UFRRJ
INSTITUTO DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

TESE DE DOUTORADO

Desenvolvimento de microparticulas com conidios de Metarhizium:
caracterizacao, estabilidade e aplicacéo no controle de Rhipicephalus
microplus.

Laura Nobrega Meirelles

2026



@

UFRR]

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

Desenvolvimento de microparticulas com conidios de Metarhizium:
caracterizacao, estabilidade e aplicacdo no controle de Rhipicephalus
microplus.

LAURA NOBREGA MEIRELLES

Sob a Orientacgéo da Professora
Vania Rita Elias Pinheiro Bittencourt

E coorientacdo das Professoras
Mariana Guedes Camargo
Yara Peluso Cid

Tese de doutorado submetida como requisito
parcial para a obtencdo do grau de Doutor
em Ciéncias no Programa de P6s-Graduagéo
em Ciéncias Veterinarias.

Seropédica — RJ
Janeiro de 2026



Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Biblioteca Central / Se¢do de Processamento Técnico

Ficha catalografica elaborada
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Meirelles, Laura Nobrega, 1994-

M511d Desenvolvimento de microparticulas com conidios de
Metarhizium: caracterizagdo, estabilidade e aplicacgdo
no controle de Rhipicephalus microplus / Laura
Nobrega Meirelles. - Barra do Pirai, 2026.

82 :£.3% il.

Orientadora: Vania Rita Elias Pinheiro Bittencourt.

Coorientadora: Mariana Guedes Camargo.

Coorientadora: vara Peluso Cid.

Tese (Doutorado) . —- Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Programa de Pés Graduagdo em Ciéncias
Veterinarias, 2026.

1. Carrapato do boi. 2. Encapsulamento fungico. 3.
Formulag¢des inovadoras. I. Bittencourt, vania Rita
Elias Pinheiro, 1959-, orient. II. Camargo, Mariana
Guedes, 1985-, coorient. III. Cid, Yara Peluso, 1982
, coorient. IV Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Programa de Pés Graduagdo em Ciéncias
Veterindrias. V. Titulo.




21/03/2026, 16:49 sipac.ufrrj.br/public/jsp/documentos/documento_visualizacao.jsf?idDoc=2046926

MINISTERIO DA EDUCACAO /A% UFRR)
UNIVERSIDADE FEDERALRURALDO RIODE 'S0
@ JANEIRO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
UFRRJ VETERINARIAS

ATA N°242 /2026 - PPGCV (12.28.01.00.00.00.00.50)

N° do Protocolo: 23083.004908/2026-62
Seropédica-RJ, 05 de fevereiro de 2026.

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA )
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

LAURA NOBREGA MEIRELLES

Tese submetida como requisito parcial para a obtengao do grau de Doutora em
Ciéncias, no Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Veterinarias.

TESE APROVADA EM 30/01/2026

3 . (Assinado digitalmente em 05/02/2026 11:39 )
(Assinado digitalmente em 05/02/2026 11:04 )

VANIA RITA ELIAS PINHEIRO
ISABELE DA COSTA ANGELO
PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR BITTENCOURT
DESP (12.28.01.00.00.00.00.52) PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR
Matricula: #4460247 DeptPA (12.28.01.00.00.00.00.55)

Matricula: #7942

(Assinado digitalmente em 06/02/2026 13:39 )

WENDELL MARCELO DE SOUZA (Assinado digitalmente em 11/02/2026 10:27 )
PERINOTTO JHONES LUIZ DE OLIVEIRA
PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR ASSINANTE EXTERNO
DESP (12.28.01.00.00.00.00.52) CPF: ##.##4.758-#4

Matricula: ##£006#0

(Assinado digitalmente em 05/02/2026 09:53 )
VALESCA HENRIQUE LIMA

ASSINANTE EXTERNO
CPF: ##2.##014-#%

Visualize o documento original em https://sipac.ufirj.br/public/documentos/index.jsp informando seu nimero: 242, ano:
2026, tipo: ATA, data de emissao: 05/02/2026 e o codigo de verificacdo: 876dc0d474

https://sipac.ufrrj.br/public/jsp/documentos/documento_visualizacao.jsf?idDoc=2046926 17



“A experiéncia nunca falha, apenas as nossas opinides falhnam, ao esperar da experiéncia
aquilo que ela ndo é capaz de oferecer.”
(Leonardo da Vinci)

“A vida é maravilhosa se ndo se tem medo dela.”
(Charles Chaplin)



Dedico este trabalho a Deus,
aos meus pais, ao meu marido e ao meu filho...



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus por todas as béngdos em minha vida e pela satde que
me permitiu sequir em frente e alcangar meus objetivos.

Aos meus pais, Dorvania e Paulo, meu porto seguro, agradego por estarem presentes em
todos os momentos. Obrigada pelos sacrificios feitos para que eu tivesse acesso a uma educacgao
de qualidade e pelo incentivo constante aos estudos. Amo vocés! Mée, obrigada por sua
dedicagdo a nossa familia e por ser minha maior inspiragcdo. Admiro sua trajetoria.

A minha irmé, agradeco pelos momentos felizes em familia e por todo o carinho que
dedica ao Gael.

Ao meu filho, Gael, minha maior dadiva, sou eternamente grata a Deus por me permitir
viver esse amor inexplicavel que ilumina meus dias. Tudo o que faco é para vocé e por voce.
Eu te amo imensamente, meu filho!

Ao meu marido, Danilo, que esteve ao meu lado em todas as etapas, do pré-vestibular
ao doutorado, deixo meu mais profundo reconhecimento pelo companheirismo, paciéncia e
amor. Obrigada por compreender os inimeros finais de semana e feriados dedicados ao
laboratdrio, pelas madrugadas em que me fez companhia durante a escrita e por todo apoio ao
longo de 13 anos de jornada juntos. Agradeco também por ser um pai tdo presente e dedicado
ao Gael e por assumir tantas responsabilidades quando precisei estar em Seropédica. Eu te amo!

Ao meu tio Oswaldo, agradeco pelas caronas até Seropédica durante a graduacao e o
mestrado, pela constante disponibilidade em ajudar e pelo carinho com a nossa familia.

Aos companheiros de quatro patas que ja passaram pela minha vida (Nininha, Paralisia,
Irm&o do Paralisia, Lassie, Estopa, Kako e Kiko) e aos que permanecem comigo (Mell, Cacau,
Day, Thor e Vira), obrigada pelo afeto incondicional e por tornarem meus dias mais leves e
felizes.

Ao melhor laboratério do mundo, minha segunda familia, agradeco pelo acolhimento,
pelo apoio nos inimeros experimentos e pelas risadas compartilhadas nos cafés da tarde. Aos
alunos de iniciacdo cientifica, vivéncia, estagiarios, colegas de pos-graduacdo e ao técnico
Adonis, registro minha gratiddo. As amigas Emily, Mariana, Thais, Jéssica, Victdria, Adriani e
Joana obrigada pela parceria e amizade que levarei para a vida. Em especial, Emily, ndo tenho
palavras para agradecer sua presenca tao importante nessa trajetoria, obrigada por me ouvir e
me apoiar sempre.

A todos os professores que fizeram parte da minha formacdo e aos que continuam
presentes, obrigada pela dedicacdo em transmitir ndo apenas conhecimento cientifico, mas
também licBes para a vida. Um agradecimento especial a minha orientadora, Professora Vania
Bittencourt, por me acolher no laboratério, apresentar o universo cientifico e caminhar comigo
até aqui. A minha coorientadora, Mariana Camargo, amiga, incentivadora e “socorrista” nas
horas vagas, agradeco pela confianca, apoio e parceria ao longo dessa caminhada. A Yara Cid
Peluso, agradeco pela coorientacdo e pelas contribuicdes nesta pesquisa. As coordenadoras do
Laboratorio de Controle Microbiano de Artropodes de Importancia Médico Veterinaria, Dra.
Vania Bittencourt, Dra. Isabele da Costa Angelo e Dra. Patricia Golo, agradeco pela dedicacédo
na estruturacdo de um ambiente de trabalho organizado, funcional e favoravel ao
desenvolvimento das atividades cientificas.

A banca Dra. Emily Mesquita, Dr. Everton Kort, Dra. Isabele da Costa Angelo, Dr.
Jhones Luiz de Oliveira, Dra. Valesca Lima, e Dr. Wendell Perinotto, obrigada pela
disponibilidade em contribuir para o aprimoramento deste trabalho.

A Universidade Rural, agradeco pelo acolhimento e pela inspiragdo de suas belas
paisagens. Aos funcionarios da Estacdo, em especial ao Zeca, pelo cuidado com o ambiente de
trabalho e pela disposicdo em ajudar sempre.



O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.



BIOGRAFIA

Laura Nobrega Meirelles, filha de Dorvania Nobrega Meirelles e Paulo Jasmin
Meirelles, nasceu em 23 de setembro de 1994, no municipio de Barra do Pirai, Rio de Janeiro.
Concluiu o Ensino Médio em 2012, no Centro de Estudos Integrados, em sua cidade natal.

Em marco de 2014, ingressou no curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), formando-se em dezembro de 2018. Durante a graduacao,
em 2015, passou a integrar o Laboratdrio de Controle Microbiano de Artropodes de Importancia
Médico Veterinaria (LCM), sob orientagdo da Professora Dra. Vania Rita E. P. Bittencourt,
atuando como bolsista de iniciacao cientifica do programa PIBIC até a conclusao do curso.

Em 2019, ingressou no Mestrado do Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias
Veterinarias da UFRRJ, sob orientacdo da Dra. Véania Rita E. P. Bittencourt e coorientagdo da
Dra. Mariana Guedes Camargo, concluindo em agosto de 2021. No mesmo ano, iniciou 0
Doutorado no mesmo programa, sob orientacdo da Dra. Vania Rita E. P. Bittencourt e
coorientacdo das Dras. Mariana Guedes Camargo e Yara Peluso Cid.

Entre setembro e dezembro de 2024, atuou como Professora Substituta da disciplina de
Parasitologia Meédica no curso de Medicina da Universidade de Vassouras. Atualmente, é
Professora do curso de Medicina Veterinaria do Instituto Brasileiro de Medicina de Reabilitacdo
e na Instituicdo Estacio Unidade Volta Redonda. Ao longo de sua trajetoria académica,
participou de cursos de aperfeicoamento, congressos e simposios, alem de colaborar ativamente
com o grupo de pesquisa do LCM, contribuindo com a publicacdo de resumos em anais de
eventos cientificos e artigos em periodicos especializados.



RESUMO

MEIRELLES, Laura Nobrega. Desenvolvimento de microparticulas com conidios de
Metarhizium: caracterizacdo, estabilidade e aplicacdo no controle de Rhipicephalus
microplus. 2026. 78 p. Tese (Doutorado em Ciéncias, Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2026.

Os fungos entomopatogénicos destacam-se como alternativa sustentavel no controle bioldgico
de Rhipicephalus microplus, especialmente diante do cenario de resisténcia aos carrapaticidas
quimicos. A producdo de microparticulas por gelificacdo idnica aplicada ao encapsulamento de
propéagulos surge como estratégia promissora, ao permitir a combinacdo de polimeros e
adjuvantes capazes de proteger o fungo de fatores ambientais e prolongar sua vida Util. Os
objetivos deste estudo foram desenvolver microparticulas contendo conidios de Metarhizium
anisopliae s.I. CG 148 encapsulados com diferentes associa¢@es de alginato de sddio (A) com
pectina (P), glicerol (G) ou quitina (Q). As microparticulas elaboradas foram avaliadas quanto
a eficiéncia do processo de encapsulamento, interferéncia da quitina na producao de conidios,
distribuicdo de tamanho, morfologia, estrutura, tempo de prateleira, toleréncia a radiacdo UV-
B, termotoleréncia e eficacia no controle de R. microplus em laboratorio e semi-campo. A
eficiéncia do encapsulamento foi determinada pela quantificacdo e analise da viabilidade dos
conidios encapsulados. Para investigar o efeito da quitina nas formulagdes, quantificaram-se 0s
conidios esporulados das microparticulas incubadas em meio de cultura. Formulagbes com
quitina (AQ, APQ, AGQ e APGQ) foram utilizadas nos experimentos seguintes. Foram
realizadas analises de distribuicdo de tamanho (ImageJ), morfologia por microscopia
(estereoscopica e eletronica de varredura), e espectroscopia no infravermelho (FTIR). As
microparticulas fungicas e os conidios ndo encapsulados (NEC) foram armazenados por um e
dois meses em temperatura ambiente e sob refrigeracdo. Para os ensaios de tolerancia, as
amostras foram expostas a radiacdo UV-B (6,0 kJ m2) ¢ ao calor (45 °C por 4 h). Foi avaliada
a eficacia das microparticulas no controle do carrapato em laboratorio e semi-campo. O
encapsulamento reduziu 2,5 vezes a concentracdo de conidios, sem comprometer sua
viabilidade. As particulas AQ, APQ, AGQ e APGQ apresentaram aumento de, respectivamente,
60,26; 84,77; 37,72 e 54,84% na producao de conidios comparadas as formulacfes sem quitina.
As microparticulas exibiram formato esférico com superficie mais homogénea (APQ e APGQ)
ou heterogénea (AQ e AGQ). O diametro médio das microparticulas AQ, APQ, AGQ e APGQ
foi igual a 1338, 1459, 1244 e 1367 um, respectivamente. As analises de FTIR sugeriram
interacdes fisicas entre a matriz polimérica e o fungo. NEC apresentou maior percentual de
geminacdo em relacdo as microparticulas em ambas as condi¢bes de armazenamento. O
armazenamento sob refrigeracdo foi mais eficiente na manutencdo da viabilidade das
microparticulas fungicas comparado ao ambiente. A germinacdo de NEC foi reduzida apo6s
exposic¢do a radiacdo UV-B (59,08%) e ao calor (0,19%) comparado a AQ (98,59% e 71,74%),
APQ (95,48% e 93,87%), AGQ (94,37% e 68,18%) e APGQ (97,95% e 75,5%),
respectivamente. Em laboratério, as microparticulas fangicas reduziram os parametros
bioldgicos e a sobrevivéncia de fémeas ingurgitadas comparado aos controles, porém sem
diferirem de NEC. Em semi-campo, AGQ reduziu o numero de larvas em 59,5% em relacdo ao
grupo sem tratamento, enquanto APQ foi ineficaz. Esses achados reforcam o potencial das
microparticulas fangicas como abordagem inovadora no controle de R. microplus, agregando
valor tecnoldgico a um produto final que oferece vantagens praticas para uso em campo, Como
facilidade de aplicacdo e maior estabilidade.

Palavras-chave: carrapato do boi, encapsulamento fungico, formulacdes inovadoras



ABSTRACT

MEIRELLES, Laura Nobrega. Development of microparticles with Metarhizium conidia:
characterization, stability and application in Rhipicephalus microplus control. 2026. 78 p.
Thesis (Phd in Science, Veterinary Sciences). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2026.

Entomopathogenic fungi are a sustainable alternative for the biological control of
Rhipicephalus microplus, particularly given the emergence of resistance to chemical acaricides.
The production of microparticles by ionic gelation for encapsulating propagules is a promising
strategy, as it allows polymers and adjuvants to be combined to protect the fungus and improve
its shelf life. This study aimed to develop microparticles containing Metarhizium anisopliae
s.l. CG 148 conidia encapsulated with different combinations of sodium alginate (A), pectin
(P), glycerol (G), and chitin (Q). The encapsulation efficiency and the influence of chitin
addition on conidia production were investigated, and the particles were analyzed for size
distribution, morphology, structure, shelf life, UV-B tolerance, thermotolerance, and efficacy
in controlling R. microplus in the laboratory and semi-fileld conditions. The ionic gelation
efficiency was assessed by quantifying and verifying the viability of the encapsulated conidia.
To investigate the effect of chitin on propagule production, the sporulated conidia of the
microparticles incubated in culture medium were quantified. Formulations containing chitin
(AQ, APQ, AGQ e APGQ) were used in subsequent experiments. Size distribution was
analysed using ImageJ, morphology was analysed using stereoscopic and scanning electron
microscopy, and infrared spectroscopy (FTIR) was performed. The microparticles and the non-
encapsulated conidia (NEC) were stored for one and two months at room temperature and in a
refrigerator. For tolerance tests, samples were exposed to UV-B radiation (6.0 kJ m2) and heat
(45 °C for four hours). The efficacy of the fungal microparticles in controlling ticks was
evaluated in laboratory and semi-field settings. Encapsulation reduced the concentration of
conidia by an average of 2.5x without compromising viability. Compared to formulations
without chitin, the AQ, APQ, AGQ and APGQ particles showed increases of 60.26%, 84.77%,
37.72% and 54.84%, respectively, in conidia production. The microparticles exhibited spherical
shapes with more homogeneous (APQ and APGQ) or heterogeneous (AQ and AGQ) surfaces.
The average diameter of the AQ, APQ, AGQ and APGQ microparticles was 1,338 um, 1,459
pm, 1,244 um and 1,367 um, respectively. FTIR analyses suggested physical interactions
between the polymeric matrix and the fungus. NEC exhibited greater germination than the
fungal microparticles under both storage conditions. Refrigerated storage was more efficient in
maintaining microparticle viability than ambient storage. NEC germination decreased after
exposure to UV-B radiation (59.08%) and heat (0.19%), compared to AQ (98.59% and
71.74%), APQ (95.48% and 93.87%), AGQ (94.37% and 68.18%) and APGQ (97.95% and
75.5%), respectively. In the laboratory, the microparticles reduced biological parameters and
the survival of engorged females compared to the control group, with no difference observed
in comparison to the NEC group. In semi-field conditions, AGQ reduced the number of larvae
by 59.5% compared to the untreated group, while APQ was ineffective. These findings
reinforce the potential of fungal microparticles as an innovative approach to controlling this
tick, adding technological value to a final product that offers practical advantages for field use,
such as easily application and greater stability.

Keywords: fungal encapsulation, cattle tick, innovative formulations
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1 INTRODUCAO

Espécies do fungo entomopatogénico Metarhizium apresentam grande potencial no
controle bioldgico de artropodes pragas. Estes entomopatogenos, isolados do solo ou de seus
hospedeiros, agem sobre os diferentes estagios de vida do artrépode e possuem mecanismo de
infeccdo através da penetracdo ativa pela cuticula. Estudos realizados em condigdes
laboratoriais, de semi-campo ou campo, demonstram resultados promissores no emprego de
fungos entomopatogénicos para o controle do carrapato Rhipicephalus microplus (Canestrini,
1887) (Acari: Ixodidae) Murrel & Barker, 2003. No entanto, mesmo com 0s avangos nas
pesquisas, ainda ndo ha, no Brasil, um produto comercial a base de fungos entomopatogénicos
oficialmente registrado para o controle de carrapatos.

Rhipicephalus microplus é um ectoparasito hemat6fago que infesta bovinos, sendo
responsavel por prejuizos econdmicos significativos na pecuaria brasileira. O controle deste
carrapato é predominantemente realizado com carrapaticidas quimicos, cujo manejo
inadequado tem agravado o cendrio de resisténcia quimica. Em todos os estados brasileiros
onde foram desenvolvidos testes de sensibilidade, ja foram detectadas populacdes de R.
microplus resistentes a pelo menos uma das bases quimicas comerciais disponiveis para o seu
controle. Diante dos desafios enfrentados no controle quimico desse carrapato, a
implementacdo de abordagens alternativas tornou-se indispensavel. Nesse contexto, 0 manejo
integrado de pragas, baseado na combinacao de métodos quimicos e biologicos com préticas de
manejo ambiental, tem como objetivo mitigar o desenvolvimento e a disseminacdo de
populacdes resistentes, reduzir os impactos ambientais e contribuir para sustentabilidade dos
sistemas produtivos, com destaque para o uso de fungos entomopatogénicos como uma
ferramenta promissora de controle bioldgico.

No entanto, fatores ambientais como temperatura elevada, irradiacéo solar excessiva e
umidade relativa baixa podem prejudicar a viabilidade e o desempenho desses
entomopatogenos em condicGes de semi-campo ou campo. Nesse cenario, 0 avanco tecnologico
é essencial para o desenvolvimento de formulacGes a base de fungos entomopatogénicos, que
ndo s6 proporcionem protecdo contra as intempéries ambientais, mas também otimizem a
manipulacéo e aplicacdo, além de prolongar a vida Util desses agentes microbianos.

