indiscriminate use promotes
the emergence of resistant populations, a problem exacerbated by the lack of
knowledge about the parasite’s ecology and epidemiology. Given this scenario, the
development of biological alternatives is necessary. Thus, this study aimed to evaluate
the efficacy of a bioactive formulation based on the fungus Purpureocillium lilacinum
BIC 0119 against the developmental stages of R. microplus through in vitro bioassays,
semi-natural conditions, and in vivo experiments. In the in vitro tests, engorged females
(n=10), eggs (50 mg), and larvae (n=100) were immersed for 3 minutes in fungal
suspensions at different concentrations (10°, 107, 108, 10° and 10" conidia mL™),
using sterile distilled water as a control. After removing the excess solution, the
samples were incubated in a climatic chamber to evaluate oviposition, egg hatching,
larval mortality, as well as the reproductive efficiency and efficacy of the product. In the
bioassays under semi-natural conditions, pots containing Brachiaria brizantha were
prepared (12 pots for the control group and 12 for the treated group). Groups of five
engorged females were treated with the fungal suspension at the most effective
concentration from the in vitro tests (10"° conidia mL™) or with sterile distilled water
(control group) for 3 minutes and then placed into the soil of each pot. The bioactive
efficacy was assessed based on engorged female mortality and larval recovery from
the grasses on the 41st day after treatment. To evaluate the development and
persistence of P. lilacinum BIC 0119 in the soil, samples were collected on days 0, 7,
21, and 41 post-treatment. Additionally, dead engorged females from the in vitro and
semi-natural bioassays underwent fungal reisolation to confirm colonization by the
fungus. In the in vivo tests, cattle were divided into two groups (control and treated),
each containing nine animals. The treated group received a spray application of 2.5 L
of the fungal suspension at a concentration of 10'° conidia mL™, while the control group
was sprayed with water. Efficacy was monitored by counting engorged females (4.5—
8 mm) on days +2, +4, +6, +9, +11, +13, +16, +18, +20, +23, +25, and +27 after
treatment. The bioactive formulation demonstrated the highest efficacy in vitro at a
concentration of 10" conidia mL™, resulting in 98% mortality of engorged females,
80.69% inhibition of egg hatching, and 100% larval mortality of R. microplus. Under
semi-natural conditions, a significant reduction (p<0.05) of 60% in the number of viable
engorged females was observed in the treated group, along with a 76.01% reduction
in larval recovery (n=2,423.75) compared to the control (n=10,106.5). The fungus
persisted in the soil for up to 41 days and demonstrated the ability to disperse within
the experimental pots. Fungal reisolations from the cuticles of engorged females
confirmed colonization by P. lilacinum BIC 0119. In the in vivo bioassay, efficacy,
evaluated by the reduction in the number of engorged females, reached 55.02%.
These results indicate that P. lilacinum BIC 0119 is effective in controlling larvae,
engorged females, and reducing R. microplus egg hatching, showing potential for
cattle tick control and contributing to new perspectives for cattle farming.

Keywords: cattle tick; entomopathogenic fungi; biological control
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1. INTRODUCAO

Conforme o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2023, o
Brasil possui um rebanho aproximado de 238,6 milhdes de bovinos, destinados a
producao de carne e leite e detém o maior rebanho comercial do mundo, além de ser
0 quinto maior produtor de leite e o segundo maior produtor de carne bovina em escala
mundial (FAO, 2022).

A produtividade desse setor é crucial para a economia nacional. Contudo,
enfrenta perdas econbmicas significativas devido as parasitoses, entre elas as
causadas pelo Rhipicephalus microplus, também conhecido como “carrapato-do-boi”,
ectoparasito que afeta a cadeia produtiva de bovinos no Brasil, causando prejuizos na
producdo de carne, leite e couro, além de representar um risco direto para a saude
animal e gerar despesas consideraveis com o seu controle (Rodrigues; Leite, 2013;
Grisi et al., 2014; Calvano et al., 2019).

Além de impactar sistemicamente o hospedeiro durante o parasitismo, esse
parasito desempenha um papel crucial como vetor de doencas, sendo responséavel
pela transmisséo da Tristeza Parasitaria Bovina, causada pela Rickettsia Anaplasma
marginale, e pelos protozoarios intraeritrocitarios Babesia bovis e Babesia bigemina
(Labruna; Machado, 2006; Garcia et al., 2019).

Durante anos, tém sido realizados esfor¢os para reduzir os impactos causados
pelo R. microplus. O controle deste carrapato € um desafio constante na
bovinocultura, demandando uma abordagem multifacetada (Jonsson; Piper;
Constantinoiu, 2014; Rodriguez-Vivas; Jonsson; Bhushan, 2018). Tradicionalmente, o
controle quimico com carrapaticidas tem sido a principal estratégia adotada (Higa et
al., 2016). No entanto, a utilizagdo de forma incorreta e indiscriminada desses
produtos contribuiu para o surgimento de populacdes de carrapatos resistentes a
estes produtos (Higa et al., 2016; Valsoni et al., 2021).

Devido aos desafios enfrentados pelos métodos quimicos, estudos que visem
a utilizacdo de praticas alternativas de controle tém se tornado comuns, destacando-
se o controle biolégico por meio da utilizagdo de fungos entomopatogénicos (Alves,
1998; Samish; Ginsberg; Glazer, 2004). Diversos fungos como Metarhizium anisopliae
e Beauveria bassiana tém sido utilizados para o controle do Rhipicephalus microplus
(Chandler et al., 2000; Campos et al., 2010; Angelo et al., 2012; Camargo et al., 2014;

Nogueira et al., 2020). Em um estudo conduzido por Nogueira et al. (2020), foram
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avaliados dois produtos a base de M. anisopliae em ovos, larvas e fémeas
ingurgitadas de R. microplus. A formulagéo oleosa foi altamente eficaz, resultando em
100% de mortalidade larval e uma reducdo de 61% na eclodibilidade dos ovos. Por
sua vez, Campos et al. (2010) observaram que cepas de B. bassiana provocaram até
50% de mortalidade dos carrapatos em laboratorio e até 32% em condi¢cdes de campo.

Entre a diversidade de fungos com potencial para o controle de carrapatos,
destaca-se Purpureocillium lilacinum, espécie pertencente ao filo Ascomycota e que
ocorre naturalmente no solo e nas rizosferas de diversas culturas agricolas, sendo
frequentemente isolado de solos, vegetacdo em decomposicao, insetos e nematoides
(Luangsard et al., 2011; Angelo et al., 2012; Goffré; Folgarait, 2015; Khan; Tanaka,
2023).

P. lilacinum apresenta notavel adaptabilidade ambiental, com capacidade de
desenvolvimento em ampla faixa de temperaturas e pH (Samson, 1974; Banu; lyer;
Gunasekaran, 2006). Tem sido extensivamente estudado como agente de biocontrole,
especialmente contra nematoides fitoparasitas, como o0 nematoide-das-galhas
(Meloidogyne incognita) (Khan; Tanaka, 2023). Além disso, ha registros de sua
eficacia no controle de diversos insetos-praga, como formigas-cortadeiras
(Acromyrmex lundii) e pulgbes (Myzus cerasi) (Goffré; Folgarait, 2015; Kepenekci et
al., 2015).

Estudos in vitro demonstraram que P. lilacinum é eficaz contra diferentes
estagios de desenvolvimento de R. microplus (Angelo et al., 2012; Fernandez-Salas
et al.,, 2019). Com base nesses resultados, o presente estudo objetivou avaliar a
eficacia do isolado P. lilacinum BIC 0119 no controle do carrapato R. microplus, por

meio de ensaios in vitro, em condi¢des seminaturais e in vivo.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficacia do bioativo a base do fungo Purpureocillium lilacinum BIC

0119 no controle do carrapato bovino Rhipicephalus microplus.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar, in vitro, a acdo do fungo Purpureocillium lilacinum BIC 0119 sobre os
ovos, larvas e fémeas ingurgitadas (teledginas) do R. microplus;

Observar o crescimento/desenvolvimento fungico Purpureocillium lilacinum BIC
0119 sobre teledginas em teste in vitro;

Avaliar a interferéncia do fungo Purpureocillium lilacinum BIC 0119 sobre a
ovipostura da teledgina;

Avaliar a agéo do fungo Purpureocillium lilacinum BIC 0119 sobre as teledginas
em teste sob condi¢cdes seminaturais;

Isolar e identificar Purpureocillium lilacinum BIC 0119 no solo para avaliacao
da sua persisténcia ambiental;

Avaliar a acédo do fungo Purpureocillium lilacinum BIC 0119 sobre as teledginas

em animais naturalmente infestados.
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3. REVISAO DE LITERATURA
Esta revisao de literatura aborda o carrapato R. microplus, seu ciclo biolégico,
impacto econémico, métodos tradicionais de controle, alternativas bioldgicas e, em

especial, o potencial do fungo P. lilacinum BIC 0119 como agente de biocontrole.

3.1 O carrapato Rhipicephalus microplus

Segundo a classificagdo do National Center for Biotechnology Information —
NCBI (txid6941), o R. microplus € um organismo pertencente ao Super reino
Eukariota, Reino Metazoa, Filo Arthropoda, Classe Arachnida, Subclasse Acari,
Superordem Parasitiformes, Ordem Ixodida, Superfamilia Ixodoidea, Familia Ixodidae,
Subfamilia Rhipicephalinae, Género Rhipicephalus, Subgénero Boophilus, Espécie R.
microplus.

Originario da Asia, R. microplus foi disseminado em grande parte dos paises
tropicais e subtropicais por meio da importacdo de gados dessa regido. Sua
ocorréncia tem sido registrada em rebanhos bovinos de varias regides, incluindo
Ameérica Central e do Sul, Africa, Asia e Oceania (Pereira; Labruna, 2008). Fatores
como as condi¢cBes climaticas e disponibilidade de racas europeias de bovinos,
favoreceram a disperséao de R. microplus por todo o territorio brasileiro (Garcia et al.,
2019; Perez-Martinez et al., 2023).

3.2 Ciclo bioldgico

O R. microplus € um parasito monoxénico, completando todo o seu ciclo de
vida em um Unico hospedeiro, preferencialmente bovinos (Bos taurus) (Garcia et al.,
2019). Contudo, em ambientes com alta carga parasitaria, pode ocasionalmente
infestar outros animais que coexistem no mesmo ambiente (Pereira et al., 2008; Ma
et al., 2016). O ciclo de vida desse ectoparasito € dividido em duas fases distintas: a
parasitaria e ndo parasitaria, que se intercalam entre o hospedeiro e 0o ambiente
(Figura 1).

3.2.1 Fase néo parasitéaria

A Fase néo parasitaria ocorre no solo, e tem inicio com o desprendimento da
fémea ingurgitada do hospedeiro. Apos a queda, a fémea busca locais umidos e
protegidos do sol para iniciar a postura dos ovos, evitando sua dessecacao (Beys-da-

Silva et al., 2020). O periodo entre o desprendimento e a eclosdo dos ovos varia
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conforme as condicbes climéaticas (Pereira et al., 2008). Em situacdes ideais,
temperaturas em torno de 27°C e umidade relativa de 80—-85% séo favoraveis para o
inicio da postura, apds um periodo de pré-postura de 3 a 5 dias (Andreotti et al., 2019).
Cada fémea pode depositar entre 2 e 4 mil ovos, com taxas de eclosé&o de 85% a 95%
(Guglielmone et al., 2006). O periodo de oviposicao dura, em média 15 a 17 dias
(Brovini et al., 2003). Ap6s o periodo de incubacao, que corresponde ao periodo entre
0 inicio da oviposicdo e a eclosdo dos primeiros ovos. Este periodo varia com a
estacdo do ano, durando aproximadamente 30 dias no verédo e 70 dias no inverno
(Brovini et al., 2003). Assim que eclodem, as larvas deslocam-se para o apice
gramineas, enquanto aguardam um hospedeiro (Pereira et al., 2008; Guglielmone et
al., 2006).

3.2.2 Fase parasitaria

A fase parasitaria tem inicio quando as larvas se fixam ao hospedeiro e termina
com o desprendimento da fémea ingurgitada. Durante esse periodo, ocorre uma
sequéncia de transformacfes nos estagios de desenvolvimento do carrapato: as
larvas evoluem para ninfas, as ninfas transformam-se em adultos, e as fémeas adultas
passam pelo processo de ingurgitamento (Guglielmone et al., 2006; Pereira et al.,
2008; Beys-da-Silva et al., 2019). Assim que se fixam ao hospedeiro, as larvas iniciam
a alimentacdo. Ap6s um periodo de 4 a 7, as larvas realizam a primeira ecdise,
transformando-se em ninfas, caracterizadas pela presenca de quatro pares de patas,
mas ainda sem maturidade reprodutiva. Essa fase dura aproximadamente 7 a 9 dias.
Durante os 13 dias subsequentes, as ninfas continuam a se alimentar até realizarem
uma nova ecdise, dando origem a fase de metaninfa, na qual ocorre a diferenciacéo
sexual, resultando em machos e fémeas adultos. Em um intervalo de 14 a 16 dias, 0s
adultos copulam, permitindo que as fémeas fecundadas iniciem um intenso processo
de alimentacdo, culminando no ingurgitamento. No 18° dia, algumas fémeas
ingurgitadas comecam a se desprender do hospedeiro, embora a maior parte se solte
no 21° dia (Hitchcock, 1955; Furlong, 2005; Pereira et al., 2008; Andreotti et al., 2019).
Os machos podem permanecer no hospedeiro por até 70 dias apos a infestacdo, a
procura de outras fémeas para cépula (Hitchcock, 1955). Apds o desprendimento das

fémeas ingurgitadas inicia-se novamente a fase de vida nao parasitaria.
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Figura 1. Ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus microplus dividido em fase

parasitaria e fase nao parasitaria.

Adultos sexuados
Metaninfa 14 - 16 dias
13 dias Neégina # Neandro

Ninfa |
6 dias Partenégena

18 dias

Larva
parasitaria
1-5dias

Teleégina
21 dias

FASE
PARASITARIA

FASE NAO
PARASITARIA

Larvas
infestantes
60 - 84 dias

Quenégina
15 - 43 dias
> 2000 ovos

Fonte: Fotografias de estagios evolutivos cedidas por Daniel Sobreira Rodrigues; figura

elaborada pelo autor (2024).

