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RESUMO 

O carrapato Rhipicephalus microplus é o principal ectoparasita de bovinos. O controle de 
R. microplus baseia-se principalmente no uso de acaricidas químicos, o que contribuiu para 
o problema emergente da seleção de populações de carrapatos resistentes. Portanto, há a 
necessidade do desenvolvimento de métodos mais eficientes/sustentáveis de controle, 
como o controle biológico utilizando fungos acaropatogênicos. A eficácia do fungo 
Metarhizium anisopliae de forma isolada ou em associação com acaricida químico para 
controle do carrapato bovino já foi evidenciada em condições de campo utilizando uma 
cepa de carrapatos resistente à acaricidas. No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos 
moleculares de R. microplus envolvidos na sua interação com M. anisopliae e com 
acaricidas. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a resposta de larvas de R. 
microplus expostas ao fungo, ao acaricida e à associação de ambos. Primeiramente foi 
realizado um estudo para determinar a metodologia mais indicada para avaliar o efeito in 
vitro do fungo M. anisopliae sobre larvas de R. microplus. Para isso, comparamos o Teste 
de Pacote de Larvas modificado (TPL) e o Teste de Imersão de Larvas (TIL). Os valores 
de tempo letal mediano (TL50) obtido na maior concentração de M. anisopliae 
(108conídios/mL) foram 24,8 e 9,2 dias para o TPL e TIL, respectivamente. A mortalidade 
após 21 dias foi de 38% e 98% para o TPL e TIL respectivamente, na mesma 
concentração. O TIL demonstrou ser o teste mais indicado a ser utilizado, sendo, portanto, 
escolhido para realização dos experimentos futuros. Em seguida foi realizado um estudo 
para comparar a suscetibilidade de diferentes isolados de R. microplus ao fungo M. 
anisopliae. Foram avaliados 67 isolados de campo. Para tanto, as larvas de R. microplus 
foram imersas em uma suspensão de M. anisopliae (108conídios/mL) durante 5 min. Os 
tempos letais medianos (TL50) variaram de 2,6 a 24,9 dias. A mortalidade observada no 15º 
dia após o tratamento variou de 26,3 a 100% nas amostras testadas. Esses resultados 
demonstraram que as populações de campo de R. microplus apresentam uma alta variação 
em sua suscetibilidade a M. anisopliae. Por fim, foi realizada uma análise transcricional 
(RNAseq) de larvas de R. microplus expostas a M. anisopliae, cipermetrina, associação de 
ambos e do controle (não-tratado). A análise dos transcritos dos quatro grupos gerou um 
total de 507.792 sequências com um tamanho total de 303.160.891 pb. Foram encontrados 
31 genes diferencialmente expressos no grupo controle quando comparado com M. 
anisopliae, 39 com cipermetrina e 73 com M. anisopliae + cipermetrina. M. anisopliae e o 
grupo da associação apresentaram 81 genes diferencialmente expressos e M. anisopliae e 
cipermetrina, 46. Houve 177 genes diferencialmente expressos ao comparar M. anisopliae 
+ cipermetrina com larvas expostas à cipermetrina. Os resultados deste estudo 
demonstraram que a associação M. anisopliae + cipermetrina aumentou a expressão de 
genes relacionados a resposta à agressão, provavelmente pelo fato da associação provocar 
uma agressão maior ao carrapato e este responder de forma mais rápida, levando à 
superexpressão de genes de defesa. As descobertas deste estudo fornecem informações 
sobre as vias e mecanismos moleculares de R. microplus ativados em resposta à interação 
de M. anisopliae e a acaricida. Além disso, esses estudos estabelecem as bases para 
pesquisas futuras sobre genes-chave que controlam a suscetibilidade de R. microplus a M. 
anisopliae. O sinergismo evidenciado em nossos estudos comprova a ideia de que o 
controle integrado, utilizando o controle biológico com o controle químico é uma opção 
tanto para o controle de cepas de carrapatos resistentes à acaricidas, quanto para um 
controle mais rápido de cepas de carrapatos que não apresentam resistência ou que 
apresentem resistência intermediária. 
 
Palavras-chave: Controle biológico, fungo acaropatogênico, carrapato, acaricida, controle 
integrado, RNAseq, sinergismo.   
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ABSTRACT 
The tick Rhipicephalus microplus is the major cattle ectoparasite. The control of R. 
microplus is based mainly on the use of chemical acaricides, which contributed to the 
emerging problem of the selection of tick populations resistant to acaricides. Therefore, 
there is a need for the development of more efficient/sustainable methods of control, such 
as biological control using acari pathogenic fungi. The effectiveness of the fungus 
Metarhizium anisopliae alone or in association with chemical acaricide to control the 
bovine tick has already been evidenced under field conditions using an acaricide resistant 
tick strain. However, to date, little is known about the molecular pathways of R. microplus 
involved with its interaction with M. anisopliae and with acaricides. Thus, the aim of the 
present study is to evaluate the response of R. microplus larvae exposed to the fungus, the 
acaricide and the association of both. Firstly, a study was carried out to determine the most 
appropriate methodology to evaluate the in vitro effect of the fungus M. anisopliae on 
larvae of R. microplus tick. For this, we compared the Modified Larval Packet Test (LPT) 
and the Larval Immersion Test (LIT). The values of lethal time (LT50) obtained in the 
highest concentration of M. anisopliae (108conidia / mL) were 24.8 and 9.2 days for LPT 
and LIT, respectively. Mortality after 21 days was 38% and 98% for LPT and LIT, 
respectively, at the same concentration. The LIT proved to be the most indicated test to be 
used and was therefore chosen to carry out the following experiments. Then, a study was 
performed to compare the susceptibility of different R. microplus isolates to M. anisopliae 
fungus. Sixty-seven field isolates were evaluated. For this, R. microplus larvae were 
immersed in a suspension of M. anisopliae (108conidia/mL) for 5 min. Lethal times (LT50) 
ranged from 2.6 to 24.9 days. Mortality observed on the 15th day after treatment ranged 
from 26.3 to 100% in the tested samples. These results demonstrated that R. microplus 
field populations showed a high variation in their susceptibility to M. anisopliae. Finally, a 
RNAseq analysis of R. microplus larvae exposed to M. anisopliae, cypermethrin, 
association of both or untreated (control) was performed. Analysis of the transcripts of the 
four groups generated a total of 507,792 sequences with a total length of 303,160,891 bp. 
We found 31 differentially expressed genes in the control group when compared to M. 
anisopliae, 39 with cypermethrin and 73 with M. anisopliae + cypermethrin. M. anisopliae 
and the association group had 81 differentially expressed genes and M. anisopliae and 
cypermethrin, 46. There were 177 differentially expressed genes when comparing M. 
anisopliae + cypermethrin with cypermethrin exposed larvae. The results of this study 
demonstrated that the association of M. anisopliae + cypermethrin increased the expression 
of genes related to response to aggression, possibly because the M. anisopliae + 
cypermethrin association causes a greater aggression to the tick and, then it could respond 
quickly, leading to overexpression of defense genes. The findings of this study provide 
information on the pathways and molecular mechanisms of R. microplus in response to the 
interaction of M. anisopliae and acaricides. In addition, these studies establish the basis for 
future research on key genes that control the susceptibility of R. microplus to M. 
anisopliae. The synergism evidenced in our studies confirms the idea that integrated 
control using biological control and chemical control is an option both for the control of 
acaricide resistant tick strains and for a faster control of tick strains that do not show 
resistance or exhibit intermediate resistance. 

 
Keywords: Biological control, acari pathogenic fungi, tick, acaricide, integrated control, 
RNAseq, synergism. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 Características gerais do carrapato Rhipicephalus microplus  

O carrapato Rhipicephalus microplus tem ampla distribuição, sendo encontrado em 

regiões de clima tropical e subtropical (Figura 1). É considerado originário do sul da Ásia 

(MURRELL et al., 2001) e se espalhou para grandes áreas de criação de gado, como a 

América do Sul através de transporte comercial de gado. Dentro de sua área de 

distribuição, a presença de R. microplus depende da distribuição de seu hospedeiro e das 

condições climáticas. No Brasil, esse ixodídeo é encontrado em quase todos os estados 

com exceção de algumas regiões do Rio Grande do Sul e do sertão nordestino, visto que as 

condições climáticas do país são bem favoráveis ao seu desenvolvimento durante a maior 

parte do ano (ESTRADA-PEÑA et al., 2006). Os bovinos de raças européias (Bos taurus 

taurus) são mais suscetíveis a esse parasito do que as raças zebuínas (GONZALES, 2003), 

devido a co-evolução entre os zebuínos e o R. microplus, uma vez que ambos tiveram 

origem na Ásia. 

 

Figura 1. Distribuições globais aproximadas das espécies do complexo R. 

microplus: R. annulatus, R. australis e R. microplus. A distribuição de R. annulatus é 

indicada em laranja, R. australis em roxo e R. microplus em vermelho (BURGER et al., 

2014).  
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1.2 Biologia  

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1988) é um carrapato de hospedeiro único 

(monoxeno), realizando todas as mudas em um mesmo animal. Seu ciclo de vida é dividido 

em três estágios (larva, ninfa e adulto). As larvas hexápodas se posicionam no topo da 

vegetação (Figura 2) e esperam que seus hospedeiros passem e no momento do encontro, 

movem-se ativamente em direção ao corpo do mesmo (PEREIRA & LABRUNA, 2009). 

Uma vez no hospedeiro elas procuram um local adequado para se fixar e alimentar, sendo 

mais comumente encontradas em locais onde a pele é mais delgada (virilha, face interna 

das pernas, inserção caudal, barbela e pavilhão auricular) regiões onde, coincidentemente, 

o alcance do animal é mais limitado diminuindo assim as chances de serem removidas 

mecanicamente pelos hospedeiros através de lambeduras (GUIMARÃES et al., 2001; 

GONZALES, 2003; PEREIRA & LABRUNA, 2009).  

As larvas se alimentam e média durante 6 a 8 dias e depois mudam para ninfa 

octopoda que permanece presa no hospedeiro. As ninfas têm, por sua vez, fazem repasto 

sanguíneo em torno de 7 a 9 dias, e mudam para adultos, machos e fêmeas (PEREIRA & 

LABRUNA, 2009). Os machos realizam alimentações curtas e repetidas, entre as quais se 

desprendem e se movem pelo hospedeiro à procura de fêmeas para realização da cópula 

(ICTTD 2004). Uma vez que as fêmeas copuladas completaram a alimentação, elas se 

desprendem do hospedeiro e caem no solo e a alimentação das fêmeas lhes permite 

produzir os ovos que são colocados no ambiente. As fêmeas morrem assim que terminam a 

oviposição. A fase parasitária total varia de 18 a 30 dias para as fêmeas, enquanto os 

machos podem permanecer sexualmente ativos no hospedeiro até 70 dias (ICTTD 2004). A 

duração da fase parasitária é quase independente das condições climáticas, enquanto a da 

fase não-parasitária é influenciada pela temperatura e pela umidade. A oviposição e a 
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incubação das larvas são aceleradas pelo clima quente, enquanto as temperaturas frias 

diminuem a velocidade. Se a alimentação sanguínea estiver completa e as condições de 

temperatura e umidade favoráveis (24-28 °C), 50-60% da massa corporal da fêmea é 

transformada em até 4.000 ovos, dentre os quais 85 a 95% resultam em larvas (ICTTD, 

2004). 

 

Figura 2. Larvas de Rhipicephalus microplus no ápice de gramínea, esperando a 

passagem do hospedeiro. Fonte: arquivo pessoal (Anelise Webster) 

 

1.3 Importância econômica  

Rhipicephalus microplus causa grandes perdas à indústria de gado por meio de 

impactos negativos diretos e indiretos. No Brasil, esse ixodídeo é o ectoparasito mais 

importante de bovinos e seu impacto econômico na pecuária brasileira foi estimado em 

2014 em 3,24 bilhões de dólares americanos por ano, enquanto o país possuía 212 milhões 

de bovinos. Isso inclui as perdas devido à diminuição da produção de leite e à diminuição 

do ganho de peso, danos ao couro, mortalidade causada por parasitas transmitidos por essa 



 17 

espécie de carrapato, bem como os custos de tratamento para controlar as infestações 

(GRISI et al., 2014). 

1.3.1 Impacto direto 

Estima-se que haja uma perda de um a três mililitros de sangue por cada carrapato 

que complete seu ciclo de vida em um animal. Quando eles estão se alimentando em 

grande número, acarretam anemia e uma série de alterações orgânicas, como anorexia, 

perda de peso, apatia e em casos mais extremos, pode levar à morte do animal (MARTINS, 

2004; JONSSON, 2006; PEREIRA & LABRUNA, 2009). Além disso, a irritação causada 

pelos carrapatos leva a uma redução da ingestão de alimentos pelo animal e todos esses 

fatores afetam negativamente o ganho em peso vivo e produção de leite (ICTTD 2004). No 

Brasil, HORN (1983) estimou que a diminuição do ganho de peso seria de 6 kg / animal / 

ano. Este parasita pode modificar os parâmetros bioquímicos sanguíneos e digestivos do 

hospedeiro (CORREIA et al., 1998; GONZÁLES-ACUÑA & GUGLIELMONE, 2006) e 

também causar alterações na hemostasia durante a infestação de bovinos (RECK et al. 

2009). R. microplus também causa danos ao couro, de modo que manchas aparecem após o 

processo e reduzam o valor do couro. Finalmente, as infestações de carrapatos predispõem 

animais a infecções bacterianas e fúngicas (FAO, 1983). Além disso, RECK e 

colaboradores (2014b) demonstraram que a ocorrência de miíases por Cochliomyia 

hominivorax está diretamente relacionada com a presença de R. microplus, onde foi 

constatado que animais com alta contagem semanal de carrapatos tem quatro vezes mais 

chances de apresentarem miíases.  

1.3.2 Impacto indireto e custos de tratamento 

R. microplus é responsável pela disseminação da babesiose e anaplasmose, 

enfermidades integrantes do complexo Tristeza Parasitaria Bovina (TPB), através da 
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inoculação dos protozoários Babesia bovis e Babesia bigemina e da bactéria Anaplasma 

marginale, levando a um quadro de anemia severa, icterícia, febre, prostração, abortos e 

muitas vezes levando o animal a óbito (MARTINS & CORREA, 1995; JONSSON et al., 

2008). O controle de infestação de carrapatos também leva a um aumento considerável dos 

custos de produção. Isto inclui os custos dos acaricidas, da mão de obra, da manutenção 

dos banheiros de imersão e dos utensílios utilizados para aplicar os acaricidas (GRISI et 

al., 2014).  

1.4 Controle químico e resistência de R. microplus 

O controle do carrapato bovino com compostos químicos começou no final do 

século XIX com o uso de arsênico (ANGUS, 1996). O uso deste composto foi seguido pela 

utilização de organoclorados (OC) na década de 1940, e alguns anos depois, a resistência a 

esta classe foi relatada e posteriormente, estes foram substituídos por organofosforados na 

década de 1950 (GEORGE, 2000). De acordo com o Sindicato Nacional da Indústria de 

Produtos para a Saúde Animal (SINDAN, 2017), atualmente existem seis classes principais 

de acaricidas químicos comercializadas para controle de carrapatos no Brasil: 

organofosforados (OF), formamidinas (amitraz), piretróides sintéticos (PS), lactonas 

macrocíclicas (LM), fenilpirazoles (fipronil) e benzoilfenilureas (fluazuron). A grande 

escala, o uso intensivo e indiscriminado dos acaricidas associado a uma dose incorreta e 

nos períodos não favoráveis, ou seja, quando os bovinos apresentam grande carga 

parasitária, com o objetivo de controlar o carrapato bovino favoreceu a seleção de 

populações de carrapatos que são resistentes a todos os ingredientes ativos (IA) de 

acaricidas comerciais disponíveis (RECK et al., 2014a) (Figura 3). Nos últimos anos, tem 

havido um número crescente de produtos no mercado brasileiro que são misturas de dois 

ou mais IAs (SINDAN, 2017). 
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Figura 3: Resistência acumulada a organofosforados (OF), piretróides sintéticos (PS), 

amitraz, lactonas macrocíclicas (LM), fipronil e fluazuron. O número de classes contra as 

quais a resistência foi relatada é indicado com um código de cor. A cor indica que há pelo 

menos um relatório de resistência no país. O mapa não é, portanto, quantitativo. Modificado de 

LOVIS (2012).  

1.4.1 Mecanismos de resistência em R. microplus 

A resistência pode se manifestar através de vários mecanismos que geralmente são 

classificados em três categorias principais: insensibilidade ao sítio alvo, desintoxicação 

metabólica aumentada e penetração cuticular reduzida (GUERRERO et al., 2012). A 

resistência à penetração é a alteração na capacidade de um acaricida para penetrar no 

organismo alvo. Embora tenha sido relatado em R. microplus para piretróides 

(SCHNITZERLING et al., 1983), esse mecanismo não foi muito estudado. Em contraste, a 

insensibilidade ao sítio alvo e a desintoxicação metabólica aumentada são mais comuns e 

têm sido amplamente estudadas para algumas classes de compostos, como os piretróides 

sintéticos. A resistência ao sítio alvo é devida à substituição de nucleotídeos no gene que 
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codifica a molécula alvo de um acaricida, resultando em uma mutação de aminoácidos que 

confere uma suscetibilidade menor ao composto acaricida (GUERRERO et al., 2012). A 

resistência metabólica ocorre quando um indivíduo tem uma maior capacidade de 

desintoxicar ou sequestrar um acaricida. Espera-se que quatro principais famílias de 

enzimas estejam envolvidas neste tipo de resistência: o citocromo P450, esterases, 

glutationa S-transferases (LI et al., 2007) e os transportadores ABC (POHL et al., 2012). 

1.4.2 Mecanismos de resistência à piretróides 

Os piretróides sintéticos foram introduzidos no final da década de 1970 (GRAF et 

al., 2004) e desde então, são amplamente utilizados, apresentando atividade acaricida 

eficaz e baixa toxicidade para os mamíferos. No final da década de 1980, a resistência já 

havia sido observada na Austrália (NOLAN et al., 1989) e na atualidade, a resistência a PS 

é extremamente comum no Brasil, especialmente no Rio Grande do Sul (KLAFKE et al., 

2017). O canal de sódio dependente de voltagem é o local alvo dos piretróides, resultando 

em despolarização prolongada e eventual paralisia (VIJVERBERG et al., 1982). Os PS são 

divididos em dois grupos (Tipos I e II) e ambos atuam no canal de sódio dependente de 

voltagem do neurônio pré-sináptico, levando a repolarização retardada (TAYLOR 2001). 

Os mecanismos de resistência à PS estão ligados tanto à resistência baseada no sítio alvo 

quanto no metabolismo em R. microplus. Geralmente, quando ambos os mecanismos 

coexistem, a insensibilidade do sítio alvo é a mais importante.  

Verificou-se que quatro substituições de nucleotídeos únicos no canal de sódio 

conferem resistência de insensibilidade de sítio alvo a piretróides em R. microplus: 

primeiro, uma mutação localizada no domínio III do gene do canal de sódio, resultando em 

uma substituição de uma fenilalanina por uma isoleucina foi identificada por HE et al. 

(1999) nas populações mexicanas de carrapatos. Depois, duas mutações adicionais foram 
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identificadas no domínio II de populações australianas trocando uma leucina por uma 

isoleucina e uma glicina por uma a valina (MORGAN et al., 2009, JONSSON et al., 2010). 

STONE e colaboradores (2014) investigaram a resistência à piretróide em R. microplus em 

cepas do Texas e do México, e identificaram polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs) 

no gene do canal de sódio associados à resistência à piretróide, onde uma citosina é 

substituída por uma adenina nas cepas resistentes.  