A tecnologia de encapsulamento, tradicionalmente empregada nas industrias
alimenticia, farmacéutica e cosmeética, tem ganhado destaque na formulacdo de granulos
contendo agentes de biocontrole, como fungos e bactérias. Entre as diversas técnicas
disponiveis, a gelificacdo idnica se sobressai no encapsulamento de microrganismos por sua
simplicidade, baixo custo e eficiéncia. Essa técnica consiste na formacdo de uma matriz
polimérica ao redor das células microbianas, geralmente utilizando biopolimeros naturais,
como o alginato de sodio.

O encapsulamento de propagulos fungicos utilizando alginato de sddio associado a
outros biopolimeros naturais tém mostrado resultados promissores. Estas combinagdes podem
contribuir para a otimizacdo da producdo de microparticulas flngicas com caracteristicas
estratégicas para a aplicacdo no controle de carrapatos em condi¢cBes a campo. Neste contexto,
0 presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de microparticulas contendo
conidios de Metarhizium anisopliae s.l. CG 148 encapsulados em alginato de sédio combinado
a diferentes polimeros e /ou substancia adjuvante, utilizando o método de gelificagdo idnica,
assim como a avaliacdo da eficiéncia do processo de encapsulamento. As particulas elaboradas
foram avaliadas quanto a interferéncia da quitina na producdo de conidios, distribuicdo de
tamanho e morfologia externa, bem como caracterizadas estruturalmente por espectroscopia no
infravermelho. Adicionalmente, foram analisados o tempo de prateleira, a tolerancia a
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irradiacdo UV-B, a termotolerancia e a eficacia no controle de fémeas ingurgitadas de R.
microplus em condigdes laboratoriais e de semi-campo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Rhipicephalus microplus: Biologia, Impactos Econdmicos e Desafios no Controle
Quimico

O Brasil destaca-se entre os maiores produtores e exportadores de carne bovina no
cenario mundial. Em 2024, o rebanho nacional foi estimado em cerca de 194 milhGes de
cabecas, resultando em um volume recorde de exportacdes de 2,89 milhdes de toneladas de
carne bovina enviadas a 157 paises, com receita de US$ 12,8 bilhdes (ABIEC, 2025).
Paralelamente, a cadeia produtiva do leite e de seus derivados apresenta grande importancia
econdmica para o Brasil. O pais conta atualmente com mais de 1 milhdo de propriedades
leiteiras (Milkpoint, 2025) e ocupa a terceira posi¢cdo mundial em producdo, com mais de 34
bilhdes de litros anuais (MAPA, 2024).

Neste contexto, 0 avanco da pecudria nacional, associada a alta densidade de rebanhos
e ao clima favoravel, tem sido acompanhado do aumento da populacdo de carrapatos, com
impactos negativos na sanidade animal e economia do setor. Rhipicephalus microplus
(Canestrini, 1888), popularmente conhecido como “carrapato do boi”, ¢ um dos principais
ectoparasitos de bovinos em regides tropicais e subtropicais, cujo clima quente e umido
favorece sua disseminacdo (Estrada-Pefia et al., 2006). Tem sua origem na Asia e foi
introduzido no territorio brasileiro no inicio do século XVIII, provavelmente, pela
movimentacao de animais importados (Wharton, 1974).

O carrapato do boi € um parasito monoxeno, ou seja, precisa de um dnico hospedeiro
para completar seu ciclo de vida o qual compreende os estagios de desenvolvimento de ovos,
larvas, ninfas e adultos. Seu ciclo bioldgico apresenta duas fases, ndo parasitaria e parasitaria.
Em relacdo a fase ndo parasitaria, em condicdes climaticas ideais, a fémea totalmente
ingurgitada (teledgina), se desprende do animal, cai ao solo, metaboliza o sangue ingerido e
inicia a postura dos ovos no ambiente. Cada fémea pode colocar cerca de 3.000 ovos dos quais
as larvas eclodem e devido ao fototropismo positivo, séo atraidas pela luz, atingindo o apice
das gramineas. Ao alcancar o hospedeiro, as larvas se fixam e comegcam a se alimentar de
sangue, dando inicio a fase parasitaria. No corpo do animal, ocorrem as mudas de larvas para
ninfas e ninfas para adultos machos e fémeas, que realizam a copula. A fémea fertilizada inicia
0 processo de ingurgitamento, ou seja, consome volume significativo de sangue, 0,5a 1 mL,
com a finalidade de acumular nutrientes para o desenvolvimento dos ovos. ApGs aumentar
significativamente de tamanho, a fémea totalmente ingurgitada se desprende do hospedeiro e
cai no solo iniciando novamente a fase ndo parasitaria (Senbill et al., 2018).

A infestacdo dos bovinos por esse carrapato acarreta prejuizos diretos e indiretos ao
rebanho bovino. Os danos diretos incluem irritacdo, lesGes no couro, anemia e transmisséo de
agentes causadores de enfermidades graves. Ja os indiretos envolvem a reducdo do ganho de
peso, da producado de leite e da qualidade do couro, aléem do comprometimento da fertilidade
dos animais, e aumento dos custos relacionados ao controle do parasito e ao tratamento das
doencas por ele veiculadas (Calvano et al., 2019; Vannucchi; Teixeira, 2025). R. microplus atua
como importante vetor de agentes patogénicos associados a Tristeza Parasitaria Bovina (TPB).
Durante o processo de hematofagia, esse ectoparasito pode transmitir diretamente a corrente
sanguinea, protozoarios do género Babesia spp. e bactérias do género Anaplasma spp. A TPB
compreende um complexo de doencas responsaveis por alta morbidade e mortalidade dos
bovinos constituindo um dos principais desafios sanitarios da pecuaria (Hurtado; Giraldo-Rios,
2019). Sob essa perspectiva, 0 parasitismo do carrapato do boi gera impactos econémicos
expressivos na pecudria bovina em todo o mundo, com estimativas de gastos que atingem US$
3,24 bilhdes anuais apenas no Brasil (Grisi et al., 2014; Jonsson, 2006).



Nas Ultimas décadas, os carrapaticidas sintéticos permaneceram como o principal
recurso para o controle de carrapato dos bovinos (Andreotti; Garcia; Koller, 2019). Diferentes
classes de pesticidas estdo disponiveis comercialmente e tém indica¢do para o controle de
infestacBes de carrapatos, como organofosforados, piretroides sintéticos, lactonas
macrociclicas, formamidinas, benzoilfenil ureias, fenilpirazois e isoxazolinas (Rodriguez-
Vivas; Jonsson; Bhushan, 2018). No entanto, a facilidade de compra sem receituario
veterinario, a utilizacdo desses compostos quimicos sem o critério técnico recomendado em
bula, associada a aplicagbes sucessivas e auséncia de alterndncia entre principios ativos, tem
resultado em importantes consequéncias negativas. Entre elas destacam-se 0s impactos sobre a
biodiversidade, os riscos a saide humana e animal, além do aumento da pressdo de selecéo de
carrapatos resistentes (Dzemo et al., 2023; Rodriguez-Vivas; Jonsson; Bhushan, 2018). A
resisténcia aos acaricidas constitui um fendmeno multifatorial, resultante da interacdo entre
fatores genéticos, ambientais e de manejo. A auséncia de monitoramento sistematico e falhas
na vigilancia agravam esse quadro, dificultando a identificagdo precoce de sinais de resisténcia
e possibilitando sua rapida disseminacdo entre as populacfes do parasito (Klafke et al., 2024).

Das sete classes de acaricidas quimicos comercializadas no Brasil, foram relatadas
resisténcia a seis delas (Klafke et al., 2017; Reck et al., 2014; Vilela et al., 2020). Até o
momento, ndo ha relatos de resisténcia de R. microplus contra isoxazolinas. No Rio Grande do
Sul, Reck et al. (2014) identificaram uma populagdo de R. microplus, cepa Jaguar, como
resistente a seis acaricidas (cipermetrina, clorpirifés, fipronil, amitraz, ivermectina e fluazuron),
pertencentes a diferentes classes. Na mesma regido, Klafke et al. (2017) identificaram
resisténcia multipla, constatando que a maioria das populagdes testadas (78,85%) apresentava
resisténcia simultanea a pelo menos trés acaricidas diferentes. J& no Mato Grosso do Sul, os
estudos de Valsoni et al. (2020) demonstraram resisténcia, de uma cepa de R. microplus, a seis
classes de acaricidas de contato ou sistémicos e combinacdes de piretroides e organofosforados.
Segundo Klafke et al. (2024), as principais necessidades e prioridades para o controle eficaz do
carrapato bovino podem ser organizadas em trés dominios fundamentais: comunicacéo,
pesquisa e politicas publicas. Ainda, a integracdo estratégica desses eixos representa um passo
decisivo para a construcdo de um modelo de manejo mais consistente e sustentavel das
infestacOes por esse ectoparasito no Brasil.

2.2 Metarhizium spp. como Agente de Controle Microbiano de Rhipicephalus microplus

O controle bioldgico é uma estratégia de manejo de pragas que se baseia na utilizacdo
de inimigos naturais, incluindo predadores, parasitoides e patdgenos, para controlar populacdes
de organismos considerados danosos (Krebs, 2014). Alves (1998) definiu o controle microbiano
como um ramo do controle bioldgico que envolve o uso racional de microrganismos
patogénicos para a regulagdo de populagdes pragas. O termo “entomopatogénico” refere-se a
microrganismos, entre eles parasitos, bactérias, virus e fungos, que sdo capazes de infectar
insetos e outros artropodes terrestres, como acaros, carrapatos e aranhas, usando-0s como
hospedeiros para desenvolver parte de seu ciclo de vida (Delgado; Murcia-Ordofiez, 2011,
Rajput et al., 2024).

Definidos como um grupo filogeneticamente diverso, os fungos entomopatogénicos sao
microrganismos eucarioticos e heterotréficos, podendo ser unicelulares ou multicelulares
(filamentosos) e sua reprodugé@o ocorre por esporos sexuais, assexuados ou por ambos (Mora;
Castilho; Fraga, 2018). A primeira aplicagdo documentada de fungos entomopatogénicos no
controle de insetos ocorreu entre 1878 e 1879, quando Metchnickoff utilizou M. anisopliae para
infectar larvas do besouro Anisoplia austriaca. No Brasil, Pestana (1923) foi um dos pioneiros
ao reconhecer um fungo como agente potencial no controle de artropodes, ao identificar a
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infecgdo de uma cigarrinha das pastagens Tomaspis spp. por Penicillium anisopliae (Alves,
1998), atualmente reconhecido como M. anisopliae.

O género Metarhizium, pertencente a ordem Hypocreales, destaca-se por sua
importancia ecoldgica e potencial aplicacdo na biotecnologia e agricultura (Skinner; Parker;
Kim, 2014). Sua diversidade genética e especializacdo para diferentes grupos de hospedeiros
faz dele um aliado estratégico no controle bioldgico de pragas agricolas e vetores de doencas
(Lovett; St. Leger, 2018). Este género, que ao longo do tempo passou por reformulages e
revisoOes filogenéticas, inclui varias espécies de fungos, na sua maioria anamdrficas, que podem
ser isoladas do solo ou de artropodes hospedeiros (Bischoff; Rehner; Humber, 2009).
Amplamente distribuidos ao redor do mundo, esses entomopatdgenos, podem ser encontrados
de ambientes aridos a tropicais, habitats terrestres a aquaticos e climas articos a temperados
(Roberts; St. Leger, 2004).

A doenca causada por Metarhizium em artropodes é conhecida como muscardina verde,
nome derivado da coloracdo esverdeada dos conidios que recobrem os cadaveres dos
hospedeiros infectados (Roberts; St. Leger, 2004). De modo geral, o processo de infecgédo de
Metarhizium spp. em seu hospedeiro envolve as seguintes etapas: aderéncia, germinacao,
formacgdo do apressorio, penetracdo, colonizagdo da hemolinfa, extrusdo e esporulacdo. A
fixacdo dos conidios na cuticula do hospedeiro € a fase inicial e crucial para o sucesso da
infecgdo, envolvendo eventos ativos e passivos, como forgas hidrofdbicas, forcas eletrostaticas
e interacOes proteicas (Bidochka; St. Leger; Roberts, 1997; Ment et al., 2010). Uma vez
aderidos a cuticula, os conidios iniciam a fase de germinacdo, facilitada por condicdes
ambientais favoraveis. A germinacdo dos conidios consiste no desenvolvimento do tubo
germinativo que se diferencia em apressorio, estrutura que permite a penetracdo do fungo na
cuticula (Schrank; Vainstein, 2010). A penetracdo é um processo ativo que combina a acao
coordenada de enzimas hidroliticas que degradam a cuticula, como proteases, quitinases e
lipases e a pressdao mecanica aplicada pelo apressorio (Fang et al., 2009). Além disso, o
apressorio secreta uma camada de mucilagem que tem como fungéo a consolidacdo da unido
entre fungo e a cuticula (St.Leger et al., 1989). Ao atingirem a hemolinfa, as hifas diferenciam-
se em blastosporos, colonizando o hospedeiro. Essas estruturas espalham-se por todo o corpo
do carrapato utilizando seu sistema circulatorio para invadir outros tecidos (Mora; Castilho;
Fraga, 2018). Durante o seu crescimento, o fungo produz metabdlicos secundarios toxicos,
como as dextruxinas, que estdo relacionadas com seu potencial virulento. Estas toxinas tém a
capacidade de interromper varias fungdes e estruturas no corpo do carrapato (Vey; Hoagland;
Butt, 2001). Uma vez que o hospedeiro sucumbe totalmente a infeccdo e 0s recursos
nutricionais do fungo se esgotam, ocorre o processo de extrusdo das hifas e esporulacédo de
conidios. As hifasrompem a cuticula do carrapato e iniciam o desenvolvimento de conidioforos
que dao origem a novos conidios que recobrem o cadaver, auxiliando na dispersdo da biomassa
fangica e infeccdo de um novo hospedeiro (Aw; Hue, 2017).

Comparado com outros agentes de controle microbiano, os fungos entomopatogénicos
se destacam no controle de carrapatos porque conseguem infectar ativamente através da
cuticula, sem a necessidade de serem ingeridos ou penetrarem por cavidades naturais. Esses
entomopatdgenos desempenham um papel fundamental como inimigos naturais dos carrapatos,
demonstrando uma viruléncia relativamente especifica e atuando nas diferentes fases do ciclo
de vida destes artrépodes (Samish; Ginsberg; Glazer, 2004). Considerado um importante
microrganismo no manejo de pragas e vetores, M. anisopliae € uma das espécies de fungos
entomopatogénicos mais virulentas para carrapatos. Analises genéticas indicaram que M.
anisopliae ndo é uma Unica espécie, mas sim um complexo diversificado, conhecido como M.
anisopliae s.l. As espécies que o compBem apresentam particularidades, variando em fatores
como viruléncia, especificidade de hospedeiros e toleréncia a diferentes condi¢cdes ambientais
(Bischoff; Rehner; Humber, 2009).



A eficécia de M. anisopliae contra R. microplus tem sido amplamente investigada em
diferentes condicBes experimentais. Pesquisas em laboratdrio comprovaram a viruléncia deste
entomopatégeno contra o carrapato do boi, evidenciando seu potencial como agente
biocontrolador (Bittencourt; Massard; Lima, 1994; Camargo et al., 2012; Jones et al., 2021).
Em condigdes de semi-campo, estudos demonstraram sua eficdcia em um ambiente mais
préximo do natural (Camargo et al., 2014; Marciano et al., 2020; Mesquita et al., 2020). Ja os
ensaios realizados em campo (Camargo et al., 2016; Kaaya et al., 2011) consolidaram sua
aplicabilidade pratica no controle populacional do carrapato.

Camargo et al. (2012) observaram, em ambiente controlado, que formulagdes oleosas
de M. anisopliae s.I. Ma 959 apresentaram viruléncia contra diferentes estagios de
desenvolvimento de R. microplus (ovos, larvas e fémeas ingurgitadas). Sob condi¢6es de semi-
campo, Mesquita et al. (2020) verificaram que os vasos de Brachiaria brizantha tratados com
formulacdo oleosa de um isolado nativo de M. anisopliae (LCM S04) apresentaram nimero
significativamente menor de larvas de em comparagdo ao controle ndo tratado. Além disso, 0s
autores registraram a persisténcia do fungo no solo durante os cinco meses de pesquisa,
reforcando seu potencial para o controle bioldgico da fase ndo parasitaria do carrapato. No
ensaio em ambiente natural, Camargo et al. (2016) demonstraram a eficacia de uma formulagéo
oleosa de Metarril SP Organic plus® (produto comercial a base de Metarhizium spp.) no
controle da fase parasitaria dos carrapatos de bovinos alocados em piquetes, resultando em
significativa diminuigdo do numero médio de carrapatos coletados dos animais.

Impulsionado pela crescente integracdo de inovagdes biotecnologicas, o mercado
nacional de fungicidas microbianos tem apresentado crescimento expressivo nos Gltimos anos.
Esses entomopatdgenos sdo amplamente utilizados como alternativa sustentavel no manejo
integrado de pragas que atingem a agricultura (Kidanu; Hagos, 2020). Grandes empresas do
setor agricola no Brasil tém investido significativamente no desenvolvimento e comercializagdo
de produtos a base desses microrganismos, visando reduzir a dependéncia de produtos quimicos
convencionais e minimizar impactos ambientais (Mascarin et al., 2019; Rajput et al., 2024).
Até o final de 2024, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) havia
registrado 309 produtos como bioinseticidas, 119 como biofungicidas e 96 como
bionematicidas (Andreata et al., 2025).

Embora diversas pesquisas tenham demonstrado potencial dos fungos
entomopatogénicos no controle do carrapato R. microplus, ainda ndo existe no Brasil um
produto comercial registrado especificamente para esse proposito. A implementacdo do
Programa Nacional de Bioinsumos (PNB) surge como uma iniciativa capaz de mudar esse
cenario. O PNB, lancado em 2020 pelo MAPA, tem como propdsito fomentar, organizar e
expandir o uso de insumos bioldgicos e naturais na agricultura e na pecuaria brasileira. Além
disso, o programa possibilitou a implementacdo de normas essenciais para o0 avango da cadeia
produtiva desses produtos, como Marco Regulatério (Lei N° 15.070, de 23 de dezembro de 2024) que
dispde sobre a producdo, a importacdo, a exportacdo, o registro, a comercializacdo, 0 uso, a
inspecdo, a fiscalizacdo, a pesquisa, a experimentacdo, a embalagem, a rotulagem, a
propaganda, o transporte, 0 armazenamento, as taxas, a prestacdo de servicos, a destinacédo de
residuos e embalagens e os incentivos a producdo de bioinsumos para uso agricola, pecuario,
aquicola e florestal. A promulgacdo desta lei representa um marco relevante para o
fortalecimento do setor no Brasil, ao desvincular os bioinsumos da regulamentacdo de
pesticidas e fertilizantes, estabelecendo um regime juridico proprio (Andreata et al., 2025;
Policarpo et al., 2025).

2.3 Efeitos de Fatores Abidticos sobre Fungos Entomopatogénicos



A exposicdo a condi¢cdes ambientais adversas pode limitar de forma significativa a
utilizacdo de fungos entomopatogénicos em programas de controle de pragas (Santos et al.,
2022). Fatores estressantes como calor, frio, radiagdo ultravioleta, falta de nutrientes e
desidratagdo podem comprometer a viabilidade desses microrganismos, reduzindo sua
viruléncia, assim como capacidade de se disseminar e persistir no ambiente (Zimmermann,
2007a, 2007b). A radiacéo solar, especialmente nas faixas UV-A e UV-B, e a temperatura sao
considerados os principais fatores ambientais que comprometem a sobrevivéncia de fungos
entomopatogénicos em condicGes de campo (Couceiro et al., 2021).

