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RESUMO

SOUSA, RICARDO LEANDRO DE OLIVEIRA, M.Sc, Universidade Vila Velha
— ES, dezembro de 2019.Utilizacdo de fungos nematéfagos no controle
biolégico das parasitoses que acometem bovinos em propriedade rural
do espirito santo. Orientador: Fabio Ribeiro Braga.

O objetivo do presente trabalho foi utilizar fungos nematéfagos no
controle bioldgico das parasitoses que acometem bovinos em propriedade rural
do Espirito Santo. Os ensaios experimentais foram realizados no Laboratorio
de Parasitologia Experimental e Controle Biologico da Universidade Vila Velha
(UVV). As fémeas ingurgitadas (teledginas) de carrapatos Rhipicephalus
Boophilus microplus foram coletados manualmente de bovinos naturalmente
infectados provenientes da propriedade rural no municipio de Santa
Leopoldinda, estado do Espirito Santo. Foram utilizados os fungos
Duddingtonia flagrans (AC001); Monacrosporium thaumasium (NF34) e
Monacrosporium sinense (SF53). Foram realizados dois ensaios (A e B). No
ensaio A, testou-se o controle de teologinas (lesdo na cuticula) de R.
(Boophilus) microplus ap0s a interacdo com estrutras fungicas dos isolados
AC001, NF34 e SF53 in vitro. No ensaio B, testou-se o controle da
eclodibilidade dos ovos apds a interacdo com estruturas fangicas de ACO001,
NF34 e SF53 in vitro. No ensaio A, foram formados 4 (quatro) grupos
experimentais em placas Petri de 12 cm com cerca de 30 fémeas por placa.
Foram realizadas seis repeticdes por grupo. Grupo 1, tratado com 20puL (10°)
de solucdo fungica conidios/clamidésporos de D. flagrans (AC001) + 30
teleoginas; grupo 2, tratado com 20uL de solugdo fungica
conidios/clamidésporos de M. thaumasium (NF34) + 30 teleoginas; grupo 3,
tratado com 20uL de solugao fungica conidios/clamidésporos de M. sinense +
30 teleoginas (SF53) e grupo 4, controle, recebeu apenas as 30 teleoginas de
R. Boophilus microplus. A seguir, todas as placas de petri dos grupos tratados
e controle foram acondicionadas em camara de incubagédo +27° C e 80 + 80%
de umidade relativa por um periodo de 21 dias. No ensaio B, testou-se a
eclodibilidade dos ovos apés a interacdo na concentracdo de 10° de
conidios/clamid6sporos/ml de AC001, NF34 e SF53 in vitro. Apds as coletas

das teleoginas, as mesmas foram lavadas em agua corrente, secas,



identificadas e acondicionadas em camara climatizada regulada a temperatura
de £ 27° C e umidade relativa a 80% para a postura dos ovos. Apds a postura,
os ovos form transferidos para tubos de ensaio na propor¢cdo de 100mg (100
ovos). Grupo 1, foi tratado com solucdo fungica 10° conidios/clamidésporos de
D. flagrans (AC001) + 100 ovos; grupo 2, tratado com solucdo fungica 10°
conidios/clamidésporos de M. thaumasium (NF34) + 100 ovos; grupo 3, tratado
solucao fungica 10° conidios/clamidésporos de M. sinense (SF53) + 100 ovos e
grupo 4, controle que recebeu apenas 100 ovos de R. Boophilus microplus.
Foram reliazadas 3 repeticOpes para grupo experimental. A seguir, todos tubos
de ensaio dos grupos tratados e controle foram acondicionados em camara de
incubacdo 28 ° C e 80% de umidade relativa por um periodo de 21 dias
(Braga et al., 2013). Os resultados dos ensaios A e B demonstraram que houve
interacdo, crescimento, colonizacdo e destruicdo (lesdo na cuticula) dos
exemplares femeas de carrapatos e diminuicdo da eclodibilidade dos ovos de
R. Boophilus microplus pelos fungos AC001, NF34 e SF53, o que podera ser
visto como uma ferramenta de pesquisa em outros trabalhos, uma vez que

devido o possivel enriquecimento do meio com AQ2% houve essa interacao.

Palavras-chave: controle bioldgico, sustentabilidade, prejuizo econémico.
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ABSTRACT

SOUSA, RICARDO LEANDRO DE OLIVEIRA, M.Sc, Universidade Vila Velha
— ES, December 2019. Use of nematophagous fungi in the biological
control of parasitic diseases affecting cattle in a rural property of Espirito
Santo. Advisor: Fabio Ribeiro Braga.