3.3 Importéncia

Tendo o bovino como seu principal hospedeiro, o R. microplus, destaca-se
como o carrapato de maior importancia na pecuaria, acarretando significativas perdas
econdmicas. Conforme apontado por Grisi et al. (2014), estima-se que as doencas
parasitarias causem prejuizos de aproximadamente US$14 bilhGes na pecuéria
brasileira, com cerca de US$3,24 bilh&es atribuidos especificamente ao R. microplus.
InfestacOes elevadas podem resultar em perda de peso, reducédo na producao de leite
e carne, além de depreciacéo do couro (Rodrigues; Leite, 2013; Calvano et al., 2019).
Além disso, R. microplus é o responsavel pela transmissdo de patégenos como
Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma marginale, que sdo os principais
patdbgenos do complexo de doencas causadoras da Tristeza Parasitaria Bovina,
doencgas que induzem extrema emaciacdo no gado, culminando muitas vezes em

morte (Labruna; Machado, 2006; Garcia et al., 2019). Em escala global, estima-se que
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carrapatos e as doencas por eles transmitidas acarretem prejuizos econémicos anuais
entre US$22 e US$30 bilhdes (Lew-Tabor; Rodriguez Valle, 2016).

3.4 Controle do Rhipicephalus microplus

O controle do carrapato R. microplus é um desafio constante na pecuaria
nacional, demandando de uma abordagem multifacetada. Tradicionalmente, o
controle quimico com carrapaticidas tem sido a principal estratégia adotada. Entre as
bases acaricidas mais utilizadas, encontram-se os organofosforados, piretroides,
amidinicos, lactonas macrociclicas, fenilpirazois e o difluorobenzoilureia, aplicados
sob formas de pulverizacéo, pour-on e injetaveis (Higa et al., 2019).

No entanto, essa abordagem enfrenta diversas desvantagens, incluindo o
desenvolvimento de populagbes de carrapatos resistentes aos carrapaticidas, devido
a falta de conhecimento da ecologia e epidemiologia do parasito associado ao uso
inadequado desses produtos (Higa et al., 2016; Valsoni et al., 2021).

Estudos realizados em diversas regides brasileiras documentaram niveis
alarmantes de resisténcia, como multipla resisténcia a cipermetrina, clorpirifés,
amitraz e invermectina na Paraiba (Vilela et al., 2020); no Amazonas a cipermetrina e
deltametrina (Souza et al., 2022); em Mato Grosso do Sul, ao fluazuron, ivermectina
e fipronil (Valsoni et al., 2021); no Sudeste do Brasil, foi descrita resisténcia em Sao
Paulo, aos piretrdides sintéticos e organofosforados (Mendes; Pereira; Prado, 2007;
Mendes et al., 2011; Higa et al., 2016). Resisténcia aos piretroides foi descrita em
Minas Gerais e aos organofosforados no Espirito Santo (Higa et al., 2016).

Diante dessas limita¢des, ha uma crescente demanda por métodos alternativos
de controle de carrapatos. Dentre as alternativas destacam-se: selecdo de animais
geneticamente resistentes, manejo de rebanhos, rotacdo de pastagens, controle
imunoldgico por meio de vacinas e o controle biolégico (Jonsson; Piper; Constantinoiu,
2014; Rodriguez-Vivas; Jonsson; Bhushan, 2018).

Para realizacdo de um controle estratégico efetivo do R. microplus, deve-se
compreender o ciclo de vida do carrapato e suas interacbes com as variagdes das
condigbes ambientais, para determinar os momentos de maior vulnerabilidade da
populacao de carrapato (Andreotti; Garcia; Koller, 2019). Assim, estudos que visem
a utilizacao de praticas alternativas de controle tém se tornado comuns em funcéo dos

problemas relacionados aos métodos quimicos tradicionais.
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3.5 Controle biolégico

O conceito de “Controle Biologico” foi empregado pela primeira vez por Harry
Scott Smith em 1919, para designar o uso de organismos Vvivos no controle de insetos
praga (Berti Filho; Macedo, 2011). De acordo com De Bach (1964), o controle biol6gico
pode ser definido como “a acao de parasitoides, predadores e patégenos na
manutencdo da densidade de outro organismo a um nivel mais baixo do que aquele
gue normalmente ocorreria nas suas auséncias”. Assim, todas as espécies de plantas
e animais possuem inimigos naturais atacando seus varios estagios de vidas,
conforme destacado por Parra et al., (2002). Esses inimigos naturais abrangem uma
ampla variedade de grupos, incluindo insetos, virus, fungos, bactérias, nematoides,
protozodrios, rickettsias, micoplasmas, acaros, aranhas, aves e mamiferos (Parra et
al., 2002).

Desde o inicio do século XX, pesquisadores tém documentado inumeros
agentes de controle bioldégico do R. microplus, incluindo, parasitoides como formigas,
dipteros e nematédeos entomopatogénicos (Chagas; Furlong; Nascimento, 2002;
Miranda-Miranda et al., 2010; Monteiro et al., 2010; Monteiro; Prata, 2015).

Diversas espécies de aves, incluindo a galinha doméstica (Gallus gallus
domesticus), ja foram relacionadas como predadoras de carrapatos (Samish;
Ginsberg; Glazer, 2004), assim como bactérias, virus e fungos (Samish; Ginsberg;
Glazer, 2004; Fernandez-Ruvalcaba et al, 2010; Bernardo et al., 2018). Entre os
agentes patogénicos utilizados no manejo biolégico de carrapatos, os fungos se

destacam devido a sua eficacia e versatilidade.

3.5.1 Controle bioldgico utilizando fungo entomopatogénicos

Salientando a importancia desse controle, Alves (1998) destaca o controle
microbiano como a principal meta da patologia de insetos, representando um ramo do
controle biolégico que consiste na utilizacdo racional de patégenos e manutencao
adequada da populacao de pragas.

Os primeiros patdogenos a serem utilizados no controle microbiano foram os
fungos (Davidson, 2012). Esses organismos possuem uma ampla variabilidade
genética e a capacidade de atuar em diversos estagios evolutivos de seus
hospedeiros, conferindo-lhes a qualidade de agentes eficientes para o controle de
pragas (Samish; Ginsberg; Glazer, 2004). Além de sua acao patogénica, a utilizacao

desses organismos traz muitos beneficios ambientais, pois sdo endofitos de plantas,
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antagonistas de doencas vegetais, colonizadores da rizosfera e promotores do
crescimento das plantas (Vega et al., 2009; Lacey et al.,, 2015). Ademais, sua
utilizacdo auxilia na redugdo do uso de agrotéxicos, reducdo dos residuos quimicos
nos alimentos e meio ambiente, seguranca ao homem e outros organismos (Alves,
1998). No entanto, os fungos apresentam algumas desvantagens como, a acao lenta
sobre seu hospedeiro e o potencial impacto em artropodes néo alvo (Ginsberg et al.,
2002).

A variabilidade dos fatores ambientais, como temperatura, umidade relativa e
radiacdo ultravioleta, pode afetar o crescimento vegetativo, a producéo de conidios e
a germinacdo fangica, interferindo na capacidade invasiva no artropode alvo e
consequentemente em sua viruléncia (Braga et al., 2001; Mascarin; Pauli, 2010). A
producdo em massa pode ser onerosa, e a vida Util limitada de alguns produtos os
tornando ainda mais caros (Samish; Ginsberg; Glazer, 2004). Contudo, muitas dessas
restricbes podem ser superadas por meio da selecdo e recombinacdo genética de
organismos mais tolerantes aos efeitos abidticos e mais virulentos (Mascarin;
Jaronski, 2016), bem como por meio de formulacdes avancadas contendo 6leos,
umectantes, protetores de radiacdo ultravioleta e nutrientes para estimular a
germinacao e crescimento fungico (Mascarin; Pauli, 2010).

Os fungos que apresentam patogenicidade para carrapatos provavelmente
constituem um subgrupo funcional dentro do grupo de fungos patogénicos para
insetos, compartilhando associacdes filogenéticas, mas com uma gama mais restrita
de hospedeiros (Chandler et al., 2000). Sado conhecidas aproximadamente 1.000
espécies de fungos em 56 géneros, capazes de serem patogénicas para artropodes
(Hajek; St. Leger, 1994; Chandler et al., 2000; St. Leger; Wang, 2010).

Dentre as espécies mais importantes que infectam os carrapatos na natureza
estdo Beauveria bassiana s. |., B. brongniartii, Metarhizium anisopliae s.l., Isaria
fumosorosea e Lecanicillium lecanii (Chandler et al., 2000; Faria; Wraight, 2007;
Mascarin et al.,, 2019). No Brasil, M. anisopliae é o fungo mais utilizado como
ingrediente ativo em biopesticidas, representando 24% dos produtos registrados,
seguido por B. bassiana, que esta presente em 13% dos produtos, e por Trichoderma
harzianum, com 4% (Mascarin et al., 2019).

Numerosos estudos tém documentado a eficacia dos fungos
entomopatogénicos no controle de carrapatos, tanto em laboratorio quanto em

condicdes de campo (Angelo et al. 2010; Angel-Sahagun et al. 2010; Camargo et al.
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2012; Samish et al. 2014). Os ascomicetos Metarhizium anisopliae s.l. e Beauveria
bassiana s.| sdo historicamente as espécies mais caracterizadas e utilizadas no
controle de carrapato (Chandler et al., 2000; Faria; Wraight, 2007; Schrank; Vainstein,
2010; Mesquita et al., 2023).

Nogueira et al., (2020) avaliaram a eficacia de dois produtos a base de M.
anisopliae in vitro, Metarril® SP Organic (conidios secos) e Metarril® SC Organic
(conidios concentrados em 6leo vegetal), nos ovos, larvas e fémeas ingurgitadas de
R. microplus. A formulagdo de conidios secos apresentou baixa eficacia. Em
contraste, o produto com formulacdo oleosa demonstrou melhores resultados,
alcancando 100% de mortalidade larval, reducdo nos parametros biolégicos das
fémeas ingurgitadas e reducéo da a eclodibilidade em até 61%.

Em testes in vivo realizados em bovinos estabulados infestados com R.
microplus, Camargo et al., (2014) avaliaram o efeito do produto Metarril®, cujo
ingrediente ativo séo esporos do fungo M. anisopliae, e demonstraram sua eficacia na
reducdo no numero de fémeas ingurgitadas de R. microplus, com uma eficacia média
de 47,74%. Ja Kaaya et al., (2011) observaram reducéo de 83% no numero de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus evertsi evertsi e Rhipicephalus decoloratus apos
tratamentos de bovinos com suspensao fungica de M. anisopliae.

Campos et al., (2010) investigaram a patogenicidade de cepas do fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana e cepas endofiticas de Beauveria sp. contra o
carrapato bovino R. microplus, tanto em bioensaios in vitro (10° 107 e 10° conidios
mL-1) quanto em condi¢ées de campo (10° conidios mL-"). Os resultados indicaram
que, em laboratério, a inoculagcdo com 107 conidios/mL de Beauveria sp. resultou em
uma mortalidade de 20 a 50% dos carrapatos apoés sete dias. Em condi¢des de campo,
a aplicacdo de 10° conidios mL-! induziu uma mortalidade de 18-32%.

O processo de infeccdo de um fungo entomopatogénico sobre o hospedeiro
ocorre por contato, apoés a ligacao do esporo com a cuticula do hospedeiro, realizada
por meio de processos quimicos (digestdo enziméatica) e fisicos (pressdo mecanica)
(Schrank; Vainstein, 2010). Este inicia-se com o reconhecimento do hospedeiro
suscetivel pelos conidios, seguido da adesdo e germinacéo destes na superficie do
hospedeiro. Em seguida, ocorre o desenvolvimento de estruturas especificas, como o
tubo germinativo e o apressorio, seguido da penetracdo através da cuticula do

hospedeiro, crescimento fangico intenso e morte do hospedeiro (Beys-da-Silva et al.,
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2020). O processo de germinacdo e infeccdo bem-sucedido é influenciado por
diversos fatores, incluindo a suscetibilidade do hospedeiro, seu estagio de
desenvolvimento, além de condi¢cdes ambientais como temperatura e umidade, e

também pela viruléncia do isolado fungico (Zimmermann, 2007).

3.6 O fungo Purpureocillium lilacinum

Purpureocillium lilacinum, outrora conhecido como Paecilomyces lilacinus, é
uma espécie de fungo filamentoso, altamente adaptavel, de distribuicdo cosmopolita,
comumente isolado de solo, vegetacdo em decomposicdo, insetos e nematoides
(Luangsard et al. 2011; Angelo et al. 2012; Goffré; Folgarait, 2015; Khan; Tanaka,
2023). De acordo com o National Center for Biotechnology Information — NCBI
(txid33203), o P. lilacinum pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, subfilo
Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, subclasse Hypocreomycetidae, ordem
Hypocreales e familia Ophiocordycipitaceae. Originalmente denominada como
Penicillium lilacinum por Thom em 1910, foi posteriormente reclassificada como
Paecilomyces lilacinus por Samson em 1974. No entanto, em 2011, Luangsa-Ard et
al., ao compararem as sequéncias do gene 18S rRNA, espacador interno transcrito
(ITS) e fator de elongacdo da traducdo 1-a parcial (TEF) com o P. lilacinus,
propuseram que o fungo fosse reclassificado no género Purpureocillium dentro da
familia Ophiocordycipitaceae.

Em condigdes de cultura, o crescimento ideal ocorre em temperaturas entre 26
e 30 °C, e com capacidade de desenvolvimento em uma ampla faixa de pH e diversos
substratos (Samson, 1974; Banu; lyer; Gunasekaran, 2006). As colénias atingem um
didmetro de 5 a 7 cm em aproximadamente de 14 dias a 25° C, formando uma camada
basal, na qual se forma um micélio aéreo flocoso, que inicialmente apresenta uma
coloracdo esbranquicada, mas em decorréncia da esporulacdo, adquire uma
tonalidade que varia de rosa a lilas na por¢cao superior da coldénia (Samson, 1974). O
reverso da colonia pode se apresentar incolor ou em tons similares ao dos esporos
(Figura 2).