A radiacdo UV-B atua diretamente sobre o DNA celular, promovendo danos que
resultam na formacdo de fotoprodutos, como dimeros de pirimidina (Braga et al., 2015;
Brancini et al., 2022). Como consequéncia, a exposi¢do a radiacdo pode atrasar a germinacao,
reduzir a viruléncia ou até causar a morte dos conidios, o que limita a dispersdo e reduz a
densidade populacional dos fungos (Brancini; Bachmann; Braga, 2021; Corval et al., 2021).
Em relacdo a temperatura, a maioria dos fungos entomopatogénicos é classificada como
mesdfila, apresentando crescimento em uma faixa entre 10 e 40 °C, com desenvolvimento ideal
entre 25 e 35 °C. Contudo, a exposicdo a estresses térmicos pode comprometer funcoes
metabolicas, além de provocar a desnaturacdo de proteinas e desorganizacdo das membranas
celulares dos conidios (Paix&o; Fernandes; Pedrini, 2019; Rangel et al., 2010; Slowik et al.,
2024).

O estresse causado por exposicdes excessivas a radiacdo e a temperatura afeta a
germinacdo e a culturabilidade dos conidios fungicos. Nesse contexto, Braga et al. (2001a)
observaram que um aumento de 30% na radiacdo UV-B reduziu significativamente a
capacidade de formacao de coldnias pelos conidios de Metarhizium spp. ARSEF 2575 e ARSEF
23. Os autores também verificaram que exposicdes curtas a UV-B, de apenas uma hora, ja eram
suficientes para retardar a germinacdo dos propagulos, enquanto periodos mais longos
provocaram atrasos que se estendiam por varios dias, indicando que dependendo da dose, 0
fungo necessita de mais tempo para se recuperar e completar o processo de germinacdo. De
maneira consistente com esses achados, Mesquita et al. (2020) investigaram a termotolerancia
de nove isolados de Metarhizium spp., observando que a temperatura de 42 °C reduziu a
viabilidade de todos os isolados, com excecdo de M. anisopliae LCM S01 e LCM S04, que
apresentaram germinacao relativa de aproximadamente 69% e 55%, respectivamente.

A recuperacdo lenta ap0s a exposicao a condicdes de estresse pode afetar a capacidade
de infeccdo do fungo no hospedeiro, reduzindo sua viruléncia e, consequentemente, seu
potencial de uso como agente de biocontrole em condi¢cdes ambientais. Essa relacdo foi
evidenciada por Keyser et al. (2014) que demonstraram que 0 atraso no crescimento pos-
estresse induzido pela exposicdo ao calor, em trés isolados de Metarhizium spp., reduziu a
eficacia desses entomopatogenos no controle de larvas de Galleria mellonella.

Bernardo et al. (2020) demonstraram que a sobrevivéncia de fungos submetidos ao calor
e a radiacdo UV-B depende de fatores como o isolado fungico, o tipo de propagulo e a
intensidade ou duracdo da exposicdo ao estresse. Em relacdo aos diferentes propagulos, os
autores verificaram que conidios aéreos tendem a ser mais resistentes tanto ao calor quanto a
radiacdo UV-B em comparacao aos blastosporos. Além disso, 0 estresse térmico mostrou-se
mais prejudicial aos blastosporos do que a radiacdo. De forma semelhante, Corval et al. (2021)
avaliaram a resisténcia de propagulos de Metarhizium spp. a UV-B e observaram que conidios,
blastosporos e microesclerédios de um mesmo isolado apresentaram niveis distintos de
tolerancia. No entanto, nao foi possivel identificar, de forma consistente, qual propagulo seria
0 mais resistente em cada isolado.

Isolados de fungos entomopatogénicos provenientes de diferentes regides geograficas
podem apresentar variages na sensibilidade & radiacdo UV-B e altas temperaturas. Nesse
sentido, Fernandes et al. (2007) avaliaram a tolerancia a radiacdo UV-B de 60 isolados de
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Beauveria spp., provenientes de diferentes localidades. Observaram que dentre os fungos
oriundos de latitudes de 0° a 22°, os de latitudes mais baixas apresentaram resisténcia maior do
que aqueles provenientes de latitudes mais elevadas. Da mesma forma, Rangel et al. (2005)
identificaram ampla variacéo na tolerancia ao calor de conidios de 16 isolados de M. anisopliae
e de um isolado de Metarhizium acridum, coletados entre as latitudes 61°N e 54°S, sendo que
os de latitudes mais altas mostraram maior suscetibilidade ao calor em comparacéo aos obtidos
proximos a linha do equador.

Estudos demonstraram que o cultivo sob iluminagdo pode aumentar a resisténcia de
conidios de fungos entomopatogénicos aos fatores ambientais adversos. Rangel et al. (2011)
identificaram que os conidios de Metarhizium robertsii ARSEF 2575 produzidos sob luz
apresentaram tolerancia a radiacdo UV-B cerca de duas vezes maior em comparacao aos
cultivados no escuro. No mesmo ambito, Dias et al. (2021) avaliaram dez espécies de fungos
entomopatogénicos, verificando que a exposic¢ao a luz aumentou a resisténcia de M. robertsii e
M. anisopliae ao calor, e de Cordyceps fumosorosea, M. robertsii e Metarhizium brunneum a
radiacéo.

A selecdo de isolados fangicos resistentes a condicbes ambientais desfavoraveis, em
especial as variagdes de radiacdo UV-B e temperatura, é fundamental para seu uso como
agentes de controle em campo. No entanto, a formulacdo desses entomopatogenos também é
indispensavel para garantir sua eficAcia no manejo de pragas. Diferentemente dos fungos
aplicados de forma direta, que apresentam alta suscetibilidade aos agentes estressantes do
ambiente, a formulacdo proporciona maior protecdo dos propagulos, favorecendo a
sobrevivéncia e a persisténcia dos microrganismos no ambiente. Sob essa perspectiva,
diferentes estratégias de formulacdo tém sido exploradas com resultados promissores. Barreto
et al. (2016) constataram que conidios de Metarhizium anisopliae s.s. formulados em 6leo
mineral puro, apresentaram maior tolerancia a 45 °C por periodos de 2, 4 e 6 horas, em
comparagdo com aqueles suspensos em solucdo de Tween 80. Do mesmo modo, Paixao (2017)
avaliou a combinacdo de conidios de Metarhizium spp. com Gleos puros ou misturados a
surfactantes para o preparo de emulsdes 6leo-em-agua. Essa abordagem proporcionou protecéo
significativa dos propagulos frente ao estresse térmico e, segundo o autor, constitui uma
estratégia de formulacdo promissora. Além de aumentar a tolerancia ao calor, pode também
potencializar a eficacia dos fungos por meio da melhora na dispersdo durante a pulverizacéo e
da maior adesdo dos conidios a cuticula dos hospedeiros. Resultados similares também foram
obtidos com formulagbes sélidas. Santos et al. (2021) observaram que a formulacdo de
microesclerddios de M. anisopliae IP 119 em pellets gerou particulas granulares capazes de
preservar a viabilidade do fungo ap6s secagem em leito fluidizado, armazenamento a 4 °C por
curtos periodos e exposicdo a elevadas doses de radiagdo UV-B. De forma semelhante,
Meirelles et al. (2023) demonstraram que o encapsulamento de conidios de M. anisopliae LCM
S01 em microparticulas de alginato de sddio a 2 ou 3%, por meio da técnica de gelificacdo
ibnica, aumentou a vida Util a temperatura ambiente, além de conferir maior tolerancia a UV-B
e a exposicado ao calor.

Além de aumentar a capacidade dos fungos de permanecerem viaveis e funcionais no
ambiente, a formulacdo de propagulos também contribui para a manutencéo da vida Gtil desses
entomopatogenos durante etapas como armazenamento e transporte. Outra vantagem € a
facilidade de aplicacdo em diferentes estratégias de controle, bem como a possibilidade de
incluséo de aditivos que estimulam a germinacéo e a adesdo ao hospedeiro. Em conjunto, esses
fatores diminuem a necessidade de reaplicacOes frequentes e reforcam o potencial dos
entomopatdgenos como agentes de biocontrole vidveis e economicamente competitivos
(Jenkins; Grzywacz, 2000; Quesada-Moraga et al., 2024).



2.4 Encapsulamento de Fungos Entomopatogénicos: Inovacdo no Desenvolvimento de
Formulagdes

As formulacBes granulares representam uma estratégia para 0 emprego de
microrganismos no controle bioldgico de pragas (Marciano et al., 2021). Os granulos sdo
estruturas solidas nas quais o ingrediente ativo, como um microrganismo, estad firmemente
incorporado, proporcionando protecdo contra condigdes ambientais adversas e facilitando o
manuseio durante a aplicacdo (Faria; Wraight, 2007). A tecnologia de encapsulamento é
amplamente utilizada nas industrias alimenticias, farmacéuticas e cosmética com a finalidade
de proteger, estabilizar e liberar, de forma controlada, ingredientes ativos, como enzimas,
probidticos, dleos essenciais e compostos bioativos (Zabot et al., 2022). O encapsulamento,
como método de imobilizacdo celular, tem ganhado relevancia na producdo de formulacdes
granulares contendo agentes microbianos de biocontrole (Celestino; Oliveira, 2022; Vindas-
Reyes; Chacdn-Cerdas; Rivera-Méndez, 2024). Essa técnica ndo apenas protege 0S
microrganismos dos intempeéries ambientais, mas também possibilita a liberacdo controlada do
agente encapsulado, facilita 0 manuseio e contribui para a redugéo tanto da quantidade de
biomassa empregada quanto a frequéncia das aplicagcdes (Bejarano; Puopolo, 2021; Vemmer;
Patel, 2013). Dentre as técnicas disponiveis para o encapsulamento de microrganismos, as mais
empregadas para fungos entomopatogénicos sdo o spray drying (Acufia-Jiménez et al., 2015;
De Jesus Seabra et al., 2024; Felizatti et al., 2021; Liu; Liu, 2009a), a coacervacao (Qiu et al.,
2019) e a gelificacdo ionica (Baldiviezo et al., 2023; Bitencourt et al., 2024; Liu; Liu, 2009b;
Lorenz; Humbert; Patel, 2020; Rodrigues et al., 2017).

No método de spray drying, uma suspensdo liquida contendo os propagulos fungicos,
materiais encapsulantes e/ou agentes protetores € pulverizada através de um atomizador dentro
de uma cdmera de ar quente (Felizatti et al., 2021). O contato com ar quente provoca evaporagao
instantanea da dgua e gera um po com particulas secas contendo o fungo encapsulado (Acufia-
Jiménez et al., 2015). As principais vantagens incluem rapidez no processo, facilidade de
armazenamento e transporte do produto final, boa reprodutibilidade, prolongamento da vida util
do fungo encapsulado e possibilidade de implementacdo em larga escala (Saberi-Riseh et al.,
2021). Nos estudos conduzidos por Felizatti et al. (2021) a técnica de spray drying foi aplicada
para o desenvolvimento de formulagdes em pé contendo conidios de B. bassiana. Os resultados
indicaram que essas formulagcdes proporcionaram maior protecdo dos conidios frente a
exposi¢ao térmica (60 °C por 4 horas) e a radiagdo UV (48 horas), quando comparado com 0
fungo ndo formulado, além de se mostrarem eficazes no controle de Spodoptera cosmioides,
com taxa de mortalidade de até 90%. Por outro lado, a técnica apresenta limitacdes,
especialmente para fungos sensiveis ao calor, cuja viabilidade pode ser comprometida pelas
altas temperatura relacionadas ao processo. Além disso, a aquisi¢éo do equipamento spray dryer
requer investimento elevado e a sua operacdo exige conhecimento técnico especializado (Jyothi
et al., 2010; Saberi-Riseh et al., 2021). As investigacdes de Liu, Liu (2009a) indicaram que o
processo tradicional de spray drying, conduzido a altas temperaturas (100/80 °C), provocou
reducdo na viabilidade dos conidios de B. bassiana, enquanto a secagem em condi¢Ges mais
amenas (60/30 °C) foi mais eficaz na conservagédo da vida util do fungo.

A coacervacdo € uma técnica de encapsulamento que envolve a combinacgéo de dois ou
mais polimeros de cargas elétricas opostas (catidnicos e anidnicos) (Jyothi et al., 2010). Ao se
misturarem, os polimeros interagem formando um complexo polieletrolitico denominado
coacervado. Durante esse processo, o fungo a ser encapsulado é incorporado na estrutura do
coacervado o que resulta na formacao de capsulas (Choudhury; Meghwal; Das, 2021). Entre
suas principais vantagens esta a alta eficiéncia de encapsulamento, que pode atingir até 99%,
além do fato de ndo envolver altas temperaturas, o que favorece a viabilidade de fungos
sensiveis ao calor (Qiu et al., 2019; Vemmer; Patel, 2013). Em estudo realizado por Qiu et al.
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(2019), o método de coacervacao foi utilizado para encapsular conidios de M. anisopliae em
particulas formadas por gelatina e goma arébica. Ap6s exposicao a radiacdo UV-B por 3 horas,
conidios encapsulados apresentaram altas taxas de germinacao, evidenciando o efeito protetor
da formulacdo. Além disso, os pesquisadores testaram a formulacdo contra formigas Solenopsis
invicta, obtendo resultados positivos no controle da praga. No entanto, a técnica exige controle
rigoroso, pois variacGes de pH e temperatura podem comprometer a formacao das capsulas.
Ainda, alguns protocolos podem demandar o uso de substancias nocivas para 0 microrganismo
(Zabot et al., 2022).

A gelificacdo idnica é uma técnica de encapsulamento por gotejamento que se destaca
por sua simplicidade e versatilidade (Melo; Constant, 2021). O processo consiste na formacao
de capsulas a partir da interacdo entre um polimero, geralmente o alginato de sodio, e ions de
calcio (Patil et al., 2010). A solucéo polimérica contendo o propagulo flngico a ser encapsulado
é gotejada numa solucdo de cloreto de célcio, resultando na gelificacdo instantanea do material
(Baldiviezo et al., 2023; Rodrigues et al., 2017). Este processo forma capsulas de gel que
envolvem e aprisionam o fungo no interior da matriz polimérica (Leong et al., 2016; Vemmer;
Patel, 2013). A gelificacdo idnica € um metodo muito vantajoso uma vez que ndo demanda o
uso de equipamentos especificos e ndo envolve a aplicacdo de substancias toxicas e altas
temperaturas, o que contribui para a manutencéo da viabilidade fangica (Vemmer; Patel, 2013).
Além disso, possibilita a liberacdo controlada do fungo no ambiente e pode ser facilmente
adaptada para producdo em escala industrial (Leong et al., 2016). Contudo, limitagcdes incluem
a sensibilidade das capsulas a ambientes com pH é&cidos e baixa estabilidade durante o
armazenamento prolongado, sob condic6es de variacdo de temperatura e umidade (Patil et al.,
2010).

No encapsulamento por gelificagdao i6nica, ¢ comum o uso do termo “beads” para se
referir as particulas solidas e esféricas resultantes do processo (Leong et al., 2016). A matriz
basica da capsula é formada por polimeros, preferencialmente biodegradaveis, como 0s
polissacarideos de origem natural. Dentre os mais utilizados, destacam-se: alginatos,
carrageninas, agar/agarose, goma gelana, goma de guar, goma arabica, amido, celulose, pectina
e quitosano (Guiseley, 1989; Murano, 1998; Smidsrod; Skjakbrk, 1990). O alginato de sodio,
um polimero extraido da parede celular de algas marinhas, € muito utilizado como matriz de
revestimento de compostos biologicos, devido ao seu baixo custo, biodegradabilidade,
biocompatibilidade e ampla disponibilidade (Garcia-Cruz; Foggetti; Silva, 2008; Martinez-
Cano et al., 2022). Embora seja solivel em agua, a adi¢éo de cations divalentes, como o calcio,
o0 torna insolivel, promovendo a formacgdo de géis ou filmes (Garcia-Cruz; Foggetti; Silva,
2008; Melo; Constant, 2021).

O uso combinado de diferentes biopolimeros naturais tem sido cada vez mais explorado
no encapsulamento de fungos entomopatogénicos através de gelificacdo i6nica (Pavithran et
al., 2024). Essa abordagem visa conferir maior resisténcia as capsulas, controle na liberagéo e
manutencdo da viabilidade do propagulo fangico encapsulado (Leong et al., 2016; Locatelli et
al., 2018). O desenvolvimento de capsulas que, além de oferecerem protecao ao microrganismo,
atuem como sistemas encapsulantes eficazes e funcionalmente bioativos é uma estratégia
promissora (Pavithran et al., 2024). Lorenz, Humbert e Patel (2020) encapsularam blastosporos
de Metarhizium pemphigi em granulos de alginato de sodio adicionado de quitina, através da
técnica de gelificacdo idnica. Verificaram que o uso de polimeros nutritivos para o fungo, como
a quitina, transforma os granulos em microfermentadores que multiplicam a producdo dos
conidios aéreos, o0 que pode reduzir a quantidade de particulas necessarias para o controle de
artropodes. Além disso, a formulagdo com quitina permitiu a maior sobrevivéncia dos conidios
ao processo de secagem. A incorporagdo da pectina no encapsulamento de fungos
entomopatogénicos por gelificacdo idnica é uma abordagem promissora em razdo das
propriedades estruturais e funcionais deste biopolimero (Martau; Mihai; Vodnar, 2019;
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Rosales; Fabi, 2023). Ao interagir com ions célcio, a pectina forma uma rede tridimensional de
gel capaz de aprisionar as células no interior das capsulas. Desta forma, a gelificacdo da pectina
permite a formacdo de gotas densas e regulares que resultam em capsulas com formato esférico
uniforme, mais rigidas e mecanicamente resistentes (Bekhit et al., 2016; Krell et al., 2018).

Além dos polimeros utilizados na formacdo da matriz encapsulante, substancias
denominadas adjuvantes funcionais sdo adicionadas a formulagdo com o objetivo de otimizar
as propriedades fisico-quimicas das cépsulas e assegurar a viabilidade do microrganismo
encapsulado (Bejarano; Puopolo, 2021). O glicerol tem propriedade plastificante e pode ser
incorporado em matrizes poliméricas a base de alginato de sddio (Dos Santos et al., 2015;
Locatelli et al., 2018; Sarma et al., 2023). Seu papel principal é aumentar a flexibilidade e
resisténcia mecanica das capsulas, prevenindo sua fragilidade em etapas como processo de
secagem, armazenamento e aplicacdo no campo. Dos Santos et al. (2015) demonstraram que
uso do método de gelificacdo idnica para o encapsulamento de Trichoderma sp, fungo usado
no biocontrole de fitopatdgenos, em esferas de alginato adicionadas de maiores concentragdes
de glicerol, permitiu a manutencdo da viabilidade celular por longos periodos em temperatura
ambiente. Além disso, Sarma et al. (2023) utilizaram a técnica de gelificacdo i6nica para
producéo de esferas liofilizadas de alginato de sodio e glicerol capazes de manter a viabilidade
dos conidios de M. anisopliae, encapsulados, por um periodo de 10 meses de armazenamento
em temperatura ambiente.

Trabalhos recentes avaliaram o potencial de particulas de alginato contendo fungos
entomopatogénicos encapsulados atraves da gelificagao i6nica, para o controle dos carrapatos
Ixodes ricinus e R. microplus, do triatomineo Triatoma infestans e do mosquito Aedes aegypti.
Lorenz, Humbert e Patel (2020) testaram o potencial dos blastosporos de M. pemphigi,
encapsulados em alginato de sddio com a adi¢do de amido de milho ou quitina, no controle de
I. ricinus. Observaram que o0s conidios aéreos recém-formados de ambas as formulacGes
apresentaram alta viruléncia e causaram 100% de mortalidade das ninfas do carrapato.
Meirelles et al. (2023) encapsularam conidios de M. anisopliae em 2% ou 3% de alginato de
sodio e constataram que as particulas formadas foram capazes de diminuir os parametros
bioldgicos das fémeas de R. microplus de forma mais significativa do que os conidios nédo
encapsulados. Nos estudos conduzidos por Bitencourt et al. (2024), capsulas a base de alginato
de sddio contendo conidios de B. bassiana demonstraram eficiente taxa de liberacéo e atividade
larvicida em ensaios realizados tanto em laboratorio quanto em condicBes de semicampo. As
analises histopatologicas das larvas tratadas com as capsulas revelaram a presenca do fungo no
trato digestivo, além de lesdes evidentes nos enterdcitos. Baldiviezo et al. (2023) avaliaram, em
condicdes de semicampo, a atividade bioinseticida e o efeito residual de conidios de B. bassiana
encapsulados em alginato de sodio sobre ninfas de T. infestans resistentes a piretroides. Os
resultados demonstraram que a formulacdo encapsulada promoveu maior mortalidade das
ninfas em comparacdo a forma ndo encapsulada do fungo. Além disso, 0 encapsulamento
contribuiu para a preservacdo da viabilidade dos conidios ao longo de todo o periodo
experimental, evidenciando sua eficacia nas condi¢es testadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de Realizagdo dos Experimentos

A maior parte dos experimentos foram realizados no Laboratério de Controle
Microbiano de Artropodes de Importancia Médico Veterinaria (LCM). O laboratério fica
localizado na Estacdo Experimental para Pesquisas Parasitoldgicas 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, Brasil. A andlise por FTIR foi realizada na Central Analitica
Multiusuérios do Programa de Pés-graduacdo em Quimica da UFRRJ (CAM/UFRRJ). Ja as
andalises de microscopia eletrénica de varredura, foram realizadas no Centro de Tecnologia e
Mineral (CETEM) da Universidade Federal do Rio de Janeiro, estado do Rio de Janeiro, Brasil,
nas coordenadas geogréaficas 22°41'S e 43°41'0.