The aim of the present study was the use of nematophagous fungi in the
biological control of parasitic diseases affecting cattle in a rural property of
Espirito Santo. The experimental assays were carried out at the Laboratory of
Experimental Parasitology and Biological Control of the University Vila Velha
(UVV). The engorged females of Riphicephalus (Boophilus) microplus ticks
were collected manually from naturally infected cattle from a farm of Santa
Leopoldinda, Espirito Santo state. The following fungi were used: Duddingtonia
flagrans (AC001); Monacrosporium thaumasium (NF34) and Monacrosporium
sinense (SF53). Two assays were performed (A and B). In assay A, control of
engorged females (cuticle lesion) of R. microplus was tested after interaction
with fungal structures of isolates AC001, NF34 and SF53 in vitro. In assay B,
we tested the control of hatchability of eggs after interaction with fungal
structures ACO001, NF34 and SF53 in vitro. In trial A, four (4) experimental
groups were formed in 12 cm Petri dishes, with about 30 females per plate. Six
repetitions were performed per group. Group 1, treated with 20uL (10°) of D.
flagrans conidia/chlamydospores fungal solution (AC001) + 30 engorged
females; group 2, treated with 20uL (10%) of M. thaumasium
conidia/chlamydospores fungal solution (NF34) + 30 engorged females; group
3, treated with 20pL (10°) of M. sinense conidia/chlamydospores fungal solution
(SF53) + 30 engorged females and group 4, control, received only the 30
engorged females of R. microplus. All petri dishes of the treated and control
groups were then placed in an incubation chamber + 27 °C and 80 + 80%
relative humidity for a period of 21 days. In assay B, hatchability of eggs, after
interaction at the concentration of 10° conidia/chlamydospores/mL of AC001,
NF34 and SF53 in vitro, was tested. After collecting the engorged females, they
were washed in running water, dried, identified and conditioned in a climate
chamber at + 27° C and relative humidity 80% for egg laying. After laying, the
eggs were transferred to test tubes in the proportion of 100mg (approximately
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100 eggs). Group 1 was treated with 10° conidia/chlamydospores of D. flagrans
(AC001) + 100 eggs.; group 2 was treated with 10° conidia/chlamydospores of
M. thaumasium (NF34) + 100 eggs; group 3 was treated with 10°
conidia/chlamydospores of M. sinense (SF53) + 100 eggs; and group 4, control,
which received only 100 R. microplus eggs. Three repetitions were performed
for each experimental group. All test tubes in the treated and control groups
were then placed in an incubation chamber at + 28 ° C and 80% relative
humidity for a period of 21 days. The results of assays A and B showed that
there was interaction, growth, colonization and destruction (cuticle injury) of
female ticks and decreased hatchability of R. microplus eggs by AC001, NF34
and SF53 fungi, This may be seen as a research tool in other works, since
probably due to the enrichment of the medium with AQ2% there was this

interaction.

Keywords: biological control, sustainability, economic loss
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1. INTRODUCAO

A pecuaria bovina € uma atividade de extrema importancia econémica
para o Brasil. O pais possui hoje o maior rebanho comercial do mundo com,
aproximadamente, aproximadamente 214,9 milhdes de cabecas de gado,
colocando o pais como o maior produtor comercial do mundo e com isso
destacando-se a plena evolugdo desse rebanho e a melhoria dos indices
zootécnicos (IBGE, 2017).

Os entraves ao crescimento e producdo do rebanho bovino no Brasil e
no mundo sdo muitos, dos quais 0s parasitos correspondem a grande parte
deste problema. Os carrapatos tem sido ha muito tempo um sério entrave para
o produtor no dia-a-dia da propriedade. Além disso, no Brasil, especificamente,
dentre os varios fatores que sao responsaveis pela cronicidade deste problema
podem ser aqui mencionados: (a) intensificacdo no sistema de producéo de
leite corte; (b) aumento do grau de sangue europeu do rebanho; (c)
aparecimento generalizado da resisténcia de carrapatos as bases quimicas
disponiveis no mercado e (d) e as variaveis climéaticas, sendo uma regiao
favoravel ao desenvolvimento de carrapatos em fase de vida livre durante todo
0 ano. Dessa forma, de todos os problemas enfrentados pelos produtores, sem
duavidas o carrapato € o principal (Furlong et al., 2004).

