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RESUMO

MONTEIRO, Caio Marcio de Oliveira. Controle de Rhipicephalus microplus (Acari:
Ixodidae) com nematoides entomopatogénicos: aplicacdo em formulacéo inseto cadaver
e compatibilidade com outros agentes de controle. 2014. 175p. Tese (Doutorado em
Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Nematoides entomopatogénicos (NEPs) tem sido apontados como promissores agentes de
controle bioldgico do carrapato dos bovinos, Rhipicephalus microplus. A tentativa de
combater esse carrapato com a utilizacdo de NEPs pode ser direcionada para fase néo
parasitaria, uma vez que fémeas ingurgitadas no momento da oviposi¢cdo buscam no solo
ambiente com alta umidade e protegidos da irradiacdo solar, caracteristicas favoraveis para
sobrevivéncia dos NEPs. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
eficacia de diferentes isolados de nematoides em formulacédo inseto cadaver para o controle de
R. microplus, além de avaliar a compatibilidade desses isolados com outras alternativas
bioldgicas, quimicas biossintéticas e quimicas organossintéticas, que também podem ser
utilizadas para controle desse ixodideo. O estudo foi dividido em seis etapas. O primeiro
capitulo teve como objetivo selecionar os isolados de NEPs mais virulentos para R.
microplus, sendo feita a aplicacdo em formulacdo inseto cadaver com diferentes quantidades
de lagartas de Galleria mellonella e avaliar o potencial dos isolados mais virulentos, quando
formulados em G. mellonella e Tenebrio molitor. No segundo capitulo teve-se como objetivo
de avaliar a interferéncia de outros hospedeiros suscetiveis sobre a eficacia de NEPs para o
controle de R. microplus; assim como avaliar o potencial de NEPs para o controle em
conjunto do carrapato dos bovinos e cigarrinha-das-pastagens, Mahanarva spectabilis. No
terceiro capitulo, o objetivo foi avaliar o potencial dos dois isolados apontados como mais
virulentos de acordo com o capitulo 1, e mais dois novos isolados de NEPs em formulacéo
inseto cadaver, para o controle de R. microplus em testes em condi¢fes semi-naturais. Nos
capitulos seguintes (capitulos 4, 5 e 6) foram conduzidos com intuito de avaliar a
compatibilidade entre os dois isolados de NEPs mais virulentos, de acordo com os resultados
do primeiro capitulo, com o0s carrapaticidas organossintéticos deltametrina, amitraz e
clorfenvinfds (capitulo 4), com os fungos Metharizium anisopliae IBCB 116 e Beauveria
bassiana ESALQ 986 (capitulo 5) e com o 6leo essencial de Lippia sidoides (Capitulo 6). No
primeiro capitulo, os nematoides Heterorhabditis bacteriophora HP88 e Heterorhabditis
indica LPP1 foram os isolados mais virulentos, resultando em percentual de controle de 99%
a partir do tratamento com a menor quantidade de cadaveres de G. mellonella. Além disso, foi
verificado que a formulacdo em G. mellonella foi mais eficaz do que a formulacdo em T.
molitor. No segundo capitulo, foi possivel observar que a presenca de outro hospedeiro
susceptivel ndo interferiu negativamente na eficacia de Heterorhabditis baujardi LPP7 para o
controle de fémeas ingurgitadas de R. microplus, e que a presenca de ninfas de M. spectabilis
com as fémeas, potencializou a acdo do nematoide, indicando a possibilidade da utilizacéo
dessa espécie de NEP para o controle em conjunto de carrapatos e cigarrinhas nas pastagens.
Ainda nesse capitulo, foi possivel verificar que o nematoide H. baujardi LPP7 multiplicou-se
em ninfas de cigarrinhas, e que os juvenis infectantes (JIs) produzidos em cadaveres de M.
spectabilis e G. mellonella apresentaram viruléncia similar para fémeas de R. microplus. No
terceiro capitulo, no primeiro experimento foi verificada em teste “in vitro” que os JIs de H.
bacteriophora LPP30 foram altamente virulentos para fémeas ingurgitadas de R. microplus,
sendo observado percentual de controle superior a 95%, a partir da concentracdo de 75
Jis/fémea. No segundo experimento, foi possivel observar que H. bacteriophora HP88 e H.



baujardi LPP7, formulados em cadaveres de G. mellonella e aplicados em teste simulando
condicBes naturais, foram as espécies que apresentaram melhor desempenho, sendo observada
inibicdo de postura superior a 90%. Além disso, ainda nesse capitulo foi verificado que esses
isolados permaneceram ativos por mais de 65 dias no solo, sendo capazes de infectar fémeas
ingurgitadas de R. microplus ap0s esse periodo. Nos capitulos seguintes, (4, 5 e 6) foi
verificado que os JIs de H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 foram compativeis com os
carrapaticidas deltametrina, amitraz e clorfenvinfos, com os fungos M. anisopliae IBCB 116 e
B. bassiana ESALQ 986 e com o 6leo essencial de L. sidoides.

Palavras-chave: Carrapato dos bovinos, Nematoides entomopatogénicos, Controle biolégico.



ABSTRACT

MONTEIRO, Caio Méarcio de Oliveira. Control Rhipicephalus microplus (Acari:
Ixodidae) with entomopathogenic nematodes: application in formulating insect cadaver
and compatibility with other control agents. 2014. 175p. Thesis (Doctor Science in
Veterinary Science, Veterinary Parasitology). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Entomopathogenic nematodes (EPNs) are considered promising biological control agents
against the cattle tick, Rhipicephalus microplus. Efforts to combat this tick through use of
EPNSs can be targeted at the non-parasite phase, since engorged females lay their eggs in the
soil, a favorable environment for the survival of EPNs. Therefore, the objective of the series
of studies reported here was to evaluate the efficacy of different nematode strains in a cadaver
insect formulation for the control of R. microplus, as well as to assess the compatibility of
these strains with other biological and chemical control alternatives. The first chapter
describes the process of selecting the most virulent EPN strains against R. microplus, which
involved the application in a cadaver insect formulation with different quantities of Galleria
mellonella larvae, to evaluate the potential of the most virulent strains when formulated in G.
mellonella and T. molitor larvae. The second chapter describes tests to evaluate the
interference of other susceptible hosts in the efficacy of EPNs to control R. microplus and the
potential of EPNs for combined control of cattle ticks and spittlebugs. The third chapter
describes experiments to assess the potential of the two strains indicated as most virulent
according to the results presented in Chapter 1, and two new strains, on engorged R.
microplus females in semi-natural conditions. The next three chapters (4, 5 and 6) analyze the
compatibility of the two EPN strains, with acaricides composed of deltamethrin, amitraz and
chlorphenvinphos (Chapter 4), with the fungi Metharizium anisopliae, strain IBCB 116, and
Beauveria bassiana, strain ESALQ 986 (Chapter 5), and with the essential oil of Lippia
sidoides (Chapter 6). According to the results in the first chapter, the nematodes
Heterorhabditis bacteriophora HP88 and Heterorhabditis indica LPP1 were the most
virulent, resulting in a control percentage of 99% already in the treatment with the lowest
number of G. mellonella cadavers. Besides this, the formulation in G. mellonella was more
effective than that in T. molitor. The results of the second chapter show that the presence of
another susceptible host did not negatively affect the efficacy of Heterorhabditis baujardi
LPP7 to control the engorged female cattle ticks, and that the presence of Mahanarva
spectabilis nymphs with the females enhanced the action of the nematode, indicating the
possibility of using EPNs for control of both ticks and spittlebugs. The results of the chapter
also indicate that the nematode H. baujardi LPP7 multiplied in M. spectabilis and G.
mellonella cadavers had similar virulence to R. microplus females. In the third chapter, the
results of the first experiment, an in vitro test, indicate that the 1Js of H. bacteriophora LPP30
were highly virulent to engorged R. microplus females, with a control percentage higher than
95% starting at the concentration of 75 IJs/female. In the second experiment reported in this
chapter, H. bacteriophora HP88 and H. baujardi LPP7 formulated in G. mellonella cadavers
performed the best, with oviposition inhibition greater than 90%. Besides this, these strains
remained active for 60 days in the soil, and were able to infect engorged female cattle ticks
after this period. The results in the remaining chapters (4, 5 and 6) show that 1Js of H.
bacteriophora HP88 and H. indica LPP1 are compatible with the acaricides deltamethrin,
amitraz and chlorphenvinphos, the fungi M. anisopliae IBCB 116 and B. bassiana Bb 986 and
the essential oil of L. sidoides.
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1 INTRODUCAO GERAL

O agronegocio possui  fundamental importancia para economia do Brasil,
representando um terco do PIB nacional, sendo a pecuaria bovina um dos principais
segmentos, uma vez que o pais é um dos maiores produtores de carne, leite e derivados, sendo
também um dos principais exportadores de carne. Atualmente, o pais possui 0 maior rebanho
comercial de bovinos do mundo, com cerca de aproximadamente 210 milhdes de cabegas,
sendo 20% com finalidade de producéo leiteira e 80% para corte. A producdo atende as
demandas internas e externas; entretanto, acredita-se que os niveis de produtividade no pais
estdo abaixo da sua real potencialidade. Para melhorar esse quadro, é necessario o
aprimoramento dos métodos de criacdo ja existentes, desenvolvimento de novas tecnologias e
capacitacdo da mado de obra, permitindo o aumento na produtividade e qualidade dos
produtos. Tais fatores sdo fundamentais para consolidacdo do Brasil como grande exportador,
além de permitir a ampliacdo e conquista de novos mercados.

Um dos principais entraves para pecuaria bovina brasileira sdo as perdas econdmicas
ocasionadas pelo parasitismo do carrapato Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) (Acari:
Ixodidae), comumente conhecido como carrapato dos bovinos. Esse ectoparasito apresenta
ampla distribuicdo geografica, sendo um dos principais problemas sanitarios na bovinocultura
em diversos paises de clima tropical e subtropical. No Brasil, as perdas ocasionadas pelo
parasitismo deste ixodideo foram quantificadas em aproximadamente dois bilhGes de ddlares
anuais.

O uso de carrapaticidas ainda é o método predominante no controle desse carrapato,
entretanto, erros cometidos principalmente na escolha do carrapaticida e na época e forma de
aplicacdo, tém resultado em ineficacia dos tratamentos. Como consequéncia, 0s produtores
insatisfeitos, realizam tratamentos sucessivos e sem critérios técnicos, aumentando a pressdo
de selecdo, acelerando o desenvolvimento de populagfes de carrapatos resistentes. Por isso,
atualmente, a maior parte dos carrapaticidas comercializados no Brasil apresenta baixa
eficacia. A utilizacdo indiscriminada desses produtos também pode levar a contaminacdo do
ambiente, morte de organismos ndo alvo e intoxicacdo de animais e do homem.