3.2 Obtencéo e Manutencgéo do Isolado Fungico de Metarhizium anisopliae s.1.

O isolado CG 148 de Metarhizium anisopliae sensu lato (s.l.) (Metschn.) Sorokin
(Hypocreales: Clavicipitaceae), obtido de um inseto da familia Cercopidae no estado de Mato
Grosso do Sul, Brasil, em 1982, foi utilizado para o preparo das microparticulas fangicas. O
isolado foi cedido pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF, Brasil. O cultivo foi realizado em meio de cultura agar
batata dextrose (BDA) (Kasvi), a 25 £ 1 °C e umidade relativa (UR) > 80% por 14 dias, sob um
fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo. Apds este periodo, as placas foram
armazenadas a 4 °C. O isolado fungico foi escolhido com base em estudos anteriores (Perinotto
et al.,, 2014) que demonstraram alta viruléncia contra larvas e fémeas de Rhipicephalus
microplus.

3.3 Obtencao da Suspensdo Fungica Aquosa

Para obtencédo da suspenséo fingica aquosa do isolado M. anisopliae, os conidios foram
raspados da superficie do meio BDA e suspensos em solucdo de 0,02% de Tween 80® (Isofar).
A suspensao foi quantificada em cadmara de Neubauer, e ajustada para a concentracao desejada.
Um teste de viabilidade dos conidios foi realizado apds o preparo de todas as suspensées, sendo
consideradas adequadas apenas as que apresentaram valores iguais ou superiores a 95% de
germinacao fungica (Alves, 1998).

3.4 Obtencao e Manutencdo do Carrapato Rhipicephalus microplus

Para a realizacdo do experimento foi utilizada a cepa brasileira de R. microplus
denominada Porto Alegre (POA), gque € sensivel a acaricidas. Para a obtencdo da quantidade
necessaria de fémeas ingurgitadas, foi realizada infestacdo artificial de bovinos mantidos
alojados em baias de alvenaria. Apds o periodo de aproximadamente 21 dias, as teledginas
foram coletadas do piso das baias dos animais (Comité de Etica no Uso de Animais/IVV/UFRRJ,
protocolo n° 6274250624) na Estacdo Experimental para Pesquisas Parasitologicas W. O. Neitz
do DPA, 1V, UFRRJ, Brasil. As fémeas foram levadas até o laboratério, lavadas com agua
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corrente, imersas por trés minutos em solucdo de hipoclorito de sodio a 0,05% para assepsia da
cuticula e secas em papel toalha. Posteriormente, foram pesadas e separadas em grupos
homogéneos quanto ao peso.

3.5 Encapsulamento Fungico por Gelificagéo Idnica

As microparticulas foram preparadas pelo método de encapsulamento por gelificagdo
ionica (Meirelles et al., 2023) (Figura 1). Os polimeros alginato de sodio (Sigma®), pectina
(Sigma®) e quitina (Sigma®), assim como a substancia adjuvante glicerol (Sigma®) foram
utilizados na concentracdo de 2% (p/v). A selecdo dos polimeros e da substancia adjuvante,
bem como a definicdo de suas concentracdes, baseou-se em resultados de estudos prévios e das
propriedades individuais de cada substancia, consideradas adequadas para esse tipo de
formulacdo. O alginato de sodio foi escolhido pela elevada capacidade de formar géis estaveis
por meio da gelificagdo ionica (Meirelles et al., 2023); a pectina por conferir maior rigidez
estrutural as céapsulas (Locatelli et al., 2018); o glicerol, por apresentar propriedades
higroscopicas, plastificantes e osmoprotetoras (Sarma et al., 2023); e a quitina, por atuar como
fonte nutricional e favorecer a multiplicacdo dos propagulos (Lorenz; Humbert; Patel, 2020).
Inicialmente, para a formacdo da matriz encapsulante, os seguintes grupos de microparticulas
fangicas foram formados: alginato de sédio (A); alginato de sédio + quitina (AQ); alginato de
sodio + pectina (AP); alginato de sddio + pectina + quitina (APQ); alginato de sddio + glicerol
(AG); alginato de sddio + glicerol + quitina (AGQ); alginato de sodio + pectina + glicerol
(APG) e alginato de sodio + pectina + glicerol + quitina (APGQ).

As solucBes de polimeros foram preparadas através da dissolucdo dos mesmos
diretamente na suspensdo fungica, com o auxilio de agitador magnético para se obter uma
mistura homogénea. As solugdes poliméricas contendo o isolado fungico foram gotejadas,
através de seringa e agulha estéril (18G x 1 1/2”), em solugdo de cloreto de calcio (CaCly)
(Dinamica) a 0,1 M (Figura 1). Ap0s o preparo, as microparticulas foram colocadas em
peneiras e lavadas com agua destilada estéril para remocédo do excesso de CaCl,. Em seguida,
foram secas em estufa com circulacdo forcada de ar a 27 °C durante 15 horas (Rodrigues et al.,
2017). As microparticulas sem o fungo encapsulado (grupo controle) foram preparadas como
descrito anteriormente, no entanto a dissolugdo dos polimeros foi efetuada na solucao de 0,02%
de Tween 80® sem a presenca do fungo.

Um lote de microparticulas fungicas foi preparado para cada experimento desenvolvido,
de modo que as particulas ndo permaneceram armazenadas.
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Figura 1: Esquema ilustrativo do processo de desenvolvimento das microparticulas contendo
conidios de Metarhizium anisopliae s.l. CG 148 encapsulados, atraves do método de gelificacao
ibnica.

3.6 Eficiéncia do Processo de Encapsulamento Fungico

A eficiéncia do processo de gelificacdo idnica, utilizando como matriz encapsulante
alginato de sddio e as diferentes combinagdes de polimeros (pectina e quitina) e substancia
adjuvante (glicerol), foi avaliada quanto a capacidade de encapsulamento dos conidios e a
interferéncia na viabilidade fungica. Uma aliquota de 1 g das microparticulas fungicas foi
solubilizada em 10 mL de solugdo de citrato de sodio (Sigma®) a 2% acrescida de Tween 80®a
0,02% (Locatelli et al., 2018) e a suspensao obtida foi quantificada em camara de Neubauer.
Os valores das concentracdes da suspensdo inicial, utilizada para o preparo das microparticulas,
assim como das suspensdes obtidas ap0ds a solubilizacdo das mesmas foram comparados. Essa
analise permitiu avaliar a capacidade de encapsulamento dos conidios, aléem de identificar
possiveis perdas deste propagulo ao longo do processo (Meirelles et al., 2023).

Para avaliar a interferéncia do processo de gelificacdo ibnica na viabilidade dos
conidios, 20 pL de cada suspensdo fangica (suspensdo inicial utilizada para o preparo das
microparticulas e a suspenséo obtida apds solubilizacdo das mesmas) a 1 x 10° conidios/mL foi
inoculada em placas de Petri (60 x 15 mm, Kasvi) contendo 8 mL de meio de cultura BDA +
benomyl a 0,002% (p/v) (50% de ingrediente ativo; Benlate®, DuPont) (Milner; Huppatz;
Swaris, 1991). Foram feitas trés réplicas por grupo. As placas foram incubadas por 24 h a 25
°C+1°CeUR >80%. A germinagdo fingica foi avaliada em microscopio optico (Nikon;
ECLIPSE E200MV R) (x40) apos coloragdo com azul de metila. Foram contados pelo menos
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300 conidios germinados e ndo germinados por placa e o valor percentual de germinacéao
fangica foi estipulado (Lopes et al., 2013).

A avaliagdo da concentracéo e viabilidade dos conidios foi realizada em cada lote de
microparticulas fungicas produzido para cada experimento desenvolvido.

3.7 Avaliacdo da Interferéncia da Quitina na Producéo de Conidios das Microparticulas
Fungicas

Para avaliar se a quitina incorporada na formulagéo estimula ou ndo a maior produgéo
de conidios, 0,125 g de microparticulas contendo a quitina (AQ; APQ; AGQ; APGQ) ou nao
(A; AP; AG; APG) foram colocadas na superficie do meio BDA + Cloranfenicol a 0,05% (p/v)
contido em placas de Petri (trés placas por grupo). Estas permaneceram incubadas a 27 °C e
UR > 80% durante 15 dias. Apds este periodo, as microparticulas esporuladas foram raspadas,
com auxilio de lamina de bisturi, e suspensas em 10 mL de Tween 80® a 0,02% (Lorenz;
Humbert; Patel, 2020). A suspensdo foi homogeneizada, quantificada, com o auxilio da cAmara
de Neubauer (Alves, 1998) e o numero de conidios por grama de particula foi posteriormente
determinado. Os experimentos foram repetidos trés vezes.

As formulagdes com quitina (AQ, APQ, AGQ e APGQ) foram selecionadas para
compor o0s grupos das analises seguintes.

3.8 Caracterizacao das Microparticulas Fungicas

As microparticulas contendo conidios fangicos encapsulados (AQ, APQ, AGQ e
APGQ) foram caracterizadas através das analises de distribuicdo de tamanho, morfoldgicas e
estrutural.

3.8.1 Analise da distribuicdo de tamanho

Imagens de 100 microparticulas foram obtidas de microscépio estereoscopio. Em
seguida, a distribui¢do do tamanho do didmetro das particulas foi realizada por meio da analise
das imagens no software ImageJ (Maruyama et al., 2020).

3.8.2 Analises morfoldgicas

A morfologia externa das microparticulas AQ, APQ, AGQ e APGQ contendo conidios
encapsulados germinados ou ndo germinados foi avaliada. Para estimular o processo de
germinacao dos conidios encapsulados, as microparticulas foram distribuidas sobre a superficie
do solo umido e estéril, acondicionado em Placas de Petri de vidro (60 x 15 mm). Em seguida,
as placas foram incubadas por sete dias a 27 + 1 °C e UR > 80. As analises morfologicas foram
realizadas atraves de observacdes em microscopio estereoscépio e microscopia eletrénica de
varredura (MEV) com espectrometria de dispersdo de energia (EDS) acoplada.

Para realizacdo da MEV, as microparticulas foram aderidas in natura sobre um suporte
de aluminio, com o auxilio de fita de carbono adesiva dupla face, e revestidas com prata em
Baltec SCD 050 Sputter Coater, através da utilizacdo de vacuo com argonio e aplicagdo de uma
corrente de 30 mA durante 250 segundos. Para a visualizacdo e registros das fotos foi utilizado
0 microscopio eletrénico de varredura FEI Quanta 400 (FEI Company, Oregon, USA) em alto
vacuo, tensdo de aceleracdo de elétrons de 20 kV, com detector de elétrons retroespalhados e
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EDS Esprit 2.5 da Bruker. Ambos os aparelhos s&o pertencentes ao Centro de Tecnologia e
Mineral (CETEM) da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

3.8.3 Andlise por espectroscopia no infravermelho (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi utilizada
para identificacdo estrutural dos polimeros e de seus grupos funcionais, assim como para avaliar
a interacdo entre os conidios M. anisopliae s.I. CG 148 e a matriz polimérica de
encapsulamento. Qualquer mudanca nos espectros que represente uma interacdo entre
componentes das particulas contendo o fungo encapsulado, podem prever um mecanismo de
protecdo (Maruyama et al., 2020). A analise por FTIR foi realizada na Central Analitica
Multiusuérios do Programa de Pds-graduacdo em Quimica da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (CAM/UFRRJ) utilizando um instrumento BRUKER VERTEX 70. O modo de
reflectancia total atenuada (ATR) foi utilizado, com uma faixa de 4000-400 cm™, 16 varreduras
por amostra e uma resolucéo de 4 cm™.

As seguintes amostras foram analisadas: alginato de sddio (A); pectina (P); glicerol (G);
quitina (Q); conidios fungicos (Ma); microparticulas de alginato + quitina sem fungo (AQ);
microparticulas fungicas de alginato + quitina (AQ/Ma); microparticulas de alginato + pectina
+ quitina sem fungo (APQ); microparticulas fungicas de alginato + pectina + quitina (APQ/Ma);
microparticulas de alginato + glicerol + quitina sem fungo (AGQ); microparticulas fangicas de
alginato + glicerol + quitina (AGQ/Ma); microparticulas de alginato + pectina + glicerol +
quitina sem fungo (APGQ); microparticulas fungicas de alginato + pectina + glicerol + quitina
(APGQ/Ma).

3.9 Avaliacédo do Tempo de Prateleira das Microparticulas Fungicas

Os conidios encapsulados nas formulacdes AQ, APQ, AGQ e APGQ, assim como 0S
conidios ndo encapsulados (NEC), foram armazenados em microtubos do tipo Eppendorf por
um periodo de dois meses, sob duas condicGes de temperatura diferentes: ambiente (24,8 °C;
bancada do laboratério) e refrigeracéo (5 °C; geladeira) (adaptado de Meirelles et al., 2023). As
amostras foram avaliadas ao final do primeiro e do segundo més de armazenamento quanto a
viabilidade fungica, conforme metodologia descrita anteriormente no item 3.6.

O grupo NEC foi obtido por meio da raspagem dos conidios fungicos da superficie do
meio de cultura. Esses conidios corresponderam aos mesmos utilizados na preparacdo da
suspensdo fangica empregada na elaboracdo das microparticulas. As temperaturas minima e
méaxima de cada condicdo de armazenamento (ambiente e refrigeracdo) foram monitoradas e
registradas semanalmente ao longo de todo o periodo experimental.

3.10 Avaliacdo da Tolerancia a Irradiacdo UV-B dos Conidios Fungicos Encapsulados

Para avaliar a tolerancia a irradiacdo UV-B dos conidios de M. anisopliae s.I. CG 148
encapsulados, 1 g de microparticulas AQ, APQ, AGQ e APGQ foram colocadas em placas de
Petri de vidro (60 x 15 mm) para serem expostas a radiacdo. Paralelamente, foi preparada uma
suspensdo aquosa (Tween 80® a 0,02%) contendo conidios ndo encapsulados do isolado CG
148 (NEC), conforme descrito no item 2.3. Uma aliquota de 20 pL da suspensdo fungicaa 1 x
10° conidios/mL foi inoculada em placas de Petri (60 x 15 mm) contendo 8 mL de BDA +
benomyl a 0,002% (p/v) (Braga et al., 2001a; Milner; Huppatz; Swaris, 1991).
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As placas contendo microparticulas e aquelas com suspensdes do fungo néo
encapsulado foram expostas a irradiagdo UV-B por 2 h 30 min, correspondendo a uma dose
total de 6,0 kJ m2, em cdmara equipada com duas lampadas fluorescentes TL20 W / 12 RS
(Philips). Nos grupos controle (microparticulas e suspensdes ndo expostas a irradiacdo), as
placas foram envoltas em papel aluminio e mantidas na cdmara para garantir condi¢Ges
experimentais equivalentes.

Todas as placas foram recobertas com filme de diacetato de celulose com 0,13 mm de
espessura (JCS Industries) que bloqueia radiagbes com comprimento de onda < 290 nm. Esse
procedimento permitiu a passagem da maior parte da radiacdo UV-B (290-320 nm) e de
pequena fracdo de UV-A (320-400 nm), bloqueando tanto a radiacdo UV-C (< 280 nm)
comprimento de onda curta da UV-B (280-290 nm), simulando a a¢do da camada de ozonio. A
acdo de danos ao DNA (dimerizagdo da pirimidina), desenvolvida por Quaite, Sutherland e
Sutherland (1992) foi usado para calcular as irradiancias UV. O espectro de irradiacdo emitido
pelas lampadas foi medido com o espectrorradidmetro Ocean Optics USB 2000 (Dunedin, FL).

Para determinar a viabilidade dos conidios expostos ou ndo a irradiacdo UV-B, as
microparticulas fangicas de alginato de sédio, foram solubilizadas em citrato de sodio 2% (p/v)
conforme descrito anteriormente no tépico 3.6. Em seguida, uma aliquota de 20 pL (1 x 10°
conidios/mL) das particulas solubilizadas foi inoculada em placas de Petri (60 x 15 mm)
contendo 8 mL de BDA + benomyl a 0,002% (p/v). Todas as placas foram incubadas por 24 h
a25=+1 °Ce UR > 80%, para avaliagao da germinacao dos conidios.

As porcentagens relativas de germinacdo foram calculadas através da relagcdo entre o
numero de conidios germinados expostos a radiacdo e 0 nimero de conidios germinados nao
expostos a radiacdo (Braga et al., 2001b). Os experimentos foram repetidos duas vezes.

3.11 Avaliagdo da Termotolerancia dos Conidios Fungicos Encapsulados

Para avaliar o efeito da temperatura sobre os conidios de M. anisopliae s.I. CG 148, 1 ¢

de microparticulas (AQ, APQ, AGQ e APGQ) ou 2 mL de suspensédo fungica aquosa com
conidios ndo encapsulados (1 x 10° conidios/mL), do mesmo isolado, foram transferidos para
tubos de vidro com tampa de rosca e submetidos a banho-maria a 45 £ 1 °C por 4 h (Fernandes
et al., 2008). Os controles foram formados pelos mesmos grupos e mantidos a 25 £ 1 °C em
camara climatizada.
Apds a exposicao ou ndo ao calor, as microparticulas foram solubilizadas em citrato de sodio
2% (p/v) e a suspensdo obtida inoculada em BDA + benomyl a 0,002% para avaliacdo da
viabilidade fangica, seguindo o mesmo procedimento para a suspensao aquosa com conidios
ndo encapsulados. Todas as placas foram incubadas por 24 h a 25 £ 1 °C ¢ UR > 80% para
avaliacdo da germinacdo dos conidios, conforme descrito anteriormente no topico 3.6. As
porcentagens relativas de germinacdo foram calculadas segundo Braga et al. (2001b). Os
experimentos foram repetidos trés vezes.

3.12 Avaliacdo da Eficacia das Microparticulas Fungicas sobre Fémeas Ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus em Condicdes de Laboratério

Para a realizagdo dos ensaios bioldgicos, os seguintes grupos foram formados: controle
aquoso Tween 80® (CTR TWEEN); suspensio flngica com conidios ndo encapsulados (NEC);
microparticulas controle de alginato + quitina sem fungo (CTR AQ); microparticulas fungicas
de alginato + quitina (AQ); microparticulas controle de alginato + pectina + quitina sem fungo
(CTR APQ); microparticulas fangicas de alginato + pectina + quitina (APQ); microparticulas
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controle de alginato + glicerol + quitina sem fungo (CTR AGQ); microparticulas fungicas de
alginato + glicerol + quitina (AGQ); microparticulas controle de alginato + pectina + glicerol
+ quitina sem fungo (CTR APGQ) e microparticulas fungicas de alginato + pectina + glicerol
+ quitina (APGQ). Quanto ao tratamento com o0s conidios encapsulados, 30 mg de
microparticulas fangicas (AQ, AP, AGQ e APGQ) foram espalhadas manualmente sobre a
superficie de placas de Petri de vidro contendo 5 g de solo (Natussolos do Brasil Ltda) estéril
seco, previamente umedecido com 1 mL de &gua destilada estéril (Meirelles et al., 2023). As
placas foram incubadas durante sete dias a 27 £ 1 °C e UR > 80% para que 0s conidios
pudessem esporular a partir das microparticulas. O tratamento com as microparticulas controles
sem o fungo (CTR AQ; CTR APQ, CTR AGQ e CTR APGQ) foi realizado no mesmo dia,
seguindo a mesma metodologia, inclusive a incubagéo das placas por 7 dias.

