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“Vivemos em uma sociedade extremamente dependente da ciéncia e tecnologia,
na qual pouquissimos sabem alguma coisa sobre ciéncia e tecnologia. Isto é uma
clara prescricio para o desastre.”

(Carl Sagan)

“Pela maior parte da Histéria, ‘anonimo’ foi uma mulher.”
(Virginia Woolf)

“I am an architect of days that haven’t happened yet.”
(Jonh Mayer)
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RESUMO

SILVA, Emily Mesquita da. Peristéncia Ambiental de um Isolado Nativo de Metarhizium
e Eficiéncia no Controle de Rhipicephalus microplus em Condic¢des de Semi-campo. 2019.
47p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias), Instituto de Veterinaria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

O controle biolégico com fungos entomopatogénicos como uma alternativa no controle de
artropodes tem se solidificado através de resultados que comprovam a eficiéncia desses micro-
organismos contra diferentes artropodes pragas. No entanto, as aplicagdes a campo ainda sao
desafiadas pela influéncia de fatores abidticos como temperatura, umidade e irradiacdo UV. A
selecdo de isolados nativos pode diminuir os efeitos negativos causados pelos fatores
abioticos, uma vez que esses fungos tendem a ser mais tolerantes ao clima e microbiota local.
Apesar da aplicacdo de fungos entomopatogénicos na agricultura ser uma atual estratégia de
controle viavel e efetiva, com a utilizacao de produtos registrados, o cendrio na pecudria ainda
ndo é uma realidade. Assim, o presente estudo objetivou conduzir a identificacdo taxondémica
molecular do isolado nativo LCM S04 Metarhizum sp.; monitorar a persisténcia ambiental do
isolado de Metarhizium sp. em condicdo de semi-campo; Avaliar a colonizacédo de raizes de
Brachiaria brizantha. Trés grupos que continham dez vasos com B. brizantha foram
formados: (1) vasos nao tratados (CTR); (2) vasos tratados com emulsdo de éleo mineral em
agua (CTROL); (3) vasos tratados com emulsdo fangica oleosa a base do isolado LCM S04.
Além disso, cinco fémeas de Rhipicephalus microplus foram adicionadas aos vasos dos
respectivos grupos apos os tratamentos, para avaliacdo da eficiéncia no controle do carrapato
na fase ndo-parasitaria. Amostras de solo e raizes dos vasos de cada grupo foram coletadas por
cinco meses ap0s 0s respectivos tratamentos e inoculadas em meio de cultura artificial
seletivo, para analisar a persisténcia de fungos no solo e colonizagdo das raizes. Dados
climatoldgicos (temperatura ambiente, umidade e irradiacdo UV) também foram avaliados. As
coldnias recuperados foram submetidas a anélises moleculares para confirmar a identidade do
Metarhizium LCM S04. Os trés grupos exibiram diferencas significativas (P<0,5) entre si na
recuperacdo de larvas de R. microplus. O grupo ndo tratado exibiu a maior média de larvas
recuperadas (2596 + 1103), seguido pelo grupo controle 6leo (740 + 465). O grupo tratado
com fungo (LCM S04) teve apenas 11 larvas recuperadas (média de 1,37 * 3,88). Durante 0s
cinco meses apos o tratamento, o isolado de M. anisopliae LCM S04 ainda podia ser reisolado
das amostras de solo e raizes dos vasos tratados com emulsdo fangica. A densidade média de
colonias deste fungo no solo dos vasos tratados variou de 0,46x10° a 1,1x10° unidades
formadoras de col6nia por grama, que aumentaram com o passar do tempo. As sequéncias dos
fragmentos do gene efl-a dos isolados recuperados durante as coletas demonstraram alta
similaridade com o LCM S04. Assim, o presente estudo evidenciou a eficiéncia de um isolado
entomopatogénico nativo no controle de larvas de R. microplus ap6s contato com fémeas
ingurgitadas, e a persisténcia do isolado em condigdo de semi-campo.

Palavras-chave: fungo entomopatogénico; rizosfera-competente; carrapato do boi
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ABSTRACT

SILVA, Emily Mesquita da. Environmental Persistence of a Native Metarhizium Isolate
and the efficiency on the Rhipicephalus microplus Control in Semi-field conditions. 2019.
47p. Dissertation (Master in Veterinary Sciences), Veterinary Institute, Federal University of
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Biological control with entomopathogenic fungi as an alternative in the control of arthropods
has solidified through results that prove the efficiency of these microorganisms against
different arthropod pests. However, applications in the field are still challenged by the
influence of abiotic factors such as temperature, humidity and UV irradiation. The selection of
native isolates may reduce the negative effects caused by abiotic factors, since these fungi
tend to be more tolerant to local climate and site ecology. Despite the application of
entomopathogenic fungi in agriculture is a current viable and effective control strategy, with
the use of registered products, the scenario in livestock farming is not yet a reality. Thus, the
present study aimed to conduct the molecular taxonomic identification of the native isolate
LCM S04 Metarhizum sp.; to monitor the environmental persistence of the isolate of
Metarhizium sp. in semi-field condition; To evaluate the colonization of Brachiaria brizantha
roots. Three groups containing ten pots with B. brizantha were formed: (1) untreated pots
(CTR); (2) pots treated with mineral oil emulsion in water (CTROL); (3) pots treated with oil
fungal emulsion based on LCM S04 isolate. In addition, five Rhipicephalus microplus
females were added to the pots of the respective groups after the treatments, to evaluate the
efficiency in tick control in the non-parasitic phase. Soil and root samples of the pots from
each group were collected during the five months after treatments and inoculated in a
selective artificial culture medium to analyze the persistence of fungi in the soil and root
colonization. Climatic data (ambient temperature, humidity and UV irradiation) were also
evaluated. The recovered colonies were subjected to molecular analyzes to confirm the
identity of Metarhizium LCM S04. The three groups showed significant differences (P <0.5)
among themselves in the recovery of R. microplus larvae. The untreated group exhibited the
highest mean of recovered larvae (2596 + 1103), followed by the oil control group (740 +
465). The fungus treated group (LCM S04) had only 11 recovered larvae (mean of 1.37 *
3.88). During the five months after treatment, M. anisopliae LCM S04 isolate could still be
reisolated from the soil samples and roots of the fungal emulsion treated pots. The average
colonies density of this fungus in the treated pots soil ranged from 0.46x10°%to 1.1x10°colony
forming units per gram, which increased over time. Sequences of the efl-a gene fragments of
the isolates recovered during the collections showed a high similarity to the SO4 LCM. Thus,
the present study evidenced the efficiency of a native entomopathogenic isolate in the control
of R. microplus larvae after contact with engorged females, and the persistence of the isolate
on soil and B. brizantha roots in semi-field condition.

Keywords: entomopathogenic fungus; rhizosphere-competent; cattle tick
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1 INTRODUCAO

As interacdes ecoldgicas envolvendo Metarhizium spp. sdo responsaveis pelo seu grande
potencial como agente biocontrolador de diversas espécies de artrépodes. Esse fungo
entomopatogénico possui a habilidade de sobreviver em ambientes que contemplam
diferentes caracteristicas climaticas e ambientais. Além disso, existem espécies que se
mantém como saprofitas, rizosfera-competentes, patdgenos de artropodes e endofiticos.

Atualmente, o controle biologico utilizando fungos entomopatogénicos se mostra uma
alternativa eficiente na agricultura, com produtos disponiveis para diversas pragas de
importancia econémica no mundo. Além do emprego no ambiente agricola, estudos apontam
0 potencial destes agentes na pecuéria. Trabalhos relacionados ao controle de carrapatos,
como o carrapato bovino, Rhipicephalus microplus, ja evidenciaram+ a eficiéncia do controle
biolégico em condi¢des laboratoriais e a campo. Os prejuizos econdmicos causados por R.
microplus atingem principalmente regides tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil que
concentra 0 maior rebanho bovino dentre os paises produtores de carne e leite. Novas
abordagens no controle deste carrapato se fazem necessarias, visto que ja ha relatos de
resisténcias a bases quimicas recentemente incorporadas em produtos acaricidas no mercado
nacional.

A aplicacdo dos fungos entomopatogénicos pode ser realizada de maneira similar aos
produtos quimicos, possibilitando o tratamento do animal e/ou do ambiente que 0 mesmo esta
inserido. Este é um aspecto relevante no uso do controle bioldgico, pois torna-se de facil
manipulacdo. Além disso, € sabido que cerca de 95% da populacdo do carrapato bovino se
encontra nos solos das pastagens na forma de ovo e larva. Espécies nativas de fungos isoladas
do solo tendem a ser naturalmente adaptadas as condicfes locais, com grandes chances de
persistir no ambiente por um maior periodo de tempo. A aplicacdo de isolados na mesma
regido de onde foram coletados, e que possuem caracteristica rizosfera-competente aumentam
as perspectivas de sucesso do tratamento. Assim, uma mesma aplicacdo poderia atingir mais
de uma geracdo do artropode alvo.

Para algumas espécies de Metarhizium, pode-se estabelecer uma relacdo ecoldgica entre
esses fungos e as plantas, quando presentes no mesmo ambiente. Essas caracteristicas como
fungo endofitico e rizosfera-competente pode significar uma outra forma dos fungos
atingirem os artropodes, e ainda proteger esses microrganismos de fatores como a radiacao,
temperatura e a umidade, quando estdo em uma relacdo intima com as plantas.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo identificar taxonomicamente o
isolado de Metarhizium sp. LCM S04 em nivel de espécie; avaliar a viruléncia do isolado
nativo de Metarhizium sp. LCM S04 na fase ndo parasitaria de R. microplus, oriundo de uma
colébnia mantida na mesma regido; monitorar a persisténcia de um isolado nativo de
Metarhizium sp. LCM S04 no ambiente, apos pulverizagdo do mesmo no solo de vasos
cultivados com Bracharia brizantha; avaliar se o isolado foi capaz de colonizar as raizes de B.
brizantha.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Metarhizium spp.

O género Metarhizium (Metschnikoff, 1879) Sorokin, 1883 (Hypocreales: Clavicipitaceae)
compreende espécies de fungos cosmopolitas, que podem ser encontradas em diferentes
regides e temperaturas (ROBERTS; ST LEGER, 2004). As espéecies de Metarhizium estdo
envolvidas em diferentes relacBes ecoldgicas, visto que sdo encontradas e/ou reisoladas em
diversos substratos e ambientes. Dentre as espécies de Metarhizium conhecidas atualmente,
Metarhizium pingshaense, Metarhizium anisopliae, Metarhizium robertsii, e Metarhizium
brunneum sdo as isoladas com maior frequéncia de artropodes e dos solos (REHNER;
KEPLER, 2017). Consequentemente, possuem adaptacdes para responder aos estimulos
percebidos em cada situacdo, vivendo como saproéfito, patdgeno de artropodes e nas raizes de
plantas (LOVETT; ST LEGER, 2014).