Os carrapatos sao artropodes ectoparasitas, da classe Arachnida, de
distribuicdo mundial, parasitando vertebrados terrestres, anfibios, répteis, aves
e mamiferos. O estudo desses ectoparasitas é importante para a salde publica
e animal, por transmitirem agentes infecciosos e causarem injarias a seus
hospedeiros durante a hematofagia. O “carrapato do boi” recebe o nome
cientifico de Riphicephalus Boophilus microplus e para o melhor entendimento
€ um animal que pertence ao grande grupo das aranhas e escorpibes,
parasitando o bovino pelo menos em uma fase de sua vida. Tem sido
reconhecido como uma praga que provoca danos diretos a saude dos animais,
como a inoculagdo dos parasitas Babesia bovis, B. bigemia e Anaplasma
marginale configurando o complexo Tristeza Parasitaria Bovina (Furlong et al.,
2007).

O Espirito Santo conta com um rebanho de 1.937.684 de cabecas de

bovinos no universo de 214,9 milhdes de cabecas do rebanho nacional (IBGE,
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2017). Entretanto, os principais fatores que interferem no desenvolvimento da
pecuaria bovina no Espirito Santo, sdo as verminoses e 0s problemas
causados pelos ectoparasitos (carrapatos). Diante de tal afirmacao, a literatura
relata o retardo no desenvolvimento dos animais e com isso 0 aumento de
gastos excessivos com manejo, e tratamento com controle quimico, o que leva
a uma baixa produtividade do rebanho e consequentemente a elevadas perdas
econOmicas (Dantas et al., 2010). Levando em conta que a produgao de leite
em 2017 totalizou 33,5 bilhdes de litros, recuo de 0,5% em relacdo a 2016, ou
seja, a produtividade, o nimero médio de litros de leite obtido no ano por
cabeca, foi de 1.963 litros no pais em 2017(IBGE, 2017).

De acordo com Grisi et al. (2014), as perdas (peso, retardo no
crescimento e obitos) podem chegar a 3,24 bilhdes de ddélares por ano. Assim
como o0s demais ectoparasitos, este carrapato tem um ciclo de
desenvolvimento ambiental e outro parasitario (Taylor et al., 2010; Santos &
Vogel, 2012). A fase parasitéria inicia-se no momento em que as larvas se
fixam no hospedeiro e se finaliza quando a feméa ingurgitada desce do
hospedeiro para realizar a postura dos ovos no ambiente.

Diante desse universo, medidas que possam ajudar no controle das
formas parasitarias deste artropode sdo bem-vindas (Aguiar et al., 2018), em
destaque o controle bioldgico, realizado com fungos nematéfagos, destacando-
se 0s géneros Duddingtonia, Monacrosporium e Arthobotrys. Existem varios
trabalhos que registram a acdo destes fungos frente os parasitos que
acometem o rebanho bovino animal (Braga e Araujo, 2014; Vilela et al., 2018;
Luns et al.,, 2018). Contudo, trabalhos que preconizem a atucdo sobre o
carrapato R. (Boophilus) microplus sé&o escassos, sendo essa uma importante

premissa do presente trabalho.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Filo artopoda / Classe arachnida

Os carrapatos séo individuos classificados no filo artropoda e sé&o
comumente conhecidos por serem ectoparasitos hematofagos. Eles parasitam
o hospedeiro, prejudicando seu habito de vida e podendo desenvolver doencas
no mesmo., Sdo classificados em trés familias: Argasidae, Ixodidae e
Nuttalliellidae (Keirans e Robbins, 1999; Horak et al., 2002). Na presente
revisdo, serd dado mais énfase a familia Ixodidade, devido aos varios
problemas causados na pecuaria bovina brasileira.

Os Ixodideos séo responsaveis por grandes perdas econémicas para a
pecuéria de regides tropicais e subtropicais, esses ectoparasitas possuem uma
alimentacdo com um tempo mais prolongado e esta é feita uma Unica vez em
todo o ciclo de vida e a ovoposicao resulta num grande namero de ovos (de
varias centenas a 23.000 ovos por fémea) e depois morrem (Klompen, 2005).
Possuem um escudo quitinoso que recobre toda superficie do corpo do
individuo adulto, diferente do carrapato da familia argasideos que ndo possuem
escudo quitinoso (Urquhart et al., 1998).

O carrapato da espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus € um
ixodideo e realiza a postura de ovos em torno de 5.000 a 8.000 (Klompen,
2005).

