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RESUMO - Rhipicephalus microplus é um ectoparasita que gera grandes prejuizos para pecuaria devido a
espoliacdo dos bovinos e ao alto custo de controle, que é baseado no uso de produtos quimicos, contudo seu uso
incorreto causa resisténcia nesta espécie. Desse modo, objetivou-se isolar, identificar e selecionar cepas
eficientes no controle biolégico do R. microplus para regides de clima tropical. Amostragens de solo e de
Brachiaria brizantha foram realizadas para isolamento das espécies fingicas e fémeas ingurgitadas de R.
microplus foram coletadas para os bioensaio de taxa de colonizacdo. Foram quantificados 2,0 x 10° UFC.g™ e
identificados cinco géneros, sendo que o Aspergillus spp. apresentou maior ndmero de isolados em ambos
ambientes. A forrageira apresentou maior quantidade de coldnias fungicas.g™ em relacdo ao solo. Foram
identificadas espécies entomopatogénicas, patogénicas, saprofitas e queratinofilicos com potencial
biotecnoldgico e para uso em programas de controle bioldgico. Aspergillus é o fungo mais prevalente tanto no
solo, quanto em forrageiras em regides de clima tropical. Alta diversidade flngica é observada nos ecossistemas
estudados. Metarhizium anisopliae colonizou eficientemente os parasitas com 80% de colonizacéo, diferindo-se
estatisticamente dos demais tratamentos (p<0,01). Outros estudos devem serem feitos buscando avaliar outras
concentragdes dos fungos testados, formas de manipulagdo, dentre outros bioensaios.

PALAVRAS-CHAVE: bovinocultura leiteira, carrapato, controle biol6gico, ensaios in vitro

ABSTRACT - Rhipicephalus microplus is an ectoparasite that generates great losses for livestock due to the
spoliation of cattle and to the high cost of control, which is based on the use of chemical products, however its
incorrect use causes resistance in this species. Thus, we aimed to isolate, identify and select efficient strains in
the biological control of R. microplus for regions of tropical climate. Soil and Brachiaria brizantha samples
were taken for isolation of the fungus species and engorged females of R. microplus were collected for the
colonization rate bioassays. 2.0 x 10° UFC.g™ were identified and five genera were identified, and Aspergillus
spp. presented higher number of isolates in both environments. The forage presented higher number of fungal
colonies.g™ in relation to the soil. Entomopathogenic, pathogenic, saprophytic and keratinophilic species with
biotechnological potential and for use in biological control programs were identified. Aspergillus is the most
prevalent fungus both in soil and in forages in tropical regions. High fungal diversity is observed in the studied
ecosystems. Metarhizium anisopliae efficiently colonized the parasites with 80% colonization, differing
statistically from the other treatments (p <0.01). Other studies should be done seeking to evaluate other
concentrations of fungi tested, forms of manipulation, among other bioassays.
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INTRODUCAO

Carrapatos sdo ectoparasitas caracterizados principalmente por se alimentarem de sangue,
independente da familia, género ou espécie, sendo que a espécie Rhipicephalus microplus, é uma das que
geram grandes prejuizos para pecudria de corte e leite devido a espoliacdo dos bovinos e ao alto custo das
técnicas atuais de controle (Ramos et al., 2009). As condicfes climéaticas do Brasil contribuem para o
desenvolvimento do ectoparasita, permitindo assim que populagdes de carrapatos se estabelecam em
praticamente todo o territdrio nacional (Kassab et al., 2011).

O combate de carrapatos é feito através do controle quimico, contudo o uso incoerente desse
método favorece a ocorréncia de resisténcia (Farias et al., 2008). Além disso, pode ocorrer a permanéncia
de residuos nos animais e em seus produtos, e desse modo, alternativas para o controle desse organismo é
de suma relevancia. Varios inimigos naturais presentes no hospedeiro ou no solo contribuem no controle
desse parasita, tais como fungos (Verissimo, 2013), que, de modo especial, apresentam uma série de
fatores favoraveis que os tornam uma excelente escolha para o controle bioldgico de ectoparasitas.
Monteiro (2014) afirma que a facilidade de multiplicacdo, producdo em meios artificiais, dispersdo,
auséncia da poluicdo ambiental e toxicidade para humanos, fazem deste um agente altamente eficiente no
controle de carrapatos.