Metarhizium anisopliae é capaz de expressar proteinas de adesdo diferentes, em resposta
ao ambiente em que esta inserido (BARELLI et al., 2011; WYREBEK; BIDOCHKA, 2013).
Wang e St Leger (2006) observaram que na presenca de hemolinfa, M. anisopliae expressa
MAD1 (Metarhizium adhesin-like protein 1) e quando nos exsudatos de raizes, MAD2
(Metarhizium adhesin-like protein 2). As adesinas sdo responsaveis pelo primeiro estagio da
colonizacdo do hospedeiro, proporcionando a adesdo dos propagulos nos insetos e nas
superficies das plantas. Quando no solo, M. robertsii superexpressa uma proteina de choque
térmico (Heat Shock Protein-HSP25), aumentando a termotolerancia e a sobrevivéncia como
saprofito (LIAO, 2013a). Por outro lado, em situaces de temperaturas muito baixas, algumas
espécies de Metarhizium ainda sdo capazes de sobreviverem e colonizarem seus hospedeiros
através da expressdo de CRP1 (cold response protein 1) e CRP2 (cold response protein 2)
(FANG; ST LEGER, 2010). Essas proteinas sdo homologas as proteinas de choque frio (Cold
Shock Protein-CSPs) encontradas em outros microorganismos, como Pseudomonas
entomophila (FANG; ST LEGER, 2010; LOVETT; ST LEGER, 2014).

Uma vez dentro do artrépode, Metarhizium spp. necessitam responder ao sistema
imunoldgico do hospedeiro para dar continuidade a infeccdo. Wang e St Leger (2006)
demonstraram a expressao do gene MCL1, que é responsavel pela protecdo dos corpos hifais
de Metarhizium. Essa protecdo impede o reconhecimento do fungo pelos hemacitos,
dificultando os processos de fagocitose e encapsulacdo. Ainda na hemocele, Metarhizium spp.
se utilizam de estratégias para reconhecer as pressfes osmoticas sofridas na hemolinfa,
através da expressao do gene Mosl (WANG; DUAN; ST LEGER, 2008). Desta forma, é
possivel perceber a co-evolucdo que Metarhizium spp. passou ao longo do tempo, dispondo
de estilos de vida multifuncionais (BARELLI et al., 2016).

A diversidade das espécies de Metarhizium encontradas pode variar de acordo com 0s
substrato e com o grau de distdrbio humano na localidade. Garrido-Jurado et al. (2015),
demonstraram que a diversidade de espécies € inversamente proporcional ao grau de
manipulagdo que humanos empregam. Metarhizium spp. s&o encontradas em  maior
quantidade e diversidade em amostras de solo quando comparado a amostras de plantas ,
sendo M. anisopliae s.s a espécie mais recuperada (HERNANDEZ-DOMINGEZ; GUZMAN-
FRANCO 2017).

Atualmente, a identificacdo taxondmica de Metarhizium spp. é realizada com analises
moleculares. No trabalho de Bischoff, Rehner e Humber (2009), espécies de Metarhizium que
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pertencem ao complexo Metarhizium anisopliae foram reconhecidas ao nivel de espécie,
resultando na distingdo de nove espécies. O estudo foi conduzido através de uma abordagem
filogenética multigénica, que envolvia genes de B- tubulina, Ef-la, RPB1 e RPB2. Desta
forma, espécies que anteriormente eram identificadas apenas como M. anisopliae, obtiveram
uma identificacdo mais precisa. Atualmente, espécies identificadas como sendo pertencentes
ao género Metarhizium séo classificadas de acordo com Bischoff, Rehner e Humber (2009).
Recentemente, Lopes et al. (2018) revelaram uma nova espécie do complexo M. anisopliae
em que e possivel perceber diferengas na morfologia dos conidios. No entanto, a anélise
multigénica permitiu a alocacdo de M. alvesii sp. nov., no complexo M. anisopliae.

2.2 Rhipicephalus microplus

O carrapato dos bovinos, Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888), é o principal
ectoparasita do gado em areas tropicais, incluindo o Brasil. Esse ectoparasito € oriundo de
florestas da regido asiatica, que eram habitadas por bovinos e cervos, sendo posteriormente
introduzido nas Américas (ESTRADA-PENA et al., 2006). Em um estudo realizado em
Minas Gerais, Szabd et al. (2018) relataram infestacdo por R. microplus em todos os bovinos
observados. A preferéncia pelos bovinos como hospedeiro principal, causa prejuizos para a
economia brasileira, uma vez que a pecuaria € uma das maiores fontes de renda do pais. No
Brasil, a perda é estimada em 3,24 bilhGes de dolares ao ano (GRISI et al., 2014). Os
maleficios ocorrem devido as consequéncias que 0 parasitismo provoca, como o desconforto
aos animais, a possibilidade de anemia, imunossupressdo, reducdo do peso e do estado
nutricional, do crescimento e da producdo do gado bovino (HORN, 1983). As les6es causadas
na pele dos animais podem ainda favorecer o aparecimento de infec¢bes secundarias, com
possiveis prejuizos na producdo de couro (GONZALES; SERRA-FREIRE, 1992) além do
surgimento de miiases (RECK et al., 2014a).

Rhipicephalus microplus também é vetor dos agentes patogénicos causadores da tristeza
parasitaria bovina (ALMEIDA et al., 2006). Essa doenca € ocasionada pela associacao de
protozoarios pertencentes ao género Babesia e a riquétsia Anaplama sp. (AZEVEDO; ALVES;
SALES, 2008). A transmissdo de Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplama marginale
ocorre através dos repastos sanguineos, uma vez que 0S micro-organismos podem estar
presentes na saliva dos artropodes (FURLONG; PRATA, 2005). Estudos recentes ja
demonstraram que R. microplus também pode ser capaz de transmitir micro-organismos como
virus (MARUYAMA et al., 2014; VILLA et al., 2017).

O ciclo biolégico de R. microplus é caracterizado como monoxeno, e possui as fases
parasitaria e ndo-parasitaria. Durante a fase parasitaria, o carrapato permanece sobre o bovino
para acasalamento e alimentacdo. Apos o ingurgitamento da fémea, a mesma se desprende e
cai ao solo, iniciando a fase ndo-parasitaria do ciclo (FURLONG; PRATA, 2005). Em
seguida, a fémea procura um local com condic¢des adequadas para realizar a postura dos ovos,
que passam pela fase larval e ninfal (FURLONG; PRATA, 2005). Posteriormente, as ninfas
se fixam no hospedeiro e se tornam maduras sexualmente. No periodo durante a fase nao-
parasitaria, em que a fémea esta no solo, a mesma fica exposta a inimigos naturais presentes
no solo, tais como nematodides e micro-organismos, que Sdo patogénicos aos carrapatos
(CHAGAS, FURLONG; NASCIMENO, 2001; VERISSIMO, 2013).

Atualmente, o principal problema envolvendo o controle das populagdes de R. microplus
com o uso de acaricidas quimicos, € a resisténcia as bases quimicas (FULAR et al., 2018;
RODRIGUEZ-VIVAS; JONSSON; BHUSHAN, 2018). Além disso, a contaminagdo do meio
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ambiente com residuos das bases (BANUMATHI et al., 2017) causa prejuizos, uma vez que
ndo sdo decompostos na natureza. No decorrer das Ultimas décadas, tém-se a incorporacao de
novas bases quimicas no mercado e o0s subsequentes relatos de resisténcia (RECK, et al.,
2014b). Os métodos erroneamente empregados na aplicacdo das bases quimicas, contribuem
significativamente para o aumento da resisténcia aos produtos. Um dos fatores mais
prejudiciais nesse aspecto € a utilizagdo do mesmo produto quimico por um longo periodo de
tempo (ABBAS et al., 2014).

Reck et al. (2014b) publicaram o primeiro caso de resisténcia de R. microplus ao
Fluazuron (benzoil-fenil-ureia), unico ingrediente ativo sem relatos de resisténcia até o estudo.
O mesmo trabalho ainda reportou a primeira populacao de R. microplus capaz de resistir a
seis classes de acaricidas utilizadas no controle quimico do carrapato no Brasil. Estudos com
populagdes de carrapatos coletadas em diferentes ranchos no Sul do Brasil, demonstraram que
aproximadamente 80% das amostras apresentam resisténcia multipla para trés ou mais
compostos (KLAFKE et al., 2017).

2.3 Metarhizium spp. e o controle alternativo de Rhipicephalus microplus

Em razdo aos problemas ocasionados pelo uso dos acaricidas quimicos, alternativas para
o controle de R. microplus sdo continuamente estudadas. O controle biolégico com fungos
entomopatogénicos tem seu potencial reconhecido principalmente na agricultura, onde as
aplicacdes possuem éxito sobre diferentes artropodes praga (BATTA, 2013; MASCARIN et
al., 2018). Michereff et al. (2009) apresentaram uma revisao sobre o uso de micoinseticidas e
micoaricidas no Brasil, apontando Metarhizium como base de 55% dos produtos disponiveis
no mercado. Hoje, o maior programa de controle microbiano no mundo é efetuado com
Metarhizium anisopliae sobre cigarrinhas (Cercopidae) da cana de acticar (MASCARIN et al.,
2018). No entanto, ainda ndo existe um produto comercial registrado no Brasil
exclusivamente para o controle de carrapatos.

O projeto “Tick control” (www.tickproject.org) é desenvolvido nos EUA e visa a
reducdo de doencas transmitidas por carrapatos. A iniciativa acontece através do uso de
armadilhas que aplicam o produto quimico Fironil em animais domésticos, juntamente com a
aspersdo do isolado Metarhizium brunneum F52 na vegetacdo. Esse isolado é atualmente
comercializado como MET52 (Novozymes Biological, Franklinton, NC, USA). A aplicagéo
de M.brunneum F52 reduziu significativamente o nimero de ninfas recuperas de Ixodes
scapularis em condi¢des a campo, controlando em 73% (BHARADWAJ; STAFFORD, 2010).
Fischoff et al. (2017) observaram que esse isolado quando aplicado a campo ndo causou
danos aos artropodes ndo-alvo que compatilham o mesmo ambiente que carrapatos.

A acdo de Metarhizium spp. sob os artropodes acontece através da germinacdo do
propégulo fangico na cuticula do artropode, levando a formacao do tubo germinativo. Apos a
fixacdo do apressorio sobre a cuticula, ocorrem uma serie de reagfes enzimaticas juntamente
com o aparato mecénico das estruturas fangicas, que possibilitam a penetracdo do fungo
dando continuidade ao processo de infeccdo. Uma vez dentro do artrépode, desenvolvem-se
corpos hifais que se proliferam e resultam em um micélio, que liberam toxinas e metabolitos
secundarios. O alcance dessas estruturas nos orgdos do hospedeiro, ocasionam mudancas
patologicas na hemocele, acdo histolitica e bloqueio mecénico do sistema digestorio,
causando paralisias no funcionamento do seu corpo, 0 que acaba levando o animal a morte
(ALVES, 1998; NASCIMENTO, 2003).


http://www.tickproject.org/

Em contrapartida a maioria dos estudos publicados utilizando conidios de Metarhizium
spp., trabalhos j& relatam vantagens no uso de outros propagulos para controle de insetos
(MASCARIN; JARONSKI, 2016; ALKHAIBARI et al., 2017) e carrapatos (HARTELT et al.,
2008; BERNARDO, et al., 2018). Bernardo et al. (2018) demonstraram ainda que a
germinacdo de blastosporos (corpos hifais) na cuticula de R. microplus foi mais rapida quando
comparada com conidios de mesmo isolado.