2.2 Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Caracterizado como o principal carrapato que parasita os bovinos, R.
microplus € o carrapato que se encontra em regifes tropicais e subtropicas,
esses individuos se desenvolvem bem nestas regifes devido a exposicédo a
temperatura maior e a umidade elevada, esses fatores influenciam de forma
positiva a sua sobrervivencias e o bom desenvolvimento do seu ciclo de vida.
(Lempereur et al., 2010), esses animais sdo encontrados em VAarios
hospedeiros tais como: bufalos, jumentos, ovinos, caprinos, cées, gatos,

coelhos e até mesmo no ser humano, porém o seu principal hospedeiro para o
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desenvolvimento do seu ciclo de vida é o bovino (Andreotti et al.,, 2002). A
provavel chegada deste carrapato no territorio brasileiro foi em meados do
século XVIII. Estudos indicam que as entradas desses animais se deram
através do sul do pais, no estado do Rio Grande do Sul (Gonzales et al., 1975).

As femeas deste carrapato sdo conhecidas como teledginas, séo
hematéfagas e cada uma delas tem a capacidade realizar a postura de 5.000 a
8.000 ovos dia (Jonsson, 2006). E transmissor de patogenos e dentre esses a
Babesia sp., e o0 Anaplasma marginale (Cordoves, 1997; Patarroyo et al., 2002,
Jonsson et al., 2008). Este carrapato possui uma dependéncia muito grande da
ingestdo de sangue dos bovinos. A saliva que este &caro produz possui
algumas substancias que executam alguns mecanismos com efeitos
anticoagulantes, anti-inflamatoérios e imunossupressores. Isso faz com que haja
uma interferéncia na cascata decoagulacdo e ocorre diretamente uma reacao
inflamatéria no hospedeiro (Oliveira et al., 2011).

Os prejuizos financeiros gerados ao pais devido a presenca do R.
microplus na bovinocultura chegam a niumeros bem relevantes. Em média, o
valor anual pode chegar a 1 bilhdo de dolares, sendo que deste valor 80% esta
associado a compra de medicacbes como método de controle quimico para o
combate deste parasita (Martinez et al., 2004; Verissimo et. Al., 2001).

Realizar o controle de R. micropulus por meio de bases quimicas
(organofosforados, carbamatos e piretroides) tem sido a primeira alternativa de
produtores rurais. Contudo, devido a uso abusivo, sem nenhum critério técnico
e na maioria das vezes néo se respeitando a toxicidade das drogas, atualmente
em todo o territério ja se reconhece o problema da resisténcia parasitaria de R.
(Boophilus) microplus (Leal et al., 2003; Premoli et al., 2015).

2.3 Resisténcia parasitaria versus Controle quimico

Em todas as regides do mundo onde ocorre a incidéncia do carrapato R.
microplus, e se utiliza o método de controle quimico com drogas acaricidas,
ocorrera a resisténcia parasitaria deste ixodideo. Esta habilidade faz parte inata
da populacdo destes carrapatos (Catto et al., 2010). Executar um
monitoramento em regides de incidéncia deste carrapato € fundamental para a

avaliacao da situacdo como um todo e realizar propostas de a¢cdes que tenham
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como objetivo diminuir este problema em areas especificas (Catto et al., 2010;

Furlong et.al 2007). Segundo Furlong et al. (2005), os carrapaticidas mais

utilizados séo aqueles ditos de contato (pele) e alguns sistémicos (injetaveis),

sendo descritos abaixo:

A)

B)

C)

D)

Organofosforados: Este grupo, é considerado o grupo mais antigo dos
grupos de controle quimicos aos carrapatos. E bastante utilizado para o
controle de R. (Boophilus) microplus em bovinos. Apresentam um poder
residual pequeno e risco de intoxicacdes; exemplo de produto comercial:
Assuntol®.

Amidinicos: Aqui se encontra 0 (grupo que sucedeu aos
organofosforados e caracterizou-se por ter um maior poder residual,
permitindo um intervalo maior de tratamento. Este grupo foi bem aceito
pelos produtores rurais e se trata de um medicamento dos mais
utilizados no mercado. Foi comercializado por 40 anos. Exemplo de
produto comercial: Triatox®.

Piretrdéides sintéticos: Em busca de eficacia, baixa toxicidade aos
seres vivos e ao meio ambiente, a industria desenvolveu esse grupo de
carrapaticida, originado principalmente da Deltametrina, Cipermetrina e
Alfametrina. Porém, com um poder residual maior, ocorreu um
favorecimento a sobrevivéncia de individuos naturalmente tolerantes,
desenvolvento assim uma resisténcia parasitaria nas populagbes de
carrapatos. Estes tém sido utilizados com associacdo aos
organofosforados para que se aumente o seu potencial de a¢do, uma
vez que este sinergiza a acao dos piretroides. Exemplo de produto

comercial: Butox®.

