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RESUMO

MATOS, Joana da Rocha. Desenvolvimento de formulacio oleosa a base de
Cordyceps javanica para controle do carrapato Rhipicephalus microplus em
condicoes de semi-campo. 2025. p. Dissertagado (Mestrado em Ciéncias,
Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia
Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Rhipicephalus microplus, comumente conhecido como carrapato do boi, ¢ responsavel por
prejuizos econdmicos e de saude significativos, particularmente na pecudria, afetando a
produtividade, aumentando os custos da fazenda e reduzindo o bem-estar animal. Acaricidas
quimicos, quando usados de forma inadequada, podem selecionar populagdes de carrapatos
resistentes, levando a necessidade de solugdes alternativas e integrativas. Os micoacaricidas
oferecem uma abordagem promissora no controle bioloégico de carrapatos. Os fungos
entomopatogénicos mais estudados para o controle de carrapatos sdo Beauveria spp. €
Metarhizium spp., enquanto as espécies do género Cordyceps sdo menos exploradas. O
presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de uma formulagdo de 6leo de milho a
base de Cordyceps javanica para controlar as fases ndo parasitarias do carrapato do boi em
condi¢des de laboratorio e semi-campo. Para assegurar a compatibilidade no microrganismo
com os formulantes, em diferentes concentragdes de 6leo de milho (1, 3 ou 5%) e 6leo de
silicone (0,01%) foram testadas antes dos ensaios bioldgicos. As andlises de germinacgdo
foram realizadas ap6s 24h e 48h apds inoculacdo em BDA. A germinagdo de conidios de C.
javanica com formulagdes de Oleo em 4gua foi superior a 98% apos 24 h, as maiores
concentragdes de 6leo ndo inviabilizaram o crescimento fungico. Ensaios biologicos foram
conduzidos com as formulagdes de C. javanica 107 conidios/mL e 10® conidios/mL em larvas
e fémeas de R. microplus. Larvas de R. microplus tratadas em condi¢des de laboratorio com
10® conidios/mL + 5% de oleo de milho e 6leo de silicone apresentaram mortalidade de
95,17% cinco dias apds o tratamento. Fémeas ingurgitadas expostas as mesmas condigdes
apresentaram redu¢do de 72,5% no peso da massa de ovos em comparagcdo ao controle.
Resultados semelhantes foram apresentados nas formulagdes com 3% de 6leo de milho. A
formulacdo 10® conidios/mL + 3% foi selecionada para o teste em condi¢cdes de semi-campo,
sendo realizado trés coletas do solo para analise de persisténcia dos conidios (D-1, D+1,
D+30), observando a redugdo de 89% da recuperagdo larval em comparagdo ao grupo controle
aquoso. A persisténcia de conidios de C. javanica no solo tratado foi avaliada. Mesmo ap6s
30 dias de tratamento, as amostras de solo dos vasos tratados com C. javanica apresentaram
colonias fungicas, evidenciando a persisténcia do fungo no solo. Nosso estudo apoia a
integracdo de micoacaricidas vegetais oleosos como parte de uma estratégia de manejo
integrado de pragas, oferecendo uma solugdo mais sustentavel que reduz a dependéncia
quimica na pecudria. O uso bem-sucedido de C. javanica como um agente de controle
biolégico pode, portanto, melhorar a saude animal, promover a seguranca alimentar e
contribuir para a sustentabilidade dos sistemas de criacdo de gado.

Palavras-chave: fungos entomopatogénicos, controle bioldgico, formulagao



ABSTRACT

MATOS, Joana da Rocha. Development of an oily formulation based on
Cordyceps javanica to control the Rhipicephalus microplus tick in semi-field
conditions. 2025. pg. Dissertation (Master of Science, Veterinary Sciences).
Veterinary Institute, Department of Animal Parasitology, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Rhipicephalus microplus, commonly known as the cattle tick, is responsible for significant
economic and health losses, particularly in livestock, affecting productivity, increasing farm
costs and reducing animal welfare. Chemical acaricides, when used inappropriately, can select
resistant tick populations, leading to the need for alternative and integrative solutions.
Mycoacaricides offer a promising approach in the biological control of ticks. The most
studied entomopathogenic fungi for tick control are Beauveria spp. and Metarhizium spp.,
while species of the genus Cordyceps are less explored. The present study aimed to evaluate
the effect of a corn oil formulation based on Cordyceps javanica to control the non-parasitic
stages of the cattle tick under laboratory and semi-field conditions. To ensure compatibility of
the microorganism with the formulants, different concentrations of corn oil (1, 3 or 5%) and
silicone oil (0.01%) were tested prior to the biological assays. Germination analyses were
performed 24h and 48h after inoculation in PDA. Germination of C. javanica conidia with oil-
in-water formulations was greater than 98% after 24h, and the highest oil concentrations did
not prevent fungal growth. Biological assays were conducted with C. javanica formulations
107 conidia/mL and 108 conidia/mL in larvae and females of R. microplus. R. microplus larvae
treated under laboratory conditions with 10® conidia/mL + 5% corn oil and silicone oil
showed 95.17% mortality five days after treatment. Engorged females exposed to the same
conditions showed a 72.5% reduction in egg mass weight compared to the control. Similar
results were presented in the formulations with 3% corn oil. The formulation 108 conidia/mL
+ 3% was selected for testing under semi-field conditions, with three soil collections being
performed for analysis of conidial persistence (D-1, D+1, D+30), observing an 89% reduction
in larval recovery compared to the aqueous control group. The persistence of C. javanica
conidia in the treated soil was evaluated. Even after 30 days of treatment, soil samples from
pots treated with C. javanica presented fungal colonies, evidencing the persistence of the
fungus in the soil. Our study supports the integration of oily plant mycoacaricides as part of
an integrated pest management strategy, offering a more sustainable solution that reduces
chemical dependence in livestock. The successful use of C. javanica as a biological control
agent can therefore improve animal health, promote food security and contribute to the
sustainability of livestock farming systems.

Keywords: entomopathogenic fungi, biological control, formulation
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1 INTRODUCAO

Rhipicephalus microplus ¢ um ectoparasito de grande importancia na pecudria,
especialmente para bovinos, devido aos danos causados a produtividade e ao potencial de
transmissdo de patogenos (da Silva et al., 2013; Santos et al., 2017; Klafke et al., 2024). Ao
infestar o rebanho, esse parasito pode reduzir significativamente o peso e a producao de leite,
comprometendo a qualidade da carne (Klafke et al.,, 2024). Atualmente, o controle de
carrapatos no Brasil utiliza acaricidas quimicos, entretanto, o uso indevido desse método tem
levado a selecao de populacdes de carrapatos resistentes (Andreotti, 2010; Klafke et al., 2024).
A multipla resisténcia dos carrapatos a diferentes classes de acaricidas (Reck et al., 2014) ¢
uma questdo que impulsiona a busca por alternativas sustentdveis de controle. Fungos
entomopatogénicos como Beauveria spp. € Metarhizium spp. t€m sido estudados como
alternativas para o controle de carrapatos tanto em condigdes de laboratorio quanto de campo
(Camargo et al., 2014; 2016; Beys-da-Silva et al., 2020; Mesquita et al., 2020; Marciano et al.,
2021; Meireles et al., 2023). Esses fungos atuam como agentes naturais de controle,
infectando e colonizando o hospedeiro, o que leva & morte do parasito ¢ a redugdo da
populagdo de carrapatos. Estudos recentes demonstram a alta eficacia de formulagdes a base
de oleo vegetal contendo esses microrganismos. Alguns autores discutem como esse tipo de
6leo pode favorecer a adesdo cuticular dos fungos, contribuindo para sua eficiéncia e
persisténcia em superficies de carrapatos (Camargo et al., 2012; Mesquita et al., 2020;
Marciano et al., 2020; 2021).

O uso do fungo entomopatogénico Cordyceps spp. (anteriormente Isaria) ¢ pouco
explorado para o controle de carrapatos, com a maioria das pesquisas focadas em pragas
agricolas (Lopes et al., 2023). Embora Lee et al., (2022) tenham rastreado a a¢do de varios
isolados de Cordyceps contra o carrapato Haemaphysalis longicornis e relatado baixa
viruléncia, ha evidéncias de que Cordyceps militaris tem potencial para controle de carrapatos
devido a produgdo de compostos bioativos com propriedades antiparasitarias (Wei et al.,
2025). Além disso, estudos com fungos entomopatogénicos do género Isaria demonstraram
viruléncia significativa contra R. microplus. Formulagdes contendo conidios fungicos
mostraram-se eficazes na reducao das densidades larvais de carrapatos em condi¢des
laboratoriais e de campo (Angelo et al., 2012; Wang et al., 2023). Essas descobertas sdo

corroboradas por Lopes et al., (2023), que investigaram a diversidade de Cordyceps spp.
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anamorficos em locais agricolas brasileiros, ressaltando o potencial mais amplo desses fungos
no biocontrole.

Vérios estudos avaliaram o uso de formulagdes oleosas combinadas com fungos
entomopatogénicos para o controle de carrapatos (Camargo et al., 2016; Marques et al., 2019;
Muniz et al., 2020; Nogueira et al., 2020). Essas formula¢des tém como um dos principais
objetivos proteger os conidios contra fatores abioticos (Murillo-Alonso et al., 2023). Além
disso, sua associacao com adjuvantes oleosos melhora a adesdo a superficie do artropode,
aumentando a eficacia no controle (Beys-da-Silva et al., 2020; Nogueira et al., 2020). Kim et
al., (2011) formularam conidios de Cordyceps fumosorosea com 6leo de milho, evidenciando
armazenamento de longo prazo e possibilitando seu uso para controle biologico de
Trialeurodes vaporariorum, popularmente conhecida como mosca-branca.

Além desses adjuvantes, o 6leo de silicone também tem sido usado como herbicidas,
inseticidas e acaricidas, pois melhora a espalhabilidade dos componentes ativos, impactando
também a fisiologia dos artrépodes ao promover asfixia (Cowles et al., 2000; Chen et al.,
2022). Barbieri et al., (2023) relataram um teste de campo usando uma formulagao acaricida a
base de Metarhizium com 6leo de silicone e 6leo mineral como adjuvantes, aplicados sobre os
bovinos, para controlar R. microplus. O teste de campo demonstrou que as formulacdes a base
de 6leo mineral de Metarhizium (2,5% de 6leo mineral + 0,01% de 6leo de silicone)
reduziram efetivamente as infestagdes de carrapatos nos bovinos; uma das formulagdes
atingiu até 66% de eficicia no dia 21. Apesar da eficacia do 6leo mineral em formulac¢des
fingicas, os dleos vegetais podem oferecer vantagens sobre os 6leos minerais devido a sua
natureza renovavel e biodegradavel, o que pode reduzir o impacto ambiental de longo prazo e
garante uma abordagem mais sustentavel (Siniawski et al., 2007; Rosado-Aguilar et al., 2017;
Lee et al., 2022). Além disso, sua menor toxicidade para organismos ndo-alvo, como insetos
benéficos e microbiota do solo, apoiam o equilibrio do ecossistema (Angelo et al., 2015).