Além de insetos, Metarhiziium spp. também possuem acdo sobre acaros e carrapatos
(CHANDLER et al., 2000; CAMARGO, et al., 2016; BERNARDO et al., 2018; DE PAULO
et al., 2018). Angel-Sahagin et al. (2010) conduziram estudos em laboratério, e observaram
maior viruléncia dos isolados de Metarhizium sp. quando comparados a isolados de Isaria
fumosorosea para R. microplus. M. anisopliae foi capaz de reduzir a ovoposicao de R.
microplus em 55% quando em laboratorio e apresentou uma eficiéncia superior & 60% sobre a
vegetacdo infestada com larvas (OJEDA-CHI et al., 2010). Fernandez-Salas et al. (2016)
testaram 55 isolados de M. anisopliae e observaram viruléncia de nove isolados para fémeas
de R. microplus de populacdes resistentes e susceptiveis a carrapaticidas, através da reducao
da producéo de ovos.

Quando aplicados a campo, os isolados de fungos entomopatogénicos sofrem acdo de
intempéries ambientais, que podem comprometer a viabilidade das unidades germinativas dos
fungos (CAMARGO et al., 2012). O isolado M. anisopliae (E9) em laboratério demonstrou
alta patogenicidade sobre R. microplus, entretanto, quando a campo as suspensdes aquosas
utilizadas para a pulverizagdo da pastagem ndo foram estatisticamente eficientes (GARCIA et
al., 2011). Sendo assim, 0s micro-organismos necessitam de uma protecdo que objetiva
aumentar seu potencial de acdo, quando na natureza. Quando comparadas com suspensoes
aquosas, as oleosas apresentaram maior eficiéncia sobre o carrapato Amblyoma variegatum
em diferentes condigbes experimentais (MARANGA et al., 2005). O fato da cuticula do
artropode ser lipofilica resulta no aumento da interacdo com a formulacdo oleosa, diferente
das aquosas (PRIOR; JOLLANDS, 1988; JENKINS; GOETTEL, 1998). Além disso, o 6leo é
capaz de oferecer protecdo contra a incidéncia da luz UV (MOORE; HIGGINS; LOMER,
1996). Deste modo, séo adicionadas substancias como adjuvantes e 6leos, que irdo resultar em
uma formulacdo capaz de aumentar a eficadcia dos micro-organismos. As formulacdes
utilizadas podem ser liquidas ou sélidas, sendo também encontradas nas formas de capsulas.
Vemmer e Patel (2013) realizaram uma revisdo abordando os principais métodos de
encapsulacdo que visam o controle bioldgico.

As formulacBes oleosas evitam que conidios secos adicionados aos liquidos sofram
danos em sua membrana plasmatica ao serem embebidos na solucdo, fendbmeno que ocorre
nas formulacdes aquosas (FARIA; HAJEK; WRAIGHT, 2009). Cerca de um quarto dos
micoinseticidas vendidos no Brasil sdo a base de 6leo (MICHEREFF et al., 2009). Trabalhos
realizados com testes a campo demonstraram eficiéncia de formulacGes de Metarhizium spp. a
base de oleo sobre R. microplus (CAMARGO et al., 2014; 2016), R. annulatus (SAMISH et
al., 2014), R. evertsi evertsi e R. decoloratus (KAAYA et al., 2011).

O conceito de um manejo integrado visando o uso de duas ou mais tecnicas € abordado
para pragas agricolas, e também tem sido aplicado para carrapatos (RODRIGUEZ-VIVAS;
JONSSON; BHUSHAN, 2018). Estudos ja demonstram a eficacia de associacfes entre
Metarhizium spp. e bases quimicas comumente usadas nos produtos comerciais (WEBSTER
etal., 2015; FIOROTTI et al., 2016).



2.4 Propriedades endofiticas de Metarhizium spp.

Algumas espécies de Metarhizium podem ser consideradas endofiticas (VIDAL; JABER,
2015; GREENFIELD et al., 2016), sendo capazes de colonizar plantas e manter interagdes
diretas com os vegetais, sem causar nenhum dano aos mesmos. Esses micro-organismos
podem penetrar nas plantas por meio de feridas no caso das raizes e/ou aberturas naturais
como os estdomatos nas folhas (AZEVEDO, 1998). Os micro-organismos endofiticos sao
classificados de duas formas, sendo considerados endofiticos verdadeiros/sistémicos ou
transitorios/ndo sistémicos (WANI, 2015). Para Jaber e Ownley (2017), os endofiticos,
principalmente os entomopatogénicos, agem como pesticidas que sdo liberados através das
plantas. Ao permanecerem dentro dos vegetais, 0s micro-organismos dispdem de uma outra
possibilidade de persistirem no ambiente protegidos das varidveis ambientais. Quando
inoculados artificalmente, os fungos endofiticos podem se estabelecer através de diferengtes
técnicas de inoculagdo, como: pulverizacdo na parte aérea (folhas), encharcamento do solo e
imersdo de sementes (VEGA 2018). O sucesso do estabelecimento da colonizacdo pode estar
diretamente relacionado ao tipo de inoculagéo utilizada (PARSA et al., 2013)

Analises do genoma de Metarhizium spp. evidenciaram que eles séo filogeneticamente
mais préximos de patdgenos e endofiticos de plantas do que dos patégenos de animais (GAO
et al.,, 2011). Gao et al. (2011) também observaram a presenca de diversos genes
compartilhados entre Metarhizium spp. e simbiontes de plantas, sugerindo assim que a
evolucdo tenha acontecido através de fungos associados a vegetais. Desta forma, alguns
autores propuseram que os fungos endofiticos entomopatogénicos ndo deixaram de se associar
a plantas, mas se tornaram patogénicos a insetos na busca por nutrientes (BARELLI et al.,
2016).

Quando associados as plantas, Metarhizium spp. podem ainda oferecer beneficios para as
mesmas. Metarhizium robertsii j& foi relatado promovendo o crescimento de Panicum
virgatum (graminea) e Phaseolus vulgaris (feijoes) (SASAN E BIDOCKA, 2012). Behie,
Zelisko e Bidochka (2012) observaram M. robertsii agindo como transportador de nitrogénio
para as mesmas especies, através de insetos mortos presentes no solo. No entanto, além de
oferecer nutrientes para as plantas, Metarhizium spp. podem receber nutrientes em troca.
Behie et al. (2017), verificaram a assimilacdo de carbono derivado de P. vulgaris para M.
robertsii. Além disso, Liao et al. (2017), demonstraram que M. robertsii possui vias
metabolicas dependentes de auxina, horménio responsavel pelo crescimento das plantas. M.
robertsii é capaz ainda de secretar esse hormonio sobre a cuticula de artrépodes (LIAO et al.,
2017).

2.5 A competéncia rizosférica de Metarhizium spp.

A habilidade que microrganismos possuem de colonizar e se estabelecer na rizosfera de
raizes em desenvolvimento tem sido definida como “rizosfera-competente” (ST LEGER,
2008). Algumas especies de Metarhizium ja foram reportadas demonstrando esse tipo de
interacdo (HU; ST LEGER, 2002), podendo ainda expressar diferentes genes quando em
contato com os exudatos das raizes (PAVA-RIPOLL et al., 2010). O gene MrINV foi
caracterizado sendo expresso por Metarhizium robertsii nos exudatos das raizes, codificando
a enzima invertase, responsavel pela hidrélise da sacarose (LIAO et al., 2013b). As interagdes
com as raizes das plantas conferem vantagens para a persisténcia dos microrganismos no solo.
Dessa forma, 0 uso de um fungo entomopatogénico que é rizosfera-competente e que possui a
capacidade de se propagar nas raizes, diminuiria a quantidade de indculos necessarios
(BRUCK, 2010) em protocolos tratamento de solo, evitando as aplicagbes constantes de



indculos no ambiente. Assim, o crescimento saprofito de Metarhizium spp. na rizosfera € uma
forma de manter o fungo no ambiente, até que possa encontrar um hospedeiro (CORY;
ERICSSON, 2009).

A relacdo da espécie fungica com a espécie vegetal pode ser um fator determinante para
a persisténcia do micro-organismo na rizosfera. Fisher et al. (2011) isolaram Metarhizium
brunneum, M. guizhouense, M. robertsii, e M. flavoviride de trés espécies de plantas
diferentes, observando especificidades entre elas. Wang et al. (2011), obtiveram dois isolados
modificados geneticamente de M. robertsii 2575 com mudangas relativas a patogenicidade e
competéncia rizosferica, resultando em: (1) avirulento para insetos e (2) incapaz de se aderir
as raizes. Quando no ambiente, o isolado que ndo podia se aderir as raizes persistiu por
rmenos tempo quando comparado ao isolado que tinha baixa infectividade aos insetos e ao
selvagem. Este resultado sugere que a relagdo com as plantas seria mais importante para a
sobrevivéncia do fungo, do que a prépria interacdo com os artropodes hospedeiros.

Os estudos envolvendo o isolamento de espécies ocorrendo naturalmente nos ambientes
séo essenciais para a compreensdo da biodiversidade dos micro-organismos presentes no solo
(BRUCK, 2010). Hernandez-Dominguez e Guzman-Franco (2017), coletaram amostras de
solo de cultivos de cana-de-agucar e de gramineas por aproximadamente um ano, e
identificaram 80 isolados de M. anisopliae s.s.. Kabaluk, Li-Leger e Nam (2017) relacionaram
a quantidade de insetos infectados com Metarhizium brunneum e a abundancia do fungo
presente nos solos coletados. Como resultado, verificaram que o maior nimero de insetos
infectados eram provenientes de locais onde M. brunneum estava presente em maior
quantidade, considerando-o como uma doenca enzodtica.

Castro et al. 2016, realizaram um estudo sobre a persisténcia de dois isolados brasileiros
de M. anisopliae e M. robertsii em uma plantacdo de morango durante um ano, apos
encharcamento de solo. O isolado de M. robertsii apresentou maior taxa de recuperacdo em
comparacdo ao M. anisopliae. As amostras proveninetes do solo demonstraram a persisténcia
de ambos os isolados testados, nos grupos tratados e controle, sugerindo possivel dispersédo
horizontal. Além disso, isolados nativos também foram encontrados em todos 0s grupos.

Nesse contexto, tém-se o solo como um dos principais substratos onde Metarhizium spp.
podem ser encontradas, uma vez que grande parte € composto por raizes, que sdo capazes de
oferecer nutrientes e habitat para a microbiota do solo (JARONSKI, 2007). Além disso, o solo
oferece protecdo para 0s micro-organismos, pois cria uma barreira fisica contra a incidéncia
direta do sol, oferecendo ainda boas condicdes de temperatura e alta umidade (MASCARIN et
al., 2018).