As hifas vegetativas possuem paredes lisas, hialinas e com 2,5 a 4,0 um de
largura. Os conidioforos originados de hifas submersas, possuem 400 a 600 um de
comprimento, ou surgindo das hifas aéreas apresentam metade deste comprimento
(Samson, 1974; Luangsard et al. 2011). As células conidiogénicas fialidicas exibem

um segmento basal dilatado, que afunila em um pescoco delgado. Os conidios se
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disp6em em cadeias divergentes, podem ser elipsoidais a fusiformes, com paredes

gue variam de lisas a levemente rugosas (Samson, 1974; Luangsard et al. 2011).

Figura 2. Caracteristicas morfolégicas do entomopatogeno (A) Colbnias esporulantes
tipicas de Purpureocillium lilacinum, cultura de 7 dias em meio Batata Dextrose Agar

(BDA) e pentabiotico®; (B) Isolado de P. lilacinum observado sob microscopia Optica

em aumento de 1000x.

Fonte: Biota Innovations (2024).

P. lilacinum destaca-se como uma das espécies mais investigadas de seu
género devido ao seu potencial de controle biolégico. Khan e Tanaka (2023),
avaliaram a eficacia do P. lilacinum no controle do nematoide Meloidogyne incognita
em condi¢cdes in vitro e seminaturais. Os resultados demonstraram que o fungo
reduziu significativamente a populacdo de nematéides, as taxas de eclosao de ovos e
a sobrevivéncia dos nematoides. Além disso, a aplicacdo de P. lilacinum resultou em
aumentos significativos no crescimento e na biomassa das plantas, indicando seu
potencial como promotor de crescimento e nematicida biolégico.

Além do potencial nematicida, o P. lilacinum tem se mostrado eficiente no
controle de insetos-praga. Goffré e Folgarait (2015), investigaram o potencial de
controle biolégico do P. lilacinum no controle da formiga Acromyrmex lundii em
condic¢des in vitro. A sobrevivéncia das formigas tratadas foi significativamente menor,
com uma taxa de mortalidade de 85,6%, e a transmisséo do fungo para formigas nao
inoculadas foi evidenciada, com uma taxa de mortalidade de 58,5%. Kepenekci et al.,

(2015) estudaram os efeitos in vitro do fungo P. lilacinum sobre os adultos do pulgéo
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Myzus cerasi. Os resultados demonstraram que o fungo ocasionou 83,64% de
mortalidade apos 8 dias. Esses estudos destacam o potencial do P. lilacinum como
agente de controle bioldgico, capaz de atuar contra uma variedade de pragas.

No controle de carrapatos o P. lilacinum revela-se como uma promissora
alternativa. D’Alessandro, Humber e Luz, (2012) identificaram o P. lilacinum infectando
fémeas ingurgitadas de Amblyomma cajennense coletadas de cavalos e em amostras
de solos tipicos de pastagem no Brasil, e avaliaram sua patogenicidade in vitro sobre
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus e A. cajennense. O fungo
demonstrou eficacia de 100% no controle de R. sanguineus e 66,6% no controle de
A. cajennense.

Angelo et al., (2012) avaliaram a eficacia in vitro do P. lilacinum contra
diferentes estagios de desenvolvimento de R. microplus. Os resultados indicaram que
o fungo causou alteracdo nos parametros biolégicos do R. microplus, e moderada
mortalidade larval (3,0 a 67,5%). No entanto, observou-se um baixo potencial de
controle sobre fémeas ingurgitadas e na reducao da taxa de eclosao dos ovos (0 a
13,50%).

Fernandez-Salas et al., (2019) avaliaram o efeito acaricida do P. lilacinum
contra larvas de duas populacdes de R. microplus (multirresistente e suscetivel a
acaricidas quimicos). O fungo demonstrou alta mortalidade nas larvas de ambas as
populacdes, sugerindo que pode ser um adjuvante promissor no controle de R.

microplus, incluindo as populacdes resistentes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Localizag&o dos experimentos

O produto bioldgico utilizado neste estudo, contendo conidios de P. lilacinum
BIC 0119, foi cedido pela empresa Biota Innovations, localizada em Uberaba, Minas
Gerais. Os bioensaios in vitro e em condicbes seminaturais foram realizados no
Laboratorio de Parasitologia Veterinaria da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de
Minas Gerais (Epamig — Centro-Oeste), situado no Campo Experimental Santa Rita
(CESR), em Prudente de Morais-MG e no Laboratério de Sanidade e Producéo Animal
nos Tropicos da Universidade de Uberaba-MG. O experimento in vivo, foi conduzido
no Campo Experimental Risoleta Neves da Epamig, localizado no municipio de S&o
Joéo del Rei-MG.

A obtencdo e a manutencao das colénias de R. microplus para os bioensaios
in vitro e em condi¢cdes seminaturais, bem como a realiza¢do dos experimentos com
0s bovinos (ensaio in vivo) foram aprovadas pelo Comité de Etica em Experimentac&o
Animal (CEEA) da UNIUBE, sob o protocolo n® 013/2023 (Anexo A).

4.2 Cultivo do fungo Purpureocillium lilacinum BIC 0119 para obtencdo dos
conidios

A producédo massal dos conidios de P. lilacinum BIC 0119 para utilizacdo nos
bioensaios foi realizada por cultivo em substrato sélido (arroz parboilizado).
Inicialmente, 200g de arroz parboilizado foram acondicionados em sacos plasticos e
autoclavados durante 1 hora a 121°C. Ap6s o resfriamento do arroz adicionou-se
20mL de suspenséo de conidios de P. lilacinum BIC 0119 obtida pela mistura do fungo
previamente crescido em meio Batata Dextrose Agar (pré-indculo) e agua esterilizada
em cada saco de arroz. A mistura do arroz com a suspenséao foi mantida em estufa
B.O.D, por 14 dias a 28°C para esporulacdo (Vilas Boas et al., 1996). Apds o
crescimento, o arroz foi seco em sala de secagem por 36 horas a 20°C e a separacao
dos conidios foi realizada de forma mecanica em extrator de esporos desenvolvido
pela empresa Biota Innovations obtendo-se assim o p6 de esporos que foi utilizado

como ingrediente ativo nos bioensaios.

4.3 Preparacgao das suspensdes fungicas
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Inicialmente, foi pesada uma aliquota de 1 g de conidios liofilizados e
adicionada em um Erlenmeyer de 250 mL contendo 99 mL de agua destilada estéril
com Tween 80 a 0,1%, alcancando uma diluicdo inicial de 1072. A suspenséao foi
submetida a agitacéo orbital a 120 rpm por 60 minutos e, posteriormente, tratada em
banho de ultrassom por 5 minutos. Em seguida, 1 mL da suspenséo foi transferido
para um tubo contendo 9 mL de diluente para obter a diluicdo 1074, sendo as diluigbes
subsequentes realizadas conforme necessério, utilizando ponteiras esterilizadas. A
suspensao foi quantificada em microscopio 6ptico com auxilio de uma camara de
Neubauer, ajustando-se a concentragdo para 10" conidios mL™. A partir dessa
concentracdo inicial, foram preparadas diluicbes seriadas para obtencdo de
concentracdes de 108, 107, 108, 10° e 10" conidios mL™, utilizando 1 mL da suspensao
mais concentrada, acrescida de 9 mL de agua destilada estéril com Tween 80 a 0,1%,
conforme descrito por Alves (1998).

4.4 Viabilidade dos conidios

A viabilidade (percentual de conidios viaveis, germinados e ativos) foi realizada
para todas as suspensdes conidiais nas diferentes concentracdes (10°, 107,108, 10° e
10%° conidios mL). Para isso, uma aliquota de 100uL de cada concentragdo foi
transferida para placas de Petri contendo meio Batata Dextrose Agar (BDA)
suplementado com antibiético (Pentabidtico®). As placas foram incubadas a 25 + 1 °C
em umidade relativa = 80%. Apds 24 horas, a leitura foi realizada por meio de
visualizacdo direta ao microscépio éptico (40x e 100x) onde se considerou conidios
viaveis a presenca de tubo germinativo. O célculo da viabilidade foi realizado conforme

a metodologia descrita por Pinto, Lucon e Bettiol (2019).

o Média do namero de conidios viaveis
Viabilidade (%) = Total de conidios %X 100

4.5 Obtencgéo das formas evolutivas do Rhipicephalus microplus

A coldnia de R. microplus utilizada originou-se de uma cepa do Campo
Experimental Santa Rita e foi mantida no Laboratério de Parasitologia Veterinaria do
CESR, naEPAMIG Centro-Oeste.

Para a obtencao das teledginas destinadas aos ensaios in vitro e em condi¢des

seminaturais, dois bezerros da raca Girolando, sem contato prévio com carrapaticidas
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por um periodo minimo de 20 dias, foram submetidos a infestacdo com larvas
provenientes de 500mg de ovos.

Apés a infestacdo, os animais foram alojados em gaiolas e apds 21 dias, as
fémeas ingurgitadas foram coletadas da tela acoplada abaixo da gaiola e levadas ao
Laboratério de Microbiologia para assepsia da cuticula, sendo entdo, submetidas a
imersdo com solucdo de hipoclorito de sédio a 1% durante trés minutos, e
posteriormente, secas em papel toalha e pesadas para realizacdo dos
biocarrapaticidogramas. Uma porgdo das fémeas ingurgitadas foi submetida ao
procedimento proposto, enquanto o restante foi mantido em placas de Petri em
camara incubadora sob temperatura de 27+1°C e a umidade relativa 280% para

obtencao de ovos e larvas.

4.6 Analise da eficacia do bioativo a base do fungo Purpureocillium lilacinum
BIC 0119 in vitro

A andlise da eficacia do fungo, in vitro, foi realizada frente as diferentes fases
evolutivas do R. microplus (teledginas, ovos e larvas) sendo cada teste composto por
grupo controle (solucdo de agua destilada estéril) e grupo tratado (diferentes
concentragées do fungo P. lilacinum BIC 0119, 108, 107,108, 10° e 10%° conidios mL"
1). Cada tratamento foi constituido por trés repetices e composto por 10 fémeas
ingurgitadas.

Inicialmente, os bioensaios in vitro foram realizados utilizando concentracdes
de 108, 107, 10® e 10° conidios mL™. ApGs a analise dos resultados, decidiu-se
conduzir um novo experimento empregando a concentragdo de 10" conidios mL™.

Os bioensaios com ovos e larvas seguiram a metodologia utilizada por Angelo
et al.,, (2010), e os bioensaios com fémeas ingurgitadas seguiram a metodologia

utilizada por Drummond et al., (1973), com modificagdes.

4.6.1 Bioensaios com fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus

Cada grupo de fémeas ingurgitadas (n=10) dos grupos tratados foram
submersas em 10 mL da suspenséo fungica em diferentes concentragdes por cinco
minutos. As teledginas do grupo controle receberam o tratamento de 10 mL de agua
destilada estéril. Apds os tratamentos, as teledginas foram secas em papel toalha e
fixadas em decubito dorsal, em placas de Petri, com auxilio de fita dupla face (Figura

3) e mantidas em camara climatica sob temperatura de 27+1°C e umidade relativa
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280%. Para avaliagdo dos efeitos do fungo sobre as fémeas ingurgitadas, foram
observados os seguintes parametros:

Peso inicial das fémeas: valor obtido pela pesagem do grupo de dez fémeas
ingurgitadas antes do tratamento.

Peso da massa de ovos: valor referente ao peso da postura total de cada
grupo de fémea tratada.

Percentual de eclos&o dos ovos: valor obtido pela da observagéo visual e
estimativa da quantidade de larvas eclodidas em relagéo ao total de ovos.

indice de producao de ovos (Bennett, 1974), determinada pela equac&o:

Peso da massa de ovos (g)
IPO = — - - - x 100
Peso inicial da fémea ingurgitada (g)

Eficiéncia reprodutiva (Drummond et al., 1973), determinada pela equacéao:

B Peso da massa de ovos (g)
" Peso da massa de fémeas (g)

ER X 9% eclosao X 20.000

Eficiéncia do produto (Drummond et al., 1973), determinada pela equagéo:

_ ER do grupo controle — ER do grupo tratado o

100
ER do grupo controle

Figura 3. Bioensaio in vitro com fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus. (A)
grupos de fémeas ingurgitadas; (B) imersédo das fémeas ingurgitadas na suspensao
fungica do bioativo a base de Purpureocillium lilacinum BIC 0119; (C) fémeas

ingurgitadas fixadas a placa de Petri apos tratamento.

s ol TR

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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4.6.2 Bioensaios com ovos de Rhipicephalus microplus

As teledginas destinadas a producéo de ovos tiveram sua postura separada no
décimo dia. Os ovos foram separados em aliquotas de 50 mg (aproximadamente 1000
larvas) e acondicionados em tubos de ensaio vedados com algodao hidroéfilo. Em cada
tubo de ensaio, adicionou-se 1 mL de cada concentracédo conidial (108, 107,108,10° e
1019 conidios mLt), enquanto o grupo controle recebeu 1 mL de 4gua destilada estéril.
Os ovos foram submersos na suspensédo fungica por trés minutos, e 0 excesso da
suspensao foi removido pela inversao do tubo de ensaio para que fosse absorvido
pelo algodao (Figura 4). Os tubos de ensaio foram mantidos em camara climatizada
sob temperatura de 27 + 1 °C e a umidade relativa 280%. A eclosdo dos ovos foi
avaliada diariamente. Apos finalizado o periodo de eclosédo realizou-se a contagem
das larvas e o célculo da eficacia do produto.

Reducdao de ecloséo (Gonzales et al., 1993), determinada pela equacéo:

B Média eclodibilidade controle — Média eclodibilidade tratado

RE Média eclodibilidade controle

x 100

Figura 4. Bioensaio in vitro com ovos de Rhipicephalus microplus. (A) ovos separados
em aliquotas de 50 mg, acondicionados em tubos de ensaio; (B) imersédo dos ovos na
suspensao fangica do bioativo a base de Purpureocillium lilacinum BIC 0119; (C)

remocao excesso de suspenséo flngica.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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4.6.3 Bioensaios com larvas nao alimentadas de Rhipicephalus microplus

A metodologia utilizada para o tratamento em larvas foi semelhante a descrita
para os ovos. Aproximadamente 100 larvas foram colocadas em tubos de ensaios e
submersas nas varias concentragdes de conidios. A mortalidade larval foi avaliada em
intervalos de cinco dias até o vigésimo dia apds o tratamento e calculada utilizando a
seguinte férmula (Abbott, 1925):

X =Yy

Mortalidade = x 100

Em que x é a porcentagem de larvas vivas no grupo controle, y é a porcentagem de
larvas vivas no grupo tratado, e x — y € a porcentagem de larvas eliminadas pelo

tratamento.