Assim, torna-se necessario o desenvolvimento de novas tecnologias para o controle
desse ectoparasito, reduzindo a dependéncia pelo uso de carrapaticidas organossintéticos.
Nesse contexto, a utilizacdo de nematoides entomopatogénicos (NEPS) representa promissora
alternativa a ser empregada em programas de manejo integrado do carrapato dos bovinos.
Esses nematoides sdo produzidos comercialmente em diferentes paises de todos os
continentes do mundo, sendo utilizados com sucesso no manejo de diversas espécies de
insetos, em diferentes culturas. Em condi¢des de laboratério, estudos tem demonstrado que
diferentes espécies de NEPs sdo patogénicas para fémeas ingurgitadas de R. microplus.
Entretanto, os primeiros resultados obtidos in vivo, com aplicacdo de suspensdo de
nematoides sobre bovinos infestados, ndo apresentaram resultados satisfatorios. Somado a
este fato, deve ser destacada a similaridade de habitats de NEPs e carrapatos durante a fase de
vida ndo parasitaria das fémeas ingurgitadas que no momento da oviposi¢do, buscam no solo,
ambientes com alta umidade e protegidos de radiacdo solar, caracteristicas que formam um
microclima favoravel para sobrevivéncia dos NEPs. Pesquisas que simularam essas condi¢des
demonstram que alguns isolados de nematoides foram altamente eficazes contra fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus annulatus (Say, 1821) (Acari: Ixodidae). Assim, a aplicagéo de
NEPs no controle do carrapato com foco na fase ndo parasitaria merece ser investigada.

A forma de aplicacdo dos nematoides no solo também é um fator determinante para
eficacia desses organismos no controle de pragas. Existem no mercado, produtos a base de
nematoides em diferentes formulages, como em p6 molhavel, esponja e granulos e, em geral,
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esses produtos sdo diluidos em agua e aplicados em sistemas de irrigacdo ou bombas de
aspersdao. Uma técnica de aplicacdo que vem ganhando destaque nos Ultimos anos é a
formulacdo de nematoides em cadaveres de insetos, utilizando Galleria mellonella (Linnaeus,
1758) (Lepdoptera: Pyralidae). Nessa metodologia, lagartas previamente infectadas sé&o
colocadas no solo e servem como fonte de nematoides, que emergem dos cadaveres e buscam
novos hospedeiros no ambiente onde foram inseridos, fazendo assim, o controle da praga
alvo. Estudos tem demonstrado que NEPs aplicados dessa forma apresentam maior
capacidade dispersiva, maior reserva energética e maior persisténcia no solo, fatores que
contribuem para maior eficiéncia de controle.

Outro aspecto importante é que no solo, além das fémeas ingurgitadas, também se
encontram outros artropodes que sdo susceptiveis a infeccdo por NEPSs, e a presenca desses
organismos pode interferir na eficacia dos NEPs sobre carrapatos, uma vez que pode existir
certa predilecdo de alguns isolados para infectar insetos ao invés de ixodideos.

A viabilidade e infectividade de NEPs para artrépodes dentro de um determinado
ecossistema pode ser influenciada pela presenca de diferentes produtos quimicos como
fertilizantes, herbicidas, fungicidas, nematicidas, inseticidas e acaricidas. Dessa forma, torna-
se importante avaliar a compatibilidade dos isolados mais virulentos para determinada praga,
com os produtos quimicos utilizados no manejo desse sistema, permitindo estabelecer as
melhores épocas e formas de aplicacdo dos NEPs. Caso seja observada compatibilidade, os
NEPs podem ser aplicados na mesma época, misturados para preparacdo da calda e aplicados
com 0 mesmo equipamento. Entretanto, se for verificada incompatibilidade, a aplicacdo dos
NEPs deve ser feita em momentos diferentes dos produtos incompativeis. Além disso, quando
os NEPs tém sido aplicados em conjunto com inseticidas, em alguns casos foram observados
efeitos aditivos ou sinérgicos. A respeito de carrapatos, existe apenas um unico estudo que
demonstrou que uma espécie de NEP apresentou compatibilidade com carrapaticida do grupo
dos organofosforados, ndo sendo encontrado na literatura, nenhum relato sobre o efeito da
associacao de NEPs com fungos entomopatogénicos ou 6leos essenciais, tendo os carrapatos
como o alvo. Assim, investigacdes nesse sentido, podem servir de base para selecdo de
diferentes agentes que sejam compativeis, fornecendo informagfes que no futuro, possam
contribuir na elaboracdo de estratégias que permitam que tais agentes sejam utilizados em
conjunto em estratégias de manejo integrado do carrapato dos bovinos.

Assim, o presente estudo faz parte de uma linha de pesquisa, desenvolvida pela
Embrapa Gado de Leite em parceria com o Laboratério de Nematologia da Universidade
Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro e com o Laboratério de Controle Microbiano da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, tendo como intuito, avaliar as interagdes entre
o0 carrapato dos bovinos e NEPs, a fim de viabilizar uma nova alternativa para o controle
desse ixodideo. O estudo foi desenvolvido em seis capitulos que sdo apresentados e discutidos
separadamente ao longo da tese. Nos capitulos 1 e 3 sdo apresentados os estudos de avaliacdo
de diferentes aspectos relacionados ao potencial da formulacdo inseto cadaver para o controle
de R. microplus, tais como: selecdo de espécies mais virulentas, selecdo de larvas de
diferentes insetos para formulagdo de NEPs, testes de avaliacdo de eficacia de NEPs em
condicBes semi-naturais e avaliacdo da persisténcia dos juvenis infectantes (JIs) aplicados em
formulacéo inseto cadaver. No capitulo 2, foi avaliada a influéncia de outros hospedeiros
suscetiveis sobre a eficacia de NEPs para R. microplus, enquanto nos capitulos 4, 5 e 6 foram
feitas avaliacOes da interacdo de NEPs com carrapaticidas, fungos entomopatogénicos e 6leo
essencial de Lippia sidoides, respectivamente.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bovinocultura no Brasil

Os segmentos do agronegacio estdo entre as atividades econdémicas mais importantes e
rentaveis do Brasil, representando um terco do PIB nacional, sendo responsavel por criar 37%
dos empregos disponiveis no pais. Em 2012, 39% dos produtos exportados pelo Brasil
estavam ligados as atividades do agronegocio, gerando um saldo comercial de 79 bilhGes de
dolares. Dentre as atividades do agronegdcio brasileiro, destaca-se a Pecuaria bovina, que
comecou a ser desenvolvida no pais para subsisténcia no inicio da colonizacdo e ap0s cinco
séculos, tornou-se um dos pilares da economia nacional. Esse crescimento da bovinocultura
no pais estd associado a caracteristicas altamente favoraveis como tipo de clima, solo,
extensdo territorial, tecnologia e recursos humanos disponiveis, fazendo que o Brasil
apresente um elevado potencial produtivo de carne e leite (COSTA, 2006).

Atualmente o pais possui 0 maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com cerca
de aproximadamente 210 milhdes de cabecas, sendo 20% com finalidade de producéo leiteira
e 80% para corte (IBGE, 2011). Nos ultimos anos tem-se observado grande aumento na
producdo e exportacdo de carne bovina, sendo que o Brasil, desde 2004 tornou-se o segundo
maior produtor e 0 maior exportador (COSTA, 2006). Com relacdo a bovinocultura de leite, 0
pais atualmente é o sexto maior produtor mundial, tendo 1,3 milhGes de produtores e
producéo de 27,5 bilhdes de litros ao ano (BANCO DO BRASIL, 2010).

De acordo com o atual quadro de produtividade da bovinocultura, é notério o papel de
destaque que o Brasil atingiu, uma vez que o pais produz grande quantidade de carne, leite e
derivados, capazes de atender as demandas internas e externas. No entanto, os niveis de
produtividade ainda sdo baixos quando comparados com sua real potencialidade. Para
aumentar os niveis de producdo permitindo melhor aproveitamento do seu potencial, o pais
necessita investir no aprimoramento dos métodos de criacdo ja existentes, desenvolvimento de
novas tecnologias e capacitacdo da mao de obra. Tais fatores sdo fundamentais para a
consolidacdo do Brasil como grande produtor e exportador nesse setor, além de permitir a
ampliacdo e conquista de novos mercados (COSTA, 2006; BANCO DO BRASIL, 2010).

Em paises tropicais e subtropicais, um dos principais desafios para os produtores esta
relacionado com as perdas ocasionadas por diferentes parasitoses (GRISI et al., 2002). No
Brasil, boa parte dos produtores apontam os problemas de infestacbes com carrapato
Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae) como um dos principais
entraves para criacao de bovinos (GRISI et al., 2002; AMARAL et al., 2011a,b).

2.2 Rhipicephalus microplus: posi¢do taxonémica e distribuicéo geogréfica

Rhipicephalus microplus estd classificado no Filo Arthropoda, Classe Arachnida,
Ordem Acari, Subordem Ixodida e Familia Ixodidae (PEREIRA, 2008). Essa espécie foi
primeiramente descrita como Haemaphysalis micropla por Canestrini no ano de 1888, e no
comeco do século XX, foi alocada pela primeira vez no género Boophilus (Curtice, 1891),
passando a ser denominada como Boophilus microplus. Durante esse século uma série de
novas classificagbes para essa espécie foram propostas, gerando uma série de sinonimias
(COOLEY, 1946; PEREIRA, 2008). No entanto, a classificagdo como Boophilus microplus
permaneceu como valida até o inicio do século XXI. Em 2003, estudo filogenético utilizando
ferramentas moleculares evidenciaram problemas na classificagdo dos carrapatos da
subfamilia Rhipicephalinae, uma vez que a taxonomia nao refletia a filogenia, sendo o género
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Rhipicephalus, parafilético com respeito a Boophilus. Dessa forma, seguindo a lei de
prioridade (Rhipicephalus Koch, 1844 tem prioridade sobre Boophilus Curtice, 1891),
Boophilus tornou-se sinonimia junior de Rhipicephalus, passando as cinco espécies do género
Boophilus para o género Rhipicephalus, tornando o género monofilético (MURREL
BARKER, 2003; PEREIRA, 2008).