Essas quatro mutações estão associadas a diferentes fenótipos de resistência e têm 

uma distribuição geográfica diferente. A mutação do domínio III, generalizada em todo o 

México, mas aparentemente limitada a este país, confere uma resistência muito elevada à 

flumetrina, à cipermetrina e à permetrina, enquanto as duas mutações do Domínio II 

conferem níveis mais baixos de resistência. A mutação descrita por MORGAN et al. 

(2009) mostrou proporcionar resistência ao mesmo espectro de acaricida que a mutação do 

Domínio II e ser generalizada em todo o mundo enquanto a mutação descrita por 

JONNSON et al. (2010) fornece resistência à flumetrina, mas não à cipermetrina e foi 

encontrada apenas na Austrália.  

Os aspectos moleculares da resistência metabólica à piretróides ainda não estão 

bem definidos em R. microplus. A produção excessiva de uma esterase que hidrolisa a 

permetrina, denominada CzEst9, foi observada em dois estudos (JAMROZ et al., 2000, 

PRUETT et al., 2002). Além disso, estudos com a utilização do butóxido de piperonila 

(pyperonilbutoxide – PBO) indicaram que o grupamento enzimático citocromo P450s 

também desempenha um papel na resistência a piretróide em algumas cepas (MILLER et 

al., 1999). Os produtos químicos conhecidos como sinergistas são frequentemente 

utilizados para detectar a resistência metabólica. O PBO, o fosfato de trifenil (TPP) e o 

dietilmaleato (DEM) são os três sinergistas mais utilizados e são considerados inibidores 
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inespecíficos para o citocromo P450, esterases e glutationa S-transferases, respectivamente 

(GUERRERO et al., 2012). Estudos de sinergistas geralmente são realizados usando o TPL 

(Teste de Pacote de Larvas), adicionando um sinergista ao produto químico a ser estudado 

e a resposta ao carrapato é comparada com o produto químico sem sinergista (LI et al., 

2008). Uma maior toxicidade de um composto químico na presença de um sinergista é um 

indicador do provável envolvimento da classe de enzimas correspondente na degradação 

do composto acaricida (GUERRERO et al., 2012). Estudos de sinergistas são guias úteis 

para determinar se os mecanismos de resistência metabólica estão presentes. 

1.5. Controle biológico e fungos entomopatogênicos 

 O controle biológico se baseia em um dos fundamentos básicos das relações 

ecológicas entre os seres vivos, de que cada espécie, animal, vegetal ou microbiana, possui 

inimigos naturais (SANTI et al., 2011). Dessa forma, organismos capazes de inibir o 

crescimento populacional de outros podem ser utilizados no controle de populações 

específicas. Um agente biocontrolador eficiente deve propiciar uma redução significativa 

dos danos causados por um organismo praga, por morte e redução de seu crescimento 

populacional (MELO & AZEVEDO, 1998).  

 Os fungos entomopatogênicos são particularmente adequados para o 

desenvolvimento como biopesticidas porque, ao contrário das bactérias e vírus que 

precisam ser ingeridos para causar doenças, os fungos normalmente infectam artrópodes 

por penetração direta da cutícula, seguida de multiplicação na hemocele (ST.LEGER et al., 

2011). Os fungos são patógenos naturais predominantes nas populações de artrópodes e as 

observações de epizootias entre populações de insetos são comuns, indicando o grande 

potencial desses microrganismos para a regulação de artrópodes pragas. Estes, têm muitos 

traços desejáveis que favorecem seu desenvolvimento como agentes de controle biológico. 
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Eles representam risco mínimo para organismos benéficos não-alvo, como abelhas e 

minhocas que são essenciais no ecossistema e inimigos naturais de artrópodes, como 

vespas parasitárias e besouros predatórios (GOETTEL et al., 2001; LACEY et al., 2015). 

Isso aumenta o seu potencial papel no controle integrado de pragas; a preservação de 

inimigos naturais lhes permite dar maior contribuição à regulação geral das pragas e a 

manutenção da biodiversidade é cada vez mais reconhecida como crítica para a 

produtividade a longo prazo.  

Os fungos pertencentes à ordem Hypocreales englobam gêneros importantes de 

fungos entomopatogênicos, tal como o Metarhizium anisopliae, uma espécie anamórfica 

(ROBERTS & HUMBER, 1981; HUMBER, 2008). No passado, as espécies anamórficas 

(que produzem apenas esporos assexuados) foram tratadas tradicionalmente como um 

grupo separado no filo Deuteromycota. No entanto, a partir de investigações com a 

utilização de ferramentas moleculares apresentou evidências que algumas dessas espécies 

são associadas a estágios assexuados de Ascomycota (LIU et al., 2001). O gênero 

Metarhizium contém espécies que infectam hospedeiros específicos (por exemplo, 

Metarhizium album, Metarhizium acridum), ou hospedeiros variados (por exemplo, 

Metarhizium robertsii, Metarhizium anisopliae). Consistente com as suas amplas opções 

de modo de vida, a maioria das espécies de Metarhizium spp. exibe um metabolismo 

extremamente flexível. Com este metabolismo essas espécies são capazes de crescer sob 

várias condições ambientais, com nutrientes escassos (RANGEL et al., 2008) e na presença 

de compostos letais para outros fungos (ORTIZ-URQUIZA & KEYHANI, 2015; 

ROBERTS & ST.LEGER, 2004). 

 
1.5.1 Modo de ação dos fungos entomopatogênicos no processo de infecção 
 

A infecção de artrópodes por fungos entomopatogênicos é alcançada quando 

suficientes propágulos infecciosos (geralmente conídios) contatam um hospedeiro 
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suscetível e as condições são adequadas para que uma micose letal se desenvolva. Os 

fungos são aplicados para o controle de pragas do solo por incorporação direta de conídios, 

grânulos miceliais, grânulos inertes ou grânulos nutritivos contendo propágulos fúngicos 

(conídios ou micélios) (JARONSKI & JACKSON, 2008). 

A virulência geralmente diminui com a subcultura de repetição em meios artificiais, 

e muitas vezes pode ser recuperada através da passagem no hospedeiro (SONG & FENG, 

2011, SAFAVI 2011). Os isolados virulentos geralmente expressam uma abundância de 

proteases ligadas aos esporos, produzem e liberam exoenzimas eficientemente durante a 

penetração cuticular e geram toxinas à medida que o fungo coloniza o hospedeiro (KHAN 

et al., 2012). A seleção de isolados que exibem essas características, ou a manipulação de 

isolados para promover esses traços, tem sido vista como uma forma de superar o que 

muitas vezes é considerado um impedimento significativo para seu uso mais amplo, ou 

seja, os fungos matam seus hospedeiros lentamente. A virulência fúngica também pode ser 

melhorada através de manipulação genética direcionada, por meio da qual genes 

específicos são inseridos no genoma fúngico para promover a expressão de toxinas que 

aumentam a virulência dos organismos, por exemplo, a inserção de genes da toxina de 

escorpião em Metarhizium spp. (WANG & ST. LEGER 2007; PENG & XIA 2014).  

Os esporos de Metarhizium spp. tendem a ser dispersos passivamente, através de 

correntes de ar, embora a transmissão também possa ocorrer quando insetos suscetíveis 

entrem em contato com indivíduos infectados, ou os conídios podem ser distribuídos nos 

corpos de outros artrópodes (VEGA et al., 2009). Os fungos hipocrealeanos podem 

sobreviver a intervalos repetidos de baixa umidade, recomeçando o desenvolvimento 

(infecção) quando as condições favoráveis retornam (LACEY et al., 1994). Esses fungos 

podem, contudo, infectar insetos mesmo em condições de baixa umidade ambiental. A 

ligação dos conídios em locais de infecção dentro das dobras inter-segmentares onde os 
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níveis de umidade são elevados pode ser responsável por isso, e o microclima localizado 

que existe em torno de um artrópode ou na interface artrópode-vegetação pode ter um 

impacto mais significativo no processo de infecção do que as condições ambientais 

(VIDAL & FARGUES, 2007; JARONSKI, 2010). 

Os fungos podem persistir no solo por vários anos com "escotilhas" de inóculo 

fornecidas após a infecção bem-sucedida e colonização de um hospedeiro suscetível. Isso 

leva a concentrações localizadas de conídios infecciosos e maiores oportunidades de 

infecção de artrópodes (MEYLING & EILENBERG, 2007). A sobrevivência a longo 

prazo de fungos entomopatogênicos dentro de um ambiente parece depender do acesso a 

hospedeiros suscetíveis, porém, eles geralmente são considerados saprófitas fracos 

(ROBERTS & ST. LEGER, 2004). Para as espécies com espectros de hospedeiro 

relativamente estreitos, a falta de hospedeiros pode limitar sua ocorrência natural e 

longevidade (MEYLING & EILENBERG, 2007). 

 

1.5.2 Metarhizium anisopliae 

Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin é amplamente distribuído na natureza, 

podendo ser encontrado facilmente no solo, onde sobrevive por longos períodos (ALVES, 

1998). Apresenta micélio hialino e septado, com conidióforos característicos, dos quais 

emergem conídios cilíndricos. O desenvolvimento vegetativo desta espécie ocorre 

normalmente na faixa de temperatura entre 15 e 32°C, sendo a temperatura ideal entre 24 e 

30°C e pH ótimo de 6,9 (DRIVER et al., 2000; ARRUDA et al., 2005). Os requisitos 

nutricionais do fungo são poucos, podendo utilizar como fonte de carbono amido, glicose, 

glicerol, maltose, sacarose e quitina (ALVES, 1998). 

Atualmente, M. anisopliae é um importante e amplamente utilizado agente no 

controle biológico de pragas, tendo sua ação bastante estudada (SHAH & PELL, 2003). 
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Sua patogenicidade tem sido demonstrada para carrapatos de diferentes gêneros e espécies 

(KAAYA et al., 1996; ZHIOUA et al., 1997; FRAZZON et al., 2000, BEYS DA SILVA et 

al., 2012, WEBSTER et al, 2015). M. anisopliae já foi descrito como um excelente 

biocontrolador do carrapato bovino R. microplus, determinando elevada mortalidade em 

ovos, larvas e fêmeas ingurgitadas (CASTRO et al., 1997; CORREIA et al., 1998; 

FRAZZON et al., 2000; FERNANDES et al, 2004, ARRUDA et al., 2005; POLAR et al., 

2005; BAHIENSE et al., 2006; WEBSTER et al, 2015). 

No Brasil, é utilizado com sucesso, desde 1965 para o controle de Mahanarva 

posticata (cigarrinha-da-cana). Atualmente é utilizado para diversas outras pragas como 

Deois flavopicta (cigarrinha das pastagens), Cosmopolites sordidus (broca-da-bananeira), 

Diploschema rotundicolle (broca-dos-citros), Hipothenemus hampei (broca-do-café), 

Heterotermes sp. (cupim da cana-de-açúcar) e Cornitermes cumulans (cupim das 

pastagens) (ALVES, 1998). A cada dia surgem cada vez mais produtos formulados a partir 

dos conídios de M. anisopliae para o manejo de pragas em diferentes países inclusive no 

Brasil (BEYS DA SILVA, 2012). 

 

1.5.3 Processo de infecção 

A infecção de artrópodes por M. anisopliae envolve uma combinação de dois 

processos: a pressão mecânica exercida pelo apressório (ST LEGER et al., 1986.) e a 

degradação da cutícula por enzimas hidrolíticas (Figura 4), tais como lipases (BEYS DA 

SILVA et al, 2010), proteases (SANTI et al, 2010) e quitinases (DA SILVA et al, 2005, 

STAATS et al, 2013, JUNGES et al., 2014). O processo de infecção de M. anisopliae 

sobre hospedeiros artrópodes inicia-se com a deposição do conídio sobre o tegumento do 

hospedeiro, seguido por germinação, penetração, colonização, exteriorização das estruturas 

do fungo e produção de esporos (Figura 5) (ST LEGER et al., 1991; ARRUDA et al., 
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2005; BEYS DA SILVA et al., 2012).  

 Os sintomas causados pela patogenia de M. anisopliae sobre o hospedeiro são perda 

da sensibilidade, da coordenação dos movimentos e paralisia, levando-o à morte (ALVES, 

1998). Após a morte do hospedeiro, as hifas invadem órgãos internos e, com o 

esgotamento de nutrientes, se estendem para fora do tegumento. Sob condições ambientais 

apropriadas, ocorre a produção de esporos de coloração verde oliva que poderão ser 

disseminados pelo vento para infectar outros indivíduos. A grande variabilidade genética 

que apresenta esta espécie resulta no aparecimento de muitas linhagens com diferentes 

graus de virulência, especificidade, produção de conídios e resistência à luz ultravioleta 

(ALVES, 1998; ARRUDA et al., 2005). 

 

Figura 4: Processo de infecção por M. anisopliae através de pressão mecânica 

exercida pelo apressório e degradação da cutícula pela secreção de enzimas 

hidrolíticas (Cedida por SCHRANK A.)  
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Figura 5: Processo de infecção sobre o carrapato Rhipicephalus microplus. (1) Adesão/ 

Germinação, (2) Tubo germinativo, (3) Apressório, (4) Penetração, (5) Colonização, (6) 

Emergência (7) Morte do hospedeiro (Cedida por SCHRANK A.) 

 
1.6 Defesa dos artrópodes contra fungos entomopatogênicos 

Ao longo de suas vidas, os artrópodes estão rodeados por uma população 

microbiana heterogênea. Individualmente, a maioria desses microorgaismos terá um 

impacto simétrico infinito sobre a saúde e o bem-estar do artrópode, mas alguns serão 

simbiontes que ajudam a manter o artrópode vivo, assim como os patogênicos, que os 

matarão. Apenas uma pequena parcela de microorganismos podem superar com sucesso 

artrópodes saudáveis. É xiomático que a sobrevivência dos insetos tenha dependido de sua 

capacidade de interpor barreiras físicas e químicas aos organismos circundantes. A 

primeira e mais efetiva dessas barreiras é o tegumento cuticular: uma barreira física à 

infecção composta de macromoléculas, como proteínas curtidas e quitina (St.Leger, 1991; 

StLeger, Goettel, Roberts e Staples, 1991). 
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1.6.1 Cutícula como barreira para infecções fúngicas 

A cutícula dos artrópodes é uma barreira física à infecção, é composta de 

macromoléculas, como proteínas curtas e quitina, relativamente resistentes à degradação e 

que proporciona um ambiente inóspito para microrganismos como baixa atividade na água, 

uma pequena quantidade de nutrientes prontamente disponíveis e compostos 

antimicrobianos como ácidos graxos de cadeia curta (ST.LEGER, 1991). A cutícula intacta 

é inacessível aos organismos que não possuem um mecanismo ativo de penetração de 

cutícula (por exemplo, protozoários, bactérias e vírus). Esses organismos invadem 

artrópodes após serem ingeridos com alimentos infectados. No entanto, a penetração direta 

pela cutícula intacta é o modo de entrada normal realizado pela maioria dos fungos que 

evoluiram para entomopatogenicidade. Isso decorre, em parte, do fato de que os fungos 

podem penetrar ativamente e se mover através da cutícula do hospedeiro, violando as 

barreiras por mecanismos enzimáticos e físicos. A maioria dos fungos são impedidos de ser 

entomopatógenos porque não possuem um ou mais mecanismos morfológicos ou 

bioquímicos que degradam a cutícula, ou não desenvolveram formas de superar 

mecanismos de resistência presentes na cutícula (GAO et al., 2011, HU et al., 2014). 

Quando a primeira linha de defesa é violada, os microrganismos patogênicos encontram 

um conjunto de defesas celulares e humorais eficientes, incluindo encapsulamento, 

melanização, fagocitose, degradação enzimática de agentes patogênicos e peptídeos 

antimicrobianos (GLIŃSKI & JAROSZ, 2001).  

 
1.6.2 Visão geral dos mecanismos de defesa imune de artrópodes  

A imunidade inata está presente em todas as formas de vida multicelulares. Os 

artrópodes, não possuem a produção de anticorpos que caracteriza a resposta imune 

adaptativa de vertebrados superiores. O sistema imune inato de artropódes é capaz de 
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reconhecimento e subsequente controle da infecção de alguns microrganismos e parasitas 

através de mecanismos humorais e celulares (LEMAITRE & HOFFMANN, 2007). Os 

microrganismos invasores são detectados por moléculas de reconhecimento que realizam 

vigilância e o sinal é transduzido através de duas vias de sinalização primária, 

denominadas vias Toll e Imd (immune deficiency), que regulam as defesas antifúngicas e 

antibacterianas, respectivamente (VALANNE, WANG & REAMUT, 2011). Na imunidade 

humoral, os AMP (antimicrobial peptides) são produzidos por um tecido especializado, o 

corpo gorduroso e subsequentemente secretados na hemolinfa. Os AMP de artrópodes são 

moléculas pequenas, catiônicas, de membrana ativa que se acumulam na hemolinfa, 

atingindo altas concentrações em resposta à infecção; eles exibem em seu exterior uma 

gama de atividades contra diferentes classes de agentes patogênicos e ainda podem ser 

detectados na hemolinfa até várias semanas após o desafio (LEMAITRE & HOFFMANN, 

2007).  

As respostas imunes celulares envolvem a ação dos hemócitos circulantes, que 

diferem entre as espécies de artrópodes e são divididas em certas classes com base em 

características morfológicas, propriedades antigênicas e características funcionais. Seu 

número aumenta rapidamente durante uma infecção e eles são responsáveis por várias 

defesas celulares, incluindo disseminação celular, formação de agregados celulares, 

nodulação, fagocitose e encapsulamento; eles também podem participar de reações 

humorais (STRAND, 2008). Além disso, os artrópodes podem ativar cascatas proteolíticas 

complexas que regulam a coagulação e melanização da hemolinfa, defesas associadas à 

produção de espécies de oxigênio e nitrogênio reativo e respostas epiteliais no intestino 

que também desempenham papéis importantes na luta contra infecções microbianas 

(CERENIUS et al., 2010; CHARROUX & ROYET, 2010).  
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1.6.3 Reconhecimento de fungos pelo sistema imune 

A resposta dos artrópodes aos microrganismos invasores é iniciada pelo 

reconhecimento de certas estruturas microbianas pelos receptores do sistema imune inato 

do hospedeiro e processos induzidos pelos patógenos que contribuem para a progressão da 

doença (Figura 6). Em particular, a constatação da infecção microbiana é controlada pelo 

reconhecimento de moléculas padrões conservadas em microrganismos, como bactérias e 

fungos (MULLER et al., 2008). Em Drosophila, a via de sinalização Toll controla a 

resposta sistêmica antifúngica do hospedeiro e pode ser ativada por GNBP3 (Gram 

negative binding protein 3) ou pela SPH (serine protease persephone). A GNBP3 liga-se 

ao beta (1,3)-glucano, um componente da parede celular fúngica (MATSKEVICH et al., 

2010) e a SPH é ativada por proteases fúngicas (GOTTAR et al., 2006). As famílias de 

genes de protease são amplamente expandidas em Metarhizium sp. em comparação com 

fungos não entomopatogênicos (GAO et al., 2011); muitos são expressos para penetrar a 

cutícula do artrópode, mas sua expressão para quando atingem a hemolinfa (FREIMOSER, 

HU & STLEGER, 2005). 