4.7 Anadlise da eficacia do bioativo Purpureocillium lilacinum BIC 0119 em
condi¢cdes seminaturais

O bioensaio em condi¢cdes seminaturais foi realizado conforme metodologia
descrita por Bittencourt et al., (2003) e Marciano et al., (2021), com modifica¢oes. Esta
consistiu em 24 vasos, divididos igualmente entre o grupo controle e grupo tratado.
Cada vaso representou uma unidade experimental, em que foram depositadas cinco

fémeas ingurgitadas.

4.7.1 Preparacdo dos vasos e plantio de Brachiaria brizantha

Trés meses antes do inicio do experimento, sementes de Brachiaria brizantha
(Syn. Urochloa brizantha) cv. BRS Piata foram semeadas em vasos de polipropileno
com 23 cm de altura, 25 cm de largura e 20 cm de comprimento, seguindo a proporcao
4Kg/ha. O solo utilizado para preencher os vasos (Terra Vegetal) foi ensacado e
submetido a um processo de esterilizacdo em autoclave vertical (Max Biomedical®)
por 3 ciclos a 120°C por 1 hora, visando eliminar fungos ambientais que poderiam
estar presentes nele. Todos os vasos foram mantidos em estufa agricola e irrigados
diariamente. Sete dias antes dos bioensaios, foram selecionados os vasos com
cobertura vegetal homogénea e podados a altura de 35 cm e distribuidos em grupos

de forma randomizada, totalizando 12 grupos controle e 12 grupos tratados (Figura 5).
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Durante o periodo dos experimentos, os vasos s6 foram irrigados quando necessario,

a fim de permitir a minima condic&o de sobrevivéncia da forrageira.

Figura 5. Preparacdo dos vasos para realizacdo de bioensaio em condi¢des
seminaturais. (A) trés meses antes do inicio do experimento, preparacao dos vasos e
plantio de Brachiaria brizantha (Syn. Urochloa brizantha) cv. BRS Piata; (B) dia do

experimento.

mmmuul & X e
" = & N = nwm"g

Fonte: Elaborado pelo ator (2024).

4.7.2 Bioensaio em condi¢cdes seminaturais

No dia zero, grupos contendo cinco fémeas ingurgitadas de R. microplus de
peso médio e homogéneo, foram selecionadas, distribuidas em cada vaso submetidas
ao tratamento com a suspensao fangica de P. lilacinum BIC 0119 na concentracao
mais eficaz do teste in vitro (10'° conidios mL™?) durante 3 minutos, a fim de simular
um banho carrapaticida em bovinos. O grupo controle foi tratado com solucéo de agua
destilada estéril. Posteriormente, as teleéginas foram depositadas sobre os vasos
experimentais. Inspec¢des diarias foram realizadas em cada vaso para monitorar a
producédo de ovos e avaliar o percentual de mortalidade das teledginas.

Apbs 41 dias do tratamento e introducdo das fémeas ingurgitadas nos vasos,
realizou-se, diariamente, a recuperacdo de larvas a partir do corte 4pice das hastes
de Brachiaria brizantha, até a ndo observacao de larvas. O capim, contendo larvas,

foi acondicionado em sacos plasticos, lacrados, identificados e congelados (Figura 6).
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As larvas foram removidas do capim com o auxilio de um pincel, espalhadas
em uma flanela e quantificadas com o uso de uma ponteira acoplada a uma bomba
de vacuo.

Para avaliar a eficicia do bioativo & base de P. lilacinum BIC 0119 sobre a
recuperacdo de larvas do R. microplus e as comparacdes entre 0s grupos de

tratamento, foi utilizado a férmula descrita por Bittencourt et al., (2003):

A

% Eficacia = x 100

Onde A = média de larvas recuperadas no grupo controle e B = média de larvas

recuperadas no grupo tratado.

Figura 6. Recuperacdo das larvas de Rhipicephalus microplus no 4pice das hastes
de Brachiaria brizantha (Syn. Urochloa bizantha) cv. BRS Piatd apds 41 dias do

tratamento das fémeas ingurgitadas com o bioativo a base de Purpureocillium

lilacinum BIC 0119; A e B: setas, larvas no apice da graminea.

f

B

/

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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4.8 Testeinvivo
4.8.1 Animais experimentais

A conducédo dos estudos in vivo seguiu a metodologia preconizada pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), para a producéo,
controle e emprego de antiparasitarios de uso veterinario (Portaria n°® 48, de 12 de
maio de 1997 do MAPA) (Brasil, 2012), e a metodologia descrita por Holdsworth et al.
(2006).

Foram utilizadas 18 vacas da raca Holandesa, com idade entre 4 e 8 anos e
peso entre 500 e 750 Kg, infestadas naturalmente por R. microplus. O nimero de
carrapatos foi obtido por contagem de fémeas ingurgitadas medindo entre 4,5 e 8 mm
no lado esquerdo de cada animal. Os animais, com um nimero médio semelhante de
carrapatos, foram divididos em dois grupos (controle e tratado) mantidos na mesma
area, alimentados com racéo, silagem de sorgo e agua ad libitum. Os animais do grupo
controle receberam pulverizacdo apenas com agua, e os do grupo tratado receberam
a aplicacdo do bioativo P. lilacinum BIC 0119 na concentracao de melhor eficacia no
ensaio in vitro (10° conidios mL1). O experimento, conduzido nessas condicdes, teve

duracéo de 30 dias.

4.8.2 Avaliacdo da eficacia/desempenho do bioativo Purpureocillium lilacinum
BIC 0119 no controle biol6égico do carrapato Rhipicephalus microplus in vivo

Previamente ao experimento de eficacia, trés dias anteriores ao tratamento (-
3, -2 e -1), realizou-se contagens dos carrapatos com comprimento entre 4,5 e 8 mm
no lado esquerdo de cada animal.

Cada animal foi pulverizado com 10g produto diluidos em 2,5 litros de agua,
quantidade suficiente para banhar toda a superficie corporal (Figura 7). As
pulverizacdes foram realizadas com o auxilio de um pulverizador estacionario
motorizado, cobrindo todo o corpo dos animais, de baixo para cima e na direcao
oposta ao crescimento dos pelos.

Para avaliar a eficacia dos tratamentos, foram realizadas contagens do numero
de fémeas ingurgitadas nos seguintes intervalos apds o tratamento: +2, +4, +6, +9,
+11, +13, +16, +18, +20, +23, +25 e +27 dias. O célculo da eficicia do bioativo a base
de P. lilacinum BIC 0119 foi feito utilizando a seguinte formula (Henderson; Tilton,
1955):
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. Ty X G

Eficacia = (1 ——)x 100
T, X C,

onde:
T, = numero médio de carrapatos recuperados dos animais tratados, apos o dia do
tratamento;
T, = numero medio de carrapatos recuperados dos animais tratados nos 3 dias
anteriores ao tratamento;
C, = numero médio de carrapatos recuperados dos animais controle, apés o dia do
tratamento;
C, = numero médio de carrapatos recuperados dos animais controle nos 3 dias

anteriores ao tratamento.

Figura 7. Teste a campo. (A, B) pulverizagdo dos animais com o bioativo a base de
Purpureocillium lilacinum BIC 0119, utilizando pulverizador estacionario motorizado;

(C) bovino ap6s o tratamento com o bioativo.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

4.9 Reisolamento do Purpureocillium lilacinum BIC 0119 a partir de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus apés bioensaios

Os procedimentos de reisolamentos do P. lilacinum BIC 0119 a partir de fémeas
ingurgitadas de R. microplus foram realizados pela empresa Biota Innovations. As
fémeas ingurgitadas, submetidas aos bioensaios in vitro e em condi¢cbes seminaturais
gue foram encontradas mortas nos vasos (apresentando coloragao enegrecida, secas,

ou sem reacao a estimulos externos, além de sinais de exteriorizac¢édo fungica), foram
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coletadas, acondicionadas individualmente em sacos, e identificadas de acordo com
0 numero do vaso e 0 grupo experimental e enviadas para reisolamento.

Em laboratorio, as cuticulas dos cadaveres dos carrapatos foram lavadas em
agua corrente, seguidas por desinfec¢éo pela imersdo em: 1 minuto em alcool 70%, 2
minutos em hipoclorito de sodio a 1%, 30 segundos em alcool 70%, e enxague duplo
com agua destilada estéril. Os cadaveres das fémeas foram mantidos em camaras
climatizadas a 29,5 + 1 °C, com umidade relativa superior a 80%, até a exteriorizacao
fungica, confirmando a infecgéo e colonizagdo por P. lilacinum BIC 0119 (Figura 8).
Apoés o crescimento fangico sobre os carrapatos, pequenas quantidades do material
fungico foram transferidas para placas contendo Batata Dextrose Agar (BDA), visando
a obtencao de culturas axénicas, facilitando a identificacdo do fungo com base em
caracteristicas morfologicas macro e microscoépicas.

Para a avaliacdo das caracteristicas macro e micromorfolégicas das coldnias
foi utilizada a técnica de microcultivo, adaptado de Riddell (1950), com posterior
observacdo em microscépio Optico. As caracteristicas macro e micromorfolégicas do
P. lilacinum foram avaliadas seguindo as descritas na literatura por Samson (1974) e
Luangsard et al., (2011). Devendo apresentar macroscopicamente colénia com
tonalidade incialmente branca, adquirindo coloracéo rosa a lilas, apés a esporulacéo.
Microscopicamente os conidios devem apresentar formato elipsoidais a fusiformes,
com paredes que variam de lisas a levemente rugosas, medindo entre 2,5-3,0 x 2,0-

2,2 um de comprimento.

Figura 8. Reisolamento do fungo Purpureocillium lilacinum BIC 0119. (A) fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus colonizadas com o bioativo a base de P.
lilacinum BIC 0119 apds o bioensaio in vitro; (B, C) procedimentos para reisolamento

do fungo a partir fémea ingurgitada de R. microplus
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4.10 Isolamento e identificacdo do Purpureocillium lilacinum BIC 0119 para
avaliacdo da persisténcia do fungo no solo

Para avaliar o desenvolvimento e a persisténcia do fungo P. lilacinum BIC 0119
no solo, amostras foram coletadas dos vasos no dia do tratamento (dia 0) e nos dias
7°, 21° e 41° apOs o tratamento. As amostras foram armazenadas em recipientes
estéreis. O solo foi entdo macerado, homogeneizado, e uma aliquota de 0,35 g de
cada amostra composta foi pesada em microtubos e diluida em 1 mL de solugéo salina
a 8,5%. Em seguida, os microtubos foram submetidos a agitacdo vigorosa até que a
suspensao apresentasse turbilhonamento. Uma aliquota de 100 uL de cada microtubo
foi entdo transferida para placas de Petri contendo meio Batata Dextrose Agar (trés
placas para cada tratamento) e incubadas em camara climatizada a 25 £ 2°C, por um
periodo de 7 a 15 dias. Fragmentos das colbnias isoladas foram transferidos para
novas placas de Petri contendo meio BDA até a obtencédo de culturas axénicas. A
metodologia descrita anteriormente foi utilizada para a avaliacdo das caracteristicas

macro e micromorfolégicas das colbnias obtidas.

4.11 Analise estatistica

Para analise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism. Os dados
obtidos foram submetidos ao teste t Student para amostras ndo pareadas ou analise
de variancia two-way (ANOVA) seguido do teste Tukey para multiplas comparacoes,
quando os dados apresentavam distribuicdo normal, e representados pela média de
cada grupo. Por outro lado, quando os dados ndo seguiam a distribuicdo Gaussiana
foi utilizado o teste Mann-Whitney para amostras independentes e representados pela
mediana de cada grupo. Para estas analises foi considerado um nivel de significancia
de 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS

Os conidios do bioativo a base de P. lilacinum BIC 0119 cedidos para os
bioensaios com o0s carrapatos apresentaram viabilidade (presenca de tubo
germinativo) de 90,00 + 14,10%, apOs o periodo de 24 horas de incubacdo em

camaras climatizadas a 25 + 1°C e umidade relativa = 80% (Figura 9).

Figura 9. Viabilidade do bioativo Purpureocillium lilacinum BIC 0119 ap6s 24 horas de
incubacéo onde nota-se a presenca de conidios (C) e do tubo germinativo (TG).

Fonte: Biota Innovations (2024).

No teste in vitro, a média do peso inicial das fémeas ingurgitadas utilizadas nos
bioensaios com suspensdes conidiais de P. lilacinum BIC 0119 nas concentragdes de
108, 107, 108, 10° conidios mL™! ndo apresentou variacao significativa entre os grupos,
indicando homogeneidade entre eles (Tabela 1).

Apos os tratamentos, nas concentracdes de 10° a 10° ndo se observou reducéo
significativa no peso das massas de ovos, nem no indice de producéo de ovos em
comparacdo ao grupo controle, mas notou-se diferenca significativa (p<0,05) no
percentual de eclosédo das larvas oriundas das fémeas ingurgitadas 10° conidios mL™
e na eficiéncia do bioativo nas concentragées 108 e 107 conidios mL™ (Tabela 1). A

eficiéncia do bioativo P. lilacinum BIC 0119, nas respectivas concentracdes de
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conidios foi: 15 a 46% (29,28 + 16,05), 36 a 66% (48,00 + 15,85), 5 a 62% (31,00 +
29,09), 13 a 77% (37,00 + 34,55) (Tabela 1).

Diante desses resultados, foi conduzido um novo experimento utilizando a
concentragéo de 10 conidios mL™. A média de peso inicial das fémeas ingurgitadas
utilizadas nesse bioensaio nédo apresentou diferenca significativa entre o grupo tratado
e o0 controle. Verificou-se reducéo significativa no indice de producdo de ovos das
fémeas ingurgitadas (5,03 £ 2,05) tratadas com o bioativo & base de P. lilacinum BIC
0119 (Tabela 1).