Esses avancos destacam a necessidade de aprofundar as pesquisas sobre o uso de
fungos entomopatogénicos e formula¢des inovadoras no controle de carrapatos, especialmente
devido ao impacto econdmico e sanitario causado por esses parasitos na pecuaria. Este estudo
contribui significativamente ao comparar, pela primeira vez, a compatibilidade de diferentes
formulagdes a base de oleo vegetal de milho e uma concentracdo de 6leo de silicone com o
fungo Cordyceps javanica, ¢ o uso dessas formulagdes para controlar o carrapato R. microplus

em condig¢des de laboratdrio e semi-campo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O carrapato Rhipicephalus microplus

Os principais hospedeiros do R. microplus sdo os bovinos, afetados em grande escala
devido a sua importancia econdmica e alta densidade populacional em regides de prevaléncia
do carrapato. No entanto, outros animais domésticos, como cavalos, ovinos, caprinos ¢ até
mesmo caes, podem ser parasitados por esse artropode (Dzemo, 2022). Em algumas regides,
ha registros de infestacdes em animais silvestres, que podem atuar como reservatorios
alternativos para o carrapato e os patdgenos que ele transmite. (Alves-Branco et al., 2008;
Dzemo, 2022).

O carrapato bovino R. microplus (anteriormente descrito como Boophilus microplus)
(Murrel e Barker, 2003) ¢ uma das pragas pecuarias mais importantes em areas tropicais €
subtropicais do mundo. Segundo a classificagdo do National Center for Biotechnology
Information (NCBI: TXID 6941), R. microplus pertence ao filo Arthropoda, classe Arachnida,
subclasse Acari, ordem Ixodida e familia Ixodidae, sendo um dos principais carrapatos de
interesse veterinario nessas regides (NCBI, 2024).

O ciclo de vida do R.microplus ¢ monoxénico, ou seja, ocorre em um unico hospedeiro
ao longo de todas as suas fases parasitirias. Apds a postura de ovos no solo pela fémea
ingurgitada, as larvas eclodem e sobem na vegetagcdo, aguardando a passagem de um animal
adequado. Ao encontra-lo, as larvas se fixam e comecam a se alimentar, mudando de estagio
diretamente no mesmo. Ocorrem mudas de larvas para ninfas e ninfas para adultos machos e
fémeas, que acasalam. Apds a copula, as fémeas continuam a se alimentar de sangue até
atingirem o ingurgitamento completo. As fémeas completamente ingurgitadas, desprendem-se
do animal, caem no solo para postura dos ovos no ambiente, reiniciando o ciclo. (Campos
Pereira et al., 2008; Andreotti et al., 2019).

Estudos mostram ainda que a infestagdo deste carrapato causa irritagdo na pele,
predispde os animais a ataques de moscas resultando em lesdes, que podem evoluir para
miiases e infecgdes secundarias (Borges et al., 2011). Recentemente, estudos revelaram o
impacto econdmico significativo das infestacdes por R. microplus em paises como Brasil e
Meéxico. No mundo, as perdas anuais devido a esse carrapato foram estimadas em US$ 18,7
bilhdes; s6 no Brasil, foram US$ 3,24 bilhdes (Grisi et al., 2014; Sunguirai et al., 2018).

Diante disso, ¢ fundamental implementar estratégias de controle populacional que incluam o
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uso racional de carrapaticidas, manejo integrado de pastagens, e, possivelmente, o
desenvolvimento de vacinas eficazes para minimizar os impactos econdmicos € sanitarios
causados por esse parasito.

O controle quimico ¢ o método mais amplamente utilizado, baseado na aplicagdo de
acaricidas para eliminar os carrapatos. Bases quimicas, como piretroides, amidinas e
organofosforados, sdo comumente aplicados em banhos ou em forma de pour-on para
controlar a infestacdo (Andreotti, 2010). No entanto, o uso frequente e inadequado de
produtos quimicos tem comprometido a eficacia do controle quimico, reduzindo sua
eficiéncia ao longo do tempo (Rodriguez-Vivas et al., 2018). Os organofosforados atuam
inibindo a enzima acetilcolinesterase (AChE), responsavel pela degradacdo do
neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas, resultando em actimulo de
ACh e causando hiperexcitacdo neuronal (Baxter et al., 1999; Anderson et al., 2012). J& os
piretroides afetam a funcdo dos canais de s6dio nas membranas dos neuronios, prolongando a
abertura desses canais e levando a paralisia ¢ morte dos carrapatos (Soderlund; Bloomquist,
1989). As amidinas, como o amitraz, atuam como agonistas dos receptores octopaminérgicos,
resultando em disfung@o neuromuscular e morte do ectoparasito (Graf et al., 2004).

Entre os mecanismos de resisténcia, destaca-se a insensibilidade a acetilcolinesterase,
que reduz a eficacia dos organofosforados (Foil et al., 2004; Temeyer et al., 2010), além da
resisténcia associada a mutagdes nos canais de so6dio contra piretrdides e a dessensibiliza¢ao
dos receptores octopaminérgicos as amidinas.

Além disso, o uso frequente de acaricidas quimicos contribui para o descarte
inadequado de residuos, contaminando o meio ambiente e expondo animais e humanos a
riscos de toxicidade (Freitas et al., 2005; Marthe et al., 2010). A exposi¢do prolongada a
organofosforados pode causar efeitos adversos em mamiferos, como disturbios
cardiorrespiratérios, tremores e sudorese excessiva (Miler-da-Silva et al., 2021).

O controle bioldgico de R. microplus representa uma alternativa promissora para
reduzir as infestacdes de carrapatos em bovinos, minimizando o impacto ambiental ¢ a
resisténcia aos acaricidas quimicos (Verissimo et al., 2013). Dentre as principais estratégias,
destacam-se o uso de fungos entomopatogénicos, bactérias, nematdides e virus, que atuam
diretamente sobre o carrapato, reduzindo sua populacao de forma eficaz.

Além dos fungos, outras formas de controle biologico incluem o uso de bactérias,
como Bacillus thuringiensis, que produzem toxinas letais aos carrapatos, € nematdides

entomopatogénicos, como Steinernema e Heterorhabditis, que infectam e matam R.
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microplus (Grewal et al., 2005). A exploragdo de virus entomopatogénicos para o controle de
R. microplus tem ganhado destaque como uma abordagem emergente. Entre eles, os
baculovirus sdo os mais estudados, atuando por meio da infecg¢do oral ou pela penetracdo em
células especificas do hospedeiro, onde se replicam e desencadeiam lise celular, resultando na
morte do carrapato (Szewczyk et al., 2006). Por outro lado, os fungos entomopatogénicos,
como M. anisopliae ¢ B. bassiana, destacam-se por infectar diretamente o carrapato através
da penetragdo da cuticula, tornando-os ferramentas valiosas no manejo, conforme discutido
por Castro-Saines et al., (2024).

Adicionalmente, produtos naturais, como 0leos essenciais e extratos vegetais, tém sido
investigados por sua acgdo acaricida. Compostos extraidos de plantas como citronela e
eucalipto demonstraram eficacia na redu¢@o de infesta¢des, inibindo enzimas vitais ao sistema
nervoso dos carrapatos, como a acetilcolinesterase (Dohi et al., 2009; Silva et al., 2018). Sua

baixa toxicidade para o ambiente e o gado os tornam aliados neste modelo de controle.

2.2 Desafios no controle de carrapatos no rebanho bovino brasileiro

O controle de ectoparasitos no rebanho bovino brasileiro ¢ um desafio constante para
os produtores, devido a diversidade e resisténcia desses parasitos, além do impacto negativo
na produtividade. No Brasil, os bovinos sdo parasitados, principalmente, por Rhipicephalus
microplus (carrapato bovino), Stomoxys calcitrans (mosca dos estdbulos) e Haematobia
irritans (mosca do chifre) (Grisi et al.,, 2014). A infestacdo parasitiria gera estresse aos
animais e transmite agentes patogénicos causadores de diversas doencas (Jonsson, 20006).

Um dos maiores desafios neste controle ¢ o surgimento de populagdes resistentes aos
produtos quimicos disponiveis no mercado. Estudos tém demonstrado que a resisténcia aos
acaricidas ¢ um problema crescente, especialmente em relagdo ao carrapato R. microplus
(Andreotti, 2010; Klafke et al., 2024; Jonsson, 2006). Esse fendmeno ¢é agravado pela falta de
rotagdo de principios ativos e pelo uso indiscriminado dos mesmos, o que leva a diminui¢ao
da eficacia de produtos comerciais disponiveis (Klafke et al., 2006).

As condigdes climaticas tropicais do Brasil favorecem a proliferacao dos ectoparasitos,
tornando o controle mais dificil e exigindo intervengdes continuas (Grisi et al., 2014).
Temperatura ¢ umidade elevadas criam um ambiente propicio para o desenvolvimento e a
reproducdo desses parasitos, aumentando a frequéncia e a intensidade das infestacdes

(Monteiro et al., 2014). Estas geram estresse nos animais, perda de peso, redu¢do na produgao
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de leite e carne, além de levar a transmissdo de protozoarios do género Babesia spp. e da
bactéria Anaplasma marginale, causadores da tristeza parasitaria bovina (Grisi et al., 2014).

Outro desafio significativo ¢ a falta de conhecimento e capacitagdo técnica dos
produtores rurais em relagdo as melhores praticas de manejo e controle de parasitos. Muitas
vezes, os produtores ndo seguem as recomendagdes do produto, como forma de aplicacdo,
dosagem e periodo de caréncia, comprometendo, assim, a eficacia dos tratamentos (Klafke et
al., 2024). A educagdo continuada e a assisténcia técnica sdo fundamentais para melhorar a
adesdo as praticas recomendadas e garantir um controle mais eficiente (Jonsson, 2006).

A limitagdo de infraestrutura e recursos disponiveis para pequenos e médios
produtores também representam um obstaculo para o sucesso do combate dos ectoparasitos. A
falta de acesso a produtos de qualidade, as dificuldades financeiras para investir em
tecnologias mais avancadas e a auséncia de programas governamentais de apoio dificultam a
implementag¢dao de medidas de controle adequadas (Alonso-Diaz et al., 2021). A colaboragao
entre setor publico e privado € essencial para proporcionar solugdes acessiveis para todos os
produtores, independentemente do tamanho de suas propriedades (Klafke et al., 2024).

O controle efetivo de ectoparasitos no rebanho bovino brasileiro requer uma
abordagem multifacetada que inclua alternativas inovadoras, com o foco em agdes
biodegradaveis. A integragdo de métodos bioldgicos, vacinas e praticas de manejo adequado
pode reduzir a dependéncia de produtos quimicos e mitigar a resisténcia (De la Fuente et al.,
2007). Assim, incentivo a pesquisas cientificas, e a utilizacdo de novas tecnologias, como
monitoramento digital e diagndsticos precisos podem contribuir para um controle mais
eficiente e direcionado, minimizando o impacto dos ectoparasitos na produgdo bovina (Grisi

et al., 2014).