Fenilpirazéis: Este produto atua de maneira bem semelhante as
avermectinas, paralisando os carrapatos. Exemplo de produto comercial:

Topline®.

Os carrapaticidas denominados sistémicos (injetaveis) mais utilizados:
A) Lactonas Macrociclicas: Estes produtos apresentam um grande

poder residual, com caracteristica ecto/endoparasiticida.
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B) Benzofenilureas (inibidores do crescimento): A acdo desse
carrapaticida nao permite que os carrapatos realizem a sua ecdise

(muda). Exemplo de produto comercial: Acatak®.

2.4 Controle Bioldgico versus parasitos de animais domésticos

O controle biolégico € a utilizagdo de organismos vivos naturais do
ambiente no combate a parasitos alvos (Grgnvold et al.1993). No quesito
controle de helmintos em geral, destacam-se os fungos nematéfagos dos
géneros Duddingtonia, Monacrosporium e Arthobotrys (Luns et al., 2018). Por
outro lado, no quesito controle de artrépodes, existem iniUmeros registros de
sucesso do controle bioldgico utilizando fungos entomopatogénicos dos
géneros Bauvearia e Metharizium no combate a carrapatos ixodideos (Barci et,
al. 2009). Todavia, como mencionado anteriormente, poucos trabalhos tém sido
realizados com fungos nematofagos frente ao controle quimico (Braga et al.,
2013; Premoli et al., 2015).

2.5 Fungos Nematofagos

Os fungos nematéfagos sdo organismos inofensivos ao ambiente e a
saude Unica e que fazem parte do solo do Brasil. Estes se dividem em quatro
grupos; (a) os predadores, com destague para os géneros Duddingtonia,
Monacrosporium e Arthrobotrys. (b) os fungos ovicidas, que destroem ovos de
nematoides por meio da acéo direta e mecanica das suas hifas, destacando-se
0 género Pochonia e (c) fungos produtores de metabdlitos tdxicos, que
destroem alguns parasitas por meio da sua atividade toxica e (d) os
endoparasitos que destroem as larvas por meio da penetracdo ativa (Braga &
Araujo, 2014).

Os fungos predadores, produzem armadilhas que irdo capturar e
eliminar as formas de vida livre assim levando a reducdo das recidivas (
Rodrigues et al., 2018; Silva et al., 2017). Os tipos de armadilhas mais
comumente encontradas nestes fungos sdo aqueles compostos de redes
adesivas (Yang et al., 2007; Aradjo et al., 2014).

A espécies de fungos nematofagos mais utilizadas no controle biolégico

de parasitos sdo o Duddingtonia flagrans, o Monacrosporium thaumasium e o
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M. sinense. Estas espécies sdo caracterizadas pela producdo de conidios no
final dos conidiéforos e por produzirem grandes quantidades de clamidésporos
na matéria seca (Silva et al., 2017). Além disso, recentemente foi descoberta a
producdo de nanotecnologia que futuramente podera ser uma ferramenta muito

importante no controle biolégico (Silva et al., 2017).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Utilizar fungos nematdfagos no controle biolégico das parasitoses que

acometem bovinos em propriedade rural do Espirito Santo.

4.2 Objetivos especificos
Avaliar a utilizacdo da espécie de fungo nematéfago Dudingtonia
flagrans (AC001) no controle in vitro de teledginas de R. (Boophilus
microplus) microplus
Avaliar a utilizacdo das espécies do fungo Monacrosporium no controle
in vitro de de teleéginas R. (Boophilus microplus) microplus.
Avaliar a atividade dos fungos D. flagrans (AC001), M. thaumasium
(NF34) e M. sinense (SF53) sobre os ovos de R. microplus apos 21 de
contato.
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5. MATERIAL E METODOS

Local do experimento e exemplares de carrapatos

O ensaio experimental foi realizado no de Laboratério de Parasitologia
Experimental e Controle Biolégico e no Laboratério Clinico e de Parasitologia
Veterinaria “BIOCONTROL” da Universidade Vila Velha (UVV).

Fémeas ingurgitadas (teledginas) de carrapatos R. (Boophilus) microplus
foram coletados manualmente de bovinos naturalmente infectados,
provenientes de propriedade rural no municipio de Santa Leopoldinda, estado
do Espirito Santo. As fémeas coletadas foram observadas sob microscépio
optico (5x) para confirmacdo da sua integridade biolégica e morfoldgica; e
desinfetadas, com uma passagem em solucéo de hipoclorito de sédio a 4% por
trés minutos, em alcool a 70% por trés minutos e depois imersas em agua
destilada autoclavada por trés minutos e o excesso de agua foi retirado com
papel filtro autoclavado (Braga et al., 2013).