Além disso, foi possivel observar reducdo significativa nos indices de
oviposicéo e eclosdo dos ovos (Tabela 1). A reducédo do peso da massa de ovos foi
mais acentuada no tratamento com 10" conidios mL, em que o peso da massa de
ovos foi de apenas 0,11 £ 0,05 g, em comparacao ao controle de 0,93 + 0,04 g, que
gerou reducéo significativa na eclodibilidade, com apenas 8,33% em comparacéo ao
grupo controle (Tabela 1). E a eficiéncia do produto na concentragao de 10" conidios
mL™! foi de 98,99% (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores médios e desvios padrdo dos parametros reprodutivos e eficacia do tratamento das fémeas ingurgitadas de

Rhipicephalus microplus submetidas ao bioensaio in vitro com o bioativo a base de Purpureocillium lilacinum BIC 0119 em diferentes

concentragées (108, 107, 108, 10° e 10'° conidios mL™).

Peso fémeas

Peso massa

indice de

Percentual de

Eficiéncia Reprodutiva

Eficiéncia do

ingurgitadas (g) deovos (g) producédo de ovos Ecloséo (%) produto

Controle 2,99 + 0,005a 1,38 £ 0,08a 46,10 + 2,63a 88,33 £ 7,64a 812080,59 + 35820,29a -

108 2,99 £ 0,003a 1,25+0,17a 41,75 +5,73a 71,67 £7,64a 603163,91 + 136898,23a 29,28 + 16,05b

107 2,99 £ 0,001a 1,31+0,12a 43,87 + 4,05a 50,00 £ 15,00b  439652,94 + 135253,89b 48,00 + 15,86b

108 2,99 £+ 0,004a 1,20 £ 0,16a 39,92 +5,43a 73,33 £28,87a 584635,16 + 248164,66a 31,00 £ 29,10a

10° 2,99 + 0,004a 1,21 £ 0,20a 40,57 + 6,63a 63,33 £ 28,87a 537967,14 + 294752,42a 37,00 £ 34,56a
Controle 2,22 + 0,005a 0,93 + 0,04a 41,93 +1,70a 93,33 £ 2,89a 783056,49 + 49898,02a -

100 2,22 £ 0,003a 0,11 + 0,05b 5,03 + 2,05b 8,33 £ 2,89b 8389,90 £ 5041,44b 98,99 £ 0,60b

Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferencgas significativas (p<0,05) entre os tratamentos.
Linha tracejada: indica experimento realizado em um segundo momento.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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No bioensaio com ovos, utilizando concentracfes variadas do bioativo P.
lilacinum BIC 0119 (10° a 10°), notou-se que a reducdo na eclosdo dos ovos do
carrapato R. microplus variou de 10,65 a 33,60% (Tabela 2). Na concentragdo de 10"
conidios mL™, o bioativo demonstrou eficacia significativa (p<0,05), reduzindo o

percentual de eclosédo dos ovos em 80,69% (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios e desvios padrdo do peso da massa de ovos, eclodibilidade
e percentual de reducdo da eclosdo dos ovos de Rhipicephalus microplus apos
tratamento com bioativo a base de Purpureocillium lilacinum BIC 0119 em diferentes

concentragées (108, 107, 108, 10° e 10'° conidios mL 1),

Reducao na

Tratamentos Massa de ovos Média eclodibilidade 4
eclosao (%)

Controle 0,051 + 0,0009a 89,15 + 17,34a -
106 0,050 + 0,0003a 59,19 + 33,40a 33,60
107 0,051 + 0,0002a 79,65 + 19,71a 10,65
108 0,050 + 0,0002a 75,88 £ 19,04a 14,88
10° 0,050 + 0,0003a 72,51 +£10,42a 18,66

Controle 0,051 * 0,0009a 66,70 + 5,08a -
1010 0,051 + 0,0005a 12,88 + 6,48b 80,69

Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos.
Linha tracejada: indica experimento realizado em um segundo momento.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
J& no bioensaio com larvas néo alimentadas de R. microplus, o percentual de
mortalidade nos grupos tratados com 10° e 107 conidios mL™, variou entre 40,4% e
62,8%. Contudo, nas concentracdes de 108, 10° e 10" conidios mL™, o bioativo a

base de P. lilacinum, promoveu 100% de mortalidade larval (Tabela 3).
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Tabela 3. Percentual de mortalidade de larvas ndo alimentadas Rhipicephalus
microplus apods tratamento com bioativo a base de Purpureocillium lilacinum BIC 0119

em diferentes concentracdes (108, 107, 108, 10° conidios mL™).

Larvas Mortalidade

Tratamentos Larvas vivas 0
mortas larval (%)

Controle 99,52 +0,84 0,48 £ 0,84 0,48 £ 0,84a

108 59,60 + 14,74 40,40 +14,74 40,40 = 14,74b
107 37,18 £26,71 62,82 +26,71 62,82 +26,71b
108 0,00+ 0,00 100,00 +0,00 100 + 0,00b
10° 0,00+ 0,00 100,00 +0,00 100 + 0,00b

Controle 94,02 + 3,00 5,98 + 3,00 5,98 + 3,00a

1010 0,00 + 0,00 100,00 + 00 100,00 + 0,00b

Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos.
Linha tracejada: indica experimento realizado em um segundo momento.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

No bioensaio em condi¢cdes seminaturais, o peso médio dos grupos das fémeas
ingurgitadas foi de 1,421g/grupo, assim as diferencas observadas nos parametros
bioldgicos dos diferentes grupos durante o bioensaio em condicbes seminaturais,
podem ser atribuidas ao tratamento aplicado (10%° conidios mL™). Pode-se notar
reducdo significativa (p<0,05) no numero de fémeas ingurgitadas viaveis no grupo
tratado (60%) em compara¢ao ao grupo controle, com inicio de mortalidade trés dias
apos o tratamento e exteriorizacdo fungica sob as fémeas ingurgitadas (Figura 10).
No 41° dia, realizou-se a recuperacgao das larvas de R. microplus e notou-se reducao
significativa no namero de larvas eclodidas no grupo tratado (2423,75) em relacéo ao
controle (10106,5) sendo o bioativo P. lilacinum BIC 0119 capaz de reduzir a eclosédo

das larvas de R. microplus em 76,01% (Tabela 4).
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Tabela 4. Valores médios e desvios padrdo, em gramas, do peso de fémeas
ingurgitadas, nimero de fémeas ingurgitadas viaveis e niumero de larvas obtidas aos
41 dias apoés o tratamento proposto, eficacia do bioativo a base de Purpureocillium
lilacinum BIC 0119 no controle do Rhipicephalus microplus.

Peso fémeas Fémeas Larvas obtidas L
Tratamentos . . . . L ; Eficacia (%)
ingurgitadas  ingurgitadas viaveis aos 41 dias
Controle 1,421 + 0,003a 5,0a 10106,50a -
Tratado 1,421 + 0,006a 3,0b 23,75b 76,01%

Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Figura 10. Fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus. (A) fémeas ingurgitadas
grupo controle realizando oviposicdo; (B) fémeas ingurgitadas colonizada por

Purpureocillium lilacinum BIC 0119, grupo tratado.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Apos realizacdo dos tratamentos, no bioensaio in vitro, durante o periodo de
postura, foi observado exteriorizacdo flngica a partir do 7° dia. No que se refere ao
bioensaio em condi¢cdes seminaturais a exteriorizacado fangica na superficie das
fémeas ingurgitadas do grupo tratado foi notada a partir do 3° dia (Figura 11).

Todas as amostras submetidas ao reisolamento fungico dos bioensaios in vitro
e em condicbes seminaturais apresentaram caracteristicas micromorfolégicas
compativeis com a descri¢cao de P. lilacinum observada na literatura (Samson, 1974;
Luangsard et al. 2011).

Figura 11. Fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus submetidas ao

bioensaio in vitro colonizada por Purpureocillium lilacinum BIC 0119 (A, B, C, D).

Fémeas ingurgitadas submetidas ao bioensaio em condicdes seminaturais
colonizadas por P. lilacinum BIC 0119 (E, F).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Nas amostras de solo autoclavado, coletadas de todos os grupos antes da
realizacdo dos tratamentos (dia zero), e submetidas ao isolamento fungico, ndo se
notou crescimento fungico caracteristico de P. lilacinum BIC 0119. Porém, observou-
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se crescimento de fungo ambiental (Trichoderma spp) que apresentou caracteristicas
macromorfolégicas como as descritas na literatura por Domsch; Gams; Anderson
(1980) e Gams; Bisset (1998). Macroscopicamente, as colénias de Trichoderma spp.
apresentaram micélio inicialmente branco, tornando-se cotonoso e compacto, com
tufos de coloracdo verde variando conforme a quantidade e a pigmentacdo dos
conidios. A coloracao das colbnias exibiu tons variando de verde claro a verde-escuro,
caracteristicas do género (Figura 12, A).

Nas amostras de solo coletadas no 7° dia ap0s os tratamentos, além do fungo
ambiental previamente identificado, verificou-se presenca de colbnias caracteristicas
de P. lilacinum BIC 0119 nas amostras de solo do grupo tratado. Nas coletas
realizadas nos 21° e 41° dias apds o tratamento, coldnias caracteristicas de P.
lilacinum BIC 0119 foram isoladas em ambos os grupos (Figura 12).

Figura 12. Coldnias de Purpureocillium lilacinum BIC 0119 e colénias de fungos
ambientais em meio BDA a partir de amostras de solo. (A) placa contendo col6nias
de fungos ambientais, DO; (B, C, D) placa contendo col6nia caracteristicas de P.

lilacinum BIC 0119 e fungos ambientais, D7, D21 e D41 respectivamente;

Fonte: Biota Innovations (2024).
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No teste a campo, os animais do grupo controle (n=9), nos trés dias anteriores
ao tratamento, tinham em média 1082,33 + 465,35 carrapatos e os do grupo tratado
(n=9): 1098,33 + 357,96. A partir do quarto dia ap0s o tratamento, foi possivel observar
uma reducdo no numero médio de carrapatos no grupo tratado com o bioativo a base
de P. lilacinum BIC 0119, em comparac¢ao com 0 grupo controle, que permaneceu até
0 27° dia (Tabela 5; Figura 13). Os animais mantiveram-se saudaveis ao longo de todo
0 experimento, sem apresentar quaisquer alteracdes fisicas, comportamentais ou
fisiologicas que pudessem ser consideradas reagfes adversas aos tratamentos

aplicados.

Tabela 5. Numero absoluto e médio de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus obtidos apds o tratamento dos animais com o bioativo & base de

Purpureocillium lilacinum BIC 0119 durante o periodo experimental.

Numero médio de carrapatos

Dias Controle Tratado

Numero Média + Desvio Numero Média + Desvio

absoluto padréo absoluto padréo
Dia -3 678 75,33 £ 86,10a 775 86,11 + 90,66a
Dia -2 978 108,67 + 100,54a 1037 115,22 + 96,58a
Dia -1 1591 176,78 £ 161,49a 1483 164,78 £ 132,92a
Dia 2 1567 174,11 £+ 168,66a 1250 138,89 + 142,77a
Dia 4 1123 124,78 £ 90,02a 1178 130,89 + 141,67a
Dia 6 1607 178,56 + 152,74a 1019 113,22 £ 95,59a
Dia 9 1412 156,89 + 133,79a 959 106,56 + 81,83a
Dia 11 1348 149,78 £ 108,93a 991 110,11 £ 79,09a
Dia 13 1369 152,11 £ 128,42a 931 103,44 £ 74,82a
Dia 16 1423 158,11 + 153,16a 858 95,33 + 69,20a
Dia 18 1526 169,56 + 176,06a 893 99,22 + 76,56a
Dia 20 1299 144,33 + 167,48a 806 89,56 + 70,78a
Dia 23 1323 147,00 £ 162,14a 756 84,00 + 62,39a
Dia 25 1562 173,56 £ 213,96a 762 84,67 = 72,90a
Dia 27 1772 191,33 £ 261,85a 786 87,33 £ 82,40a

Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 13. Numero médio de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus obtidos
apos o tratamento dos animais com o bioativo a base de Purpureocillium lilacinum BIC

0119 durante o periodo experimental.

800 @ Controle
W Tratado

600

400+

200 o

NUmero meédio de fémeas ingurgitadas

Dias ap6s o tratamento
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Em relacédo a eficacia do bioativo a base de P. lilacinum BIC 0119 notou-se que
até o 20°d variou de 0 a 42,33% e apds observou-se aumento gradativo da eficacia
atingindo 55,02% no 27° dia (Tabela 6).

Tabela 6. Eficacias (%) diaria do bioativo a base de Purpureocillium lilacinum BIC

0119 no controle do carrapato Rhipicephalus microplus, em teste in vivo.

Dias Eficacia (%)
Dia 2 21,39a
Dia 4 00,00a
Dia 6 37,51a
Dia 9 33,07a
Dia 11 27,56a
Dia 13 32,99a
Dia 16 40,58a
Dia 18 42,33a
Dia 20 38,86a
Dia 23 43,69a
Dia 25 51,93a
Dia 27 55,02a

Letras minUsculas distintas na mesma coluna indicam diferengas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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6. DISCUSSAO

O controle biologico do carrapato R. microplus utilizando o fungo P. lilacinum
BIC 0119 deve-se iniciar avaliando a viabilidade dos conidios, pois segundo Alves e
Faria (2010), viabilidade minima de 80% € necessaria para que ocorra o contato e a
penetracdo do conidio através da cuticula do artropode em até 24 horas
(Zimmermann, 2007; Schrank; Vainstein, 2010). A viabilidade do bioativo P. lilacinum
BIC 0119 (90,00 + 14,10) utilizado nos bioensaios est4 de acordo com a literatura,
assim, pode-se afirmar que os resultados obtidos neste estudo refletem a ac&o do
fungo sobre os estagios de desenvolvimento do carrapato. Efeito semelhante também
pode ser observado nos trabalhos realizados por Angelo et al. (2012); Camargo et al.
(2012); Samish et al. (2014), quando utilizaram conidios com viabilidade variando de
90 a 100%.