Enquanto se mantém como saprofitas, Metarhizium spp. interagem com um ambiente
complexo, visto que as comunidades de micro-organismos presentes no solo sdo muito
diversas. Esses fungos competem por nutrientes em um ecossistema que possui desde
bactérias a outras espécies de fungos (BARDEGETT; VAN DER PUTTEN, 2014). A
aplicacdo de isolados entomopatogénicos em condi¢cdes a campo implica na interacdo com
uma microbiota ja estabelecida no ambiente. Esses fatores bioticos e abidticos sdo de extrema
relevancia para entender as interacbes dentro do ambiente (SANTOYO et al., 2017),
principalmente com aplicagdo de um novo organismo.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento

Os experimentos bioldgicos foram realizados no periodo de Janeiro a Junho de 2018, no
Laboratorio de Controle Microbiano de Artropodes de Importancia Médico Veterinaria
(LCM), localizado na Estacdo Experimental para Pesquisas Parasitoldgicas Wilhelm Otto
Neitz (EEPPWON) (22° 45' 54.9" Sul e 43° 41' 57.2" Oeste), do Departamento de Parasitologia
Animal (DPA) do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de janeiro
(UFRRJ), Seropedica, RJ. O clima local € classificado segundo Koppen como Aw, sendo
considerado tropical com inverno seco. Seropédica tem uma temperatura media de 23,5°C e
pluviosidade média anual de 1354 mm. As analises moleculares foram executadas no
Laboratdrio de Sanidade Avicola (LASAVE), do Departamento de Epidemiologia e Salde
Publica, IV/UFRRJ. As andlises morfolégicas dos isolados fangicos foram efetuadas na
Colecéo de Culturas de Fungos Filamentosos, localizada no Laboratério de Taxonomia,
Bioquimica e Bioprospecc¢édo de Fungos, no Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ/ RJ.

3.2 Obtencao de Rhipicephalus microplus

As fémeas de R. microplus utilizadas nos experimentos foram oriundas de infestacGes
artificiais (prjeto aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de
Veterindria, (CEUA/UFRRJ 037/2014) (Anexo) realizadas periodicamente em bezerros
mantidos em baias localizadas na EEPPWON, do DPA, UFRRJ. Apos 21 dias de infestacéo,
as fémeas ingurgitadas foram coletadas das baias, lavadas com éagua corrente e higienizadas
superficialmente com hipoclorito de sédio a 0,05% por 3 minutos.

3.3 Obtencao do isolado fungico

O isolado utilizado nos experimentos, Metarhizium sp. LCMS04, foi isolado de uma
amostra de solo coletada no estado do Rio de Janeiro no municipio de Seropédica (latitude
-22767646/ longitude -43678025). O isolado foi mantido na Colecdo de Cultura do
Laboratério de Controle Microbiano de Importancia Médico Veterinéria (LCM). O isolado foi
selecionado baseado em testes realizados pelo grupo de pesquisa, que avaliaram a viruléncia
para larvas de R. microplus, termotolerancia e producgéo conidial (dados ndo publicados). O
isolado LCM S04 esta depositado na Colecdo de Cultura de Fungos Filamentosos (CCFF),
Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, sob a identificagdo 10C 4694.

3.4 Cultivo de Brachiaria brizantha

Vasos de polipropileno, com 21cm de altura x 24cm de largura x 24cm de comprimento,
foram preenchidos com condicionador de solo (Natussolos do Brasil Ltda., Taubaté, SP,
Brasil), areia e pedras ndo estéreis, para o cultivo de sementes de Brachiara brizantha cultivar
Marandl (Wolf® sementes) e alocados na parte externa do LCM, onde foram irrigados
diariamente e recebiam incidéncia de luz . Os vasos foram mantidos por 120 dias, e as
forrageiras foram padronizadas em 35cm de altura, com auxilio de poda. Posteriormente, 0s
vasos foram transferidos para uma area externa e livre de cobertura, cercada com cerca de



arame para evitar a entrada de animais, na Estacdo W.O. Neitz (EEPPWON) onde foram
conduzidos os experimentos em condi¢fes naturais.
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Figura 1:Area externa ao LCM onde 0s vasos com as gramineas permaneceram
durante todo o periodo experimental, com incidéncia direta de luz, chuva e calor.

3.5 Preparacao da emulsdo fungica oleosa

Através do cultivo em placas com BDA, os conidios obtidos foram suspensos em uma
solucdo de &gua destilada estéril com monoleato de polioxietileno sorbitano (Tween® 80) a
0,1% (v/v), na concentracdo de 1x108 conidios/mL, que foram quantificadas com auxilio de
camara de Neubauer e microscopio 6ptico de acordo com Alves (1998).

Para producdo de conidios em grande escala, em capela de fluxo laminar, uma aliquota
de 10 mL da suspenséo do isolado fungico foi inoculada em sacos de polipropileno de 36 x 40
x 0,01 cm, contendo 1kg de arroz parboilizado e 300 mL de solucdo peptonada a 0,5%
previamente autoclavados (SANTI et al., 2011). O saco foi identificado e devidamente vedado
com fita adesiva,sendo posteriormente armazenado em camaras climatizadas a temperatura de
25 °C U.R. > 80% por 21dias. Diariamente, todos os sacos eram agitados manualmente para a
desintegracdo de agregados do substrato, melhor oxigenagdo e crescimento fingico sobre o
arroz. Apos os 21 dias, os substratos totalmente colonizados foram colocados em estufa com
temperatura de 28°C durante dois dias para reducdo da umidade.

O arroz colonizado fora transferido para um becker estéril e lavado com solucdo de
Tween®80 a 1% (Tween® 80 e agua v/v). Em seguida, a suspensao foi peneirada para retirada
de fragmentos de arroz, evitando possivel entupimento do borrifador. A suspensdo foi entdo
quantificada com auxilio de camara de Neubauer e ajustada para uma concentracdo de
1,1x108 conidios/mL. Para a viabilidade da suspenséo, foi retirada uma aliquota de 10pL
inoculada em uma placa de Petri com BDA e encubada a 25 + 1°C e U.R. > 80% e avaliada
segundo Alves (1998). Ao final, 100 mL de 6leo mineral (Parafina) (Proquimios) foi



acrescentado em 900 mL de suspenséo flngica 1,1x108 conidios/mL para que se obtivesse
uma emulsdo oleosa a 10%, e a concentracdo de conidios atingisse 1,0x108conidios/mL.

3.6 Identificacdo do isolado Metarhizium sp. LCM S04
3.6.1 Anédlise morfoldgica do isolado Metarhizium sp. LCM S04

O isolado de Metarhizium sp. LCM S04 foi cultivado em 23 mL de meio batata dextrose
agar (BDA) em placas de Petri (polipropileno 90x15 mm). As caracteristicas
macromorfoldgicas da coldnia foram avaliadas através de uma amostra de conidios do isolado
cultivado, que foi transferido para uma nova placa contendo BDA, na forma de ponto Unico
de indculo, realizado com auxilio de alga de platina no centro da placa e mantido em camara
climatizada regulada a 25° £ 1°C UR 80% por 14 dias. Posterior ao cultivo, foram observados
0 aspecto, reverso e coloracdo da col6nia. O tamanho da coldnia foi avaliado com o auxilio de
um paquimero (calipter digital Mitutoyo com resolucdo de 0,01 mm). Para analise das
caracteristicas micromorofoldgicas, foi realizado microcultivo em lamina e laminula
(RIDDLE, 1950). Apos cinco dias, as laminas foram coradas com solucdo de Lactofenol com
azul de algoddo (Fluka®Analytical) (Sigma). As laminas foram observadas sob microscopia
de luz convencional (400x). As caracteristicas macro e micromoforloficas foram avaliadas
segundo Humber (2012) e Bischoff, Rehner e Humber (2009).

3.6.2 Analise molecular do isolado LCM S04
3.6.2.1 Extracdo de DNA

O isolado foi cultivado em meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) em placas de
Petri (polipropileno 90 x 15 mm) e mantido em camara climatizada regulada a 25° + 1°C UR
80% por 14 dias. Apds o cultivo, os conidios foram removidos do meio de cultura com auxilio
de laminas de bisturi estéreis, congelados com nitrogénio liquido e mascerados em cadinho de
porcelana e pistilo. O DNA foi extraido com DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen) seguindo as
recomendacdes do fabricante. Posteriormente, 0 DNA extraido foi quantificado em um
espectrofotdmetro NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific) e ajustado para a concentracdo de
15ng/uL.

3.6.2.2 Amplificacdo do DNA por PCR

O gene EF1-a (fator de elongacdo 1-alfa) foi utilizado para a identificagdo. Os “primers”
utillizados foram desenvolvidos pela Invitrogen (Tabela 1), e suspensos para a concentracao
final de 100 uM. As solugbes estoque de cada primer foram diluidas para a concentracéo final
de 10 pL. As reacdes para amplificacdo foram executadas em termociclador de modelo
Eppendorf Mastercycler®pro S, com volume final de 25 pL. As rea¢des continham: 2,5 pL de
tampéo 10x, Mgclz> (1,5mM), dNTP (0,4mM), 0,4 uM cada primer, 2 U de Platinum Taq
DNA polymerase (Invitrogen), 15 ng de DNA e agua ultrapura (Invitrogen) para completar o
volume final da reacg&o.

A reacgdo de PCR para EFl-a foi realizada com uso de “Touchdown” segundo ciclo
composto por: desnaturacdo a 94°C por cinco minutos, seguidos de dez ciclos com
amplificagdes em trés partes (45s & 94°C para desnaturacdo, 45s & 66°C para anelamento
reduzindo 1°C a cada ciclo e 1:30 min a 72°C para extensao) e 36 ciclos adicionais com a
amplificagdo em trés partes com a temperatura de anelamento de 56°C e por fim um ciclo de
72°C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese a 75V por 60
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minutos em gel de agarose 1,5% usando tampao TAE (Tris-acetato-EDTA) 1x e marcador de
peso molecular de 100 pb DNA ladder (Invitrogen). Foram utilizados 10 pL de produto de
PCR com 1,5 pL de tampao de amostra 6 x. Os géis foram corados com Brometo de Etideo,
visualizado por luz UV e revelado pelo fotodocumentador L. Pix Touch® (Loccus
Biotecnologia).

Tabela 1: Iniciadores (“primers”) utilizados nas reacdes de amplificagdo do gene EF-

la.
Primer Sequéncia (5’ para 3°) Pares de base
EF1T ATGGGTAAGGARGACAAGAC 20
EF2T GGARGTACCAGTSATCATGTT 21

3.6.2.3 Purificagdo dos produtos de PCR

Os produtos amplificados foram excisados do gel de acordo com o peso molecular das
bandas e purificados utilizando o kit Wizard®SV Gel e PCR Clean-up System (Promega), de
acordo com informacdes fornecidas pelo fabricante. Apds purificacdo, as amostras foram
quantificadas através de um gel de agarose a 2% usando tampdo TAE (Tris-acetato-EDTA)
1x e marcador de massa Low DNA Mass Ladder (Invitrogen). O gel foi submetido a
eletroforese a 75 V por 60 minutos, corado com brometo de etideo, visualizado por luz UV e
revelado pelo fotodocumentador L. Pix Touch® (Loccus Biotecnologia).