 

Figura 6: Representação esquemática da imunidade de Drosophila melanogaster. A 

cutícula atua como uma barreira física inicial e primeira linha de defesa em artrópodes (LU 

& ST LEGER, 2016). 
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1.6.4. Respostas imunes celulares para fungos 

A resposta celular depende de hemócitos presentes na hemocele. Os hemócitos são 

os fagócitos do sistema imunológico dos artrópodes e são capazes de reconhecer a 

partícula a ser ingerida e a destruir. A fagocitose envolve reorganização extensiva da 

membrana, remodelação do citoesqueleto e tráfico de vesículas intracelulares (EVANS & 

BANERJEE, 2003). Os hemócitos são classificados como pro-hemócitos, plasmatócitos, 

granulócitos, esferulócitos, oenocitóides e coagulócitos. As reações de defesa ocorrem em 

dois estágios: no primeiro, granulócitos e coagulócitos localizam a partícula estranha e 

liberam fatores de reconhecimento, e no segundo estágio, estes fatores conduzem os 

plasmatócitos às lesões ou patógenos (ALVES, 1998). Alterações na composição da 

hemolinfa dos insetos foram observadas após infecção com bactérias e vírus por FISHER 

& GANESALINGAM (1970) e com fungos por HUXHAM e colaboradores (1989). 

No carrapato Dermacentor andersoni foram observados quatro tipos celulares 

descritos como pro-hemócitos, esferulócitos, plasmatócitos e oenocitóides (BRINTON & 

BURGDORFER, 1971). Em R. microplus inoculados com bactérias para a observação da 

produção de espécies reativas de oxigênio, foram verificados dois tipos celulares apenas, 

plasmatócitos e granulócitos, considerando os plasmatócitos as células mais abundantes 

(PEREIRA et al., 2001). Em Ornithodoros moubata desafiados com a inoculação de 

microesferas de polistrene fluorescente, foram identificados apenas granulócitos, 

plasmatócitos e pro-hemócitos. Nos ensaios biológicos realizados por DA SILVA e 

colaboradores (2006) onde fêmeas de R. microplus foram inoculadas com Metarhizium 

anisopliae e Penicillium sp. foram identificados seis tipos celulares: pro-hemócitos, 

granulócitos, plasmatócitos, esferulócitos, adipohemócitos e oenocitóides, sendo os dois 

últimos, os tipos celulares menos abundantes. 
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O estudo das características básicas da relação entre o microrganismo e o seu 

respectivo hospedeiro tem permitido um melhor entendimento do processo de 

patogenicidade e de suas características específicas (PELL et al., 2001). Segundo ALVES 

e colaboradores (1998) é possível que ocorra sinergismo entre os produtos químicos e 

biológicos resultando em aumento da eficácia no tratamento de indivíduos resistentes ou 

menos suscetíveis aos produtos químicos. Como visto anteriormente, a reação imune do 

organismo alvo contra fungos entomopatogênicos é composta de duas fases: uma é a 

defesa do tegumento, e a outra é o sistema imunológico incluindo as reações de defesa 

humoral e celular (WAGO, 1995). De acordo com HIROMORI & NISHIGAKI (2001) 

doses subletais de drogas geram estresse nos artrópodes que podem alterar a reação 

imunitária incluindo os hemócitos e defesa humoral. Estes autores mostraram a 

possibilidade de um método eficaz de controle usando a associação de fungos 

entomopatogênicos e inseticidas sintéticos, indicando que a sinergia pode ser causada pela 

inibição do sistema de defesa humoral do organismo alvo. 

Em um trabalho desenvolvido pelo nosso grupo (WEBSTER et al., 2015) foi 

demonstrada a aplicabilidade do uso de M. anisopliae associado ou não com acaricidas 

químicos em condições de campo, no controle de uma cepa resistente de R. microplus a 

acaricida. A eficácia do tratamento com acaricida foi de 71,1%, do M. anisopliae utilizado 

de forma isolada foi de 56,3% e da combinação de M. anisopliae com acaricida foi 97,9%, 

demonstrando que a utilização da associação tem um efeito aditivo ou de sinergismo no 

controle do carrapato. No entanto, os estudos de mecanismos de interação do carrapato R. 

microplus com o fungo acaropatogênico M. anisopliae na presença e ausência de acaricida 

são escassos ou inexistentes.  
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

 Avaliar os mecanismos moleculares de interação do carrapato R. microplus com o 

fungo acaropatogênico M. anisopliae na presença e ausência de acaricida.  

 

2.2 Objetivos específicos 

- Determinar a técnica mais sensível para avaliação in vitro da atividade de M. anisopliae 

em larvas de R. microplus.  

- Avaliar a atividade de M. anisopliae (cepa TIS-BR03) em diferentes populações de 

campo de R. microplus. 

- Determinar o perfil transcricional de R. microplus expostos a acaricida químico, M. 

anisopliae e à associação de ambos. 
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3.1 Comparative study between Larval Packet Test and Larval Immersion Test to 

assess the effect of Metarhizium anisopliae upon Rhipicephalus microplus tick larvae.  

 

Neste capítulo apresentamos a análise de resultados comparando duas técnicas de 

bioensaios utilizadas para avaliar o efeito do fungo acaropatogênico Metarhizium 

anisopliae sobre larvas do carrapato Rhipicephalus microplus. Estes resultados foram 

utilizados para determinação dos procedimentos experimetais realizados nos capítulos II e 

III. 

 

Manuscrito publicado no periódico Experimental and Applied Acarology como Short 

communication.
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Abstract 

Entomopathogenic fungi, such as Metarhizium anisopliae, for the control of arthropods, 

have been studied for more than 20 years. The aim of this study was to determine the best 

methodology to evaluate the in vitro effect of the fungus M. anisopliae on Rhipicephalus 

microplus tick larvae. We compared a modified Larval Packet Test (LPT) and a Larval 

Immersion Test (LIT). For the LPT filter papers were impregnated with 1 mL of M. 

anisopliae suspension in Triton X-100 at 0.02%, in concentrations of 106, 107 and 108 

conidia/mL and subsequently folded to include the larval ticks. LIT was performed by 

immersing the larvae in M. anisopliae suspensions for 5 minutes using the same three 

concentrations described for LPT, then the larvae were placed on filter paper clips. For 

LPT, the LT50 values obtained were 134.6, 27.2 and 24.8 days for concentrations of 106, 

107 and 108 conidia/mL; and the mortality after 21 days was 17.3, 17.6 and 38% 
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respectively. The LT50 values of LIT were 24.5, 20 and 9.2 days with mortality after 21 

days of 50.5, 64.7 and 98% for 106, 107 and 108 conidia/mL, respectively. For the same 

conidia concentration, LIT showed a higher mortality in a shorter time interval when 

compared with LPT. These differences between the methods tested must be taking into 

account in further screening and effect studies with M. anisopliae. The set of results shown 

here could optimize the protocol used to identify M. anisopliae strains pathogenic against 

R. microplus. 

 

Key-words: Ixodidae, fungus, biological control, LPT, LIT, acaripathogenic fungi. 

 

Introduction 

 The tick Rhipicephalus microplus is one of the most important ectoparasites of 

cattle and is widely distributed in tropical and subtropical areas (Estrada-Peña et al. 2006). 

The economic losses related to tick parasitism are estimated to be $3.2 billion U.S. dollars 

per year in Brazil, mainly due to skin damage, reduction in milk production, decreased 

weight gain, and acaricide control costs (Grisi et al. 2014). Chemical control has mostly 

been used for controlling ticks. However, resistance to acaricides has been a serious 

problem in Brazil and other countries. Acaricide resistance has been confirmed for 

organophosphates, synthetic pyrethroids, amitraz, ivermectin, fipronil and more recently 

fluazuron (Reck et al. 2014).  

 The use of microorganisms for the biological control of arthropods was first 

proposed in the middle of the 19th century (Schrank and Vainstein 2010) and Metarhizium 

anisopliae is the most studied arthropod-pathogenic fungus and has been tested against 

insects, ticks, spiders, including several disease vectors (Beys-da-Silva et al. 2013; Santi et 

al. 2011; Kaaya et al., 2011; Schrank and Vainstein 2010; Kaaya and Mwangi, 1998). The 
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lethal effects of M. anisopliae on R. microplus have been evaluated in several in vitro 

studies, using fully engorged females, with promising results (Frazzon et al. 2000; Onofre 

et al. 2001; Arruda et al. 2005; Leemon and Jonsson 2008; Perinotto et al. 2014). The main 

disadvantage of testing adult ticks is that the number of engorged females is not always 

sufficient to obtain reliable results (Jonsson et al. 2007). In this sense, protocols using tick 

larvae have been developed, mainly to allow the investigation of acaricide effects of 

chemical drugs. Since just one adult tick female can produce more than 3,000 eggs, 

protocols using tick larvae allow the use of a great number of individuals tested per 

treatment, even when a low number of adult ticks was available.  

Two techniques have been used to test the susceptibility to chemical acaricides 

using tick larvae: The Larval Packet Test (LPT) (Stone and Haydock 1962) and the Larval 

Immersion Test (LIT) (Shaw 1966). In both techniques, the response is evaluated based on 

the percentage of dead larvae after treatment. The LPT is recommended by the Food and 

Agriculture Organization of the United Nations (FAO) as the standard method for 

diagnosis of acaricide resistance. In the present study, we evaluated two methodologies to 

assess the in vitro effect of the fungus M. anisopliae on R. microplus larvae, comparing a 

modified Larvae Packet Test (LPT) and a Larvae Immersion Test (LIT). 

 
Materials and methods  
 
Ticks 

Ticks of the São Gabriel strain were obtained from cattle at Research Centre 

“Anacreonte Ávila de Araújo” from the Department of Agriculture of Rio Grande do Sul 

state, municipality of São Gabriel, Brazil (30º 20' 11" S, 54º 19' 12" W). This tick 

population has a history of resistance against synthetic pyrethroids, amitraz and 

macrocyclic lactones (Martins and Furlong 2001). After collection, engorged females of R. 

microplus were transferred to the laboratory, washed with water and maintained at 27±1ºC 
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and 80% humidity for oviposition. A pool of approximately 1,000 eggs from 30 fully 

engorged females were placed in test tubes sealed with cotton plugs. The treatments of 

larvae were performed on the 15th day after total larval hatching. 

  

Production of fungal suspensions and bioassays. 

Spores of highly pathogenic isolate for ticks of M. anisopliae (TIS-BR03) were 

obtained from the Fungi Collection of the Laboratório de Fungos Filamentosos (UFRGS, 

Brazil). Suspensions of 106, 107 and 108 conidia/mL−1 were prepared in Triton X-100 

solution (0.02%, v/v).  

 

Larval packet test (LPT) 

 The LPT was modified from previously described methods (FAO 2004). The major 

modification was the absence of trichloroethylene or chloroform and carriers (olive oil) to 

impregnate the filter paper packet. Briefly, a sample of 1 mL of each concentration 

(106,107 and 108 conidia mL−1) of suspension was applied to a piece of paper filter (7.5 × 

8.5 cm) (Whatman No.1). Using a paintbrush, approximately 100 larvae (15 days old) were 

placed on each filter paper, that was folded and closed with clips forming a packet. The 

tests were performed in triplicate and the packets containing the larvae were kept at 27 ± 1 

°C and 80 ± 10% relative humidity. Live and dead larvae were counted daily for 21 days 

(three packets per treatment) for further calculation of the LT50 (Lethal Time for 50% of 

the population) of each group. 

 

Larval immersion test (LIT) 

 The LIT was adapted from the protocol used for chemical acaricides (Sabatini et 

al., 2001). Suspensions of each concentration (106, 107 and 108 conidia mL−1) were 



 40 

prepared in 1.5 mL microcentrifuge tubes and then approximately 100 larvae were added 

to each tube. Control groups were treated with 1 mL of Triton X-100 solution (0.02%, v/v). 

After addition of larvae, the tube was closed and shaken vigorously for some seconds and 

then gently for five minutes. The tubes were then opened and the larvae transferred with a 

paintbrush to dry over a filter paper. Next, the larvae were transferred to a filter paper (8.5 

x 7.5 cm) (Whatman No. 1) that was folded and closed with clips forming a packet. The 

packets were incubated at 27–28°C and ≥ 80% relative humidity. Live and dead larvae 

were counted daily for 21 days (three packets per treatment) for further calculation of the 

LT50 of each group. 

 

Data analysis  

Based on larval mortality for each treatment, median lethal times (LT50) and their 

95% confidence intervals (CI95%) were calculated with PoloPlus (LeOra Software 2003). 

Differences among treatments were considered if CI95% values did not overlap (Robertson 

et al. 2007). Mean mortality after 21 days and standard errors were subjected to statistical 

analysis. Statistical significance was analyzed by the Student's t test (P < 0.05).  

Results  

 In the present study, we compared LPT and LIT (tests recommended to determine 

acaricide resistance in ticks), to assess the in vitro effect of the fungus M. anisopliae on R. 

microplus larvae. Estimated values of LT50 for the LPT were 134.6, 27.2 and 24.8 days for 

concentrations of 106, 107 and 108 conidia/mL and for LIT were 24.5, 20 and 9.2 days in 

the same concentrations (Table 1). The mean mortalities after 21 days for LPT were 17.3, 

17.6 and 38% for concentrations of 106, 107 and 108 conidia/mL respectively, and for LIT 

were 50.5, 64.7 and 98%, in the same concentrations (Table 2).  
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Discussion 

Different from the results obtained in our study, which showed a significant 

difference on the mortality of larvae between LIT and LPT, comparative studies using 

chemical acaricides indicated that there is correlation between the LIT and LPT (FAO 

2004). However, in a study conducted by Castro-Janer and coworkers (2009) to establish 

LC50 and discriminating concentrations for the drug fipronil against Rhipicephalus 

microplus, it was verified that the larval mortality was lower in the LPT than the LIT. In 

spite of that, the authors concluded that both bioassays can be used for the diagnosis of 

fipronil resistance in R. microplus.  

Fungal entomopathogens gain access to the host via cuticle penetration (Vega and 

Kaya 2012). As a first step, spores need to adhere to the host surface through mucilage and 

adhesive proteins. Penetration is then achieved both by enzyme secretion and the 

development of specialized structures (appressoria) that exert mechanical pressure (Wang 

and St Leger 2007). When the fungus reaches the body cavity of the host, it produces 

hydrolytic enzymes to assimilate nutrients and toxins with immunosuppressive activity 

(Pal et al. 2007). If the host fails to clear the infection, the fungus kills the insect and 

transmission is achieved by sporulation from the corpse. Considering that the fungus needs 

to be in direct contact with the host to start the infection process, it is reasonable to 

hypothesize that the higher mortality observed for LIT in our study, could be associated 

with a greater contact of conidia to the larval body when they are immersed in the LIT 

solution while in the LPT just some parts of larvae are in contact with the conidia.  

Quinelato et al. (2012) evaluated the virulence potential of M. anisopliae isolates on 

R. microplus larvae using a methodology described by Fernandes et al. (2011), which 

consists of injecting 1 mL of conidial suspension into the test tube using a hypodermic 

syringe with the needle inserted between the cotton plug and wall of the glass tube to wet 
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the larvae. The larvae stayed immersed for 3 minutes, and the tube was then inverted until 

the conidial suspension had been absorbed by the cotton plug. They evaluated the 

percentage of larval mortality by visual estimation through microscopic observation. In our 

study, we had similar results using the same conidia concentrations using the LPT.  

Camargo et al. (2012) used the same methodology described by Quinelato and 

coworkers (2012) to evaluate the effect of oil-based formulations of M. anisopliae on R. 

microplus larvae. Their results showed that the aqueous suspension caused less than 20% 

larval mortality on the tenth day after treatment, similar results were obtained in our study 

using LPT in the 106 and 107 conidia/mL on the 20th day after treatment. Again, it seems 

that LIT shows the higher mortality. The variation of results using different spore 

concentrations and protocols demonstrates the importance of the standardization of 

techniques for the evaluation of the effect of M. anisopliae in R. microplus. 

Luz et al. (2016) exposed eggs of R. microplus to M. anisopliae either directly with 

the fungal conidial formulations (water or an oil-in-water emulsion) or on previously 

fungus-treated filter paper. They observed that no larvae hatched from eggs after direct 

applications of conidia regardless of the formulation. However, the hatching and survival 

of larvae from indirectly exposed eggs depended on the formulation and conidial 

concentration applied. Even considering the differences of tests with eggs and larvae, these 

results agree with our study findings, showing that direct application of the conidia 

improves the efficiency of the treatment. Again, it is important to emphasize that the 

fungus need to be in direct contact with the host to start the infection process. With LIT, 

the larvae are fully exposed to the fungi which allows a higher infection rate, returning in a 

faster evaluation of the performance of M. anisopliae isolates/ strains against ticks. 
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Conclusion 

The findings show that the LIT results in higher mortality in a shorter time when 

compared to the LPT using the same fungus strain. It demonstrates that screening tests 

where the fungus is applied directly on ticks increases the mortality rate. The set of results 

shown here could be used to optimize the protocols to identify M. anisopliae strains 

pathogenic for R. microplus tick. 
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Table 1: Comparison of Larval Packet Test (LPT) and Larval Immersion Test (LIT) to assess 

the effect of M. anisopliae on R. microplus tick larvae. Lethal time values for 50% of the tick 

population (LT50) are expressed in days. 

CONCENTRATION 

(conidia/mL) 

LPT 

LT50 (CI 95%) 

LIT 

LT50 (CI 95%) 

Control 65 (48.7 – 99.2) 39.4 (31.8 – 53.9) 

106 134.6 (82.8 – 303.4) 24.5 (22.4 – 27.5) 

107 27.2 (24.3 – 31.3) 20 (17.8 – 23.4) 

108 24.8 (22.4 – 28.1) 9.2 (8.8 – 9.7) 
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Table 2: Comparison in mortality rate between the Larval Packet Test (LPT) and Larval 

Immersion Test (LIT) to assess the effect of M. anisopliae on R.  microplus tick larvae 

CONCENTRATION 

(conidia/mL) 

LPT 

% Mortality after 21 days 

(±SD) 

LIT 

% Mortality after 21 days 

(±SD) 

Control 17.3 (8.1) a 12.6 (4.9) a 

106 17.6 (1.8) a 50.5 (15.3) b 

107 38 (5.7) a 64.7 (13.3) b 

108 42.9 (2.8) a 98 (0.6) b 

Values followed by the same letter in the same line do not differ statistically. Statistical 

significance was analyzed by the Student's t test (P < 0.05).  
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Supplementary Figure 1: Larval mortality at different concentrations of Metharhizium 

anisopliae suspension. Evaluation (counting the number of alive and dead larvae) was 

done throughout the experiment (21 days) every day. Spore suspension of M. anisopliae 1 

x 106 conidia/mL (■), 1 x 107 conidia/mL (▲), 1 x 108 conidia/mL (X) and control (¨).		
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3.2 Does the effect of Metarhizium anisopliae isolate on Rhipicephalus microplus 

depend on the tick population avaluated? 

 

Neste capítulo apresentamos a variação de suscetibilidade entre as cepas de campo 

de Rhipicephalus microplus quando expostas ao fungo acaropatogênico Metarhizium 

anisopliae.  

 

Manuscrito publicado no periódico Ticks and Tick-borne Diseases.  
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ABSTRACT 

The filamentous fungus Metarhizium anisopliae is an arthropod pathogen used in the 

biological control of pests in agriculture and livestock. The effect of the fungus M. 

anisopliae on ticks has been shown in experiments in vitro. The aim of the present study 

was to compare the susceptibility of different field isolates of Rhipicephalus microplus to 

M. anisopliae. A total of 67 field isolates were evaluated. Rhipicephalus microplus larvae 

were immersed in an M. anisopliae suspension (108 conidia/ml) for 5 min. The median 

lethal times (LT50) ranged from 2.6 to 24.9 days. Mortality observed at the 15th day after 

treatment ranged from 26.3 to 100% in the tested samples. The effect of M. anisopliae on 

tick isolates was not associated with their susceptibility to any acaricide tested, animal 
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stocking rate, cattle breed, rotational grazing, cultivated pasture, production system, 

presence of wet areas or biome. The integration of livestock and agriculture practices in the 

farm and the frequency of acaricide treatment seem to be associated with tick susceptibility 

to M. anisopliae. These results demonstrated that field populations of R. microplus show a 

high variation in their susceptibility to M. anisopliae. 