2.3 Micoacaricidas: uma alternativa eficaz e sustentavel no controle de Rhipicephalus

microplus

Os fungos entomopatogénicos, como Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana,
tém sido amplamente pesquisados e demonstram potencial significativo no combate ao R.
microplus (Mesquita et al., 2020; Carneiro et al., 2022; Borio et al., 2022; Fantatto et al., 2022;
Meireles et al., 2023;). Esses microrganismos infectam o carrapato ao aderirem a cuticula do
artropode, germinarem e penetrarem no exoesqueleto por meio da liberagdo de enzimas como

quitinases, proteases e lipases, que degradam as barreiras fisicas. Além disso produzem
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toxinas secundarias, como destruxinas, beauvericinas e oosporinas, que contribuem para a
desregulagdo do sistema imune do hospedeiro, aumento do estresse oxidativo e
comprometimento das fungdes fisiologicas. Uma vez dentro do hospedeiro, o fungo prolifera,
causando disfun¢ao celular e desequilibrios metabdlicos que levam a morte do carrapato,
geralmente acompanhada pela formacdo de estruturas fingicas externas, como conididforos
(Beys-da-Silva et al., 2020). Apesar de resultados promissores em condi¢des laboratoriais,
fatores ambientais como temperatura, umidade e radiacdo solar podem comprometer sua
eficacia em campo (Butt et al., 2001; Ojeda-Chi et al., 2010).

A eficacia dos micoacaricidas depende principalmente da capacidade do fungo
entomopatogénico de penetrar no exoesqueleto do carrapato, o que levard a morte do
hospedeiro em alguns dias (D’alessandro, 2012; Andreotti et al., 2019). Estudos laboratoriais
demonstram que fungos como M. anisopliae ¢ B. bassiana sdo capazes de causar alta
mortalidade em carrapatos, tornando-se uma ferramenta eficiente no controle bioldgico
(Corréa et al., 2021; Zeina et al., 2022; Alonso-Diaz et al., 2021).

A produgdo de fungos entomopatogénicos pode ser realizada por meio de diferentes
métodos, sendo os principais a fermentacao liquida e a fermentagdo solida. Na fermentagao
liquida, os fungos sdo cultivados em meio liquido rico em nutrientes, permitindo a obtencao
de conidios em alta concentragdo, que podem ser formulados como suspensdes ou
biopesticidas microencapsulados. J4 na fermentacao solida, o crescimento do fungo ocorre em
substratos solidos, como graos e residuos agroindustriais, onde os conidios sdo formados
diretamente na superficie do material.

No Brasil, a produgdo em larga escala ¢ predominantemente realizada por fermentagao
solida, utilizando o arroz como substrato. Esse método ¢ amplamente adotado devido ao baixo
custo, a facilidade de escalonamento e a alta viabilidade dos conidios produzidos. Apds o
crescimento fungico no substrato, o material € seco, triturado e comercializado na forma de po
molhavel, que pode ser facilmente disperso em agua para aplicagdo no campo (Faria et al.,
2001; Faria et al., 2022).

Nos ultimos anos, o uso de fungos entomopatogénicos no controle biologico tem
ganhado destaque na agricultura e na pecudria, com diversos produtos registrados e
disponiveis no mercado brasileiro (Agrofit, 2024). Espécies como Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae e Isaria fumosorosea t€m sido amplamente empregadas para o
manejo de pragas agricolas e ectoparasitas, demonstrando eficacia sob diferentes condi¢des

ambientais. Embora a maior parte dos bioacaricidas comerciais tenha sido desenvolvida para
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o controle de insetos fitofagos, a crescente comprovagdo da eficiéncia desses fungos contra
carrapatos reforca seu potencial para uso em sistemas veterinarios (Mascarin et al., 2010;
2024). O desenvolvimento de formulagdes mais adaptadas ao campo, aliadas a estratégias de
aplicagdo adequadas, pode consolidar esses agentes bioldgicos como ferramentas essenciais
no manejo integrado de parasitos (Mesquita et al., 2023).

No entanto, para que os micoacaricidas se tornem ainda mais eficazes em campo, ¢
essencial que estudos continuem avaliando a sua aplicacdo em diferentes condigdes
ambientais e buscando formulagdes que protejam os conidios de fatores adversos, garantindo
a persisténcia e viruléncia dos fungos (Angelo et al., 2015; Barbieri et al., 2023). Ensaios in
vitro tém demonstrado que fungos como M. anisopliae e B. bassiana possuem alto potencial
de infecg¢do de carrapatos, com taxas de mortalidade significativas, variando de 80% a 90%,
dependendo das condigdes de umidade e temperatura (Mascarin et al., 2010). Além disso, em
testes in vivo, esses fungos mostraram eficicia no controle de populacdes de R. microplus,
proporcionando uma alternativa promissora aos acaricidas tradicionais, com um efeito
residual que pode reduzir a necessidade de aplicagdes frequentes, minimizando o impacto
ambiental e a resisténcia (Barbieri et al., 2023).

Recentemente, novas abordagens tém sido exploradas para aprimorar o controle de R.
microplus com fungos entomopatogénicos. A combinacdo de Fusarium oxysporum com
nanoparticulas de prata, por exemplo, aumentou significativamente a atividade
entomopatogénica, melhorando a taxa de mortalidade dos carrapatos (Sumera et al., 2023).
Além disso, estudos com M. anisopliae mostraram que o fungo pode inibir a dopamina nos
carrapatos, interferindo em suas fungdes fisioldgicas e motoras, o que potencializa seu efeito
letal (Borio et al., 2022). O uso de diferentes cepas, como B. bassiana e Aspergillus flavus,
também tem mostrado resultados favoraveis, com variagdes nos fatores de viruléncia,
permitindo uma selecdo mais eficaz para diferentes estagios do ciclo de vida dos carrapatos e
condi¢des ambientais (Arreguin-Perez et al., 2023).

O Ministério da Agricultura e Pecuaria possui atualmente 10 produtos registrados com
o género Cordyceps (= Isaria), incluindo oito referente a Isaria fumosorosea e somente dois
de Isaria javanica, com formulagdes variando entre suspensdo concentrada, dispersao de 6leo,
suspensdo concentrada em o6leo e p6 molhavel (Agrofit 2025). A maioria desses produtos tem
indicagdes de uso voltadas para o controle de Bemisia tabaci (mosca-branca), Dalbulus
maidis (cigarrinha-do-milho), Diaphorina citri (psilideo) e Unaspis citri (escama-farinha).

Além disso, hd apenas um produto registrado do género Cordyceps, especificamente C.
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javanica, também direcionado ao controle dessas mesmas pragas. Atualmente, ndo ha
registros de produtos a base de fungos entomopatogénicos especificamente aprovados para o
controle de Rhipicephalus microplus em bovinos, evidenciando a auséncia de formulagdes
comerciais voltadas para esse ectoparasito. Esse cenario se deve, em grande parte, a falta de
vias regulatorias especificas que permitam a homologacdo e o uso desses bioacaricidas no
setor veterindrio. Enquanto na agricultura os bioinsumos ja possuem normativas estabelecidas
que viabilizam sua comercializagdo e aplicagdo, a regulamentacdo para uso em animais ainda

¢ limitada, representando um desafio para a insercao desses produtos no mercado pecuario.

2.3.1. Cordyceps javanica no controle de Rhipicephalus microplus

A taxonomia do género Cordyceps passou por mudangas significativas ao longo das
ultimas décadas, com avancos na filogenia molecular refinando sua classificagdo. Em 2007,
Sung et al., conduziram um estudo seminal que reorganizou a filogenia dos fungos
clavicipitaceos, separando diversas espécies anteriormente incluidas em Cordyceps para
novos géneros, como Ophiocordyceps e Elaphocordyceps. Posteriormente, em 2017, Kepler
et al., aprofundaram essa revisdo, demonstrando que Isaria, um género historicamente
reconhecido como anamoérfico, deveria ser incorporado ao género Cordyceps, levando a
reclassificagdo de espécies como Isaria fumosorosea para Cordyceps fumosorosea. No Brasil,
Lopes et al. (2023) destacaram a diversidade de linhagens anamorficas de Cordyceps isoladas
de solos e insetos, refor¢gando a presenca e o potencial desses fungos para controle bioldgico
em ecossistemas tropicais.

Cordyceps javanica ¢ um fungo entomopatogénico com registros de estudos no
controle bioldgico de pragas agricolas, este fungo com morfologia caracteristica apresenta
corpos frutiferos que surgem sobre o hospedeiro, com esporos de coloragdo variando de
branco a amarelo, e estrutura filamentosa que auxilia na penetragdo nas membranas do
hospedeiro (Bunsap et al., 2024).

Lopes et al. (2023) destaca a diversidade de Cordyceps spp. (anteriormente
classificado como Isaria) anamorficos isolados de sitios agricolas brasileiros, incluindo cepas
que se mostram eficazes contra uma gama de pragas de interesse econdmico. O estudo
apontou a importancia de se considerar a diversidade genética e ambiental ao escolher
isolados para aplicagdo no controle de pragas especificas, como o R. microplus. Em

compara¢do com outras espécies do género Cordyceps, como C. fumosorosea, o estudo de
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Behle et al. (2022) indicou que C. javanica apresenta uma eficacia superior em termos de
produgdo e taxa de mortalidade de insetos-alvo, evidenciando seu potencial para ser utilizado
no controle de R. microplus. Além disso, o estudo de Wu et al., (2021) demonstrou que
isolados de C. javanica possuem uma viruléncia considerdvel contra diversas pragas,
destacando sua aplicabilidade em ambientes agricolas e pecuarios.

Além disso, o estudo de Angelo et al (2012) com /. fumosorosea apresentaram maior
viruléncia em carrapatos, resultando em uma taxa de mortalidade mais elevada e em menor
tempo quando comparado com outros fungos entomopatogénicos como, Purpureocillium
lilacinum. A redugdo do numero de fémeas ingurgitadas de R. microplus resultou em 59,02%,
enquanto P. lilacinum nao causou reducdo significativa. A mortalidade variou conforme o
estagio do carrapato, sendo maior nas larvas ¢ menor nos adultos, além de reduzir a
oviposicdo e a viabilidade dos ovos, afetando o ciclo reprodutivo do parasito (Angelo et al.,
2012). Mais recentemente, estudos tém demonstrado a eficdcia desse fungo em diferentes
contextos de controle de pragas, mostrando seu amplo espectro de acdo e a versatilidade para
a aplicagdo em diversos insetos e outros artrépodes como, psilidideo-de-concha Glycaspis
brimblecombei (Domingues et al., 2022); e lagarta-mede-palmo, Trichoplusia ni (Behle et al.,
2022).

Além disso, pesquisas como a de Domingues et al. (2022) mostraram que Cordyceps
Javanica tem potencial para controlar pragas de importancia agricola, como a mosca-branca, e
também possui atividades patogénicas relevantes em demais insetos como, psilideo-asiatico-
dos-citros Diaphorina ascitri Kuwayama. A compatibilidade desse fungo com outros métodos
bioldgicos, como o uso do parasitoide Eretmocerus hayati, foi abordada por Ou et al. (2019),
sugerindo um efeito de sinergismo para o controle de pragas.