3.6.2.4 Sequenciamento do gene EF-1a

As amostras purificadas foram enviadas ao setor de sequenciamento do Centro de
Estudos do Genoma Humano da Universidade de S&o Paulo (USP), S&o Paulo, de acordo com
as recomendacdes disponibilizadas no endereco eletrbnico
http://genoma.ib.usp.br/?pageid=979. Os “primers” utilizados foram os mesmos da reagéo de
PCR. Os sequenciamentos foram realizados no aparelho ABI 3730 DNA Analyzer (Life
Technologies — Applied Biosystems) utilizando BigDye®Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit. Os “primers” utilizados foram os mesmos utilizados na reacdo de PCR.
Os cromatogramas foram editados pelo DNA Baser Assembler v5. (DNA Sequence
Assembler, Heracle BioSoft). Sequéncias consenso do gene EF1-o foram selecionadas de
diferentes espécies de Metarhizium do banco de dados “GenBank”(2018) (Tabela 2). As
sequéncias foram alinhadas pelo método de alinhamento progressivo Clustal W, e o
dendrograma foi construido usando o algoritmo baseado no metodo de “Neighbor-joining”
usando o modelo Kimura 2-parameter e analisado por bootstrap com 1000 repeticdes,
usando o programa Mega 7.0.
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Tabela 2: Referéncia de isolados e suas respectivas informagdes de coleta e codigos “GeneBank”

Espécies Cadigo da colegéo Substrato/hospedeiro Pais Cadigo GeneBank
Metarhizium anisopliae ESALQ 6 Deios flavopicta Brasil AY445082.1
Metarhizium anisopliae ARSEF 7450 Coleoptera Austrélia KY616802.1

Metarhizium pingshaense MAFF 635007 Curculio sikkimensis Japéo LC200442.1
Metarhizium brunneum ARSEF 2107 Coleoptera EUA EU248855.1
Metarhizium brunneum ARSEF 4179 Soil Austrélia EU248854.1

Metarhizium robertsii ARSEF 7501 Coleoptera Australia EU248849.1
Metarhizium robertsii ART 500 Melolontha melolontha Suica KR706490.1
Metarhizium majus ARSEF 1946 Coleoptera Filipinas EU248867.1
Metarhizium majus ARSEF 2808 Coleoptera Filipinas EU248871.1
Metarhizium guizhouense ARSEF 6238 Lepidoptera China EU248857.1
Metarhizium guizhouense ARSEF 5714 Lepidoptera Republica Popular da EU248856.1

China

Metarhizium frigidum ARSEF 7445 Isoptera Austrélia KJ398818.1
Metarhizium acridum ARSEF 7486 Orthoptera Nigéria EU248845.1
Metarhizium acridum ARSEF 324 Orthoptera Austrélia EU248844.1
Pochonia chlamydosporia CBS 103.65 Solo sob Brassica napus Alemanha KJ398786.1

ARSEF: Servigo de Pesquisa Agricola Cole¢do de fungos entomopatogénicos, USDA, NY, EUA; ART: Estacdo de Pesquisa Reckenholz-
Tanikon de Agroscope, Reckenholzstrasse Zirich, Suica; CBS: Centro de Biodiversidade Fungica Centraalbureau voor Schimmelcultur,
Utrecht, Holanda; ESALQ: Escola Superior de Agronomia Luiz de Queiroz, USP, SP, BR; MAFF: Ministério da Agricultura, Florestas e
Pescas, Toquio, Japéo;



3.7 Delineamento experimental do ensaio com fémeas de Rhipicephalus microplus

em condicédo de semi-campo

Os vasos foram separados entre 0s grupos de forma homogénea, de acordo com
cobertura vegetal, irrigados e identificados para posterior tratamento. Trés grupos foram
formados, com 10 vasos cada: Grupo controle (CTR) que ndo recebeu tratamento; Grupo
Controle Oleo (CTR OL), onde cada vaso foi tratado com 86 mL de emuls3o oleosa contendo
1% de Tween 80® e 10% 6leo mineral (v/v); Grupo LCM S04 onde cada vaso foi tratado com
86 mL de uma emulsdo fungica oleosa, a base do isolado LCM S04 Metarhizium sp., 1% de
Tween 80® e 10% 6leo mineral (v/v), na concentracdo de 1,0x10% conidios/mL (1,5x10°
conidios/cm?). A aplicacdo dos respectivos tratamentos foi realizada com auxilio de
borrifadores, a fim de que a pulverizagdo fosse homogénea sobre toda a superficie do solo.
Ap0s o tratamento, grupos de cinco fémeas ingurgitadas de R. microplus de peso homogéneo
foram posicionadas em cada vaso para posterior avaliagdo da recuperacdo de larvas de cada

grupo.
3.8 Recuperacdo das larvas de Rhipicephalus microplus

Sessenta dias ap0s o0 posicionamento das fémeas ingurgitadas de R. microplus nos vasos,
0 éapice das folhas de B. brizantha que continham larvas (Figura 2), foram cortados e
acondicionados em sacos de polietileno para congelamento e posterior contagem do nimero
total de larvas presentes em cada vaso (Figura 3). As larvas foram congeladas por 24 horas a
-10°C, retiradas das folhas com auxilio de um pincel, e contadas individualmente sobre uma
superficie branca. Os vasos foram vistoriados até que se ndo observasse larvas nas forrageiras.

Para avaliar a eficicia do tratamento na recuperacdo de larvas de R. microplus, foi
realizado célculo segundo Bittencourt et al., (2003), eficacia (%) = (A-B)/A x 100, onde A:
média de larvas no grupo controle (CTR) e B: média de larvas no grupo tratado com emulsdo
fangica.
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Figura 2: Larvas de
Rhipicephalus  microplus no
apice das folhas de Brachiaria
brizantha 60 dias  apods
tratamentos do solo.

Figura 3:Armazenamento e contagem das larvas de Rhipicephalus microplus
coletadas. (A) Fragmentos do apice da forrageira contendo larvas de R. microplus
alocados em sacos plasticos para congelamento; (B) Contagem individual das
larvas de R. microplus com auxilio de ponteira de 1000uL

3.9 Persisténcia no solo do isolado LCM S04 Metarhizium sp. no solo

Previamente ao tratamento do solo com o respectivo tratamento, amostras de solo foram
coletadas de cada vaso para analise dos fungos presentes no solo. Posterior ao tratamento,
trinta dias apds o inicio do experimento, amostras de solo foram coletadas dos vasos de cada

grupo (tratado ou n&o), a cada 15 dias durante o periodo de coleta (Fevereiro a Junho 2018,
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totalizando 10 coletas), para avalicdo da persisténcia do isolado LCM S04 no ambiente. As
amostras de solo de cada vaso foram compostas de trés subamostras de pontos distintos. Em
microtubos de 1,5 mL foram colocados 0,35g de cada amostra de solo, acrescidos de 1 mL de
agua destilada estéril com surfactante Tween 80®a 0,01%, sendo posteriormente agitados em
aparelho tipo vortex por um minuto (FERNANDES et al., 2010). Foram retirados 50 pL da
suspensdo para inoculacdo em placas com meio de cultura artificial seletivo para fungos
entomopatogénicos CTC (BDA acrescido de Cloranfenicol, Tiabendazol e Cicloheximida)
(FERNANDES et al., 2010) e espalhados com auxilio da Alca de Drigalski. As placas foram
acondicionadas em cadmara climatizada 25° £ 1°C UR 80% sendo avaliadas a cada sete dias
por um periodo de 21 dias. Apds o periodo de incubagdo, as unidades formadoras de colénia
(UFC) de cada placa foram contabilizadas por grama de solo.

As coldnias de Metarhizium sp. reisoladas das amostras de solo de cada coleta foram
caracterizadas morfologicamente, baseadas na aparéncia da colénia, cor e formato dos
conidios (BISCHOFF; REHNER; HUMBER, 2009; HUMBER, 2012; ). As colbnias
morfologicamente semelhantes obtidas de cada coleta foram consideradas um mesmo isolado.
As anélises moleculares foram realizadas para isolados de Metarhizium sp. reisolados de cada
uma das dez coletas do grupo tratado. Colbnias de Metarhizium sp. eventualmente
encontradas em amostras dos grupos controle também foram analisadas molecularmente. As
analises seguiram a metodologia descrita no item 3.4, para o gene EF-1a.

3.10 Colonizacéao das raizes de Bracharia brizantha

Juntamente com as coletas de amostras de solo, trés amostras de raizes foram retiradas
para analisar a colonizagdo da raiz da planta pelo isolado LCM S04. As raizes foram retiradas
de pontos diferentes de cada vaso, esterilizadas superficialmente e inoculadas em meio de
cultura artificial CTC, seletivo para fungos entomopatogénicos. A esterilizacdo superficial das
raizes foi realizada segundo Parsa et al. (2013), imergindo as raizes em hipoclorito de sodio
0,5% por dois minutos, seguido de dois minutos em &lcool 70% e dois minutos em &gua
destilada estéril (3x). As placas de Petri contendo CTC foram acondicionadas a 25°C + 1°C,
UR 80% sendo avaliadas com 21 dias. Colonias de Metarhizium reisoladas das amostras das
raizes de cada coleta foram caracterizadas segundo item 3.10. Analises moleculares foram
realizadas para isolados de Metarhizium reisolados das coletas de nimero 1, 4 a 10 do grupo
tratado. As analizes seguiram metodologia descrita no item 3.4, para o gene EFla.

3.11 Identificacdo morfoldgica dos fungos saprofitas

As amostras de solo cultivadas em CTC derivadas dos grupos controle que apresentaram
crescimento de fungos saprofitas, foram submetidos a analises morfoldgicas para
identificacdo. As placas com isolamento dos respectivos grupos foram avaliadas, e as col6nias
encontradas com maior frequéncia foram repicadas em trés tipos de meio de cultura: Batata
Dextrose Agar (BDA) (Difco); Cyzapek com extrato de levedura agar (CYA) (Difco); Extrato
de Malte Agar (MEA) (Difco), para a identificacio a nivel de género (BARNETT; HUNTER,
1972; KENDRICK et al. 1980 e McGINNIS, 1980), visto que cada espécie necessita de
componentes nutricionais diferentes para melhor crescimento. Apos verificagdo do melhor
meio para desenvolvimento dos fungos, os mesmos foram submetidos a técnica de
microcultivo sob 1dmina e laminula (RIDDELL, 1950) e mantidas em 25 + 1°C UR 80% para
posterior analise das estruturas fungicas sob microscopia de luz convencional e confirmacéo
dos aspectos morfoldgicos segundo chave de identificacéo.