 

KEYWORDS: Ixodidae, fungus, biological control, acaripathogenic fungi.  

 

Introduction 

The cattle tick Rhipicephalus microplus is a hematophagous ectoparasite that is 

present in tropical and subtropical areas (Estrada-Peña et al., 2006). Tick parasitism in 

livestock causes a reduction in milk production, decreased weight gain, skin damage and 

acaricide-control costs that generate economic losses of 3.2 billion U.S. dollars per year in 

Brazil (Grisi et al., 2014). The control of R. microplus is based mainly on the use of 

chemical acaricides, which has contributed to the emerging problem of selection for 

multiple drug resistant tick populations (Reck et al., 2014). 

The effect of the fungus Metarhizium anisopliae on ticks has been demonstrated 

with in vitro experiments (Frazzon et al., 2000; Perinotto et al., 2012). The applicability of 

M. anisopliae with or without chemical acaricides in field conditions to control an 

acaricide-resistant strain of the cattle tick R. microplus has been demonstrated (Webster et 

al., 2015).  

Perinotto et al. (2012) evaluated two distinct strains of R. microplus and found 

differences in their susceptibility to M. anisopliae infection, suggesting that tests of 

promising fungal isolates should be conducted with several populations of the same 

arthropod species before the fungal isolate is recommended as a biological control agent. 
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Thus, the objective of this study was to evaluate the effect of M. anisopliae (strain TIS-

BR03) in different field populations of R. microplus. 

 

Materials and methods  

Ticks 

Tick isolates were collected from beef cattle at 67 ranches located in the North 

Coast area of Rio Grande do Sul State, Brazil. Property data were obtained from the State 

Official Veterinary Service with permission of the owners. The geographic data of all the 

ranches where the ticks were colleted are shown in Supplementary Table 2. São Gabriel 

(SG) and Porto Alegre (POA) strains were used as reference tick strains. Ticks of SG strain 

were obtained from cattle at the FEPAGRO Experimental Station of São Gabriel, 

municipality of São Gabriel, RS, Brazil (30º20’ S, 54º1’ W). This tick population has a 

history of resistance against synthetic pyrethroids, amitraz and macrocyclic lactones 

(Martins and Furlong, 2001). The POA strain has been widely used as a susceptible 

reference tick strain and has been maintained without exposure to acaricides in stall 

conditions at the Isolation Unit of Instituto de Pesquisas Veterinárias Desidério Finamor 

(IPVDF), Eldorado do Sul, RS, Brazil (30°05′ S, 51°25′ W). After collection, R. microplus 

females were transferred to the laboratory, washed with water and maintained at 27±1 ºC 

and 80% humidity for oviposition. Approximately 1000 eggs were placed in test tubes 

sealed with cotton plugs. The larvae treatment was performed on the 15th day after total 

larval hatching. 

 

 Production of fungal suspensions and susceptibility bioassays 

Conidia of highly pathogenic isolates for ticks of M. anisopliae (TIS-BR03) were 

obtained from the Fungi Collection of Laboratório de Biologia Molecular de Fungos 
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Filamentosos (UFRGS, Brazil). Conidia were suspended in 30 ml of Triton X-100 solution 

(0.02%, v/v).  

Suspensions of 108 conidia ml−1 were prepared in 1.5 mL microcentrifuge tubes, 

and then approximately 100 larvae were added to each tube. Control groups were treated 

with 1 mL of Triton X-100 solution (0.02%, v/v). After the addition of larvae, the tube was 

closed and shaken vigorously for a few seconds and then gently for 5 min. The tubes were 

then opened and the larvae transferred with a paintbrush to a filter paper for drying. After 

that, larvae were transferred to a paper filter (8.5 x 7.5 cm) that was folded and closed with 

clips forming a packet. The tests were performed in triplicate and the packets were 

incubated at 27 to 28 °C and ≥ 80% relative humidity. Larval mortality was recorded at 

days five, 10 and 15 after treatment.  

 

Acaricide resistance bioassays 

To address if there is a relationship between acaricide resistance and susceptibility 

to M. anisopliae in R. microplus, the magnitude of tick resistance to different classes of 

acaricides was verified using larval bioassays. The discriminating doses of acaricides used 

were: cypermethrin 0.2%, chlorpyriphos 1%, ivermectin 1%, fipronil 0.24% and amitraz 

0.03%. For cypermethrin and chlorpyriphos, the Larval Packet Test (LPT) was performed 

according to procedures established by the FAO (2004). A Larval Immersion Test (LIT) 

was utilized to evaluate ivermectin and fipronil toxicity, as described by Klafke et al. 

(2012) and Castro-Janer et al. (2009), respectively. The modified LPT was conducted 

according to Miller et al. (2002) using amitraz. All of the larval tests were performed 

simultaneously with the susceptible strain POA. The tests were conducted with technical 

grade cypermethrin, chlorpyriphos, ivermectin (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 

and fipronil (BASF Chemicals, Paulínia, SP, Brazil). The tests with amitraz were done 
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using a commercial formulation at 12.5% (Triatox®, MSD Saúde Animal, São Paulo, 

Brazil). 

 

Data analysis  

All data were subjected to statistical analysis. Differences between the control and 

treated groups were analyzed using probit analysis with Polo-Plus (LeOra Software, 2004). 

The lethal time for 50% (LT50) and 90% (LT90) of the population, and mortality at the 15th 

day after treatment and its 95% confidence interval (CI95%), were calculated. 

In order to identify potential biotic and abiotic variables associated with tick 

susceptibility to M. anisopliae, the farmers were interviewed using an epidemiological 

questionnaire to collect information regarding the farm production system and cattle tick 

control management. This study was approved by the Ethics Committee of IPVDF 

(approval no. 15/2014).  A complete copy of the questionnaire is available to the readers 

upon request directed to the corresponding author. The association between tick 

susceptibility to M. anisopliae and independent variables (acaricide resistance, frequency 

of acaricide treatment, animal stocking rate, cattle breed, use of cultivated pasture, use of 

rotational grazing, predominance of dairy or beef cattle, agriculture and livestock 

integration, presence of wet areas and biome) was assessed by a univariate analysis using a 

two-tailed Fisher’s exact test. For data analysis, tick susceptibility to M. anisopliae was 

used as a dichotomous variable. Thus, tick isolates were divided into two groups according 

to their susceptibility to M. anisopliae: (i) group 1, low susceptibility (those showing 

mortality rates <70.7 % at the 15th day after treatment), n = 33; and (ii) group 2, high 

susceptibility (those showing mortality rates ≥70.7 % at the 15th day after treatment), n = 

34. The threshold value for high and low susceptibility to the fungus was established 

considering the median value of mortality of all tick isolates at the 15th day after treatment. 
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The odds ratio (OR) and its 95% confidence interval (CI95%) were also determined. 

Statistics were performed using SISA-Tables Quantitative Skills software (Simple 

Interactive Statistical Analysis– SISA, Hilversum, The Netherlands, available online 

atwww.quantitativeskills.com/downloads). 

 

Results 

The in vitro susceptibility of 67 field isolates of R. microplus against M. anisopliae 

was evaluated. There were marked differences in mean lethal time among isolates treated 

with M. anisopliae. The LT50 values in field isolates ranged from 2.6 to 24.9 days. The LT50 

values of all tick samples tested are shown in Figure 1 and Supplementary Table 1 (with 

confidence intervals). There was no significant difference in the LT50 values between both 

reference strains (acaricide resistant and susceptible strain). The SG and POA strains 

infected with M. anisopliae had LT50 values of 6.1 and 6.4 days, respectively. The LT90 

values of the most and least susceptible isolate to M. anisopliae were 6.6 (CI95% of 5.9 to 

7.4) and 69.7 (CI95% 46.9 to 136.8) days, respectively. The LT90 values of all tick samples 

tested are shown in Supplementary Table 1. The mortality observed at the 15th day after M. 

anisopliae treatment ranged from 26.3 to 100% in the tested field samples. The reference 

strains also showed no significant difference in mortality after 15 days of treatment, with 

94.1% and 97.2% mortality for SG and POA, respectively (Figure 2). Detailed results of 

the acaricide resistance profile of these field isolates are beyond the scope of this study and 

will be presented in a future publication. 

The effect of M. anisopliae on tick isolates was not associated with their 

susceptibility to any acaricide tested (amitraz, chlorpyriphos, cypermethrin, fipronil and 

ivermectin), animal stocking rate, cattle breed, rotational grazing, cultivated pasture, 

production system (dairy or beef cattle farms), presence of wet areas or biome (p>0.05). 
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The integration of livestock and agriculture practices on the farm was associated with tick 

susceptibility to M. anisopliae (p=0.043). The calculated OR for high susceptibility to M. 

anisopliae in ticks from farms in which there was agriculture and livestock integration was 

0.25 (CI95% = 0.07–0.89). Moreover, the frequency of acaricide treatment was also 

associated with tick susceptibility to M. anisopliae (p=0.011), since the proportion of tick 

isolates highly susceptible to the fungus was higher on farms in which more than three 

acaricide treatments per year were performed. The calculated OR for ticks to be highly 

susceptibility to M. anisopliae on farms in which more than three acaricide treatments per 

year were performed in cattle was 4.17 (CI95% = 1.42 - 12.21). The summary of the 

analysis of variables potentially associated with tick susceptibility to M. anisopliae is 

shown in Table 1. 

 

Discussion  

 The effect of the fungus M. anisopliae on ticks has been shown with several in vitro 

experiments (Ángel-Sahagún et al., 2010; Frazzon et al., 2000). In a previous field study, 

the median of treatment efficacy with an acaricide only, M. anisopliae only and a 

combination of M. anisopliae with an acaricide were 71.1%, 56.3% and 97.9%, 

respectively. That study demonstrated that the combination of M. anisopliae with 

commercial acaricides enhances the acaricide and fungal treatment efficacies (Webster et 

al., 2015). Therefore, the association of a fungus and commercial acaricides could be an 

effective alternative against multiple acaricide-resistant strains of ticks, since tick 

populations resistant to all classes of acaricides have already been reported (Reck et al., 

2014). In a field study on the efficacy of M. anisopliae against R. microplus, Camargo et 

al. (2016) showed that an average efficacy of the oil-based formulation of Metarril was 

46.5% compared with the oil control group. It is important to note that differences in the 
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results of these studies can be attributed both to the effectiveness of the fungal isolate, the 

formulation of the suspensions or the susceptibility of the tick strain.  

 In the current study, a remarkable difference in lethal time and mortality between 

the field isolates of R. microplus was shown. In a previous study, Perinotto et al. (2012) 

analyzed two populations of R. microplus treated with M. anisopliae at 108 conidia mL-1 

and obtained LT90 values of 27.5 and 37.3 days for tested populations. At that time, those 

authors considered that these two tick populations showed a great susceptibility difference. 

The results of the present study showed that M. anisopliae susceptibility differences among 

field isolates are much more accentuated than previously expected, since the LT90 of the 

most susceptible population (LP2423) was about 10 times lower than that of the more 

resistant population (LP2488). This diversity of response must be taken into account in any 

field study, efficacy test or tick control program based on biological control. It is 

noteworthy that if/when a commercial formulation of M. anisopliae for tick control 

becomes available, the great diversity of tick isolate responses may significantly affect the 

results of large-scale use. Moreover, the availability of commercial formulations with 

different fungal strains could be an alternative, as well as a preliminary investigation of 

which fungal strains should be used for each region, or even each farm. 

 Despite the wide variation in average mortality between the strains analysed in our 

study, even for the most infection-resistant tick population (LP2488, 13% mortality at 10 

days after treatment), M. anisopliae TIS-BR03 strain showed higher efficacy at 10 days 

after treatment when compared to 30 M. anisopliae strains evaluated by Quinelato et al. 

(2012). The remarkable virulence of TIS-BR03 against R. microplus was clearly shown 

considering the mean tick mortality (46.5± 22.5%) at 10 days after treatment.  

 There was a significant association between two variables and susceptibility of tick 

isolates to M. anisopliae. The OR analysis showed that more than three acaricide 
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treatments in cattle increases the probability that a tick isolate could be highly susceptible 

to M. anisopliae by about four times. It could be hypothesized that several successive tick 

treatments reduce the genetic variability of the target-population (Coeli et al., 2013; 

Feyereisen et al., 2015), which may impact microorganism efficacy (Altermatt and Ebert, 

2008; King and Lively, 2012). Since a potential synergic effect of M. anisopliae and 

chemical acaricide treatment was previously observed (Webster et al., 2015), it cannot be 

discarded that the relationship between a high number of acaricide treatments on cattle and 

the high fungus efficacy observed here could be due to a residual acaricide effect in ticks 

only observed after exposure to the fungus in the laboratory assays. 

On the other hand, integration of livestock and agriculture practices reduces the 

probability that a tick isolate could be highly susceptible to M. anisopliae by 

approximately 75%. Since it is well known that agriculture practices change the soil and its 

microbiota, as well as the microenvironment (Manici and Caputo, 2009; Wu et al., 2016; 

Zhao et al., 2016), it cannot be ruled out that they could also affect the tick population, by 

driving the selection of phenotypic and genotypic characteristics, and affecting the 

microbiome and the relationship of ticks with other organisms such as symbionts and 

pathogens. As acaripathogenic fungi are naturally found in the soil, the possibility of a 

preliminary contact with ticks cannot be discarded, which could lead to a tolerance of ticks 

to an acaripathogenic fungal infection (Polar et al., 2005). In this hypothesis, agriculture 

and soil handling can increase the odds for previous contact between ticks and 

environmental fungi, such as M. anisopliae. 

 Perinotto et al. (2012) suggested that if a tick population is resistant to chemical 

acaricides, the mechanisms of acaricide resistance could be related to tick resistance 

mechanisms to acaripathogenic fungi. They proposed this based on a study that evaluated 

the effect of M. anisopliae on a single R. microplus strain resistant to pyrethroids 
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(Bahiense et al., 2008). They reported that this acaricide-resistant population was less 

susceptible to fungal treatments when compared to results obtained by (Castro et al., 1997) 

using the same fungal isolate. The current study showed that there is no correlation 

between susceptibility to M. anisopliae and acaricide resistance.  

   

Conclusion 

These results demonstrate that field populations of R. microplus show a high variation in 

their susceptibility to M. anisopliae. Based on these findings, tests of fungal isolates should 

be conducted with the tick populations before the fungal isolate is recommended for use in 

field control. 
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Figure 1. Lethal Time values for 50% of the population (LT50) using Metarhizium anisopliae 

(TIS-BR03) for 67 field populations of Rhipicephalus microplus and the reference strains 

São Gabriel (SG) and Porto Alegre (POA). 
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Figure 2. Mortality rate (%) at the 15th day post-infection of 67 field populations and the 

reference strains São Gabriel (SG) and Porto Alegre (POA) of Rhipicephalus microplus 

larvae exposed to Metarhizium anisopliae (TIS-BR03).  
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Table 1: Summary of results of the association between the susceptibility against Metarhizium anisopliae 
and independent variables. 

Property features Frequency P value 
 High susceptibility Low susceptibility  

Amitraz 
Susceptible 
Resistant 

 

 
12/65 (18.46%) 
20/65 (30.76%) 

 
9/65 (13.84%) 
24/65 (36.92%) 

0.4339 

Chlorpyrifos 
Susceptible 
Resistant 

 

 
21/66 (31.81%) 
11/66 (16.66%) 

 
19/66 (28.78%) 
15/66 (22.72%) 

0.4589 

Cypermethrin 
Susceptible 
Resistant 

 

 
1/67 (1.49%) 

32/67 (47.76%) 
 

 
1/67 (1.49%) 

33/67 (49.25%) 
 

NC 

Fipronil 
Susceptible 
Resistant 

 

 
20/66 (30.30%) 
12/66 (18.18%) 

 
27/66 (40.29%) 
7/66 (10.60%) 

0.1759 

Ivermectin 
Susceptible 
Resistant 

 

 
24/66 (36.36%) 
8/66 (12.12%) 

 
27/66 (40.90%) 
7/66 (10.60%) 

 
0.7723 

 

Acaricide treatment 

≤3/year 

>3/year 

 

7/67 (10.44%) 

26/67 (38.80%) 

 

18/67 (26.86%) 

16/67 (23.88%) 

 

0.0112 

Animal stocking rate 
≤1 a.u/ha 
>1 a.u/ha 

 

 
8/67 (11.94%) 
25/67 (37.31%) 

 
14/67 (20.89) 

20/67 (29.85%) 
0.1944 

Cattle breed 
Taurine 
Zebuine 

 

 
5/67 (7.46%) 

28/67 (41.79%) 

 
8/67 (11.94%) 
26/67 (38.80%) 

0.5896 

Cultivated pasture 

No 

Yes 

 

28/67 (41.79%) 

5/67 (7.46%) 

 

21/67 (31.34%) 

13/67 (19.40%) 

 

0.0526 

Rotational Grazing 
No 
Yes 

 

 
24/67 (35.82%) 
9/67 (13.43%) 

 
21/67 (31.34%) 
13/67 (19.40%) 

0.4372 

Purpose 
Beef cattle 
Dairy cattle 

 

 
30/67 (44.77%) 
3/67 (4.47%) 

 
34/67 (50.74%) 

0/67 (0%) 
NC 

Integrated Crop-Livestock System 

No 
Yes 

 

 
29/67 (43.28%) 
4/67 (5.97%) 

 
22/67 (32.83%) 
12/67 (17.91%) 

 

0.0433 

Wet areas 
No 
Yes 

 

 
13/67 (19.40%) 
20/67 (29.85%) 

 
14/67(20.89%) 
20/67 (29.85%) 

NC 
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NC – not calculated. Two-tailed Fisher’s exact test (p≤0.05). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Biome 
Atlantic Rainforest 

Pampa 

 
14/67 (20.89%) 
19/67 (28.35%) 

 
11/67 (16.41%) 
23/67 (34.32%) 

0.4545 
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Supplementary Table 1: Median lethal time values of distinct field isolates of R. 
microplus exposed to M. anisopliae. 