Este projeto foi aprovado pelo comité de ética em experimentacao

animal da Universidade Vila Velha, sob o niumero 306.

Fungos nematdéfagos

Foram utilizados trés isolados de fungos Duddingtonia flagrans (AC001);
Monacrosporium thaumasium (NF34) e Monacrosporium sinense (SF53) estes
fungos s&@o provenientes da colecdo de micologia do Laboratério de
Parasitologia do Departamento de Medicina Veterindria da Universidade
Federal de Vicosa (UFV), em Vicosa, Minas Gerais, isolados e mantidos em
camara de incubacédo do tipo (B.O.D) a 25+ 1 ° C e 80 + 10% de umidade

relativa.

Ensaios experimentais

No presente trabalho, foram realizados dois ensaios (A e B). No ensaio
A, testou-se o controle de teledginas (lesdo na cuticula/exoesqueleto) de R.
Boophilus microplus apds a interagdo com estruturas fangicas (conidios e ou
clamidésporos) dos isolados AC001, NF34 e SF53, in vitro. No ensaio B,

testou-se o controle da eclodibilidade dos ovos ap0s a interacdo com conidios
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e ou clamidosporos de AC001, NF34 e SF53, in vitro. Os isolados fungicos
foram crescidos em meio de cultura agra quitina 2% por 10 dias.

No ensaio A, foram formados 4 (quatro) grupos experimentais em placas
Petri de 12 cm, com cerca de 30 fémeas por placa. Foram realizadas seis
repeticdes por grupo. Grupo 1, tratado com 20uL (10° de solucéio fungica
conidios/clamidésporos de D. flagrans (AC001) + 30 teledginas; grupo 2,
tratado com 20uL de solugdo fungica conidios/clamidésporos de M.
thaumasium (NF34) + 30 teledginas; grupo 3, tratado com 20uL de solugao
fungica conidios/clamidésporos de M. sinense + 30 teledginas (SF53) e grupo
4, controle, recebeu apenas as 30 teledginas de R. (Boophilus) microplus. A
seguir, todas as placas de petri dos grupos tratados e controle foram
acondicionadas em camara de incubacdo +27° C e 80 + 80% de umidade
relativa por um periodo de 21 dias.

Ao longo do periodo experimental, foi verificada diariamente o
crescimento de massa fungica sobre as teledginas. A seguir, coletaram-se
amostras dessas massas crescidas que foram transferidas para tubos de
ensaio contendo agua destilada, para se proceder a investigacdo de
conidios/clamidésporos correnpondentes aos isolados fungicos utilizados
(Braga & Araujo, 2014; Cooke et al., 1964).

Os carrapatos mortos no ensaio A foram transferidos para placas de
Petri contendo meios de cultura solidos agar-agua 2% e batata dextrose agar
2% para crescimento micelial e posterior reisolamento. As placas de Petri
foram incubadas a 26 °C, no escuro, durante dez dias. A seguir, foi realizada a
analise dos aspectos morfologicos, avaliando-se o crescimento radial, a
presenca de microestruturas caracteristicas (conidios e/ou clamidésporos) e a
eclodibilidade dos ovos.

No ensaio B, testou-se a eclodibilidade dos ovos apés a interacdo na
concentracdo de 10° de conidios/clamidésporos/ml de AC001, NF34 e SF53 in
vitro. Foram coletadas manualmente femeas de R. (Boophlius) microplus. Apés
as coletas, as fémeas foram lavadas em agua corrente, secas, identificadas e
acondicionadas em camara climatizada regulada a temperatura de + 27° C e
umidade relativa a 80% para a postura dos ovos (Monteiro et al., 1998). Apos a
postura, os ovos foram transferidos para tubos de ensaio na proporgcéo de
100mg (100 ovos).
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Grupo 1, foi tratado com solucao flingica 10° conidios/clamidésporos de
D. flagrans (AC001) + 100 ovos; grupo 2, tratado com solucdo fangica 10°
conidios/clamidésporos de M. thaumasium (NF34) + 100 ovos; grupo 3, tratado
solucéo fungica 10° conidios/clamidésporos de M. sinense (SF53) + 100 ovos e
grupo 4, controle que recebeu apenas 100 ovos de R. Boophilus microplus.
Foram realizadas 3 repeticOes para grupo experimental. A seguir, todos tubos
de ensaio dos grupos tratados e controle foram acondicionados em camara de
incubacdo +28 ° C e 80% de umidade relativa por um periodo de 21 dias
(Braga et al., 2013).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo teve carater experimental em condi¢ces laboratoriais
e ao final do ensaio A provou-se que houve interacdo, crescimento,
colonizagdo e destruicdo (lesdo na cuticula/exoesqueleto) dos exemplares
femeas de carrapatos do género R. Boophilus microplus pelos fungos AC001,
NF34 e SF53.