Nos bioensaios in vitro realizados com diferentes concentracdes de conidios,
pode-se notar que o fungo interferiu significativamente nos parametros reprodutivos
das fémeas ingurgitadas, como reducao no indice médio de producéo de ovos e peso
médio da massa de ovos na maior concentracdo de conidios 10'° conidios mL™.
Segundo Bennett (1974) e Angelo et al. (2015), a producéo de ovos esta diretamente
relacionada aos nutrientes ingeridos pela fémea ingurgitada durante a fase parasitaria
e a energia utilizada para a producdo da massa de ovos, como as fémeas utilizadas
no experimento in vitro, possuiam pesos semelhantes (2,22 + 0,003) a reducao
observada no indice de producéo de ovos do grupo tratado na concentracdo de 100
conidios mL* (5,03 + 2,05) em relagdo ao controle (41,93 + 1,70) pode ser atribuida
exclusivamente ao bioativo. Resultados semelhantes foram obtidos por Camargo et
al. (2012), que observaram uma reducdo no indice médio de producdo de ovos de
fémeas ingurgitadas de R. microplus quando tratadas com formulagbes de M.
anisopliae contendo diferentes concentracdes de 6leo mineral 15% e a 20% (7,0
22,14 e 17,0 + 36,53 respectivamente) na concentracéo de 108 conidios mL™.

Contudo, considerando que cada fémea ingurgitada € capaz de converter
aproximadamente 50% do seu peso em massa de ovos (Garcia et al.,, 2019), as
fémeas tratadas com o bioativo P. lilacinum BIC 0119 na concentracdo de 101°
conidios mL* ndo conseguiram realizar essa conversdo de forma eficaz. Estudos
realizados por Fiorotti de Paulo et al. (2018); Barboza de Almeida et al. (2022), com
fémeas ingurgitadas expostas ao fungo Metarhizium spp., observaram hifas nos

ovarios das teledginas tratadas, o que promoveu alteragdes histoldégicas nos ovarios.
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Esses achados demonstram a necessidade de se realizar mais estudos para entender
0 mecanismo de atuacéo do fungo P. lilacinum BIC 0119 sobre as teledginas.

De toda forma, a reducdo observada do indice de producéo de ovos associado
concomitantemente a reducao da massa de ovos do grupo tratado na concentragao
de 10%° conidios mL?' (0,11 + 0,05) em comparacdo ao controle (0,93 + 0,04)
demonstra o potencial que o bioativo tem para o controle do carrapato visto que, uma
Unica fémea ingurgitada pode produzir entre 2.000 e 4.000 ovos apés o ingurgitamento
total (Guglielmone et al., 2006). Resultados semelhantes foram relatados por Campos
et al. (2010), que observaram uma reducdo na massa de ovos (0,56 + 0,01 a 0,95 +
0,03) ao utilizar diferentes cepas de Beauveria spp. nas concentragdées de 10°% 107 e
10° conidios mL™ em relagdo ao grupo controle (1,70 + 0,02). De forma similar,
Nogueira et al. (2020), observaram reducéo significativa ao avaliar o produto Metarril®
SC Organic (a base de Metarhizium anisopliae, formulado em déleo vegetal) na
concentrac&o de 102 conidios mL™, em que a massa de ovos foi reduzida para 0,1262
+ 0,026 em relacdo ao controle (0,1689 + 0,015).

A reducdo do percentual de ecloséo dos ovos das fémeas ingurgitadas tratadas
na concentracdo de 10%° conidios mL™* (8,33%)1 foi superior aos achados por Angelo
et al. (2012), que avaliaram a agéo de Isaria fumosorosea, I. farinosa e P. lilacinum na
maior concentragao testada (10%), com resultados respectivamente de 83,6 + 31,3,
95,4+59e83,1+29,6.

Pode-se notar que os percentuais de eficiéncia do bioativo ndo aumentou
proporcionalmente ao aumento das concentracdes de conidios. Visto que, na
concentracdo 10’ conidios mL™! a eficiéncia do produto (48,00 + 15,86) foi superior as
demais concentracdes (108, 108 e 10° conidios mL™).

Em estudo semelhante, Angelo et al. (2012) avaliaram a acéo de trés fungos
entomopatogénicos em diferentes concentragdes (10° 108, 107 e 108 conidios mL-1)
sobre fémeas ingurgitadas do carrapato bovino, e observaram varia¢des no percentual
de controle de R. microplus entre 2,61% e 25,15% para |. farinosa, 33,05% a 59,19%
para |. fumosorosea, e de 0 a 13,50% para P. lilacinum. As diferencas na eficacia do
fungo P. lilacinum observadas por Angelo et al. (2012) e no nosso estudo podem estar
relacionadas tanto a suscetibilidade da populacdo de carrapato quanto a cepa fangica
empregada. Diferengas também foram observadas utilizando outros isolados fangicos
(M. anisopliae 959 e B. bassiana Bb 986) em popula¢des distintas de carrapato como
nos estudos realizados por Perinotto et al. (2012).
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Na concentracdo de 10'° conidios mL%, a eficiéncia do bioativo (98,99+0,60)
alcancou indices semelhantes as formulacdes fungicas preparadas com adjuvantes
como Oleos vegetais e mineral, conforme reportado por Kaaya e Hassan (2000),
Camargo et al. (2012) e Barbieri et al. (2023), com eficiéncias de 80%, 93,69% e 99%
respectivamente. Esses resultados demonstram que pode-se alcancar indices
superiores de controle do carrapato utilizando maiores concentracdes de conidios ou
priorizando o uso de formulagBes oleosas afim de melhorar a aderéncia dos conidios
a cuticula do carrapato. Uma vez que a cuticula dos carrapatos possui propriedades
hidrofébicas, devido a secrecdo de substancias lipoproteicas pela camada externa
(Sonenshine, 1991).

No bioensaio com ovos, o bioativo P. lilacinum BIC 0119 reduziu
significativamente (p<0,05) a eclodibilidade dos ovos (12,88 + 6,48 - reducdo de
80,69%) de R. microplus, quando os ovos foram tratados com o bioativo na
concentragdo de 10 conidios mL™. Esses resultados sugerem o potencial do bioativo
no controle da fase ndo parasitaria do R. microplus. Os dados diferem dos observados
por Angelo et al. (2012), que n&o observaram efeito de Isaria farinosa e P. lilacinum
sobre os ovos de R. microplus nas concentragdes de 10°, 108, 107 e 108 conidios mL-
L. Por outro lado, Nogueira et al. (2020) observaram reducéo de 61% na eclodibilidade
ao utilizarem produto a base de M. anisopliae (Metarril® SC Organic) na concentracao
de 108 conidios mL™.

Analisando o efeito do P. lilacinum BIC 0119 sob as larvas n&o alimentadas de
R. microplus, notou-se que a mortalidade significativa das larvas em todas as
concentracfes avaliadas ap0s 20 dias do tratamento, pode ser explicada pelo fato da
camada de ceras ou lipidios da epicuticula do R. microplus ser formada apenas apés
a ecdise da ninfa e, em maior quantidade adulto, assim, o estagio larval € o mais
suscetivel a acdo de fungos entomopatogénicos (Hackman; Filshie, 1982).

Os resultados de mortalidade larval observados no presente estudo foram
similares aos da literatura. No estudo conduzido por Bahiense et al. (2006), foi
verificado 96,9% de mortalidade larval apos 10 dias do tratamento com M. anisopliae
na concentracdo de 108 conidios mL?. Camargo et al. (2012), compararam
formulagBes aquosas e a base de 6leo de M. anisopliae e B. bassiana na concentragédo
de 108 conidios mL. A mortalidade média das larvas tratadas com formulactes
oleosas de M. anisopliae foi proxima de 100% no quinto dia apdés o tratamento,

enquanto a suspensdo aquosa do fungo causou apenas 2,0% de mortalidade. Os
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tratamentos com B. bassiana comecaram a causar uma mortalidade larval significativa
no décimo dia com as formulacdes oleosas alcancando quase 100% de mortalidade
aos 20 dias, em contraste com os 27,4% observados com a suspensao aquosa.

Nossos resultados divergem dos obtidos por Angelo et al. (2012), onde o P.
lilacinum sob formulacdo aquosa, comecou a apresentar efeito contra as larvas
somente no 15° dia apdés o tratamento, com 13,0% de mortalidade na maior
concentragéo de conidios testada (108 conidios mL™1), 67,5% de mortalidade no 20°
dia. No entanto, nossos achados corroboram os de Fernandez-Salas et al. (2019), que
avaliaram o efeito acaricida de P. lilacinum contra larvas de duas populacdes de R.
microplus (multirresistente e suscetivel a acaricidas quimicos), observando uma altas
taxas de mortalidade de 92,3% e 94,9% respectivamente, para cada populagao.

Nos bioensaios conduzidos em condigbes seminaturais, no qual buscou-se
simular o ambiente tipico de pastagem, utilizando Brachiaria brizantha, uma forrageira
amplamente utilizada na alimentacédo de bovinos em todo o Brasil e bem adaptada a
diferentes ambientes, mesmo na auséncia de irrigacado artificial, notou-se que as
reducbes de teledginas (60%) e de larvas (76,01%), com uma Unica aplicacdo do
bioativo foram superiores aos achados de Bittencourt et al. (2003), que em estudo
também sob condi¢cdes seminaturais (canteiros de Brachiaria decumbens), obtiveram
um percentual de controle de até 53,78% de larvas de R. microplus, na terceira
aplicacdo com a suspensdo fungica de M. anisopliae na concentracdo de
concentracdo de 10° conidios mL-1. Porém trabalho realizado por Marciano et al.
(2020) com Metarhizium spp. em emulsées de 6leo mineral e vegetal demonstrou
eficacia de 100%. Nesse sentido, experimentos utilizando P. lilacinum BIC 0119 em
emulsdo oleosa devem ser realizados para aprimorar o controle da fase nao
parasitaria do R. microplus.

Neste bioensaio, nas fémeas ingurgitadas inviaveis do grupo tratado (3/5), o
fungo P. lilacinum BIC 011 foi isolado, bem como no solo dos vasos controle, o que
demonstra a capacidade de disseminacédo do bioativo. Nas condi¢bes avaliadas, o
bioativo demonstrou capacidade de persisténcia no solo durante todo o periodo
experimental (41 dias), semelhante aos achados de Marciano et al. (2020), que
avaliaram formulacdes oleosas do fungo M. anisopliae em testes em condi¢des
seminaturais, e observou uma persisténcia do fungo de 60 dias no solo. Esse
resultado é relevante para sua aplicacdo em campo, pois o conhecimento da

persisténcia do fungo no solo, aliado ao ciclo de vida do R. microplus, permite
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determinar a frequéncia de aplicacbes do tratamento nos animais, contribuindo para
o desenvolvimento de protocolos de controle mais eficazes.

No teste in vivo, a redugcdo gradual do niumero de carrapatos ao longo das
semanas, mesmo ap0s uma Unica aplicacdo do bioativo P. lilacinum BIC 0119,
associada a maior eficacia observada a partir do 23° dia pés-tratamento, podem estar
relacionadas a dinamica populacional de R. microplus e a fisiopatogenia do fungo
entomopatogénico (Ment et al., 2010; Nicaretta et al., 2021).

Estudos realizados por Pedrini, Crespo e Juarez (2007), Ment et al. (2010) e
Santi et al. (2010) demonstraram que compostos presentes na cuticula e epicuticula
de artrépodes podem favorecer a germinacdo de conidios de fungos
entomopatogénicos. Assim, pode-se inferir que, apds a aplicagdo do bioativo, ocorreu
a colonizacdo dos carrapatos expostos, e que ap0s o desprendimento das fémeas
ingurgitadas, o solo pode ter sido colonizado o que promoveu a reducao da populacéo
larval no ambiente, visto que nos estudos in vitro foi o estagio evolutivo mais
susceptivel.

Essa informacdo pode ser evidenciada no ensaio seminatural do presente
estudo, onde o bioativo P. lilacinum BIC 0119 demonstrou capacidade de
disseminacdo entre os solos dos vasos dos grupos tratados e controle, além de
promover uma reducédo significativa no numero de fémeas ingurgitadas viaveis e,
consequentemente, no numero de larvas.

Outro fator que pode justificar a maior eficacia observada apds o 23° dia,
considerando o ciclo parasitario do R. microplus, € a possivel colonizacéo da pele dos
bovinos pelo fungo entomopatogénico. De acordo com Polar et al. (2008), fatores
relacionados ao patdgeno, ao carrapato-alvo e ao microambiente cutdneo do
hospedeiro, como temperatura da pele, pH, secrecdes, microbiota cutanea e umidade
proporcionada pelos pelos, podem influenciar diretamente a patogenicidade do fungo
aplicado. Estudos conduzidos por Nicolaides et al. (1970), Mitchell (2002), Ment et al.
(2010) e Vanderwolf, Kyle e Davy (2023) indicam que as glandulas da pele de
mamiferos secretam sebo, uma substancia oleosa que pode facilitar o
desenvolvimento de alguns fungos patogénicos. Dessa forma, larvas emergentes no
solo poderiam ser colonizadas ao entrarem em contato com o corpo do hospedeiro,
levando a sua morte, uma vez que 0s estagios imaturos dos carrapatos sdo mais
suscetiveis a acdo dos fungos entomopatogénicos (Hackman; Filshie, 1982), como

observado nos estudos in vitro do presente estudo. No entanto, seria interessante
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realizar experimentos adicionais para confirmar a persisténcia/efeito residual do
bioativo na pele dos bovinos.

Resultados semelhantes a eficacia do P. lilacinum BIC 0119 no ensaio in vivo
(55,02%), foram descritos por Bahiense et al. (2007), que avaliaram o potencial de
controle biolégico de M. anisopliae sobre R. microplus em testes de estabulo,
registrando uma mortalidade média de 33% e um aumento significativo da mortalidade
a partir do 24° dia pos-tratamento. J& em testes de estabulo, Camargo et al. (2014),
avaliaram uma formulagcdo comercial a base de M. anisopliae acrescida de 10% de
6leo mineral no controle do R. microplus sobre os bovinos e observaram uma eficacia
meédia de 47,74% ao longo de 23 dias com apenas uma unica aplicacdo do produto.