Apos sete dias de incubacdo das microparticulas, os grupos contendo conidios nédo
encapsulados (NEC) foram estabelecidos por meio do tratamento do solo presente nas placas
com 1 mL de uma suspensdo fungica aquosa de M. anisopliae s.I. CG 148, preparada na
concentracao de 1,0 x 10® conidios/mL, equivalente a quantidade de conidios contida em 30
mg de particulas. O solo do grupo controle aquoso Tween 80 (CTR TWEEN) foi tratado com
1 mL de solucdo de Tween 80®a 0,02%. Ainda no sétimo dia foi acrescentada uma fémea
ingurgitada sobre o solo de cada placa (10 placas por grupo), sendo estas mantidas a 27 £ 1 °C
e UR > 80% durante todo o periodo de avaliacdo do ensaio. Quando foi constatada baixa
umidade no fundo da placa, por meio de avaliagcdo visual, realizou-se a umidificacdo do solo
por meio da adicdo de 100 pL de agua destilada estéril.

A sobrevivéncia das fémeas foi avaliada a cada dois dias durante 15 dias. No final do
periodo de postura, a massa total de ovos foi pesada e transferida para tubos de ensaio que foram
vedados com algodao hidroéfilo estéril e mantidos a 27 + 1 °C e UR > 80% até eclosao total das
larvas. Os seguintes parametros biolégicos foram analisados: peso inicial da fémea ingurgitada;
peso da postura; peso final da fémea e percentual de ecloséo larval. Os indices de producéo de
ovos e nutricional (Bennett, 1974) foram calculados. O percentual de controle (Drummond et
al., 1971) foi calculado em relacédo ao grupo CTR TWEEN. Os experimentos foram repetidos
trés vezes.

3.12.1 Reisolamento fungico das fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus

Ap0s a avaliacao do peso final das fémeas utilizadas para o ensaio em laboratorio, trés
espécimes de fémeas dos grupos tratados com fungo encapsulado (AQ, APQ, AGQ e APGQ)
ou ndo (NEC) foram separadas para o reisolamento fungico. Para isso, a cuticula das mesmas
foi lavada em &gua corrente com o auxilio de uma escova com cerdas macias, para a remogao
de material fngico presente no exterior. Posteriormente, a cuticula foi esterilizada através da
imersdo das fémeas, durante 2 minutos, em hipoclorito de sédio a 0,05%, alcool 70% e agua
destilada estéril, nesta ordem. As fémeas foram colocadas em placas de Petri contendo algodao
umedecido com agua e acondicionadas a 25 = 1 °C e UR > 80%, até a exteriorizagdo flngica
através da cuticula.

Posteriormente, as fémeas foram transferidas para 0 meio de cultura &gar enriquecido
com extrato de levedura e suplementado com cloranfenicol, tiabendazol e ciclohexamida (CTC)
(Fernandes et al., 2010), enquanto uma amostra do material fngico presente na superficie da
cuticula foi transferida para o meio de cultura BDA. Ambos 0s meios estavam contidos em
placas de Petri (90 x 15 mm) que foram incubadas por 14 dias, nas condi¢des ideais para o
crescimento fungico ja descritas anteriormente. O CTC é um meio seletivo para os fungos
entomopatogénicos, sendo utilizado para o reisolamento fungico a partir das fémeas
ingurgitadas. As caracteristicas morfolégicas das coldnias reisoladas (aparéncia da coldnia,
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coloracédo e formato dos conidios), foram avaliadas e comparadas as da col6nia do isolado de
M. anisopliae s.I. CG 148 encapsulado (Bischoff; Rehner; Humber, 2009). A semeadura em
ponto foi utilizada para a observagdo das caracteristicas macroscopicas das col6nias. Para as
analises microscopicas, empregou-se a técnica de microcultivo, conforme descrito por Alves
(1998). As estruturas fangicas foram coradas com azul de metila e observadas em microscopio
dptico com aumento de 400x.

3.13 Avaliacdo da Eficécia das Microparticulas Fungicas sobre Fémeas Ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus em Condic¢des de Semi-campo

Cinco meses antes do inicio do experimento (dezembro de 2024), sementes do capim
forrageiro Urochloa decumbens (Hochst. Ex A. Rich.) Stapf (Poales: Poaceae) cv. Marandu
(capim forrageiro) (Wolf® seeds do Brasil, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) foram plantadas em
vasos de polipropileno (22 cm de altura e 24 cm de largura) 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). Foram utilizados 50 vasos no total, distribuidos em 5 grupos
experimentais, com 10 vasos por grupo. Todos os vasos foram mantidos em area externa do
LCM, com incidéncia direta de sol e chuva (Figura 2-A). As plantas foram cultivadas com
irrigacdo diaria e monitoramento regular, a fim de assegurar crescimento uniforme ao longo de
todo o periodo experimental. Sete dias antes da aplicacdo das microparticulas, todos os vasos
foram submetidos a poda da forrageira, padronizando a altura em 35 cm.

Para otimizar a execucdo do ensaio em condi¢Ges de semi-campo, e com base nos
resultados obtidos nas etapas anteriores, foram selecionadas as formulacdes APQ e AGQ, com
0 objetivo de avaliar o efeito especifico da pectina e do glicerol quando incorporados a uma
matriz de alginato de sodio e quitina. Os seguintes grupos foram formados: controle sem
tratamento (CTR); microparticulas controle de alginato + pectina + quitina sem fungo (CTR
APQ); microparticulas fungicas de alginato + pectina + quitina (APQ); microparticulas controle
de alginato + glicerol + quitina sem fungo (CTR AGQ); microparticulas fungicas de alginato +
glicerol + quitina (AGQ). Uma aliquota de 500 mg de microparticulas (equivalente a quantidade
de particulas utilizadas no ensaio em condicdes de laboratério), contendo o fungo encapsulado
ou ndo, foram espalhadas manualmente em cada vaso sobre a superficie do solo contendo a
forrageira plantada. Apds 13 dias, tempo de esporulacdo dos conidios a partir da superficie das
particulas fungicas (Figura 2-B e C), 3 fémeas ingurgitas de R. microplus foram colocadas sobre
0 solo de cada vaso (peso homogéneo de fémeas por grupo).

Os vasos foram inspecionados para observacédo da oviposicdo das fémeas e eclosdo das
larvas. Apds 48 dias da adicdo das fémeas ingurgitadas, as larvas dispostas no apice do capim
foram coletadas (Figura 2-D), através de um corte na folha, e congeladas para posterior
contagem. Os vasos foram, entdo, inspecionados todos os dias, por um periodo de 50 dias, até
que nenhuma larva fosse observada (Marciano et al., 2021; Mesquita et al., 2020). Para
monitoramento de temperatura, umidade relativa do ar e pluviosidade, foram obtidos os
registros do banco de dados meteoroldgicos do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET),
do Ministério de Agricultura e Pecuaria.

Para a avaliacdo da eficacia dos tratamentos na recuperacdo de larvas de R. microplus,
foi realizado o calculo conforme proposto por Bittencourt et al. (2003), utilizando a férmula:
eficacia (%) = (A — B)/A x 100, em que A representa a media de larvas observadas no grupo
controle e B a média de larvas no grupo tratado. A eficacia dos grupos tratados com
microparticulas fungicas (APQ e AGQ) sobre a recuperagdo de larvas foi determinada em
relacdo ao grupo controle sem tratamento (CTR), bem como em comparagdo com os respectivos
grupos controle de microparticulas sem fungo (CTR APQ e CTR AGQ).
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Figura 2: Ensaio bioldgico com fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus em condigdes
de semi-campo. Vasos de Urochloa decumbens na area externa ao Laboratorio de Controle
Microbiano de Artrépodes de Importancia Médico Veterinaria com incidéncia direta de luz,
chuva e calor (A); conidios de Metarhizium anisopliae s.I. CG 148 esporulados a partir da
superficie das microparticulas fangicas (apontadas pela seta vermelha) de alginato de sodio +
pectina + quitina (B) e microparticulas fungicas de alginato de sddio + glicerol + quitina (C) 13
dias ap0s o tratamento do solo; larvas do carrapato no apice das folhas da forrageira (D).

3.13.1 Reisolamento fungico de amostras do solo tratado

No dia anterior aos tratamentos, amostras de solo foram coletadas de cada vaso para a
verificacdo da presenca de fungos. Posteriormente, novas amostras de solo foram coletadas de
cada vaso, tanto dos grupos controle quanto dos tratados com fungo, em trés periodos distintos:
13, 117 e 185 dias apo6s a adicdo das particulas. Uma aliquota de 0,35 g de solo, coletada em
trés pontos distintos de cada vaso, foi transferida para microtubo de 1,5 mL, ao qual se
adicionou 1 mL de solugdo de Tween 80® a 0,02% (v/v). A amostra foi homogeneizada por
agitacdo em vartex e, posteriormente, uma aliquota de 50 pL foi inoculada em meio de cultura
CTC contido em placas de Petri (90 x 15 mm), sendo o inéculo distribuido uniformemente por
meio de alga de Drigalski (Fernandes et al., 2010).

Para cada coleta utilizaram-se duas placas por vaso, as quais foram mantidas em cdmara
climatizadaa 27 = 1 °C e umidade relativa de 80% durante 21 dias, sendo monitoradas ao longo
deste periodo. As placas provenientes dos vasos tratados com as microparticulas fungicas foram
avaliadas apoés trés dias de incubacdo quanto as unidades formadoras de colénia (UFC). O
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numero de UFC foi expresso por grama de solo, com base na contagem das coldnias fungicas
observadas em cada placa, considerando-se a anélise de dez vasos.

Adicionalmente, com o objetivo de verificar a semelhanca das caracteristicas
macroscopicas e microscépicas das coldnias fungicas reisoladas em relacdo ao fungo
encapsulado (M. anisopliae s.l. CG 148), realizou-se, respectivamente, a semeadura em ponto
e a técnica de microcultivo, conforme descrito anteriormente no topico 3.12.1.

3.14 Anélise Estatistica

Todas as anélises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad Prism
8.4.2. Os dados foram verificados quanto a distribuicdo da normalidade através do teste de
Shapiro-Wilk. Para comparar as médias da producédo de conidios das particulas fungicas com
ou sem quitina, foi empregada a andlise T test seguida pelo unpaired t test. Para os dados de
capacidade de encapsulamento, tempo de prateleira, tolerancia a irradiacdo UV-B e
termotolerancia dos conidios formulados, assim como para os dados de recuperacéo de larvas
de R. microplus obtidos no bioensaio em semi-campo, aplicou-se analise oneway ANOVA
sequida pelo teste de Tukey. Para as comparacGes da producdo de conidios das particulas
fangicas (A e AQ, e APG e APGQ) e de termotolerancia, os dados foram transformados antes
das analises para atender as suposi¢fes de normalidade e homogeneidade de variancia (1/x).
No tempo de prateleira, os grupos cujos dados eram todos iguais a 0, foram transformados
(\x+0,5).

No bioensaio conduzido em laboratorio com fémeas ingurgitadas de R. microplus, 0s
parametros bioldgicos foram analisados por meio do teste ndo parametrico do teste Kruskal-
Wallis seguido pelo teste de Dunn. A sobrevivéncia dos carrapatos foi avaliada pelo teste log-
rank, adotando-se nivel de significancia de 0,05. Para as analises de reisolamento fdngico a
partir das amostras de solo provenientes do bioensaio com R. microplus em condigdes de semi-
campo, os dados também foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de
Dunn.
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4 RESULTADOS

4.1 Eficiéncia do Processo de Encapsulamento Fungico

As suspensdes fungicas provenientes da dissolubilizacdo das microparticulas A, AQ,
AP, APQ, AG, AGQ, APG e APGQ foram quantificadas, sendo observada uma reducdo média
de, respectivamente, 2,6x (p= 0,0149); 2,0x (p= 0,0422); 3,1x (p= 0,0025); 2,6% (p= 0,0085);
2,3x (p=0,0165); 2,3x (p= 0,0380); 2,6 (p= 0,0013) e 3,0x (p= 0,0029) na concentracéo de
conidios em relacgdo a suspensao inicial com conidios ndo encapsulados (NEC), utilizada para
a elaboracédo das microparticulas. Nao foi observada diferenca significativa na concentracdo de
conidios encapsulados entre as diferentes composi¢cdes de matriz de revestimento utilizadas
(Figura 3).

Tanto a suspensdo inicial de conidios empregada na preparacdo das microparticulas
quanto a obtida ap6s a solubilizacdo destas, apresentaram média de germinacgdo fungica de
conidios superior a 95%. Esses resultados indicam que o0 processo de encapsulamento por
gelificacdo ibnica, assim como a aplicacdo de alginato, pectina, quitina ou glicerol como
matrizes encapsulantes, ndo comprometeram a viabilidade dos conidios de M. anisopliae s.l.
CG 148.
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Figura 3: Média e erro padrdo da concentracdo de conidios/mL de Metarhizium anisopliae s.lI.
CG 148 ndo encapsulados (NEC) ou encapsulados com alginato de sodio (A); alginato de sodio
+ quitina (AQ); alginato de sddio + pectina (AP); alginato de sddio + pectina + quitina (APQ);
alginato de sddio + glicerol (AG); alginato de sddio + glicerol + quitina (AGQ); alginato de
sodio + pectina + glicerol (APG) e alginato de sddio + pectina + glicerol + quitina (APGQ).
Barras com a mesma letra minuscula ndo diferem estatisticamente (p> 0,05).

4.2 Avaliacdo da Interferéncia da Quitina na Producdo de Conidios das Particulas
Fungicas

Os grupos A, AP, AG e APG apresentaram producdo de conidios/mL igual a 2,06 £ 0,25
x 10% 1,81 + 0,23 x 10°% 2,48 + 0,27 x 10%e 1,86 + 0,35 x 10° por grama de microparticula,
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respectivamente. A producdo de conidios/ mL a cada grama das microparticulas flngicas AQ,
APQ, AGQ e APGQ apresentou aumento de 60,26% (3,31 + 0,50 x 10°% p= 0,0441); 84,77%
(3,35 + 0,42 x 10°% p=0,0051); 37,72% (3,42 + 0,30 x 10°%; p=0,0320) e 54,84% (2,88 + 0,35
x10°%; p= 0,0215), respectivamente, em comparacdo com as mesmas formulagdes sem quitina,
A, AP, AQG e APG (Figura 4). Diante destes resultados, as formulagdes com quitina foram
selecionadas para compor 0s grupos das analises seguintes.
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Figura 4: Média e erro padrao da producao de conidios/mL de Metarhizium anisopliae s.I. CG
148 esporulados a partir de um grama das microparticulas, contendo ou ndo quitina (Q). A-
alginato de sddio (A) e alginato de sodio + quitina (AQ); B- alginato de sddio + pectina (AP);
alginato de sddio + pectina + quitina (APQ); C- alginato de sddio + glicerol (AG); alginato de
sodio + glicerol + quitina (AGQ); D- alginato de sodio + pectina + glicerol (APG) e alginato
de sodio + pectina + glicerol + quitina (APGQ). (*) indica diferenca estatistica significativa
entre os grupos, p< 0,05%.

4.3 Caracterizacao das Particulas Fungicas

4.3.1 Andlise da distribuicdo de tamanho

As microparticulas fungicas AQ, APQ, AGQ e APGQ apresentaram uma distribuicdo
da medida do diametro igual, respectivamente, a 1002 a 1673 um, 1128 a 2049 um, 800 a 1921
pm e 1070 a 1921 pum. O diametro medio das microparticulas foi igual a 1338 um, 1459 um,
1244 um e 1367 um para AQ, APQ, AGQ e APGQ, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5: Distribuicdo de tamanho de microparticulas contendo conidios de Metarhizium
anisopliae s.l. CG 148 encapsulados. Microparticulas fungicas de alginato de sodio + quitina
(AQ, A); alginato de sodio + pectina + quitina (APQ, B); alginato de sodio + glicerol + quitina
(AGQ, C) e alginato de sddio + pectina + glicerol + quitina (APGQ, D).

4.3.2 Andlises morfoldgicas
Nas observacbes em microscopio estereoscopio, as microparticulas fungicas

apresentaram formato esférico com superficie mais irregular (AQ e AGQ) ou regular (APQ e
APGQ) (Figura 6).
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Figura 6: Microparticulas contendo conidios de Metarhizium anisopliae s.I. CG 148
encapsulados, visualizadas em microscopio estereoscopio. Microparticulas fungicas alginato de
sodio + quitina (AQ, A); alginato de sodio + pectina + quitina (APQ, B); alginato de sodio +
glicerol + quitina (AGQ, C) e alginato de sodio + pectina + glicerol + quitina (APGQ, D).

Quanto a microscopia eletrénica de varredura, as micrografias mostraram que as
microparticulas contendo conidios ndo germinados exibiram formato esférico e apresentaram
cavidades em sua superficie (Figura 7). As microparticulas fangicas AQ e AGQ (Figura 7-A e
C) apresentaram superficie mais irregular e heterogénea, com maior porosidade quando
comparadas com as microparticulas APQ e APGQ (Figura 7-B e D).
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Figura 7: Microscopia eletronica de varredura de microparticulas contendo conidios de
Metarhizium anisopliae s.I. CG 148 encapsulados ndo germinados. Microparticulas fungicas
alginato de sodio + quitina (AQ, A); alginato de sddio + pectina + quitina (APQ, B); alginato
de sddio + glicerol + quitina (AGQ, C) e alginato de sodio + pectina + glicerol + quitina (APGQ,
D).

As microparticulas contendo conidios encapsulados germinados mantiveram o formato
esférico com cavidades na superficie (Figura 8-A, C, E e G). Também foi possivel observar a
maior irregularidade da superficie das microparticulas AQ e AGQ (Figura 8-A e E) quando
comparadas com as microparticulas APQ e APGQ (Figura 8-C e G) que apresentaram
superficie com menor porosidade. Apds a estimulacdo do processo de germinagdo dos conidios
encapsulados, muitas hifas foram observadas através das imagens (Figura 8).
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Figura 8: Microscopia eletronica de varredura de microparticulas contendo conidios de
Metarhizium anisopliae s.I. CG 148 encapsulados germinados. Microparticulas fungicas
Microparticulas fngicas alginato de sédio + quitina (AQ; A e B); alginato de sddio + pectina
+ quitina (APQ; C e D); alginato de sddio + glicerol+ quitina (AGQ; E e F) e alginato de sodio
+ pectina + glicerol + quitina (APGQ); G e H). Hifas sinalizadas pelas setas brancas.
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4.3.3 Anédlise por espectroscopia no infravermelho (FTIR)

As bandas e os modos de vibragdo de cada componente independente (A, P, G, Q e Ma)
sdo brevemente descritos a seguir. O alginato de sddio apresentou bandas caracteristicas em
diferentes regides do espectro: em 3338 e 3226 cm™!, atribuidas a vibragao do grupo -OH; em
2927 cm™, correspondente a v(C—H); em 1594 e 1405 cm™, referentes, respectivamente, aos
estiramentos vas(COO") e vs(COO") dos grupos carboxilato; em 1297 cm™!, associada ao v(C—
O) do sacarideo; em 1155 cm™, atribuida a oscilagdo C—O; em 1110 cm™, relacionada ao v(C—
0) das unidades manurdnicas do sacarideo; em 1054 cm™!, correspondente ao v(C—0); em 1026
cm™!, atribuida ao v(C—O-C) do sacarideo ¢ v(C—O—C) das unidades gulurénicas; em 948 cm™,
relacionada a 5(OH); em 883 cm™!, associada a 6(C—H); em 813 cm™!, atribuida a vibragao v(C—
O) caracteristica da configuracdo das unidades guluronicas do sacarideo; e em 754 cm™,
correspondente a vibracdo de respiracdo do anel nos fragmentos da cadeia manurénico—
manuroénica (Figura 9).