A literatura tem mencionado que alguns fungos do grupo
entomopatogénico tém sido empregados em experiéncias laboratoriais e a
campo no controle de artropodes (Machado et al., 2009). Contudo, existe uma
escassez de relatos a respeito da possivel atividade entomopatogénica de
fungos nematéfagos, e este relato pode vir a ser uma importante contribuicéo
para o controle efetivo destes artrépodes.

Na Figura 1ABCD, pode ser observada a colonizacdo e posterior local
de lesdo sobre o exoesqueleto dos carrapatos R. Boophilus microplus apos a

interacdo com o isolado AC001 ao longo do experimento.

Figura 1ABCD- Carrapato Rhipicephalus Boophilus microplus (seta
preta) e local de leséo causada pelo fungo Duddingtonia flagrans (seta branca)
ao longo dos dias do experimento e D; grupo controle.

Na Figura 2EFGH, abaixo, é evidenciada a interacdo e posterior
colononizagéo do R. Boophilus microplus pelo isolado NF34.
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Figura 2EFGH - Carrapato Rhipicephalus Boophilus microplus (seta
preta) e local de lesdo causada pelo fungo Monacrosporium thaumasium (seta

branca) ao longo dos dias do experimento e H; grupo controle.

Na Figura 3IJKL abaixo, € evidenciada a interacdo e posterior

colononizacédo do R. Boophilus microplus pelo isolado SF53.

Figura 31JKL - Carrapato R. Boophilus microplus (seta preta) e local de

lesdo causada pelo fungo Monacrosporium sinense (seta branca) ao longo dos

dias do experimento e L; grupo controle.

No ensaio A, por meio da visualizagdo de interagdo, colonizacédo e
posterior local de lesdo no exosesqueleto dos carrapatos, o autor chama
atencao a respeito das diferentes atividades entomopatogénicas demonstradas
pelos isolados AC001, NF34 e SF53, ao longo dos dias e que sugerem
possivelmente uma atividade enzimatica que deve ser mais estudada.
Exoesqueletos de carrapatos sdo compostos na sua maioria por quitina e
outros caboidratos (Furlogn et al., 2007). Corroborando com os resultados de
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Braga et al. (2013) que registraram a interacdo do fungo nematéfago predador
Duddingtonia flagrans sobre carrapatos Amblyomma cajenense, e
posteriormente obtiveram o isolamento de uma enzima, quitinase, durante a
interacdo. Assim, aqueles autores registraram a producéo e a caracterizacao
de uma quitinase em condicdes laboratoriais e ainda sugeriram que a producao
da mesma esteja relacionada ao meio de cultura de crescimento do fungo.
Dessa forma, no presente trabalho, o crescimento dos fungos a partir de meio
rico em quitina (AQ) sem duvidas colaborou com esse fato, no entanto, nao foi
caracterizada uma quitinase nesse trabalho.

Como mencionando acima, foi utilizado o meio de cultura AQ2% como
fonte de quitina para o crescimento do isolado: AC001, NF34 e SF53 e,
posteriormente sua possivel acdo enzimatica. Outros trabalhos do com outros
trabalhos, que sugerem a producdo de determinadas enzimas pelos fungos
nematéfagos mediante ao tipo de substrato onde estdo sendo cultivados
(Soares et al., 2013, 2015).

Segundo Braga et al. (2015), devido os ovos de nematoides e o
exoesqueleto dos artrépodes serem ricos em quitina em geral, fungos
nematéfagos sdo capazes de infectd-los devido a producdo de enzimas
extracelulares, como por exemplo as quitinases. Assim, uma vez que 0S
artrépodes apresentam o exoesqueleto constituido por esse carboidrato, houve
acdo fungica sobre os exemplares de R. (Boophilus) microplus. No presente
trabalho, a possivel quitinase produzida pelos fungos nematéfagos D flagrans,
M. thaumasium e M. sinesi foi essencial para a colonizacdo fangica nos
carrapatos, enfatizando uma rapida e possivel acdo entomopatogénica.