Arévalo-Rojas et al. (2023) demonstram que Cordyceps sp. apresentam uma boa
producdo de conidios, um fator crucial para a eficacia do fungo em larga escala. O estudo
apresentou dados referente a resisténcia a radiagdo ultravioleta-B e a alta tolerancia a
temperaturas elevadas sdo caracteristicas que conferem maior robustez ao fungo, permitindo
sua aplicacdo em diferentes condi¢cdes ambientais. Boaventura et al. (2022) realizaram uma
modelagem dependente da temperatura e previsoes espaciais para identificar areas geograficas
no Brasil adequadas ao uso de Cordyceps javanica no controle da mosca-branca. Os
resultados indicaram que a adaptagdo do fungo as varia¢des térmicas ¢ um fator determinante
para sua viabilidade como agente de biocontrole, reforcando a importancia de considerar a

distribuicdo geografica e as condigdes climdticas locais ao planejar sua aplicacdo. Esses
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achados ressaltam o potencial do género Cordyceps como um bioacaricida eficaz em
diferentes cenarios ambientais, ampliando suas perspectivas de uso no controle de

Rhipicephalus microplus.

2.3.2 Formulagdes oleosas com fungos entomopatogénicos

As formulagdes oleosas com fungos entomopatogénicos tém se mostrado uma
abordagem inovadora e eficaz no controle de carrapatos e outros artropodes, oferecendo uma
alternativa promissora aos métodos tradicionais de controle quimico. Essas formulagdes
consistem em misturas que utilizam 6leos vegetais ou minerais como adjuvantes para otimizar
a aplicagdo e eficacia dos fungos que atuam como agentes biologicos, como M. anisopliae € B.
bassiana (Alves et al., 2010).

A eficacia dessas formulagoes ¢ influenciada pela escolha do tipo de 6leo utilizado.
Formulagdes oleosas sdo conhecidas por facilitar a adesdo dos conidios dos fungos a
superficie do carrapato, aumentando sua capacidade de penetragdo na cuticula hidrofobica do
parasita (Prior et al., 1988). Entre elas sdo destacadas formas de producdo como, granulos,
suspensdo, p6 molhavel, granulos em agua, iscas, p6 de contato, suspensdo em oleo, disper¢ao
oleosa e suspensdo de ultra baixo volume (Meirelles et al., 2023). Isso ocorre porque os 6leos
conferem caracteristicas lipofilicas a formulacao, tornando-a mais aderente e garantindo que o
agente biologico alcance seu alvo de forma eficiente (Bateman et al., 1993).

O uso de oleos vegetais como adjuvantes apresenta varias vantagens. Por serem
produtos organicos, eles podem ser certificados para uso em sistemas de produgdo orgénica.
Além disso, os 6leos vegetais sao mais viscosos, conferindo maior adesividade ao agente
bioldgico na superficie da praga e proporcionando protecdo contra a radiagdo ultravioleta
(Carolino et al., 2012; Camargo et al., 2014). Essa protecdo ¢ especialmente importante em
ambientes expostos ao sol e as altas temperaturas, uma vez que a radiacdo UV pode diminuir
a viabilidade dos conidios. Por outro lado, os 6leos minerais, apesar de tradicionalmente nao
serem certificados como produtos organicos, passaram a ser considerados como tais a partir
da Portaria n° 52 do Mapa, publicada em 2021, que estabelece diretrizes para a certificagao de
6leos minerais, permitindo sua utilizacdo em sistemas de producdo organica, desde que
atendam aos critérios de fabricacdo e ingredientes definidos pela legislacao (Alves et al., 2010;
Samish et al., 2014; Camargo et al., 2014). Estudos demonstraram que a utiliza¢do de 6leos

vegetais e minerais em formulac¢des pode prolongar a sobrevivéncia dos conidios e reduzir sua
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sensibilidade a radiagdo UV em comparagdo com suspensdes aquosas, aumentando a eficacia
no controle de carrapatos, além de fornecer melhor facilidade aplicagdo pois formulagdes
aquosas podem escorrer facilmente, dificultando a aplicagdo em areas especificas ou sujeitas a
condigdes climaticas adversas (Marques et al., 2019 Muniz et al., 2020). Além disso, essas
formulac¢des tém mostrado um efeito termoprotetor, conferindo maior resisténcia aos conidios
quando expostos a altas temperaturas (Barreto et al., 2016).

O sucesso das formulagdes oleosas também depende da selegdo de dleos compativeis
que ndo interfiram na viabilidade e infectividade dos fungos. Por exemplo, M. anisopliae e B.
bassiana tém mostrado maior eficacia em condigdes de campo quando aplicados em
formulagdes oleosas, resultando em maior controle de carrapatos em relagdo as formulagdes
aquosas (Kaaya, 2000; Maranga et al., 2005; Camargo et al., 2014; Angelo et al., 2015; Alves
et al., 2016; Marciano et al., 2020).

A aplicagdo de formulagdes oleosas ¢ uma alternativa viavel e eficaz para os
produtores rurais, uma vez que podem ser utilizadas com equipamentos convencionais de
pulverizacao, facilitando a incorporagdo dessa técnica nos manejos ja existentes (Camargo et
al., 2014; Marciano et al., 2021). Além disso, dispensam a necessidade de agentes molhantes
ou adesivos, reduzindo custos e tornando o processo mais pratico (Samish et al., 2014).

As formulagdes oleosas com fungos entomopatogénicos destacam-se como uma
abordagem inovadora e eficaz no controle bioldgico de carrapatos, oferecendo uma alternativa
com menor impacto ambiental em relagdo aos acaricidas quimicos convencionais. A
incorporagdo dessas formulagdes no controle de pragas tem o potencial de contribuir de forma
significativa para a redugdo das infestagcdes por carrapatos. No entanto, estudos com uso de
Cordyceps spp. € ou Isaria ainda s3o escassos quando utilizados em formulagdes especificas

para o controle de carrapatos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de Realizacdo dos Experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Controle Microbiano de
Artrépodes de Importincia Médico Veterinaria (LCM). O laboratorio fica localizado na
Estacdo Experimental para Pesquisas Parasitologicas Wilhemn Otto Daniel Neitz (EPPWON)
do Departamento de Parasitologia Animal (DPA), Instituto de Veterinaria (IV) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), situada no municipio de Seropédica,
estado do Rio de Janeiro, com as coordenadas geograficas de aproximadamente 22°46'31" S

de latitude e 43°39'33" W de longitude.

3.2 Obtencao do isolado fingico de C. javanica e preparo da formulacio

Os conidios utilizados neste estudo f A suspensdo fungica (controle) foi preparada
adicionando 1 x 10° conidios/mL a 1% de suspensdo aquosa de monoleato de polioxietileno
sorbitano (Tween 80®, Vetec Fine Chemicals Ltda). As emulsdes foram preparadas
adicionando os componentes na seguinte ordem: solugdo aquosa de Tween 80® a 1%, Oleo
vegetal de milho (Cargill Agricola S.A. Liza) a 1%, 3% ou 5%, O6leo de
siliconePolidimetilsiloxano CAS 63148-62-9 (Synth®) 0,01% e conidios fungicos. As

emulsdes de controle foram preparadas de maneira semelhante, mas sem o fungo (Figura 1-A).

3.3 Obtencao de Rhipicephalus microplus

As fémeas ingurgitadas de R. microplus pertencentes a cepa brasileira Porto alegre
(POA), suscetivel a acaricidas, foram coletadas do piso das baias de bovinos artificialmente
infestados (Comité de Etica no Uso de Animais/ITV/UFRRIJ, protocolo no 9714220419) na
EEPPWON, 1V, UFRRJ. As fémeas foram lavadas em 4gua corrente e imersas por trés
minutos em solucao de hipoclorito de s6dio a 0,05% para assepsia da cuticula. Posteriormente,
foram secas com o auxilio de papel toalha e armazenadas em placas de Petri (temperatura
27°C e umidade relativa igual ou maior a 80%) até a utilizagdo nos experimentos. As fémeas
de carrapato foram pesadas e subdivididas em grupos com pesos homogéneos em 0,080g de

diferenga, de acordo com o tratamento realizado.
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3.4 Teste de compatibilidade dos conidios de Cordyceps javanica com 6leo de milho e dleo

de silicone

Para os testes de compatibilidade, emulsdes, suspensdes fingicas e formulacdes,
preparadas conforme mencionado no tépico 3.2, foram incubadas a 25 + 1°C por 1h. O 6leo
vegetal foi removido das emulsdes em agua antes da inoculagdo em BDA usando 100uL de
Solub’Oil (General Chemicals) de acordo com Paixdo et al. (2017). Os conidios foram
lavados com solugdo aquosa de Solub'Oil® ¢ entdo transferidos para um tubo de centrifuga de
15 mL (Figura 1-B). As amostras foram agitadas vagarosamente por dois minutos e
centrifugadas por 5 minutos a 4.200 rpm. O sobrenadante foi descartado e os conidios foram
ressuspensos em solugdo aquosa de Tween 80® a 1% (vol/vol). Para a avaliagdo da
germinagdo fungica, uma aliquota de 20 pL de suspensdo ou formulagdo fingica (1 x 103
conidios/mL) foi inoculada na superficie do meio de cultura agar dextrose de batata (BDA)
acrescido de benomyl a 0,002% (p/v) (50% de ingrediente ativo; Benlate®, DuPont) (Milner;
Huppatz; Swaris, 1991), seguido de incubagdo a 25 + 1°C e umidade relativa (UR) > 80% por
24h. A germinagao fingica foi avaliada em microscopio Optico (Nikon; ECLIPSE E200MV R)
(x40) ap6s coloragdo com azul de metila. Foram contados pelo menos 300 conidios,
identificando os germinados e ndo germinados, por placa e o valor percentual de germinacao

fungica foi estipulado (Lopes et al., 2013) (Figura 1-C).

Figura 1: Formulacdes de Cordyceps javanica em 1%, 3% e 5% de 6leo de milho ¢ 0,01% de

6leo de silicone (A), formulagdes apds remogdo do 6leo, com o auxilio de Solub'Oil®, e

processo de centrifugacdo (B), avaliacdo da germinag@o de conidios do grupo formulado com
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3% de 6leo de milho, apés remogao do 6leo e 24 horas de incubacdo (C). Fonte: Arquivo

pessoal, 2025.

3.5 Ensaio biolégico in vitro com larvas de Rhipicephalus microplus

A viruléncia contra larvas de carrapatos foi realizada conforme Camargo et al., (2012).
Foram utilizados dez tubos de ensaio por grupo, com 50 mg de ovos de R. microplus
(aproximadamente 1000 larvas) em cada tubo. Os ovos foram previamente incubados a 27°C
+ 1°C com UR > 80% por 15 dias até a eclosdo das larvas. Os tubos com eclodibilidade
menor que 95% foram descartados. No total, 13 grupos foram formados, sendo organizados
da seguinte forma: I) Controle aquoso (suspensdo aquosa de Tween 80® 1%), II) Controle
silicone (emulsdo de 0,01% de 6leo de silicone e Tween 80® 1%), III) Controle de 6leo a 1%,
3% ou 5% (emulsdo de 6leo de milho, Tween 80® 1% e Oleo de silicone a0,01%), III)
Suspensdo fungica (suspensdes aquosas de Tween 80® contendo 107 e 108 conidios/mL) e IV)
Formulagdes fungicas [emulsdo de conidios em o6leo de milho (1%, 3% ou 5%) e o6leo de
silicone (0,01%) em Tween 80® a 1%]. Para o tratamento, as larvas foram imersas em 1 mL
de suspensdo ou emulsdo de conidios por 3 min, logo apds o preparo dos tratamentos. Os
tubos de ensaio foram invertidos para remog¢ao do excesso de suspensdo/formulacdo, através
de absorcao pelo tampao de algoddo. Os tubos contendo as larvas foram incubados a 25 +
1 °C e UR > 80%. A mortalidade larval foi avaliada a cada cinco dias durante 15 dias. O

bioensaio foi realizado trés vezes, usando novas preparagdes de conidios a cada vez.

