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RESUMO

Em vista do atual quadro de resisténcia do carrapato dos bovinos aos carrapaticidas comerciais,
somando-se ainda a necessidade de preservacao ambiental e de alimentos livres de residuos, novas
alternativas no controle deste artropode vem ganhando maior atencdo. Entre estas podemos
destacar a utilizacdo de nematodides entomopatogé€nicos como promissores agentes de controle
biologico de ixodideos e, desta forma, a Embrapa Gado de Leite vem desenvolvendo uma linha de
pesquisa que investiga interacoes entre este ixodideo e estes nematoides. Com objetivo de avaliar a
eficiéncia de duas espécies de nematdides no controle do carrapato dos bovinos, o presente
trabalho foi dividido em trés experimentos que avaliaram o potencial “in vitro” de Heterorhabditis
bacteriophora HP88 e Heterorhabditis amazonensis RSC-5 como controladores bioldgicos de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Parasitologia
da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, Minas Gerais. No primeiro experimento foi avaliada a
eficiéncia de diferentes dosagens de juvenis infectantes de H. bacteriophora HP88 no controle do
carrapato dos bovinos. A eficacia dos tratamentos foi superior a 90% em todas as concentragdes
utilizadas, demonstrando que este isolado foi altamente eficaz na reducdo da prole de R. (B.)

microplus em condi¢des de laboratorio. No segundo experimento, foi feita a mesma avaliagdo,
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entretanto foi empregado o nematoide H. amazonensis RSC-5. Os resultados alcangados com H.
amazonensis RSC-5 foram inferiores aos obtidos com H. bacteriophora HP88, sendo que a melhor
eficacia foi de 67% no tratamento com 300 NEPs/fémea. Por ter sido mais eficiente, H.
bacteriophora HP88 foi a espécie selecionada para o desenvolvimento do terceiro experimento,
que buscou avaliar o efeito de diferentes tempos de exposicdo de fémeas ingurgitadas de R. (B.)
microplus a juvenis infectantes deste nematoide. Os resultados alcangados mostram que tempos de
exposicao inferiores a 24h nao sao suficientes para que o nematoide exerca controle eficiente sobre
este ixodideo. Entretanto, a partir de 24h de exposicao o percentual de controle foi de 82%, e com
48 e 72h esta eficacia chegou a 100%. Os resultados alcancados no presente estudo demonstram
que “in vitro” estes nematdides sdo eficientes no controle do carrapato dos bovinos, entretanto,
ainda ¢ necessaria a realizacdo de estudos futuros para investigar o potencial destes agentes de
controle biologico em condi¢des de campo e os possiveis impactos que esta utilizagdo possa

causar.

Palavras-chave — Carrapato dos bovinos, Heterorhabditidae, controle bioldgico.
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ABSTRACT

Because of the widespread resistance of cattle ticks to commercial carrapaticides and the need to
protect the environment and food supply from chemical residues, there is increasing interest in
finding new control alternatives. Among these is the use of entomopathogenic nematodes as
biological control agents. In this effort, the Embrapa Dairy Cattle Research Center (Embrapa Gado
de Leite) has been conducting a line of research investigating the interactions between cattle ticks
and these nematodes. The present work examines the efficiency of two nematode species in the
control of cattle ticks. We conducted three experiments to evaluate the in vitro potential of
Heterorhabditis bacteriophora HP88 and Heterorhabditis amazonensis RSC-5 as biological
controls of Rhipicephalus (Boophilus) microplus. The study was conducted in the Parasitology
Laboratory of Embrapa Gado de Leite in Juiz de Fora, Minas Gerais, Brazil. In the first experiment
the efficiency was evaluated of different concentrations of infective juveniles of H. bacteriophora
HP88 to control the ticks. The efficiency of the treatment was greater than 90% at all the
concentrations tested, demonstrating this isolate is highly effective in reducing the reproductive
capacity of R. (B.) microplus in laboratory conditions. In the second experiment, the same
evaluation was carried out employing different concentrations of the nematode H. amazonensis

RSC-5. The results were inferior to those obtained with H. bacteriophora HP88. The best efficacy
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was 67% in the treatment with 300 EPNs/female. Because it was more efficient, we chose H.
bacteriophora HP88 for the third experiment, which evaluated the effect of different exposure
times of engorged females of R. (B.) microplus to infective juveniles of this nematode. The results
obtained show that exposure times shorter than 24 hours are not sufficient for the nematode to
have a significant control effect on this tick. However, with exposure for longer than 24 h the
control percentage rose to 82%, and at 48 and 72h it reached 100%. The results obtained in this
study show that in vitro these nematodes are efficient in controlling cattle ticks, but further studies
are necessary to investigate the of these biological control agents under field conditions and the

possible impacts this can cause.

Keywords — Cattle ticks, Heterorhabditidae, biological control.
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1- INTRODUCAO

O Brasil possui o maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com cerca de
aproximadamente 170 milhdes de cabecas e, a atividade agropecudria representa grande parcela do
PIB do pais. Em 1984 os danos causados por Rhipicephalus (Boophilus) microplus (CANESTRINI,
1887) (ACARI, IXODIDAE) [=Boophilus microplus] segundo o Ministério da Agricultura eram de
um bilhdo de dodlares (BRASIL, 1984; apud. KESSLER et al., 2004); entretanto, em uma estimativa
mais atual, acredita-se que as perdas econdmicas geradas por este carrapato sejam superiores a
dois bilhdes de ddlares anuais (GRISI et al., 2002). Em estudo realizado no estado de Minas Gerais,
AMARAL (2008) através de entrevistas com produtores, constatou que 60% dos entrevistados
citaram o problema com carrapatos como uma das principais dificuldades na criacdo de gado
leiteiro e, destes, 49% citaram este fato como o principal entrave.

Tendo em vista os prejuizos acarretados pelo parasitismo do carrapato dos bovinos e o
grave quadro atual de resisténcia aos carrapaticidas quimicos, além das pressdes do mercado por
produtos isentos/livres de residuos, a Embrapa Gado de Leite vem desenvolvendo uma linha de
pesquisa que investiga interagdes entre o carrapato dos bovinos ¢ nematodides entomopatogénicos,

na busca de viabilizar uma nova alternativa de controle deste artropode que possa compor
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programas manejo integrado de carrapatos e impacto ambiental. Com isso, o presente estudo teve
como objetivos verificar o potencial “in vitro” de Heterorhabditis bacteriophora POINAR, 1975
(RHABDITIDA, HETERORHABDITIDAE), isolado HP88 e Heterorhabditis amazonensis ANDALO,
NGUYEN & MOINO-JR, 2006 (RHABDITIDA, HETERORHABDITIDAE), isolado RSC-5, no controle de
R. (B.) microplus. Dessa forma, serdo apresentados os seguintes estudos e capitulos respectivos:

Nos capitulos um e dois foram realizados experimentos buscando investigar o efeito de
diferentes dosagens dos nematoides entomopatogénicos H. bacteriophora HP88 e H. amazonensis
RSC-5 no controle do carrapato R. (B.) microplus. No terceiro capitulo o objetivo foi avaliar a
influéncia de diferentes tempos de exposi¢cdo de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus a juvenis
infectantes de H. bacteriophora HP88 e avaliar a influéncia destes tempos na eficacia de controle
do nematoide sobre as fémeas ingurgitadas deste carrapato. Em todos os experimentos a eficiéncia
dos tratamentos foi verificada através da andlise de alteragdes nos parametros biologicos da fase
ndo parasitaria de fémeas ingurgitadas devido a acdo do nematdide, e avaliagdes de reducao da
prole, assim como recomendado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), que preconiza avaliacdo da eficacia de carrapaticidas por meio de formulas relativas a

reducgdo da prole (MAPA, 1990).
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Rhipicephalus (Boophilus) microplus: controle e resisténcia.

O uso de carrapaticidas ainda ¢ o método predominante no controle Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (CANESTRINI, 1887) (ACARI, IXODIDAE) [=Boophilus microplus]. A forma
de combate mais indicada ¢ a utilizagdo de um programa estratégico, que se baseia no
conhecimento da biologia e interagdes deste carrapato, planejando banhos carrapaticidas em
periodos desfavoraveis para a sobrevivéncia deste ixodideo na pastagem (FURLONG et al., 2004;
MARTINS et al., 2006; LABRUNA, 2008).

Entretanto, tratamentos curativos s@o os mais usados no pais, onde o fator chave para
aplicagdo de carrapaticidas é o nimero elevado de fémeas ingurgitadas no rebanho, e em muitos
casos este é o unico método de controle empregado (FURLONG et al., 2004; LABRUNA, 2008).
Neste caso a maioria dos produtores ndo conhece aspectos importantes sobre a biologia deste
carrapato, suas interagdes ecologicas (com hospedeiro e meio ambiente) e métodos seguros e

adequados no manuseio de equipamentos utilizados no banho carrapaticida (FURLONG et al., 2004;
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RocHA, 1996; AMARAL, 2007). Todos estes fatos contribuem para a ineficiéncia deste tipo de
tratamento, que com o passar dos anos vem sendo cada vez menos eficiente. Desta forma, o
produtor insatisfeito com os resultados obtidos, passa a aplicar um maior nimero de banhos,
seguido de troca constante dos acaricidas utilizados. Estes fatores levam a um aumento na pressao
de sele¢do acelerando o surgimento de populagdes de carrapatos resistentes as formulagdes
comerciais de carrapaticidas presentes no mercado (FURLONG et al., 2007; LABRUNA, 2008).

Com isso, 0 uso excessivo de carrapaticidas, sem se compreender aspectos sobre a biologia
e epidemiologia do carrapato dos bovinos, somado a falhas na deteccdo da resisténcia, levou ao
desenvolvimento de populacdes resistentes a quase todas as bases quimicas presentes no mercado
(FURLONG et al., 2007; KLAFKE, 2008).

Em vista ao atual quadro de resisténcia de R. (B.) microplus aos carrapaticidas, € os
prejuizos que este ixodideo gera a economia de diferentes paises, novas alternativas de controle
vém sendo estudadas (JONSSON & PIPER, 2007). Entre estas podemos citar o controle através de
vacinas, rotacdao de pastagens, homeopatia, animais resistentes e carrapaticidas de origem vegetal
(MARTINS, 2004; LABRUNA, 2008). Além destes métodos acima citados podemos destacar também
o controle bioldgico com a utilizagdo de agentes microbianos (bactérias, fungos e nematoides
entomopatogénicos) (SAMISH & REHACEK, 1999; VASCONCELOS et al., 2004; JONSSON & PIPER,

2007).

2.2 - Nematoides Entomopatogénicos — aspectos relacionados a biologia, ecologia e utilizacao

no controle de pragas.

Nematoides entomopatogénicos (NEPs) pertencem a ordem Rhabditida (NEMATODA,
SECERNETEA), na qual estdo classificadas as familias em Steinernematidae CHITWOOD &

CHITWOOD, 1937 e Heterorhabditidae POINAR, 1976. A primeira é composta pelos géneros
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Steinernema TRAVASSOS, 1927 (41 espécies) e Neosteinernema Nguyen & SMART, 1994 (uma
espécie), e a segunda pelo género Heterorhabditis POINAR, 1976 (13 espécies) (DOLINSKI, 2006).

NEPs do género Steinernema e Heterorhabditis sao associados com bactérias dos géneros
Xenorhabdus e Photorhabdus respectivamente (GEORGIS & MANWEILER, 1994; BURNELL &
Stock, 2000). Tais nematoides atuam como veiculos para essas bactérias, que sao patogénicas,
quando introduzidas no corpo dos insetos hospedeiros, onde provocam rapida septicemia, levando-
os a morte. (FERRAZ, 1998; GREWAL et al., 2001, HAZIR et al., 2003).

Sdo observadas trés fases durante o desenvolvimento desses nematoides, sendo elas: ovo,
Juvenil (J1, J2, J3 e J4) e adultos (fémeas, machos e em determinados casos hermafroditas)
(FERRAZ, 1998; DOLINSKI et al., 2005; DOLINSKI & MOINO-JR, 2006). O ciclo no hospedeiro se
inicia pelos juvenis infectantes (JIs) de terceiro estidgio (J3), os quais carregam bactérias
mutualisticas especificas nos seus intestinos. Os juvenis infectantes buscam e localizam seus
hospedeiros pelos produtos de excreg¢do, niveis de CO, e gradientes de temperatura, e ao
localizarem, penetram através das aberturas naturais (boca, anus e espirdculos) e migram para
hemocele. No entanto, os juvenis infectantes de Heterorhabditis sp. podem penetrar também
diretamente pelo tegumento por meio de um dente quitinoso presente na parte frontal (KAYA &
GAUGLER, 1993; DOLINSKI & MOINO-JR, 2006).

Uma vez dentro do hemocele do hospedeiro os juvenis liberam bactérias que se propagam,
multiplicam e por meio de suas toxinas matam o inseto (FERRAZ, 1998; HAZIR et al., 2003) e na
seqiiéncia, os JIs ingerem tecidos decompostos no interior do hospedeiro Os adultos irdo
reproduzir e dar origem a proxima geragdo. Estes nematdides podem completar de duas a trés
geracdes dentro do inseto, isto vai depender do tamanho do hospedeiro e da disponibilidade de
alimento no interior do cadaver. Quando os nutrientes sdo exauridos, juvenis infectantes (J3) retém
as bactérias e deixam o cadaver, para no ambiente, buscar um novo hospedeiro (FERRAZ, 1998;

GREWAL et al., 2003; DOLINSKI, 2006).
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Estes nematoides sao importantes agentes no controle biologico, sendo capazes de infectar
e matar insetos de diferentes ordens (NEVES, 1999; HAZIR et al., 2003; DOLINSKI, 2006). Algumas
caracteristicas que os fazem controladores potenciais de pragas sdao: podem ser produzidos com
baixo custo em insetos hospedeiros ou em meios artificiais; podem ser armazenados; sdo
facilmente aplicados no campo na agua de irrigacdo ou pulverizados; possuem habilidade de
buscar o hospedeiro; sdo compativeis com diversos pesticidas; sdo seguros a maioria dos
invertebrados e vertebrados; e em muitas vezes sao bem especificos, ndo causando mortalidade
indiscriminada (GREWAL et al., 2001; NEVES, 1999; DOLINSKI & MOINO JR, 2006).

A producao de nematdides em escala industrial ja é feita por empresas no EUA, Canada,
Austrélia, Suica, Republica Tcheca, Italia, Reino Unido, Suécia, Alemanha, Holanda, Cuba, Japao
e Israel. Existem inumeros relatos na literatura que demonstram o potencial destes nematdides no
controle de diferentes pragas. Atualmente a utilizacdo de NEPs ja faz parte do programa de manejo
integrado de pragas na cultura de citros, nozes, cogumelos, flores ornamentais, framboesa e grama
em campos de golfe (DOLINSKI, 2006, DOLINSKI & MOINO JR, 2006).