Apesar dos métodos quimicos serem frequentemente os mais utilizados
no controle de ectopararasitas (Boaretto & Forti, 1997; Furlong et al., 2007),
esses métodos tornam-se cada vez mais invidveis por causarem seérios danos
a saude animal, humana e ambiental, aumentando o risco de intoxicacao
animal, humano e gerando um alto custo econdémico para a populacao (Diel et
al., 2003; Medeiros et al.,, 2009). Diante disso, a interagdao dos fungos
nematofagos D. flagrans, M. thaumasium e M. sinensi com carrapatos pode vir
a ser no futuro uma nova alternativa de controle, devido auséncia de toxicidade

tanto para o0 meio ambiente, animais e seres humanos.
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Nesse aspecto, Braga e Araujo (2014) mencionam que os fungos
nematéfagos, também conhecidos como “comedores de nematdides”, podem
no futuro ser empregados como controladores biologicos destes artropodes.
Contudo, existe uma caréncia de trabalhos no Estado do Espirito Santo que
possam direcionar o controle integrado, nesse caso o0 quimico e biolégico no
combate as parasitoses de bovinos. No entanto, necessita-se cada vez mais de
se elucidar a real possibilidade do emprego do controle biolégico na rotina do
produtor rural.

No ensaio A, comprovou-se que a interacdo com os isolados de fungos
nematofagos também foi responsavel pela morte e “murchamento” dos
mesmos. Foi possivel também observar crescimento micelial e a presenca de

microestruturas caracteristicas (conidios e/ou clamidésporos).

FIGURA 4 ABCDE - Carrapatos mortos no ensaio com o fungo
Duddingtonia flagrnas (seta branca) e microestruturas caracteristicas (conidios

e/ou clamiddsporos) (seta preta).

Os fungos D. flagrans (AC001), M. thaumasium (NF34) e M. sinesi
(SF53) foram eficientes ao “colonizarem” e “destruirem” os carrapatos
coletados em carater experimental, mas mesmo em ensaios laboratorias, as
premissas da sua utilizacdo poderam abrir novas vertentes para reducédo do
uso de compostos quimicos no futuro, diminuindo problemas de saude e
ambientais. No entanto, € importante frisar a necessidade de novas pesquisas
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no sudeste do Brasil, uma vez que esta area ainda nao foi bem explorada e
diversidades entre as espécies de fungos e carrapatos podem existir.

No ensaio B, foi notada a interac&o dos isolados utilizados sobre os ovos
de R. (Boophulis) microplus até o intervalo de 21 dias. Na figura 5MN, é

demonstrada essa interacdo e bem como o rompimento dos ovos.

FIGURA 5MN - Ovos do carrapato Rhipicephalus Boophilus microplus
(seta preta) e hifas de fungo nematofago (seta branca) e posterior rompimento
dos ovos (seta branca).

No ensaio B, os fungos D. flagrans (AC001), M. thaumasium (NF34) e M.
sinesi (SF53) foram eficientes ao “colonizarem” e “destruirem” os ovos
coletados e foram eficientes em impedir a sua eclosédo, o que podera ser visto
como uma ferramenta de pesquisa em outros trabalhos, uma vez que devido o
possivel enriquecimento do meio com AQ2% houve essa interacdo. De acordo
com os registros de Braga et al. (2013), os ovos de artropodes, por possuirem
camada de quitina, podem ser parasitados por fungos e dentre esses agueles
com capacidade ovicida. Fungos nematofagos predadores possuem uma
natureza predatdria voltada para larvas de parasitos, contudo, mas existem
trabalhos que comprovam a sua capacidade ovicida (Braga & Araujo, 2014). No
presente trabalho, os isolados AC001, NF34 e SF53 provaram ser eficientes
fungos com atividade entomotatogénica e/ou ovicida. Contudo, deve ser
ressaltado a utilizagcdo de meio de cultura AQ2% como “propulsor” dessa

atividade quitinolitica.
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7. CONCLUSAO
No presente trabalho pode ser observada a colonizacdo e posterior

destruicdo do exosesqueleto do carrapato R. (Boophilus) microplus ap6s
a interacdo com os isolados ACO001, NF34e SF53 ao longo do
experimento, o que podera vir a ser uma ferramenta de controle
biolégico integrado para a rotina de fazendas no estado do Espirito
Santo.

Neste trabalho, os fungos nematdéfagos foram capazes de interagir,
colonizar e destruir os ovos de R. (Boophilus) microplus, diminuindo a
sua eclodibilidade e no futuro vir a ser ferramenta em aplicacGes

biotecnolégicas.
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