A pectina apresentou bandas caracteristicas em diferentes regides do espectro: em 3305
cm!, atribuidas ao v(OH) associado a ligagdes de hidrogénio intramoleculares; em 2929 cm™,
correspondentes ao v(CHx); em 1735 cm™, relacionadas ao estiramento C=0O de grupos metil-
éster (COOCH:s) e de acido carboxilico ndo dissociado (COOH); em 1604 cm™, atribuida ao
vas(COO") do acido poligalacturonico; em 1421 e 1404 cm™, correspondentes ao estiramento
simétrico vs(COO"); em 1336 cm™', associada ao grupo COO~; em 1328 cm™!, relacionada as
vibracGes de estiramento do anel; em 1230 cm™, atribuida ao v(C—O); em 1143 cm™,
correspondente ao vs(C—O—-C); em 1095 cm™, associada ao v(C—0); em 1074 cm™, relacionada
a 0(—OH); em 1033 cm™, atribuida a presenga de frutose; em 1012 cm™, relacionada aos
estiramentos v(C-0) e v(C-C, C2-C3, C2-02 e C1-01); entre 900 e 1200 cm™, associadas ao
estiramento das ligacoes glicosidicas da estrutura da pectina; em 954 cm™ atribuidas a 6(CO);
em 918 cm™!, referente a Sfora-do-plano(—OH); em 889 cm™, correspondente ao v(C—0) do anel de
xiloglucano; em 885 cm™, associada a alcoois secundarios (—-CH-OH em estruturas ciclicas,
v(C-0)); em 831 cm™, relacionadas a Sfora-do-plano(—CH); € em 757 e 624 cm™, atribuidas as
vibracGes do grupo (-C=C-H) (Figura 9).

O glicerol apresentou bandas em: em 3272 cm™!, atribuida ao v(O—H); em 2927 e 2879
cm', relacionadas ao v(C—H); em 1643 cm™, associada ao v(C=0); em 1411 cm™, referente a
deformagdo 6(C—-O-H) de grupos carboxila e ao estiramento v(C—0O) de alcoois primarios; em
1323 cm™, atribuida a p(C—O—H); em 1207 cm™, relacionada a grupos ésteres; em 1108 ¢ 1029
cm™!, correspondentes ao v(C—O) [5]; e em 993, 921 e 850 cm™, referentes as vibragdes
esqueléticas da ligacdo C-C (Figura 9).

A quitina apresentou bandas caracteristicas em diferentes regides do espectro: em 3423
cm™, atribuidas as vibracdes dos grupos N—H e O—H; em 3253 cm™, correspondentes ao v(N—
H) de amina secundaria; em 3100 cm™, relacionado a vibragdo do grupo NH—CO; em 2935,
2933 e 2875 cm™!, atribuidas aos grupos metileno e metil, associados ao estiramento C—H de
carbonos hibridizados sp?, tipicos de compostos alifaticos; em 1629 e 1620 cm ™', referentes ao
v(C=0) da amida I; em 1552 cm™, relacionado a deformagdo 6(N—H) e ao estiramento v(C—N)
da amida II; em 1413 cm™, atribuida a 6(C—H) de grupos CHz; em 1375 cm™, associada a
das(CHs); em 1309 cm™, correspondente ao modo vibracional no plano do grupo CONH da
amida I1I; em 1259 cm™, relacionada ao estiramento v(C—N) e a deformacdo 6(N—H) da amida
IIT; em 1201 cm™!, atribuida a amida III; em 1187 cm™, correspondente ao v(N—H); em 1153
cm’, associada ao v(C—0); em 1130 cm™, relacionada a estrutura do polissacarideo; em 1085
cm™!, atribuida ao vas(C—O-C); em 1068 cm™, correspondente a C-O-C; em 1010 cm™,
referente a C-O; em 952 cm™!, associada a ®(CHs); em 902 cm™!, relacionada a deformagdo
d(CH) da ligagao B-glicosidica; ¢ em 894 cm™!, atribuida a vibragdo C—H em anéis de sacarideos
(Figura 9).
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O conidios de M. anisopliae s.I. CG 148 apresentaram bandas caracteristicas em
diferentes regides do espectro: em 3355 e 3274 cm™!, atribuidas a presenga de dimero OH; em
2939 cm™!, relacionadas ao v(C—H); em 2927 cm™, atribuida ao v(N—H) de aminas; em 2854
cm™’, referente ao e v(O—H); em 1635 cm™, relacionada ao v(C=0); em 1546 cm™, atribuida a
O(N-H) de amina primaria; em 1452 cm™, associada as vibragdes C=C de compostos
aromaticos; em 1378 cm™, relacionada as vibragdes C=C de alcano; em 1232 cm™!, atribuida
ao estiramento v(C—O) de éteres; ¢ em 1035 cm™!, associada a vibragdo do grupo carboxila
(COO—H) (Figura 9).

Os resultados indicaram que as amostras de AQ apresentaram predominantemente
bandas caracteristicas do alginato de sodio, além de algumas bandas atribuidas a quitina (1373,
1257, 1182 ¢ 1130 cm™). A incorporagdo do fungo foi evidenciada pela presenca da banda em
~2925 cm™!, atribuida ao estiramento v(N—H) de aminas. Com a adic¢éo do fungo, observou-se
um deslocamento da banda em 1593 cm™! e o surgimento de bandas intensas em 1417 e 1026
cm ' nas amostras AQ/Ma, conforme indicado pelas setas (Figura 9-A).

Na amostra APQ, a presenca de pectina foi identificada pelas bandas em 1735, 1240 e
1093 cm™'. A incorpora¢ao do fungo na amostra APQ/Ma foi evidenciada pela banda em
aproximadamente 2937 cm™'. Pequenos deslocamentos de banda foram observados ao
comparar as posi¢des das bandas dessa amostra com as dos componentes isolados, o que pode
ser atribuido a sobreposicao de bandas (Figura 9-B).

As amostras de AGQ apresentaram predominantemente bandas caracteristicas do
alginato de sodio, além de bandas sobrepostas correspondentes aos diferentes componentes da
formulacao, bem como bandas atribuidas a quitina (~1370 cm™) e ao glicerol (~2933 cm™).
Com a adicdo do fungo, observou-se um deslocamento da banda em 1596 cm™ e o surgimento
de uma banda intensa em 1417 cm™, conforme indicado pelas setas. Adicionalmente, verificou-
se uma tendéncia na amostra AGQ/Ma na regido de ~2930 cm™, em que o perfil espectral
acompanha o observado para o fungo (Figura 9-C).

A amostra APGQ/Ma apresentou bandas caracteristicas de todos os componentes,
como, por exemplo, a banda da pectina em 1740 cm™'. No entanto, considerando que diversas
bandas podem ser atribuidas a mais de um constituinte, como a banda em ~2927 cm™,
observada tanto no fungo quanto no glicerol, a sobreposicdo espectral pode refletir tanto
interacdes entre 0os componentes quanto a contribuicdo individual (Figura 9-D).

A presenca de novas bandas, bem como a sobreposicéo e os deslocamentos observados
nos espectros das amostras AQ/Ma, APQ/Ma, AGQ/Ma e APGQ/Ma, correspondentes as
microparticulas fungicas, podem ser atribuidos a interaces fisicas entre a matriz polimérica e
o fungo encapsulado.
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Figura 9: Espectros de FTIR das matrizes poliméricas isoladas e de suas respectivas formulacdes contendo conidios de Metarhizium anisopliae
s.l. CG 148. A- microparticulas de alginato de sodio + quitina sem fungo (AQ) e microparticulas fungicas de alginato de sodio + quitina (AQ/Ma);
B- microparticulas de alginato de sddio + pectina + quitina sem fungo (APQ) e microparticulas fungicas de alginato de sodio + pectina + quitina
(APQ/Ma); C- microparticulas de alginato de sodio + glicerol + quitina sem fungo (AGQ); microparticulas fangicas de alginato de sédio + glicerol
+ quitina (AGQ/Ma); D- microparticulas de alginato de sddio + pectina + glicerol + quitina sem fungo (APGQ); microparticulas flngicas de
alginato de sodio + pectina + glicerol + quitina (APGQ/Ma). Alginato de sddio (A); pectina (P); glicerol (G); quitina (Q) e conidios fungicos (Ma).
As setas indicam alteragdes nas bandas, sugerindo interagdes fisicas entre a matriz polimérica e o fungo.
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4.4 Avaliagdo do Tempo de Prateleira das Microparticulas Fungicas

Os valores médios de temperatura monitoradas durante o armazenamento em ambiente
e sob refrigeracdo, foram 24,8 e 5,0 °C, respectivamente. No ambiente a temperatura minima
atingiu 22,5 °C, enquanto a maxima chegou a 28,8 °C. J& no armazenamento sob refrigeracéo,
a temperatura minima e maxima atingiram -0,9 e 8,8 °C, respectivamente.

Em temperatura ambiente (Figura 10-A), os conidios NEC mantiveram percentuais de
germinacdo préximos a 100%, apresentaram viabilidade significativamente superior a dos
conidios encapsulados ao longo dos dois meses de armazenamento. Apds um més de
armazenamento, os conidios AQ, APQ, AGQ e APGQ apresentaram reducdo significativa da
germinacdo, com valores iguais a 59,44 + 4,94%; 2,44 + 0,62%; 18,56 + 1,28% e 3,00 + 0,69%,
respectivamente. Ainda, foi observada uma maior eficiéncia do encapsulamento com AQ na
manutencdo da viabilidade fungica ap6s 0 mesmo periodo de estocagem. No 2° més de
armazenamento, os conidios APQ ndo apresentaram germinacdo, enquanto aqueles dos demais
grupos encapsulados exibiram percentuais inferiores a 1%, evidenciando acentuada perda da
viabilidade (Figura 10-A).

Ja em condicbes de armazenamento sob refrigeracdo (Figura 10-B), os conidios NEC
tiveram a viabilidade preservada durante os 2 meses de avaliagcdo, exibindo percentuais de
germinacao significativamente superiores aos dos conidios encapsulados, os quais, ainda assim,
exibiram valores acima de 80%. No 1° més de armazenamento, os conidios dos grupos APQ e
AGQ mantiveram-se viaveis, enquanto 0s grupos AQ e APGQ apresentaram reducédo
significativa da germinacdo. No 1° més, apenas o grupo APQ apresentou diminuicdo dos
percentuais de germinacdo em relagdo ao més anterior, ao passo que os demais grupos (AQ,
AGQ e APGQ) mantiveram valores semelhantes (Figura 10-B).

De modo geral, os NEC mantiveram-se viaveis em ambas as condigdes de
armazenamento ao longo de todo o periodo avaliado. Em contraste, a conservacdo em
temperatura ambiente mostrou-se inadequada para a preservacdo da viabilidade dos conidios
encapsulados. Por sua vez, o armazenamento em geladeira, sob refrigeracdo, foi mais eficaz na
manutencdo da viabilidade dos conidios encapsulados nas diferentes combinacfes poliméricas,
resultando em aumento significativo da germinacdo fangica quando comparado a estocagem
em temperatura ambiente (Figura 10).
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Figura 10: Media e erro padréo da germinacao relativa de conidios de Metarhizium anisopliae
s.l. CG 148 ndo encapsulados (NEC) ou encapsulados com alginato de sodio + quitina (AQ);
alginato de sddio + pectina + quitina (APQ); alginato de sodio + glicerol + quitina (AGQ) e
alginato de sddio + pectina + glicerol + quitina (APGQ) apds armazenamento em temperatura
ambiente (A) e sob refrigeracéo (B) por um periodo de dois meses. Barras com a mesma letra
mailscula de diferentes grupos expostos ao mesmo periodo de armazenamento, e barras com a
mesma letra mindscula dos mesmos grupos expostos a diferentes periodos de armazenamento
nao diferem estatisticamente (p> 0,05). (*) em A indica uma diferenca estatistica (p < 0,0001)
na germinacdo de conidios do mesmo grupo em relacdo a B, considerando as diferentes
condicdes de armazenamento (temperatura ambiente e refrigeracdo) para o0 mesmo periodo.

4.5 Avaliacdo da Tolerancia a Irradiacdo UV-B dos Conidios Fungicos Encapsulados

A aplicacéo de radiagdo UV-B (6,0 kJ m?) comprometeu a viabilidade dos conidios ndo
encapsulados (NEC) do isolado de M. anisopliae s.I. CG148 (59,08 £ 6,33%; p< 0,0001),
quando comparado aos conidios encapsulados AQ (98,59 + 0,66%; p< 0,0001), APQ (95,48, +
1,10%; p< 0,0001), AGQ (94,37 £ 1,26%; p< 0,0001) e AGQ (97,95 + 0,25%; p< 0,0001), que
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mantiveram indices de germinacdo superiores a 90%. N&o foram observadas diferencas na
viabilidade entre os conidios formulados com diferentes componentes da matriz encapsulante
(Figura 11).
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Figura 11: Media e erro padréo da germinacéo relativa de conidios de Metarhizium anisopliae
s.l. CG 148 néo encapsulados (NEC) ou encapsulados com alginato de sodio + quitina (AQ);
alginato de sddio + pectina + quitina (APQ alginato de sédio + glicerol + quitina (AGQ) e
alginato de sodio + pectina + glicerol + quitina (APGQ) ap6s exposi¢do a UV-B (6.0 k] m™?).
Barras com a mesma letra mintiscula, ndo diferem estatisticamente (p> 0,05).

4.6 Avaliacédo da Termotolerancia dos Conidios Fungicos Encapsulados

Ap0s exposicdo a 45 °C por 4 horas, os conidios do isolado de M. anisopliae CG148
encapsulados, AQ (71,74 +11,87%; p< 0,0001), APQ (93,87 + 2,59%; p< 0,0001), AGQ (68,18
+6,42%; p< 0,0001) e APGQ (77,75 = 1,73%; p< 0,0001), apresentaram médias de germinacéo
superiores aos conidios ndo encapsulados NEC (0,19 % 0,11%). Entre os grupos de conidios
formulados com diferentes componentes da matriz encapsulante, ndo foram observadas
diferencas significativas na germinacdo dos conidios (Figura 12).
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Figura 12: Media e erro padréo da germinacéo relativa de conidios de Metarhizium anisopliae
s.l. CG 148 néo encapsulados (NEC) ou encapsulados com alginato de sodio + quitina (AQ);
alginato de sddio + pectina + quitina (APQ); alginato de sodio + glicerol + quitina (AGQ) e
alginato de sodio + pectina + glicerol + quitina (APGQ) ap0s exposi¢do a 45 °C por 4 horas.
Barras com a mesma letra mintiscula, ndo diferem estatisticamente (p> 0,05).

4.7 Avaliacdo da Eficacia das Microparticulas Fungicas sobre Fémeas Ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus em Condic¢des de Laboratorio

As curvas de sobrevivéncia dos carrapatos tratados com as microparticulas sem fungo
foram semelhantes a do grupo CTR TWEEN e ambas maiores que as dos grupos tratados com
as respectivas microparticulas fangicas com conidios encapsulados (Figura 13; Tabela 1). A
maior taxa de mortalidade (100%) foi registrada com 13 dias nos grupos expostos as
microparticulas fungicas AQ e a suspensdo fungica NEC (Figura 13). Este grupo apresentou
sobrevivéncia menor que o grupo CTR TWEEN, maior que os tratados com microparticulas
fangicas AQ e APQ e semelhante aos grupos das microparticulas fungicas AGQ e APGQ.
Todos 0s grupos expostos as microparticulas fngicas apresentaram sobrevivéncia menor em
relacdo ao grupo CTR TWEEN (Figura 13; Tabela 1). O tempo de sobrevivéncia médio (Sso)
das fémeas do grupo NEC foi de 13 dias, maior em relacdo ao Sso das fémeas dos grupos AQ,
APQ, AGQ e APGQ), iguais respectivamente a 11, 7, 8 e 10 dias (Tabela 1).

34



100= g ~~ CTR TWEEN
& NEC
X 75 = —4&- CIR AQ
= ¥ AQ
(5]
€ 50- -6 CTRAGQ
P /
S 25- & CTR APQ
n V- APQ
8 CTR APGQ
0 | 1 | 1 | | | || || || 1 B APG
01 23 45 6 7 8 9 10111213141516 Q

Dias

Figura 13: Curva de sobrevivéncia de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus apos
exposicdo aos conidios de Metarhizium anisopliae s.I. CG 148 encapsulados ou ndo em
condices de laboratorio. Controle aquoso Tween 80® (CTR TWEEN); suspensdo fungica com
conidios ndo encapsulados (NEC); microparticulas de alginato de sodio + quitina sem fungo
(controle) e com fungo (CTR AQ / AQ; CTR); microparticulas de alginato de sodio + pectina
+ quitina sem fungo (controle) e com fungo (CTR APQ / APQ); microparticulas de alginato de
sodio + glicerol + quitina sem fungo (controle) e com fungo (CTR AGQ / AGQ);
microparticulas de alginato de sddio + pectina + glicerol + quitina sem fungo (controle) e com
fungo (CTR APGQ / APGQ).
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Tabela 1: Sobrevivéncia de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus ap6s exposi¢do aos conidios de Metarhizium anisopliae s.I. CG 148
encapsulados ou ndo, em condi¢des de laboratétio. Comparacao entre os pares de grupos e tempo de sobrevivéncia médio (S50).

GRUPOS NEC CTRAQ AQ CTR APQ APQ CTR AGQ AGQ CTRAPGQ APGQ (DSiE:s)

CTRTWEEN »2=2895 4%=2,733 ’=33,78 ,?=06761 4?=27,02 ;?=2,163 »?=27,82 =263  ,>=31,26
P<0,0001 P=0,0983 P=<0,0001 P=0,4109 P<0,0001 P=0,1413 P<0,0001 P=01413 P<0,0001

NEC ) P=2921  P=A741  42=2222  $2=3949  2=3515 ,’=3218 1°=87.92  ,*=1081 13
P<0,0001 P=0,0294 P<0,0001 P=0,0469 P<0,0001 P=0,0728 P<0,0001 P=0,2985
CTRAQ ) ) =3395 2=6851 ?=21,70 ?=5181 4?=2302 ?=8,241 x°=24,97 ND
P<0,0001 P=0,4078 P<0,0001 P=0,0228 P<0,0001 P=0,0041 P<0,0001
2_ 2_ 2_ 2 2=41.03 2=0,2012
) ) ) ¥=26559 x*=02790 »?=39,13 »?=0,0573 X =41, 2°=0,
AQ P<0,0001 P=05974 P<00001 P=08108 P<0,0001 P=06538 11
CTR APQ ) ] ] F=2130  F=2087 =223 x=4333 =435
- P<0,0001 P=0,1486 P<0,0001 P=0,0374 P<0,0001
APQ =3128 »°=0,0365 x°=3311  »’=0,2325
- - - - - P<0,0001 P=0,8483 P<00001 P=06297 7
CTRAGQ 2-32 34 =1 %*=36,50
- - - - - - §<0,0001 P=0,3173 P<0,0001  ND
AGQ ¥*=34,38  4*=0,1010
- - - - - - - P<0,0001 P=0,7507 8
CTR APGQ ] %?=39,22

- - - - - - - p<0,0001 NP

APGQ - - - - - - - - - 10

Controle aquoso Tween 80® (CTR TWEEN); suspenséo flngica com conidios ndo encapsulados (NEC); microparticulas de alginato + quitina sem
fungo (controle) e com fungo (CTR AQ / AQ; CTR); microparticulas de alginato + pectina + quitina sem fungo (controle) e com fungo (CTR APQ
/ APQ); microparticulas de alginato + glicerol + quitina sem fungo (controle) e com fungo (CTR AGQ / AGQ); microparticulas de alginato +
pectina + glicerol + quitina sem fungo (controle) e com fungo (CTR APGQ / APGQ). Valor de P< 0,05% indica diferenca estatistica significativa
entre os grupos comparados pelo teste long-rank. ND= n&o determinado e »? = valor de qui-quadrado.
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No que se refere aos pardmetros de peso da massa de ovos e indice de producao de ovos
(IPO), os grupos controles tratados com Tween 80 e microparticulas sem fungo apresentaram
resultados semelhantes entre si, mas diferentes dos grupos que receberam tratamento flngico.
Mesmo néo havendo diferenca significativa entre os grupos tratados com o fungo, encapsulado
ou ndo, as fémeas tratadas com as microparticulas fngicas apresentaram menor peso da massa
de ovos e IPO em relacdo as expostas a suspensdo flngica (Tabela 2). Dessa forma, as
formulacdes testadas na encapsulacdo dos conidios ndo impactaram a viruléncia do isolado.