O Brasil tem diferentes historias de sucesso no controle de pragas com virus, fungos e
parasitdides, entretanto a utilizacdo de NEPs no pais ainda ¢ pouco explorada e, além de escassos,
a maioria dos estudos envolvendo nematoides entomopatogénicos € recente (GREWAL et al., 2001).
LEITE et al., (2003) testaram cinco isolados nativos de NEPs visando o controle de ninfas da
cigarrinha das pastagens Mahanava fimbriolata (STAL, 1854) (HEMIPTERA, CERCOPIDAE), €
relataram que Steinernema glaseri (STEINER, 1929) (RHABDITIDA, STEINERNEMATIDAE) €
Heterorhabditis sp. foram as espécies mais patogénicas causando mortalidade de 84% apods cinco
dias de infecgao.

A patogenicidade de NEPs sobre ovos e larvas de Migdolus fryanus (WESTEWOOD, 1863)
(COLEOPTERA, VESPERIDAE) foi investigada por MACHADO et al., (2005), e os resultados obtidos

demonstram que Heterorhabditis indica POINAR et al., 1992 (RHABDITIDA, HETERORHABDITIDAE)
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e S. glaseri causaram pequena mortalidade a ovos e alta mortalidade a larvas recém eclodidas e em
estagio final de desenvolvimento.

Em casa de vegetagdo, BUSSOLA ef al. (2004) utilizaram duas concentracdes (5,7 ¢ 22,6
JIs/cm®) de Heterorhbditis sp. em bandejas de 40x60 cm contendo turfas de violetas, buscando o
controle de larvas de Bradysia sp. (DIPTERA, SCIARIDAE), sendo que a concentracdo de 22,6
JIs/cm? foi a mais eficiente causando mortalidade de 80% das larvas.

Com o objetivo de observar o desempenho de Heterorhabditis baujardi PHAN et al., 2003
(RHABDITIDA, HETERORHABDITIDAE) sobre larvas Conotrachelus psidii MARSHALL, 1922
(COLEOPTERA, CURCULIONIDAE), DEL VALLE ef al. (2005) testaram dois isolados desta espécie, e
observaram melhor eficiéncia da linhagem selecionada para tolerancia em elevadas temperatura,
demonstrando que linhagens com maior tolerdncia a temperaturas elevadas podem ser mais
eficientes.

Em estudo conduzido por ALVES et al. (2005), foram testadas duas espécies de NEPs (S.
glaseri e S. carpocapsae) no controle do cascudinho, Alphitobius diaperinus (PANZER, 1797)
(COLEOPTERA, TENEBRIONIDAE) e os resultados obtidos demonstraram que Steinernema
carpocapsae (WEISER, 1955) (RHABDITIDA, STEINERNEMATIDAE) foi mais patogénica do que S.
glaseri e que o estadgio de larva foi mais susceptivel do que adultos desta espécie. Resultado
similar foi obtido por COSTA (2006), que observou melhor eficiéncia de S. carpocapsae no
controle deste besouro e também relatou que larvas foram mais susceptiveis que pupas e adultos.

Buscando uma nova alternativa no controle de Cornitermes cumulans (KOLLAR, 1832)
(ISOPTERA, TERMITIDAE), SOUZA (2006) utilizou diferentes espécies de nematoides e observou que
para este inseto, espécies do género Steinernema, em geral, foram mais patogénicas causando
mortalidade comparada ao género Heterorhabditis.

Estudo sobre o controle de Sphenophorus levis VAURIE, 1978 (COLEOPTERA,
CURCULIONIDAE) com a utilizagdo de nematoides entomopatogénicos foi conduzido por TAVARES

et al., (2007), e os dados alcancados demonstram que H. indica IBCB-n5 e Steinernema sp.
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IBCB-n6 nas dosagens de 60 JIs/cm” causaram mortalidade em laboratério de 95 ¢ 42% e 85 ¢
73% em casa de vegetagao.

Com o crescente aumento no interesse da utilizacdo de nematoides entomopatogénicos no
controle de diferentes pragas, algumas consideragdes devem ser feitas a respeito do perigo da
introducdo de espécies (DOLINSKI & MOINO Jr, 2006). Nos EUA Steinernema feltie (FELIPJEV,
1934) (RHABDITIDA, STEINERNEMATIDAE) foi introduzida e multiplicada sem critério, o que
resultou na critica de diferentes pesquisadores e posteriormente na proposi¢ao e elaboracdo de um
guia para introdu¢do de NEPs, e que mais tarde resultou em uma legislagdo sobre introducao de
espécies exoticas de nematoides entomopatogénicos (RIvzI et al., 1996; GEORGIS, 2005 apud,
DOLINSKI & MoINO Jr, 2006). Na Europa foi organizado um comité onde foi previsto que estes
individuos sdo organismos benéficos, in6cuos a animais de sangue quente € de poucos riscos ao
ambiente, recomendando que estes nematoides ndo precisariam de registro para introducao, pois
representam menos risco do que pesticidas (RICHARDISON, 1996; DOLINSKI & MOINO Jr, 2006).
Segundo DOLINSKI & MOINO JR, (2006) existe um grande potencial na utilizacdo de NEPs como
agentes de controle, e a utilizagdo de espécies nativas deve ser prioridade por ja estarem adaptados
as condicdes climatoldgicas e a entomofauna local, e a utilizacdo de espécies exdticas deve ser
realizada, em ultimo caso, respeitando-se as condi¢gdes impostas na legislagao.

Neste raciocinio estudos tém sido conduzidos no pais com intuito de identificar espécies de
NEPs nativas para que no futuro estes isolados possam ser utilizados com sucesso no controle de
diferentes pragas através do desenvolvimento de produtos comerciais. ANDALO et al., (2006)
coletaram amostras de solo no estado do Amazonas e descreveram uma nova espécie de nematdide
classificada como Heterorhbditis amazonensis ANDALO, NGUYEN & MOINO-JR, 2006
(RHABDITIDA, HETERORHABDITIDAE). Por meio de coleta de amostras de solo no estado de
Rondonia, DOLINSKI et al., (2008) conseguiram identificar novos isolados de nematdides

entomopatogénicos das espécies H. indica e H. baujardi. Novas linhagens de Heterorhabditis sp. e
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de S. glaseri também foram obtidas por ACEVEDO et al. (2005) e MACHADO et al. (2005) através

de solos coletados no municipio de Lavras, MG e Araras, SP, respectivamente.

2.3 - Controle biologico de carrapatos com a utilizacdo de nematdides entomopatogénicos

Nematodides entomopatogénicos sdo importantes agentes no controle de diferentes pragas,
(NEVES, 1999; HAZIR et al., 2003; DOLINSKI, 2006). Recentemente a utilizacao destes nematodides
também vem despertando o interesse de acarologistas que visam buscar uma nova alternativa no
controle de carrapatos. O primeiro trabalho nesta linha foi publicado por SAMISH & GLAZER (1991)
que observaram que ixodideos sdo susceptiveis a infeccdes por NEPs. Em trabalho seguinte,
SAMISH & GLAZER (1992) demonstraram que diferentes concentragdes de S. carpocapsae
causaram pequenas reducdes na massa de ovos de Boophilus annulatus (SAY, 1921) (ACARI,
IXODIDAE) [=Rhipicephalus (Boophilus) annulatus].

SAMISH (2000) relatou que treze espécies de ixodideos e duas de argasideos foram
susceptiveis aos NEPs, sendo os adultos o estdgio mais vulnerdvel a infec¢do. Em estudo
conduzido por MAULEON et al. (1993) foi observada a patogenicidade de dezessete espécies de
nematoides a trés espécies de carrapatos, Amblyomma variegatum (FABRICIUS, 1794) (ACARI,
IXODIDAE) Boophilus microplus (CANESTRINI, 1887) (ACARI, IXODIDAE) [=Rhipicephalus
(Boophilus) microplus]| e B. annulatus (SAY, 1921) e apenas a ultima apresentou-se suscetivel a
todas as espécies de nematoides utilizados.

Em estudo realizado por HILL (1998), foram testados diferentes isolados de nematoides
entomopatogénicos no combate a imaturos e fémeas ingurgitadas e ndo ingurgitadas de Ixodes
scapularis SAY, 1821 (ACARI, IXODIDAE). Os resultados alcangados mostraram que os estagios
imaturos e fémeas nao ingurgitadas nao foram suscetiveis a infecgdes por NEPs, entretanto fémeas

ingurgitadas foram afetadas por diferentes isolados de nematoides utilizados.
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Com intuito de avaliar a patogenicidade de NEPs a carrapatos comuns no continente
Africano, KAAYA et al. (2000) testaram diferentes isolados de nematoides entomopatogénicos no
diferentes estagios dos carrapatos Rhipicephalus appendiculatus (NEUMANN, 1901) (ACARI,
IXODIDAE), Rhipicephalus evertsi NEUMANN, 1897 (ACARI, IXODIDAE), Amblyomma variegatum
FABRICIUS, 1794 (ACARIL, IXODIDAE) e Boophilus decoloratus (KOCH, 1844) (ACARI, IXODIDAE)
[=Rhipicephalus (Boophilus) decoloratus]. Os resultados alcancados demonstram que estagios
imaturos e fémeas ingurgitadas foram pouco susceptiveis a infeccdo por NEPs, enquanto que
fémeas ingurgitadas foram mais afetadas. Entretanto teledginas das espécies do género
Amblyomma foram mais resistentes que as demais.

KocAN et al. (1998) avaliaram a eficiéncia de S. feltie e Steinernema riobravus
(CABANILLAS, POINAR E RAULTON, 1994) (RHABDITIDA, STEINERNEMATIDAE), no controle de
diferentes espécies de carrapatos, e concluiram que estes nematdides foram capazes de matar e
reduzir a massa de ovos de Rhipicephalus sanguineus (LATREILLE, 1806) (ACARI, IXODIDAE),
Amblyomma cajennense (FABRICIUS, 1787) (ACARI, IXODIDAE), Amblyomma maculatum KOCH,
1844 (ACARI, IXODIDAE) e Dermacentor variabilis (SAY, 1821) (ACARI, IXODIDAE).

Além de escassos, a maioria dos trabalhos relacionados com o controle biologico de
carrapatos com a utilizacdo de nematoides entomopatogénicos avalia apenas a mortalidade e a
quantidade de NEPs utilizados, sendo poucos os estudos que investigam a interferéncia destes
nematoides sobre os parametros bioldgicos da fase ndo parasitaria de carrapatos.

Buscando investigar o potencial de nematdides entomopatogénicos no controle do
carrapato dos bovinos, VASCONCELOS ef al. (2004) realizaram um experimento “in vitro” e
constataram que a infeccdo por H. bacteriophora, isolado CCA apresentou uma eficacia de 80%
nas concentragdes de 300 JIs/fémea e superior a 90% nas concentracdes mais elevadas de S.
glaseri, isolado SANTA ROSA.

Com objetivo de verificar a interferéncia de nematoides entomopatogénicos nos parametros

bioldgicos da fase ndo parasitaria de fémeas ingurgitadas de B. microplus, FREITAS-RIBEIRO et al.
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(2005) utilizaram dois isolados de S. carpocapsae e verificaram que todos os parametros de
fémeas ingurgitadas e parcialmente ingurgitadas foram alterados pela a¢ao dos nematdides. Em
estudo conduzido por SILVA (2007), foi constatado que H. indica, isolado LPP1 também interferiu
em quase todos os parametros biologicos de fémeas ingurgitadas do carrapato dos bovinos, ¢ a
eficacia de controle foi superior a 90% em todas as dosagens utilizadas

Em relacdo a compatibilidade e sinergismo de nematdides entomopatogénicos com
carrapaticidas, apenas um estudo foi publicado até o momento. REIS-MENINI et al. (2008)
mostraram que o nematoide S. glaseri foi compativel com a associagdo entre dois
organofosforados (Diclorvos+ Clorfenvinfos) e a utilizagdo dos dois de forma associada
apresentou efeito aditivo no controle de R. (B.) microplus em condi¢des de laboratorio. Buscando
aumentar o conhecimento sobre interacdes entre nematdides e carrapatos para viabilizar uma
metodologia a ser utilizada em campo CARVALHO (2008) expds fémeas ingurgitadas de R. (B.)
microplus a juvenis infectantes de S. glaseri CCA por diferentes periodos e observou com duas
horas de exposicao resultou em uma eficacia de controle de 66,01% e com 24 horas a eficécia foi
de 99,95.

Com intuito de avaliar o potencial de dois isolados de NEPs nativos no controle de fémeas
ingurgitadas do carrapato dos bovinos, MACHADO (2008), testou diferentes concentracdes de H.
indica LPP4 e H. baujardi LPP7, e demonstraram que baixas dosagens destes nematdides sdao
eficientes no controle “in vitro” de R. (B.) microplus. Neste estudo foi constatada pela primeira vez
na literatura a penetragdo de um juvenil infectante através do espiraculo de uma fémea ingurgitada

deste carrapato.
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CAPITULO I

AVALIACAO DA ACAO DE Heterorhabditis  bacteriophora (RHABDITIDA,
HETERORHABDITIDAE) ISOLADO HP88, SOBRE A BIOLOGIA DE FEMEAS
INGURGITADAS DE Rhipicephalus (Boophilus) microplus (ACARIL, IXODIDAE)

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo observar o efeito de diferentes concentragdes de
Heterorhabditis bacteriophora isolado HP88, no controle de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. Para isto, foram formados seis grupos, cada um contendo 20 fémeas
ingurgitadas, que foram expostas a diferentes concentragdes de juvenis infectantes deste nematoide
(0, 75, 150, 300, 600 e 1.200/fémea). Foram observados os seguintes parametros bioldgicos: peso
inicial, peso final, alteracdo de pesos, peso da massa de ovos, periodo de pré-postura, periodo de
postura, periodo de sobrevivéncia, periodo de incubacao das larvas, percentual de eclosdo, indice
de eficiéncia reprodutiva (IPO), indice de eficiéncia nutricional (IN) e percentual de controle. Os
parametros: peso inicial, periodo de pré-postura e periodo de incubagdo ndo apresentaram
diferencas estatisticas (p>0,05) entre os grupos. A acdo do nematoide causou alteracdo no peso
final, alteracdo de peso, peso da massa de ovos, periodo de postura, periodo de sobrevivéncia,
percentual de eclosdo, IPO, IN e percentual de controle, apresentando diferencas significativas
(p<0,01) entre os tratamentos e a testemunha. A eficicia de controle foi superior a 90% em todos
os tratamentos, chegando a 99% na dosagem de 1.200 NEPs/fémeas. Estes resultados demonstram
que H. bacteriophora HP88, em condigdes de laboratorio foi eficiente no controle de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus, tendo acdo deletéria na maioria dos pardmetros analisados, o
que faz desta espécie, um potencial agente no controle bioldgico do carrapato dos bovinos.