Os dados obtidos neste estudo evidenciam o potencial de P. lilacinum BIC 0119
como agente de controle biolégico do R. microplus. A reducdo nos parametros
reprodutivos das fémeas ingurgitadas, a diminuicdo da eclosdo dos ovos e a alta
mortalidade das larvas nos testes in vitro, associadas a reducédo do niumero de fémeas
ingurgitadas viaveis e das larvas em condi¢cdes seminaturais, além da diminuicdo no
namero de carrapatos observada nos testes in vivo, indicam que a utilizacdo deste
bioativo pode ser uma estratégia eficaz para mitigar a infestacdo em rebanhos.
Ademais, a persisténcia do fungo no solo, sugere que tratamentos periddicos
poderiam contribuir para o controle continuo dos carrapatos em areas infestadas,
reduzindo a necessidade de acaricidas quimicos e seus impactos ambientais. Por fim,
este estudo reforga a importancia de pesquisas adicionais voltadas ao aprimoramento
das formulacdes de P. lilacinum BIC 0119, visando potencializar seu efeito acaricida
e garantir sua viabilidade em estratégias integradas de controle de R. microplus, visto
que a consolidacdo de programas de controle biologico, requer a avaliagcdo da
interacdo entre fungo, carrapato e o hospedeiro em condi¢des realistas, nas quais
esses elementos coexistem e influenciam uns aos outros, além dos fatores ambientais
(Camargo et al., 2016).
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7. CONCLUSOES

Baseados nos testes realizados, pode-se concluir que:

o O bioativo a base de Purpureocillium lilacinum BIC 0119 na
concentracdo 10'° conidios mL? interfere nos parametros reprodutivos e biolégicos
das fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus, reduzindo a eclosdo dos ovos e

apresentando alta mortalidade larval em bioensaios realizados in vitro;

. P. lilacinum BIC 0119 persiste no solo e demonstra capacidade de
disperséo;
o O bioativo demonstra potencial como um agente promissor para o

controle bioldgico de R. microplus;



56

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBOTT, W. S. A method of computing the effectiveness of an insecticide. 1925.
Journal of the American Mosquito Control Association, v. 3, n. 2, p. 302-303,
jun. 1987.

ALVES, S. B. Controle microbiano de insetos. Piracicaba, SP: FEALQ, 1998,
1163p.

ALVES, R.T.; FARIA, M. Pequeno manual sobre fungos entomopatogénicos. 1
edicdo. Embrapa Cerrados, Planaltina (DF) 2010.

ANDREOTTI, R.; GARCIA, M. V; KOLLER, W. W. Carrapatos na Cadeia Produtiva
de Bovinos. 1. ed. Brasilia, EMBRAPA, 2019. Cap. 10., p. 137-147.

ANGELDO, I. C. et al. Efficiency of Lecanicillium lecanii to control the tick
Rhipicephalus microplus. Veterinary Parasitology, v. 172, n. 3—4, p. 317-322, 20
set. 2010.

ANGELDO, I. C. et al. Virulence of Isaria sp. and Purpureocillium lilacinum to
Rhipicephalus microplus tick under laboratory conditions. Parasitology Research, v.
111, n. 4, p. 1473-1480, out. 2012.

ANGELO, I. DA C. et al. Formulactes oleosas contendo fungos
artropodopatogénicos para o controle de Rhipicephalus microplus. Brazilian Journal
of Veterinary Medicine, v. 37, n. Supl.1, p. 18-24, 14 dez. 2015.

ANGEL-SAHAGUN, C. A. et al. Virulence of Mexican isolates of entomopathogenic
fungi (Hypocreales: Clavicipitaceae) upon Rhipicephalus=Boophilus microplus (Acari:
Ixodidae) larvae and the efficacy of conidia formulations to reduce larval tick density
under field conditions. Veterinary Parasitology, v. 170, n. 3—4, p. 278-286, 24 jun.
2010.

BAHIENSE, T. C. et al. Avaliacédo do potencial de controle biol6gico do Metarhizium
anisopliae sobre Boophilus microplus em teste de estabulo. Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinaria, v. 16, p. 243-245, dez. 2007.

BAHIENSE, T. C.; FERNANDES, E. K. K.; BITTENCOURT, V. R. E. P. Compatibility
of the fungus Metarhizium anisopliae and deltamethrin to control a resistant strain of
Boophilus microplus tick. Veterinary Parasitology, v. 141, n. 3—4, p. 319-324, 5
nov. 2006.

BANU, J. G.; IYER, R.; GUNASEKARAN, M. Mass multiplication and formulation of a
nematophagous fungus, Paecilomyces lilacinus . International Journal of
Nematology , v. 16, n. 2, p. 145-152, 2006.

BARBIERI, A. et al. Field efficacy of Metarhizium anisopliae oil formulations against
Rhipicephalus microplus ticks using a cattle spray race. Ticks and Tick-Borne
Diseases, v. 14, n. 3, p. 102147, maio 2023.



57

BARBOZA DE ALMEIDA, I. et al. New field technique to evaluate the action of the
fungus Metarhizium anisopliae on Rhipicephalus (Boophilus)
microplus tick. Biological Control, v. 171, p. 104934, 1 ago. 2022.

BENNETT, G. F. Oviposition of Boophilus microplus (Canestrini) (Acarida : Ixodidae).
I. Influence of tick size on egg production. Acarologia, v. 16, n. 1, p. 52—-61, jul.
1974.

BERNARDO, C. C. et al. Conidia and blastospores of Metarhizium spp. and
Beauveria bassiana s.l.: Their development during the infection process and
virulence against the tick Rhipicephalus microplus. Ticks and Tick-Borne Diseases,
v.9,n.5,p. 1334-1342, jul. 2018.

BERTI FILHO, E.; MACEDO, L.P.M. Fundamentos de controle biolégico de
insetos-praga. Natal: IFRN Editora, 108 p. 2011.

BEYS-DA-SILVA, W. O. et al. Updating the application of Metarhizium anisopliae to
control cattle tick Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae). Experimental
Parasitology, v. 208, p. 107812, 1 jan. 2020.

BITTENCOURT, V.R.E.P. et al.. Avaliacdo da ac¢éao in vivo de Metarhizium anisopliae
(Metschnikoff, 1879) Sorokin, 1883 aplicado sobre Brachiaria decumbens infestada
com larvas de Boophilus microplus (Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae). Revista
Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v.12, p.38-42, 2003.

BRAGA, G. U. et al. Effects of UVB irradiance on conidia and germinants of the
entomopathogenic Hyphomycete Metarhizium anisopliae: a study of reciprocity and
recovery. Photochemistry and Photobiology, v. 73, n. 2, p. 140-146, fev. 2001.

BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Portaria n® 48, de 12 de maio
de 1997. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 13 maio 1997. Secéo 1, p. 13576.

BROVINI, C. N., FURLONG, J., CHAGAS, A. D. S. Influéncia dos fatores climaticos
na biologia e no comportamento de fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus a
campo. Bioscience Journal, v. 19, p. 71-76, 2003.

CALVANO, M. P. C. A. et al. Economic efficiency of Rhipicephalus microplus control
and effect on beef cattle performance in the Brazilian Cerrado. Experimental &
Applied Acarology, v. 79, n. 3—4, p. 459-471, dez. 2019.

CAMARGO, M. G. et al. Effect of oil-based formulations of acaripathogenic fungi to
control Rhipicephalus microplus ticks under laboratory conditions. Veterinary
Parasitology, v. 188, n. 1-2, p. 140-147, 13 ago. 2012.

CAMARGO, M. G. et al. Commercial formulation of Metarhizium anisopliae for the
control of Rhipicephalus microplus in a pen study. Veterinary Parasitology, v. 205,
n. 1-2, p. 271-276, 15 set. 2014.



58

CAMARGO, M. G. et al. Metarhizium anisopliae for controlling Rhipicephalus
microplus ticks under field conditions. Veterinary Parasitology, v. 223, p. 38-42, 15
jun. 2016.

CAMPOS, R. A. et al. Endophytic and entomopathogenic strains of Beauveria sp to
control the bovine tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Genetics and
molecular research: GMR, v. 9, n. 3, p. 1421-1430, 2010.

CHAGAS, A. C. DE S.; FURLONG, J.; NASCIMENTO, C. B. Predation of Boophilus
microplus (CANESTRINI, 1887) (ACARI: IXODIDAE) tick engorged female by the ant
Pachycondyla striata (SMITH, 1858) (Hymenoptera: Formicidae) in pastures.
Bioscience Journal, v. 18, n. 2, p. 77-78, 2002.

CHANDLER, D. et al. Fungal Biocontrol of Acari. Biocontrol Science and
Technology, v. 10, n. 4, p. 357-384, ago. 2000.

D’ALESSANDRO, W. B.; HUMBER, R. A.; LUZ, C. Occurrence of pathogenic fungi to
Amblyomma cajennense in a rural area of Central Brazil and their activities against
vectors of Rocky Mountain spotted fever. Veterinary Parasitology, v. 188, n. 1-2, p.
156-159, 13 ago. 2012.

DAVIDSON, E. W. History of Insect Pathology. In: VEGA, F. E.; KAYA, H. K. (Eds.).
Insect Pathology (Second Edition). San Diego: Academic Press, 2012. Cap. 2, p.
13-28.

DRUMMOND, R. O. et al. Boophilus annulatus and B. microplus: laboratory tests of
insecticides. Journal of Economic Entomology, v. 66, n. 1, p. 130-133, fev. 1973.

DOMSCH, K. H.; GAMS, W.; ANDERSON, T. H. Compendium of soil fungi.
London: Academic Press, 1980. p. 859, v.1.

Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAO - FAOSTAT.
Disponivel em: <https://www.fao.org/faostat/en/#data> Acesso em: 10 jun. 2024.

FARIA, M. R. DE; WRAIGHT, S. P. Mycoinsecticides and Mycoacaricides: A
comprehensive list with worldwide coverage and international classification of
formulation types. Biological Control, v. 43, n. 3, p. 237-256, 1 dez. 2007.

FERNANDEZ-RUVALCABA, M. et al. Evaluation of Bacillus thuringiensis
pathogenicity for a strain of the tick, Rhipicephalus microplus, resistant to chemical
pesticides. Journal of Insect Science (Online), v. 10, p. 186, 2010.

FERNANDEZ-SALAS, A.; ALONSO-DIAZ, M. A.; ALONSO-MORALES, R. A. Effect
of entomopathogenic native fungi from paddock soils against Rhipicephalus
microplus larvae with different toxicological behaviors to acaricides. Experimental
Parasitology, v. 204, p. 107729, 1 set. 2019.

FIOROTTI DE PAULDO, J. F. et al. Rhipicephalus microplus infected by Metarhizium:
unveiling hemocyte quantification, GFP-fungi virulence, and ovary
infection. Parasitology Research, v. 117, n. 6, p. 1847-1856, jun. 2018.


https://www.fao.org/faostat/en/#data

59

FURLONG, J., PRATA, M. C. A. Carrapatos: problemas e solu¢gbes. Embrapa
Gado de Leite, Juiz de Fora, 65 p., 2005.

GARCIA, M. V. et al. Biologia e importancia do carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. In: ANDREOTTI, R.; GARCIA, M. V; KOLLER, W. W. Carrapatos na
Cadeia Produtiva de Bovinos. 1. ed. Brasilia, EMBRAPA, 2019. Cap. 1., p. 17-27.

GAMS, W.; BISSET, J. Morphology and identification of Trichoderma. In: KUBICEK,
C. P.; HARMAN, G. E. (Eds.). Trichoderma & Gliocladium (Volume 1). London:
Taylor & Francis, 1998. Cap. 1, p. 3-34.

GINSBERG, H. S. et al. Potential Nontarget Effects of Metarhizium anisopliae
(Deuteromycetes) Used for Biological Control of Ticks (Acari: Ixodidae).
Environmental Entomology, v. 31, n. 6, p. 1191-1196, 2002.

GOFFRE, D.; FOLGARAIT, P. J. Purpureocillium lilacinum, potential agent for
biological control of the leaf-cutting ant Acromyrmex lundii. Journal of Invertebrate
Pathology, v. 130, p. 107-115, 1 set. 2015.

GONZALES, J. C. et al. Therapeutic and persistent efficacy of doramectin against
Boophilus microplus in cattle. Veterinary Parasitology, v. 49, n. 1, p. 107-119, jul.
1993.

GRISI, L. et al. Reassessment of the potential economic impact of cattle parasites in
Brazil. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinéaria, v. 23, p. 150-156, jun.
2014.

GUGLIELMONE, A. A. et al. Diversidade e importancia de carrapatos na sanidade
animal. In: BARROS-BATTESTI, D. M.; ARZUA, M.; BECHARA, G. H. Carrapatos
de importancia médico-veterindria da regido neotropical: um guia ilustrado
para identificacdo de espécies. 1. Ed. S&o Paulo. 2006. Cap. 7. p.115-124.

HACKMAN, R. H.; FILSHIE, B. K. In: The Tick Cuticle. OBENCHAIN, F. D.; GALUN,
R. Current Themes in Tropical Science: Physiology of Ticks. 1. Ed. Oxford:
Pergamon, 1982. p. 508.

HAJEK, A. E.; ST. LEGER, R. J. Interactions Between Fungal Pathogens and Insect
Hosts. Annual Review of Entomology, v. 39, n. 1, p. 293-322, jan. 1994,

HENDERSON, C. F.; TILTON, E. W. Tests with acaricides against the brown wheat
mite. Journal Economic Entomology, v. 48, p. 157-161, 1955.

HIGA, L. O. S. et al. Controle do Carrapato-do-boi por meio de acaricidas. In:
ANDREOTTI, R.; GARCIA, M. V; KOLLER, W. W. Carrapatos na Cadeia Produtiva
de Bovinos. 1. ed. Brasilia, EMBRAPA, 2019. Cap. 10., p. 137-147.

HIGA, L. DE O. S. et al. Evaluation of Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari:
Ixodidae) resistance to different acaricide formulations using samples from Brazilian



60

properties. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v. 25, p. 163-171, 7
jun. 2016.

HITCHCOCK, L. F. Studies on the parasitic stages of the cattle tick. Boophilus
microplus (Canestrini)(Acarina: Ixodidae). Australian Journal of Zoology, v. 3, p.
145-155, 1955.