3.6 Ensaio biolégico in vitro com fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus

As fémeas ingurgitadas de R. microplus foram pesadas individualmente e divididas em
classes de peso homogéneas. Para cada tratamento, foram formados grupos de 10 carrapatos,
seguindo os mesmos grupos descritos no item 2.3, exceto o controle de o6leo de silicone. Os
carrapatos foram submersos individualmente por trés minutos em 1 mL do tratamento
correspondente. Posteriormente as fémeas foram fixadas, com o auxilio de fita dupla face, em
placas de Petri em condi¢des de temperatura 25 + 1 °C e UR > 80% (Figura 2). A massa de
ovos de cada fémea foi coletada, pesada, armazenada individualmente e incubada a 25 + 1 °C
e UR > 80%. Os parametros biologicos analisados incluiram o peso da postura, porcentagem

de eclosdo larval, o indice de producao de ovos, o indice nutricional, eficiéncia reprodutiva
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(Bennett, 1974) e a porcentagem de controle de carrapatos (Drummond et al., 1971). A
sobrevivéncia das fémeas foi registrada diariamente por 20 dias. O bioensaio foi realizado trés

vezes, utilizando-se novas preparagdes de conidios a cada vez.

Figura 2: Fémeas de Rhipicephalus microplus ap6s tratamento fixadas em placa de petri em

decubito dorsal. Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

3.7 Ensaio biolégico com fémeas de Rhipicephalus microplus em condicoes de semi-

campo

Cinquenta vasos plasticos (22 cm de altura e 24 cm de largura) foram preenchidos com
1/3 de areia e pedra para drenagem de agua e 2/3 de condicionador de solo ndo estéril
(Natussolos do Brasil Ltda, Taubaté, SP, Brasil). Os vasos foram previamente cultivados com
Urochloa decumbens (Hochst. Ex A. Rich.) Stapf (Poales: Poaceae) cv. Marandu (capim
forrageiro) (Wolf® seeds do Brasil, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) por trés meses (de maio a
setembro de 2024). As sementes foram semeadas diretamente nos vasos, que foram colocados
em uma area externa da Estacdo Experimental W.O. Neitz (Seropédica, Brasil). Os vasos
permaneceram expostos a luz solar direta até as 15h, recebendo sombra parcial pelo resto do

dia com 40 cm de distancia entre cada fileira de tratamento (Figura 3).
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Para monitorar a precipitacdo ocorrida na cidade onde se conduziu o experimento,
foram utilizados os dados da Estacdo Meteoroldgica da Fazendinha Agroecoldgica situada na
mesma area do Campus da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, utilizando o banco
de dados de registros meteorologicos do Instituto Nacional de Meteorologia, do Ministério de
Agricultura e Pecudria. Os dados foram avaliados em um periodo de 24h no momento do
tratamento ao ultimo dia de coleta de solo para andlise de persisténcia de C. javanica. As
plantas foram cultivadas por um periodo de 110 dias, com irrigagdo diaria ¢ monitoramento
regular para garantir crescimento uniforme durante todo o experimento, as plantas foram
ajustadas para uma altura de 35 cm, igualando-se a estatura das demais, com 10 vasos por
fileira, antes da aplicagdo do tratamento.

Com base nos melhores resultados obtidos nos ensaios in vitro com larvas e fémeas
ingurgitadas de R. microplus, a concentragdo da emulsdo de 6leo de milho a 3% foi
selecionada para o teste de semi-campo. Para o tratamento, 100 mL da respectiva emulsdo
foram aplicados sobre toda a superficie do solo usando um pequeno pulverizador manual de
baixo volume. A concentragdo fungica usada foi de 1 x 10% conidios/mL, equivalente a 2,21 x
107 conidios/cm?. Foram formados cinco grupos com dez vasos cada: I) Controle aquoso
(suspensdo aquosa de Tween 80® 1%), II) Controle de silicone (emulsdo de 6leo de silicone
0,01% mais Tween 80® 1%), III) Controle de 6leo 3% (emulsdo de 6leo de milho 3% e Tween
80® 1%), IV) Controle de dleo 3% e 6leo de silicone (emulsdo de dleo de milho, Tween 80®
1% e oleo de silicone 0,01%), V) Fungo formulado [emulsdo de 10® conidios/mL em 6leo de
milho 3% e 6leo de silicone (0,01%) em Tween 80® 1%]. No mesmo dia, apds o tratamento
fingico, um grupo de trés fémeas completamente ingurgitadas do mesmo peso, seguindo a
faixa de diferenca em 0,080g foram colocadas em cada um dos 50 vasos de capim. Os vasos
foram inspecionados para observacao da oviposicao das fémeas em um periodo de 38 dias e
eclosdo das larvas. As larvas foram coletadas por um corte do 4pice das folhas de U.
decumbens e contadas a partir de 38 dias apds o tratamento fungico. Os vasos foram entio
inspecionados todos os dias até que nenhuma larva fosse observada em periodo de 25 dias
apds a primeira coleta de larvas. As larvas coletadas foram congeladas para posterior

contagem.
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Figura 3: Vasos com Urochloa decumbens oriundos a partir do plantio de sementes, na area
externa da Estacdo Experimental W.O. Neitz (Seropédica, Brasil). Os vasos foram tratados,
sendo os grupos controle aquoso, controle silicone, controle de 6leo 3%, controle de 6leo 3%
+ 6leo de silicone e fungo formulado, onde ficaram expostos a luz solar, chuva e variacdes de

temperatura. Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

3.8 Persisténcia de Cordyceps javanica no solo tratado

Amostras de solo foram coletadas de cada vaso (grupos tratados ou controles) e
inoculadas em com meio seletivo Cloranfenicol, Tiabendazol e Ciclohexamida (CTC)
segundo (Fernandes et al., 2010) em trés momentos sendo, D-1, D+1 e D+30. O solo
superficial de trés locais diferentes de cada vaso foi coletado com uma espatula,
homogeneizado e entdo pesado. Uma aliquota de 0,35 g do solo foi transferida para um
microtubo de 1,5 mL com 1 mL de solugéo de agua destilada estéril acrescida de Tween 80® a
0,01%. Cinquenta microlitros dessa suspensdo homogeneizada foram semeados em meio
seletivo CTC utilizando al¢a de Drigalski (duas placas por vaso em cada coleta), segundo
Fernandes et al. (2010). O nimero de unidades formadoras de colonias (UFCs) de C. javanica,
de cada coleta de solo, foi calculado por grama de solo tratado com fungo com base no

numero de colonias de C. javanica observadas em cada placa de Petri, considerando a anélise
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dos dez vasos. As colonias de C. javanica reisoladas de cada coleta foram transferidas para
BDA e identificadas com base no aspecto da coldnia, coloracdo da colénia e do reverso e

formato conidial (Humber, 2012).

3.9 Analise estatistica

Os dados foram verificados quanto a normalidade usando um teste de Shapiro—Wilk.
O teste de compatibilidade, o bioensaio in vitro com larvas e fémeas ingurgitadas e a analise
da sobrevivéncia de carrapatos adultos tiveram distribui¢des nao normais e foram analisados
usando Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. A recuperagdo larval do bioensaio sob
condi¢des de semi-campo e a persisténcia de C. javanica no solo tiveram distribuigdes
normais. Os dados de persisténcia do solo foram analisados usando teste t pareado com
correcao de Welch’s e a recuperagdo larval foi acessada por One Way ANOVA seguido pelo
teste de Tukey. Todos os resultados normais e nao normais foram obtidos através do
GraphPad Prism 8.4.2. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. Os efeitos das
misturas designadas como antagdnicas, aditivas ou sinérgicas foram obtidos por meio de uma
analise utilizando o teste qui-quadrado de comparagdes (y?) = 3,84. Em uma combinacao de
valores onde ¥* > 3,84 ¢ a mortalidade observada foi maior que a mortalidade esperada, o
efeito foi considerado sinérgico ou antagonico. O efeito aditivo foi definido quando o valor de

v? < 3,84 (Robertson; Preisler, 1992).
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4 RESULTADOS

4.1 Teste de compatibilidade de suspensao de Cordyceps javanica emulsionada com 6leo

de milho e oleo de silicone

Os grupos testados foram comparados entre si no mesmo tempo de incubacdo (ou seja,
24h ou 48h). A germinagdo de Cordyceps exibiu viabilidade significativa entre os grupos. A
maior média foi observada no grupo controle [99,85% + 0,24% (x> = 30; df = 3; P < 0,0001)]
24h apos a incubagdo. Neste mesmo tempo, nenhuma diferenca foi observada quando o grupo
controle foram comparados com emulsdo de 6leo de milho a 1% (99,26% =+ 0,22%; P =
0,458). Entretanto, as taxas de germinagdo foram reduzidas significativamente nas emulsdes
de o6leo de milho a 3% e 5% (98,41% + 0,22% P < 0,0001; 98,82% =+ 0,17%, P = 0,0018,
respectivamente) em comparagdo ao controle, 24h apos a incubagdo. Quarenta e oito horas
apods a incubagdo, as taxas de germinagdo atingiram niveis proximos ao maximo. Todos os
grupos apresentaram germinacdo mais de 99% de germinagdo absoluta, ndo diferindo
estatisticamente. Os conidios dos grupos controle ¢ 1% de 6leo de milho apresentaram a
mesma média de germinagdo, sendo 99,96 + 0,11% (y*> = 10; df = 3; P = 0,999). As emulsoes
com 3% e 5% de 6leo de milho apresentaram taxas de germinacdo ligeiramente menores em
compara¢do ao grupo controle (99,59% + 0,54%, P = 0,18; 99,67% =+ 0,28%, P = 0,104

respectivamente).