Tick isolate LT50 (CI95%) LT90 (CI95%) 
2423 2.56 (1.72 – 3.21) 6.63 (5.90 - 7.44) 
2310 2.79 (1.11 – 3.95) 6.96 (5.48 - 8.79) 
2426 3.26 (2.13 – 4.17) 18.15 (14.67 - 26.02) 
2316 3.93 (1.80 – 5.39) 28.32 (18.52 - 86.44) 
2317 5.00 (5.01 – 6.13) 19.87 (16.71 – 23.85) 
2305 5.67 (5.02 – 6.22) 14.12 (12.74 - 16.17) 
2407 5.70 (5.13 – 6.19) 15.09 (13.49 - 17.49) 
2422 5.84 (5.04 – 6.51) 21.38 (18.03 - 27.36) 
SG 6.07 (5.01 – 7.62) 11.28 (9.63 – 14.56) 

POA 6.36 (5.84 – 7.46) 10.48 (9.57 – 11.80) 
2397 6.90 (6.16 – 7.59) 26.38 (21.53 - 35.41) 
2406 6.92 (6.37 – 7.43) 17.91 (15.98 - 20.75) 
2404 7.27 (6.70 – 7.80) 19.36 (17.16 - 22.64) 
2408 7.66 (6.62 – 8.69) 18.81 (15.29 - 26.50) 
2400 8.05 (7.46 – 8.64) 21.683 (18.75 - 26.32) 
2367 8.24 (6.66 – 9.84) 43.41 (27.15 - 124.22) 
2402 8.67 (6.35 – 11.27) 29.55 (18.75 - 125.03) 
2332 8.84 (8.29 – 9.38) 16.77 (15.32 - 18.81) 
2405 8.85 (8.02 – 9.68) 17.34 (15.17 - 21.00) 
2306 9.20 (7.87 – 10.66) 17.50 (14.31 - 25.34) 
2343 9.31 (8.50 – 10.10) 18.01 (15.83 - 21.71) 
2327 9.42 (8.61 – 10.25) 20.16 (17.48 - 24.69) 
2338 9.70 (8.46 – 11.04) 18.71 (15.50 - 26.01) 
2399 9.73 (9.06 – 10.42) 18.54 (16.58 - 21.55) 
2384 9.89 (8.85 – 11.09) 19.16 (16.09 - 25.33) 
2337 9.94 (8.32 – 11.64) 19.56 (15.65 - 31.21) 
2328 9.46 (8.39 – 10.60) 17.44 (14.83 - 22.75) 
2336 10.03 (8.64 – 11.49) 18.33 (15.19 - 26.13) 
2334 10.20 (9.57 – 10.82) 17.63 (16.12 - 19.87) 
2382 10.25 (9.72 – 10.83) 20.82 (18.80 - 23.68) 
2398 10.31 (9.74 – 10.92) 22.12 (19.85 - 25.37) 
2417 10.47 (9.30 – 11.91) 33.31 (25.16 - 53.44) 
2383 10.61 (9.11 – 12.47) 21.53 (16.99 - 34.48) 
2421 10.61 (9.39 – 12.25) 41.29 (29.33 - 74.55) 
2419 10.66 (9.93 – 11.49) 26.94 (22.96 - 33.53) 
2365 10.77 (9.57 – 12.30) 31.54 (24.02 - 49.91) 
2364 10.85 (8.54 – 14.82) 34.63 (21.59 - 149.18) 
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2357 10.89 (9.31 – 12.89) 26.37 (19.79 - 48.55) 
2363 11.38 (9.10 – 15.15) 36.60 (23.06 - 146.10) 
2491 11.44 (10.65 – 12.38) 31.06 (26.18 - 39.08) 
2379 11.88 (9.97 – 15.07) 24.99 (18.42 - 51.09) 
2346 11.93 (10.41 – 14.10) 24.18 (18.88 - 39.95) 
2309 12.12 (10.26 – 15.34) 32.40 (22.40 - 78.17) 
2362 12.15 (11.15 – 13.45) 28.67 (23.66 - 37.98) 
2489 12.18 (11.61 – 12.81) 23.22 (21.03 - 26.39) 
2375 12.26 (11.33 – 13.35) 19.17 (16.83 - 23.96) 
2418 12.33 (11.26 – 13.76) 35.35 (28.03 - 49.95) 
2368 12.55 (11.88 – 13.34) 24.04 (21.47 - 27.88) 
2380 12.58 (11.95 – 13.30) 24.18 (21.65 - 27.97) 
2331 12.74 (11.52 – 14.48) 47.34 (34.94 - 76.20) 
2345 13.00 (11.43 – 15.52) 36.91 (26.64 - 68.76) 
2329 13.05 (12.12 – 14.23) 35.72 (29.38 - 47.11) 
2471 13.13 (10.70 – 18.88) 37.96 (24.00 - 123.17) 
2472 13.71 (11.58 – 17.97) 61.99 (37.70 - 164.72) 
2403 13.74 (12.67 – 15.15) 33.48 (27.84 - 43.18) 
2381 14.05 (12.55 – 16.53) 29.70 (23.13 - 46.84) 
2326 14.16 (13.12 – 15.54) 34.79 (29.00 - 44.69) 
2490 14.18 (13.17 – 15.54) 31.67 (26.74 - 39.95) 
2420 14.58 (12.89 – 17.56) 29.63 (22.97 - 46.48) 
2377 14.77 (13.09 – 18.30) 24.13 (19.14 - 41.42) 
2366 15.64 (13.19 – 20.73) 71.85 (43.42 - 189.01) 
2359 15.87 (13.57 – 20.52) 41.22 (28.77 - 83.90) 
2325 16.86 (14.75 – 20.42) 62.66 (44.00 - 109.12) 
2333 17.49 (14.89 – 23.06) 46.23 (31.77 - 96.30) 
2350 18.73 (15.93 – 24.12) 86.44 (54.58 - 190.06) 
2475 20.06 (17.22 – 25.26) 71.13 (48.65 - 131.55) 
2358 21.42 (18.16 – 27.68) 69.07 (47.11 - 129.91) 
2335 24.09 (18.79 – 39.23) 82.82 (47.58 - 263.52) 
2488 24.85 (20.53 – 34.00) 69.70 (46.92 - 136.84) 

LT: lethal time; CI: confidence interval 
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Supplementary Table 2: Geographic data of the ranches where the tick isolates were 
collected in the North Coast area of Rio Grande do Sul State, Brazil. 

Tick isolate Municipality Latitude Longitude 
2423 Capivari do Sul 50S 30' 10" 30W 05' 42" 
2310 Mostardas 51S 04' 11" 31W 08' 01" 
2426 Mostardas 50S 57' 13" 31W 10' 21" 
2316 Osório 50S 11' 27" 29W 49' 00" 
2317 Palmares do Sul 50S 25' 23" 30W 18' 58" 
2305 Rolante 50S 34' 42" 29W 40' 49" 
2407 Santo Antônio da Patrulha 50S 31' 19" 29W 43' 54" 
2422 Capão da Canoa 49S 59' 20" 29W 38' 31" 
SG São Gabriel 30S 20′ 54W 15′ 

POA Eldorado do Sul 30S 05′ 51W 25′ 
2397 Tramandaí 50S 15' 06" 30W 01' 44" 
2406 Santo Antônio da Patrulha 50S 36' 07" 29W 56' 19" 
2404 Caraá 50S 22' 12" 29W 48' 20" 
2408 Santo Antônio da Patrulha 50S 34' 00" 30W 00' 48" 
2400 Tramandaí 50S 15' 06" 30W 01' 44" 
2367 Morrinhos do Sul 49S 58' 50" 29W 22' 58" 
2402 Caraá 50S 21' 19" 29W 49' 23" 
2332 Tavares 51S 08' 13" 31W 13' 50" 
2405 Caraá 50S 18' 54" 29W 44' 19" 
2306 Rolante 50S 37' 03" 29W 35' 58" 
2343 Maquiné 50S 18' 05" 29W 33' 13" 
2327 Riozinho 50S 25' 04" 29W 34' 21" 
2338 Mostardas 50S 41' 10" 30W 50' 53" 
2399 Três Forquilhas 50S 07' 36" 29W 25' 57" 
2384 Santo Antônio da Patrulha 50S 34' 07" 29W 51' 25" 
2337 Mostardas 50S 56' 31" 31W 01' 34" 
2328 Santo Antônio da Patrulha 50S 28' 15" 29W 48' 01" 
2336 Mostardas 50S 55' 24" 31W 08' 11" 
2334 Tavares 51S 07' 51" 31W 20' 51" 
2382 Santo Antônio da Patrulha 50S 37' 17" 29W 42' 17" 
2398 Cidreira 50S 22' 51" 30W 00' 12" 
2417 Santo Antônio da Patrulha 50S 34' 50" 29W 50' 04" 
2383 Santo Antônio da Patrulha 50S 35' 53" 29W 59' 13" 
2421 Osório 50S 10' 33" 29W 53' 08" 
2419 Maquiné 50S 18' 48" 29W 32' 09" 
2365 Três Cachoeiras 49S 55' 58" 29W 24' 24" 
2364 Três Cachoeiras 49S 57' 57" 29W 24' 48" 
2357 Tavares 51S 08' 12" 31W 14' 30" 
2363 Santo Antônio da Patrulha 50S 33' 04" 29W 44' 42" 
2491 Três Cachoeiras 49S 52' 16" 29W 25' 01" 
2379 Santo Antônio da Patrulha 50S 31' 51" 29W 50' 24" 
2346 Capivari do Sul 50S 30' 46" 30W 09' 14" 
2309 Mostardas 51S 03' 42" 31W 07' 07" 
2362 Mostardas 51S 02' 40" 31W 05' 31" 
2489 Mostardas 50S 56' 10" 31W 09' 01" 
2375 Arroio do Sal 49S 55' 45" 29W 32' 18" 
2418 Santo Antônio da Patrulha 50S 38' 11" 29W 54' 02" 
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2368 Torres 49S 47' 10" 29W 19' 48" 
2380 Santo Antônio da Patrulha 50S 38' 38" 29W 42' 17" 
2331 Palmares do Sul 50S 25' 58" 30W 14' 12" 
2345 Maquiné 50S 09' 41" 29W 42' 57" 
2329 Santo Antônio da Patrulha 50S 37' 18" 29W 59' 58" 
2471 Mostardas 50S 36' 36" 30W 44' 31" 
2472 Mostardas 50S 56' 59" 31W 10' 05" 
2403 Caraá 50S 19' 10" 29W 45' 12" 
2381 Santo Antônio da Patrulha 50S 33' 33" 29W 51' 35" 
2326 Rolante 50S 30' 18" 29W 38' 29" 
2490 Mostardas 50S 48' 18" 30W 58' 32" 
2420 Itati 50S 10' 59" 29W 23' 48" 
2377 Santo Antônio da Patrulha 50S 34' 16" 29W 58' 37" 
2366 Dom Pedro de Alcântara 49S 50' 11" 29W 20' 08" 
2359 Tavares 51S 02' 07" 31W 13' 22" 
2325 Rolante 50S 37' 57" 29W 41' 30" 
2333 Tavares 51S 03' 35" 31W 18' 48" 
2350 Santo Antônio da Patrulha 50S 36' 01" 29W 45' 30" 
2475 Mostardas 50S 27' 52" 30W 32' 15" 
2358 Tavares 51S 04' 54" 31W 14' 41" 
2335 Mostardas 50S 46' 45" 30W 57' 02" 
2488 Mostardas 50S 49' 50" 30W 59' 58" 
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3.3 Análise transcriptômica de larvas de Rhipicephalus microplus expostas à 

Metarhizium anisopliae, cipermetrina e sua associação. 

 

Neste capítulo apresentamos a comparação dos efeitos observados em nível 

molecular em R. microplus tratado com o fungo acaropatogênico M. anisopliae, o acaricida 

cipermetrina e com a associação de ambos. 
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3.3 Análise transcriptômica de larvas de R. microplus expostas à M. anisopliae, 

cipermetrina e sua associação. 

3.3.1 Introdução 

Os efeitos de Metarhizium anisopliae no carrapato Rhipicephalus microplus já 

foram avaliados em vários estudos in vitro com resultados promissores com relação a taxa 

de infecção dos carrapatos (FRAZZON et al., 2000; ARRUDA et al., 2005; LEEMON & 

JONSSON, 2008, PERINOTTO et al., 2014). Mais recentemente, nosso grupo 

desenvolveu um estudo que demonstrou a aplicabilidade de M. anisopliae associado ou 

não à acaricida, a campo, no controle de uma cepa de R. microplus resistente a acaricidas 

(WEBSTER et al., 2015). No entanto, os mecanismos moleculares envolvidos na interação 

do R. microplus com M. anisopliae e com os acaricidas permanecem pouco conhecidos. 

No presente estudo foi utilizada a técnica de sequenciamento de RNA seq (WANG 

et al., 2009), uma ferramenta bastante empregada em estudos de transcriptoma, 

especialmente em trabalhos de resposta a agressão ou infecções por microrganismos 

(XING et al., 2017; ZHANG et al., 2017). A utilização da ferramenta de RNA seq também 

foi adotada por ser uma técnica que permite a montagem do transcriptoma sem a 

necessidade de um genoma de referência. Cabe ressaltar, que apenas recentemente o 

genoma, em versão draft de R. microplus foi disponibilizado (BARRERO et al., 2017), no 

entanto ainda sem anotação dos genes. Desse modo, as análises desta Tese foram 

realizadas considerando ainda a indisponibilidade de um genoma completo anotado do 

organismo alvo.  

O tamanho do genoma de R. microplus foi estimado em 7,1 Gpb e consiste em 

aproximadamente 70% de DNA repetitivo. Foram identificados 38.827 loci de genes 

putativos de R. microplus, dos quais 24.758 foram genes codificadores de proteínas (≥ 100 

aminoácidos). A análise comparativa de ontologia gênica contra 11 espécies selecionadas, 
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incluindo insetos e vertebrados, identificou 10.835 e 3.423 loci de genes para proteínas que 

são exclusivas de R. microplus ou comuns entre R. microplus e Ixodes scapularis 

(Acari/Ixodidae), respectivamente. Foram identificados loci de várias esterases de R. 

microplus com sequência similar à acetilcolinesterase. Além disso, foi relatada a 

descoberta de um novo citocromo P450 homólogo que mostra estruturas semelhantes à das 

proteínas CYP41 conhecidas por estarem envolvidas na resistência aos acaricidas 

(BARRERO et al., 2017). 

O entendimento da interação fungo-hospedeiro é de extrema importância para o 

planejamento da utilização desse microrganismo para o controle estratégico de pragas 

agropecuárias, como o carrapato bovino. Apesar de diversos estudos já terem sido 

realizados utilizando M. anisopliae para o controle de R. microplus, pouco se sabe a 

respeito dos mecanismos envolvidos na resposta do carrapato à infecção pelo fungo em 

nível molecular. Nesse sentido, não há informação sobre os possíveis fenômenos e 

processos moleculares associados a um possível efeito sinérgico do fungo utilizado em 

associação com o acaricida. Procurar elucidar os mecanismos que levam a este resultado é 

essencial para avanços visando o uso integrado destas estratégias.  

 

3.3.2 Materiais e métodos 

3.3.2.1 Carrapatos 

Os carrapatos da cepa São Gabriel foram obtidos de bovinos no Centro de Pesquisa 

"Anacreonte Ávila de Araújo" da Secretaria de Agricultura, Pecuária e Irrigação (SEAPI) 

do Estado do Rio Grande do Sul, no município de São Gabriel, Brasil (30º 20 '11 "S, 54º 

19' 12" W). Esta população de carrapatos tem um histórico de resistência à piretróides 

sintéticos, amitraz e lactonas macrocíclicas (MARTINS & FURLONG, 2001). Após a 

coleta, as fêmeas de R. microplus foram enviadas para o laboratório, lavadas com água e 
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mantidas a 27 ± 1ºC e 80% de umidade para oviposição. Aproximadamente 1.000 ovos 

foram acondicionados em tubos de ensaio tampados com algodão e mantidos a 27 ± 1ºC e 

80% de umidade para eclosão das larvas.  

 

3.3.2.2 Produção de suspensões de M. anisopliae 

 Conídios do isolado TIS-BR03 de M. anisopliae foram obtidos da Coleção de 

Fungos do Laboratório de Biologia Molecular de Fungos Filamentosos (UFRGS, Brasil). 

Os conídios foram suspensos em 30 mL de solução Triton X-100 (0,02%, v / v) e foram 

preparadas suspensões na concentração de 108 conídios/mL. 

 

3.3.2.3 Bioensaios 

 Foram formados quatro grupos experimentais com as larvas de R. microplus: 1-

grupo controle (sem tratamento); 2-grupo tratado com M. anisopliae, 3-grupo tratado com 

cipermetrina e 4-grupo tratado com a associação de M. anisopliae com cipermetrina. 

Foram utilizadas larvas de R. microplus com duas semanas de idade. Foi utilizada a dose 

discriminatória de cipermetrina (0,2%) (FAO, 2004). Papéis filtro (7,5 x 8,5cm) foram 

impregnados com 760 µL de acaricida na concentração descrita anteriormente, seguindo o 

procedimento estabelecido pela FAO (2004). Usando um pincel, aproximadamente 100 

larvas foram imersas em microtubos contendo 1 mL de suspensão de M. anisopliae na 

concentração de 108 conídios/mL. O grupo controle foi imerso em 1 mL de solução de 

Triton X-100 (0,02%, v / v). Após a adição das larvas, o tubo foi fechado e agitado 

vigorosamente durante alguns segundos e depois suavemente durante 5 min. Os tubos 

foram então abertos e as larvas transferidas com um pincel para um papel filtro até a 

secagem. Depois disso, as larvas foram transferidas para um papel filtro (7,5 x 8,5 cm) que 

foi dobrado e fechado com grampos formando um pacote. Os ensaios foram realizados em 
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duplicata e os pacotes contendo as larvas foram mantidos a 27 ± 1 °C e 80% de umidade 

relativa. Larvas vivas após seis dias de infecção foram coletadas e congeladas a -80°C. 

 
3.3.2.4 Extração de RNA 

 As larvas (duas réplicas biológicas de cada um dos quatro tratamentos) foram 

submetidas a extração de RNA utilizando Trizol (Invitrogen) seguindo recomendações do 

fabricante e enviadas para sequenciamento no Centro de Genômica Funcional do 

Departamento de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, da 

Universidade de São Paulo, Piracicaba-SP. Foram realizadas as construções das bibliotecas 

de RNA e o sequenciamento foi realizado utilizando a plataforma HiSeq 2.500 (Illumina 

San Diego, CA, USA). 

 

3.3.2.5 Avaliação e pré-processamento dos dados 

Os dados obtidos pelo HiSeq 2500 (Illumina, Inc., San Diego, CA) foram 

analisados pelo programa Real Time Analysis (fornecido pela Illumina), que faz o base 

calling das imagens do sequenciamento, convertendo-as em sequências no formato fastq, 

com cada base acompanhada de um escore de qualidade Phred (EWING et al., 1998). Após 

a conversão para fastq, a avaliação inicial das leituras do sequenciamento foi feita com o 

programa FastQC versão 0.11.4 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). A filtragem das bases com 

qualidade baixa foi feita com o programa Trimmomatic versão V0.32 

(http://usadellab.org/cms/). A retirada das sequências de adaptadores e contaminantes de 

RNA ribossomal foi realizada com o programa BBDuk, do pacote BBTools versão 36.71 

(http://sourceforge.net/projects/bbmap/). Leituras menores que 200 pares de bases após 

filtragem foram removidas. 
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3.3.2.6 Montagem de novo do transcriptoma de referência de R. microplus 

As oito amostras (duas réplicas biológicas de cada um dos quatro tratamentos) 

foram usadas na montagem do transcriptoma de referência utilizando o programa Trinity 

versão 2.2.0 (GRABHERR et al., 2011) com parâmetros “--normalize_reads” e “--

SS_lib_type RF”. O parâmetro “--normalize_reads” indica que a normalização digital do 

sequenciamento deve ser realizada antes da montagem, a fim de remover leituras 

redundantes (BROWN et al., 2012). A normalização digital diminui o tempo, memória 

RAM necessária e espaço em disco usados na montagem, sem afetar negativamente a 

qualidade. O parâmetro “--SS_lib_type RF” indica a orientação das leituras oriundas do 

protocolo de preparo das bibliotecas, evitando montagem de transcritos espúrios. 