Esse ixodideo é originario da Asia e foi introduzido na maioria dos paises tropicais e
subtropicais por meio da importacdo de gado desse continente, tornando-se um grave
problema para bovinocultura de corte e leite em diferentes localidades do mundo (WALKER
et al., 2003; MARTINS et al., 2006, PEREIRA & LABRUNA, 2008). A distribuicdo de R.
microplus ocorre entre as latitudes de 32° Norte 35° Sul, correspondendo a faixa intertropical
abrangendo importantes zonas na América Central, América do Sul, Africa e Asia
(GUIMARAES et al., 2001; PEREIRA & LABRUNA, 2008). Acreditava-se que essa espécie
também se encontrava presente na Australia e em outras regides da Oceania, entretanto, sabe-
se hoje que a espécie de carrapato associada a bovinos nessa regido é Rhipicephalus australis
Fuller, 1899 (Acari: Ixodidae), cujas semelhancas morfoldgicas e biologicas com R.
microplus fizeram com que os pesquisadores por muito tempo consideram-se como sendo a
mesma espécie LABRUNA et al., 2009; ESTRADA-PENA et al., 2012).

2.3 Rhipicephalus microplus: importancia econdmica e desafios de controle

Do ponto de vista econémico, R. microplus é a espécie de carrapato mais importante
na regido Neotropical, a ponto de centralizar a atencdo de industrias de carrapaticidas, 6rgados
governamentais e instituicbes de pesquisa (MARTINS et al., 2006). No Brasil, estima-se que
esse carrapato seja responsavel por danos econémicos de dois bilhdes de dolares anuais
(GRISI et al., 2002). Esses prejuizos decorrem da perda de sangue do animal e diminuigdo da
produtividade, depreciacdo do couro, propensao a miises, stress dos animais, baixa eficacia de
boa parte de produtos carrapaticidas e gastos com aquisicdo de equipamentos, medicamentos
e mao de obra especializada para o tratamento dos animais (GUIMARAES et al., 2001;
FURLONG et al., 2004; FURLONG et al., 2007; PEREIRA, 2008, AMARAL et al. 2011a,b).
Em casos especiais de infestagcdes macicas, 0os animais podem ficar anémicos e bezerros
podem ser levados a morte (GUIMARAES et al., 2001).

Este carrapato também é apontado com vetor da bactéria Anaplasma marginale e dos
protozoarios Babesia bovis (Babes, 1888) (Piroplasmida: Babesidae) e Babesia bigemina
(Smith & Kilborne, 1893) (Piroplasma: Babesidae), agentes causadores da anaplamose e
babesiose bovina, doencas de alta morbidade que devido a algumas semelhancas na
sintomatologia, sdo agrupadas em um complexo denominado “Tristeza Parasitaria Bovina”
(GUIMARAES et al., 2001; MARTINS, 2005; LABRUNA & MACHADO, 2006; PEREIRA
& LABRUNA, 2008).

O uso de carrapaticidas ainda € o0 método predominante no controle R. microplus e os
carrapaticidas utilizados podem ser divididos em produtos de contato ou sistémicos. Os
produtos de contato podem ser administrados por aspersdo, imersdao ou “pour on”, sendo
encontrados produtos a base de substancia do grupo dos piretroides, amidinicos,
organofosforados, fenilpirazois e “naturalyte”. Também existem produtos compostos pela
associacdo de mais de uma substancia desses grupos. Os carrapaticidas sistémicos sao
aplicados por aspersao e inje¢fes subcutaneas ou intramusculares, sendo encontrado produtos
compostos por substancias do grupo das lactonas macrocilicas e benzofenilureas (FURLONG
et al., 2007).

A forma de controle mais indicada ¢é a utilizacdo dos carrapaticidas dentro de um
programa estratégico, que se baseia no conhecimento da biologia e interacGes deste carrapato,
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planejando banhos carrapaticidas em periodos desfavoraveis para a sobrevivéncia deste
ixodideo na pastagem, respeitando os intervalos de banho de acordo com o periodo residual
do produto utilizado (MARTINS & FURLONG, 2005; FURLONG et al., 2007; LABRUNA,
2008a). No momento do banho é importante que seja tomado também uma série de cuidados,
como tipo e pressdo da bomba de aplicacdo, momento de aplicacdo, contencdo dos animais,
preparacéo da calda de aplicacdo, quantidade de produto por animal e sentido da asperséo do
carrapaticida sobre o corpo do bovino (MARTINS & FURLONG, 2005; FURLONG et al.,
2007; LABRUNA, 2008a). Somados a isso, é importante que a propriedade apresente
condi¢cdes minimas de infraestrutura que permitam que o programa seja implementado, fato
nem sempre observado (LABRUNA, 2008a). A escolha do produto também ¢ de fundamental
importancia e o ideal é que o carrapaticida seja escolhido com base em resultado de teste de
sensibilidade (MARTINS & FURLONG, 2005; FURLONG et al., 2007).

Entretanto, na maioria das vezes, o0s aspectos listados anteriormente ndo séo
respeitados ou considerados. Isso se deve muito ao descaso das autoridades sanitarias e
politicas do pais, haja vista a auséncia de um plano de controle desse carrapato nos moldes em
que outros problemas sérios de sanidade animal sdo tratados. Assim, tal fato permite que o
produtor controle o carrapato na sua propriedade sem critérios técnicos e as medidas adotadas
nem sempre sdo as melhores escolhas (KOLLER et al., 2009). Dessa forma, na maioria das
propriedades do Brasil, o combate a R. microplus é feito com tratamentos curativos, onde o
fator chave para aplicacdo de carrapaticidas ¢ o nimero elevado de fémeas ingurgitadas no
rebanho, ndo sendo adotadas medidas estratégicas (FURLONG et al., 2004; LABRUNA,
2008). Alem disso, a maioria dos produtores nao conhece aspectos importantes sobre a
biologia deste carrapato, suas interacdes ecoldgicas (com hospedeiro e meio ambiente) e
métodos seguros e adequados de manuseio de equipamentos utilizados no banho
carrapaticida. Nesse tipo de tratamento, geralmente a escolha do carrapaticida utilizado
também é feita de modo aleatdrio ou por indicacdo de outros produtores ou balconistas de
casa agropecuaria (FURLONG et al., 2004; ROCHA, 2006; AMARAL et al., 2011a,b). 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, utilizar doses de carrapaticidas em
concentragcdes acima das recomendadas e fazer a troca constante dos produtos utilizados.
Estes fatores levam a um aumento na pressdo de selecdo, acelerando o surgimento de
populacdes de carrapatos resistentes as formulacbes comerciais presentes no mercado
(FURLONG et al., 2007; LABRUNA, 2008a; KLAFKE, 2008).

O uso excessivo de carrapaticidas, sem se compreender aspectos sobre a biologia e
epidemiologia do carrapato dos bovinos, somado a falhas na detec¢do da resisténcia, levou ao
desenvolvimento de populacbes resistentes a quase todas as bases quimicas presentes
disponiveis no Brasil e em outras partes do mundo (FURLONG et al., 2007; KLAFKE, 2008).
Atualmente, a maioria dos produtos de aspersao comercializados no Brasil para o controle do
carrapato dos bovinos apresenta baixa eficacia (FURLONG et al., 2007). Para agravar ainda
mais o atual quadro, existem poucas bases quimicas disponiveis para serem utilizadas no
combate deste artrépode, e a industria tem destinado poucos esforcos para o lancamento de
novas bases carrapaticidas. Isso devido ao elevado custo necessario para o desenvolvimento
de uma nova molécula e o curto periodo que o carrapaticida permanecera eficaz até que a
utilizacdo constante também leve a selecéo de carrapatos resistentes a essa molécula. Assim, o
desenvolvimento de novas moléculas na maioria dos casos ndo é rentavel para as empresas.
Em outros casos, para gque esse desenvolvimento seja viavel para empresa, é necessario que o
produto final tenha um alto custo para o produtor, 0 que as vezes impossibilita sua ampla
comercializacdo e utilizagdo (KISS et al., 2012). Assim, o que tem sido mais adotado é o



lancamento de produtos com associacdo de diferentes principios ativos ja existentes, buscando
efeito sinérgico que nem sempre é alcancado (FURLONG et al., 2007).

Somado aos problemas de resisténcia, existe uma crescente preocupacdo com a
utilizacdo indiscriminada de carrapaticidas e outros pesticidas, uma vez que as aplicagdes
sucessivas sem respeitar o periodo de caréncia e a concentracdo recomendada podem deixar
residuos contaminantes na carne, leite e derivados (FURLONG & PRATA, 2005; DE LA
FUENTE & KOCAN, 2006). A utilizacdo indiscriminada de pesticidas tem elevado a
quantidade de residuos nos alimentos consumidos pela populagdo mundial e tal fato tem sido
relacionado com aumento de certas doencas para populacdo humana. No fim do século XX a
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAQO), publicou preocupante
relatorio em que o Brasil € listado como o terceiro maior consumidor de pesticidas do mundo
e, coincidentemente ou n&o, o terceiro em mortalidade por cancer.

Essa utilizacdo indiscriminada de pesticidas também ocorre na pecuaria bovina e para
0 Brasil, representa um dos principais fatores limitantes para maior exportacdo de alimentos
provenientes dessa atividade, impedindo que o pais conquiste novos mercados e rompa
algumas barreiras sanitarias que ainda existem (BANCO DO BRASIL, 2010). Em 2011, o
Brasil teve um prejuizo de 104 milhGes de dolares devido a deteccdo de residuos de
ivermectina em carne destinada para exportagéo.

Nos ultimos anos, também existe uma crescente onda de conscientizacdo a respeito da
producdo de alimentos de forma sustentavel, sem agredir o meio ambiente e a utilizacdo
indiscriminada de carrapaticidas vai contra essas novas tendéncias. 1sso por que 0 USO
inadequado pode ocasionar intoxica¢do dos animais, contaminag@o do solo e de corpos d’agua
e morte de organismos ndo-alvo (GUIMARAES et al., 2001, DE LA FUENTE & KOCAN,
2006; JETTER & PAINE, 2004).

Em vista ao atual quadro de resisténcia de R. microplus aos carrapaticidas e dos
prejuizos que este ixodideo gera a economia de diferentes paises, somados aos problemas que
a utilizacdo indiscriminada dos carrapaticidas podem ocasionar para saude e meio ambiente,
novas alternativas de controle vem sendo estudadas (GOSH et al., 2006; KISS et al., 2012).
Entre estas podemos citar o controle através de vacinas, rotacdo de pastagens, homeopatia,
animais resistentes e carrapaticidas de origem vegetal (MARTINS, 2004; CHAGAS, 2004;
LABRUNA, 2008a; KISS et al., 2012). Além destes métodos acima citados, podemos
destacar também o controle biolégico com a utilizacdo de inimigos naturais, como
predadores, parasitoides, parasitos e patdgenos (SAMISH & REHACEK, 1999; SAMISH et
al., 2008).