4.2 Ensaio biologico in vitro com larvas de Rhipicephalus microplus

Os grupos foram comparados entre si na mesma concentragéo fingica (ou seja, 1 x 107
conidios/mL ou 10® conidios/mL) e em cada tempo (Figura 4). Em geral, as emulsdes
fingicas exibiram maior eficacia do que o controle de 6leo ou as suspensodes fungicas, com 5
dias (y* = 240; df = 8; P < 0,0001), 10 dias (x> =237,9; df = 8; P < 0,0001) ou 15 dias ap6s o
tratamento (y> = 244,6; df = §; P < 0,0001) (Tabela 1). Quando analisada a maior
concentrac¢do, 10 conidios/mL, as emulsdes fingicas apresentaram mortalidades maiores em
comparagdo aos outros grupos, cinco (x> = 240,8; df = 8; P <0,0001), dez (y2 = 241,5; df = §;
P <0,0001) e 15 dias ap6s o tratamento (x> = 246,3; df = 8; < 0,0001) (Tabela 1).
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Tabela 1: Mortalidade média (%) £ desvio padrio de larvas de Rhipicephalus microplus tratadas com suspensdo ou formula¢des de Cordyceps
Jjavanica em diferentes concentragdes conidiais e avaliadas em diferentes tempos apos o tratamento

5 dias 10 dias 15 dias
Tratamento
107.con/mL 108,con/mL 107,con/mL 10%,con/mL 107.con/mL 108,con/mL
Controle aquoso 067+1,72¢ 1,L16+3,13% ¢ 1,16 +3,13%e
Controle silicone
0,5+1,52¢ 0,83 +2,65% ¢ 1,0+£2,75% e
Controle oleoso 1%
2,83 £4,08 de 4,5+ 5,92% de 4,83 + 6,36% de

Controle oleoso 3%

Controle oleoso 5%

10,5+ 6,2% cd

14 +5,78% be

13,17 £6,62% cd

16,83 +5,16% bc

4,17+ 6,95% cd

20,17 +4,25% be

Suspensdo fungica 9.0+3,57%d 12.83 + 4.48% ¢ 12,33 £3,65%d 16+ 3.8% ¢ 16.67+2,73% ¢ 18,83 = 3.86% c

<o gt 10
Formulagdo fungica 1% 64,17+7.88ab  72.17+827%ab  74.83+6,75%ab  87.17+727%ab  9533+742%a  98,5+4,18%a

Formulacdo fingica 3%
Ormuiagao tungica 37— 08 17+9.69%a  8933+9.16%a  94.67+681%a 98 +3.85% a 99,17 +3.73% a 100 % a

Formulagao fungica 5%
81,33+ 14,14% a 95,17+6,22% a 92,5+9,89% a 99,5+2,73% a 100% a 100% a

Controle aquoso (suspensdo aquosa de Tween 80® a 1%); controle silicone (emulsio de 0,01% de 6leo de silicone mais Tween 80® a 1%); controle de leo a
1%, 3% ou 5% (emulsdo de 6leo de milho, Tween 80® a 1% e 6leo de silicone a 0,01%); suspensio fiingica (suspensdes aquosas de Tween 80® a 1% a 10.e 10.
conidios/mL; e formulado por fungos [emulsio de conidios em 6leo de milho (1%, 3% ou 5%) e 6leo de silicone (0,01%) em Tween 80® a 1%). O bioensaio foi
conduzido em condi¢des controladas (27 £ 1 °C e UR > 80%). Médias com a mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente considerando P <

0,05 (teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn).
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Figura 4: Larvas de Rhipicephalus microplus 5 dias apds tratamento formulado por fungos
(emulsdo de conidios em 6leo de milho 1% (A), 3% (B) ou 5% (C) e 6leo de silicone (0,01%)
em Tween 80® a 1%). Setas vermelhas indicam larvas de R. microplus colonizadas por

Cordyceps javanica. Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

4.3 Ensaio biologico in vitro com fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus

Os efeitos sinérgicos com maior percentual foram observados com 108 conidios/mL de
suspensdao combinados com 1%, 3% ou 5% de 6leo de milho, produzindo valores de y* de
23,18% e 22,90%, obtendo-se, respectivamente, o0 mesmo percentual em 3% e 5%. Os valores
de 107 conidios/mL combinados com 1%, 3% ou 5% de 6leo de milho apresentaram 15,48%,
19,35% e 19,57%. As maiores concentragdes de 6leo (ou seja, 3% e 5%) combinadas com 108
conidios/mL produziram o maior ¥*> médio, excedendo o valor critico de 3,84.

Os parametros bioldgicos das fémeas de carrapatos nos grupos testados foram
comparados entre si considerando a mesma concentragdo fingica (ou seja, 1 x 107
conidios/mL ou 10® conidios/mL) (Tabelas 2 e 3). Na menor concentra¢do, as formulagdes
fingicas com 3% ou 5% de 6leo de milho apresentaram maior eficdcia do que o controle de
6leo ou a suspensdo aquosa fingica a 107 conidios/mL, o que foi comprovado pela redugéo
significativa do peso da postura (¥*> = 100,7; df = 7; P < 0,0001), indice de produgdo de ovos
(* = 103,6; df = 7; P < 0,0001), indice nutricional (y> = 103; df = 7; P < 0,0001), eficiéncia
reprodutiva (y*> = 116,7; df: 7; P < 0,0001) e porcentagem de eclosdo de larvas (y*> = 135,2; df
=7; P <0,0001). Quando a concentragdo mais alta foi analisada (ou seja, 10® conidios/mL),
os parametros bioldgicos das fémeas do carrapato [peso da postura (3> = 99,6; df = 7; P <

0,0001), indice de produgdo de ovos (¥*> = 102,8; df = 7; P < 0,0001), indice nutricional (y*> =
22



98,19; df = 7; P < 0,0001), eficiéncia reprodutiva (y*> = 119,6; df = 7; P < 0,0001) e a
porcentagem de eclosdo de larvas (y* = 139,9; df = 7; P < 0,0001)] também foram diferentes
quando os grupos controle foram comparados ao fungo formulado com as maiores

porcentagens de 6leo (3% e 5%).
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Tabela 2: Parametros bioldgicos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus imersas em suspensdo ou formulagdes oleosas de

Cordyceps javanica a 107 conidios/mL em condigdes in vitro

Tratamento Indice de producio Indice Percentual de Peso da Eficiéncia Percentual de
de ovos nutricional eclosio (%) postura (g) reprodutiva (%) Controle (%)
Controle aquoso 45,88 + 16,83 2 74.48 £ 16,07 2 92,31 +27,172 0,85+0,02° 45,56+ 17,28 2 -

Controle oleoso 1% 39,23 +17,07% 66,64 £27,812 100+0°2 0,073 £0,03® 39,23 +17,07 2 20.50%
Controle oleoso 3% 30,29 £25,43 b 49,57 +42,352 64,42 +47,9 & 0,057 £ 0,05 *¢ 29,7+£24,72 %¢ 39,82%
Controle oleoso 5% 26,09 £21,27 &b 48,06 + 35,9 & 37,69 + 38,99 b-¢ 0,048 £0,04 »¢ 13,19+ 16,43 b-¢ 73,27%
Suspensdo fingica 43,66+ 16,522 70,44 £ 22,24 2 75,00 + 33,23 &b 0,081 £0,03 2 35,41+2043° 28,25%
Formulagfo fingiea 143415960 2272426040 148143035 0026£002%¢ 495+ 10,68 89,96%
Formulago fingica ) 56.4.7,58- 1,74+ 7,64° 1,53+7,84° 0,002 +0,01 0,59+3,03 98,79%
Formulagf,‘/i’ fingica 1,71+8,73¢ 3,48+ 17,77 3.84+19,61°  0,003+0,01° 1,71+8,73" 96,53%

Controle aquoso (suspensdo aquosa de Tween 80® a 1%); controle oleoso a 1%, 3% ou 5% (emulséo de 6leo de milho, Tween 80® a 1% e silicone a 0,01%);
suspensio fingica (suspensdes aquosas de Tween 80® a 1% a 107 conidios/mL; e formulado por fungos [emulsdo de conidios em 6leo de milho (1%, 3% ou
5%) e 6leo de silicone (0,01%) em Tween 80® a 1%). O bioensaio foi conduzido em condigdes controladas (27 + 1°C e UR > 80%). Médias com a mesma

letra na mesma coluna nao diferem significativamente considerando P < 0,05 (teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn).
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Tabela 3: Parametros bioldgicos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus imersas em suspensdo ou formulagdes oleosas de

Cordyceps javanica a 108 conidios/mL em condigdes in vitro

Tratamento Indice de producio Indice Percentual de Peso da Eficiéncia Percentual de
de ovos nutricional eclosao (%) postura (g) reprodutiva (%) Controle (%)
Controle aquoso 45,88 + 16,83 @ 74,48 +£ 16,07 2 92,31 +£27,172 0,85+0,02% 45,56+ 17,28 2 -

Controle oleoso 1% 39,23 +17,07% 66.64 £27,81°2 100£0°2 0,073 £0,03 ¢ 39,23 +17,072 20,50%
Controle oleoso 3% 30,29 £25,43 &b 49,57 + 42,352 64,42 + 47,9 &b 0,057 +£ 0,05 »¢ 29,7+24,72 ¢ 39,82%
Controle oleoso 5% 26,09 £21,27 &b 48,06 +35,9 P 37,69 + 38,99 b¢ 0,048 £ 0,04 »¢ 13,19+ 16,43 b¢ 73,27%
Suspensao fungica 43,11 +£17,282 66,23 £22,99 @ 97,31 +11,77® 0,079 +0,03 @ 41,99+ 17,972 14,92%
Formma‘l?f/i’ fingica 1504415360 3088+29,11%¢  20,19+37,05%¢ 0,030+ 0,03 ¢ 5,03 +12,3" 89,79%
Formmagi‘/‘s fingica 3 354 10,04 ¢ 6,67 +20,09 ¢ 2,69+9,6° 0,0065 % 0,01 ® 0,89 =3,60" 98,18%
Formula;;zoi/i) fingica 0.13+0,68° 044 +£2.25¢ 0+0° 0,0002:: 0,001 0+0b 100%

Controle aquoso (suspensdo aquosa de Tween 80® a 1%); controle oleoso a 1%, 3% ou 5% (emulsdo de 6leo de milho, Tween 80® a 1% e silicone a 0,01%);
suspensio fungica (suspensdes aquosas de Tween 80% a 1% a 10® conidios/mL; e formulado por fungos [emulsdo de conidios em 6leo de milho (1%, 3% ou
5%) e oleo de silicone (0,01%) em Tween 80® a 1%). O bioensaio foi conduzido em condigdes controladas (27 = 1°C ¢ UR > 80%). Médias com a mesma

letra na mesma coluna néo diferem significativamente considerando P < 0,05 (teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn).
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A sobrevivéncia do carrapato foi comparada entre concentragdes do fungo,
considerando a mesma concentragdo de 6leo de milho (ou seja, 1%, 3% ou 5%) (Figura 5). A
sobrevivéncia das fémeas do controle aquoso nao foi diferente daquelas no controle de 6leo
1% (x> = 0,50; df = 1; P = 0,477) 15 dias apos o tratamento (Figura 5-A). Por outro lado, a
sobrevivéncia do carrapato no tratamento com fungo formulado 1% a 107 conidios/mL (> =
31;df=1; P <0,0001) ou 108 conidios/mL (¥*> = 25,6; df = 1; P < 0,0001) foi menor do que
no controle aquoso. Nao foram observadas diferengas na sobrevivéncia do carrapato entre o
controle aquoso e a suspensao fungica a 107 conidios/mL (y*> =2,57; df = 1; P =0,108) ou 10®
conidios/mL (y* =2,62; df=1; P=0,105).

Para a concentracao de 3% de 6leo de milho, os carrapatos do controle aquoso tiveram
maior sobrevivéncia do que o controle de 6leo 3% (y* = 4,86; df = 1; P = 0,027), fungo
formulado a 3% a 107 conidios/mL (y* = 55,3; df = 1; P < 0,0001) ou 10® conidios/mL (¥* =
47.4; df = 1; P <0,0001) (Figura 5-B). Nao houve diferenca significativa na sobrevivéncia do
carrapato do controle aquoso e da suspensdo fungica a 107 conidios/mL (y*=2,47;df=1; P =
0,108) ou 10? conidios/mL (¥2 = 2,62; df = 1; P = 0,105). Assim como o fungo formulado a
3% a 10® conidios/mL e o fungo formulado a 3% a 107 conidios/mL (¥* = 0,81; df =1; P =
0,366).