 

3.3.2.7 Anotação do transcriptoma de referência 

Inicialmente, a tradução in silico dos transcritos foi realizada utilizando o programa 

TransDecoder versão 3.0.0 (HAAS et al., 2013), que identifica possíveis regiões 

codificadoras de proteínas. Os transcritos e os peptídeos preditos foram utilizados para 

pesquisar sequências homólogas de proteínas. O programa BLASTp do NCBI (National 

Center for Biotechnology Information) foi utilizado com um valor E £ 1e-20. O 

transcriptoma traduzido foi comparado ao banco de dados UniProt 

(http://www.uniprot.org) de proteínas anotadas. Os resultados obtidos no BLASTp foram 

então carregados no progarma Blast2GO versão 3.0 (https://www.blast2go.com) e 

mapeados para os termos de ontologia gênica.  

O Blast2GO (3.0) utiliza o programa InterProScan (GOTZ et al., 2008) que busca 

semelhanças das sequências de aminoácidos com muitos bancos de dados diferentes. As 

anotações obtidas no InterProScan (FINN et al., 2017) foram então mapeadas para termos 

de ontologia gênica (GO) de acordo com o Gene Ontology Consortium. O uso dos termos 
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de GO parte do pressuposto evolutivo que o conhecimento do papel biológico das 

proteínas compartilhadas em um organismo pode ser frequentemente extrapolado para 

outros organismos. O objetivo do Gene Ontology Consortium é produzir um vocabulário 

dinâmico e controlado que possa ser aplicado a eucariotas, mesmo que o conhecimento das 

funções de genes e proteínas nas células esteja acumulando e mudando. Para este fim, são 

utilizados diferentes níveis de categorização de ontologias independentes acessíveis na 

internet (http://www.geneontology.org): processo biológico, função molecular e 

componente celular. O programa GO-Slim foi executado para reduzir a quantidade de 

termos de GO por transcrição, o que torna o conjunto de dados mais simples, funcional e 

gerenciável.  

3.3.2.8 Quantificação da expressão gênica 

A análise do nível comparado de expressão gênica (mRNA) do transcriptoma foi 

realizada através do mapeamento das sequências brutas sobre a montagem do 

transcriptoma. As reads alinhadas foram então contadas através do programa de Salmon 

versão 0.8.1 (http://salmon.readthedocs.io). O programa Salmon é diferenciado de outros 

pacotes de software de expressão diferencial, na medida em que não requer um genoma de 

referência, utilizando os transcritos montados a partir de uma montagem de novo para 

quantificar a expressão gênica (mRNA).  

 

3.3.2.9 Análise de expressão diferencial 

Após a obtenção das contagens, de reads de transcritos, a análise de expressão 

diferencial foi realizada com o programa edgeR versão 3.12.0 (ROBINSON et al., 2010). 

O edgeR foi utilizado pela sua capacidade de avaliar a variabilidade biológica quando há 

apenas uma ou duas amostras replicadas. Os genes diferencialmente expressos foram 

detectados com uso de heatmaps (ROBINSON et al., 2010). Os transcritos foram 
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agrupados hierarquicamente permitindo a identificação transcritos biologicamente 

associados. Os parâmetros para edgeR foram ajustados para um valor P < 0,05 (teste - 

False Discovery Rate, FDR) e considerando uma mudança do nível de transcrição de 

quatro vezes entre qualquer um dos tratamentos. Os resultados obtidos com a aplicação do 

edgeR foram então carregados no programa Blast2GO versão 3.0 e mapeados para 

identificação dos termos de ontologia gênica. Para identificar as funções hipotéticas dos 

genes diferencialmente expressos foi realizada uma comparação de identidade (BLAST) 

com genes com anotação utilizando o banco de dados do carrapato Ixodes scapularis, 

disponível na Plataforma Vectobase (www.vectorbase.org). 

 

3.3.3. Resultados e discussão 

3.3.3.1 Sequenciamento do RNAseq de larvas de R. microplus  

No presente estudo, utilizamos a tecnologia de RNA-seq para verificar quais genes 

estão relacionados à resposta de larvas de R. microplus durante o processo de infecção por 

M. anisopliae, no tratamento com cipermetrina, um acaricida sintético, e na associação do 

fungo com o acaricida. Em nossos experimentos anteriores, constatamos que cerca de 50% 

das larvas de R. microplus tratadas com M. anisopliae (108 conídios/mL) associado à 

cipermetrina morreram cinco dias após a infecção (dados não mostrados). Assim, 

selecionamos larvas de seis dias pós-infecção como material para o sequenciamento do 

RNA. Para obter uma amostra ampla e uma estimativa precisa do transcriptoma de larvas 

de R. microplus, oito bibliotecas de cDNA independentes foram construídas a partir de 

larvas de R. microplus com duas repetições biológicas de um grupo controle e três 

tratamentos (M. anisopliae, cipermetrina e associação de ambos). Todas as oito amostras 

foram submetidas a RNA-Seq utilizando a plataforma Illumina. Um número total de 

259.569.100 sequências dos oito arquivos fastq de dados brutos foram gerados a partir do 
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sequenciamento (Tabela 1). Antes do passo de montagem de novo, as leituras brutas foram 

analisadas para avaliar métricas de qualidade usando o software FASTQC.  

 

 

3.3.3.2 RNAseq e montagem de novo a partir de RNA extraído de larvas de R. 

microplus 

Como não havia sequência disponível do genoma para R. microplus para fins de 

alinhamento, foi desenvolvido um trabalho de bioinformática especializado para montagem 

de transcriptoma de novo. A plataforma Trinity (GRABHERR et al., 2011) gerou um total 

de 507.792 transcritos com um tamanho total de 303.160.891 pb. O tamanho médio desses 

transcritos foi de 597,21 pb. O valor de N50 foi de 904 pb. N50 é definido como o 

comprimento N para o qual 50% de todas as bases na montagem estão em um contig de 

comprimento menor que N (Tabela 2). O programa TransDecoder (HAAS et al., 2013) 

traduziu um total de 104.323 proteínas totalizando 26.249.966 aminoácidos (aa). O 

tamanho médio dessas proteínas foi de 252 aa. O valor de N50 foi de 329 aa, e os 

tamanhos mínimo e máximo da proteína foram 99 e 8.639 aa, respectivamente (Tabela 3). 

 

Tabela 1: Número de sequências obtidas do sequenciamento Illumina para cada uma das 
oito bibliotecas de cDNA construídas a partir de larvas de R. microplus expostas a M. 
anisopliae, cipermetrina, associação de ambos e controle (não tratado). 

Grupo Número de sequencias 
Controle réplica 1 35.270.219 
Controle réplica 2 31.904.007 
Cipermetrina réplica 1  28.452.589 
Cipermetrina réplica 2 32.151.457 
Metarhizium anisopliae réplica 1 35.546.978 
Metarhizium anisopliae réplica 2 32.763.908 
Metarhizium anisopliae + Cipermetrina réplica 1 32.885.774 
Metarhizium anisopliae + Cipermetrina réplica 2 30.594.168 

Total 259.569.100 
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As sequências de proteínas a partir do RNAseq de larvas de R. microplus foram 

analisadas pelo software Blast2GO no qual os resultados do programa InterProScan e a 

pesquisa no BLASTp foram usados para atribuir a anotação por ontologia gênica (GO – 

gene ontology). A ontologia gênica usa as anotações das sequências homólogas atribuídas 

às sequências do RNAseq por BLAST e os resultados do programa InterProScan para 

atribuir os termos GO. O primeiro nível da anotação GO é dividido em três grupos: função 

molecular, componente celular e processo biológico. Uma vez que uma proteína pode ter 

múltiplos papéis, também pode ter mais de uma anotação de GO. Para uma compreensão 

Tabela 2: Estatísticas da montagem do RNAseq de larvas de R. microplus 
utilizando a plataforma Trinity. 
Parâmetro Valor 
Total de transcritos 507.792 
Percentual de GC 47,22 
N10 4.478 
N20 2.917 
N30 1.989 
N40 1.358 
N50 904 
Comprimento médio do transcrito 597,21 
Comprimento mínimo do transcrito 201 
Comprimento máximo do transcrito 30.053 
Mediana do comprimento do transcrito 315 
Total de bases montadas 303.260.891 

Tabela 3: Estatísticas da codificação de proteínas do RNAseq de larvas de R. 
microplus utilizando o programa TransDecoder. 
Parâmetro Valor 
Total de proteínas 104.323 
Comprimento médio das proteínas 252 
Comprimento mínimo das proteínas 99 
Comprimento máximo das proteínas 8.639 
Mediana do comprimento das proteínas 156 
N50 329 
Total de aminoácidos montados 26.249.966 
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mais aprofundada dos termos de classificações de ontologia gênica consultar Gene 

Ontology (http://www.geneontology.org). 

Dentro da categoria de função molecular, 12.331 transcritos codificaram proteínas 

de ligação, seguindo-se a função de atividade catalítica com 10.648 transcritos (Figura 1). 

As categorias de ligação e catálise podem ser divididas em múltiplas subcategorias: 

componente de ligação heterocíclica, componente de ligação cíclica orgânica, ligação de 

íons, atividade de oxiredutase, atividade de transferase, atividade de hidrolase. A função 

molecular mais prevalente no RNAseq de R. microplus foi a ligação de íons com 4.938 

sequências (Figura 2). O componente celular teve quatro categorias principais: célula, 

organela, complexo macromolecular e parte de célula (Figura 3). Os transcritos foram 

categorizados em subcategorias sendo componente intracelular (28,8%) o mais abundante 

e organela sem ligação à membrana como o menos abundante (5,9%) (Figura 4). Os termos 

GO relacionados aos processos biológicos foram: processo celular, processos metabólicos, 

processo de organismo único, localização e componente celular de organização ou 

biogênese (Figura 5). A subcategoria mais abundante relacionada ao processo biológico foi 

processo metabólico celular com 6.619 sequências, seguido de processo de substância 

orgânica e processo metabólico primário ambos com 5.397 sequências (Figura 6).  

Tal como observado nos RNAseq de outras larvas de artrópodes após desafio com 

LPS (lipopolissacarídeo) ou infecção fúngica (VOGEL et al., 2012; LIU et al., 2014), as 

categorias de processo biológico GO mais abundantes foram "processos celulares" (32,7%) 

e "processos metabólicos" (30,7%%). Na categoria de componente celular, ''célula'' 

(34,9%) e ''parte celular'' (34,3%) representaram as subcategorias mais abundantes 

seguidas de ''organela'' (21%). Na categoria de função molecular, ''ligação'' (54%) e 

''atividades catalíticas'' (46%%) foram os mais abundantes.  
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Figura 1: Termos de ontologia gênica (GO) atribuídos aos contigs regulados 

positivamente em larvas de Rhipicephalus microplus na categoria de função molecular. 

 

 

 

Figura 2: Categorização dos termos de ontologia gênica (GO) atribuídos aos contigs 

regulados positivamente em larvas de Rhipicephalus microplus na categoria de função 

molecular. As cores das barras indicam os processos relacionados com a figura anterior. 
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Figura 3: Termos de ontologia gênica (GO) atribuídos aos contigs regulados 

positivamente em larvas de Rhipicephalus microplus na categoria de componente celular. 

 

 

Figura 4: Categorização dos termos de ontologia gênica (GO) atribuídos aos contigs 

regulados positivamente em larvas de Rhipicephalus microplus na categoria de componente 

celular. As cores das barras indicam os processos relacionados com a figura anterior. 
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Figura 5: Termos de ontologia gênica (GO) atribuídos aos contigs regulados 

positivamente em larvas de Rhipicephalus microplus na categoria de processo biológico. 

 

 

 

Figura 6: Categorização dos termos de ontologia gênica (GO) atribuídos aos contigs 

regulados positivamente em larvas de Rhipicephalus microplus na categoria de processo 

biológico. As cores das barras indicam os processos relacionados com a figura anterior.  
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3.3.3.4 Análise de expressão diferencial 

Para avaliar a expressão gênica de larvas de R. microplus expostas a M. anisopliae, 

cipermetrina ou associação de ambos, a comparação entre pares foi realizada entre as 

bibliotecas para determinar os genes diferencialmente expressos. Foram selecionados como 

genes diferencialmente expressos aquelas sequências que em um determinado tratamento 

apresentaram alteração dos níveis de transcrição maior que quatro vezes em relação a 

qualquer outro grupo.  

Foram encontrados 31 genes diferencialmente expressos entre o grupo controle e 

tratado com M. anisopliae, 39 entre o grupo controle e cipermetrina, 73 entre o controle e 

as larvas expostas a M. anisopliae + cipermetrina, 81 entre M. anisopliae e o grupo da 

associação M. anisopliae + cipermetrina e 46 entre M. anisopliae e cipermetrina. A maior 

diferença foi observada ao comparar o grupo tratado com M. anisopliae + cipermetrina 

com larvas expostas à cipermetrina, totalizando 177 genes diferencialmente expressos 

(Tabela 4). 

Para identificar as funções hipotéticas prováveis das proteínas codificadas 

diferencialmente expressas foi realizada uma comparação de identidade (BLAST) com 

genes com anotação utilizando o banco de dados do carrapato Ixodes scapularis, 

disponível na Plataforma Vectobase. Genes com fold change menor que quatro e sem 

anotação ou anotados como proteínas hipotéticas ou desconhecidas não foram selecionados 

para comparação entre os grupos. Finalmente, foram identificadas 44 sequências de R. 

microplus diferencialmente expressas em algum dos tratamentos e que apresentavam 

identidade com genes de I. scapularis com anotação de função descrita (Tabela 5). 

Utilizando as sequências com anotações conhecidas, na comparação entre o grupo 

controle e os grupos tratados com M. anisopliae, cipermetrina e associação de M. 

anisopliae e cipermetrina foram identificados, respectivamente, 13, 2 e 37 genes 
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superexpressos nos tratamentos. Ainda nesta mesma comparação, foram observados 5, 13 e 

2 genes com expressão diminuída nos tratamentos de M. anisopliae, cipermetrina e 

associação com relação ao controle (Figura 7). A comparação entre o grupo tratado com M. 

anisopliae e o grupo tratado com cipermetrina relevou um aumento de expressão em 21 

genes no grupo tratado com o fungo e diminuição de expressão em um único gene em 

relação ao acaricida (dados não mostrados). O grupo tratado com M. anisopliae de forma 

isolada apresentou 5 genes super e 32 genes subexpressos respectivamente, quando 

comparado com o grupo tratado com a associação (M. anisopliae + cipermetrina) (Figura 

8). A última comparação foi entre o grupo tratado com cipermetrina em relação ao grupo 

tratado com a associação (M. anisopliae + cipermetrina) que demonstrou 37 genes 

subexpressos e apenas um gene superexpresso (Figura 8). As Figuras 7 e 8 sumarizam sob 

a forma de desenho esquemático os genes com anotação descrita (considerando o banco de 

dados de I. scapularis) diferencialmente expressos nas larvas de R. microplus, bem como a 

comparação do nível de transcrição destes genes entre os diferentes tratamentos. 

Tabela 4 Número de genes diferencialmente expressos de larvas de R. microplus tratadas com M. anisopliae, 
cipermetrina, associação de ambos e no controle. 

Grupo Comparativo 
Número de genes 
diferencialmente 

expressos 
Diminuição Aumento 

 

Controle 

M. anisopliae 31 20 11 

Cipermetrina 39 7 32 

M. anisopliae + Cipermetrina 73 61 12 

M. anisopliae 
Cipermetrina 46 4 42 

M. anisopliae + Cipermetrina 81 62 19 

Cipermetrina M. anisopliae + Cipermetrina 177 25 152 
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Tabela 5: Percentual de identidade de sequências diferencialmente expressas de larvas de R. microplus tratadas com M. anisopliae, 
cipermetrina e associação de ambos utilizando genes com anotação na base de dados VectorBase. 

Nome da sequência Descrição E-value Id. Número de acesso 

TRINITY_DN177492_c1_g3 Similar to pogo transposable element with KRAB 
domaincontaining protein 3,00E-13 84.8% ISCW005955-RA 

TRINITY_DN178703_c3_g2 Eukaryotic large subunit ribosomal RNA 1,00E-15 76.1% ISCW028386-RA 
TRINITY_DN180626_c0_g2 Dual oxidase maturation factor 1 family protein 9,00E-126 77.9% ISCW021842-RA 
TRINITY_DN181333_c0_g1 Fatty acyl-CoA elongase, putative 7,00E-43 85.4% ISCW017283-RA 
TRINITY_DN182151_c0_g1 Spire, putative 2,00E-115 68.7% ISCW003557-RA 
TRINITY_DN184255_c0_g7 Rfx5, putative 7,00E-107 66.2% ISCW001129-RA 
TRINITY_DN184286_c0_g3 Cuticle protein, putative 6,00E-37 74.8% ISCW009309-RA 
TRINITY_DN184842_c0_g2 PWWP domaincontaining protein 2,00E-123 81.8% ISCW014032-RA 
TRINITY_DN187364_c0_g1 Transcription factor basichelix-loop-helix protein 2,00E-39 80.6% ISCW024416-RA 
TRINITY_DN188040_c1_g2 Phospholipase C delta, putative 2,00E-15 85.1% ISCW020642-RA 
TRINITY_DN188415_c0_g1 Low-density lipoprotein receptor, putative 2,00E-135 81.9% ISCW016918-RA 
TRINITY_DN188555_c0_g1 Sodium/potassium-transporting ATPase, putative 1,00E-104 79.9% ISCW002223-RA 
TRINITY_DN188765_c0_g1 Neuronal acetylcholine receptor subunit alpha-3, putative 4,00E-85 83.5% ISCW019703-RA 
TRINITY_DN189039_c0_g1 Glutamate carboxypeptidase, putative 8,00E-73 76.9% ISCW001364-RA 
TRINITY_DN189419_c4_g9 Amyloid precursor protein, putative 1,00E-19 88% ISCW015538-RA 
TRINITY_DN189471_c0_g1 Immunoglobulin iset domain-containing protein 2,00E-64 68.9% ISCW021015-RA 
TRINITY_DN189819_c0_g1 Excitatory amino acid transporter, putative 1,00E-35 66.2% ISCW008266-RA 
TRINITY_DN190019_c4_g1 Protein fosB, putative 7,00E-12 81.7% ISCW010628-RA 
TRINITY_DN190077_c0_g2 3 hydroxysteroid dehydrogenase, putative 5,00E-15 70.7% ISCW007164-RA 
TRINITY_DN190311_c0_g4 Ionotropic glutamate receptor, putative 2,00E-78 87.1% ISCW016543-RA 
TRINITY_DN191543_c0_g2 Acetylcholinesterase/butyrylcholinesterase, putative 5,00E-29 67% ISCW022255-RA 
TRINITY_DN191925_c0_g1 Plasma membrane ca-ATPase B2, putative 0.0 83.8% ISCW010968-RA 

TRINITY_DN192284_c3_g18 Phosphorylase B kinase alpha, kpb1, putative (Fragment) 6,00E-84 76.5% ISCW002775-RA 
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TRINITY_DN193070_c0_g1 rRNA processing protein RRP7, putative 2,00E-31 72.4% ISCW009003-RA 
TRINITY_DN193373_c0_g1 Glutamate-gated chloride channel, putative (Fragment) 1,00E-11 67.8% ISCW022626-RA 
TRINITY_DN193557_c0_g4 Microtubule-associated protein tau, putative 6,00E-170 77.2% ISCW011253-RA 
TRINITY_DN193601_c0_g1 Bhlh transcription factor, putative (Fragment) 2,00E-20 81.7% ISCW024874-RA 
TRINITY_DN194017_c1_g1 BAH domaincontaining protein 2,00E-46 79% ISCW005314-RA 
TRINITY_DN194391_c0_g1 Methyltransferase domaincontaining protein 2,00E-179 68.3% ISCW005564-RA 
TRINITY_DN194678_c1_g2 Receptor tyrosine phosphatase type r2a, putative 0.0 80.4% ISCW020666-RA 
TRINITY_DN195084_c1_g1 Secreted mucin MUC17, putative 1,00E-138 83.1% ISCW000348-RA 