2.4 Ciclo de vida de Rhipicephalus microplus: fase ndo parasitaria e exposicdo aos
inimigos naturais

O ciclo de vida do carrapato dos bovinos, R. microplus, pode ser divididos em duas
fases distintas e complementares que séo a fase parasitaria e ndo parasitaria (PEREIRA &
LABRUNA, 2008). A fase parasitaria tem inicio quando as larvas infestantes sobem no
animal e encontram um sitio ideal para fixacdo, permitindo fazer o repasto sanguineo. Apos a
alimentacéo, as larvas ingurgitadas passam pelo processo de muda dando origem a ninfas que
também véo se alimentar e ap6s a muda, vao dar origem aos adultos (machos e fémeas). As
fémeas se fixam e apds o acasalamento ingerem grande quantidade de sangue que ira servir
como fonte de nutrientes para manutencdo das atividades metabdlicas e para producgdo de
ovos. Apos terminar o ingurgitamento, a fémea se desprende do animal e cai no solo, dando
inicio a fase ndo parasitaria, enquanto os machos permanecem ativos sobre 0s bovinos por
cerca de dois meses fecundando outras fémeas (GUIMARAES et al., 2001; FURLONG &
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PRATA, 2005; PEREIRA & LABRUNA, 2008). A fase parasitaria dura cerca de 21 a 22
dias, ndo sendo observadas grandes variagdes, devido a temperatura corporal constante do
bovino, entretanto, algumas fémeas devido a competicdo intraespecifica, resisténcia do
animal, menor capacidade de ingestdo de sangue ou por remocdo pelo bovino, podem se
desprender do hospedeiro em menor intervalo de tempo, ndo completando o ingurgitamento
por completo.

Ja a fase ndo parasitaria é totalmente dependente da temperatura e umidade relativa e
taxas superiores a 30°C podem causar grande mortalidade das fémeas, ovos e larvas, assim
como umidades abaixo de 80% (PEREIRA & LABRUNA, 2008). Dessa maneira, a fémea
ingurgitada assim que se desprende do hospedeiro e cai no solo, procura um abrigo mesmo
que parcial em baixo de touceiras e estoldes de capins, folhas e gravetos, com intuito de
encontrar um local com o microclima adequado para que ela possa dar inicio ao processo de
oviposicdo. Esse deslocamento e direcionado pelo fototropismo negativo das fémeas e a
procura do microclima adequado é importante ndo apenas para as fémeas, mas também para
incubacdo dos ovos que serdo deixados no ambiente (PEREIRA & LABRUNA, 2008). Em
alguns casos, na busca por essas condicOes ideais, as fémeas se enterram em fendas no solo ou
na base das touceiras da pastagem (BROVINI et al., 2003). A presenca de micro clima ideal
para o desenvolvimento da fase ndo parasitéaria € favorecida pela ampla presenca de cobertura
vegetal propiciada pelas pastagens utilizadas para o forrageio dos animais. Cabe destacar que
assim que caem no solo, as fémeas ainda ndo apresentam os ovarios completamente maduros,
sendo necessario um periodo para que ocorra a maturacdo permitindo que a fémea possa
iniciar o processo de postura; esse tempo é denominado como periodo de pré-postura. Entéo,
enquanto as fémeas se deslocam para encontrarem o local adequado para postura,
simultaneamente vai ocorrendo a maturacdo dos ovérios (PEREIRA & LABRUNA, 2008).

Apds encontrarem o local adequado e estarem com 0s ovarios maduros, as fémeas
comecam a fazer a postura. Os carrapatos da familia Ixodidae possuem um dos maiores
potenciais bidticos entre os artropodes (BALASHOV, 1972), podendo cada fémea de R.
microplus produzir até 3.000 ovos (GUIMARAES et al., 2011; FURLONG & PRATA,
2005). Alguns autores demonstraram que a capacidade das fémeas produzirem ovos esta
diretamente relacionada com o peso da fémea (BORGES et al., 2001); uma vez que carrapatos
mais pesados ingeriram maior quantidade de sangue, pois possuem maior reserva de
nutrientes para ser convertida (SANTOS & FURLONG, 2002). O peso da massa de ovos
produzida por uma fémea equivale a cerca de 50% do seu peso antes de iniciar a postura. O
periodo de postura e a quantidade de ovos produzidos por dia sdo influenciadas diretamente
pela temperatura, mas ndo pela umidade (HITCHCOCK, 1955; SNOWBALL, 1957 apud
PEREIRA & LABRUNA, 2008). A quantidade de ovos produzidos pela fémea cresce
diariamente até o quarto dia e apds isso, essa quantidade vai diminuindo continuamente até o
fim da postura, sendo que os ovos dos primeiros e Ultimos dias apresentam menor viabilidade
(PEREIRA & LABRUNA, 2008).

Mesmo ap06s o inicio de oviposigdo, as fémeas ainda podem se deslocar em pequenas
distancias, procurando novos sitios com microclimas mais adequados, para entéo,
continuarem a fazer a postura, sendo que as fémeas se deslocam mais durante o inverno e
durante o dia, ndo sendo observado deslocamento durante a noite (CHAGAS et al., 2001;
BROVINI et al., 2003). As fémeas praticamente ndo se movem em temperaturas a baixo de
15°C e em umidades superiores a 95% e dentro de cada estacédo (verdo e inverno) e possivel
observar aumento no deslocamento a medida que a temperatura aumenta e a umidade diminui.
A incidéncia de raios solares também parece esta correlacionada com as distancias percorridas
pelas fémeas, uma vez que em dias com sol as fémeas se deslocaram mais do que em dias
nublados com a mesma temperatura. Tais fatos evidenciam que os deslocamentos das fémeas



esta relacionado com a busca de um microclima com condi¢Ges adequadas de temperatura e
umidade para dar continuidade ao processo de oviposi¢do (CHAGAS et al., 2001).

Os ovos sdo o estagio de desenvolvimento de ixodideos mais susceptivel a dessecacédo
(PEREIRA & LABRUNA, 2008), sendo que eles s6 completam seu desenvolvimento em
ambientes com umidade ao redor de 80% (LABRUNA, 2008b). A temperatura também esta
relacionada com o periodo de incubacdo e a viabilidade dos ovos (PEREIRA & LABRUNA,
2008). Desses ovos eclodem as larvas que permanecem inativas no solo proximo as cascas
dos ovos nos primeiros dois ou trés dias, onde encontram maior protecdo contra os fatores
abioticos devido a cobertura vegetal. Esse periodo é necessario para 0 enrijecimento da
cuticula que logo apo6s a eclosdo é transltcida durante os primeiros dias e apds a exposicao ao
ar, assume coloracdo marrom-avermelhada (FURLONG & PRATA, 2005; PEREIRA &
LABRUNA, 2008). Passado esses dias, devido ao geotropismo negativo e ao fototropismo
positivo, as larvas sobem na vegetacédo e se agrupam na ponta do capim. Esse comportamento
serve como forma de protecdo contra a perda de &gua para 0 ambiente e protecdo contra a
incidéncia direta de radiacdo solar (GUIMARAES et al., 2001). As larvas podem ficar em
jejum por meses na pastagem até encontrar um hospedeiro adequado (GUIMARAES et al.,
2001).

E importante mencionar que a fase ndo parasitaria de R. microplus também ja foi
amplamente estudada em condi¢bes de laboratério. Em temperatura de 27°C e umidade
superior a 80%, os periodos de pré-postura, postura e incubacdo duram cerca de trés, 15 e 25
dias, respectivamente. A massa de ovos produzida por essas fémeas equivale em média a 50%
do peso da fémea ingurgitada antes da postura e cerca 95% dos ovos produzidos sdo vidveis
(GUIMARAES, et al., 2001). A biologia dos pardmetros reprodutivos sobre condices
controladas sdo de fundamental importancia, uma vez que nos testes de produtos
carrapaticidas (quimicos organossintéticos e biossintéticos e bioldgicos), sobre fémeas
ingurgitadas, a eficiéncia dos tratamentos é medida através do grau de interferéncia sobre
esses parametros. Tal fato é recomendado pela FAO e pelo Ministério de Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 1990; FAO, 2004).

Como mencionado anteriormente, o tempo de duracdo da fase ndo parasitaria esta
diretamente relacionado com os fatores climaticos, sendo que muitos autores afirmam que a
temperatura é o fator mais importante na duracdo dessa fase (HITCHCOCK, 1955;
OLIVEIRA, 1974; GONZALES, 1975; SHORT, 1989). Todas essas etapas (periodos de pré-
postura, postura e incubacao dos ovos) sdo retardadas em baixas temperaturas e aceleradas em
altas temperaturas, sendo que valores superiores a 30°C causam morte de fémeas, ovos e
larvas, enquanto valores inferiores a 15°C ocasionam mortes de fémeas e ovos (PEREIRA &
LABRUNA, 2008). Na regido sudeste, a fase ndo parasitaria (queda da fémea e subida da
larva infesta no bovino) se completa em torno de 40 a 50 dias na primavera e verdo e 70 a 120
dias no outono e inverno (LABRUNA, 2008b). Cabe destacar também que de forma geral,
95% dos carrapatos de uma populacéo estdo no ambiente e apenas 5% estdo sobre os animais
(FURLONG & PRATA, 2005). Assim, é possivel observar que durante o seu ciclo de vida,
R. microplus passa mais tempo no ambiente do que sobre 0 bovino e que existem muito mais
carrapatos no ambiente do que sobre o animal.

Durante todo esse periodo em que os carrapatos estdo no ambiente, eles passam a fazer
parte de uma cadeia trofica dentro da comunidade estabelecida na pastagem e todas as fases
de desenvolvimento (fémea ingurgitada, ovo e larva) sdo acometidas por diferentes
predadores, parasitoides, parasitos e patdgenos que utilizam os carrapatos como fonte de
recursos energéticos, principalmente as fémeas ingurgitada por serem um estagio altamente
vulneravel e por apresentarem grande valor nutricional (BROVINI et al., 2003).

No ambiente, os carrapatos podem ser predados por uma série de outros artropodes
como é&caros, aranhas, hemipteros, himendpteros da familia Formicidae, coledpteros,
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lepidopteros e derméapteros (SAMISH & REHACEK, 1999). Rocha et al. (1983b) observaram
que fémeas ingurgitadas de R. microplus foram predadas pelas aranhas Phoneutra nigriventer
(Keyserling, 1891) (Araneae: Ctenidae) e Lycosa erythognata Lucas, 1836 (Araneae:
Lycosidae). Também existem registro de fémeas ingurgitadas e ovos de R. microplus sendo
predados pelas formigas Solenopsis saevissima (Smith, 1855) (Hymenoptera: Formicidae),
Camponolus rengeri Emery, 1894 (Hymenoptera: Formicidae), Ectatomma quadridens
Fabricius, 1793 (Hymenoptera: Formicidae), Pachycondyla striata Smith, 1858
(Hymenoptera: Formicidae) (ROCHA et al., 1983a; FALCE & HAMANN, 1991; CHAGAS
et al., 2002), por coledpteros da familia Lampyridae e por tesourinha da familia Forficulidae
(BROVINI et al., 2003).