Quanto a analise com 5% de 6leo de milho, o controle aquoso apresentou maior
sobrevivéncia que o controle com 6leo 5% (¥* = 9,08; df = 1; P = 0,0026), fungo formulado a
107 conidios/mL (> = 48,9; df = 1; P < 0,0001) ou 10?8 conidios/mL (y*> = 55,6; df = 1; P <
0,0001). Nao foram observadas diferengas na sobrevivéncia entre o controle aquoso ¢ a
suspensdo fungica a 107 conidios/mL (> = 2,57; df = 1; P = 0,11) ou 108 conidios/mL (> =
2,62; df = 1; P =0,105) (Figura 5-C). Da mesma forma, a sobrevivéncia do fungo formulado
a 5% a 108 conidios/mL ndo foi diferente do fungo formulado a 5% a 107 conidios/mL (¥* =

0,61;df=1; P=0,431).

26



(A) Formulacio fiingica de éleo de milho a 1% (B) Formulacio fiingica de éleo de milho a 3%
100 — 100
— 1 i —
( -— (d ‘7
& 754 s 754 ] !
2 s - £ s L o
: L ;
2 s 1 3 s

=
(=)

-
-
=
w@
—
=
-
3
s
[
-
=)
o
=
e
—
-

Dias Dias

(C) Formulacio fiingica de é6leo de milho a 5%
100
s f_ﬁ; —-=- Controle aguoso

2 s L = Controle oleoso
E — ~=~ Suspenséo fungica 10°
& ‘s
£ 509 . 2 =~ Suspenséo fingica 10
2
_'g . Formulaggo fungica 10°
3 5

T "= Formulag&o fungica 107

]

Figura 5: Efeito do Cordyceps javanica formulado na sobrevivéncia de fémeas de
Rhipicephalus microplus tratadas topicamente. (A) Formulag¢do fingica de 6leo de milho a
1%; (B) Formulagdo fingica de 6leo de milho a 3%; e (C) Formulagdo fingica de 6leo de
milho a 5%. Sobrevivéncia percentual média e desvio padrao, de acordo com Log-rank (P <
0,05). Experimentos representativos de trés repeticdes independentes sao mostrados, onde (**)
representa uma diferenca estatistica entre o controle aquoso e o controle de 6leo da
formulagdo fungica de 6leo de milho a 3% (P = 0,027), (***) representa uma diferenca
estatistica entre o controle aquoso e o controle de d6leo da formulagdo fungica de dleo de
milho a 5% (P = 0,0026), (****) representa uma diferenca estatistica entre o controle aquoso
e o fungo formulado com 107 e 10® conidios/mL de formulagdo fingica de 6leo de milho a 1%,

3% e 5% (P < 0,0001).

4.4 Ensaio biologico usando fémeas de Rhipicephalus microplus em condi¢coes de semi-

campo

A umidade relativa do ar (UR) e a temperatura média foram verificadas diariamente

no portal do Instituto Nacional de Metereologia de acordo com as coletas de solo. As médias
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de acordo com cada semana foram agrupadas sendo, 1* 57% e 27,33 °C, 2? semana 74% ¢
24,10 °C, 32 semana 67% e 25,98 °C, 42 semana 66% ¢ 24,92 °C e 5% semana 75% e 24,08 °C,
respectivamente. O nimero médio de larvas recuperadas e o erro padrio demonstram
diferencas significativas entre os tratamentos (Foo4s = 4,49 e P < 0,0001) (Figura 6). Fémeas
de R. microplus apresentaram mortalidade com 5 dias de tratamento em relacdo ao grupo
controle aquoso (Figura 7-A), (Figura 7-B) e em 15 dias estavam totalmente colonizadas
(Figura 7-C). O grupo controle aquoso apresentou a maior recuperacao larval (1035 + 221,9)
(Figura 8-A), seguido pelo grupo controle silicone (807,2 + 258,8). 811,3 = 251 larvas foram
recuperadas do controle 6leo de milho 3% + dleo de silicone 3%, enquanto 790 + 253 larvas
foram recuperadas do controle com o6leo 3%. Os vasos tratados com fungo formulado

exibiram o menor numero de larvas recuperadas (10,8 + 15,22) (Figura 8-B).

1500 -

a Controle
||
a a aquoso

T T - Qqntroie
silicone
Controle éleo
3%

Controle dleo
3% + silicone

1000 -

Numero total de
larvas recuperadas

500

b

T i = Formulacéo
fungica 3%

cA cs CO3% CO3%+S FF3%
Figura 6: M¢édia e desvio padrdo do numero de larvas de Rhipicephalus microplus
recuperadas de vasos de Urochloa decumbens 35 dias apds tratamento fungico. Controle
aquoso: vasos tratados com suspensdo aquosa de Tween 80® a 1%); Controle silicone: vasos
tratados com emulsdo de 0,01% de silicone mais 1% de Tween 80®; Controle 6leo 3%: vasos
tratados com emulsdo de 6leo de milho e Tween 80® a 1%; Controle 6leo 3% e silicone:
vasos tratados com emulsdo de 6leo de milho, 1% de Tween 80% e 0,01% de silicone; Fungo
formulado 3%: emulsdo de 10® conidios/mL em 6leo de milho 3% e silicone (0,01%) em
Tween 80® a 1%. Cada grupo teve dez vasos, que receberam trés fémeas totalmente
ingurgitadas de peso homogéneo. A mesma letra ndo difere significativamente considerando P

< 0,05 (One Way ANOVA seguida de teste de Tukey).
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Figura 7: Fémeas de Rhipicephalus microplus (indicada pelo circulo) em vasos cultivados
com Urochloa decumbens. (A) Fémea do grupo controle aquoso; (B) Fémea do grupo fungo
formulado apos 5 dias de tratamento; (C) Fémeas do grupo fungo formulado apos 15 dias de

tratamento colonizadas por Cordyceps javanica. Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

Figura 8: Larvas de Rhipicephalus microplus no é&pice das folhas de Urochloa decumbens
(indicada pelo circulo). (A) grupo controle aquoso; (B) grupo fungo formulado. Fonte:
Arquivo pessoal, 2025.
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Instituto Nacional de Meteorologia - INMET
Temperaturas Diarias (Maxima, Média, Minima) || Estacdo: SEROPEDICA-ECOLOGIAAGRICOLA (A801) - 09/2024
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Figura 9: Temperatura maxima, média e minima de acordo com o Instituto Nacional de Meteorologia em setembro de 2024. As medig¢des sdo

realizadas de hora em hora. A linha vermelha indica a temperatura maxima; linha verde a temperatura média; linha azul temperatura minima.
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Instituto Nacional de Meteorologia - INMET
Umidades Diarias (Média, Minima) || Estacdo: SEROPEDICA-ECOLOGIAAGRICOLA (AB01) - 09/2024
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Figura 10: Valores de umidade relativa maxima, média e minima de acordo com o Instituto Nacional de Meteorologia em setembro de 2024. As

medicoes sao realizadas de hora em hora. A linha verde indica a umidade maxima e a linha azul umidade minima.
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Instituto Nacional de Meteorologia - INMET
Temperaturas Diarias (Maxima, Média, Minima) || Estacdo: SEROPEDICA-ECOLOGIA AGRICOLA (AB01) - 10/2024
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Figura 11: Temperatura maxima, média e minima de acordo com o Instituto Nacional de Meteorologia em outubro de 2024. As medig¢des sdo

realizadas de hora em hora. A linha vermelha indica a temperatura maxima; linha verde a temperatura média; linha azul temperatura minima.
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Instituto Nacional de Meteorologia - INMET

Umidades Diarias (Média, Minima) || Estacéo: SEROPEDICA-ECOLOGIAAGRICOLA (A601) - 10/2024
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Figura 12: Valores de umidade relativa maxima, média e minima de acordo com o Instituto Nacional de Meteorologia em outubro de 2024. As

medicoes sao realizadas de hora em hora. A linha verde indica a umidade maxima e a linha azul umidade minima.
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4.5 Persisténcia de Cordyceps javanica em solo tratado

Nenhuma colonia de Cordyceps foi detectada nas amostras de solo dos vasos de
controle (ou seja, controle aquoso, controle de silicone, controle de 6leo 3% e controle de 6leo
3% mais silicone). Colonias de C. javanica foram abundantes em todas as amostras de solo
coletadas do grupo tratado com fungo (fungo formulado com 3% de 6leo vegetal de milho e
dleo de silicone). Os vasos tratados com fungo tiveram 5,23 + 1,09 x 10° conidios/g e 2,06 +
0,32 x 10° conidios/g UFC por grama de solo 24h apos o tratamento ¢ 30 dias apos o
tratamento, respectivamente (t = 3,36; df= 19; P = 0,0083).

b

T

UFC x 10° conidios

T
24h 30 dias

Depois do tratamento

Figura 13: Unidade formadora de colonia (UFC) de Cordyceps javanica reisoladas dos vasos
tratados com emulsdo fungica 24 horas e 30 dias apds o tratamento. A analise estatistica foi

realizada com teste t pareado com correcdo de Welch’s.
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5 DISCUSSAO

As etapas iniciais no desenvolvimento de uma formulagdo a base de 6leo para um
fungo entomopatogénico envolvem vdrias avaliagdes e otimizacgdes criticas, incluindo a
selecdo de dleos compativeis para validar que os adjuvantes da formulagdo ndo inibem o
crescimento fungico ou a germinagdo de esporos. Uma segunda etapa inclui ensaios
preliminares de eficacia para garantir que a formulagdo a base de 6leo mantenha a
patogenicidade e viruléncia do isolado fungico contra a praga alvo. Ao comegar com essas
etapas fundamentais, ¢ possivel identificar problemas iniciais e construir uma linha de base
robusta para testes de campo subsequentes ¢ desenvolver formulagdes que sejam eficazes para
o controle de carrapatos (Samish et al., 2014).

Normalmente, os adjuvantes sdo adicionados para aumentar a estabilidade, adesdo ou
eficacia da formulagdo (Rosado-Aguilar et al., 2017). No presente estudo, a germinacao de
conidios de C. javanica foi avaliada apds incubagao com adjuvantes (1%, 3% e 5% de 6leo de
milho e 6leo de silicone a 0,01%) por 1 hora e inoculados em placas de meio artificial por 24h
e 48h. A avaliagdo da germinagdo fungica garante que essas substancias ndo inibiram ou
afetaram a viabilidade dos conidios de C. javanica, que € o propagulo responsavel por iniciar
a infeccdo do carrapato no campo. Além disso, a utilizagdo dos 6leos como adjuvantes nao
afetou a estabilidade da formulagdo, mantendo a capacidade de liberagdo do fungo, estudos
como o de Barbieri et al. (2023) relatam a nao utilizacdo do teste de compatibilidade o que
impactou diretamente em resultados medianos para a aplicagao dos tratamentos em campo
resultando em faixas de 50% de controle. Quanto a adesdo, os 6leos de milho e de silicone
apresentaram caracteristicas favoraveis, melhorando a fixagcdo do isolado na superficie do
carrapato, o que potencializa o contato com o agente bioldgico e aumenta a eficacia do
controle. Portanto, os resultados sugerem que os adjuvantes escolhidos sdo desejaveis, pois
mantiveram a alta viabilidade fingica, indicaram boa estabilidade e favoreceram a adesdo. A
aceitabilidade desses adjuvantes ¢ respaldada pela manutencdo da germinacdo e pela
compatibilidade com os parametros de eficacia, estabilidade e adesdo, essenciais para o
sucesso da formulagao.