3.12 Verificagdo das variagdes climéticas
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As variacgdes de temperatura e umidade foram monitoradas atraves do posicionamento do
aparelho HOBO® H8 data loggers (Onset Computer Corporation, Bourne, MA, USA) alocado
no exato local onde os vasos foram posicionados (area externa da EEPPWON). As variaveis
foram aferidas durante todo o periodo do experimento (Janeiro & Junho de 2018) a cada 2h.
Os dados referentes a irradiacéo ultravioleta foram coletados no comprimento de onda de 290
a 400 nm, (UVA e UVB), nos dias concomitantes as coletas de solo (quinzenalmente,
totalizando 10 coletas), com uso de espectrorradiometro (US oceanic system B2000 + RAD).
As medidas foram expressas em mW m2nm, com base na irradiancia ponderada por Quaite
(QUAITE et al., 1992).

3.13 Andlise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o programa BioEstat 5.3 (Instituto de
Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraud) com nivel de significancia de 5% (p<0,05. )Os
dados relativos a recuperacdo das larvas de Rhipicephalus microplus e das unidades
formadoras de coldnia foram submetidos a analise descritiva e, em seguida, feita a avaliacao
da normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram classificados como néao
paramétricos, e foram analisados pelo teste de Kruskal Wallis seguido pelo teste Student-
Newman-Keuls. Os graficos foram elaborados utilizando o programa GraphPad® Prism 5
(GraphPad Software, San Diego, California USA).

4 RESULTADOS

4.1 ldentificacdo do isolado LCM S04 de Metarhizium sp.

4.1.1 Caracteristicas morfolégicas do isolado LCM S04 de Metarhizium sp.

A colbnia do isolado apresentou crescimento zonado, aspecto pulverulento e presenca
de micélio na superficie. O didmetro da coldnia é de aproximadamente 53 cm, com conidios
de coloracdo esverdeada e forma cilindrica (Figura 4). As caracteristicas descritas séo
compativeis com as da literatura para a espécie (HUMBER, 2012).

de in6culo em meio de cultura BDA cultivado por 14 dias; (B) Microcultivo evidenciando
conidiéforos e conidios do isolado Metarhizium sp. LCM S04 em meio de cultura BDA por
5 dias.
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4.1.2 ldentificacao taxonémica do isolado LCMS04

O alinhamento das sequéncias e as subsequentes analises filogenéticas das sequéncias da
regido de 5-TEF1 do isolado LCM S04 foram comparadas com diferentes espécies de
Metarhizium com sequéncias depositadas no “Genbank” (Tabela 2). As analises revelaram
que o isolado LCM S04 possui similaridades com Metarhizium anisopliae, sendo agrupado no
mesmo clado que isolados dessa espécie (Figura 5).

{ ART 00 Metarhizium robertsii
o1 ARSEF 7501
70 L MAFF 635007 Metarhizium pingshaense
LCM S04
Metarhizium anisopliae

02 ARSEF 7450
—— ARSEF 2107
og L ARSEF4179

99 Metarhizium brunneum

99 ARSEF 6238 . )
26 —: ARcEF 574 Metarhizium guizhouense
72 ARSEF 2808

Metarhizium majus
9% ARSEF 1946

ARSEF 7445  Metarhizium frigidum
ARSEF 74386
99 L—— ARSEF 324

CBS 10365  Pochonia clamydosporia

Metarhizium acridum

Figura 5: Dendograma de similaridade formado pelo método de ‘“Neighbour-joining” da regido
EF1-o para alocacdo filogenética do isolado Metarhizium anisopliae LCM S04 coletado no solo
do estado do Rio de Janeiro. Dendograma gerado através do modelo de “Kimura-2 parameter”
utilizando andlise de “bootstrap” com 1000 replica¢des. O isolado CBS 103.65 foi tillizado como
“outgroup”.

4.2 Recuperacdo de larvas de Rhipicephalus microplus

Durante os 60 dias apds o tratamento do solo, foi possivel observar fémeas e ovos do
grupo tratado com emulsdo fungica(LCM S04) colonizados por Metarhizium nos vasos
(Figura 6a e b), e fémeas do grupo controle (CTR) fazendo postura (Figura 6c).
Posteriormente ao enrijecimento da cuticula das larvas e do alcance das mesmas ao apice das
forrageiras, as larvas foram coletadas e contabilizadas. O grupo néo tratado (CTR) apresentou
a maior média (2596 + 1103), seguido pelo grupo controle dleo (CTR OL) (740 + 465). Para o
grupo LCM S04, apenas 11 larvas foram recuperadas dos 10 vasos tratados (1.37+3.88)
(Figura 7). As medias dos grupos foram estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). O
calculo de eficacia demonstrou que o tratamento com emulsdo oleosa teve controle 70%,
porém o tratamento com emulsédo fangica atingiu 99,9% de eficécia.
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Figura 6: Fémeas, ovos e larvas de Rhipicephalus microplus em vasos cultivados com
Brachiaria brizantha. (A) Fémeas de R. microplus, do grupo tratado com emulsdo flingica,
colonizadas por Metarhizium anisopliae LCM S04 realizando postura, 14 dias apés
tratamento do solo; (B) Ovos de R. microplus do grupo tratado com emulsdo fungica com
presenca de micélio, 11 dias ap6s tratamento do solo; (C) Fémeas de R. microplus do grupo

ndo tratado (CTR), 27 dias apds tratamento do solo e alocagdo das fémeas nos vasos.
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Figura 7: Média e desvio padrdo dos valores relativos a
recuperacdo de larvas de Rhipicephalus microplus 60 dias apos
posicionamento das fémeas nos vasos cultivados com B.
brizantha, tratados ou ndo com a emulsdo flngica de
Metarhizium anisopliae (LCM S04) Analise estatistica foi
realizada com teste Kruskal-Wallis seguido de Student-Newman-
Keuls. Letras diferentes representam diferencas estatisticas.
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4.3 Persisténcia do isolado fuingico no solo tratado

Nas coletas realizadas ap6s o tratamento, foi possivel reisolar colénias de Metarhizium
em abundancia das amostras de solo do grupo tratado durante todas as coletas (Figura 8). No
entanto, o numero de unidades formadoras de col6nias apresentaram variagdes entre as coletas.
As coletas de numero dois e trés demonstraram as menores recuperacées de UFC por grama
(P<0,05) (Figura 9). As colonias se apresentavam em menor nimero nas primeiras coletas,
tendo um aumento no numero das unidades formadoras de col6nias nos ultimos meses.
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Figura 8: Amostras coletadas dos vasos do grupo tratado apds inoculagdo do isolado Metarhizium anisopliae LCM S04 cultivadas por 21 dias. Placas refentes as 10
coletas realizadas durante cinco meses. Primeira coleta (A); Segunda coleta (B); Terceira coleta (C); Quarta coleta (D); Quinta coleta (E); Sexta coleta (F); Sétima coleta
(G); Oitava coleta (H); Nona coleta (I); Décima coleta (J).
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Figura 9: Unidades formadoras de coldnia (UFC) de Metarhizium
anisopliae LCM S04 reisoladas dos vasos tratados com emulsdo
fangica durante cinco meses. A andlise estatistica foi realizada com
teste Kruskal-Wallis seguido de Student-Newman-Keuls.

Em geral, apenas um isolado de Metarhizium (morfologicamente semelhante) era
encontrado nas amostras do grupo tratado com emulsdo flangica por coleta. Assim, uma
amostra por coleta foi selecionada para o sequencimaneto (dez isolados). Quando coldnias
morfologicamente diferentes eram identificadas em uma mesma coleta, eram consideradas
como um isolado diferente. Portanto, 13 isolados de Metarhizium foram identificados
oriundos das amostras do grupo tratado (um isolado encontrado em cada uma das dez coletas,
e trés colbnias/isolados fenotipicamente distintos, detectados nas coletas 1, 9 e 10). As
amostras de solo coletadas anteriormente ao tratamento demonstraram heterogeneidade na
populacdo de fungos saprdfitas presente no solo de todos os grupos (figura 10, 11 e 12). Além
disso, como esperado, amostras do grupo controle eventualmente demonstraram crescimento
de col6nias de Metarhizium, uma vez que o solo utilizado ndo foi previamente esterilizado.
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Figura 10: Col6nias fungicas isoladas de amostras de solo do grupo tratado com emulsdo fingica antes da inoculagdo do isolado Metarhizium anisopliae
LCM S04 (26/01/18). Placas referentes aos dez vasos que compdem o grupo. (A) Vaso 1; (B) Vaso 2; (C) Vaso 3; (D)Vaso 4; (E) Vaso 5; (F) Vaso 6; (G)
Vaso 7; (H) Vaso 8; (I)Vaso 9; (J) Vaso 10.
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Figura 11: Col6nias fungicas isoladas de amostras de solo do grupo que ndo recebeu tratamento (CTR) antes do inicio do experimento (26/01/18). Placas referentes
aos dez vasos que compdem o grupo. (A) Vaso 1; (B) Vaso 2; (C) Vaso 3; (D)Vaso 4; (E) Vaso 5; (F) Vaso 6; (G) Vaso 7; (H) Vaso 8; (I)Vaso 9; (J) Vaso 10.
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Figura 12: Col6nias flngicas isoladas de amostras de solo do grupo tratado com emulsdo oleosa (CTR OL) antes do tratamento (26/01/18). Placas referentes aos dez
vasos que compdem o grupo. (A) Vaso 1; (B) Vaso 2; (C) Vaso 3; (D)Vaso 4; (E) Vaso 5; (F) Vaso 6; (G) Vaso 7; (H) Vaso 8; (I)VVaso 9; (J) Vaso 10.
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A anélise molecular da regido do gene Efl-a das amostras referentes ao grupop tratado
com emulsédo fungica (LCM S04) e dos grupos controle (CTR e CTR OL) foram comparadas
a sequéncia do isolado LCM S04 M. anisopliae utilizado no tratamento do vasos.O fragmento
da regido do gene Efl-a refente ao isolado LCM S04 M. anisopliae, utilizado nas analises
continha 665 pb. Normalmente, a regido das amostras reisoladas das coletas apresentavam
fragmentos de tamanho menor. Os fragmentos menores foram alinhados com o fragmento do
isolado LCM S04, e as bases excedentes foram descartadas. Nas amostras do solo tratado com
emulsdo fangica (LCM S04): dois isolados foram identificados na coleta nimero 1; os
fragmentos de efl-o foram 98% (569 pb num fragmento de 579 pb) e 96% semelhantes (581
pb num fragmento de 599 pb) ao LCM S04. Os isolados das coletas nimeros 2, 3 e 4 tinham
100% de similaridade com LCM S04 (558 pb de 558 pb, 628 pb de 628 pb e 653 pb de 653 pb,
respectivamente). Isolados das coletas 5, 6, 7 e 8 foram 98%, 98,8%, 99,8% e 97,5% similares
(575 pb de 582 pb, 583 pb de 590 pb, 650 pb de 651 pb e 568 pb de 582 pb respectivamente)
ao LCM S04. Dois isolados foram detectados na coleta numero 9 com 99,6% e 98,4% (586 pb
de 588 e 582 pb de 591) de similaridade quando comparadas ao LCM S04. A coleta 10
também mostrou dois isolados morfologicamente diferentes com 97,5% e 97,5% (553 de 567
e 568pb de 582, respectivamente) de similaridade.