Além de invertebrados, os carrapatos podem ser predados por uma serie de
vertebrados como anfibios, répteis, aves e mamiferos (SAMISH & REHACEK, 1999).
Existem registros de sapos consumido fémeas ingurgitadas e larvas de R. microplus
(FALEIROS et al., 1983) e registros de Rhinella schneideri (Werner, 1894) (Anura:
Bufonidae) sendo capturados com a utilizacdo armadilhas contendo fémeas ingurgitadas e
larvas de R. microplus (VERISSIMO et al., 1985). Aves sdo conhecidas como os principais
predadores de carrapatos, sendo registradas mais de 50 espécies que possuem esse habito
alimentar. No entanto, na maioria das vezes, as aves consomem 0S carrapatos que se
encontram na fase parasitaria (SAMISH, 2000), retirando os individuos fixados no
hospedeiro. No entanto, algumas espécies como Numida meleagris (Linnaeus, 1758)
(Galliformes: Numididae) consomem as fémeas ingurgitadas fixadas no bovino e também as
que ja estdo no solo. Mamiferos da ordem Rodentia como Rattus rattus Linnaeus, 1758
(Rodentia: Muridae) e Mus musculus (Linnaeus, 1758) (Rodentia: Muridae)também foram
observados predando fémeas ingurgitadas de R. microplus no campo e em estabulos
(FALEIROS et al., 1983; ROCHA, 1984).

Os carrapatos presentes no ambiente também séo utilizados como fonte de nutrientes
por parasitoides das ordens Diptera e Hymenoptera (familia Vespidae, género Ixodiphagus)
(SAMISH et al., 2008) e como exemplo de parasitoide associado ao carrapato dos bovinos
podemos citar a mosca Megaselia scalaris Loew, 1866 (Diptera: Foridae). As larvas desse
diptero se desenvolvem no interior das fémeas ingurgitadas de R. microplus, consumido todo
0 corpo do carrapato (MIRANDA-MIRANDA et al., 2011).

Além de predadores e parasitoides, 0s carrapatos no ambiente também podem entrar
em contato com uma série microrganismos que possuem patogenicidade para os diferentes
estagios de desenvolvimento da fase ndo parasitaria como bactérias, fungos e nematoides
(SAMISH et al., 2008). Entre esses patdgenos de carrapatos, os fungos sdo os mais bem
estudados e apontados como mais promissores para serem utilizados no controle de ixodideos.
Muitos isolados apresentaram patogenicidade para ovos, larvas e fémeas ingurgitadas de R.
microplus (FERNANDES & BITTENCOURT, 2008). Embora os fungos tenham sido
apontados como organismos de maior potencial para o controle biolégico de carrapatos, 0s
nematoides entomopatogénicos das familias Steinernematidae e Heterorhabditidae também
sdo apontados como promissores agentes para esse fim (SAMISH et al., 2008), pois as fémeas
ingurgitadas de R. microplus sdo altamente suscetiveis a infec¢cdo por esses nematoides
(MONTEIRO et al., 2010a; SILVA et al., 2012).

2.5 Nematoides entomopatogénicos — aspectos relacionados a biologia e ecologia

Existem inGmeros relatos na literatura que demonstram o potencial de nematoides
entomopatogénicos para o controle de diferentes pragas, principalmente no controle de
organismos que tenham pelo menos um estagio de desenvolvimento no solo e que esse estagio
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seja suscetivel a infeccdo por NEPs (DOLINSKI, 2006, DOLINSKI & MOINO JR, 2006). A
producdo de nematoides em escala industrial ja e feita por empresas no EUA, Canada,
Australia, Suica, Republica Tcheca, Italia, Reino Unido, Suécia, Alemanha, Holanda, Cuba,
Japdo e Israel. Recentemente no Brasil, a empresa Biocontrole comegou a produzir e
comercializar um produto a base de NEPs formulados em esponjas de poliuretano para o
controle do bicudo da cana-de-aglcar, Sphenophorus levis Laurie 1978 (Coleoptera
Curculionidae) (MONTEIRO & PRATA, 2013).

Esses nematoides pertencem a ordem Rhabditida (Nematoda, Secernetea), na qual
estdo classificadas as familias em Steinernematidae Chitwood & Chitwood, 1937 e
Heterorhabditidae POINAR, 1976. A primeira e composta pelos géneros Steinernema
Travassos, 1927 (61 espécies) e Neosteinernema Nguyen & Smart, 1994 (uma espécie), e a
segunda pelo genero Heterorhabditis Poinar, 1976 (13 espécies) (NGUYEN, 2009).

NEPs do genero Steinernema e Heterorhabditis sdo associados com bactérias
simbiontes dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus respectivamente (GEORGIS &
MANWEILER, 1994; BURNELL & STOCK, 2000). Tais nematoides atuam como veiculos
para essas bacterias, que sdo 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 estagio (J3),
0s quais carregam bactérias mutualisticas especificas nos seus intestinos. Os JIs buscam e
localizam seus hospedeiros pelos produtos de excrecdo, niveis de CO2 e gradientes de
temperatura, e ao localizarem, penetram através das aberturas naturais (boca, anus e
espiraculos) e migram para hemocele. No entanto, os juvenis infectantes de Heterorhabditis
sp. podem penetrar também diretamente pelo tegumento por meio de uma projecdo da
cuticula denominada dente quitinoso presente na parte frontal (KAYA & GAUGLER, 1993;
DOLINSKI & MOINO-JR, 2006).

Uma vez dentro do hemocele do hospedeiro os juvenis liberam as bactérias que se
propagam, multiplicam e por meio de suas toxinas matam o inseto (FERRAZ, 1998; HAZIR
et al., 2003) e na sequéncia, os Jls ingerem tecidos decompostos e as bactérias no interior do
hospedeiro. As bactérias também produzem substancias que inibe o desenvolvimento de
outros microrganismos no hospedeiro colonizado. Os adultos irdo reproduzir e dar origem a
proxima geracdo. Estes nematoides podem completar de duas a trés geracfes dentro do inseto,
isto vai depender do tamanho do hospedeiro e da disponibilidade de alimento no interior do
cadaver. Quando os nutrientes sdo exauridos, JIs (=J3) retém as bactérias e deixam o cadaver,
para no ambiente, buscar um novo hospedeiro (FERRAZ, 1998; GREWAL et al., 2003,
DOLINSKI, 2006).

Existem diferentes tipos de comportamento com relagéo a busca do hospedeiro, assim,
0Ss nematoides entomopatogénicos podem ser divididos em trés categorias: (1) cruzador, que
busca ativamente seu hospedeiro movimentando-se no ambiente, apresentando curtas pausas
para escaneamento; (2) emboscador, que se locomove pouco no ambiente e apresenta maior
tempo de escaneamento, exibindo ainda o comportamento de nictagcdo, onde o nematoide
ergue o corpo ficando apoiado com a extremidade posterior sobre o substrato, movendo
apenas a regido anterior (escaneamento) e na presenca do hospedeiro “salta” em sua direcdo;
(3) nematoides que apresentam um comportamento misto, ora agindo como cruzador e ora
agindo como emboscador (GREWAL et al., 2001; HAZIR et al., 2003; DOLINSKI, 2006).

Os NEPs sdo importantes agentes no controle biologico, sendo capazes de infectar e
matar insetos de diferentes ordens (NEVES, 1999; GREWAL et al., 2001; HAZIR et al.,
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2003; DOLINSKI, 2006). Algumas caracteristicas que os fazem controladores potenciais de
pragas sdo: podem ser produzidos com baixo custo em insetos hospedeiros ou em meios
artificiais; podem ser armazenados; sdo facilmente aplicados no campo por meio de sistemas
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 sdo bem especificos, ndo causando mortalidade indiscriminada (NEVES, 1999;
GREWAL et al., 2001; DOLINSKI & MOINO JR, 2006).

2.6 Breve panorama a respeito das pesquisas com nematoides entomopatogénicos no
Brasil: testes contra diferentes pragas e descricdo de novos isolados

O Brasil tem diferentes historias de sucesso no controle de pragas com virus, bactérias,
fungos e parasitoides, entretanto, a utilizacdo de NEPs no pais ainda € pouco explorada e,
além de escassos, a maioria dos estudos envolvendo esses organismos é recente (GREWAL et
al., 2001). A baixo sdo listadas algumas pesquisas desenvolvidas por pesquisadores no Brasil,
avaliando o potencial de NEPs contra diferentes insetos.

Leite et al. (2003) testaram cinco isolados nativos de NEPs visando o controle de
ninfas da cigarrinha das pastagens Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera,
Cercopidae), e relataram que Steinernema glaseri (Steiner, 1929) (Rhabditida,
Steinernematidae) e Heterorhabditis sp. foram as espécies mais patogénicas causando
mortalidade de 84% apds cinco dias de infeccao.

A patogenicidade de NEPs sobre ovos e larvas de Migdolus fryanus (Westwood, 1863)
(Coleoptera: Vesperidae) foi investigada por Machado et al. (2005), e os resultados obtidos
demonstram que Heterorhabditis indica Poinar et al., 1992 (Rhabditida, Heterorhabditidae) e
S. glaseri causaram pequena mortalidade a ovos e alta mortalidade a larvas recém-eclodidas e
em estagio final de desenvolvimento.

Em casa de vegetacdo, Bussola et al. (2004) utilizaram duas concentracées (5,7 e 22,6
Jis/cm2) 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 concentracao
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 sobre larvas do gorgulho da goiaba, Conotrachelus psidii Marshall, 1922 (Coleoptera:
Curculionidae), Del Valle et al. (2005) testaram dois isolados desta espécie, e observaram
melhor eficiéncia da linhagem selecionada para tolerdncia em elevadas temperatura,
demonstrando que linhagens com maior tolerancia a temperaturas elevadas podem ser mais
eficientes.