O uso de quimicos em sub e superdosagem, preparos inadequados, aplicagdes mal realizadas, entre
outros fatores faz com que os carrapatos ndo morram apés contato com o produto, fazendo com que estes
passem para as geragdes posteriores as informagdes genéticas de resisténcia aquele produto (Olivo et al.,
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2008). Desse modo, torna-se necessario a disponibilidade de métodos alternativos a serem empregados
em sistemas integrados de controle. Pesquisas direcionadas a avaliacdo do potencial dos fungos
entomopatogénicos sdo essenciais para que se conheca a eficiéncia de diferentes isolados e se possa
eleger o mais adequado para sua utilizacdo em programas de biocontrole de carrapatos (Barci et al.,
2009). Desse modo o presente estudo tem por objetivo isolar, identificar e selecionar cepas eficientes no
controle biol6gico do Rhipicephalus microplus nos trépicos.

MATERIAL E METODOS

Amostras de solo e de Brachiaria brizantha foram obtidas aleatoriamente nas dependéncias do
setor de bovinocultura do Instituto Federal Goiano, Campus Ceres. As amostras foram homogeneizadas e
submetidas a diluicao seriada até diluicdo 10°°. Desta, retirou-se uma aliquota de um mL e inoculou-se em
placa de Petri contendo o meio de cultura Sabouraud e incubadas em estufa a 37°C por até 15 dias.

Além das amostras coletadas, foram utilizadas uma cepa de Metarhizium anisopliae (fungo
referéncia no controle bioldgico de carrapatos adquirida por meio de compra) e cepas de Aspergillus spp.
oriundos de rimen de bovinos de corte criados em sistema de pastejo, cedidos pela UFMG. As colénias
desenvolvidas foram quantificadas e um representante de cada morfotipo foi repicado. A identificacdo
baseou-se nas caracteristicas macroscopicas da coldnia, como cor, forma e aspecto, bem como nas
estruturas microscépicas e reprodutivas, através da técnica de microcultivo (Kern & Blevins, 1999).

Amostras de fémeas ingurgitadas (telebgenas) da espécie Rhipicephalus microplus foram obtidas
aleatoriamente de bovinos da regido de Ceres-GO e levadas ao laboratério de Microbiologia.
Posteriormente, cada individuo coletado foi pesado e separado homogeneamente por peso para realiza¢do
do bioensaio. Cada individuo representou uma repeticdo. Cada cepa fungica avaliada constituiu um
tratamento. As solugfes dos isolados fungicos foram padronizadas em fung8o da escala de Mac Farland 3
e ressuspendidos em &gua destilada estéril e surfactante Tween 20 (Lorenzetti et al., 2012). O tratamento
controle (negativo) foi representado por aspersao de gua destilada estéril nas unidades experimentais.

Cinco teledgenas foram armazenadas individualmente no interior de placas de petri e banhadas
com 10 pL do indculo padronizado para cada fungo. Apds aspersao, as placas seguiram para estufa BOD
a 26 °C e fotofase de 12h. A cada cinco dias até o 30° dia ap0s tratamento realizou-se leituras para
determinacdo da capacidade de colonizacdo e antagonismo do indculos. Os carrapatos mortos foram
quantificados e a taxa de colonizagdo foi medida de forma qualitativa por observagdo visual (-, +, ++,
+++) (metodologia adaptada de Loureiro et al., 2005) e taxa de mortalidade para cada tratamento.

Foi adotado delineamento inteiramente ao acaso (DIC). Aplicando-se anélise exploratéria para
todas as varidveis analisadas. Variaveis ndo paramétricas foram comparadas pelo teste de Kruscall-wallis
(P=0,05). Todas as andlises foram realizadas no pacote estatistico ASSISTAT 7.7 Beta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A forrageira estudada apresentou 1,75 x 10* UFC’s.g™!, maior quantidade em relagdo ao solo que
foi de 3 x 10° UFC’s.g™?, diferindo-se estatisticamente (P<0,05). Entre os fatores que podem contribuir
para a baixa microbiota flngica nas amostras de solo, de acordo com Klich (2002), estdo a variedade
floristica reduzida, fatores abio6ticos e manejo inadequado das areas exploradas.