Palavras chave — Carrapato dos bovinos, nematoides entomopatogénicos, controle bioldgico.

INTRODUCAO

Dentre as varias espécies de carrapatos existentes na regido neotropical, Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (CANESTRINI, 1887) (ACARI, IXODIDAE) (=Boophilus microplus), conhecido
vulgarmente como carrapato dos bovinos, € a espécie que desperta o maior interesse econémico, a
ponto de centralizar a aten¢ao de industrias de carrapaticidas, 6rgdos governamentais e instituigdes
de pesquisa (MARTINS et al., 2006).

O parasitismo deste carrapato pode causar prejuizos diretos devido a espoliacdo sanguinea

e suas consequéncias e indiretos como transmissdo de agentes patogénicos, gastos com
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medicamentos € mao-de-obra especializada (FURLONG et al., 2004). Estima-se que no Brasil as
perdas econdmicas causadas por este ixodideo cheguem a dois bilhdes de dolares anuais (GRISI et
al., 2002).

A utilizagdo de acaricidas sintéticos, apesar de apresentar significativa contribui¢do no
controle de ixodideos, vem acarretando sérios problemas devido ao uso indiscriminado e sem
critérios técnicos (FURLONG et al., 2004; LABRUNA, 2008). Esta pratica vem resultando na selecao
de populacdes de carrapatos resistentes, aumentando o risco de polui¢do do ambiente e alimentos
(FURLONG et al., 2007; KLAFKE et al., 2008). Com isso, torna-se necessaria a busca de novas
tecnologias que possam ser empregadas em programas de manejo integrado para controle destes
artrépodes, minimizando impactos ambientais e diminuindo os custos de producdo. Além dos
beneficios citados, as alternativas ndo quimicas atendem as exigéncias do mercado consumidor,
que busca cada vez mais produtos isentos de residuos e contaminantes (GUIMARAES et al., 2001;
FLOATE et al., 2005).

Uma alternativa promissora pode ser o controle bioldgico com a utilizacdo de nematoides
entomopatogénicos (SAMISH & GLAZER, 2001; FREITAS-RIBEIRO ef al., 2005). Estudos em
condi¢des de laboratdrio, integrantes de linha de pesquisa desenvolvida na Embrapa Gado de
Leite, tétm demonstrado que diferentes espécies de nematoides entomopatogénicos sdo eficientes
“in vitro” no controle do carrapato dos bovinos, (VASCONCELOS et al., 2004; FREITAS-RIBEIRO ef
al., 2005; S1LVA, 2007; REIS-MENINI et al., 2008) e o potencial de Heterorhabditis bacteriophora
POINAR, 1975, (RHABDITIDA, HETERORHABDITIDAE), isolado HP88 no controle de outras espécies
de carrapatos ja foi evidenciado por SAMISH & GLAZER (1992), HILL (1998) e KAAYA et al.
(2000). Assim, considerando a eficiéncia deste isolado para outras espécies de carrapatos e a
demanda por um controle alternativo foi delineado o presente trabalho, com objetivo de avaliar a
influéncia de diferentes concentragdes de juvenis infectantes (JIs) de H. bacteriophora HP88 sobre

os parametros biologicos da fase ndo parasitaria de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, Juiz de
Fora, Minas Gerais, Brasil. Para realizacdo do trabalho foi utilizada uma estirpe de R. (B.)
microplus, com diferentes graus de resisténcia a diferentes carrapaticidas, proveniente do
municipio de Campina Verde, Minas Gerais.

Os nematodides da espécie Heterorhabditis bacteriophora utilizados neste estudo foram
cedidos pela professora Dra. Cldudia Dolinski, da Universidade Estadual Norte Fluminense,
(UENF). Estes nematoides foram multiplicados em lagartas do ultimo instar de Galleria
mellonella L., 1958 (PYRALIDAE, LEPDOPTERA) de acordo com LINDEGREN ef al. (1993) e KAYA &
Stock (1997). Os JIs coletados foram estocados em garrafas de cultivo celular de 40 ml e
acondicionados em camara climatizada a 16 + 1°C.

O procedimento experimental foi baseado na metodologia utilizada por SILVA (2007). As
fémeas ingurgitadas foram divididas em seis grupos com pesos previamente homogeneizados com
utilizacdao de balanga analitica, cada um correspondendo a um tratamento contendo 20 carrapatos.
Cada grupo foi dividido em quatro subgrupos com cinco fémeas devidamente identificadas com
tinta atdxica para acompanhamento individual (cada fémea = uma unidade experimental), sendo
distribuidas em placas de Petri (6 cm de diametro) contendo 15g de areia previamente esterilizada
(Figura 1A).

Formados os subgrupos, foi feita a aspersio de 4 ml de solugdo de nematodides nas
concentracdes de 375, 750, 1.500, 3.000 e 6.000 JIs por placa. Sendo assim a concentragdo de
NEPs por fémea em cada tratamento foi de 75, 150, 300, 600 e 1.200. O controle foi constituido de
4 ml de 4gua destilada isenta de nematoéides. Os grupos foram mantidos em camara climatizada a
27 £ 1° C e UR>80%, durante periodo de 72 horas. A observacdao das fémeas para verificar a
mortalidade e a realizagdo de postura foi realizada diariamente até a morte do ultimo carrapato, e

as massas de ovos coletadas foram acondicionadas individualmente em seringas de 10 ml
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devidamente identificadas, com a parte distal cortada, vedadas com algodao hidrofilo e mantidas
em camara climatizada nas mesmas condi¢des de temperatura e umidade citadas anteriormente.

Apos o tempo de exposi¢ao, com auxilio de fita adesiva, as fémeas ainda vivas de cada
tratamento foram coladas com a parte dorsal voltada para baixo em placas de Petri de 12 cm de
didmetro (Figura 1B) e acondicionadas em estufa climatizada a 27+1° C e UR>80%, para dar
continuidade no acompanhamento da biologia da fase ndo parasitaria destes carrapatos, sendo que

foram avaliados os seguintes parametros biologicos:

Peso inicial: peso da fémea ingurgitada (peso da teledgina);

Peso final da fémea: obtido trés dias apos o final da postura (peso da quendgina);

Alteracao de peso da fémea: perda de peso da fémea apos a realizacdo de postura - peso inicial —
peso final,

Peso da postura: peso total da massa de ovos de cada fémea;

Periodo de pré-postura: periodo que compreende o dia da queda da fémea ingurgitada até o
inicio da postura;

Periodo de postura: periodo que abrange desde a postura do primeiro até a postura do ultimo ovo
de cada femea;

Periodo de sobrevivéncia: periodo que compreendido entre a data da queda da fémea ingurgitada
até o dia de sua morte;

Periodo de incubacio de ovos: periodo que abrange o dia do inicio da postura até o dia da
eclosdo da primeira larva de cada fémea;

Percentual de eclosdo (%EC): estimativa visual de larvas eclodidas em relagdo a massa de ovos
de cada fémea;

indice de produciio de ovos (IPO): o indice foi obtido de acordo com a equagdo proposta por
BENNETT (1974). IPO = massa de ovos x100/ peso inicial. O IPO avalia quanto do sangue ingerido

foi convertido em ovos;
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Indice nutricional (IN): o indice foi calculado de acordo com a equagio proposta por BENNETT
(1974). IN = massa de ovos x 100/ (peso inicial — peso final). O IN avalia quanto da perda de peso
da fémea foi destinada a produgdo de ovos;
Reproducio estimada (RE) — obtida pela formula: (Peso da postura/Peso inicial) x %EC x
20.000 (DRUMMOND et al., 1973);
Percentual de controle (%C): foi obtido segundo a férmula de Drummond et al. (1973): %C =
(RE grupo controle — RE grupo tratado)/RE grupo controle x 100. Este indice avalia a eficacia dos

tratamentos.

Analise estatistica

Para realizacdo da analise estatistica foi utilizado o software Biostat versao 5.0. Os dados
adquiridos em porcentagem foram transformados em Varco seno x. Os valores referentes as médias
dos parametros peso inicial, periodo de pré-postura e peso final foram analisados por ANOVA e
Teste de Tukey (P<0,05). Os parametros alteracdo de peso, peso da massa de ovos, periodo de
postura, periodo de sobrevivéncia, periodo de incubagdo, percentual de eclosdo, IPO e IN
apresentaram distribui¢do ndo normal, sendo analisados por teste ndao paramétrico de Kruskal
Wallis e Student Newman Keulls (P<0,05). Foi utilizado o teste de Spearman para verificar
possivel correlagdo entre a concentragdo de nematoides e o periodo de sobrevivéncia e peso da
massa de ovos de fémeas ingurgitadas. Regressao linear simples foi empregada para estabelecer
uma equacao matematica que descrevesse o relacionamento entre a concentragdo de nematoides e
o percentual de controle e através desta equacao foram calculadas as doses inibidoras de 50 e 90%

da prole (DIP 50 e DIP 90) de acordo com BEAN (1961) e IKEMOTO & TAKAY (2000).



Figura 1 - A: Fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus em placas de Petri (6 cm)
contendo areia e juvenis infectantes de Heterorhabditis bacteriophora HP8S. B: Fémeas ingurgitadas
de R. (B.) microplus coladas com auxilio de fita adesiva com a parte dorsal voltada para baixo em
placas de Petri de 12 cm, para o acompanhamento dos pardmetros biologicos. Laboratorio de
Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os pesos iniciais das fémeas dos diferentes grupos ndo apresentaram diferenca significativa
(P>0,05) entre si (Tabela 1), sugerindo que as alteragdes nos demais parametros bioldgicos
provavelmente estejam relacionadas a acdo dos nematdides entomopatogénicos. Esta andlise
torna-se importante, uma vez que estudos relatam que os parametros podem variar de acordo com
o peso inicial das fémeas, existindo uma correlagdo entre o peso inicial e o peso da massa de ovos,
IPO e IN (BORGES et al., 2001; SANTOS & FURLONG, 2002).

Os valores obtidos para o peso final, alteracdo de peso e peso da massa de ovos de todos os
grupos tratados diferiram significativamente (p<0,01) do grupo controle (Tabela 1). Este fato
demonstra a acdo do nematoide interferiu nos processos de ovoposicdo de fémeas de R. (B.)
microplus, muitas vezes levando os carrapatos a morte antes de comegarem a postura, ou
interferindo no processo de conversdo do sangue ingerido em ovos (Figura 2). VASCONCELOS et

al., (2004) utilizaram diferentes concentracdes de H. bacteriophora CCA e Steinernema glaseri
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(STEINER, 1929) (RHABDITIDA, STEINERNEMATIDAE), isolado SANTA ROSA e, verificaram que
apenas as concentragdes de 1.000 e 5.000 NEPs por fémea, do segundo nematoide, causaram
reducdo significativa da massa de ovos deste carrapato. Os resultados do presente trabalho sdo
semelhantes aos encontrados por FREITAS-RIBEIRO et al. (2005), que relataram que o peso da
massa de ovos de fémeas ingurgitadas e parcialmente ingurgitadas do carrapato dos bovinos foi
afetado em todos os tratamentos com diferentes dosagens de dois isolados (SANTA ROSA e ALL)
de Steinernema carpocapsae (WEISER, 1955) (RHABDITIDA, STEINERNEMATIDAE). Da mesma
forma SILVA (2007) relatou que todas as dosagens de Heterorhabditis indica POINAR, KRANUKAR
& DAvID, 1992 (RHABDITIDA, HETERORHABDITIDAE), causaram alteragdes significas nos
parametros peso final, alteracdo de peso e peso da massa de ovos, inferindo que a agdo do

nematoide interferiu no processo metabolico de conversao de nutrientes em ovos.

Tabela 1 - Peso médio de fémeas ingurgitadas (mg) e massa de ovos (mg) de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus tratados com diferentes concentragdes de juvenis infectantes de
Heterorhabditis bacteriophora HP88, em condi¢des de laboratorio (27+1°C ¢ UR>80+10%).
Laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG.

Concentragio  Peso Inicial (mg) Peso final (mg) Alteraciio de peso  Peso da massa de
de NEPs (mg) ovos (mg)
0* 223.15430.18 62.93°+21.28 160.232+19.54 111.43%+22.44
(16) (16) (16) (16)
75% 228.82°4+25.14 190.43°+40.89 38.39°429.18 15.41°+£24.55
(17) (17) (17) (17)
150%* 228.45%£34.73 194.48%+35.28 33.47°+21.62 9.40°+14.99
(17) 17) (17) 17
300% 225.29%£29.75 198.75"+33.94 28.17°+20.29 6.54°+7.60
(17 17) (17) 17
600* 226.12°429.83 205.66™+36.70 21.30°+29.49 8.73%+£20.79
17 17) (17) 17
1.200* 226.69°+29 .48 224.36°429.82 2.32°43.81 0.16°+0.33
(17) (17) (17) (17)
Teste Anova Anova/Tukey Kruskal- Kruskal-
estatistico Wallis/Student- Wallis/Student-

Newman-Keuls

Newman-Keuls

(n) — Tamanho da amostra.
Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna néo diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%.

*Concentragdo de juvenis infectantes de H. bacteriophora por fémea ingurgitada de R. (B.) microplus em cada

tratamento.

O periodo de pré-postura ndo foi afetado pela acdo de H. bacteriophora HP88 nas

diferentes concentragdes (p>0,05) (Tabela 2). Fato similar foi relatado por VASCONCELOS et al.
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(2004) e SILVA (2007). Entretanto, FREITAS-RIBEIRO et al. (2005) observaram que S. carpocapsae,
isolado SANTA ROSA, aumentou o periodo de pré-postura de fémeas ingurgitadas do carrapato
dos bovinos. O fato de nao ocorrer alteragdo no periodo de pré-postura pode ser devido ao tempo
de agdo que o nematdide necessita até localizar, penetrar ¢ matar o hospedeiro, o que, segundo a
literatura, varia de 24 a 72h. Com isto ou o nematdide mata a fémea antes do inicio da postura

(24h), ou esta comega a realizar a ovoposi¢ao antes da acao do nematoide (72h).

Figura 2 - A: Fémea ingurgitada de Rhipicephalus (Boophilus) microplus realizando postura
B: Fémea ingurgitada de R. (B.) microplus morta devido a ag¢do de juvenis infectantes de
Heterorhabditis bacteriophora HP88. Laboratorio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite,
Juiz de Fora, MG.