TRINITY_DN195222_c0_g1 Potassium channel tetramerisation domain-containing 
protein, putative 4,00E-170 79.1% ISCW012989-RA 

TRINITY_DN195362_c1_g1 GABA transporter, putative (Fragment) 2,00E-25 69.1% ISCW017889-RA 
TRINITY_DN196150_c1_g1 Secreted protein with Kunitz domain, putative (Fragment) 4,00E-62 90.3% ISCW024352-RA 
TRINITY_DN196369_c0_g1 Low-density lipoprotein receptor, putative 0.0 73.7% ISCW006333-RA 

TRINITY_DN182792_c0_g1 Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor, 
lgr, putative 0.67 91.7% SCW015788-RA 

TRINITY_DN196397_c2_g1 Menin, putative 6,00E-161 78.2% ISCW004039-RA 
TRINITY_DN196410_c2_g3 Lipase member K, putative (Fragment) 3,00E-34 75.5% ISCW020130-RA 
TRINITY_DN196503_c0_g1 Cubilin, putative (Fragment) 3,00E-33 68.5% ISCW020416-RA 
TRINITY_DN196712_c1_g2 Zinc finger protein, putative 2,00E-12 76.2% ISCW024601-RA 
TRINITY_DN196821_c1_g1 Rhomboid, putative 0.0 85.7% ISCW023071-RA 
TRINITY_DN197188_c1_g4 Glutamate transporter, putative 3,00E-107 85.9% ISCW002184-RA 
TRINITY_DN197285_c8_g2 RNA binding protein ELAV, putative 9,00E-70 87% ISCW010301-RA 
TRINITY_DN91189_c0_g1 Beta-carotene dioxygenase, putative 3,00E-30 64.6% ISCW021870-RA 
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Figura 7: Genes diferencialmente expressos de larvas de R. microplus tratadas com M. 

anisopliae, cipermetrina ou associação de ambos em comparação com o grupo controle (não 

tratado). Em cinza os genes sem alteração; em roxo os genes subexpressos e em amarelo os 

genes superexpressos em comparação ao controle.  
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Figura 8: Genes diferencialmente expressos de larvas de R. microplus tratadas com 

cipermetrina ou M. anisopliae em comparação com o grupo tratado com associação de ambos 

(M. anisopliae + Cipermetrina). Em cinza os genes sem alteração; em roxo os genes 

subexpressos e em amarelo os genes superexpressos em comparação à associação M. 

anisopliae + cipermetrina. 
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Glutamate carboxypeptidase, putative

Microtubule-associated protein tau, putative
Glutamate-gated chloride channel, putative (Fragment)

Bhlh transcription factor, putative (Fragment)
Receptor tyrosine phosphatase type r2a, putative

PWWP domaincontaining protein
3 hydroxysteroid dehydrogenase, putative

Rfx5, putative
Transcription factor basichelix-loop-helix protein

Neuronal acetylcholine receptor subunit alpha-3, putative
Immunoglobulin iset domain-containing protein

Protein fosB, putative
Plasma membrane ca-ATPase B2, putative

Ionotropic glutamate receptor, putative
Acetylcholinesterase/butyrylcholinesterase, putative

rRNA processing protein RRP7, putative
RNA binding protein ELAV, putative
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3.3.3.5 Papel fisiológico de genes identificados 

A seguir, será abordado o papel fisiológico de alguns genes identificados como 

diferencialmente expressos neste trabalho e seu possível papel no processo desencadeado 

pelos tratamentos com fungo, acaricidas e sua associação. As proteínas abaixo foram 

selecionados com base naqueles que apresentaram identidade com sequências de I. scapularis 

com anotação de função conhecida relacionada a resposta à agressão e sistema imune de 

artrópodes.  

3.3.3.5.1 Proteína da cutícula 

Para artrópodes, incluindo carrapatos, a cutícula e as membranas peritróficas, são as 

principais barreiras físicas de proteção (ORIHEL, 1975). Os fungos entomopatogênicos 

obtêm acesso ao hospedeiro através da penetração direta da cutícula (VEGA & KAYA, 2012). 

Como primeiro passo, os esporos aderem à superfície do hospedeiro por meio de proteínas 

adesivas (WANG & STLEGER, 2007). A penetração é então alcançada tanto pela secreção 

enzimática quanto pelo desenvolvimento de estruturas especializadas (apressório) que 

exercem degradação da cutícula e pressão mecânica, respectivamente (SCHRANK & 

VAINSTEIN, 2010; WANG & STLEGER, 2007). Quando o fungo atinge a cavidade corporal 

do hospedeiro, produz enzimas hidrolíticas para assimilar nutrientes e toxinas com atividade 

imunossupressora. Se o hospedeiro não conseguir conter a infecção, o fungo eventualmente 

mata o artrópode e a transmissão ocorre por esporulação sobre o cadáver (STLEGER & WU, 

2007). Os principais componentes da cutícula de artrópodes são a quitina e a proteína da 

cutícula (MOUSSIAN, 2010). A proteína da cutícula contribui para a resistência ao estresse, 

resistência à drogas e imunidade dos artrópodes. Em condições ambientais adversas, os genes 

da proteína da cutícula são induzidos a fortalecer ou estabilizar a estrutura cuticular, resistir 

aos efeitos dos fatores adversos e garantir a sobrevivência do artrópode (ZHANG et al., 

2008). Neste estudo, um gene da proteína da cutícula apresentou superexpressão após a 
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exposição de larvas de R. microplus à associação de M. anisopliae e cipermetrina em relação 

ao controle.  

YU e colaboradores (2016) em um estudo de identificação de genes relacionados à 

imunidade em Dialeurodes citri (Hemiptera: Aleyrodidae), infectados com o fungo 

entomopatogênico Lecanicillium attenuatum, observaram que dois genes da proteína da 

cutícula apresentaram elevação significativa da transcrição após a infecção. Eles analisaram 

24 genes que poderiam participar da resposta contra a infecção por L. attenuatum e a anotação 

da função identificou que o gene codificante de uma proteína da cutícula foi que teve o maior 

valor de regulação positiva. Ao pesquisar o mecanismo de resistência aos inseticidas de 

Myzus persicae (Hemiptera: Aphididae), SILVA e colaboradores (2012) descobriram que dois 

genes cidificantes de proteínas da cutícula estavam regulados positivamente na presença de 

inseticida. HE e colaboradores (2007) propuseram que o gene codificante da proteína da 

cutícula pode desempenhar um papel na cicatrização de feridas em larvas e adultos de 

Anopheles gambiae (Diptera: Culicidae). Um estudo realizado por ASANO e colaboradores 

(2013) demonstrou que em larvas de Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) submetidas à 

infecção bacteriana, apresentaram um gene da proteína da cutícula significativamente 

aumentado.  

 

3.3.3.5.2  3-hidroxiesteróides desidrogenases  

A muda, o desenvolvimento e os aspectos da reprodução em artrópodes são 

controlados pelos hormônios de muda (ecdisteróides) (KOOLMAN, 1989). Os ecdisteróides 

normalmente são carreados das glândulas que os produzem até o tecido receptor periférico, 

por proteínas transportadoras plasmáticas (WIGGLESWORTH, 1972). Nos tecidos 

periféricos a ecdisona é convertida em 20-hidroxiecdisona, composto capaz de ativar as 

células hipodérmicas, com a restauração da capacidade de crescimento das mesmas e síntese 
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protéica, permitindo a formação de uma nova cutícula, resultando na liberação da cutícula 

velha. As 3-hidroxiesteróides desidrogenases reversíveis funcionam como interruptores 

moleculares no controle da ação do hormônio esteróide, participando de sua síntese e 

inativação (PENNING et al., 1997). Neste estudo, o gene codificante de uma proteína com 

atividade hipotética de 3- hydroxysteroid dehydrogenase apresentou superexpressão após a 

exposição de larvas de R. microplus ao fungo M. anisopliae e à associação de M. anisopliae 

com cipermetrina. A agressão à cutícula provocada pela ação do fungo parece gerar uma 

resposta do carrapato que leva ao aumento da expressão de um gene responsável pelo controle 

de produção do hormônio de modulação do exoesqueleto.  

 

3.3.3.5.3 Elongase 

As elongases de ácidos graxos de cadeia muito longa são essenciais na biossíntese de 

ácidos graxos maiores que C14. Os ácidos graxos são moléculas com uma variedade de 

funções biológicas, incluindo atuação como fontes de energia e servindo como componentes 

de lipídios celulares e outras moléculas incluindo hormônios que podem participar em muitos 

processos biológicos celulares, como reprodução, crescimento, migração, diferenciação e 

apoptose e são componentes de feromônios em várias espécies de artrópodes. Elongases de 

ácidos graxos de cadeia muito longa foram isoladas de vários organismos, incluindo 

leveduras, mamíferos, plantas e outras espécies (LEONARD et al., 2004). Neste estudo, um 

gene de elongase apresentou superexpressão após a exposição de larvas de R. microplus à 

associação de M. anisopliae e cipermetrina. Em Tenebrio molitor (Coleoptera: 

Tenebrionidae), o silenciamento de um um gene codificante de uma elongase (TmELO1) via 

RNAi resultou em uma taxa de mortalidade aumentada, indicando que esta elongase é 

essencial para a sobrevivência desse artrópode (ZHENG et al., 2017). Requisitos semelhantes 

para elongases na sobrevivência do organismo foram relatados em outras espécies. Por 
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exemplo, em Drosophila sp., RNAi para CG6660, que codifica uma elongase, induziu um 

fenótipo letal similar ao descrito anteriormente (PARVY et al., 2012).  

 

3.3.3.5.4 Romboides 

A proteólise intramembranar, ao longo dos últimos anos, é reconhecida como um 

importante mecanismo de regulação celular (WEIHOFEN & MARTOGLIO 2003; WOLFE & 

KOPAN 2004). O gene romboide foi descoberto pela primeira vez em Drosophila sp. 

(MAYER & NUSSLEIN-VOLLEY, 1988). A análise biológica genética e celular revelou que 

os romboides são serinoproteases intramembranares (URBAN et al., 2001). Em Drosophila 

sp., Rhomboid-1 cliva os precursores do fator de crescimento ligado à membrana, liberando a 

forma ativa e desencadeando sua seção; portanto, é o principal ativador da sinalização do 

receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (LEE et al., 2001). URBAN e 

colaboradores (2002) demonstraram que uma família de proteases intramembranares de 

romboide ativa todos os ligantes do fator de crescimento epidérmico (EGF) ligados à 

membrana de Drosophila. Os EGF do receptor de tirosina quinase (RTKs) foram amplamente 

estudados por seus papéis críticos na sobrevivência, proliferação e diferenciação celular 

(MOGHAL & STERNBERG, 1999). Os receptores de tirosina quinase constituem uma 

grande família de proteínas que funcionam através da cascata de sinalização intracelular RAS 

/ MAPK altamente conservada. Esses receptores são ativados por sinais extracelulares, como 

fatores de crescimento e controlam processos celulares fundamentais como a proliferação, 

diferenciação, sobrevivência e apoptose (KOLCH, 2000). Em nosso estudo observamos que o 

grupo tratado com M. anisopliae apresentou uma superexpressão do gene romboide o que 

pode indicar que o tratamento com o fungo leva a uma ativação das rotas de sinalização do 

carrapato. O oposto foi verificado no grupo tratado com cipermetrina, que apresentou uma 
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subexpressão deste gene, demonstrando, portanto, que o tratamento com acaricida inibe esta 

rota de sinalização. 

 

3.3.3.5.5 Proteína secretada com domínio Kunitz  
 

Serinoproteases (SPs) constituem quase um terço de todas as enzimas proteolíticas 

conhecidas e modulam a bioatividade das proteínas alvo através da clivagem proteolítica 

(TRIPATHI & SOWDHAMINI, 2008). Quando estas serinoproteases não são mais 

necessárias, elas são inativadas por inibidores de serinoprotease (ISPs). Muitos ISPs de 

artrópodes foram purificados do tegumento, do trato genital, da glândula salivar e da 

hemolinfa. Os ISPs não só desempenham papéis fundamentais na digestão, metamorfose e 

desenvolvimento, mas também são componentes importantes do sistema imunológico (NA & 

KANOST, 2010; REICHHART et al., 2011). Os ISPs são nomeados como inibidores da 

tripsina (ITs), inibidores da quimotripsina (IQ), inibidores de elastase (IEs) e inibidores de 

subtilisina (ISs) de acordo com suas diferentes proteases alvo inibitórias. Os inibidores de 

serinoprotease já foram descritos em reações imunes de artrópodes, mediando os processos de 

coagulação e melanização da hemolinfa e também a produção de peptídeos antimicrobianos 

(GULLEY et al., 2013). Estes inibidores também podem controlar a proliferação de agentes 

patogênicos inibindo as proteinases que estes utilizam para colonizar os tecidos do hospedeiro 

e evadir o sistema imunológico (ARMSTRONG, 2001). A expressão diferencial de inibidores 

de Kunitz pelo carrapato Dermacentor variabilis após infecção com Rickettsia montanensis, 

que é avirulenta foi previamente relatada. Além disso, demostrou-se que este inibidor tipo 

Kunitz exibe um efeito bacteriostático contra R. montanensis (CERAUl et al., 2008) e que o 

knockdown de seu gene codificante leva a um aumento na susceptibilidade de D. variabilis à 

infecção (CERAUL et al., 2011). 
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Diversos ISPs de artrópodes foram purificados e suas especificidades inibitórias foram 

analisadas. RAMESH e colaboradores (1988) descreveram dois inibidores do tipo Kunitz da 

hemolinfa de Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae) e descobriram que poderiam inibir 

serinoproteases incluindo tripsina, quimotripsina e plasmina. Em pesquisas sobre ISPs em 

Bombyx mori, ASO e colaboradores (1994) descreveram que a CI-13 da família Kunitz existe 

no precursor da ativação de fenoloxidase. HE e colaboradores (2004) descreveram que CI-b1 

da família Kunitz se liga ao LPS e localizam bactérias intrusivas através da interação com 

esses lipopolissacarídeos (LPS). Os inibidores Kunitz podem inibir diretamente as proteases 

de bactérias e fungos para proteger seus hospedeiros da infecção por agentes patogênicos 

(EGUCHI et al., 1993, NIRMALA et al., 2001). Em nosso estudo foi observada a 

superexpressão do gene com domínio Kunitz no grupo de larvas tratadas com a associação M. 

anisopliae com cipermetrina. Este achado pode indicar uma via de resposta a uma agressão, 

bem como estes inibidores podem estar envolvidos em processos fisiológicos determinantes 

na sobrevivência do artrópode.  

 

3.3.3.5.6 Mucina 

As mucinas são proteínas de ligação a lípidos que constituem uma barreira acelular 

que promove a proteção do epitélio. Devido a sua estrutura, as mucinas da superfície celular 

se estendem muito além de outras proteínas, criando os locais de contato celular mais externos 

(FUKUDA, 2002). As mucinas secretadas participam da formação de grandes agregados 

extracelulares, quer como componentes da matriz extracelular, como nas secreções mucosas, 

onde atuam como lubrificantes. Devido ao seu tamanho e localização, as mucinas são 

frequentemente os primeiros locais de contato para um invasor microbiano 

(CHALLACOMBE & SWEET, 2002). THEOPOLD e colaboradores (2001) sugeriram que 

certas proteínas são expressas tanto em tecidos imunes quanto em glândulas secretoras. Uma 
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dessas proteínas é a hemomucina, uma mucina de superfície celular que foi isolada pela 

primeira vez de uma linhagem de células de hemócito de Drosophila sp. e, posteriormente, 

encontrada fortemente expressa nas glândulas salivares.  

KORAYEM e colaboradores (2004) identificaram e caracterizaram uma mucina 

regulada por ecdisona em Drosophila melanogaster e que se encontra nos hemócitos, no 

intestino (membrana peritrófica) e nas glândulas salivares. Alguns autores investigando as 

funções imunes da mucina, descreveram que a mucina que é liberada a partir de hemócitos 

larvais torna-se parte do coágulo e participa do aprisionamento de bactérias. Eles sugeriram 

que as bactérias ligadas ao coágulo se tornam mais acessíveis a outras moléculas efetoras do 

sistema imunológico incluindo peptídeos antimicrobianos e fenoloxidase. Desta forma, a 

coagulação torna-se parte integrante das reações imunes inatas em artrópodes (THEOPOLD et 

al., 2004). Mucinas já estavam relatadas como presentes em intestino de carrapatos, como D. 

variabilis (ANDERSON et al., 2008), bem como em glândula salivar (KARIM et al., 2011; 

RIBEIRO et al., 2011). Neste estudo foi demonstrada a superexpressão de uma sequência para 

mucina no grupo tratado com a associação de M. anisopliae e cipermetrina. Contrariamente, 

MARTINS e colaboradores (2017) avaliando a resposta transcricional do intestino dos 

carrapatos Amblyomma sculptum e Amblyomma aureolatum infectados com Rickettsia 

rickettsii relataram que uma sequência de mucina de A. sculptum e quatro sequências de A. 

aureolatum apresentaram subexpressão em análise de RNA-seq. 

 

3.3.3.5.7 Receptor com repetições ricas em leucina 

Os receptores do tipo Toll desempenham um papel crucial na resposta imune inata de 

artrópodes e atuam como o transdutor de sinal na via Toll (MICHEL et al, 2001). Os 

receptores Toll de artrópodes são todas proteínas de membrana tipo I com um ectodomínio 

consistindo em repetições ricas em leucina, um domínio trans-membrana e um domínio 
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homólogo intracelular Toll-interleucina que pode transduzir sinais (XU et al., 2000). Neste 

estudo, identificamos um gene com repetições ricas em leucina que pode codificar receptores 

Toll. O grupo tratado com o fungo M. anisopliae e o grupo tratado com a associação (M. 

anisopliae + cipermetrina) demonstraram aumento significativo na expressão de um gene 

codificante de um receptor com repetições ricas em leucina quando comparados com o 

controle.  

 

3.3.3.5.8 Dual oxidase. 

A geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) dependente de Dual oxidase (Duox) 

desempenha um papel importante na imunidade intestinal e no controle de bactérias 

associadas ao intestino em artrópodes (KUMAR et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011). Em 

Drosophila sp., as bactérias patogênicas oportunistas podem ser controladas desencadeando a 

imunidade intestinal dependente de Duox (LEE et al., 2013; BAE et al., 2010). EDENS e 

colaboradores (2001) usando RNAi em Caenorhabditis elegans (Rhabditida: Rhabditidae) 

para eliminar a expressão de Duox1, descobriram que o produto deste gene participa na 

biogênese da cutícula, a matriz extracelular colágena que forma a cobertura externa de 

nemátodeos através da reticulação de tirosina. Os animais submetidos a RNAi apresentaram 

anormalidades grosseiras na cutícula. No presente estudo o grupo tratado com a associação de 

M. anisopliae + cipermetrina apresentou uma superexpressão na sequência para Dual oxidase. 

 

3.3.3.5.9 Receptor de tirosina fosfatase  

As fosfatases desempenham um papel fundamental não apenas nas funções 

fisiológicas das células (incluindo proliferação, diferenciação e transformação) de um 

organismo (TONKS & NEEL 2001), mas também nas interações hospedeiro-patógeno e no 

desenvolvimento do sistema imunológico (ZHU et al., 2012; BARTELS et al., 2010). 
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VINCENT e colaboradores (1993) observaram um aumento importante da atividade da 

fosfatase ácida nos hemócitos do gafanhoto migratório, Melanoplus sanguinipes (Orthoptera: 

Acrididae), infectado com Beauveria bassiana. No presente estudo os grupos tratados com a 

associação de M. anisopliae com cipermetrina e o grupo tratado com o fungo de forma isolada 

apresentaram uma superexpressão nas sequências codificantes para um receptor de tirosina 

fosfatase. 