Durante o experimento foram quantificados em média 2,0 x 10° UFC.g™ e identificados fungos dos
géneros Aspergillus (5 em B. brizantha e 4 no solo), Gliocadium, Paecilomyces, Trichoderma,
Trichophyton, sendo todos com um Unico exemplar em B. brizantha e Scedosporium (1 no solo), em que
0 Aspergillus apresentou maior prevaléncia. Em relagdo & capacidade de coloniza¢do de teledgenas
(Tabela 1), apenas o M. anisopliae colonizou eficientemente os parasitas com 80% de colonizagdo
(P<0,01).

Tabela 1: Massa de fémeas em gramas (MF), taxa de colonizagdo de fémeas ingurgitadas (TC) e taxa de
mortalidade (TM) de R. microplus submetidas ao tratamento com os respectivos isolados flingicos

Isolados Origem MF TC (%) T™ (%)
Metarhizium anisopliae Comercial 1,07 80a 80 a
Aspergillus fumigatus (R1) Rdmen 1,03 4D 60 b
Aspergillus spp. (F1) Forrageira 1,02 200 20Db
Aspergillus ssp. (S1) Latossolo 1,04 7b 60 b
Aspergillus terreus (S2) Latossolo 1,04 20Db 40b
Aspergillus spp. (F2) Forrageira 1,02 7b 20b
Aspergillus terreus (F3) Forrageira 1,08 8D 0b
Aspergillus terreus (R2) Rumen 1,03 Ob 20b
Aspergillus spp. (S3) Latossolo 1,08 6b 60 b

Trichoderma ssp. (F4) Forrageira 1,09 18b Ob



Scedosporium prolificans (S4) Latossolo 1,08 7b 20Db

Aspergillus terreus (F5) Forrageira 1,06 0b 20Db
Trichophyton spp. (F6) Forrageira 1,06 0b 0b
Aspergillus ssp. (R3) Ramen 1,04 0b 0b
Aspergillus terreus (F7) Forrageira 1,07 0b 0b
Controle negativo H20 1,05 0b 0b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskall-Wallis (0=5%)).

Ndo se notou a penetracdo em aberturas naturais do carrapato (aparelho bucal, espiraculos
respiratérios, orificio genital e anal), como descrito em insetos infectados por diversas espécies de fungos,
corroborando assim com os resultados encontrados por Garcia et al. (2004). Nesse sentido a penetracéo
via tegumento torna-se uma caracteristica interessante na escolha de fungos que tenha potencial no
controle de artrépodes sugadores (Garcia et al., 2004). O tempo para que ocorra a germinacgdo e
penetragdo no corpo do hospedeiro também sdo caracteristicas importantes para a escolha das linhagens.

A colonizacdo do carrapato ocorreu entre 48 e 72h ap6s a infeccdo sendo caracterizada pela
presenca de estruturas fungicas sobre o parasita. Logo ap6s a morte das fémeas ingurgitadas, observou-se
0s primeiros pontos de crescimento do fungo externamente, sendo possivel visualizar o micélio fangico
sobre o cadaver. A conidiogénese iniciou-se entre 0 8° e 10° dia apds a infec¢do sendo que o tratamento
com o M. anisopliae houve grande producdo de conidios, ja nos demais tratamentos observou-se pouca
formacdo de conidios.

CONCLUSOES
Nas condicOes deste experimento, Aspergillus é o fungo mais prevalente tanto no solo, quanto em
forrageiras em regides de clima tropical. Alta diversidade flngica é observada no ecossistema estudado.
M. anispliae é antagonista a fémeas ingurgitadas de R. microplus, sendo assim o agente efetivo no
biocontrole de carrapatos bovinos em regides tropicais.
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