Os periodos de postura e sobrevivéncia dos grupos tratados variaram entre 1 ¢ 2,60 dias e
5,12 e 2,59 dias respectivamente (Tabela 2), demonstrando valores inferiores aos obtidos para o
grupo controle, evidenciando diferencas altamente significativas (p<0,01), isto devido a
mortalidade precoce das fémeas em todos os tratamentos. No tratamento com 1.200 NEPs por
fémea, apenas cinco carrapatos realizaram postura e a média foi de 1,0 dia de postura e 2,59 dias
de sobrevivéncia. VASCONCELOS et al. (2004) relataram periodos de postura de 10.5 ¢ 13.5 dias

nas maiores concentragdes de S. glaseri SANTA ROSA e H. bacteriophora CCA respectivamente,
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e em nenhum dos casos foram observadas diferencas significativas em relagdo ao grupo controle.
Ja FREITAS-RIBEIRO et al. (2005), demonstraram que dois isolados S. carpocapsae interferiram
significativamente neste parametro. Entretanto, os resultados referentes a interferéncia do
nematoide no periodo de postura e sobrevivéncia foram mais acentuados no presente estudo, sendo
similares aos resultados obtidos por SILVA (2007).

Os periodos de incubacdo dos tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas
(p>0,05) quando comparados com o periodo de incubagdo do grupo controle (Tabela 2). SiLvA
(2007) relatou que diferentes concentragdes de H. indica também ndo causaram diferengas
estatisticas (p>0,05) no periodo de incubacao dos grupos tratados em relagdo ao grupo controle. A
auséncia de diferencas significativas entre os grupos pode ser explicada pelo fato de que, como
houve postura em todos os tratamentos, a eclosdo de apenas uma larva, mesmo que precocemente,

para cada fémea tratada, poderia igualar os parametros entre grupos.

Tabela 2 — Periodos de pré-postura, postura, sobrevivéncia de fémeas ingurgitadas e periodo médio
de incubag¢do de ovos de Rhipicephalus (Boophilus) microplus tratados com diferentes
concentracdes de juvenis infectantes de Heterorhabditis bacteriophora HP88, em condi¢des de
laboratdrio (27+1°C e UR>80+10%). Laboratdrio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, Juiz
de Fora, MG.

Concentracio Periodo de pré-

Periodo de Periodo de Periodo de

de NEPs postura (dias) postura (dias) sobrevivéncia incubacio (dias)
(dias)
0* 1.38%+0.51 13.88%+2.31 16.87'+1.85 25.53%40.52
(16) (16) (16) (16)
75% 1.79°40.58 2.60°+1.68 5.12°+1.65 26.08%:1.50
(15) (15) (17) (15)
150* 1.79%40.43 1.93%+1.07 3.88+0.78 25.21%0.43
(14) (14) (17) (14)
300* 1.67°+0.49 1.46°+0.88 3.75>+1.24 25.92%+1.51
(13) (13) (17) (13)
600%* 1.73*+0.47 2.00°+1.61 3.63%+1.41 25.88%+1.36
(11) (11) (17) 3
1.200* 1.80°+0.45 1.00°+0.00 2.59%4+0.62 27.00°+2.83
) Q) a7 (2
Teste Anova Kruskal- Kruskal- Kruskal-Wallis
estatistico Wallis/Student- Wallis/Student-

Newman-Keuls

Newman-Keuls

(n) — Tamanho da amostra.

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%.

*Concentragdo de juvenis infectantes de H. bacteriophora por fémea ingurgitada de R. (B.) microplus em cada

tratamento.

L] r1: ’ . ~ . . . .
Analise estatistica ndo realizada devido a tamanho insuficiente da amostra.
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Foi observada correlagdo negativa entre a concentracdo de nematdides e o periodo de
sobrevivéncia (r = -0,6669) (p<0,01) e entre a concentracao de nematodides e o peso da massa de
ovos (r =-0,7466) (p<0,01) de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus. Estes resultados mostram
que, em relagdo ao presente estudo, quanto maior foi a concentragdo de juvenis infectantes de H.
bacteriophora HP88, menor foi o periodo de sobrevivéncia, levando também a uma menor massa
de ovos. VASCONCELOS et al. (2004) e FREITAS-RIBEIRO et al. (2005) utilizando concentragdes de
S. glaseri SANTA ROSA e S. carpocapsae, isolado ALL e SANTA ROSA respectivamente,
também observaram que quanto maior foi a concentracdo de nematdides menor foi o periodo de
sobrevivéncia e peso da massa de ovos.

O percentual de eclosdo dos tratamentos variou de 55 a 66,7%, sendo estatisticamente
diferente (p<0,01) do percentual do grupo controle, que foi de 92,60% (Tabela 3), fato também
observado por FREITAS-RIBEIRO et al. (2005) e SILVA (2007), sobre a agdo de S. carpocapsae
ALL e SANTA ROSA e H. indica LPP1 respectivamente, sobre o percentual de eclosdo de
larvas do carrapatos dos bovinos. Uma forma especulativa de explicar este fato seria a possivel
acdo deletéria dos nematodides nos processos de ovoposicdo e/ou embrionamento, interferindo
nas etapas de oocitos, fertilizacao, absorcao de agua pela cuticula e impermeabilizacdo dos ovos
pelo 6rgao de Gené.

Para o PO dos grupos tratados foram observados valores entre 0,07 e 7%, diferindo
estatisticamente (p<0,01) do grupo controle (50.04%) (Tabela 3). O mesmo foi observado em
relacdo ao IN, onde os valores dos grupos expostos a diferentes concentragdes de juvenis
infectantes de H. bacteriophora HP88 apresentaram diferengas significativas (p<0.01) em relagdo
ao grupo controle (69,42%), chegando a 2,37% no grupo tratado com 1.200 NEPs/fémea (Tabela
3). Os valores obtidos no presente estudo sdo similares aos encontrados por FREITAS-RIBEIRO et al.
(2005) e SiLVA (2007) e diferem dos dados obtidos por VASCONCELOS et al. (2004), onde o IPO e

IN dos grupos tratados ndo diferiram do grupo controle. Estes resultados revelam que as fémeas
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dos grupos tratados transferiram uma menor taxa de nutrientes para a producdo de ovos, os quais

podem ter sido utilizados para outros processos metabolicos.

Tabela 3 — Percentual de eclosdo das larvas e indices de producdo de ovos (IPO) e nutricional
(IN) de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus tratados com diferentes
concentracdes de juvenis infectantes de Heferorhabditis bacteriophora HP88, em condigdes de
laboratério (27+1°C ¢ UR>80+10%). Laboratdrio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite,
Juiz de Fora, MG.

Concentracio Percentual de eclosdo - Indice de producio de Indice nutricional — IN

de NEPs %EC ovos — IPO (%) (%)
0* 92.60°+6.95 50.04+8.40 69.42°£10.38
(16) (16) (16)
75% 66.73"+31.61 7.01°%£10.94 29.15°426.44
(15) (17) (17)
150%* 63.43%+32.65 3.92°+5.56 23.79°+26.37
(14) (17) (17)
300%* 61.85"+37.68 2.84°+3.18 18.30°:17.26
(13) (17) (17)
600%* 58.50°+32.06 3.25°+7.67 21.42°4+30.03
(8 (17) (17)
1.200* 55.00%+£49.50 0.07°£0.16 2.37°+4.73
2 ) 17
Teste Kruskal- Kruskal- Kruskal-
estatistico Wallis/Student- Wallis/Student- Wallis/Student-
Newman-Keuls Newman-Keuls Newman-Keuls

(n) — Tamanho da amostra.

Meédias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%.
*Concentragdo de juvenis infectantes de H. bacteriophora por fémea ingurgitada de R. (B.) microplus em cada
tratamento.

Os percentuais de controle em todos os tratamentos foram superiores a 90% e o tratamento
com 1.200 NEPs/Q alcangou eficiéncia de 99.92% (Figura 3). A eficiéncia de 90,28% no
tratamento com a menor dosagem de nematoides (75 NEPs/fémea) supera os resultados obtidos
por VASCONCELOS et al. (2004) que observaram eficiéncia acima 80% para H. bacteriophora CCA
na concentragdo de 300 NEPs/Q e superior a 90% para S. glaseri apenas em concentragdes de
1.000 e 5.000 NEPs/?Q. Os resultados encontrados neste trabalho foram semelhantes aos obtidos
por SILVA (2007), que utilizando o nematoide H. indica LPP1 observou eficiéncia superior a 90%
a partir de concentragdes de 75 NEPs/Q no controle de R. (B.) microplus. De modo geral estudos
tém demonstrado que nematdides da familia Heterorhabditidae sdo mais patogénicos para
ixodideos do que nematdides da familia Steinernematidae (SAMISH & GLAZER, 2001). Alguns

atributos de espécies do género Heterorhabditis, como a presenga de um dente quitinoso na regiao
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anterior que possibilita a penetragao ativa do nematdide através da cuticula do hospedeiro ¢ a
associacdo com bactérias simbiontes com alta viruléncia, pode conferir maior eficiéncia a estes

nematoides (HAZIR et al. 2003).

Eficacia dos tratamentos

100 ~
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96 -
94
92 4
90
88
86
84
82 +
80 . . . ; )

75 150 300 600 1200

Percentual de controle

Concentragcdo de nematdides por fémea ingurgitada

Figura 3 — Percentual de controle de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus tratadas com diferentes concentragdes de juvenis infectantes do nematdide
entomopatogénico Heterorhabditis bacteriophora HP88, em condigdes de laboratorio a 27+1°C e
UR >80%. Laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG.

Para o célculo da regressdo linear do 1° grau foram utilizados apenas os valores referentes
as concentracdes de 75, 150 e 300 NEPs/fémea (porcao linear da curva), assim como preconizado
por BEAN (1961), de forma a proporcionar a obtengdo de valores ainda mais proximos a realidade.
A dose de nematoides (D) correspondeu ao eixo das abscissas “x” e o eixo das ordenadas, “y” foi
representado pela transformacdo dose x eficiéncia (DE) de acordo com IKEMOTO & TAKAI
(2000). Com isso foi obtida a equagdo: D= -571,50005+98,054286.DE (R2=1.0). Através da
equagao foi obtida a dose inibidora de 50 e 90% da prole que foram respectivamente 11,89 e 71,00
NEPs/fémea. Estes resultados demonstram que baixas concentragdes de juvenis infectantes de H.

bacteriophora HP88 sob condigdes de laboratdrio sdo suficientes para inibir 50 e 90% da prole de

fémeas ingurgitadas. Neste estudo foram seguidas as recomendagdes do Ministério da Agricultura,
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Pecudria e Abastecimento (MAPA), que preconiza avaliacao da eficacia de carrapaticidas por meio
de formulas relativas a reducao da prole, fator chave para um controle eficiente (MAPA, 1990).

Alguns trabalhos ja demonstram a eficiéncia de H. bacteriophora HP88 no controle de
diferentes espécies de carrapatos. SAMISH & GLAZER (1992) utilizaram quatro isolados de NEPs no
controle de fémeas ingurgitadas de Boophilus annulatus (SAY, 1821) (ACARI, IXODIDAE)
[=Rhipicephalus (Boophilus) annulatus] e observaram que H. bacteriophora HP88 foi a segunda
espécie mais eficiente. Em estudo realizado por HILL (1998) esta mesma espécie de nematdide foi
a terceira mais eficiente dentre os 13 isolados testados no controle de Ixodes scapularis (SAY,
1821) (ACARI, IXODIDAE). KAAYA ef al. (2000) avaliaram a patogenicidade de cinco isolados de
nematoides para fémeas ingurgitadas e ndo ingurgitadas de cinco espécies de carrapatos, e os
resultados obtidos mostram que H. bacteriophora HP88 foi a mais patogénica para Rhipicephalus
appendiculatus (NEUMANN, 1901) (ACARI, IXODIDAE), Amblyomma variegatum FABRICIUS, 1794
(ACARI, IXODIDAE) e Boophilus decoloratus (KOCH, 1844) (ACARI, IXODIDAE) [=Rhipicephalus
(Boophilus) decoloratus].

Os resultados obtidos no presente estudo sdo superiores aos resultados alcancados por
VASCONCELOS et al. (2004), demonstrando que em condi¢des de laboratério H. bacteriophora
HP88 teve melhor desempenho no controle de fémeas ingurgitadas do carrapato dos bovinos do
que H. bacteriophora CCA. HILL (1998) testando dois isolados de H. bacteriophora no controle
de I scapularis, observou que a estirpe HP88 foi mais patogénica do que o isolado CRUISER.
KAAYA et al. (2000) demonstraram que em condic¢des de laboratorio, H. bacteriophora HP88 foi
mais eficiente que H. bacteriophora LS5 no controle de fémeas ingurgitadas de R. appendiculatus
Estes resultados evidenciam a importancia na avaliagdo da patogenicidade de diferentes isolados
de nematoides, uma vez que a eficiéncia pode variar para diferentes cepas da mesma espécie.

Na concentragdo mais elevada (1.200 NEPs/9), foi observado o rompimento da cuticula de
algumas fémeas ingurgitadas devido a acao dos nematoides (Figura 4), fato também relatado por

HiLL (1998) e VASCONCELOS et al., (2004), utilizando H. bacteriophora, isolados HP88 e CCA
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respectivamente. Segundo estes autores, o rompimento se deve a penetracdo dos juvenis
infectantes de H. bacteriophora, uma vez que nematodides do género Heterorhabditis possuem um
dente quitinoso presente na parte frontal que os permite penetrar de forma ativa pelo tegumento do
hospedeiro (KAYA & GAUGLER, 1993; DOLINSKI, 2006). No presente estudo, o rompimento da
cuticula parece estar relacionado com ao grande niimero de invasores, uma vez que 0 rompimento

s6 foi observado na maior concentragao de NEPs/fémea.

Figura 4 — Rompimento da cuticula de uma fémea ingurgitada de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, devido a acdo de juvenis infectantes de Heterorhabditis
bacteriophora, isolado HP88. Laboratorio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite,
Juiz de Fora, MG.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que sob condi¢des de laboratorio,
H. bacteriophora isolado HP88 foi mais eficaz no controle de R. (B.) microplus apresentando
percentuais de controle superiores aos encontrados com a utilizagdo de outros nematdides como H.
bacteriophora CCA, S. glaseri SANTA ROSA e S. carpocapsae SANTA ROSA e ALL. Com

isso, fica evidenciado o potencial de H. bacteriophora HP88 no controle de R. (B.) microplus, e
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novos estudos devem ser conduzidos para investigar e validar metodologias para uma possivel

utilizacao deste nematoide em condigdes de campo.