Seis coldnias de Metarhizium sp. morfologicamente diferentes foram identificadas nas
amostras de solo dos grupos controle (coletas 6, 7 e 9 no solo do grupo tratado com emulsao
oleosa (CTR OL) e na coleta 9 no solo do grupo ndo tratado (CTR)). Andlises do solo do
grupo controle de 6leo (CTR OL) das coletas 6 e 7 demonstraram 100% e 99% de
similaridade (654 pb de 654 pb e 616 pb de 622 pb). Foram identificados trés isolados de
amostras de solo da coleta 9: I: 97,7% semelhantes (572 pb de 582), 1I: 96,7% semelhantes
(542 pb de 560 pb) e Ill: 68,5% semelhantes (412 pb em 601 pb). Apenas um isolado foi
reisolado do grupo ndo tratado (coleta 9) demostrando 98,9% de similaridade (645 pb de 652

pb).

4.4 Colonizacédo endofitica do isolado LCMS04 em raizes de Brachiaria brizantha

As amostras de raizes inoculadas no meio CTC também demonstraram crescimento de
Metarhizium durante todas as coletas do grupo tratado com emulsdo fungica (LCM S04),
sugerindo colonizacdo da raiz de B. brizantha (Figura 13). O isolado nativo se manteve no
ambiente radicular e foi capaz de manter colonizagéo sob variagdes das condi¢cbes ambientais.
Colénias de outros fungos endofiticos também se exteriorizaram de raizes em todas as coletas.
Amostras de raizes de ambos o0s grupos controle também mostraram crescimento de
Metarhizium. As coldnias de Metarhizium foram detectadas nas coletas 1, 8 e 9 de amostras
do grupo néo tratado (CTR);e na coleta 8 no solo do grupo controle de 6leo (CTR OL). As
sequéncias dos isolados fungicos das amostras de raiz do grupo tratado com LCM S04 foram
de 93,7 a 99,6% semelhantes a sequéncia de LCM S04 mantida em laboratorio. Colonias da
coleta um tiveram 93,7% de similaridade (543pb em 579); coleta quatro 95,2% (522 pb em
548); coleta cinco 99,8% (563 pb em 564); coleta seis 98,9% (559pb em 656); coleta sete
99,4% (574bp em 577); coleta oito 97,4% (567pb em 582); coleta nove 99,6% (584pb em
584); coleta dez 97,8% (582bp em 595). Col6nias de fungos naturalmente endofiticos também
demonstraram exteriorizacéo das raizes.
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Figura 13: Crescimento de col6nias de Metarhizium sp. oriundas de raizes de Bracharia brizantha dgrupo tratado com emulséo fingica (LCM S04)
inoculadas em meio de cultura seletivo CTC cultivadas por 21 dias. Placas refentes as 10 coletas realizadas durante cinco meses. Primeira coleta (A);
Segunda coleta (B); Terceira coleta (C); Quarta coleta (D); Quinta coleta (E); Sexta coleta (F); Sétima coleta (G); Oitava coleta (H); Nona coleta (I); Décima

coleta (J). Seta indica a exteriorizagao de fungo diferente de Metarhizium.
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4.5 ldentificagdo morfologica dos fungos saprofitas

As amostras de solo coletadas, que ndo tiveram contato com a emulsdo flungica
(controles e amostras coletadas antes do tratamento) apresentaram uma grande diversidade de
fungos saprofitas (Figura 10,11, 12 e 14). Assim, apenas 0s fungos gque cresciam com mais
frequéncia nas placas de meio de cultura CTC, em pelo menos 40% das coletas, durante o
periodo de coleta foram caracterizados a nivel de género. Dentre as amostras dos grupos nao
tratado (CTR) e tratado com emulséo oleosa (CTROL), foi possivel identificar a presenca de
fungos dos géneros Aspergillus sp., Beauveria sp., Fusarium sp., Acremonium sp.,
Peacilomyces sp. (Figura 15, 16, 17 e 18).
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Figura 14:Coldnias fungicas observadas no grupos ndo tratado (CTR) e tratado com emulséo oleosa (CTROL) em CTC demonstrando crescimento de fungos
saprofitas encontrados com maior frequéncia durante as coletas: (A) Placara referente a segunda coleta do grupo tratado com elusdo oleosa (CTROL- vaso 6)
evidenciando colénia do fungo Aspergillus sp. (seta); (B) Sexta coleta do grupo controle (CTR- vaso 8) com presenga de col6nias do fungo Beauveria sp.; (C) Quinta
coleta do grupo controle (CTR- vaso 3) evidenciando coldnia do fungo Fusarium sp. (seta); (D) Sétima coleta do grupo controle (CTR- vaso 2) com presenca de
coldnias do fungo Acremonium sp.; (E) Quinta coleta do grupo tratado com emulsdo oleosa (CTROL - vaso 4) com presenca de colénias do fungo Peacilomyces sp.
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Figura 15:Col6nias fangicas observadas em ponto Unico de in6culo acondicionadas por 12 dias: (A) Col6nia do fungo Aspergillus sp. cultivado em meio de cultura
CYA a 37°C referente a coleta 2- vaso 6 (CTROL); (B) Colbnia do fungo Beauveria sp. cultivado em meio BDA a 25°C referente a coleta 6- vaso 8 (CTR); (C)
Colbnia do fungo Fusarium sp. cultivado em meio BDA a 25°C referente a Coleta 5- vaso 3 (CTR); (D) Colénia do fungo Fusarium sp. cultivado em meio BDA a
25°C referente a coleta 2-vaso 7 (CTROL); (E) Col6nia do fungo Peacilomyces sp. cultivado em meio BDA a 25°C referente a coleta 2- vaso 4 (CTROL).
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Figural6: Microcultivo em BDA dos isolados de fungos sapréfitas encontrados
nas amostras de solo com maior frequéncia. Observacdo em microscopia de luz
convencional: (A)Estruturas fungicas de Peacilomyces sp. Referente a coleta 2-
vaso 4 (CTROL) (B)Estruturas fungicas de Acremonium sp. Refrente as coletas:
2-vaso 5 (CTROL) e 7-vaso 2 (CTR). Barra = 50um.
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Figura 17: Microcultivo em MEA de isolados de fungos sapréfitas encontrados nas
amostras de solo com maior frequéncia do género Aspergillus sp.. Observagdo em
microscopia de luz convencional: (A) Coleta 3- vaso 4 (CTR); (B) Coleta 2- vaso 6

(CTROL) Barra =50 pm.

Figura 18: Microcultivo em BDA dos isolados de fungos saprofitas encontrados nas
amostras de solo com maior frequéncia. Observagdo em microscopia de luz convencional:
(A)Estruturas flngicas de Beauveria sp. refrente a coleta 6-vaso 8 (CTR);(B)Estruturas
fangicas de Fusarium sp. Referente as coletas: 2-vaso 7 (CTROL) e Coleta 5-vaso 3

(CTR). Barra =50 pm.
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4.6 Variag0es climaticas durante o ensaio bioldgico

Durante o periodo do estudo, a irradiagdo UV-B (e um minimo de UV-A), apresentou o
valor maximo de 573 e minimo de 157 mW m2nm- (Figural9).

700

&00

| “ 1
100 +—
* '
D_ T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 5 7 3 9 10

FEV MARCO ABRL MAIO e

§

g
2

g

Valor de Quaite (mW m? nm-)

b3
=t

Coleta de amostras

Figura 19: Medidas de intensidade de irradiagdo solar observadas de 290 a 400 nm,
expressas em mW m-2nm-1, com base na irradiancia ponderada por Quaite (QUAITE
et al., 1992). As medicbes foram realizadas nos mesmos dias em que as coletas de
solo, a cada 15 dias, totalizando 10 coletas. Barras de erro sdo desvios padréo de trés
medi¢des diferentes realizadas a cada 2 minutos, comegando as 13:00. * Na coleta de
namero coleta 2 ndo foi possivel medir os dados devido as condi¢Bes meteorolégicas
do dia.

Os valores médios de temperatura e umidade relativa do ar monitoradas durante o
periodo do experimento, foram 25,8°C e 77,9% respectivamente. A temperatura minima 11°C
e a maxima atingiu 49°C (Figura 20). A umidade relativa do ar teve maxima de 100% e
minima de 26% (Figura 21.). O periodo de estudo abrangeu as estacGes do verdo, outono e
inverno. Foi possivel perceber que a temperatura maxima demonstrada foi verificada no veréao,
enquanto que a temperatura minima foi observada no inverno.
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Figura 20: Temperaturas maxima, média e minima monitoradas de Janeiro a Junho de 2018. As medi¢des foram realizadas a cada 2 horas, diariamente. A linha
vermelha indica a temperatura maxima; linha amarela mostra a temperatura média; linha cinza mostra a temperatura minima. Os simbolos representam os dias de coleta.
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Figura 21: Valores de umidade relativa méaxima, média e minima monitoradas de Janeiro a Junho de 2018.. As medi¢des foram realizadas a cada 2 horas,
diariamente. A linha azul indica a temperatura maxima; linha amarela indica a umidade média; linha cinza indica a umidade minima. Os simbolos representam os

dias de coleta.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou pela primeira vez 0 impacto de um isolado nativo de
Metarhizium anisopliae no solo, sobre larvas de Rhipicephalus microplus em condigdo de
semi-campo. Metarhizium anisopliae LCM S04 reduziu significativamente as larvas de R.
microplus recuperadas de vasos com Brachiaria brizantha, aproximadamente 60 dias ap6s o
tratamento e alocacdo das fémeas de R. microplus. Esses resultados corroboram a eficacia de
um estudo prévio contra larvas, e sugere que também poderia ter afetado outras fases ndo
parasitarias deste carrapato (ou seja, fémeas e ovos ingurgitados completos). Apds a alocagéo
das fémeas de R. microplus nos solo tratado com emulsdo fangica (grupo LCM S04), foi
possivel observar a presenca de micélio fangico na postura de ovos 11 dias depois do
tratamento. Além disso, havia presenca de Metarhizium sobre a superficie do carrapato 14
dias na apds o tratamento, no mesmo grupo. Assim, sugere-se que a quantidade reduzida de
larvas recuperadas de vasos tratados com emulsdo fungica possa refletir uma interferéncia
negativa na capacidade reprodutiva de fémeas ingurgitadas de R. microplus, bem como a
diminuicdo da eclosdo de larvas, e ndo apenas a mortalidade larval. Vasos tratados com
emulsdo de 6leo mineral a 10% apresentaram menor recuperacao larval quando comparados
ao grupo ndo tratado. Apesar disso, a recuperacdo larval média do controle dleo foi
significativamente maior do que o grupo tratado com fungo. Isto sugere um efeito negativo do
6leo em carrapatos de R. microplus. Samish et al. (2014) relataram resultados semelhantes
contra R. annulatus usando M. brunneum; Segundo esses autores, 0 6leo poderia sufocar o
carrapato blogueando os espiraculos respiratérios. Além disso ja foi relatado o efeito toxico
de alguns dleos sobre as larvas de R. microplus (CAMARGO et al., 2012).