Em estudo conduzido por Alves et al. (2005), foram testadas duas espécies de NEPs
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 estagio de
larva foi mais susceptivel do que adultos desta espécie. Resultado similar foi obtido por Costa
et al. (2007), que observou melhor eficiéncia de Steinernema carpocapsae Weiser, 1955
(Rhabditidae: Heterorhabditidae) 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
gue para este inseto, individuos do género Steinernema, em geral, foram mais virulentos do
que NEPs do género Heterorhabditis. Estudo sobre o controle de S. levis com a utilizacdo de
NEPs foi conduzido por Tavares et al. (2007), e os dados alcangados demonstram que H.
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indica IBCB-n5 e Steinernema sp. IBCB-n6 nas dosagens de 60 Jis/cm? causaram
mortalidade em laboratdrio de 95 e 42% e 85 e 73% em casa de vegetacao.

Ainda no Brasil, em parceria com uma cooperativa de produtores de Goiaba,
pesquisadores da Universidade Federal do Norte Fluminense tém desenvolvido um importante
trabalho, fundamentado na aplicacdo dos NEPs associados a tortas de Neem, que tem
reduzido significativamente a populagéo de C. psidii, fazendo o controle eficiente da praga,
além de reduzir os custos de producdo em 40% (DOLISNKI et al., 2012).

Com o crescente aumento no interesse da utilizacdo de NEPs no controle de diferentes
pragas, algumas consideracdes devem ser feitas a respeito do perigo da introducdo de espécies
(DOLINSKI & MOINO-JR, 2006). Nos EUA Steinernema feltie (Felipjev, 1934)
(Rhabditida: Heterorhabditidae) foi introduzida e multiplicada sem critério, o que resultou na
critica de diferentes pesquisadores e posteriormente na proposicdo e elaboracdo de um guia
para introducdo de NEPs, e que mais tarde resultou em uma legislacdo sobre introducéo de
espécies exdticas de NEPs (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 e de poucos riscos
ao ambiente, recomendando que estes nematoides ndo precisam de registro para sua
introducdo, pois representam menos risco do que pesticidas (RICHARDSON, 1996;
DOLINSKI & MOINO-JR, 2006).

Segundo Dolinski & Moino-Jr, (2006) existe um grande potencial na utilizacdo de
NEPs como agentes de controle, e a utilizacdo de espécies nativas deve ser prioridade por ja
estarem adaptados as condices climatolégicas e a entomofauna local, e a utilizacdo de
espécies exdticas deve ser realizada, em Gltimo caso, respeitando-se as condi¢des impostas na
legislacdo. Neste raciocinio, estudos tém sido conduzidos nos 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 atraves do desenvolvimento de produtos comerciais. Andald
et al. (2006) coletaram amostras de solo no estado do Amazonas e descreveram uma nova
espécie de nematoide classificada como Heterorhabditis amazonensis Andal6 et al., 2006,
(Rhabditida: Heterorhabditidae). Por meio de coleta de amostras de solo no estado de
Rondb6nia, Dolinski et al. (2008) identificaram novos isolados de NEPs das espécies H. indica
e Heterorhabditis baujardi Phan et al. 2003 (Rhabditida: Heterorhabditidae), e entre esses
estavam os isolados LPP1 e LPP7. Novas linhagens de Heterorhabditis sp. e 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. Recentemente, um
novo isolado de Heterorhabditis bacteriophora (Poinar, 1975) (Rhabditida:
Heterorhabditidae), denominado como LPP30 foi obtido através de amostras de solo
proveniente de uma localidade do municipio de Campos dos Goytacazes (MINAS, 2011).

2.7 Fatores abidticos e biodticos que interferem na a atividade de nematoides
entomopatogénicos

A compreensdo das interacOes ecologicas dos Jls dentro do ecossistema € de
fundamental importancia para obtencdo de sucesso com utilizacdo de NEPs no controle
biologico de pragas (LEWIS et al., 2006; SHAPIRO-ILAN et al., 2012). A eficacia de NEPs a
campo pode ser influenciada por diferentes fatores abidticos como temperatura, umidade
relativa, textura e pH do solo e as condi¢des otimas desses fatores variam de acordo com a
espécie e isolado. A incidéncia de radiagdo ultravioleta e presenca de produtos quimicos no
ambiente também sdo variaveis abidticas que podem reduzir a eficiéncia de NEPs no campo.
Além dos fatores abioticos citados anteriormente, no ambiente, a eficacia dos NEPs também

12



vai ser influenciada por fatores bidticos como grau de viruléncia, capacidade de localizar o
hospedeiro alvo e presenca de patogenos, predadores e outros entomopatégenos que
competem pelos mesmos recursos (SHAPIRO-ILAN et al., 2006; SHAPIRO-ILAN et al.,
2012).

Com relacdo a umidade, sabe-se que os NEPs necessitam de filme de agua para se
locomoverem e dispersarem no solo e niveis baixos de umidade faz com que os JIs fiquem
inativos. No entanto, elevadas taxas de umidade também podem restringir a movimentacéo e
reduzir a disponibilidade de oxigénio. Os niveis 6timos de umidade além de variarem de
acordo com espécie e isolado, também variam de acordo com a textura do solo. A utilizacao
de sistemas de irrigacdo favorece a manutencdo de niveis 6timos de umidade (GRIFFIN et al.,
2005; SHAPIRO et al., 2006; ROHDE et al., 2010).

O limiar de temperatura no qual uma espécie de nematoide pode sobreviver, infectar e
reproduzir geralmente esta proxima das condicdes climaticas do local de origem da espécie
(MOLYNEUX, 1986). Algumas espécies tem distribuicdo geografica restrita a regides de
clima temperado, assim, seu melhor desempenho é obtido em temperaturas mais baixas
(HAZIR et al., 2003; SHAPIRO-ILAN, 2006) enquanto algumas espécies possuem
distribuicdo limitada a areas de clima tropical, sendo mais efetivas em temperaturas mais
elevadas. Por dltimo, existem algumas espécies que apresentam ampla distribuicdo
geografica, estando adaptadas a maiores variacdes de temperatura (GREWAL et al., 1994;
HOMINICK, 2002; ROHDE et al., 2010).

A textura do solo também apresenta importante papel na mobilidade e sobrevivéncia
dos NEPs (KAYA, 1990; BARBERCHECK 1992), sendo relatado que substratos com
predominio de fracdo de areia geralmente sdo favoraveis para locomocdo e sobrevivéncia da
maioria das espécies (SHAPIRO-ILAN et al., 2006). Tal caracteristica fornece maiores taxas
de oxigénio e possibilita maior dispersdao dos sinais volateis emitidos por artropodes
hospedeiros, facilitando que esses sejam localizados pelos JIs. Entretanto, maiores
quantidades de argila diminuem a porosidade do solo, limitando a locomog&o dos Jls, além de
reduzir a disponibilidade de oxigénio (KAYA, 1990, BARBECHECK & KAYA, 1991,
DOLISNKI et al., 2010). O pH também pode ser um fator limitante (SHAPIRO-ILAN et al.,
2006). Estudos apontam que valores entre 4 e 8 ndo tem efeito prejudicial para a maioria das
espécies, enquanto taxas acima de 10 sdo apontadas como prejudiciais (KUNG et al., 1990).

A incidéncia de radiacdo ultravioleta é um fator prejudicial aos nematoides, podendo
causar a morte dos Jls. A aplicacdo dos NEPs ao entardecer ou nas primeiras horas da manhéa
sdo estratégias que podem minimizar esse efeito, evitando que os JIs fiquem expostos a
radiacdo solar nos horarios mais criticos (GAUGLER & BOUSH, 1978; SHAPIRO et al.,
2006).

Fertilizantes e pesticidas podem apresentar efeitos positivos, neutros ou negativos
sobre NEPs. A maioria dos fertilizantes ndo afeta os JIs quando sdo aplicados de acordo com
as recomendacdes do fabricante, no entanto, a utilizacdo de esterco fresco e uréia podem ser
prejudiciais, reduzindo a infectividade dos Jls, podendo até ocasionar a morte . Com relacdo
ao efeito dos pesticidas sobre NEPs, tem sido verificada compatibilidade na maioria dos
estudos. Entretanto, determinadas substancias podem ser altamente toxicos para os JIs e 0
contato com essas substancias pode causar a morte ou afetar a infectividade. Assim, para cada
sistema de producdo no qual se pretende utilizar os NEPs, torna-se importante avaliar a
compatibilidade dos isolados mais virulentos para determinado praga com os produtos
guimicos utilizados no manejo desse sistema (ALVES et al., 1998; GREWAL et al., 2001;
KOPPENHOFER & GREWAL, 2005).

Entre os fatores bidticos que interferem na eficacia de NEPs, o principal € o grau de
viruléncia, sendo que cada espécie ou isolado de nematoide apresenta maior competéncia para
infectar determinados artrpodes. Tal aspecto evidencia a importdncia da realizagdo de
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estudos prévios em laboratorio para selecdo dos isolados mais virulentos para o artropode que
se pretende controlar. A eficacia de NEPs também pode ser afetada pelo comportamento do
hospedeiro. Espécies com comportamento “cruiser” sao mais indicadas para o controle para
artrépodes que pouco se locomovem, enquanto espécies “ambusher” sdo mais afetivas contra
artropodes mais ativos no solo (SHAPIRO et al., 2006).

No solo os JlIs também podem ser infectados ou predados por uma série de organismos
como bactérias, protozoarios, fungos, acaros e outros nematoides e a presenca desses
organismos pode afetar a utilizagdo dos NEPs. A competi¢do por recursos entre NEPs com
outros entomopatdgenos como bactérias e fungos também pode afetar a infectividade dos Jls
(SHAPIRO et al., 2006).

2.8 Aplicacao de nematoides entomopatogénicos em formulacéo inseto cadaver

Nematdides entomopatogénicos comumente sdo estocados em suspensdes aquosas e
geralmente aplicados com a utilizacdo de aspersores ou por sistemas de irrigacdo. Esses
métodos requerem equipamentos adequados e médo de obra especializada para manuseio e tais
fatores podem limitar a utilizagdo de NEPs por pequenos produtores rurais (DEL VALLE,
2008). A aplicacdo de NEPs no ambiente também pode ser feita através de formulacdo em
inseto cadaver. Nessa metodologia, lagartas de Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)
(Lepdoptera: Pyralidae) sdo infectadas com nematoides e liberadas no campo. Apds alguns
dias, os JIs comecam a emergir do cadaver e no solo, irdo buscar novos hospedeiros, fazendo
assim o controle da praga alvo (SHAPIRO et al., 2001; DOLINSKI, 2006; DEL VALLE,
2008). A implementacdo desta tecnologia é simples e envolve baixo custo, podendo ser
utilizada por produtores de diferentes realidades (DEL VALLE et al., 2008), uma vez que a
aplicacdo por esse método Del VALLE, 2008).