CONCLUSAO

Heterorhabditis bacteriophora HP88 em condicdes de laboratorio demonstrou ser eficiente
no controle de R. (B.) microplus.

O nematoide utilizado exerceu agdo deletéria sobre os parametros; peso final, alteracdo de
pesos, peso da massa de ovos, periodo de postura, periodo de sobrevivéncia, percentual de eclosao,
IPO, IN, em todas as concentragdes utilizadas.

Dosagens de 75 a 1.200 NEPs/fémea proporcionam eficacia de controle superior a 90%.
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CAPITULO 2

Heterorhabditis amazonensis (RHABDITIDA, HETERORHABDITIDAE) ISOLADO RSC-5,
NO CONTROLE DE FEMEAS INGURGITADAS DE Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(ACARI: IXODIDAE)

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo observar a influéncia do nematdide entomopatogénico
Heterorhabditis amazonensis isolado RSC-5 sobre os pardmetros biologicos de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. Fémeas ingurgitadas devidamente identificadas foram divididas em seis
grupos de 20 e expostas as seguintes concentracdes de nematdides: 0, 75, 150, 300, 600 e
1.200/fémea. Foram observados os seguintes parametros biologicos: peso inicial, peso final,
alteracdo de pesos, peso da massa de ovos, periodo de pré-postura, periodo de postura, periodo de
sobrevivéncia, periodo de incubacdo das larvas, percentual de eclosdo, indice de eficiéncia
reprodutiva (IPO), indice de eficiéncia nutricional (IN) e percentual de controle. Para o peso
inicial, periodo de pré-postura, periodo de incubacdo e IN ndo foram observadas diferencas
significativa (p>0,05) entre os grupos, entretanto em relacdo aos periodos de postura e
sobrevivéncia todos os tratamentos apresentaram diferencas significativas (p<0,01) em relagcdo ao
controle. Para o peso final, alteracdo de peso, peso da massa de ovos e IPO apenas o tratamento
com 1.200 nematdides/fémea ndo diferiu da testemunha. A melhor eficacia no controle foi de
67,8% obtida no tratamento com 300 NEPs/fémea e nas dosagens mais elevadas foi observado um
decréscimo nesta eficacia. Estes resultados mostram que juvenis infectantes de H. amazonesis sob
condi¢des de laboratorio interferiram na maioria dos parametros referentes a biologia da fase nao
parasitaria de fémeas ingurgitadas deste ixodideo, o que faz deste nematodide um promissor agente
a ser utilizado no combate ao carrapato dos bovinos.

Palavras chave — Carrapato dos bovinos, nematoide entomopatogénico, controle bioldgico.

INTRODUCAO

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (CANESTRINI, 1887) (ACARI, IXODIDAE) ¢ um
ectoparasito preferencial de bovinos (PEREIRA & LABRUNA, 2008), sendo responsavel por perdas
significativas no desempenho produtivo e econdmico dos sistemas de producdo de carne e leite.
Além dos prejuizos diretos causados pela espoliagdo sanguinea e suas conseqiiéncias, este
ixodideo também ¢é responsavel por prejuizos indiretos causados pela transmissdo de agentes

patogénicos e gasto com a aquisi¢do de medicamentos ¢ mao-de-obra especializada para
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tratamento dos animais (GUIMARAES ef al., 2001; FURLONG et al., 2004). Estima-se que no Brasil
0s prejuizos econdmicos gerados por este carrapato chegam a dois bilhdes de dolares anuais (GRISI
et al,2002).

O controle de R (B.) microplus ¢ feito na fase parasitaria, através da utilizagao de produtos
quimicos, entretanto o uso indiscriminado e a ma utilizacdo dos carrapaticidas vém acarretando
sérios problemas de resisténcia, além de residuos na carne, leite ¢ ambiente (GUIMARAES et al.,
2001; FURLONG et al., 2007; KLAFKE, 2008).

Com o aumento de populagdes de carrapatos resistentes, novas tecnologias e estratégias
tém sido buscadas para um controle mais eficiente € com menor impacto ambiental. Uma
alternativa promissora pode ser o controle bioldogico com a utilizagdo de agentes microbianos
como bactérias, fungos e nematdides entomopatogénicos (NEPs) (BRUN & TEIXEIRA, 1992;
BITTENCOURT et al., 1997; SAMISH & GLAZER, 2001; FREITAS-RIBEIRO et al., 2005; JONSSON &
PIPER, 2007). Estudos em condic¢des de laboratorio t€ém demonstrado que NEPs sdo eficientes no
controle do carrapato dos bovinos, causando interferéncias significativas nos parametros
biologicos da fase ndo parasitaria de fémeas ingurgitadas deste ixodideo (VASCONCELOS et al.,
2004; FREITAS-RIBEIRO et al., 2005; SILVA, 2007; REIS-MENINI ef al., 2008).

Estes nematdides sdo promissores agentes no controle de diferentes pragas agricolas,
entretanto DOLINSKI & MOINO Jr (2006) destacam o perigo na utilizagdo de espécies de NEPs
exodticas e defendem a utilizagdo de isolados nativos que estdo mais adaptados ao clima e fauna
local. Desta forma, estudos t€ém sido conduzidos com intuito de identificar novas espécies e
isolados de nematoides entomopatogénicos nativos para que possam ser estudados e utilizados no
manejo integrado de diferentes pragas. Neste aspecto, ANDALO et al. (2006) através de amostras de
solo proveniente do estado do Amazonas, descreveram uma nova espécies de nematodide:
Heterorhabditis amazonensis ANDALO, NGUYEN & MOINO-JR, 2006 (RHABDITIDA,
HETERORHABDITIDAE). Tendo em vista a necessidade de viabilizar novas alternativas para serem

utilizadas no controle do carrapato dos bovinos e a importancia de priorizar a utilizagdo de NEPs
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nativos, o presente estudo teve como objetivo avaliar, sob condi¢des de laboratorio, a interferéncia
do nematoide entomopatogénico H. amazonensis RSC-5, espécie autdctone, sobre os pardmetros

biologicos da fase ndo parasitaria de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, Juiz de
Fora, Minas Gerais, Brasil. Para realizacdo do trabalho foi utilizada uma estirpe, com diferentes
graus de resisténcia a carrapaticidas, de Rhipicephalus (Boophilus) microplus proveniente do
municipio de Bela Vista, Goias.

Os nematodides da espécie Heterorhabditis bacteriophora utilizados neste estudo foram
cedidos pelo professor Dr. Alcides Moino-Junior, da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
Estes nematoéides foram multiplicados em lagartas do ultimo instar de Galleria mellonella L., 1958
(PYRALIDAE, LEPDOPTERA) de acordo com LINDEGREN ef al. (1993) e KAYA & STOCK (1997). Os
Juvenis infectantes (JIs) coletados foram estocados em garrafas de cultivo celular de 40 ml e
acondicionados em camara climatizada a 16 + 1°C.

O procedimento experimental foi baseado na metodologia utilizada por SILVA (2007). As
fémeas ingurgitadas foram divididas em seis grupos com pesos previamente homogeneizados com
utilizacao de balanga analitica, cada um correspondendo a um tratamento contendo 20 carrapatos.
Cada grupo foi dividido em quatro subgrupos com cinco fémeas devidamente identificadas com
tinta atoxica e distribuidas em placas de Petri (6 cm de diametro) contendo 15g de areia
esterilizada, sendo cada teledgina uma repeti¢do (cada fémea = uma unidade experimental) (Figura
1A).

Formados os subgrupos, foi feita a aspersdo de 4 ml de solucdo de nematdides nas

concentragdes de 375, 750, 1.500, 3.000 e 6.000 JIs por placa. Sendo assim a concentragdao de



51
NEPs por fémea em cada tratamento foi de 75, 150, 300, 600 e 1.200. O controle foi constituido de
4 ml de agua destilada isenta de nematoides. Os grupos foram mantidos em camara climatizada a
27 £+ 1° C e UR>80%, durante um periodo de 72 horas.

A observagdo das fémeas para verificar a mortalidade e a oviposicdo foi realizada
diariamente até¢ a morte do ultimo carrapato, e as massas de ovos coletadas foram acondicionadas
individualmente em seringas de 10 ml devidamente identificadas, com a parte distal cortada,
vedadas com algodao hidréfilo e mantidas em camara climatizada nas mesmas condigdes de
temperatura citadas anteriormente.

Apods o tempo de exposi¢do, com auxilio de fita adesiva, as fémeas ainda vivas de cada
tratamento foram coladas com a parte dorsal voltada para baixo em placas de Petri de 12 cm de
didmetro (Figura 1B) e acondicionadas em estufa climatizada a 27+1° C e UR>80%, para dar
continuidade no acompanhamento da biologia da fase ndo parasitaria destes carrapatos, sendo que

foram avaliados os seguintes parametros biologicos:

Peso inicial: peso da fémea ingurgitada (peso da teledgina);

Peso final da fémea: obtido trés dias apos o final da postura (peso da quendgina);

Alteracao de peso da fémea: perda de peso da fémea apos a realizacdo de postura - peso inicial —
peso final;

Peso da postura: peso total da massa de ovos de cada fémea;

Periodo de pré-postura: periodo que compreende o dia da queda da fémea ingurgitada até o
inicio da postura;

Periodo de postura: periodo que abrange desde a postura do primeiro até a postura do ultimo ovo
de cada femea;

Periodo de sobrevivéncia: periodo que compreendido entre a data da queda da fémea ingurgitada

até o dia de sua morte;
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Periodo de incubacio de ovos: periodo que abrange o dia do inicio da postura até o dia da
eclosdo da primeira larva de cada femea,;
Percentual de eclosao (% EC): estimativa visual de larvas eclodidas em relagdo a massa de ovos
de cada fémea;
indice de produciio de ovos (IPO): o indice foi obtido de acordo com a equagdo proposta por
BENNETT (1974). IPO = massa de ovos x100/ peso inicial. O IPO avalia quanto do sangue ingerido
foi convertido em ovos;
Indice nutricional (IN): o indice foi calculado de acordo com a equagio proposta por BENNETT
(1974). IN = massa de ovos x 100/ (peso inicial — peso final). O IN avalia quanto da perda de peso
da fémea foi destinado a producao de ovos;
Reproducido estimada (RE) — obtida pela féormula: (Peso da postura/Peso inicial) x %EC x
20.000 (DRUMMOND et al., 1973);
Percentual de controle (%C): foi calculado segundo a formula de Drummond et al. (1973): %C
= (RE grupo controle — RE grupo tratado)/RE grupo controle x 100. O %C. Este indice avalia a

eficacia dos tratamentos.

Analise estatistica

Para realizagcdo da analise estatistica foi utilizado o software Biostat versao 5.0. Os dados
adquiridos em porcentagem foram transformados em Varco seno x. Os valores referentes as médias
dos parametros: peso inicial, periodo de incubagdo e percentual de eclosdo foram analisados por
ANOVA e Teste de Tukey (P<0,05). Os parametros: peso final, alteracdo de peso, peso da massa
de ovos, periodo de pré-postura, periodo de postura, periodo de sobrevivéncia, IPO e IN
apresentaram distribuicdo ndo normal, sendo analisados por teste ndo paramétricos de Kruskal

Wallis e Student Newman Keulls (P < 0,05).
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Figura 1 - A: Fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus em placas de Petri (6
cm) contendo areia e juvenis infectantes de Heterorhabditis amazonensis RSC-5. B: Fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus coladas com auxilio de fita adesiva com a parte dorsal voltada
para baixo em placas de Petri de 12 cm, para o acompanhamento dos paradmetros biologicos.
Laboratorio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os pesos iniciais das fémeas dos diferentes grupos ndo apresentaram diferenga
significativas (P>0,05) entre si (Tabela 1). Trabalhos como os de BORGES et al., (2001) e SANTOS
& FURLONG (2002) mostram que existe uma correlagdo entre o peso inicial de fémeas e os
parametros referentes ao processo de postura, por isso torna-se importante igualar os pesos entre os
grupos. O fato de ndo terem sido encontradas diferengas sugere que as alteragdes nos demais
parametros provavelmente estio relacionadas a acdo de juvenis infectantes de H. amazonensis.

Para os parametros peso final, alteragdo de peso e peso da massa de ovos, com exce¢do do
tratamento com 1.200 NEPs/fémea, os demais grupos tratados diferiram significativamente
(p<0,01) do grupo controle (Tabela 1). Estes resultados mostram que os juvenis infectantes de H.
amazonensis nas concentragoes de 75 a 600 NEPs/fémea interferiram no processo metabdlico de
conversdao dos nutrientes em ovos. VASCONCELOS et al. (2004) buscando avaliar o potencial de

Steinernema glaseri (STEINER, 1929) (RHABDITIDA, STEINERNEMATIDAE), isolado SANTA ROSA
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e Heterorhabditis bacteriophora POINAR, 1975 (RHABDITIDA, HETERORHABDITIDAE), isolado
CCA, relataram que apenas as maiores concentragdes de S.glaseri causaram reducgdo significativa
na massa de ovos do carrapato dos bovinos. Entretanto FREITAS-RIBEIRO et al. (2005) e SILVA
(2007) utilizando duas linhagens de Steinernema carpocapsae (WEISER, 1955) (RHABDITIDA,
STEINERNEMATIDAE) ¢ uma de Heterorhabditis indica POINAR, KRANUKAR & DAVID, 1992
(RHABDITIDA, HETERORHABDITIDAE), respectivamente, observaram que a a¢cdo destes nematoides
em todas as concentragdes interferiu no processo de postura deste ixodideo. Outros estudos
também relataram que diferentes espécies de nematdides entomopatogénicos reduziram a massa de

ovos de outros carrapatos.

Tabela 1 - Peso médio de fémeas ingurgitadas (mg) ¢ da massa de ovos (mg) de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus tratados com diferentes concentracdes de juvenis
infectantes de Heterorhabditis amazonensis RSC-5, em condigdes de laboratorio (27+1° C e
UR>80+10%). Laboratdrio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG.

Concentracao Peso Inicial Peso final (mg) Alteracio de Peso da massa
de NEPs (mg) peso (mg) de ovos (mg)
0* 310.76°+45.88 59.73*+18.69 251.02°+£36.16 182.417+31.86
(20) (20) (20) (20)
75% 308.44°+34.45 161.20°£89.05 147.24°£86.63 101.33°+70.01
(20) (20) (20) (20)
150%* 309.63%+29.26 150.25°+89.12 101.57°+69.96
(20) (20) 159.38™+101.27 (20)
(20)
300%* 305.91°+45.73 197.21°+78.91 108.71°493.49 66.37°+68.75
(20) (20) (20) (20)
600* 308.45%+46.10 192.67"+63.59 115.78%79.23 84.98"+64.16
(20) (20) (20) (20)
1.200%* 311.18°+31.70 96.66+65.54 214.52%°+£70.40 155.31%+55.07
(20) (20) (20) (20)
Teste Anova Kruskal- Kruskal- Kruskal-
estatistico Wallis/Student- ~ Wallis/Student- Wallis/Student-

Newman-Keuls Newman-Keuls Newman-Keuls

(n) — Tamanho da amostra.