 

3.3.3.5.10 Imunoglobulina contendo domínio I-set  

O domínio I-set está presente em imunoglobulinas da família Dscam (Down syndrome 

cell adhesion molecule), uma proteína encontrada na hemolinfa de artrópodes. A Dscam foi 

originalmente descoberta em Drosophila melanogaster como uma proteína envolvida na 

especificação da conexão neuronal. Ela também é produzida pelas células do corpo gorduroso 

e pelos hemócitos, que fazem parte do sistema imune dos artrópodes, e podem secretá-la na 

hemolinfa. Acredita-se que ela opsonize bactérias invasoras e auxilie em sua captura pelos 

fagócitos. O papel da Dscam na imunidade foi proposto quando foi observado que a 

fagocitose in vitro de Escherichia coli por hemócitos isolados que não possuíam a 

imunoglobulina Dscam eram menos eficientes que os normais (WATSON et al., 2005). Essas 

observações sugeriram que este gene pode ter evoluído para diversificar a capacidade dos 

artrópodes em reconhecer os patógenos. Essa função da Dscam foi confirmada no mosquito 

Anopheles gambiae, no qual o silenciamento do gene codificante da proteína homóloga à 

Dscam, a AgDscam, reduz a resistência natural do mosquito contra bactéria e contra o 

parasito da malária, o Plasmodium sp. (DONG et al., 2006). No carrapato I. scapularis, 

BRITES e colaboradores (2013) encontraram 27 genes com forte similaridade com Dscam. A 

superexpressão de genes relacionados às imunoglobulinas que contém o domínio I-set no 

grupo tratado com associação de M. anisopliae + cipermetrina pode estar relacionada com a 
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resposta imune à agressão sofrida pelo carrapato, representando uma nova via de defesa 

contra entomopatógenos. 

 

3.3.3.5.11 Acetilcolinesterase  
 

A acetilcolinesterase (AchE) é uma importante hidrolase de artrópodes para 

manutenção das funções normais do sistema nervoso através da hidrólise rápida do 

neurotransmissor acetilcolina em colina e ácido acético bloqueando assim a transmissão do 

impulso nervoso. Os pesticidas das classes dos organofosforados e carbamato funcionam 

principalmente por ligação na AchE inibindo sua atividade catalítica (MACHADO et al., 

2012). Quando a AchE é suprimida, a acetilcolina não pode ser degradada em tempo hábil e é 

acumulada na fenda sináptica, resultando em hiperatividade neural, convulsões, intoxicação e 

morte. Elas desempenham papéis importantes na manutenção das atividades fisiológicas 

normais no corpo (KONTOGIANNATOS et al., 2011). Enzimas do grupo das esterases, 

como a AchE, são consideradas também como ferramentas de desintoxicação em artrópodes, 

e por sua capacidade de biotransformação de compostos tóxicos exógenos são frequentemente 

associadas à resposta à agressão (ZHANG et al., 2001). Neste estudo, um gene que codifica 

uma acetilcolinesterase apresentou aumento da expressão no grupo tratado com a associação 

M. anisopliae + acaricida em relação ao controle e aos outros tratamentos isolados. Apesar 

das AchE serem alvo de alguns acaricidas, como os OF, neste trabalho utilizamos 

cipermetrina como acaricida. A cipermetrina, por sua vez, por se tratar de um piretróide 

sintético tem como alvo os canais de sódio. 

DING e colaboradores (2015) mostraram que, no estágio inicial da infecção de larvas 

de Xylotrechus rusticus (Coleoptera: Cerambycidae) com o isolado BbCC01 de B. bassiana, a 

atividade de AchE aumentou significativamente e depois diminuiu com o passar do tempo de 

infecção. Às 72 horas após a infecção, as funções reguladoras imunes nas larvas mostraram 
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uma reação ao estresse com a atividade de AchE elevada e finalmente às 192 h pós infecção o 

sistema nervoso das larvas foi diretamente afetado. O aumento da expressão de AchE 

observado em nosso trabalho pode estar tanto associado a uma resposta inespecífica à 

agressão, como também pode representar novas interações de vias neurológicas frente à 

exposição à acaricidas. Foram realizados experimentos com a cepa São Gabriel de R. 

microplus afim de detectar os mecanismos de resistência desta cepa aos acaricidas piretróides 

(dados não mostrados). De acordo com os resultados obtidos, pode-se suspeitar do 

envolvimento de esterases na destoxificação da cipermetrina, já que foi detectado um aumento 

de toxicidade da droga em presença do TPP (trifenilfosfato), um inibidor de esterases 

(SCOTT, 1990). Dados semelhantes foram descritos por MILLER e colaboradores (1999) que 

demonstraram alterações das esterases, mesmo frente a exposição à acaricidas que não tenham 

como mecanismo de ação a inibição de AchE, como os piretróides. 

Em linhas gerais, os resultados apresentados neste capítulo, chamam atenção pelo fato 

da associação M. anisopliae + cipermetrina ter produzido um aumento da expressão de genes 

importantes na resposta à agressão. Uma das limitações do nosso experimento foi a falta de 

replicatas em diferentes intervalos de tempos pós exposição para avaliar a resposta do 

carrapato R. microplus ao fungo M. anisopliae, ao acaricida e a associação destes. Uma 

análise temporal permitiria uma melhor caracterização dos mecanismos envolvidos na 

resposta a agressão sofrida tanto pela ação do fungo, quanto pela ação do acaricida e pela a 

associação de ambos. Pode-se hipotetizar que a diferença apresentada entre o grupo tratado 

com a associação e os grupos tratados de forma isolada, seria pelo fato da associação provocar 

maior estresse ao carrapato e este responderia em menor intervalo de tempo, levando a 

superexpressão de genes de defesa. As alterações observadas neste estudo compreendem o 

primeiro relato de genes diferencialmente expressos observado em carrapatos expostos a 



104 
 

tratamentos com fungo filamentoso, acaricida e sua associação, sugerindo novas possíveis 

vias moleculares relacionadas a infecção e à resposta à agressão em R. microplus.  

Essas descobertas abrem novas possibilidades para entender os processos moleculares 

envolvidos na regulação da resposta do carrapato R. microplus quando exposto à agressão 

pelo fungo acaropatogênico M. anisopliae, pelo acaricida cipermetrina e pela associação dos 

dois tratamentos. Elucidar os mecanismos subjacentes à ativação das respostas à agressão 

sofrida pelo carrapato é crucial para o desenvolvimento de estratégias efetivas para o controle 

integrado do carrapato, utilizando ferramentas biológicas, químicas e de manejo. 

Futuramente, a interferência em alvos moleculares chave na resposta à agressão pode 

contribuir para incremento da eficácia dos métodos de controle. 

 

3.3.4 Conclusões 

Os resultados apresentados neste estudo demonstraram que a exposição à associação 

M. anisopliae + cipermetrina determinou um aumento da expressão de genes importantes na 

resposta à agressão, provavelmente pelo fato da associação fungo-acaricida provocar uma 

agressão maior ao carrapato e este responderia de forma mais rápida, levando à 

superexpressão de genes de defesa. As alterações observadas neste estudo são importantes 

pois compreendem ao primeiro relato observado em carrapatos expostos a tratamentos com 

fungo filamentoso, acaricida e sua associação.  
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4. DISCUSSÃO GERAL 

O controle do carrapato bovino é majoritariamente realizado pelo uso de acaricidas, 

em especial compostos organofosforados, piretróides, amitraz, lactonas macrocíclicas, fipronil 

e fluazuron (KLAFKE, 2009). Esse controle acarreta, pelo menos, dois efeitos negativos: (i) a 

contaminação do ambiente e do produto final (carne, leite) e (ii) a seleção de cepas de 

carrapatos resistentes aos acaricidas. Portanto, são metas desta área o levantamento de dados 

sobre as populações de carrapatos resistentes aos acaricidas e o desenvolvimento de métodos 

mais eficientes/sustentáveis de controle, como o controle biológico utilizando fungos 

entomopatogênicos (BEYS DA SILVA et al., 2012).  

BAHIENSE e colaboradores (2006) sugeriram que a alternativa para controle de cepas 

resistentes aos acaricidas seria o uso associado do controle biológico e químico. Assim, em 

um estudo prévio conduzido pelo nosso grupo (WEBSTER et al., 2015) foi avaliada a 

compatibilidade de M. anisopliae (TIS-BR03) com cinco formulações de acaricidas 

comerciais. As porcentagens mínimas de viabilidade do fungo foram observadas com amitraz 

(63%, 48 hpi) e diazinon (67%, 96 hpi). Foi determinado que a combinação de OF e PS 

(0,05% de clorpirifós e 0,02% de cipermetrina) não induziu qualquer alteração na viabilidade 

do fungo. SCHUMACHER & POEHLING (2012) demonstraram a compatibilidade de dois 

isolados de M. anisopliae (MA-K e MA-7) com amitraz e permetrina e BATISTA FILHO e 

colaboradores (2001), usando o isolado SPL 358 de M. anisopliae, demonstraram que a 

deltametrina não inibiu o crescimento vegetativo, mas inibiu a produção de esporos fúngicos. 

A aplicabilidade de M. anisopliae de forma isolada ou em combinação com acaricidas 

químicos para controlar R. microplus resistentes a acaricidas em condições de campo já foi 

demonstrada, assim como a combinação de M. anisopliae com acaricidas comerciais pode 

aumentar a eficácia do tratamento (WEBSTER et al., 2015). Sua combinação poderia ser uma 

alternativa interessante no desafio emergente contra cepas multirresistentes de carrapatos aos 
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acaricidas, já que populações de cepas resistentes a todas as classes de acaricidas disponíveis 

no mercado já foram relatadas (RECK et al., 2014a).  

Devido ao seu modo de infecção através da cutícula, pode-se considerar, de forma 

análoga, que os fungos funcionam como acaricidas de contato (THOMAS & READ, 2007). A 

identificação de patógenos de artrópodes para biocontrole envolve um esforço a longo prazo 

para encontrar microrganismos que ocorram naturalmente e que sejam capazes de controlar 

populações de artrópodes pragas. Isso geralmente envolve a seleção de isolados patogênicos 

para artrópodes-alvo sem considerar os mecanismos envolvidos ou o papel desses fungos em 

seus habitats naturais. Estes fungos são conhecidos por empregar uma vasta gama de 

moléculas para auxiliar na infecção e para competir com outros microrganismos, e estudos 

genéticos recentes revelaram os mecanismos e a importância da distribuição destas moléculas 

para a virulência (DONZELLI & KRASNOFF, 2016).  

Os bioensaios para avaliação de isolados de M. anisopliae devem ser realizados em 

condições discriminatórias que tentem replicar as condições em que o patógeno será utilizado 

(BUTT & GOETTEL, 2000). Isso muitas vezes levou a uma busca de "novos e melhores" 

isolados em vez de investigar fatores subjacentes impactando o desempenho no ambiente. 

Sem diminuir o valor implícito da procura de novos organismos, é necessária mais ênfase na 

pesquisa para abordar fatores críticos para transformar o "potencial" em "produto" viável. Os 

isolados devem ser ecologicamente competentes para funcionar e persistir no ambiente da 

praga alvo, e a seleção de candidatos deve basear-se no desempenho em um sistema de 

bioensaio otimizado. A padronização de um teste para avaliar o efeito do M. anisopliae em 

populações do carrapato R. microplus e sua incorporação na escolha de determinado isolado 

do fungo permitirá a seleção de isolados mais adaptados para a aplicabilidade no campo. 

Embora o teste in vitro possa fornecer informações valiosas sobre respostas do organismo, ele 

não pode ser diretamente extrapolado para prever as eficácias em condições de campo, mas, 
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sim servir de indicadores.  

Há muitos anos é estudada e discutida a questão da aplicabilidade de isolados fúngicos 

para o controle de carrapatos. Foram realizados diversos experimentos in vitro para seleção 

dos isolados mais virulentos (FRAZZON et al., 2000; ONOFRE et al., 2001; FERNANDES 

et al., 2004; ARRUDA et al., 2005; BAHIENSE et al., 2006; PERINOTTO et al., 2014). Estes 

isolados começaram a servir como “padrão” para estabelecer a suscetibilidade de artrópodes à 

infecção por fungos entomopatogênicos. Neste processo, muito isolados considerados pouco 

patogênicos foram descartados dos ensaios e os considerados muito patogênicos continuaram 

a ser utilizados para uma possível aplicabilidade a nível de campo. Em nosso estudo, foi 

demonstrado que há uma grande variabilidade na suscetibilidade do carrapato R. microplus a 

um isolado de M. anisopliae, até então considerado extremamente patogênico para insetos e 

carrapatos. Este status de patogenicidade foi adquirido ao longo dos anos em observações 

laboratoriais e utilizando colônias de insetos e cepas padrões de carrapatos, mantidas sem a 

interferência de fatores ambientais que existem no campo. O ponto a ser enfatizado é que da 

mesma maneira que um isolado considerado patogênico, alcança níveis de controle menores 

que 30%, há de ter outros isolados antes considerados pouco patogênicos que sejam capazes 

de proporcionar um controle mais elevado nessas populações de carrapatos.  

A falta de dados de campo deve-se, em parte, à complexidade do meio ambiente e às 

intrincadas interações entre diferentes fatores ambientais e biológicos que podem confundir 

observações em torno de causa e efeito (JARONSKI, 2007). Do mesmo modo, as interações 

entre fatores bióticos e abióticos, por exemplo, luz solar, umidade, manejo do solo, afetam a 

eficácia e a persistência de tratamentos fúngicos aplicados contra pragas (JARONSKI, 2010). 

Fungos como M. anisopliae são comumente encontrados em solos cultivados e não mexidos, 

embora sua distribuição natural parece estar ligada ao habitat (MEYLING et al., 2009) e as 

populações de solo são influenciadas pelas práticas agrícolas. É necessário investir mais 
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esforços na avaliação dos efeitos das práticas agrícolas sobre a persistência e particularmente 

a eficácia em condições de campo (HUMMEL et al., 2002). Os hospedeiros são críticos para a 

sobrevivência a longo prazo de muitas espécies de fungos entomopatogênicos. O acesso e a 

infecção bem-sucedida de um hospedeiro é a única maneira pela qual algumas espécies 

podem se multiplicar significativamente. A prevalência de fungos ao longo do tempo pode, 

portanto, estar intimamente correlacionada com a presença de populações de artrópodes 

suscetíveis (MEYLING & EILENBERG, 2007). O uso de inseticidas pode contribuir para o 

declínio das populações de fungos, reduzindo a disponibilidade de hospedeiros adequados em 

vez de ter efeitos negativos diretos sobre a sobrevivência de fungos (KLINGEN & 

HAUKELAND, 2006).  

A maior parte do que se sabe a respeito de ativação do sistema imune em carrapatos 

foi extrapolado de estudos realizados em outros artrópodes, como por exemplo Drosophila 

sp.. O pouco conhecimento que se tem a respeito da ativação do sistema imunológico em 

carrapatos está baseado em estudos realizados em microrganismos que utilizam o carrapato 

como vetor para atingir seus hospedeiros vertebrados, como por exemplo os patógenos 

Rickettsia sp. e Borrelia sp. (SONENSHINE & MACALUSO, 2017). Não há como inferir 

que as respostas desencadeadas por organismos que utilizam o carrapato como “ponte” para 

alcançar seu hospedeiro, cause danos comparáveis aos patógenos diretos de carrapatos, como 

fungos filamentosos, que precisam utilizar os substratos presentes em seus hospedeiros para 

poder se desenvolverem e completarem seus ciclos. Como já foi ressaltado anteriormente, 

uma infecção bem sucedida é chave importante para propagação do fungo no meio ambiente, 

e isto acontece através da morte do hospedeiro artrópode.  

Os resultados obtidos em experimentos anteriores in vivo pelo nosso grupo 

(WEBSTER et al., 2015), juntamente com os dados in vitro e em nível molecular 

apresentados aqui evidenciam que há um efeito sinérgico e não apenas aditivo na utilização da 
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associação de M. anisopliae com acaricida sintético para o controle de cepas resistentes a 

acaricidas de R. microplus. Um efeito aditivo simples é definido como um efeito esperado 

quando diferentes drogas ou extratos são usados em conjunto. O sinergismo é definido como 

um efeito maior do que um efeito aditivo (CHOU, 2010). Foram demonstradas 

experimentalmente evidências em nível molecular de um efeito sinérgico na regulação da 

expressão gênica do tratamento associado entre o fungo M. anisopliae e o acaricida 

cipermetrina. Isto é evidenciado quando observamos que os genes diferencialmente expressos 

no grupo tratado com fungo e acaricida não constituem meramente o somatório do conjunto 

de genes alterados nos tratamentos com fungo ou acaricida isoladamente.  

Apesar do tratamento químico para carrapatos ser utilizado há mais de 100 anos 

(ANGUS, 1996), pouco se sabe dos mecanismos de resposta à agressão que o acaricida 

sintético causa no hospedeiro alvo. O controle biológico é estudado e recomendado para o 

controle de carrapatos há mais de 20 anos (SCHRANK & VAINSTEIN, 2010), com 

excelentes resultados em laboratório, mas surpreendemente pouco se sabe a respeito das 

respostas do organismo alvo quando infectado com o microrganismo. O entendimento da 

biologia básica da interação patógeno-hospedeiro é essencial nos aspectos relacionados ao 

tratamento. Compreender a fisiologia do hospedeiro quando exposto ao agressor possibilita o 

investimento em esforços para o desenvolvimento de novas tecnologias que visem alvos ainda 

não trabalhados, possíveis de serem utilizados para o controle do carrapato bovino. A 

interferência em alvos moleculares chave na resposta à agressão pode contribuir para 

incremento da eficácia dos métodos de controle. 

Os dados aqui apresentados demonstram que M. anisopliae e acaricida (cipermetrina) 

agem sinergicamente e de forma mais eficaz para controlar carrapatos. Assim, a possibilidade 

de combinação de estratégias diferentes e complementares no controle deste ectoparasita, 

como a utilização de controle químico convencional por acaricidas e controle biológico com 
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microrganismos, como fungos entomopatogênicos, deve ser considerado como recurso para 

controlar carrapatos com elevado nível de resistência aos acaricidas. O sinergismo 

evidenciado em nossos estudos, comprova a ideia de que o controle integrado, utilizando o 

controle biológico com o controle químico é uma opção tanto para o controle de cepas de 

carrapatos resistentes à acaricidas, quanto para um controle mais rápido de cepas de 

carrapatos que não apresentam resistência ou que apresentem resistência intermediária. A 

utilização potencial de acaricidas químicos associados com agentes biológicos pode estimular 

o uso e a consolidação do controle biológico para parasitas animais entre profissionais e 

agricultores. 
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5. CONCLUSÕES 

• O teste de imersão de larvas (TIL) resulta em maior mortalidade em um tempo menor 

quando comparado ao teste de pacote de larvas (TPL) usando o mesmo isolado de fungo.  

• Populações de campo de R. microplus mostram uma alta variação em sua 

suscetibilidade a um mesmo isolado de M. anisopliae.  

• A associação M. anisopliae + cipermetrina aumentou a expressão de genes 

importantes na resposta à agressão.  
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