O sucesso do isolado nativo Metarhizium anisopliae LCM S04 contra R. microplus em
condicdes de campo pode estar atribuido, além da patogenicidade, ao fato do isolado estar
geograficamente adaptado a regido, e a microbiota do solo. Além disso, em estudos prévios, o
isolado também apresentou resultados que demonstram tolerancia ao calor. Assim, este fato
também pode ser atribuido a sua eficiéncia no controle do carrapato, uma vez que 0 micro-
organismo pdde se manter viavel. Garcia et al., (2011) conduziram um estudo onde o isolado
M. anisopliae E9 demonstrou efeito patogénico sobre R. microplus em estudos in vitro, no
entanto, quando a campo o mesmo resultado ndo foi evidenciado. A daptacdo ao ambiente em
que o isolado € aplicado, é principalmente importante na viabilidade do propagulo em razédo
da influéncia que as variaveias ambientais representam. Sugere-se também que o microclima
proporcionado pela cobertura da forrageira influenciou as taxas de umidade do solo, a
temperatura do solo e a sombra, contribuindo para condi¢cGes ambientais 6timas para o fungo
entomopatogénico.

O tratamento do ambiente/pastagem infestado pode ser uma importante estratégia de
controle, uma vez que 95% da populacdo de R. microplus se encontra na fase ndo-parasitaria
do ectoparasito (POWEL; REID, 1982). Ao mesmo tempo, 0 mesmo ambiente pode oferecer
condicGes favoraveis para o desenvolvimento fungico. O solo se apresenta como um ambiente
escuro, umido e favoravel para fungos entomopatogéncos (JARONSKI, 2007). As mesmas
condicGes de umidade sdo necessarias para que a fémea se abrigue da incidéncia direta do sol
e inicie a digestdo de componentes presentes no sangue e converta em ovos (FURLONG;
PRATA, 2005). Assim, o carrapato e o fungo compartilham as mesmas condigdes 6timas de
temperatura e umidade para o desenvolvimento. O desenvolvimento de pesquisas envolvendo
espécies de carrapato sdo extremamente necessarias, visto que estudos relcionados ao controle
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bioldgico sdo principalmente direcionados a insetos (BRODEUR et al., 2018). Como
consequécia, uma lista de produtos bioldgicos baseados em agentes microbianos registrados
no mundo, ndo abordam produtos para carrapatos (VAN LENTEREN et al., 2018).

A densidade de UFC em cada coleta exibiu um consideravel desvio padrdo. De fato, a
cobertura de gramineas uma vez homogénea entre 0s vasos no inicio do experimento, tornou-
se mais heterogénea ao longo dos meses. Sugere-se entdo que a variacdo de UFC recuperada
de diferentes vasos do grupo tratado com emulsdo fangica pode estar relacionada com a
cobertura da forrageira, uma vez que quanto menor a cobertura, mais exposto a calor e
irradiacdo UV os fungos na superficie do solo estardo. Também € interessante observar que as
maiores taxas de recuperacdo de Metarhizium do solo ocorreram quando a temperatura tendeu
a ser mais amena (isto €, outono e inverno), em contraste com as taxas de recuperacdo mais
baixas observadas durante o verdo (Figura 9). Durante as estacOes de outono e inverno, foi
possivel observar condi¢cdes Otimas de temperatura e umidade para o desenvolvimento
fangico. As altas temperaturas encontradas no inicio do experimento, no verdo, podem ser
responsaveis pelo atraso na germinacdo (KEYSER et al., 2014) e possivelmente ocasionar
menores taxas de desenvolvimento flngico .

A fonte de novos fungos entomopatogénicos é notavelmente importante. O solo
representa um reservatério natural abundante para fungos, incluindo espécies do género
Metarhizium (ROCHA et al., 2013). No presente estudo, o isolado de Metarhizium LCM S04
coletado em amostra de solo foi identificado como M. anisopliae s.s.. Essa identificacdo
corrobora com um estudo realizado no Brasil por Rezende et al. (2015), onde os autores
demonstraram a abundancia de M. anisopliae em habitats naturais e agricolas. A espécie M.
anisopliae foi também o mais amplamente distribuido geograficamente.

A identidade dos isolados de Metarhizium reisolados de amostras de solo foi avaliada
com base na similaridade da sequéncia consenso do fragmento do gene EF1-a entre a coldnia
recuperada e do isolado LCM S04 mantida no laboratério. O ideal seria usar um marcador
molecular (como GFP) para garantir a identidade do isolado usado no experimento, no
entanto, isso envolveria 0 uso de um fungo geneticamente modificado no ambiente. Todas os
isolados recuperados do solo tratado com fungo mostraram alta similaridade com o LCM S04
(> 96% de similaridade, com a maioria dos isolados acima de 98% de similaridade). Algumas
coletas de vasos do grupo controle também exibiram col6nias de Metarhizium; e sua
semelhanca com o LCM S04 sugeriu contaminagdo por dispersdo horizontal. As colonias de
Metarhizium semelhantes ao LCM S04 foram detectadas nao no inicio do experimento, mas
quando a concentracdo de fungos nos vasos tratados foi maior (isto é, coletas 6, 7 e 9),
sugerindo que poderia ser um resultado de contaminacdo através da dispersdo pelo vento,
atividade de artrépodes do solo e/ou pela chuva, conforme relatado por Pilz et al. (2011) e
Castro et al. (2016). Em uma coleta, amostras de vasos de controle também mostraram uma
colénia de Metarhizium com baixa similaridade a LCM S04 (similaridade de 68,5%),
sugerindo que este poderia ser um isolado nativo de Metarhizium.

A presenca de fungos saprofitas nas placas dos grupos que ndo tiveram contato com a
emuls&o fangica, revelou que o LCM S04 néo foi prejudicado pela microbiota ja estabelecida,
uma vez que conseguiu persistir durante todo o periodo de coleta. Curiosamente, 0 uso de um
solo ndo estéril ndo diminuiu a densidade de conidios ao longo do tempo. Apesar disso, a
microbiota local pode ter limitado o crecimento de Metarhizium, uma vez que a media de
unidade formadoras de col6nia do isolado LCM S04 nao foi superior a 1,1x10° (maior
densidade fungica detectada na coleta 6). Esse fendbmeno tambem foi descrito por Jaronski
(2007), onde o autor compara a persisténcia de fungos entomopatogénicos com um estudo de
vida atil do micro-organismo, influenciado pela temperatura e umidade do solo. O meio de
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cultura utilizado (CTC) € seletivo para fungos entomopatogénicos, assim o crescimento
majoritario de Metarhizium em placas do grupo tratado pode ser um resultado do
favorecimento em relacdo a selecdo de nutrientes. Nas amostras dos grupos nédo tratado e
tratado com emulsdo oleosa também foram identificadas colénias de outro fungo
entomopatogénico, Beauveria sp. Tomer et al. (2018) também relatou a recuperacdo de
fungos saprofitas usando um meio seletivo para EPF. De fato, vasos do grupo tratado (LCM
S04) foram aspergidos com uma alta concentracdo de Metarhizium, consequentemente
aumentando a taxa de recuperagao nas amostras de solo.

A persisténcia fangica durante o periodo de coleta pode também ter sido influenciada
positivamente pela colonizacgdo das raizes de B. brizantha. As relagdes entre Metarhizium e as
plantas sdo também descritas por Sasan e Bidochka (2012), no entanto, este é o primeiro
relato de colonizacédo de raizes de B. brizantha por Metarhizium. Andlises da regido EF1-a de
colbnias de Metarhizium recuperadas de raizes de B. brizantha sugerem um estabelecimento
do isolado dentro do tecido vegetal. O isolado LCM S04 pdde ser reisolado até a ultima coleta,
cinco meses apods o tratamento dos vasos. Greenfield et al. (2016) relataram a colonizagédo de
raizes de mandioca (Manihot esculenta) por M. anisopliae por quase dois meses apds a
inoculacdo fungica no solo em condigdes controladas. Metarhizium ja é considerado um fungo
com o estilo de vida multifuncional agindo como um patoégeno artropode, saproéfita, endofitico,
além de promover o crescimento vegetal (CAMARGO et al., 2016; LACEY et al., 2015,
LOVETT,; ST LEGER, 2015; ENKERLI, 2016). Essas caracteristicas parecem colocar este
fungo em uma posicdo ecoldgica vantajosa na medida em que ele pode crescer e competir na
rizosfera, mas também pode escapar do ambiente competitivo e de alto estresse do solo,
infectando um hospedeiro artropode (ST LEGER, 2008). Além disso ja foi relatado a troca de
nutrientes entre Metarhizium e espécies de plantas (BEHIE et al., 2012; 2017). Alguns autores
ja sugerem que as reacdes de Metarhizium com as plantas é filogeneticamente mais antiga do
que com artropodes (BARELLI et al., 2016).

No presente estudo, um isolado de M. anisopliae oriundo do solo foi usado para
controlar uma populacdo de carrapatos de R. microplus estabelecida na mesma area. Essa
estratégia pode ter contribuido para os resultados positivos no controle de carrapatos. A
persisténcia de fungos entomopatogénicos no ambiente pode ser considerada uma forma
reduzir o numero de aplicagdes de fungos no campo (BRUCK, 2010) tendo possivelmente um
efeito negativo sobre as futuras geracdes de pragas de artrépodes. Essas caracteristica também
pode representar a diminuicdo nos custos da aplicacdo de um produto bioldgico. Essa
persisténcia no solo referente aos fungos entomopatogénicos representa uma caracteristica
fundamental para o sucesso do controle bioldgico de artrépodes-pragas presentes no solo,
principalmente para os estagios de vida ndo parasitaria de carrapatos de R. microplus (ovos,
larvas ndo alimentadas e fémeas ingurgitadas). Durante esse periodo, os artrépodes e 0s micro-
organismos estdo presentes no ambiente e expostos as condi¢bes abidticas. A densidade de
Metarhizium (UFC) no solo, relatada aqui, fornece informagdes cruciais sobre a quantidade de
fungos necessaria no solo para controlar as fases ndo parasitarias de R. microplus.

6 CONCLUSAO

O uso do isolado nativo de Metahizium LCM S04 em emulsdo oleosa a 10%, permitiu a
persisténcia do fungo em vasos com Brachiaria brizantha, mesmo sob altas temperaturas e
irradiagdo UV. A identificagcdo taxondmica molecular revelou a nivel de espécie o isolado
nativo como Metarhizium anisopliae. O tratamento do solo com a emulséao fungica reduziu
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signifcativamete o0 nimero de larvas recuperadas dos vasos com B. brizantha, 60 dias apds o
tratamento. O isolado de M. anisopliae LCM S04 pode ser reisolado de amostras de solo e
raizes durante cinco meses, de Fevereiro a Junho de 2018 em condicdo de semi-campo.
Tolerar condicOes abidticas adversas e ainda manter a viruléncia sdo atributos necessarios
para 0 sucesso de um agente de controle biologico, especialmente para a fase ndo parasitaria
de R. microplus. Assim, a selecdo de isolados nativos poderia melhorar a estratégia de
controle bioldgico.
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