Meédias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%.
*Concentragdo de juvenis infectantes de H. amazonensis por f€émea ingurgitada de R. (B.) microplus em cada
tratamento.

O periodo de pré-postura verificado neste trabalho variou de 2,06 a 2,21 dias, nao
apresentando diferencas estatisticas (p>0,05) entre os tratamentos e o grupo controle (Tabela 2).
Este tempo pode nao ter sido suficiente para que juvenis infectantes de H. amazonensis

penetrassem ¢ interferissem de maneira deletéria na maturacdo e produgdo de ovos de modo a
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retardar este processo, uma vez que € necessario um tempo entre 24 a 72h para que NEPs
localizem, penetrem e matem o hospedeiro (DOLINSKI, 2006). VASCONCELOS et al. (2004) e SILVA
(2007), também nao relataram interferéncias de diferentes espécies de NEPs no periodo de pré-
postura de fémeas ingurgitas do carrapato dos bovinos. Entretanto REIS-MENINI et al. (2008),
utilizando S. glaseri associado a um acaricida relataram aumento dos periodos de pré-postura de R.
(B.) microplus tratados com nematoides e maiores dosagens do acaricida, entretanto esta alteragao
deve estar mais relacionada com o efeito do acaricida, do que com a agdo do nematdide.

Os valores obtidos para os periodos de postura e sobrevivéncia variaram entre 4,37 a 14,61
e 5,89 a 18,61 dias respectivamente, sendo que todos os grupos tratados diferiram estatisticamente
(p<0,01) do controle (Tabela 2). Em estudo conduzido por VASCONCELOS et al. (2004), foram
observados periodos de postura de 10,5 e 13,5 dias nas maiores concentragoes de S. glaseri
SANTA ROSA e H. bacteriophora CCA respectivamente, € em nenhum dos casos foi observada
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. Assim como no presente trabalho FREITAS-
RIBEIRO et al. (2005), SILVA (2007) e REIS-MENINI et al. (2008) empregando os nematoides S.
carpocapsae (Isolado SANTA ROSA e ALL) e H. indica LPP1 e S. glaseri associado a um
acaricida, respectivamente, observaram diminuigdes significativas nos valores obtidos neste
parametro. Estes resultados somados a outros registros na literatura demonstram que diferentes
espécies de nematoides entomopatogénicos reduzem o periodo de sobrevivéncia de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus, resultando em um menor periodo de postura, diminui¢do da
massa de ovos e redugdo da prole.

Os periodos de incubagao dos grupos tratados variaram entre 24,17 a 24,84 dias, enquanto
que o valor obtido para o controle foi de 25,06 dias, ndo sendo constada diferenga estatistica
significativa entre os grupos (p>0,05) (Tabela 2). Além do presente trabalho, apenas o estudo
conduzido por SILVA (2007) avaliou o efeito de diferentes concentracdes de NEPs sobre o periodo
de incubagdo de larvas deste ixodideo e constatou que juvenis infectantes de H. indica LPP1 nao

exerceram acdo deletéria sobre este parametro. A auséncia de diferencas pode ser explicada pelo
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fato de ter ocorrido postura em todos os tratamentos, € a eclosao de apenas uma larva para cada

fémea tratada poderia igualar este as médias referentes aos periodos de incubagdo entre os grupos.

Tabela 2 — Periodo médio de pré-postura, postura, sobrevivéncia de fémeas ingurgitadas e periodo
médio de incubagdo de ovos de Rhipicephalus (Boophilus) microplus tratados com diferentes
concentracdes de juvenis infectantes de Heterorhabditis amazonensis RSC-5, em condi¢es de
laboratdrio (27+£1° C e UR>80+10%). Laboratorio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, Juiz
de Fora, MG.

Concentracio Periodo de pré-

Periodo de Periodo de Periodo de

de NEPs postura (dias) postura (dias) sobrevivéncia incubacio (dias)
(dias)
0* 2.06°+0.24 14.61%+2.12 18.61%1,14 25.06*+0.64
(20) (20) (20) (20)
75% 2.16*0.37 7.37°°+4.79 9.15%+4.72 24.74°+1.10
(19) (19) (20) (19)
150* 2.15%+0.37 7.35%44.44 9.25%+4.14 24.53%+0.90
(20) (20) (20) (20)
300%* 2.21%40.54 4.37°43.44 5.89%43 45 24.84*+1.10
(20) (20) (20) (20)
600* 2.3740.50 5.21°43.87 7.16%+4.10 24.74*+0.93
(19) (19) (20) (19)
1.200%* 2.21%40.42 9.11°+2.96 11.53°+4.03 24.17°+0.86
(20) (20) (20) (20)
Teste Kruskal-Wallis Kruskal- Kruskal- Anova
estatistico Wallis/Student- Wallis/Student-

Newman-Keuls Newman-Keuls

(n) — Tamanho da amostra.
Meédias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%.
*Concentragdo de juvenis infectantes de H. amazonensis por f€émea ingurgitada de R. (B.) microplus em cada tratamento.

Os percentuais de eclosdo dos grupos tratados variaram entre 71,84 e 80,70%, enquanto o
valor obtido para o controle que foi de 91,55%, entretanto, ndo foram constatadas diferengas
significativas (p>0,05) entre os grupos (Tabela 3). VASCONCELOS ef al. (2004) relataram que nem
as maiores concentragdes de S. glaseri SANTA ROSA e H. bacteriophora CCA afetaram o
percentual de eclosdo de larvas do carrapato do bovinos, diferindo dos dados obtidos por FREITAS-
RIBEIRO et al. (2005), SILVA (2007) e REIS-MENINI (2008) que verificaram a reducao significativa
nos valores referentes a este pardmetro em todos os tratamentos. O contraste entre os resultados
anteriormente descritos e os valores obtidos no presente trabalho, provavelmente estdo

relacionados com a diferencga no grau de patogénicidade dos isolados de NEPs utilizados.
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Tabela 3 — Percentual de eclosdo das larvas e indices de produgdo de ovos e nutricional de
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus tratadas com diferentes
concentracdes de juvenis infectantes de Heterorhabditis amazonensis RSC-5, em condi¢Ges de
laboratorio (27£1° C e UR>80+10%). Laboratorio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite,
Juiz de Fora, MG.

Grupo Percentual de eclosio - Indice de producio de Indice nutricional — IN
%EC ovos — IPO (%) (%)
0* 91.55*7.73 58.91%7.06 73.08*+8.93
(20) (20) (20)
75% 78.30° £25.76 32.93%423.25 61.85+24.11
(19) (20) (20)
150* 80.70* £25.14 33.94%421.90 59.58%+24.87
(20) (20) (20)
300%* 79.73*+17.93 20.52°+18.12 57.54°+28.49
(20) (20) (20)
600* 80.15%+£23.43 26.32°+¢17.35 65.83%+21.76
(19) (20) (20)
1.200%* 71.84° £25.61 46.69"+18.34 67.07*£21.06
(20) (20) (20)
Teste Anova Kruskal- Kruskal-Wallis

estatistico Wallis/Student-
Newman-Keuls

(n) — Tamanho da amostra.

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%.
*Concentracdo de juvenis infectantes de H. amazonensis por fémea ingurgitada de R. (B.) microplus em cada
tratamento.

A ac¢do do nematodide levou a redugao do IPO em todos os tratamentos, e, com exce¢ao do
grupo que recebeu a concentragdo de 1.200 NEPs/fémea, todos os demais diferiram
estatisticamente (p>0,01) do grupo controle (Tabela 3). Ja em relagdo ao IN, nenhum grupo tratado
apresentou diferenga significativa (p>0,05) em relacdo a testemunha (Tabela 3). No estudo
conduzido por VASCONCELOS et al. (2004) nenhuma das concentragdes de S. glaseri SANTA
ROSA e H. bacteriophora CCA causou diminui¢do significativa no [IPO e IN dos grupos tratados.
FREITAS-RIBEIRO ef al. (2005) descreveram que todas as concentragdes de S. carpocapsae Isolado
SANTA ROSA e ALL levaram a diminuigdes significativas no [PO de fémeas ingurgitadas do
carrapato dos bovinos, enquanto que SILVA (2007) verificou redugcdo no IPO e IN a partir da
concentragdo de 150 NEPs por fémea.

Os percentuais de controle obtidos nos tratamentos com 75 e 150 NEPs/fémea foram de 51
e 50% respectivamente. A dose de 300 NEPs/fémea foi a que obteve a melhor eficiéncia no
controle, sendo que nas dosagens seguintes (600 e 1.200 NEPs/fémea) ocorreu um decréscimo

linear na eficacia dos tratamentos a medida que as concentracdes de NEPs/fémea foram elevadas
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(Figura 2). Os resultado obtidos neste trabalho para a eficiéncia dos tratamentos foram inferiores
aos valores relatados por VASCONCELOS et al. (2004) que empregando S. glaseri SANTA ROSA e
H. bacteriophora CCA no controle do carrapato dos bovinos, observaram que em determinadas
concentracoes de nematoides a eficdcia chegou a 100 e 80% respectivamente. SILVA (2007) e
REIS-MENINI et al. (2008) utilizando H. indica LPP1 e S. glaseri associado a um acaricida,
respectivamente, obtiveram melhores resultados ainda, relatando eficiéncias acima de 90% em
todas os tratamentos.

Em relagdo ao declinio do percentual de controle nas dosagens mais elevadas, fato similar
também foi relatado por VASCONCELOS ef al. (2004), que utilizando H. bacteriophora CCA,
observaram que a melhor eficiéncia de controle foi obtida empregando a concentracdo de 300
NEPs/fémea, e a partir das dosagens de 500, 1.000 e 5.000 NEPs/fémea esta eficadcia diminuiu
linearmente. Outros estudos empregando nematdides entomopatogénicos no controle de carrapatos
e insetos também relatam que em algumas situagdes, concentragdes mais elevadas reduzem a
eficiéncia do tratamento. KAAYA et al. (2000) testando as dosagens de 100 e 1.000 NEPs/fémea
dos nematoides S. carpocapsae (isolados MEXICAN e DD) e H. bacteriophora HP88, concluiram
que as concentracdes mais baixas foram as que causaram maior taxa de mortalidade em fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus appendiculatus (NEUMANN, 1901) (ACARI, IXODIDAE) € Boophilus
decoloratus (KOCH, 1844) (ACARI, IXODIDAE) [=Rhipicephalus (Boophilus) decoloratus].
MACHADO et al. (2005) também constataram que dosagens elevadas tiveram pior desempenho, e
que concentragdes mais baixas de H. indica resultaram em maior mortalidade de larvas do
coleoptero Migdolus fryanus (WESTWOOD, 1863) (COLEOPTERA, VESPERIDAE). Estes autores
atribuem tal fato a competi¢do intra-especifica, devido ao aumento do numero de JIs por

concentracao.


http://www.discoverlife.org/mp/20o?search=Boophilus+decoloratus&guide=Arachnida
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Figura 2 — Percentual de controle de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus tratadas com diferentes concentragdes de juvenis
infectantes do nematoide entomopatogénico Heterorhabditis amazonensis RSC-5,
em condigdes de laboratorio a 27+1°C e UR >80%. Laboratorio de Parasitologia
da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG.

O presente estudo demonstrou que diferentes dosagens de juvenis infectantes de H.
amazonensis RSC-5 foram capazes de exercer acdo deletéria sobre a maioria dos parametros
biologicos referentes a fase ndo parasitaria de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus, mas a
eficacia dos tratamentos obtida neste estudo ficou abaixo dos resultados encontrados por
VASCONCELOS ef al. (2004), SILVA (2007) e REIS-MENINI et al. (2008). Entretanto H. amazonensis
tem a seu favor o fato de ser uma espécie nativa, estando adaptada as condi¢des de clima e
ambiente tropical. Esta espécie foi isolada através de amostras de solo provenientes do estado do
Amazonas, Brasil, regido de clima quente, o que poderia conferir a este isolado um determinado
grau de resisténcia a temperaturas elevadas, um dos principais fatores limitantes na utilizagdo de
NEPs em condi¢des de campo.

Diante dos resultados encontrados, verifica-se que a dose de 300 NEPs/fémea foi a mais
eficaz, reduzindo em aproximadamente 70% da prole de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus,
fato que, uma vez reproduzido sob condi¢des de campo, reduziria significativamente o nimero de

carrapatos na geragdo seguinte. Cabe ressaltar que grande parte dos acaricidas comerciais ndo

apresenta uma eficacia superior a 70% (FURLONG ef al. 2007), demonstrando a importancia dos
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resultados encontrados e da realizacdo de novas pesquisas com o intuito de investigar e validar
metodologias que possibilitem a utilizacdo deste nematdide em condigdes de campo, a fim de

compor uma nova alternativa para ser utilizada no manejo integrado de carrapatos.

CONCLUSAO

Heterorhabditis amazonensis exerce acgdo deletéria nos processos reprodutivos de
ovoposicao de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus, interferindo nos parametros: periodos de
postura e sobrevivéncia, peso final, alteracdo de peso, peso da massa de ovos e [PO.

A acdo do nematoide ndo afetou significativamente a viabilidade dos ovos R. (B.)
microplus.

A concentragao de 300 NEPs/Fémea demonstrou melhor eficicia de controle.
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CAPITULO 3

Heterorhabditis bacteriophora (RHABDITIDA, HETERORHABDITIDAE) ISOLADO HP88
COMO CONTROLADOR BIOLOGICO DE Rhipicephalus (Boophilus) microplus (ACARI,
IXODIDAE): EFEITO DE DIFERENTES PERIODOS DE EXPOSICAO

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo observar a influéncia de diferentes tempos de exposi¢ao de
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus a juvenis infectantes de
Heterorhabditis bacteriophora, HP88. Para tanto fémeas ingurgitadas devidamente identificadas
foram divididas em sete grupos de 20 carrapatos e expostas a concentragdes de 300
nematoides/fémea nos seguintes periodos: 3, 6, 12, 24, 48 e 72h. Foram observados os seguintes
parametros bioldgicos: peso inicial, alteracdo de peso, peso da massa de ovos, periodo de pré-
postura, periodo de postura, percentual de eclosdo, indice de eficiéncia reprodutiva (IPO), indice
de eficiéncia nutricional (IN) e percentual de controle. Para o peso inicial, periodo de pré-postura e
periodo de postura ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre os tratamentos e
o controle, entretanto, em relacdo aos pardmetros alteracdo de peso, periodos de postura,
percentual de eclosdo, IPO e IN foram contatada diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos
expostos a nematoides por 24, 48 e 72h e o controle. Estes resultados mostram que juvenis
infectantes de H. bacteriophora HP88 sob condicdes de laboratdrio interferiram na maioria dos
parametros referentes a biologia da fase ndo parasitiria de fémeas ingurgitadas deste ixodideo,
quando o periodo de exposicao foi igual ou maior que 24h. A eficicia do tratamento chegou a
100% nos periodos de exposi¢do por 48 e 72h.