Os tratamentos com as microparticulas fangicas AQ, APQ, AGQ e APGQ reduziram,
em média, 66,9% (p< 0,0001), 41,8% (p= 0,0034), 64,6% (p< 0,0001) e 54,3% (p= 0,0003) a
quantidade de postura das fémeas em relacdo aos tratamentos com as respectivas
microparticulas controles sem fungo CTR AQ, CTR APQ, CTR AGQ e CTR APGQ. As fémeas
tratadas com as microparticulas fungicas AQ (20,20 + 4,74%; p< 0,0001), APQ (22,01 + 4,33%;
p=0,0047), AGQ (21,33 £ 5,22%; p=0,0002) e APGQ (26,10 + 4,6%; p= 0,0004) produziram
menor IPO quando comparadas com as fémeas dos grupos que receberam as respectivas
particulas sem fungo CTR AQ (57,28 £ 3,79%), CTR APQ (51,85 + 4,41%), CTR AGQ (59,10
+ 1,33%) e CTR APGQ (58,00 £ 2,66%). Nenhuma diferenca foi observada no IN das fémeas
de todos os grupos avaliados (Tabela 2).

Quanto ao percentual de eclosédo das larvas, houve reducédo deste parametro nos grupos
que receberam tratamento com as microparticulas fungicas AGQ (56,91 + 9,39; p= 0,0027) e
APGQ (59,80 * 7,16; p= 0,0028) em relagéo as respectivas particulas sem fungo CTR AGQ
(93,10 + 3,71%) e CTR APGQ (92,60 + 2,24%). Os grupos tratados com as microparticulas
fangicas AQ (50,84%), AGQ (54,63%) e APGQ (62,42%) apresentaram percentual de controle
superior ao do grupo tratado com a suspenséo fangica NEC (49,74%). O percentual de controle
do grupo APQ foi igual a 40,71% (Tabela 2).

Nos grupos onde foram aplicados conidios encapsulados com APQ, AGQ e APGQ, foi
possivel observar fémeas mortas e colonizadas com o fungo a partir de 3 dias ap0s o inicio do
experimento, enquanto no grupo formulado com AQ a morte das fémeas foi observada apos 5
dias de tratamento (Figura 14).
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Tabela 2: Mediana e erro padrdo dos pardmetros bioldgicos de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus apds exposic¢éo aos conidios de Metarhizium anisopliae s.I. CG 148
encapsulados ou ndo.

- x %
Peso Inicial PesodaMassa  Ecloséo IPO IN
GRUPOS das Fémeas (g) de Ovos (g) das Larvas (%) (%) (%) CONTROLE

CTR TWEEN 0,2584 a + 0,1550a+ 88,00 abcde + 60,09a+ 87,87a=* i

0,0056 0,0054 3,32 1,72 4,06
NEC 0,31509035?13 + O,Ooi?giigbBC + 65,0;5, ggce + 34,2,6320 + 71(;;; + 49,74
CTRAQ 0,51509095511 + 0,3).?1090296; + 84,8111 ;b;de + 5752,? ga + 79fgga + i
AQ 0,2589a + 0,0494c+ 7491abcde+ 20,20c* 68,60a+ 50,84
0,0060 0,0114 7,35 474 17,50
cRar O Ommms meles ssmanes
o OmMEr ofm: mames mic: e o
CTRAGQ 0'(2),5080653 ’ 0,(1)’5020803 ’ 93'?%,073(’ ’ 59,112351 : 79’1(?23a : )
oo U Ope s e ems g
cRasq  OFEI OMma mgm: mEuege
APGQ 0,2586 a + 0,0679c + 59,80 e + 26,10c+81,40a+ 62,42

0,0052 0,0119 7,16 4,61 13,29

Controle aquoso Tween 80® (CTR TWEEN); suspensdo flingica com conidios ndo
encapsulados (NEC); microparticulas de alginato + quitina sem fungo (controle) e com fungo
(CTR AQ / AQ; CTR); microparticulas de alginato + pectina + quitina sem fungo (controle) e
com fungo (CTR APQ / APQ); microparticulas de alginato + glicerol + quitina sem fungo
(controle) e com fungo (CTR AGQ / AGQ); microparticulas de alginato + pectina + glicerol +
quitina sem fungo (controle) e com fungo (CTR APGQ / APGQ). Médias seguidas da mesma
letra na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si (p> 0,05). IPO: Indice de Producio
de Ovos; IN: indice Nutricional.
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Figura 14: Fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus apds exposicdo ao solo tratado
com microparticulas fungicas de Metarhizium anisopliae s.I. CG 148 contendo diferentes
polimeros, em condicdes de laboratorio. A. alginato de sodio + quitina (AQ); B. alginato de
sodio + pectina + quitina (APQ); C. alginato de sddio + glicerol + quitina (AGQ); D. alginato
de sddio + pectina + glicerol + quitina (APGQ). As setas brancas apontam as microparticulas
fangicas e as setas vermelhas apontam as fémeas mortas e com fungo esporulado na superficie
da cuticula.

4.7.1 Reisolamento fungico das fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus

Em relacdo ao reisolamento flngico a partir de fémeas ingurgitadas de R. microplus
provenientes do ensaio conduzido em laboratdrio, observou-se que as coldnias apresentaram
aspecto pulverulento e coloracdo verde-escura. Essas caracteristicas macroscopicas foram
semelhantes as do isolado M. anisopliae s.I. CG 148 utilizado na elabora¢do das microparticulas
(Figura 15- A, B C D e E). As imagens microscopicas das coldnias fangicas reisoladas
mostraram hifas septadas, conidios com o formato cilindrico e conidiéforos caracteristicos de
Metarhizium spp., em todos os grupos tratados com fungo, encapsulado ou nédo (Figura 15- F,
G, H,lel).
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Figura 15: Aspectos macroscépicos (A-E) e microscopicos (F-J) de col6nias de Metarhizium anisopliae s.I. CG 148 reisolados de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus tratadas com o isolado fungico encapsulado ou ndo. Suspensao fangica (A e F). Microparticulas
fangicas de alginato de sodio + quitina (AQ; B e G); alginato de s6dio + pectina + quitina (APQ; C e H); alginato de sddio + glicerol + quitina
(AGQ; D e l) e alginato de sodio + pectina + glicerol + quitina (APGQ; E e J). Ampliacdo de 400x (F-J).
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4.8 Avaliacdo da Eficacia das Microparticulas Flngicas sobre Fémeas Ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus em Condic¢des de Semi-campo

Apos 23 dias da introducdo das fémeas ingurgitadas nos vasos cultivados com U.
decumbens, foram observadas fémeas vivas e realizando postura nos grupos sem tratamento
(CTR) (Figura 16-A) e naqueles tratados com microparticulas sem fungo (CTR APQ e CTR
AGQ) (Figura 16-B e C). Observou-se a ocorréncia de fémeas mortas nos grupos tratados. No
grupo APQ, foi registrada a presenca de fémea morta préxima a massa de ovos (Figura 16-D),
enquanto no grupo AGQ constatou-se fémea morta colonizada pelo fungo (Figura 16-E).

O grupo CTR apresentou a maior média de recuperacdo larval (4624 + 293,6), sequido
pelos grupos APQ (3876 + 397,6), CTR APQ (3666 + 436,8) e CTR AGQ (3607 = 311,6), 0s
quais ndo diferiram estatisticamente entre si. O tratamento do solo com microparticulas
fangicas AGQ (1873 £ 371,2) resultou no menor nimero de larvas recuperadas, em comparagao
aos grupos CTR (p < 0,0001) e CTR AGQ (p = 0,0136). Nao foi observada diferencga
significativa no nimero de larvas recuperadas entre o grupo tratado com microparticulas APQ
e os grupos CTR e CTR APQ. Dessa forma, a eficacia na recuperacdo larval foi calculada
apenas para o tratamento AGQ, apresentando valor de 59,5% e 48% quando calculada em
relacdo aos grupos CTR e CTR AGQ, respectivamente (Figura 17).

Figura 16: Fémeas e massa de ovos de Rhipicephalus microplus, indicados pelos circulos
vermelhos, 23 dias apds a introducdo das fémeas ingurgitadas nos vasos cultivados com
Urochloa decumbens. Fémeas realizando postura nos grupos sem tratamento (A) e nos grupos
tratados com microparticulas sem fungo de alginato de sddio + pectina + quitina (B) e alginato
de sodio + glicerol + quitina (C); fémea morta e ovos no grupo tratado com microparticulas
fangicas de alginato de sodio + pectina + quitina (D) e fémea colonizada e morta pelo fungo no
grupo tratado com microparticulas fungicas de alginato de sodio + glicerol + quitina (E).
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Figura 17: Média e erro padrdo do numero de larvas de Rhipicephalus microplus recuperadas
48 dias apos a introducdo das fémeas nos vasos cultivados com Urochloa decumbens, tratados
com microparticulas contendo conidios de Metarhizium anisopliae s.I. CG 148 encapsulados.
Controle sem tratamento (CTR); microparticulas de alginato de sddio + pectina + quitina sem
fungo (controle) e com fungo (CTR APQ / APQ); microparticulas de alginato de sodio +
glicerol + quitina sem fungo (controle) e com fungo (CTR AGQ / AGQ). Barras com a mesma
letra minascula, nao diferem estatisticamente (p> 0,05).

Numero de larvas recuperadas
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Durante o periodo experimental, compreendido entre 0os meses de maio e novembro do
ano de 2025, abrangendo as estagcdes de outono, inverno e primavera, foram observadas
variages nos valores médios de temperatura (Figura 18) e umidade relativa do ar (UR) (Figura
19). Em maio, a temperatura média foi de 22,5 °C, com UR de 97%. Em junho, registraram-se
21,2 °C e 75,8% de UR, enquanto em julho os valores médios foram de 19,3 °C e 78,2% de
UR. No més de agosto, a temperatura média foi de 21,1 °C e UR de 92,9%. Setembro apresentou
a maior temperatura média do periodo (29,0 °C), acompanhada de UR de 69,8%. Nos meses de
outubro e novembro, as temperaturas médias foram de 22,8 °C e 23,5 °C, respectivamente. Foi
observado que a maior temperatura foi registrada na primavera, enquanto a menor foi registrada
durante o inverno.

No que se refere a chuva acumulada, observou-se que os meses de maio, junho, julho e
agosto apresentaram baixos indices de precipitacdo, condicdo tipica do periodo de inverno na
regido avaliada. Dentre esses meses, agosto destacou-se por registrar o menor volume de chuva
com 22,8 mm. Em contrapartida, entre setembro a novembro verificou-se um aumento da
pluviosidade, associado ao periodo da primavera. Nesse intervalo, o més de outubro apresentou
0 maior acimulo de chuva, atingindo 88,6 mm (Figura 20).
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Estacio: SEROPEDICA-ECOLOGIA AGRICOLA (A601)

01/05/2025 —30/11/2025

Temperatura (°C)

Mai Jun Jul Ago Set Out Nov

Figura 18: Temperaturas médias registradas de maio a novembro de 2025. As medic¢des foram realizadas diariamente, em intervalos de 8 horas,
pela Estacdo Ecologia Agricola de Seropédica (A601). Os dados sdo provenientes do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET).
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Estacio: SEROPEDICA-ECOLOGIA AGRICOLA (A601)

01/05/2025 — 11/10/2025
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Figura 19: Valores médios de umidade relativa do ar registrados de maio a outubro de 2025. As medi¢des foram realizadas diariamente, em
intervalos de 8 horas, pela Estagdo Ecologia Agricola de Seropédica (A601). Os dados sdo provenientes do Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET).
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Figura 20: Valores de chuva acumulada mensal registrados no ano de 2025. As medigdes foram realizadas pela Estacdo Ecologia Agricola de
Seropédica (A601). Os dados sdo provenientes do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET).
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4.8.1 Reisolamento fungico de amostras do solo tratado

Nas amostras de solo coletadas antes da aplicacdo dos tratamentos, foi detectada apenas
a presenca de fungos saprofitas. Nas coletas realizadas ap6s os tratamentos, observou-se
crescimento ocasional de coldnias de Metarhizium nas amostras provenientes dos grupos
controle (CTR, CTR APG e CTR AGQ), o0 que era esperado, uma vez que o solo utilizado no
experimento ndo foi previamente esterilizado. Essas col6nias exibiram caracteristicas
macroscapicas distintas do isolado de M. anisopliae CG 148 empregado no ensaio.

Colonias de Metarhizium anisopliae CG 148 foram abundantes em todas as amostras de
solo coletadas nos grupos tratados com microparticulas fungicas (APQ e AGQ). Entretanto, o
namero de unidades formadoras de col6nias (UFC) apresentou varia¢des ao longo das coletas.
Na primeira coleta, observaram-se as menores recuperagdes de UFC por grama de solo,
correspondendo a 0,03 = 0,01 x 10° para o grupo APQ ¢ 0,12 £ 0,03 x 10° para o grupo AGQ.
Na segunda coleta, verificou-se um aumento expressivo no nimero de UFC em relagdo a coleta
inicial, de aproximadamente 25,6x para APQ (0,77 +0,13 x 10%; p <0,0001) e 6,58x para AGQ
(0,79 £ 0,13 x 10°% p <0,0001). Ja na terceira coleta, foi observada uma reducéo significativa
na recuperagdo de UFC no grupo APQ (0,06 £ 0,02 x 10%; p< 0,0001) em comparacéo a segunda
coleta, enquanto o grupo AGQ (0,91 + 0,40 x 10%; p >0,9999) manteve valores semelhantes aos
observados anteriormente. Somente na terceira coleta foi observada diferenca significativa
entre numero de UFC recuperadas dos diferentes grupos (p=0,0005) (Figura 21).
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Figura 21: Mediana e erro padrdo do numero unidades formadoras de col6nia (UFC) de
Metarhizium anisopliae s.I. CG 148 reisoladas em 1 g de solo dos vasos tratados com
microparticulas fungicas alginato de sédio + pectina + quitina (APQ) e microparticulas
fangicas de alginato de sddio + glicerol + quitina (AGQ), coletadas em trés momentos
distintos: 13 (1), 117 (2) e 185 (3) dias ap0s o tratamento com as microparticulas. A coleta 1
foi realizada em maio (MAI), a coleta 2 em setembro (SET) e a coleta 3 em novembro (NOV).
Barras com a mesma letra maiuscula de diferentes grupos dentro da mesma coleta de amostra,
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e barras com a mesma letra mindscula de grupos iguais, 0 mesmo grupo em coletas de
amostras distintas, ndo diferem estatisticamente (p> 0,05).
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5 DISCUSSAO

O desenvolvimento de formulagfes inovadoras € essencial para viabilizar, no Brasil, a
implementacdo efetiva de programas de biocontrole de carrapatos utilizando fungos
entomopatogénicos. Neste contexto, os resultados obtidos aqui evidenciam que a elaboracgéo de
microparticulas de M. anisopliae s.I. CG 148, com diferentes composi¢cdes de matriz
encapsulante, representa um passo estratégico para o controle de R. microplus. Essa abordagem
permite selecionar combinac@es capazes de conferir a formulacdo final ndo apenas viruléncia
contra o carrapato, mas também caracteristicas essenciais de um produto biolégico destinado
ao uso em campo, como estabilidade, facilidade de aplicacdo nas pastagens e potencial de
persisténcia no ambiente frente aos fatores abioticos.

As propriedades funcionais dos componentes utilizados para a formacao das particulas,
foram determinantes para os achados obtidos. Acreditamos que o alginato de s6dio, amplamente
reconhecido pela capacidade de formar géis estaveis via gelificacdo idnica (Meirelles et al.,
2023), atuou como base estrutural, enquanto a pectina contribuiu para maior rigidez e
organizacdo da matriz (Locatelli et al., 2018), a quitina desempenhou papel duplo, estrutural e
nutricional (Lorenz; Humbert; Patel, 2020) e o glicerol conferiu propriedades higroscopicas e
osmoprotetoras, (Sarma et al., 2023). O emprego de polimeros (alginato de sodio, pectina e
quitina) e/ou substancia adjuvante (glicerol) de elevada compatibilidade biologica (Bejarano;
Puopolo, 2021; Martau; Mihai; Vodnar, 2019; Martinez-Cano et al., 2022; Pavithran et al.,
2024), resultou num processo de encapsulamento eficiente com a preservacéo da viabilidade do
fangica. A interacdo favoravel entre os materiais utilizados na formulacdo de fungos
entomopatogénicos € essencial, pois algumas substancias podem inibir seu crescimento, como
observado por Mwamburi, Laing e Miller (2015) com o surfactante Breakthru® e por Rodrigues
et al. (2017), que constataram efeito moderadamente toxico do polimero maltodextrina a 1,5%
e do solvente DMSO a 2 e 3%, evidenciando que até excipientes comuns podem comprometer
a viabilidade fungica conforme a concentracdo. Alem disso, a gelificacdo idnica € uma técnica
que nao requer a aplicacdo de altas temperaturas, o que preserva a viabilidade do
microrganismo. Essa caracteristica representa uma vantagem em relacdo ao encapsulamento
por spray drying, no qual as altas temperaturas utilizadas podem comprometer a vida til do
fungo encapsulado, como observado por Acufia-Jiménez et al. (2015), Liu e Liu, (2009a) e
Mufoz-Celaya et al. (2012). Meirelles et al. (2023), ao utilizarem alginato de sodio para
encapsular conidios de M. anisopliae LCM S01 por gelificacdo idnica, também observaram que
a viabilidade do fungo foi mantida. No entanto, registraram uma reducdo de conidios um pouco
maior gque a encontrada neste estudo, em média 4,8 x em relacdo a concentracdo inicial da
suspensdo fungica. Essa diferenca pode ser atribuida ao uso do alginato de sédio de forma
isolada, ja que sua associa¢do com outros polimeros e/ou substancia adjuvante tende a aumentar
a integridade da matriz encapsulante.

Dentre os componentes avaliados, a quitina se destacou por promover aumento
expressivo na esporulacdo a partir das microparticulas de M. anisopliae s.I. CG 148. Por essa
razdo, as formulagdes com quitina foram selecionadas para compor os grupos das analises
seguintes, considerando que o uso estratégico desse polimero tem potencial de transformar os
granulos em microfermentadores, capazes de multiplicar a producgédo de conidios no ambiente.
Esse efeito também foi encontrado por Gerding-Gonzalez et al. (2007), que incorporaram 2%
de quitina na formulacdo de pellets de alginato contendo B. bassiana e observaram aumento na
producdo de conidios, chegando a triplicar o numero inicial. De forma semelhante, Lorenz,
Humbert e Patel (2020) utilizaram a gelificagdo i6nica para encapsular blastosporos de M.
pemphigi em granulos de alginato de sodio contendo quitina ou amido, verificando que as
esferas com quitina apresentaram uma conidiac&o significativamente maior em comparagéo as
que continham amido. Nesse &mbito, o desenvolvimento de formulagBes capazes de aumentar
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a quantidade de propagulos encapsulados pode representar uma vantagem econémica, uma vez
que reduz a necessidade de produzir grandes volumes de microparticulas. Essa otimizagdo no
uso de insumos poder refletir na diminuigéo dos custos da formulacéo, ampliando a viabilidade
comercial da tecnologia de encapsulamento de fungos entomopatogénicos e favorecendo sua
aplicacdo em programas de controle de artrépodes em larga escala.