Cabe destacar que a aplicacdo de NEPs com a formulacdo de inseto cadaver possui
aspectos positivos quando comparada a outras formas de aplicacdes em campo. Shapiro &
Glazer (1996) demonstraram que JIs de S. carpocapsae e H. bacteriophora emergidos de
insetos-cadaveres apresentam maior habilidade dispersiva quando comparados a Jls
provenientes de suspensdes aquosas. A melhor capacidade dispersiva acarreta incremento na
procura de novos hospedeiros e tal fato pode contribuir para eficdcia dos NEPs. Os Jls
emergidos de cadaveres infectados também tem demonstrado maior capacidade de infectar o
hospedeiro e maior longevidade no solo quando comparados com JIs provenientes de
aplicacdo em suspensdo aquosa (SHAPIRO-ILAN et al., 2003), fazendo que os JlIs
apresentem maior viruléncia e persistam por mais tempo no ambiente, aumentado as chance
de sucesso com a utilizacdo de NEPs para o controle de pragas. Esse método de aplicagdo tem
apresentado bons resultados em testes em casa de vegetacdo e em campo contra diferentes
insetos (BRUCK, 2000; DEL VALLE et al. 2008a; ANSARI et al., 2009; SHAPIRO et al.,
2010).

No Brasil, Del Valle et al. (2008a) demonstraram a aplicacdo de H. baujardi LPP7
formulado em lagartas de G. mellonella reduziram o ndmero de individuos do gorgulho da
goiaba, C. psidii. Ainda nesse estudo, os autores verificaram que os JIs proveniente dessa
aplicacdo persistiram por até seis semanas no campo, mas ap0s esse periodo ocorreu
decréscimo significativo na populacdo desse nematoide. Em outro trabalho, Del Valle et al.
(2008) verificaram que JIs de H. baujardi LPP7 dispersaram por até 90 cm do local de
aplicacdo em formulacéo inseto cadaver.

Todos os resultados obtidos com H. baujardi LPP7 em casa de vegetagéo e a campo
nos resultados citados anteriormente serviram de base para o inicio de uma iniciativa
conduzida por pesquisadores da UENF e produtores de goiaba de uma cooperativa no
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municipio de Cachoeira de Macacu, RJ. Nessa localidade, H. baujardi LPP7 vem sendo
aplicado por pulverizacdo e por formulagdo inseto cadaver e os resultados obtidos foram
amplamente favoraveis, sendo constatada reducdo na densidade populacional da praga, além
de reducéo no custo de producdo e aumento na produtividade (DOLISNKI et al., 2012).

Um problema enfrentado com esse tipo de formulacgdo seria a ruptura ou adeséo dos
cadaveres durante a producdo, estocagem e manuseio, causando danos que comprometeriam
esse tipo de utilizacdo (DEL VALLE, 2008; SHAPIRO et al., 2010). Nos EUA, tem-se
priorizado utilizar larvas de Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758) (Coleoptera: Tenebrionidae),
que apresentam cuticula mais rigida do que lagartas de G. mellonella, facilitando a
preservacao da integridade do cadaver (SHAPIRO et al., 2008). Para superar essa dificuldade,
também tém sido desenvolvidos estudos para avaliar o efeito de cobertura dos cadaveres com
uma série de substancias como argila, gluten, lignina e amido, talco, calcareo e capsulas
gelatinosas. O resultado obtidos tem demonstrado que algumas dessas coberturas minimizam
0s problemas de rupturas e adesdo dos cadaveres, sem atrapalhar a viabilidade dos Jls, sendo
indicadas como importante iniciativa para obtencéo de sucesso com esse método de aplicacédo
(SHAPIRO et al., 2001; DEL VALLE et al., 2009; ANSARI et al., 2009). Ainda sobre esse
problema, nos EUA foi desenvolvida uma maquina para o envelopamento de cadaveres com
fita adesiva, permitindo uma producdo em maior escala. Foi verificado que essa fita além de
preservar o cadaver, ndo interferiu na eficiéncia do método, sendo obtidos bons resultados de
controle com a aplicacdo de NEPs produzidos com essa formulagdo contra os coledpteros
Diaprepes abbreviatus Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Curculionidae) e Aethina tumida Muray,
1867 (Coleoptera: Nitidulidae) (SHAPIRO et al., 2010).

A remocao dos cadaveres do local de aplicacdo feito por diferentes artropodes também
é um problema nesse tipo de abordagem. Del Valle (2008) verificou que formigas retiravam
os cadaveres de G. mellonella infectados com H. baujardi LPP7 do local de aplicagéo.
Entretanto, foi verificado que cadaveres aplicados no interior de capsulas gelatinosas reduzem
significativamente esse problema (DEL VALLE et al., 2009).

2.9 Controle biolégico de Rhipicephalus microplus com a utilizacdo de nematodides
entomopatogénicos: conquistas e desafios

Nematoides entomopatogénicos sdo importantes agentes no controle de diferentes
pragas (DOLISNKI, 2006; GREWAL et a., 2001). A partir da década de 1990 a utilizacéo
destes nematoides também vem despertando o interesse de acarologistas que buscam formas
alternativas de controle de carrapatos (SAMISH et al., 2008). O primeiro trabalho nesta linha
foi publicado em 1991, tendo sido verificado que fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
annulatus (Say, 1821) (Acari: Ixodidae) foram susceptiveis a infeccdes por NEPs (SAMISH
& GLAZER, 1991). Em publicacdo no ano seguinte, 0s mesmos autores observaram que
diferentes concentragcOes de S. carpocapsae causaram pequenas reducdes na massa de ovos
desse ixodideo (SAMISH & GLAZER, 1992).

Até 0 momento sabe-se que aproximadamente dezesseis espécies de ixodideos e trés
de argasideos sdo susceptiveis a infecgdes por NEPs (SAMISH et al., 2008; MONTEIRO et
al., 2014, YANG et al., 2013), sendo que as fémeas ingurgitadas sdo mais vulneraveis a
infeccdo seguido pelos adultos ndo ingurgitados. As ninfas sdo pouco susceptiveis, enquanto
0s demais estagios sdo altamente resistentes (SAMISH & GLAZER, 2001; SAMISH et al.,
2008; CARDOSO et al., 2013). A concentracdo de Jls necessaria para matar 50 e 90% de
carrapatos em testes em laboratdrio é similar as concentragdes necessérias para 0 mesmo fim,
sobre insetos, entretanto, o tempo letal para carrapatos € maior (SAMISH et al., 2008). Em
geral, estudos também tém demonstrado que os NEPs sdo mais eficazes contra carrapatos em
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temperaturas entre 25 e 28°C, mas algumas espécies de NEPS apresentam maior plasticidade
(18-34°C) (SAMISH et al., 2008).

Com relacdo ao carrapato dos bovinos, o primeiro trabalho foi realizado em 1993,
quando pesquisadores avaliaram a patogenicidade de 17 isolados de NEPs para R. microplus,
R. annulatus e Amblyomma variegatum (Fabricius, 1974) (Acari: Ixodidae) e verificaram que
apenas a segunda espécie foi susceptivel a infeccdo por NEPs, enquanto as outras foram
classificadas como resistentes (MAULEON et al., 1993). Essa verdade cientifica permaneceu
por uma década, até que em 2004 foi publicado o primeiro estudo que demonstrou que fémeas
ingurgitadas de R. microplus sdo suscetiveis a infeccdo por NEPs (VASCONCELOS et al.,
2004). A partir dessa publicacdo, novos estudos foram conduzidos com intuito de selecionar
os isolados de NEPs mais virulentos para o carrapato dos bovinos e até o momento, 11
isolados foram testados, sendo cinco do género Steinernema e seis do género Heterorhabditis
(Tabela 1) (MONTEIRO & PRATA, 2013).

Tabela 1. Isolados de nematoides entomopatogénicos testados contra Rhipicephalus
microplus.

Isolados testados Publicacbes

Steinernema glaseri Santa Rosa (VASCONCELOS et al., 2004)
Steinernema glaseri CCA (CARVALHO et al., 2010)
Steinernema carpocapsae ALL (FREITAS-RIBEIRO et al., 2005)
Steinernema carpocapsae Santa Rosa (FREITAS-RIBEIRO et al., 2005)
Steinernema diaprepesi (MOLINA-OCHOA et al., 2009)
Heterorhabditis bacteriophora CCA (VASCONCELOS et al., 2004)
Heterorhabditis bacteriophora HP88 (MONTEIRO et al., 2010a)
Heterorhabditis amazonensis RSC-5 (MONTEIRO et al., 2010b)
Heterorhabditis indica LPP1 (SILVA et al., 2012)
Heterorhabditis indica LPP4 (MACHADO, 2008)
Heterorhabditis baujardi LPP7 (MACHADO, 2008)

Fonte: MONTEIRO & PRATA (2013).

Os resultados obtidos revelam que 0s nematoides do género Heterorhabditis sdo mais
virulentos para R. microplus (MONTEIRO & PRATA, 2013), fato também verificado em
relacdo a susceptibilidade de outras espécies de carrapatos (MAULEON et al., 1993; EL-
SADAWY & HABEEB, 1998; HILL, 1998; HASSANAIN et al., 1999; GLAZER et al.,
2001; ALEKSEEV et al., 2006). No entanto, mesmo entre os nematoides desse género, existe
ainda grande variag&o entre a viruléncia de acordo com o isolado utilizado. Dentre as espécies
de Heterorhabditis testadas em laboratério, H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 foram
as mais virulentas, uma vez que a concentracdo de 75 Jls/fémea ingurgitada resultou em
percentual de controle superior a 90%, em contraste com necessidades de concentragdes bem

16



mais elevadas de outros isolados para efeito semelhante. Em alguns casos nem as maiores
concentragbes de certos isolados resultaram em taxas de eficacia superiores a 90%
(MONTEIRO et al., 2010a; SILVA et al., 2012; MONTEIRO & PRATA, 2013).

Embora NEPs do género Heterorhabditis tenham sido apontados como 0s mais
virulentos para carrapatos, ainda ndo foram bem esclarecidos os aspectos relacionados com
esse melhor desempenho. Entretanto, pode-se inferir que as bactérias do género Photorhabdus
sejam mais virulentas para esses artropodes (MONTEIRO & PRATA, 2013), uma vez que 0S
JIs geralmente morrem logo apds a penetragdo, estando & morte das fémeas relacionada com a
acao das bactérias liberadas na hemocele (MAULEON et al., 1993; HILL, 1998; KOCAN et
al., 1998; HASSANAIN et al., 1999; SAMISH et al., 2008).