Palavras chave — Carrapato dos bovinos, nematoide entomopatogénico, controle alternativo.

INTRODUCAO

Desde o século passado pesquisadores vém buscando produtos com a finalidade de
combater o carrapato dos bovinos, Rhipicephalus (Boophilus) microplus (CANESTRINI, 1887)
(ACARI, IXODIDAE) [=Boophilus microplus], devido ao grande prejuizo econdmico que este
ixodideo ocasiona aos sistemas de producdo de leite e carne (GRISI ef al. 2002; LABRUNA, 2008).

Entretanto, a utilizagdo sistematica ¢ em muitas vezes de forma inapropriada dos carrapaticidas
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vem facilitando o aparecimento de populagdes de carrapatos resistentes (MARTINS, 2004;
FURLONG et al., 2007; LABRUNA, 2008).

Somado ao problema da resisténcia, existe uma crescente demanda por busca de novas
alternativas no controle de pragas, visando a utilizagdo minima de quimicos, com intuito de
preservar o ambiente e garantir alimentos livres de residuos (FLOATE et a/, 2005, DOLINSKI, 2006).
Entre estas podemos citar o controle através de vacinas, rotagdo de pastagens, homeopatia,
hospedeiros resistentes, carrapaticidas de origem vegetal (MARTINS, 2004; LABRUNA, 2008) e
também o controle bioldgico com a utilizagdo de predadores, parasitdides e agentes microbianos
(SAMISH & REHACEK, 1999; JONSSON & PIPER, 2007).

Nematdides entomopatogénicos pertencem a ordem Rhabditida (NEMATODA,
SECERNETEA), na qual estdo classificadas as familias Steinernematidae CHITWOOD & CHITWOOD,
1937 e Heterorhabditidae POINAR, 1976, e atuam como veiculos de bactérias altamente
patogénicas quando introduzidas no corpo de insetos, onde provocam rapida septicemia, levando-
os a morte. (GREWAL ef al.,2001; HAZIR et al., 2003).

Estudos tém demonstrado que diferentes espécies de ixodideos sdao susceptiveis a infeccoes
por NEPs, e em condi¢des de laboratério foi demonstrado que estes nematoides sdo eficientes no
controle do carrapato dos bovinos (VASCONCELOS et al. 2004, FREITAS-RIBEIRO et al. 2005).
GLAZER et al. (2001), avaliando diferentes tempos de exposicao de fémeas de Boophilus annulatus
(SAY, 1821) (ACARI, IXODIDAE) [=Rhipicephalus (Boophilus) microplus] a diferentes espécies de
nematoides, concluiram que quanto maior o tempo de exposi¢dao, maior foi a mortalidade dos
carrapatos. Segundo estes autores, doses letais de nematdides em relacdo a insetos ndo divergem
das doses letais para B.annulatus, entretanto, o tempo de exposicdo em relagcdo a eficiéncia de
NEPs no controle de carrapatos foi maior do que para insetos. Em geral, para insetos, este tempo
varia entre 24 a 72h (Dolinski, 2006). Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo

observar a influéncia de diferentes intervalos de exposi¢do de fémeas ingurgitadas de R. (B.)
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microplus a juvenis infectantes (JIs) de Heterorhabditis bacteriophora Poinar, 1975 (RHABDITIDA,

HETERORHABDITIDAE) isolado HP88.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, Juiz de
Fora, Minas Gerais, Brasil. Para realizacdo do trabalho foi utilizada uma estirpe de R. (B.)
microplus com diferentes graus de resisténcia a carrapaticidas a diferentes acaricidas, proveniente
do municipio de Silveira Carvalho, Minas Gerais.

Os nematodides da espécie Heterorhabditis bacteriophora utilizados neste estudo foram
cedidos pela professora Dra. Cldudia Dolinski, da Universidade Estadual Norte Fluminense,
(UENF). Estes nematoides foram multiplicados em lagartas do Uultimo instar de Galleria
mellonella L., 1958 (PYRALIDAE, LEPDOPTERA) de acordo com LINDEGREN ef al. (1993) e KAYA &
Stock (1997). Os JIs coletados foram estocados em garrafas de cultivo celular de 40 ml e
acondicionados em camara climatizada a 16 = 1°C e UR>80 = 10%.

O procedimento experimental foi baseado nas metodologias utilizadas por SILVA (2007) e
CARVALHO (2008). As fémeas ingurgitadas foram divididas em sete grupos com pesos
previamente homogeneizados com utiliza¢do de balanca analitica, cada um correspondendo a um
tratamento contendo 20 carrapatos (Figura 1A). Cada grupo foi dividido em quatro subgrupos com
cinco fémeas devidamente identificadas com tinta atoxica para acompanhamento individual (cada
fémea = uma unidade experimental) e distribuidas em placas de Petri (6 cm de didmetro) contendo
15g de areia esterilizada, (Figura 1B).

Formados os subgrupos, foi feita aspersdo de 4 ml de solugdo de nematdides na
concentragdo de 1.500 JIs/4 ml por placa, sendo assim a concentragao por fémea foi de 300 NEPs.
Esta concentragdo foi baseada em resultados obtidos em estudo anterior, onde foi constatado que a

dose de 300 NEPs por fémea resultou em reducgao de 95% da prole (Dados ndo publicados).
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ApoOs a aspersao, os grupos foram acondicionados em camara climatizada a 27 £ 1° C e
UR>80% e expostos aos nematodides durante os seguintes periodos: 3, 12, 24, 48 e 72h, e. O
controle foi exposto a 4 ml de dgua destilada por 72h. No término do tempo de exposicao de cada
tratamento, as fémeas ainda vivas foram: retiradas das placas com areia, limpas em papel toalha e
com auxilio de fita adesiva, coladas com a parte dorsal voltada para baixo em placas de Petri de 12
cm de didmetro (Figura 2) e acondicionadas em estufa climatizada a 27+1° C e UR>80%.

A observagdo das fémeas para verificar a mortalidade e a oviposicao foi realizada
diariamente até¢ a morte do ultimo carrapato, € as massas de ovos coletadas foram acondicionadas
individualmente em seringas de 10 ml devidamente identificadas, com a parte distal cortada,
vedadas com algodao hidréfilo e mantidas em camara climatizada nas mesmas condigdes de

temperatura citadas anteriormente. Foram avaliados os seguintes parametros biologicos:

Peso inicial: peso da fémea ingurgitada (peso da teledgina);

Alteracao de peso da fémea: perda de peso da fémea apos a realizacdo de postura - peso inicial —
peso final,

Peso da postura: peso total da massa de ovos de cada fémea;

Periodo de pré-postura: periodo que compreende o dia da queda da fémea ingurgitada até o
inicio da postura;

Periodo de postura: periodo que abrange desde a postura do primeiro até a postura do ultimo ovo
de cada fémea;

Percentual de eclosao (% EC): estimativa visual de larvas eclodidas em relagdao a massa de ovos
de cada fémea;

indice de producio de ovos (IPO): o indice foi calculado de acordo com a equagio proposta por
BENNETT (1974). IPO = massa de ovos x100/ peso inicial. O PO avalia quanto do sangue ingerido

foi convertido em ovos;
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Indice nutricional (IN): o indice foi obtido de acordo com a equagdo proposta por BENNETT
(1974). IN = massa de ovos x 100/ (peso inicial — peso final). O IN avalia quanto da perda de peso
da fémea foi destinado a producao de ovos;
Reproducio estimada (RE) — calculado pela férmula: (Peso da postura/Peso inicial) x %EC x
20.000 (DRUMMOND et al., 1973);
Percentual de controle (%C): foi obtido segundo a férmula de Drummond et al. (1973): %C =
(RE grupo controle — RE grupo tratado)/RE grupo controle x 100. Este indice avalia a eficacia dos

tratamentos.

Analise estatistica

Para realizacdo da analise estatistica foi utilizado o software Biostat versao 5.0. Os dados
adquiridos em porcentagem foram transformados em Varco seno x. Os valores referentes as médias
dos parametros: peso inicial, alteragdo de peso, periodo de pré-postura e percentual de eclosdao
foram analisados por ANOVA e Teste de Tukey (P < 0,05). Os parametros: peso da massa de
ovos, periodo de postura, IPO e IN apresentaram distribuicdo ndo normal, sendo analisados por
testes ndo paramétricos de Kruskal Wallis e Student Newman Keulls (P < 0,05). Foi utilizado o
teste de Pearson para verificar possivel correlagdo entre o tempo de exposicao e o peso da massa
de ovos de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus. Uma regressao linear simples foi empregada
para estabelecer uma equacdo matematica que descreva o relacionamento entre os tempos de
exposicao e o percentual de controle e através desta equagdo foram calculados os tempos de
exposicao inibidores de 50% e 90% da prole (TEIP 50 e TEIP 90) de acordo com BEAN (1961) e

IKEMOTO & TAKAY (2000).



Figura 1 - A: Grupo contendo 20 fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus B: Fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus divididas em quatro subgrupos, cada
um contendo cinco carrapatos identificados individualmente com tinta atéxica e mantidos em
placas de Petri de 6 cm. Laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, Juiz de

Fora, MG.

Figura 2 - Fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus coladas com auxilio de fita
adesiva com a parte dorsal voltada para baixo em placas de Petri de 12 cm, para o
acompanhamento dos parametros biologicos. Laboratorio de Parasitologia da
Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os pesos iniciais das fémeas ingurgitadas dos diferentes grupos ndo apresentaram
diferencas significativas (p>0,05) entre si (Tabela 1). Esta analise foi feita com o intuito evitar
diferencas entre os pesos de modo que pudessem interferir nos resultados dos demais parametros
analisados, uma vez que existe uma correlacdo entre o peso inicial e o peso da massa de ovos, [PO
e IN (BORGES et al., 2001; SANTOS & FURLONG, 2002).

Apenas os grupos expostos a JIs de H. bacteriophora HP88 por 24, 48 ¢ 72h apresentaram
diferengas significativas (p>0,01) em relacdo ao controle, nos valores referentes aos pardmetros
peso da postura e alteracdo de peso, fato ndo observado para os demais tratamentos (Tabela 1).
Com isto podemos inferir que maiores tempos de exposi¢do permitiram que um maior numero de
nematoides localizasse e penetrasse nas fémeas ingurgitadas, causando alteracdes mais acentuadas
no processo metabdlico de conversdo do sangue ingerido em ovos. CARVALHO (2008) expds
fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus a juvenis infectantes de Steinernema glaseri (STEINER,
1929) (RHABDITIDA, STEINERNEMATIDAE), isolado CCA, por 2, 6, 12, 24, 48 ¢ 72h. Os resultados
demonstraram que o peso da massa de ovos de todos os grupos tratados diferiu significativamente
do grupo testemunha. VASCONCELOS ef al. (2004) utilizando diferentes concentracdes de S. glaseri
SANTA ROSA e H. bacteriophora CCA, e com 72h de exposicdo, relataram que apenas as
maiores concentragdes do segundo nematdide foram capazes de levar a uma redugdo significativa
na massa de ovos deste carrapato.

Os periodos de pré-postura dos grupos tratados ndo apresentaram diferengas estatisticas
(p>0,05) em relacdo ao controle (Tabela 1). Nenhuma fémea dos grupos expostos a nematdides
por 48 e 72h realizou postura, inviabilizando a andlise deste parametro para estes tratamentos
(Tabela 1). O periodo de pré-postura variou entre 2,64 a 2,86 dias, e este tempo pode ndo ter sido
suficiente para que juvenis infectantes de H. bacteriophora HP88 interferissem de modo a retardar

o comeco da oviposicao das fémeas. CARVALHO (2008) avaliou diferentes tempos de infecgdo de
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S. glaseri CCA no controle de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus, e também nao verificou
diferencas entre os grupos experimentais para o periodo de pré-postura. REIS- MENINI et al. (2008),
utilizando S. glaseri associado a um carrapaticida observaram diferencas entre o periodo de pré-
postura dos grupos tratados em relacdo ao controle, entretanto, esta diferenca deve estar

relacionada com a agdo do carrapaticida.

Tabela 1 - Peso inicial (mg), periodo de pré-postura (dias), peso da massa de ovos (mg) e
alteracdo de peso (mg) de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus tratados
com diferentes periodos de exposi¢cdo (3, 6, 12, 24, 48 ¢ 72) a juvenis infectantes (300/fémea) do
nematoide entomopatogénico Heterorhabditis bacteriophora HP88, em condig¢des de laboratorio
(27+1°C e UR>80+10%). Laboratorio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora,
MG.

Tempo de  Peso Inicial (mg) Peso da massa de Alteracio de Periodo de pré-
exposicao ovos (mg) peso (mg) postura (dias)
()
72h+Agua 261.52%+31.17 144.20°+23.28 204.6.38°+£37.33 2.79%+0.44
(controle) (19) (19) (19) (19)
3h+NEPs 256.51%+41.28 142.32%4+26.30 202.65%+33.78 2.74*+0.45
(20) (20) (20) (20)
6h+NEPs 256.67"+32.19 130.73%+£34.26 184.34*+56.23 2.72%+0.46
(20) (19) (20) (19)
12h+NEPs 256.79°+£32.93 109.79°+64.35 155.01°+78.70 2.64*+0.50
(20) (16) (20) (16)
24h+NEPs 257.26°+35.88 36.32°+58.52 53.38"+71.88 2.86%+0.38
(20) (8) (20) (®)
48h+ NEPs 256.59%+42.18 0.00°+0.00 14.02°+4.94
(20) (20) (20) (0)
72h+NEPs 256.43%+39.27 0.00°+0.00 12.97°+6.32
(20) (200) (20) (0)
Teste Anova Kruskal- Anova Anova
estatistico Wallis/Student-

Newman-Keuls

(n) — Tamanho da amostra.

Meédias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%.
*Concentragdo de juvenis infectantes de H. bacteriophora por fémea ingurgitada de R. (B.) microplus em cada
tratamento.

.... — Anélise estatistica ndo realizada devido ao “n” insuficiente.