As caracteristicas fisicas das formulacGes também se mostraram alinhadas com o0s
objetivos de uso em campo. As microparticulas apresentaram formato e distribuicdo de tamanho
tipicos da técnica de encapsulamento por gelificacdo idnica, uma vez que método de extrusdo
por gotejamento é reconhecido por gerar particulas esféricas com dimensdes variadas (Ali et
al., 2023; Vemmer; Patel, 2013). Do ponto de vista pratico, a forma granular das
microparticulas desenvolvidas aqui facilita 0 manuseio, 0 armazenamento e a aplicacdo direta
no solo, o que é altamente desejavel no controle de R. microplus, considerando que cerca de
95% da populacgéo do carrapato encontra-se na pastagem (Powell; Reid, 1982). Desta forma, as
formulagdes elaboradas podem contribuir para a maior eficacia no controle da fase ndo
parasitaria presente no solo, reforcando a relevancia dessa estratégia para 0 manejo do carrapato
do boi (Marciano et al., 2021). Observou-se que as formulagGes contendo pectina (APQ e
APGQ) apresentaram superficie mais regular, resultado semelhante ao descrito por Bekhit et
al., 2016, que encapsularam Lactococcus lactis subsp. lactis em microesferas compostas de
alginato e pectina. Esse padrdo estrutural pode ser atribuido a interagdo da pectina com a matriz
polimérica de alginato de sodio, que promove a formacdo de uma rede tridimensional mais
estavel, conferindo homogeneidade e reduzindo a porosidade superficial (Rosales; Fabi, 2023;
Souza Almeida et al., 2020).

As analises de FTIR complementam os achados ao indicar alteracfes na intensidade e
no posicionamento de bandas associadas a grupos hidroxilas, aminas e carbonila nas
microparticulas contendo conidios fangicos, quando comparadas as matrizes isoladas. Essas
alteracdes sugerem a ocorréncia de interacdes fisicas, possivelmente mediadas por ligacGes de
hidrogénio e forcas eletrostaticas entre a matriz polimérica e a parede celular do fungo. Tais
interacdes podem ter contribuido para uma maior coesdo estrutural da matriz encapsulante,
favorecendo a protecdo dos conidios contra fatores ambientais (Locatelli et al., 2018;
Maruyama et al., 2020), como radiacdo UV-B e calor, conforme observado nos ensaios de
tolerancia.

O tempo de prateleira constitui um dos principais entraves a comercializacdo de
produtos bioldgicos empregados no controle de pragas, uma vez que a manutencdo da
viabilidade dos propagulos é fortemente dependente das condi¢cbes ambientais (Morgan et al.,
2006; Sarma et al., 2023). A estabilidade durante o armazenamento também foi diretamente
influenciada pela formulacdo desenvolvida. Os achados deste estudo demonstraram que 0
armazenamento sob refrigeracdo foi significativamente mais eficaz na preservacdo da
viabilidade das microparticulas de M. anisopliae s.I. CG 148, quando comparado ao
armazenamento em temperatura ambiente. Nesta Ultima condicdo, observou-se uma reducéo
dréstica da viabilidade dos conidios encapsulados ap6s um més de armazenamento. Resultados
semelhantes foram reportados por Meirelles et al. (2023), que observaram maior viabilidade de
conidios de M. anisopliae encapsulados em alginato de sédio quando armazenados em freezer,
em comparacao a temperatura ambiente. Esses achados reforcam que o armazenamento em
baixas temperaturas é mais adequado e recomendado para produtos bioldgicos, uma vez que
retarda reacdes de degradacdo celular, prolongando a vida util do microrganismo (Guo; Zhang,
2024). Os conidios ndo encapsulados apresentaram maior germinacdo em relacdo aos
encapsulados e se mantiveram vidveis com germinacao proxima a 100% durante os dois meses
de armazenamento em ambas as condic¢des avaliadas. Esses resultados podem ser explicados
pelo fato de conidios secos raspados da superficie do meio de cultura estarem em estado de
dorméncia sendo capazes de resistir a condi¢Ges adversas de armazenamento e permanecer
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vidveis por longos periodos quando secos, com metabolismo reduzido até serem reidratados
(Feofilova et al., 2012).

A absor¢do de irradiacdo UV-B pelas células fangicas desencadeia reagdes de
degradacdo irreversiveis, resultando na formagéo de dimeros de pirimidina que podem reduzir
a germinacdo, comprometer a viruléncia e, em casos extremos, levar a morte do fungo (Braga
etal., 2015; Brancini; Bachmann; Braga, 2021). Assim, a exposi¢do excessiva a irradiagdo UV-
B é um importante fator limitante para o uso de fungos entomopatogénicos como agentes de
biocontrole. Aqui, 0 encapsulamento com as formulagdes AQ, APQ, AGQ e APGQ conferiu
protecdo significativa contra irradiagdo UV-B, em contraste com os conidios ndo encapsulados,
cuja germinacdo foi reduzida. De maneira semelhante, Shin et al. (2023) verificaram que 0
encapsulamento de conidios de B. bassiana em emulsdo de Pickering estabilizada com
nanomateriais de celulose (CNM) preservou a viabilidade celular e manteve a atividade
inseticida apds exposicao a irradiagdo UV. Apesar das diferentes abordagens, ambos os estudos
confirmam que a matriz encapsulante garante protecdo ao propagulo encapsulado, atenuando
ou evitando os danos celulares induzidos pela radiagéo ultravioleta.

A protecdo conferida pela capsula, também se refletiu na tolerancia do fungo formulado
ao calor, com manutencdo da viabilidade dos conidios expostos a altas temperaturas,
independente da composicdo das microparticulas. Os conidios de M. anisopliae CG 148
encapsulados apresentaram germinacao superior a 65%, enquanto os conidios ndo encapsulados
exibiram menos de 1% de germinacéo, ap0s 4 h de exposicao a 45 °C. A termotoleréncia é uma
condicdo fundamental para que fungos entomopatogénicos mantenham sua viabilidade e
eficacia no controle bioldgico, especialmente em regides tropicais (Quesada-Moraga et al.,
2024). A exposicao a temperaturas elevadas pode comprometer funcdes metabdlicas, provocar
desnaturacéo proteica e alterar a integridade da membrana dos conidios, resultando em reducéo
da germinacdo, da esporulacdo e da capacidade de infeccdo no hospedeiro (Paixao; Fernandes;
Pedrini, 2019; Rangel et al., 2010). Utilizando outras técnicas, Felizatti et al. (2021)
encapsularam conidios de B. bassiana com uso de spray drier e gelificacdo idnica, concluindo
que ambas possibilitaram a obtencdo de microparticulas fungicas estaveis quando submetidas
a temperatura de 60 °C por 4 h, em comparacdo aos conidios ndo formulados. Ja De Jesus
Seabra et al. (2024) observaram que, apds exposicdo a 45 °C por 60 h, os conidios de B.
bassiana encapsulados em 2% de alginato de sodio e 8% de maltodextrina, pelo método de
spray drier, mantiveram 45,02% de viabilidade conidial, enquanto a suspensdo fangica perdeu
totalmente sua viabilidade ja nas primeiras 4 h. Esses resultados reforcam que,
independentemente da técnica empregada, o encapsulamento em matrizes poliméricas é capaz
de preservar a viabilidade dos conidios sob estresse térmico.

Estudos de mercado apontam que o setor de bioinsumos devera expandir de forma
significativa nos préximos anos, resultado da crescente demanda por alternativas sustentaveis
no manejo de pragas (Da Silva Medina; Rotondo; Rodriguez, 2024; Felipe de Lima Andreata
et al., 2025; Medina; Rotondo; Rodriguez, 2023; Soares et al., 2023). No Brasil, durante o
verdo, € comum que as temperaturas ultrapassem 35 °C, o que representa um desafio para a
sobrevivéncia e o desempenho de microrganismos aplicados no controle biolégico. Nesse
cendrio, marcado pelo agravamento da crise climatica, o aprimoramento de formulacbes é
indispensavel para o sucesso desses agentes de biocontrole. As diferentes composi¢cbes da
matriz encapsulante testadas aqui atuaram como barreira fisica eficiente, protegendo o
microrganismo encapsulado contra exposicdes excessivas a radiacdo UV-B e a temperaturas
elevadas. Esses resultados reforcam que estratégias de encapsulamento podem ndo apenas
potencializar a eficacia dos fungos entomopatogénicos em condi¢Ges ambientais adversas, mas
também atender as demandas do mercado por produtos biol6gicos mais estaveis. A preservacao
da vida util desse entomopatdgeno em etapas criticas da cadeia de manutencao e logistica, como
armazenamento e transporte, mostra-se essencial para assegurar a qualidade do produto final e
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atender as expectativas dos consumidores (Jenkins; Grzywacz, 2000; Quesada-Moraga et al.,
2024).

A eficécia das microparticulas fangicas AQ, APQ, AGQ e APGQ desenvolvidas no
presente estudo foi evidente no controle de fémeas ingurgitadas de R. microplus em condicdes
controladas, com reducao significativa do peso total da massa de ovos e indice de producgdo de
ovos (IPO) em comparagdo aos grupos controle (Tween 80 e microparticulas sem fungo).
Entretanto, o tratamento com os conidios encapsulados ndo afetou os parametros bioldgicos em
relacdo aos conidios ndo encapsulados. Resultados distintos foram relatados por Meirelles et
al. (2023), que observaram reducéo significativa dos parametros biol6gicos das fémeas de R.
microplus ao utilizar conidios encapsulados com 2 e 3% de alginato de s6dio em comparacdo
ao tratamento com a suspensdo fungica. Essa diferenca pode ser atribuida, em parte, a acdo dos
distintos isolados fangicos de M. anisopliae empregados em cada estudo. Embora a associacdo
do alginato com outros polimeros, proposta neste trabalho, pode ndo ter exercido efeito na
potencializagédo da agéo do fungo, o processo de encapsulamento ndo comprometeu a viruléncia
do isolado fungico utilizado, ao mesmo tempo que agregou valor tecnolégico a formulacao
desenvolvida. Outro ponto relevante foi a observagdo da colonizagdo do solo pelas
microparticulas, seguida da infecgcdo e morte das fémeas, 0 que evidencia que o encapsulamento
ndo comprometeu o ciclo infectivo do fungo. Tal capacidade de completar seu desenvolvimento
no hospedeiro é uma caracteristica desejavel para agentes de controle biologico, pois contribui
para a autoperpetuacdo do patdgeno no ambiente, reduzindo a necessidade de reaplicacdes
frequentes (Bidochka; St. Leger; Roberts, 1997; Roberts; St. Leger, 2004).

Para otimizar a execucdo do ensaio em condi¢Ges de semi-campo, e com base nos
resultados obtidos nas etapas anteriores, foram selecionadas as formulacdes APQ e AGQ, com
0 objetivo de avaliar o efeito especifico da pectina e do glicerol quando incorporados a uma
matriz polimérica de alginato de sodio e quitina. Os ensaios de semi-campo desenvolvidos neste
estudo demonstraram que o tratamento do solo de vasos cultivados com U. decumbens com
microparticulas AGQ reduziu em 59,5% o numero de larvas de R. microplus recuperadas no
apice das forrageiras em relacdo ao grupo que ndo recebeu tratamento algum. Dessa forma, as
microparticulas AGQ mostraram-se eficazes no controle do carrapato, enquanto a formulacao
APQ ndo apresentou resposta nas condicdes avaliadas. Os resultados obtidos podem ser
atribuidos a influéncia da composicdo da matriz polimérica na criagdo de um ambiente
favoravel a germinacdo dos conidios de M. anisopliae s.I. CG 148 e a sua liberacéo a partir das
particulas aplicadas no solo, sob condices sujeitas a variacdes extremas de temperatura,
umidade, radiacdo, dentre outros fatores ambientais. A presenca de glicerol na formulacédo
AGQ, com suas propriedades higroscopica e osmoprotetora, pode ter favorecido a retencéo de
agua e a formacdo de um ambiente mais imido e estavel, condicdo essencial para a germinacgéo
dos conidios e o crescimento micelial (Locatelli et al., 2018; Sarma et al., 2023). Em
contrapartida, a matriz APQ, por conter pectina, tende a formar géis mais rigidos quando
reticulada por ions célcio durante o processo de gelificacdo idnica, o que pode limitar a difusdo
de 4gua e a germinacdo dos conidios encapsulados, reduzindo a liberacdo destes propagulos
(Bekhit et al., 2016; Ekesi; Maniania; Lux, 2003; Krell et al., 2018). Essa limitacdo pode
resultar em menor quantidade de fungo no solo e, consequentemente, em uma menor taxa de
infeccdo dos diferentes estagios de desenvolvimento do carrapato ali presentes. Desta forma,
considerando a capacidade dos conidios de esporular a partir da matriz encapsulante,
estabelecer-se e crescer no solo, bem como infectar e causar a morte de fémeas ingurgitadas,
conforme demonstrado nos ensaios laboratoriais deste estudo, a maior eficiéncia das particulas
AGQ pode ser atribuida a criacdo de um ambiente favoravel ao desenvolvimento dos conidios
encapsulados, associada a maior quantidade de conidios liberados e & manutengdo do fungo no
solo a longo prazo. Esse conjunto de fatores pode ter contribuido para a intensificagdo do
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contato entre os propégulos fangicos e o carrapato, favorecendo a infeccdo ndo apenas das
fémeas ingurgitadas introduzidas no solo, mas também dos ovos e larvas presentes ali.

Quanto ao reisolamento de M. anisopliae a partir das amostras de solo dos ensaios em
semi-campo, foram registradas as menores recuperacgdes de UFC por grama de solo na coleta
realizada no dia da introdugdo das fémeas ingurgitadas de R. microplus nos vasos,
correspondente a 13 dias ap6s o tratamento com as microparticulas fungicas. Essa baixa
recuperacdo fungica, observada em ambos os grupos avaliados (APQ e AGQ), pode ser
atribuida a exposicéo das particulas a condi¢cbes ambientais ndo controladas, caracterizadas por
variagOes expressivas de temperatura e umidade relativa. Esses 13 dias do més de maio
apresentaram registros de temperatura maxima de 31,8 °C e minima de 15,4 °C, bem como
umidade relativa maxima de 92,2% e minima de 29%, associadas a ocorréncia de precipitacdo
pluviométrica em apenas dois dias durante o periodo. A exposicdo a essas condi¢des pouco
favoraveis ao desenvolvimento flngico, cujo desempenho ideal ocorre em torno de 25 + 1 °C
e UR > 80%, pode ter impactado negativamente a germinagdo dos conidios encapsulados,
contribuindo para a reducdo da esporulacdo a partir da superficie das particulas e,
consequentemente, para a baixa recuperacdo de UFC do solo (Couceiro et al., 2021).

Na segunda coleta de amostras de solo, realizada no més de setembro, ao final do
periodo de recuperacéo larval, observou-se um aumento expressivo no nimero de UFC tanto
para as microparticulas APQ guanto para as AGQ. Esse aumento pode ser atribuido a condicdes
mais favoraveis ao crescimento fngico, proporcionadas pelo aumento da umidade do solo, uma
vez que setembro se caracteriza como um periodo de transi¢cdo marcado pelo término da estacéo
seca e fria (inverno) e pelo inicio das primeiras chuvas da primavera. A umidade do solo é
reconhecidamente um dos fatores determinantes para a germinacdo dos conidios e o
crescimento micelial de fungos entomopatogénicos (Ekesi; Maniania; Lux, 2003). Assim, as
condicdes ideais de umidade no solo podem ter contribuido para que ambas as formulacdes
proporcionassem adequado desenvolvimento do fungo, independentemente das caracteristicas
estruturais da matriz polimérica, resultando em elevada recuperacdo de unidades formadoras de
colonias. A terceira coleta evidenciou uma reducdo acentuada no numero de unidades
formadoras de colonias (UFC) recuperadas das amostras de solo do grupo APQ. Em contraste,
0 solo do grupo AGQ manteve valores de col6nias reisoladas semelhantes aos observados na
coleta anterior. Esse fato pode estar associado a capacidade da matriz polimérica constituida
por alginato de sodio, glicerol e quitina de proporcionar um ambiente interno fisiologicamente
mais estdvel aos conidios encapsulados, favorecendo a manutencdo da viabilidade e da
atividade fungica mesmo apds exposicdo prolongada a condi¢cdes ambientais desfavoraveis.

Nos ensaios bioldgicos com R. microplus, conduzidos tanto em laboratorio quanto em
condicdes de semi-campo, 0s tratamentos com microparticulas sem fungo indicaram que 0s
diferentes componentes da matriz encapsulante ndo exerceram efeitos negativos sobre o0s
parametros biologicos dos carrapatos. Esses achados reforcam a natureza biocompativel dos
polimeros e do adjuvante empregados neste estudo, 0s quais interagiram com o fungo e o
artropode sem provocar danos. Além disso, por serem biodegradaveis, esses componentes se
decompbem naturalmente, sem gerar residuos toxicos no ambiente (Harrazi et al., 2024;
Martau; Mihai; Vodnar, 2019). Tal caracteristica é de grande relevancia para a pecuéria, uma
vez que a presenca de residuos quimicos pode contaminar o solo e comprometer a qualidade da
carne e do leite.

Dando continuidade aos estudos realizados anteriormente com o uso de alginato de
sodio como matriz encapsulante utilizando-se o método de gelificacdo i6nica (Meirelles et al.,
2023), esta tese avancou ao incorporar outros polimeros e adjuvante com o objetivo de
aprimorar as propriedades da formulagdo. Os achados encontrados aqui oferecem subsidios
relevantes para o desenvolvimento de produtos comerciais a base de fungos entomopatogénicos
destinados ao controle da fase ndo parasitaria de R. microplus. Além da praticidade associada
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a aplicacdo direta nas pastagens, o encapsulamento empregado na formulagdo de fungos
demonstra capacidade de conferir maior estabilidade aos propagulos encapsulados,
caracteristica indispensavel em etapas criticas da cadeia industrial, como armazenamento,
manutencéo e transporte. Adicionalmente, os testes realizados com diferentes combinagdes de
matrizes poliméricas avaliadas, constituem uma base sélida para o aprimoramento de
formulagbes granulares com potencial promissor de aumentar a resisténcia e a persisténcia do
fungo frente a condi¢des ambientais adversas encontradas no campo. Dessa forma, os resultados
obtidos aqui ndo apenas reforcam o encapsulamento como uma ferramenta tecnoldgica eficaz
para a formulacdo de fungos entomopatogénicos, mas também evidenciam sua viabilidade
como estratégia a ser incorporada em programas de manejo integrado de R.microplus,
contribuindo para sistemas de controle mais sustentaveis e eficientes.
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6 CONCLUSOES

O encapsulamento por gelificagdo iénica utilizando as combinagdes A, AQ, AP, APQ,
AG, AGQ, APG e APGQ ¢ eficiente, pois resultou em baixa perda de conidios de Metarhizium
anisopliae s.I. CG 148 e preservou a viabilidade do propagulo fangico.

A quitina incorporada nas formula¢fes promove o0 aumento de conidios esporulados a
partir das microparticulas fungicas.

O encapsulamento de conidios em AQ, APQ, AGQ e APGQ produz microparticulas
fangicas esféricas com distribuicdo variada de tamanho, apresentando superficie mais
homogénea e com menor porosidade (APQ e APGQ) ou heterogénea e com maior porosidade
(AQ e AGQ), evidenciando que a composic¢ao da matriz encapsulante influencia na morfologia
das microparticulas.

Em temperatura ambiente e em condicao de refrigeracdo, as formulagées em AQ, APQ,
AGQ e APGQ ndo aumentam a vida util dos conidios encapsulados quando comparados aos
conidios ndo encapsulados. O armazenamento sob refrigeracao € mais eficiente na preservagéo
da viabilidade fungica de conidios encapsulados.

O encapsulamento em AQ, APQ, AGQ e APGQ fornece protecao aos conidios fungicos
contra os efeitos da exposicao a irradiagdo UV-B (6,0 kJ m-?) e ao calor (45 °C por 4 horas),
demonstrando que a matriz encapsulante funciona como uma barreira fisica contra esses fatores
ambientais adversos.

Os diferentes componentes da matriz encapsulante, alginato de sodio, pectina, glicerol
ou quitina ndo exercem efeitos negativos sobre a biologia das fémeas ingurgitadas em condicdes
de laboratorio e semi-campo.

O tratamento com microparticulas fungicas AQ, APQ, AGQ e APGQ apresenta eficacia
no controle de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus emcondicdes de laboratorio.

O processo de encapsulamento ndo afeta a capacidade do fungo em completar seu ciclo
infectivo em fémeas ingurgitadas em condicGes de laboratorio.

O tratamento do solo de vasos cultivados com Urochloa decumbens com
microparticulas fungicas AGQ apresenta eficacia na reducdo do nimero de larvas R. microplus
recuperadas das forrageiras em condicdes de semi-campo. O tratamento com APQ néo reduz o
numero de larvas recuperadas.
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