Embora a germinacdo de conidios tenha sido maior que 98% em 24h e de 99% em 48h

para todos os grupos, a andlise estatistica ainda indicou que, apds 48h de incubagdo, o 6leo de
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milho ndo influencia a germinagdo de conidios mesmo nas concentragdes mais altas testadas.
Com base nesse resultado, a formulagdo pode ser preparada para posterior aplicagao até 48h
depois, confirmando que neste periodo de incubagdo, particularmente em concentragdes mais
altas, podem ndo afetar negativamente a viabilidade fungica, além de ndo reduzir a eficicia do
agente de biocontrole.

Apobs obtengdo dos resultados positivos do 6leo de milho, 6leo de silicone e
biocompatibilidade de C. javanica, o estudo avangou para os bioensaios in vitro com fémeas e
larvas de carrapatos. Muitos estudos ja testaram a eficidcia de fungos entomopatogénicos
contra larvas de R. microplus e fémeas ingurgitadas (Camargo et al., 2012; Quinelato et al.,
2012; Angelo et al., 2012; Nogueira et al., 2020) relatando alta patogenicidade de diferentes
espécies e isolados de fungos. No presente estudo, a suspensdo fungica (sem 6leo adicionado)
resultou em baixa mortalidade de carrapatos, indicando a viruléncia limitada deste isolado
fingico nao formulado sob as condigdes testadas, assim como em demais estudos (Meirelles
et al., 2023; Barbieri et al., 2023) (Tabelas 2 e 3). Além disso, a formulagdo contendo 6leo de
milho combinado com o6leo de silicone, sem a presenca de fungo, resultou em mortalidade de
carrapatos, porém, os niveis de mortalidade nao foram elevados o suficiente. Em contraste, a
formulacao oleosa contendo 5% de 6leo de milho alcangou um controle de fémeas de
Rhipicephalus microplus de 73%, demonstrando uma eficdcia mais pronunciada em
comparagao as outras formulagdes testadas.

Os resultados do bioensaio in vitro com larvas e fémeas destacaram a eficacia superior
das emulsdes fungicas em comparacdo aos grupos controle e suspensdes flingicas nao
formuladas, independentemente da concentracdo de conidios. Em ambos os grupos, 107 e 10®
conidios/mL, as emulsdes fungicas demonstraram mortalidade significativamente maior de
larvas de R. microplus e fémeas ingurgitadas, com eficicia aumentando ao longo do tempo.
Como esperado, entre os tratamentos testados, as emulsdes fungicas formuladas com maiores
concentragdes de 6leo (3% e 5%) superaram consistentemente as concentragdes mais baixas
(1%) e as suspensdes nao formuladas, atingindo taxas de mortalidade larval de 95% em 5 dias
apds o tratamento no grupo de 10® conidios/mL. Nossa hipotese foi confirmada porque a
adicdo de oleos minerais ou vegetais em formulagdes fingicas pode aumentar a eficacia
fingica, o que pode ser explicado pela maior aderéncia dos conidios na cuticula
proporcionada pelos adjuvantes oleosos presentes nas emulsdes, que possuem propriedade
lipofilica semelhante a parte mais externa da cuticula do carrapato (Angelo et al., 2010;

Camargo et al., 2012, 2014; 2016; Kaaya; Hassan, 2000).
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Aqui, a porcentagem de dleo nas emulsdes testadas foi semelhante (Barbieri et al.,
2023 -2,5%) ou muito menor do que em estudos anteriores [Angelo et al., 2010 (15% de 6leo
mineral), Camargo et al., 2012 (10% de 6leo mineral), Kaaya; Hassan 2000 (15% de 6leo de
amendoim)]. Além da menor concentragao de 6leo, o 6leo de milho foi escolhido porque os
6leos vegetais sdo mais facilmente biodegradaveis, reduzindo seu impacto ambiental e o risco
de contaminacdo do solo ou da 4dgua a longo prazo (Siniawski et al., 2007; Rosado-Aguilar et
al., 2017; Lee et al., 2022). Curiosamente, efeitos sinérgicos foram observados nos testes in
vitro com suspensoes de 10® conidios/mL combinadas com 1%, 3% ou 5% de 6leo de milho,
com o maior ¥* médio na concentracdo de 5% exibindo o poder micoacaricida da formulacao.
Além disso, as menores taxas de eclosdo e indices de producdo de ovos observados em
laboratério com as formulagdes fungicas (3% ou 5%) sugeriram que esses tratamentos
interferem nos parametros reprodutivos das fémeas, reduzindo a quantidade de ovos ¢ a
viabilidade das larvas, além de determinar a morte das fémeas em um menor periodo de
tempo.

A emulsio de 3% de 6leo de milho, 0,01% de 6leo de silicone, 1% de Tween 80® e 108
conidios/mL foi utilizada nos testes de semi-campo porque apresentou, nos testes de
laboratério, os melhores resultados (estatisticamente ndo diferente de 5%). Dessa forma, foi
possivel utilizar um menor percentual de 6leo, permitindo um uso mais racional e econdmico
dos insumos sem comprometer o desempenho do controle do carrapato. Os valores para
utilizacdo em campo, sdo o equivalente de 22 kg/ha de fungo, de acordo com as aplicagdes
nos vasos do teste semi-campo, o que resulta em utilizar um maior percentual de 6leo e menor
quantidade isolado fungico, evidenciando uma melhor viabilidade econémica dos tratamentos.
U. decumbens foi escolhida como forragem neste ensaio para simular as condi¢des de
pastagem brasileira, uma vez que ¢ uma forragem amplamente utilizada na pecudria brasileira
devido a sua adaptabilidade a varios biomas (Ferreira et al., 2021). No ensaio de semi-campo,
o grupo tratado com a emulsdo fungica reduziu drasticamente a recuperagdo de larvas em
comparagdo aos grupos controle (Figura 2). Resultados parecidos com R. microplus em
gramineas infestadas artificialmente também foram relatadas com outras formulagdes a base
de fungo entomopatogénico (Mesquita et al., 2020; Marciano et al., 2020). Aqui, as
suspensoes fungicas ndo foram testadas no ensaio de semi-campo devido a sua baixa eficacia
nos testes de laboratorio. A redugdo significativa na recuperagdo larval no presente estudo
sugere um impacto direto nos pardmetros bioldgicos e na mortalidade de fémeas ingurgitadas,

refor¢ando o potencial acaricida desta formulagdo de Cordyceps mesmo sob o efeito de
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estressores abidticos, como altas temperaturas e radiagdo solar UV, prejudiciais ao fungo.
Durante o experimento, observou-se variacdo na umidade relativa do ar, que oscilou entre
57% e 75%, e na temperatura média, entre aproximadamente 24 °C e 27 °C, condigdes que
podem ter influenciado a dindmica da infec¢do fingica e a mortalidade. Estudos anteriores
avaliaram a tolerancia a radiagdo UV de conidios fungicos em emulsdes de 6leo em agua,
indicando maiores tolerancias de fungos formulados em comparagdo aos nao formulados
(Paixd@o et al., 2017; Corval et al., 2020; Arévalo-Rojas et al., 2023), sugerindo o papel
fundamental do 6leo na protecdo da viabilidade dos conidios contra fatores abidticos em
condigdes de campo (Mesquita et al., 2020; Marciano et al., 2020).

Conforme descrito na literatura, a sobrevivéncia dos conidios sob estresses abidticos
pode ser aumentada pelo 6leo, contribuindo para uma maior persisténcia dos fungos no solo
(Marciano et al., 2020; Mesquita et al., 2020). No entanto, os resultados do presente estudo
sugerem que a persisténcia dos fungos no solo pode ndo ser sempre consistente ao longo do
tempo (Figura 2), indicando variabilidade devido as condigdes ambientais ou mesmo a
espécie/isolado do fungo. Aqui, a analise do solo de vasos tratados com fungos 24 horas apos
o tratamento exibiu uma alta quantidade de UFCs de C. javanica, enquanto 30 dias apds o
tratamento houve uma reducao significativa, ao contrario de estudos anteriores (Marciano et
al., 2020; Mesquita et al., 2020). Essa diminui¢ao pode ser atribuida a influéncia de fatores
abidticos, como influéncia da temperatura, baixa umidade e alta radiacio UV, que
frequentemente impactam a viabilidade de fungos entomopatogénicos no solo, mas também
pode ser atribuida a pouca adaptabilidade do fungo no ambiente do solo (Mesquita et al.,
2023). Apesar disso, aqui o numero total de UFC por grama de solo, 30 dias apds o
tratamento, foi maior (ou seja, 206.000 UFC/g de solo) do que em outros estudos com
condi¢des semelhantes [Mesquita et al. (2020) ~ 50.000 UFC/g de solo], sugerindo que,
embora a persisténcia dos conidios de C. javanica tenha reduzido com o tempo, o nimero de
conidios ainda foi suficiente para impactar na quantidade de larvas de R. microplus recém-
eclodidas.

Os achados do presente estudo se alinham com pesquisas anteriores enfatizando a
importincia de explorar combinagdes entre fungos entomopatogénicos e 6leos (Camargo et al.,
2012; Marciano et al., 2020; Mesquita et al., 2020; Barbieri et al., 2023). A selecao do 6leo de
milho como adjuvante na formulagdo ¢ sugerida para aumentar a adesdo conidial a cuticula do

carrapato, enquanto o 6leo de silicone melhorou a espalhabilidade do produto final. Dado que
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o uso de C. javanica permanece pouco explorado, este estudo representa uma contribui¢ao

significativa para o estado da arte no controle bioldgico de carrapatos usando bioinsumos.
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6 CONCLUSOES

A formulagdo de conidios de Cordyceps javanica associada a diferentes concentragdes
de oleo vegetal e 6leo de silicone foi eficaz no controle de Rhipicephalus microplus em

condi¢des laboratoriais € semi-campo.

O teste de compatibilidade evidenciou que a formulacdo manteve a germinacdo dos
conidios acima de 98% ap6s 24 e 48 horas de incubag¢do, indicando a viabilidade do isolado

fingico para uso pratico mesmo na maior concentragao de 6leo testado

Nos testes laboratoriais, a aplicacdo das formulacdes flingicas demonstraram eficacia
no controle de fémeas ingurgitadas de R. microplus, com uma mortalidade significativa apos

10 dias de tratamento, impactando nos parametros biologicos.

Em relagdo as larvas de R. microplus, as formulagdes também mostraram boa eficacia,

com mortalidade observada apds 5 dias de tratamento.

No teste semi-campo, a formulacdo selecionada de acordo com os testes in vitro sendo
10% conidios/ml com 3% de 6leo vegetal de milho e 0,01% de dleo de silicone, obteve a
menor recuperagdo larval, sugerindo que a formulacdo mantém a sua eficdcia na presenga de

fatores abiodticos.
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