Os valores referentes ao periodo de postura dos grupos tratados com exposi¢do a 300
NEPs/fémeas por 3, 6 12 e 24h ndo apresentaram diferengas significativas (p>0,05) quando
comparados com o grupo controle, e em relacdo ao percentual de eclosdo, apenas o grupo
exposto a NEPs por 24h apresentou diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao controle

(Tabela 2). A auséncia de postura nos grupos expostos a NEPs por 48 e 72h, inviabilizou a
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analise estatistica destes tratamentos para estes parametros (Tabela 2). CARVALHO (2008),

empregando metodologia semelhante, constatou que todos os tempos de exposicao de fémeas

ingurgitadas de R. (B.) microplus a juvenis infectantes de S. glaseri CCA foram suficientes para

causar reducoes significativas no periodo de postura e percentual de eclosdo dos grupos tratados.

Entretanto, VASCONCELOS et al. (2004) relataram que diferentes concentracdes de S. glaseri

SANTA ROSA e H. bacteriophora CCA com 72 horas de exposi¢do nao causaram

interferéncias no periodo de postura e percentual de eclosdo dos grupos tratados.

Tabela 2 — Periodo de postura (mg), percentual de eclosdo (%), IPO (%) e IN (%) de fémeas
de Rhipicephalus (Boophilus) microplus tratados com diferentes periodos de
12, 24, 48 e72) a juvenis infectantes (300/fémea) do nematoide
entomopatogénico Heterorhabditis bacteriophora HP88, em condigdes de laboratério (27+1°C e

ingurgitadas

exposicao

(3, o,

UR>80+10%). Laboratdrio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG.

Tempo de Periodo de Percentual de Indice de Indice
exposicao postura (dias) eclosido - %EC  producio de ovos nutricional — IN
(L)) —IPO (%) (%)
72+Agua 13.61%42.45 96.22%+4.54 54.59°+6.07 70.87°+4.89
(controle) (19) (19) (19) (19)
3+NEPs 13.00%+2.18 95.16*+4.05 57.04°+6.63 70.47%+£5.15
(20) (20) (20) (20)
6+NEPs 13.05%2.61 92.42°+20.10 50.94%°+£13.18 67.50°+17.61
(19) (19) (20) (20)
12+NEPs 12.71%+3.58 84.66°£20.58 42.60+25.19 58.51%+30.68
(16) (16) (20) (20)
24+NEPs 10.17%5.15 66.29°+44.30 15.90*+25.42 23.30"+34.79
(®) ) (20) (20)
48+ NEPs 0.00°+0.00 0.00°+0.00
(0) (0) (20) (20)
72+NEPs e e 0.00°+0.00 0.00°+0.00
0) 0) (20) (20)
Teste Kruskal- Anova/Tukey Kruskal- Kruskal-
estatistico Wallis/Student- Wallis/Student- Wallis/Student-

Newman-Keuls

Newman-Keuls

Newman-Keuls

(n) — Tamanho da amostra.
Meédias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%.

*Concentragdo de juvenis infectantes de H. bacteriophora por fémea ingurgitada de R. (B.) microplus em cada

tratamento.

.... — Analise estatistica nao realizada devido ao

[T}

n” insuficiente.

Em relagdo ao IPO e IN, apenas os grupos tratados com exposi¢des a juvenis infectantes

de H. bacteriophora HP88 por 24, 48 e 72h apresentaram diferengas significativas (P>0,01) em

relacdo ao controle (Tabela 2). Estes resultados revelam que periodos superiores a 24h foram

suficientes para que JIs de H. bacteriophora HP88 interferissem no processo metabdlico de
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conversao de sangue em ovos. CARVALHO (2008) avaliando diferentes tempos de exposicao de
fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus a JIs de S. glaseri CCA observou que em todos os
tratamentos os valores obtidos para IPO e IN diferiram significativamente do grupo testemunha.
VASCONCELOS et al. (2004) nao relataram redugdes significativas de IPO e IN nem nas maiores
concentracoes de S. glaseri SANTA ROSA e H. bacteriophora CCA.

O teste de Pearson mostrou uma correlagao negativa entre o tempo de exposi¢do de fémeas
ingurgitadas a NEPs e o peso médio da massa de ovos destas teledginas (r = - 0.7830) (p<0,01).
Estes resultados mostram que, em relacdo ao presente estudo, quanto maior foi o tempo de
exposicao, menor foi o peso da massa de ovos. Segundo CARVALHO (2008) o aumento no tempo
de exposi¢dao também levou a um decréscimo no peso da massa de ovos de fémeas ingurgitadas do
carrapato dos bovinos.

No célculo da regressao linear simples, apenas os valores referentes aos tempos de 12, 24 ¢
48h de exposicdo foram utilizados, priorizando empregar a porcao linear da curva, assim como
preconizado por BEAN (1961), de forma a proporcionar a obtengao de valores ainda mais proximos

[

a realidade. O tempo de exposi¢dao (D) correspondeu ao eixo das abscissas “x” e o eixo das
ordenadas, “y” foi representado pela transformagdo tempo x eficiéncia (DE) de acordo com
IKEMOTO & TAKAI (2000). Com isso foi obtida a equagao: D= -1018.32+121.7514xDE (R2 =
0.9982). Através da equacao foi obtido o tempo necessario para inibigdo de 50 e 90% da prole, que
foram de 14,19 e 32,07h, respectivamente. O presente estudo procurou seguir as recomendagdes
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que preconiza avaliacdo da
eficacia de carrapaticidas por meio de formulas relativas a redugdo da prole, fator chave para um
controle eficiente (MAPA, 1990).

As eficacias de controle nos tratamentos com 3, 6 e 12h de exposi¢ao foram baixas,
chegando a 1,53, 12,24 e 32,62% respectivamente. Entretanto, periodos de exposi¢do de 24, 48 e

72h resultaram em um percentual de controle de 82,54, 100 e 100% respectivamente (Figura 3).

Segundo CARVALHO (2008), 2, 6 ¢ 12h de exposi¢do de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus a
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JIs de S. glaseri nas concentra¢des de 1000 NEPs/@, resultaram em uma eficacia de controle de
66,01, 78,08 e 83,69%, resultados superiores aos encontrados no presente trabalho. Este mesmo
autor constatou eficiéncias de 99, 98 e 97% para os tratamentos com 24, 48 e 72h de exposicao,
valores similares aos obtidos no presente estudo. Esta diferenca pode estar relacionada com a
eficiéncia de buscar o hospedeiro destes nematdides. SHROEDER & BEAVERS (1987) avaliaram a
movimentacdo lateral e horizontal de S. glaseri, Steinernema carpocapsae (WEISER, 1955)
(RHABDITIDA, STEINERNEMATIDAE) € H. bacteriophora, ¢ relataram que S. glaseri teve maior
capacidade de dispersdao do que as outras duas espécies. CSONTOS (2002) analisou a capacidade de
dispersdao de duas espécies de nematoides e concluiu que S. glaseri foi mais eficiente que H.
bacteriophora, em dispersar e localizar o hospedeiro devido a estimulos do mesmo. Estes dados
podem contribuir para explicar as diferencas entre o presente trabalho e os resultados obtidos por
CARVALHO (2008).

O presente trabalho evidencia que quanto maior foi o tempo de exposi¢do de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus a JIs de H. bacteriophora HP88, maior foi a eficacia dos
tratamentos, mesmo fato observado por CARVALHO (2008). KOCAN et al. (1998) expuseram
fémeas ingurgitadas de B. annulatus a NEPs, e relataram que a mortalidade das teledginas
aumentou linearmente de acordo com o aumento do periodo de exposi¢do, e que com 32h esta
mortalidade foi de 100%. GLAZER et al. (2001), avaliando diferentes tempos de exposicdo de
fémeas de B.annulatus a diferentes espécies de nematodides, concluiram que quanto maior o tempo
de exposi¢dao, maior foi a mortalidade e que nematdides do género Heterorhabditis foram mais

eficientes.
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Figura 3 — Percentual de controle de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus tratados com diferentes periodos de exposicdo (3, 6, 12, 24, 48 e72) a juvenis
infectantes (300/fémea) do nematdide entomopatogénico Heterorhabditis bacteriophora HP8S,
em condigOes de laboratorio (27+1°C ¢ UR>80+10%). Laboratério de Parasitologia da Embrapa
Gado de Leite, Juiz de Fora, MG.
Com 12h de exposigdo foi observada a presenca de juvenis infectantes de H. bacteriophora
HP88 penetrando em uma fémea ingurgitada de R. (B.) microplus através do espiraculo, sendo o
segundo registro na literatura que descreve tal fato (Figura 4). MACHADO (2008) avaliando o
potencial de Heterorhabditis baujardi PHAN, SUBBOTIN, NGUYEN & MOENS 2003 (RHABDITIDA,
HETERORHABDITIDAE), isolado LPP7 e H. indica LPP4 no controle de R. (B.) microplus, relatou
pela primeira vez a penetragdo de nematodides entomopatogénicos pelo espirdculo deste carrapato.
Espirdculos sao apontados como uma das principais vias de penetracdo de NEPs em diferentes
insetos. (GEORGIS & HAGUE 1981, NGUYEN & SMART 1991). Outras vias de penetracao de
nematoides em carrapatos ja foram relatadas. SAMISH & GLAZER (1992) concluiram que a abertura
do poro genital era a principal forma de acesso de nematoides entomopatogénicos em carrapatos. .
Os resultados alcangados no presente trabalho demonstram que juvenis infectantes de H.
bacteriophora, isolado HP88, sob condig¢des de laboratério, sdo altamente patogénicos a fémeas

ingurgitadas de R. (B.) microplus. Entretanto, periodos de exposi¢ao inferiores a 24h nao sao

suficientes para acdo satisfatéria deste nematdide no controle do carrapato dos bovinos, sendo



77
necessarios periodos de eposi¢cdo acima para que este nematoide leve a redugdes significativas na

prole de fémeas ingurgitadas do carrapato dos bovinos.

Figura 4 — A: Juvenil infectante de Heterorhabditis bacteriophora,
isolado HP88 em cima do espiraculo de uma fémea ingurgitada de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. B: Foto aproximada. Laboratorio
de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG.
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CONCLUSAO

Os periodos de 3, 6 e 12h ndo foram suficientes para o nematoide H. bacteriophora HP88
conseguisse interferir significativamente nos parametros biologicos analisados das fémeas
ingurgitadas do carrapato dos bovinos.

Exposicdes de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus por 24, 48 e 72h ao nematoide

entomopatogénico H. bacteriophora HP88 levaram a uma redug@o na maioria dos parametros.
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APENDICE

Manutenc¢ao e multiplicacdo de nematoides entomopatogénicos

Lagartas de Galleria mellonella LINNAEUS, 1758 (LEPIDOPTERA, PYRALIDAE) foram criadas
em laboratorio e utilizadas na multiplicagdo dos nematdides de acordo com LINDEGREN et al.
(1993). A produgdo foi feita a partir de adultos recém eclodidos de G. mellonella os quais foram
colocados em recipientes plasticos (24x25cm de didmetro) com tampas aeradas e dentro do
recipiente foram colocados papéis dobrados em forma de sanfona para que os adultos realizassem
a postura (Anexo F1). Apods esta etapa os ovos coletados (Anexo F2) foram transferidos para
formas de metélicas (25 cm de diametro), contendo dieta artificial para nutrir as lagartas (Anexo
F3). As formas ficaram acondicionadas em estufa BOD nas condi¢des de 27+1°C UR>80%.

As lagartas do 7° instar (G. mellonella), pesando aproximadamente 0,26g foram utilizadas
na multiplicagdo e manutencdo das colonias de nematodides. Para isso, dois ml de suspensdo aquosa
contendo juvenis infectantes foi espalhada sobre placas de Petri de 6 cm de didmetro, contendo

previamente duas folhas esterilizadas de papel de filtro do mesmo tamanho, e 5 lagartas de G.



95
mellonella (Anexo F4). As placas foram envolvidas em filme plastico, a fim de se evitar
evaporacao e entrada de outros microorganismos e por 48h acondicionadas em estufa a 27+1°C
UR>80%. Posteriormente, as lagartas mortas e com sinais de infec¢cdo (Anexo F5) foram
transferidas para as “armadilhas de White” (KAYA & STOCK, 1997) para coleta dos JIs (Anexo F6).
Dentro de 8 a 10 dias apds a exposicao, os juvenis infectantes comegaram a emergir € migrarem
para a agua das armadilhas (Anexo F7 e F8), sendo coletados diariamente por aproximadamente
duas semanas e estocados em garrafas de cultivo celular de 40 ml e armazenadas em camara
climatizada a 16 = 1°C e UR>80 + 10%. Duas vezes por semana as garrafas contendo nematoides

serdo colocadas em um agitador mecanico, para oxigenagao.

Obtencao dos carrapatos

Diante do quadro de resisténcia dos carrapatos aos quimicos, em 1997 a Embrapa Gado de
Leite implementou o teste de eficacia de carrapaticidas, servigo gratuito que permite determinar o
produto adequado para ser aplicado em cada propriedade. Este teste e feito a partir de amostras de
carrapatos enviadas por produtores de diferentes lugares do pais.

As populagdes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus utilizadas neste estudo sdo
provenientes de amostras de carrapatos enviadas por produtores, onde parte da populagdo foi
utilizada para a realizagdo do teste de eficacia de carrapaticidas e parte foi empregada no
desenvolvimento dos experimentos. Os ixodideos utilizados nos experimentos referentes aos
capitulos um, dois e trés foram obtidos através de amostras enviadas por produtores dos
Municipios de Campina Verde, Minas Gerais, Silveira Carvalho, Minas Gerais ¢ Bela Vista,

Goids, respectivamente.
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Anexo A — 1: Fémeas de Galleria mellonella realizando postura em papéis dobrados em forma de sanfona dentro
de recipientes plasticos (24x25cm de diametro); 2: Ovos de G. mellonella; 3: Formas de pizza (25 cm de
diametro), contendo lagartas de G. mellonella e dieta artificial.; 4: Lagartas de G. mellonella em placas de petri
de 6cm contendo duas folhas papel de filtro e solugdo com nematoides.; S: Lagartas de G. mellonella mortas
apresentando colorag@o avermelhada, sinal de infeccdo por nematoides do género Heterorhabditis; 6: Lagartas
de G. mellonella transferidas para armadilha de “White”; 7: Nematoides emergindo de lagartas mortas de G.
mellonella; 8: Nematdides na lamina de dgua presente na armadilha de “White”. Laboratorio de Parasitologia da
Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG.

97



	BEAN, J.L. 1961. Predicting emergence of second-instar spruce budworm larvae from hibernation under field conditions in Minnes
	CSONTOS, A. S. 2002. Lateral Movement of the Entomopathogenic Nematodes Steinernema glaseri and Heterorhabditis bacteriophora 