HOLDSWORTH, P. A. et al. World Association for the Advancement of Veterinary
Parasitology (W.A.A.V.P.) guidelines for evaluating the efficacy of acaricides against
ticks (Ixodidae) on ruminants. Veterinary Parasitology, v. 136, n. 1, p. 29-43, 28
fev. 2006.

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE. Disponivel em: <
https://www.ibge.gov.br/explica/producao-agropecuaria/bovinos/br> Acesso em: 10
jun. 2024.

JONSSON, N. N.; PIPER, E. K.; CONSTANTINOIU, C. C. Host resistance in cattle to
infestation with the cattle tick Rhipicephalus microplus. Parasite Immunology, v. 36,
n. 11, p. 553-559, nov. 2014.

KAAYA, G. P. et al. Control of tick populations by spraying Metarhizium anisopliae
conidia on cattle under field conditions. Experimental & Applied Acarology, v. 55,
n. 3, p. 273-281, nov. 2011.

KAAYA, G. P.; HASSAN, S. Entomogenous fungi as promising biopesticides for tick
control. Experimental & Applied Acarology, v. 24, n. 12, p. 913-926, 2000.

KEPENEKCI, I. et al. Pathogenicity of the entomopathogenic fungus, Purpureocillium
lilacinum TR1 against the Black Cherry Aphid, Myzus cerasi Fabricus (Hemiptera:
Aphididae). Munis Entomology and Zoology, v. 10, n. 1, p. 53-60, 1 jan. 2015.

KHAN, M.; TANAKA, K. Purpureocillium lilacinum for plant growth promotion and
biocontrol against root-knot nematodes infecting eggplant. PLOS ONE, v. 18, n. 3, p.
0283550, 24 mar. 2023.

LABRUNA, M. B; MACHADO, R. Z. Agentes transmitidos por carrapatos na regiao
Neotropical. In: BARROS-BATTESTI, D. M.; ARZUA, M.; BECHARA, G. H.
Carrapatos de importancia médico-veterinaria da regido neotropical: um guia
ilustrado para identificacdo de espécies. 1. Ed. S&o Paulo. 2006. Cap. 7. p.115-
124,

LACEY, L. A. et al. Insect pathogens as biological control agents: Back to the future.
Journal of Invertebrate Pathology, v. 132, p. 1-41, nov. 2015.

LEW-TABOR, A. E.; RODRIGUEZ VALLE, M. A review of reverse vaccinology
approaches for the development of vaccines against ticks and tick borne diseases.
Ticks and Tick-Borne Diseases, v. 7, n. 4, p. 573-585, jun. 2016.



61

LUANGSA-ARD, J. et al. Purpureocillium, a new genus for the medically important
Paecilomyces lilacinus: Purpureocillium, a new fungal genus for P. lilacinus. FEMS
Microbiology Letters, v. 321, n. 2, p. 141-149, ago. 2011.

MA, M. et al. Biological Parameters of Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari:
Ixodidae) Fed on Rabbits, Sheep, and Cattle. The Korean Journal of Parasitology,
v. 54, n. 3, p. 301-305, jun. 2016.

MARCIANO, A. F. et al. Metarhizium anisopliae sensu lato (s.l.) oil-in-water
emulsions drastically reduced Rhipicephalus microplus larvae outbreak population on
artificially infested grass. Medical and Veterinary Entomology, v. 34, n. 4, p. 488—
492, dez. 2020.

MARCIANO, A. F. et al. Innovative granular formulation of Metarhizium robertsii
microsclerotia and blastospores for cattle tick control. Scientific Reports, v. 11, n. 1,
2 mar. 2021.

MASCARIN, G. M. et al. Current status and perspectives of fungal entomopathogens
used for microbial control of arthropod pests in Brazil. Journal of Invertebrate
Pathology, v. 165, p. 46-53, jul. 2019.

MASCARIN, G. M.; PAULI, G. Bioprodutos a base de fungos
entomopatogénicos. In: VENZON, M.; PAULA JUNIOR, T. J. de; PALLINI, A.
Controle alternativo de pragas e doencas na agricultura orgéanica. Vigosa, MG:
Epamig, 2010. p. 169-195.

MASCARIN, G. M.; JARONSKI, S. T. The production and uses of Beauveria
bassiana as a microbial insecticide. World Journal of Microbiology &
Biotechnology, v. 32, n. 11, p. 177, nov. 2016.

MENDES, M. C. et al. Resistance to cypermethrin, deltamethrin and chlorpyriphos in
populations of Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae) from small
farms of the State of Sdo Paulo, Brazil. Veterinary Parasitology, v. 178, n. 3-4, p.
383-388, 10 jun. 2011.

MENDES, M. C.; PEREIRA, J. R.; PRADO, A. P. Sensitivity Of Boophilus Microplus
(Acari: Ixodidae) To Pyrethroids And Organophosphate In Farms In The Vale Do
Paraiba Region, Sado Paulo, BRAZIL. Arquivos do Instituto Bioldgico, v. 74, p. 81—
85, jul. 2007.

MENT, D. et al. Metarhizium anisopliae conidial responses to lipids from tick cuticle
and tick mammalian host surface. Journal of Invertebrate Pathology, v. 103, n. 2,
p. 132-139, fev. 2010.

MESQUITA, E. et al. Utilization of Metarhizium as an insect biocontrol agent and a
plant bioinoculant with special reference to Brazil. Frontiers in Fungal Biology, v. 4,
21 dez. 2023.



62

MIRANDA-MIRANDA, E. et al. Megaselia scalaris reared on Rhipicephalus
(Boophilus) microplus laboratory cultures. Medical and Veterinary Entomology, v.
25, n. 3, p. 344-347, set. 2010.

MITCHELL, T. G. Fungal Pathogens of Humans. Em: WILEY (Ed.). Encyclopedia of
Life Sciences. 1. ed. [s.l.] Wiley, 2016. p. 1-19.

MONTEIRO, C. M. DE O. et al. Evaluation of the action of Heterorhabditis
bacteriophora (Rhabditida: Heterorhabditidae) isolate HP88 on the biology of
engorged females of Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae).
Veterinary Parasitology, v. 170, n. 3, p. 355-358, 24 jun. 2010.

MONTEIRO, C.M.O.; PRATA, M.C.A. 2015. Controle biolégico do carrapato dos
bovinos Rhipicephalus microplus com a utilizagdo de nematoides
entomopatogénicos: conquistas e desafios. p. 46—68. In: Controle de carrapatos
nas pastagens. eds. VERISSIMO, J.C. Nova Odessa, Sao Paulo.

National Center for Biotechnology Information. Taxonomy Browser.
Rhipicephalus microplus (NCBI-ID: 6941). Disponivel em:
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=6941>.

National Center for Biotechnology Information. Taxonomy Browser.
Purpureocillium lilacinum (NCBI-ID: 33203). Disponivel em:
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=33203>.

NICARETTA, J. E. et al. Rhipicephalus microplus seasonal dynamic in a Cerrado
biome, Brazil: An update data considering the global warming. Veterinary
Parasitology, v. 296, p. 109506, ago. 2021.

NICOLAIDES, N.; FU, H. C.; ANSARI, M. N. Diester waxes in surface lipids of animal
skin. Lipids, v. 5, n. 3, p. 299-307, mar. 1970.

NOGUEIRA, M. R. DOS S. et al. In vitro efficacy of two commercial products of
Metarhizium anisopliae s.l. for controlling the cattle tick Rhipicephalus microplus.
Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v. 29, p. €000220, 26 jun. 2020.

PARRA, J. R. P.; BOTELHO, P. S. M.; CORREA-FERREIRA, B. S.; BENTO, J. M. S.
(2002). Controle Biologico: Terminologia. In: PARRA, J. R. P.; BOTELHO, P. S. M,;
CORREA-FERREIRA, B. S.; BENTO, J. M. S. (Eds.), Controle Biolégico no Brasil:
Parasitoides e Predadores. Sao Paulo: Manole. 1-16.

PEDRINI, N.; CRESPO, R.; JUAREZ, M. P. Biochemistry of insect epicuticle
degradation by entomopathogenic fungi. Comparative Biochemistry and
Physiology Part C: Toxicology & Pharmacology, Fourth Special Issue of CBP
dedicated to “The Face of Latin American Comparative Biochemistry and
Physiology™. v. 146, n. 1, p. 124-137, 1 jul. 2007.

PEREIRA, M. C. et al. Rhipicephalus (Boophilus) microplus: biologia, controle e
resisténcia. 1. Ed. Sao Paulo. MedVet Livros. 2008.



63

PEREIRA, M.C.; LABRUNA, M. B. In: Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
PEREIRA, M. C. et al. Rhipicephalus (Boophilus) microplus: biologia, controle e
resisténcia. 1. Ed. Sdo Paulo. MedVet Livros. 2008. Cap 3. p. 15-53.

PEREZ-MARTINEZ, M. B. et al. Worldwide comparison between the potential
distribution of Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae) under climate change
scenarios. Medical and Veterinary Entomology, v. 37, n. 4, p. 745-753, dez. 2023.

PERINOTTO, W. M. S. et al. Susceptibility of different populations of ticks to
entomopathogenic fungi. Experimental Parasitology, v. 130, n. 3, p. 257-260, mar.
2012.

PINTO, Z. V; LUCON, Mantovanello. C. M; BETTIOL, W. Controle de qualidade de
produtos bioldgicos a base de Trichoderma. p. 275. In: Trichoderma: uso na
agricultura. DF: EMBRAPA, p. 536, 2019.

POLAR, P. et al. Topically applied myco-acaricides for the control of cattle ticks:
overcoming the challenges. Experimental & Applied Acarology, v. 46, n. 1-4, p.
119-148, dez. 2008.

RIDDELL, R. W. 1950. Permanent stained mycological preparations obtained by
slide culture. Mycologia 42:265-270.

RODRIGUES, D. S.; LEITE, R. C. Economic impact of Rhipicephalus (Boophilus)
microplus: estimate of decreased milk production on a dairy farm. Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 65, p. 1570-1572, out. 2013.

RODRIGUEZ-VIVAS, R. I.; JONSSON, N. N.; BHUSHAN, C. Strategies for the
control of Rhipicephalus microplus ticks in a world of conventional acaricide and
macrocyclic lactone resistance. Parasitology Research, v. 117, n. 1, p. 3-29, 2018.

SAMISH, M. et al. Efficacy of the entomopathogenic fungus Metarhizium brunneum
in controlling the tick Rhipicephalus annulatus under field conditions. Veterinary
Parasitology, v. 206, n. 3—4, p. 258-266, 15 dez. 2014.

SAMISH, M.; GINSBERG, H.; GLAZER, I. Biological control of ticks. Parasitology, v.
129 Suppl, p. 389-403, 2004.

SAMSON, R. A. Paecilomyces and some allied hyphomycetes. Studies in
Mycology, v. 6, p. 1-119, 1974.

SANTI, L. et al. Metarhizium anisopliae host-pathogen interaction: differential
immunoproteomics reveals proteins involved in the infection process of
arthropods. Fungal Biology, v. 114, n. 4, p. 312-319, abr. 2010.

SCHRANK, A.; VAINSTEIN, M. H. Metarhizium anisopliae enzymes and toxins.
Toxicon, Highlights in Toxinology: Biodiversity in Toxins - Tools for Biological
Research and Drug Development. v. 56, n. 7, p. 1267-1274, 15 dez. 2010.



64

SOUSA, A. B. B. DE et al. First Description of Acaricide Resistance in Populations of
Rhipicephalus microplus Tick from the Lower Amazon, Brazil. Animals, v. 12, n. 21,
p. 2931, jan. 2022.

SONENSHINE, D. E. Biology of ticks. Old Dominion University, Norfolk, Virginia.
Oxford University Press, v. 1, 1991, p. 447.

ST LEGER, R. J.; WANG, C. Genetic engineering of fungal biocontrol agents to
achieve greater efficacy against insect pests. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 85, n. 4, p. 901-907, jan. 2010.

THOM, C. Cultural studies of species of Penicillium. U.S.D.A. Bureau of Animal.
Industry Bulletin. 118, 1-107, 1910.

VANDERWOLF, K.; KYLE, C.; DAVY, C. A review of sebum in mammals in relation
to skin diseases, skin function, and the skin microbiome. PeerJ, v. 11, p. €16680,
2023.

VALSONI, L. M. et al. Status of Rhipicephalus microplus resistance to ivermectin,
fipronil and fluazuron in Mato Grosso do Sul, Brazil. Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinaria, v. 30, p. e025220, 12 fev. 2021.

VEGA, F. E. et al. Fungal entomopathogens: new insights on their ecology. Fungal
Ecology, v. 2, n. 4, p. 149-159, 1 nov. 2009.

VILAS BOAS, A.M. et al. Diversificacdo de meios de cultura para producao de
fungos entomopatogénicos. Arquivo de Biologia e Tecnologia, v. 39, p. 123-128,
1996.

VILELA, V. L. R. et al. Multiple acaricide-resistant Rhipicephalus microplus in the
semi-arid region of Paraiba State, Brazil. Ticks and Tick-Borne Diseases, v. 11, n.
4, p. 101413, jul. 2020.

ZIMMERMANN, G. Review on safety of the entomopathogenic fungus Metarhizium
anisopliae. Biocontrol Science and Technology, v. 17, n. 9, p. 879-920, out. 2007.



ANEXOS

65

Anexo A — Declaracdo de Aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA).

< Uniube

Comute de Etica em Experimentacao Animal

Oficio CEEA-013/2024 Uberaba, 28 de janeiro de 2025

IIma. Profa.
JOELY FERREIRA FIGUEIREDO BITTAR

Assunto: Encaminha processo n® 013/2024, sobre o protocolo de pesquisa "Avaliacdo do
potencial de controle bioldgico do fungo Purpureocillium lilacinum BIC 0119 sobre o
carrapato Rhipicephalus microplus em teste de campo”.

Prezado (a) Professor(a),

Em resposta a sua solicitagdo, informo que o protocolo acima referido foi submetido a

avaliacdo do CEEA-UNIUBE, em reunido no dia 30/08/2024, sendo considerado aprovado.

Atenciosamente,

£

Peofa. Joely of- Figuninade Bittar

Coordenadora do CEEA-UNIUBE