A possibilidade de penetracdo ativa devido a presenca de uma projecdo da cuticula
denominada como “dente” na extremidade anterior dos Jls infectantes do género
Heterorhabditis (DOLINSKI & MOINO-JR, 2006) também pode estar relacionada com a
maior viruléncia, uma vez que esse processo de penetracdo causa lesdes, fato que poderia
acelerar a morte da fémea (MONTEIRO et al., 2010a; MONTEIRO & PRATA, 2013). Em
trabalhos utilizando os nematoides H. bacteriophora, isolados HP88 e CCA e H. indica LPP1,
foi relatado que as fémeas infectadas apresentavam lesdes e extravazamento de sangue e
hemolinfa em diferentes regides do tegumento (VASCONCELOS et al., 2004; MONTEIRO
etal., 2010a; SILVA et al., 2012).

Além de causar mortalidade, a infeccdo por NEPs também causa alteracGes nos
parametros biolégicos das fémeas ingurgitadas, causando reducdo do periodo de
sobrevivéncia e como consequéncia, diminui¢do do periodo de postura e quantidade de ovos
produzidos (FREITA-RIBEIRO et al., 2005; MONTEIRO et al., 2010a; MONTEIRO et al.,
2010b). Outro aspecto observado é que as fémeas infectadas produzem ovos inférteis (Tabela
2) (Figura 6), fato que pode ser ocasionado pela acdo deletéria dos nematoides nos processos
de oviposicdo e/ou embrionamento, interferindo nas etapas de odcitos, fertilizacdo e
impermeabilizacdo dos ovos pelo 6rgdo de Gené (MACHADO, 2008; MONTEIRO et al.,
2010; SILVA et al., 2012).

Assim como existe variacdo de viruléncia entre os diferentes isolados de NEPSs,
também € possivel observar diferencas entre o periodo necessario para que os JIs penetrem
nas fémeas ingurgitadas. A exposicdo de fémeas ingurgitadas de R. microplus ao nematoide S.
glaseri CCA por 2h resultou em percentual de controle de 65%, chegando a 78 e 99% apds 6h
e 24h, respectivamente (CARVALHO et al., 2010). Para H. bacteriophora HP88, a exposi¢édo
das fémeas por 3h, 6h e 24h resultaram em percentuais de controle de 2%, 12% e 82%,
alcancando a taxa de 100% apenas no periodo de 48h (MONTEIRO et al., 2012),
demonstrando que S. glaseri CCA possui maior habilidade em localizar e penetrar nas fémeas
ingurgitadas, fazendo isso em um menor intervalo de tempo (MONTEIRO & PRATA, 2013).
Essa penetracdo pode ocorrer por diferentes vias. Pesquisas apontaram que a principal via de
penetracdo de NEPs em R. annulatus é o poro anal e poro genital (SAMISH et al., 2008). Para
R. microplus, foi observada penetracdo através do espirdculo (MACHADO, 2008;
MONTEIRO et al.,, 2012), além da penetracdo direta pelo rompimento da cuticula
(MONTEIRO et al., 2010a).

Em laboratério, diferentes isolados de NEPs foram altamente virulentos para R.
microplus (FREITAS-RIBEIRO et al., 2005; CARVALHO et al., 2010; MONTEIRO et al.,
2010a; SILVA et al., 2012), entretanto, o primeiro estudo in vivo com aplicacdo de suspensao
aquosa de S. glaseri CCA e H. baujardi LPP7 sobre bovinos infestados em teste de estabulo
ndo surtiu nenhum efeito. Fatores abidticos como incidéncia de luz solar e temperatura
ambiente, além de caracteristicas quimicas e térmicas dos bovinos podem ter interferido na
eficacia dos NEPs (CARVALHO, 2008). Uma possivel solugdo para os problemas
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mencionados seria o desenvolvimento de formula¢Ges mais elaboradas que fornegcam protecao
aos Jls contra os fatores mencionados anteriormente.

Outra possibilidade de utilizar esses organismos no controle do carrapato dos bovinos
seria direcionar a aplicacdo no solo, uma vez que fémeas ingurgitadas no momento da
oviposicdo buscam no solo ambientes com alta umidade e protegido da radiacdo solar,
caracteristica que também sdo favoraveis a sobrevivéncia dos NEPs (SAMISH et al., 2008;
MONTEIRO & PRATA, 2013). Assim, o método de controle bioldgico nesse ambiente
poderia ser beneficiado através de técnicas de inundacdo (SAMISH et al., 2008). Resultados
obtidos em diferentes estudos que simulam essas condi¢des tem demonstrado que diferentes
espécies de NEPs foram eficazes contra carrapatos e que os fatores como cobertura vegetal do
solo (solo com pastagem e grama) e presenca de sistemas de irrigacdo aumenta a eficacia dos
NEPs. No entanto, alguns fatores também podem interferir na alta eficacia dos NEPs como
solos com elevadas concentracBes de estrume e silte (SAMISH et al., 1998; SAMISH et al.,
1999; ALEKSEEV et al., 2006).

No caso do carrapato dos bovinos que apresenta ampla distribuicdo geografica,
estando presentes em diferentes regiGes do planeta, e cada localidade onde essa espécie esta
inserida pode apresentar caracteristicas variadas de temperatura, umidade, tipo de solo,
precipitacdo, entre outras. Assim, determinados isolados de NEPs podem se mostrar mais
eficazes de acordo com as peculiaridades do local onde sera feita a aplicacdo, sendo
necessario selecionar espécies e isolados de NEPs adequados para cada regido na qual se
pretende fazer o controle de R. microplus (MONTEIRO & PRATA, 2013). Cabe destacar que
plasticidade genética de diferentes isolados também permite que caracteristicas que permitam
maior tolerancia a esses fatores abioticos podem ser selecionados em trabalhos de
melhoramento genético (SAMISH et al., 2008).

Outro desafio a ser levado em consideracdo para utilizacdo de NEPs para o controle de
carrapatos é a forma de aplicacdo na pastagem. Nos Ultimos anos a aplicacdo com a
formulacdo inseto cadaver tem ganhado destaque devido aos bons resultados obtidos com essa
técnica, uma vez que alguns isolados aplicados com essa metodologia apresentam maior
capacidade dispersiva, persisténcia e infectividade.

2.10 Compatibilidade de nematoides entomopatogénicos com produtos fitossanitarios,
fungos entomopatogénicos e produtos de origem vegetal

A utilizacdo de NEPs para o manejo integrado de pragas na agricultura e pecuaria faz
gue esses organismos sejam inseridos em agrossistemas cujo manejo tradicional inclui a
utilizacdo de diferentes produtos quimicos como fertilizantes, herbicidas, fungicidas,
inseticidas e acaricidas (KOPPENHOFER & GREWAL, 2005). Assim, torna-se necessario
que seja feita avaliagdes de compatibilidade dos NEPs com esses produtos para determinar as
melhores épocas e formas de aplicagdo. O uso de produtos quimicos incompativeis pode
interferir na capacidade de reproducédo e infeccdo desses patogenos afetando o controle da
praga alvo (ALVES et al., 1998).

No caso de compatibilidade, a aplicagdo dos NEPs pode ser feita em conjunto com 0s
produtos quimicos, sendo possivel até que esses diferentes agentes possam ser misturados
para preparacao da calda e aplicados com a mesma aparelhagem. No entanto, sendo verificada
incompatibilidade, torna-se necessario que a aplicacdo dos diferentes agentes seja feita em
épocas diferentes de acordo o periodo residual do produto quimico (ALVES et al., 1998;
KOPPENHOFER & GREWAL, 2005).

A compatibilidade pode variar de acordo com espécie de nematoide e principio ativo
do produto quimico, podendo ocorrer variacdo até entre produtos compostos pelo mesmo
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principio ativo, mais que apresentes diferentes inertes e adjuvantes na formulacédo
(KRISHNAYYA & GREWAL, 2002).

Hara & Kaya (1983) observaram diminui¢cdo na movimentacdo e patogenicidade de S.
carpocapsae quando em contato com os organofosforado menvifés, fenamifos e triclorfon.
Rovesti & Deseo (1990) avaliaram a compatibilidade de S. carpocapsae e S. feltie com 77
pesticidas, e observaram que a maioria dos produtos testados foi compativel com os
nematoides.

Alumai & Grewal (2004) testaram oito pesticidas e observaram que estes ndo afetaram
a viabilidade de S. carpocapsae, entretanto, aluminium tris e triclorfon afetaram a
infectividade deste nematoide, enquanto que thiamethoxam e trochlorfon reduziram a
viabilidade de H. bacteriophora e halofenozoide, aluminium tris, trichlorfon e carbaryl
afetaram a patogenicidade. No Brasil estudo conduzido por Andalé et al. (2004) observaram a
compatibilidade de S. glaseri, S. carpocapsae, Steinernema arenarium (Artyukhovsky, 1967)
(Rhabditida: Steinernematidae) e H. bacteriophora com diferentes produtos fitossanitarios
utilizados na cultura do café. Os resultados demonstraram que os herbicidas 2,4-D, acetecolor
e oxifluorfen diminuiram a viabilidade e infectividade dos nematoides testados, e que de
maneira geral S. glaseri foi mais resistente a exposicdo a produtos fitossanitarios do que as
demais espécies.

Negrisoli et al. (2008) avaliaram a compatibilidade de NEPs com diferentes
inseticidas, acaricidas, nematicidas e herbicidas e verificaram que dos 18 produtos testados,
tiofanato metilico e aldicarbe foram incompativeis com S. carpocapsae, enquanto
tiametoxam, tiofanato metilico, aldicarbe foram incompativeis com H. bacteriophora,
reduzindo a viabilidade e infectividade dessas espécies. Ainda destacaram que tiametoxam e
imidaclorido reduziram a viabilidade de S. capocapsae, fato também observado para Jls H.
bacteriophora expostos simazina + ametrina, enquanto o clorpirifés afetou a infectividade
desse segundo nematoide. Os demais produtos foram classificados como compativeis. Esses
autores destacaram que em geral, S. carpocapsae foi menos afetado com a exposi¢cdo aos
produtos quimicos do que H. bacteriophora.

Andal6 et al. (2009) verificaram o efeito da exposicdo de Jls infectantes de H.
amazonensis aos herbicidas composto por clomazona e hexaziona (Ranger®) e Simazine e
Amitrine (Topeze®) reduziu a infectividade e a quantidade de lipidios de reserva energética
dos JlIs desse nematoide. Negrisoli et al. (2010) avaliaram a compatibilidade de NEPs com
inseticidas utilizados para o controle de Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepdoptera:
Noctuidae) que é uma importante praga em plantacbes de milho no Brasil. Os resultados
revelaram que a maioria dos inseticidas foram compativeis com S. glaseri, S. carpocapsae e
H. indica.

Além da tolerancia, trabalhos mostram que o uso de NEPs associados a produtos
quimicos pode apresentar efeito sinérgico no controle da praga alvo (KOPPENHOFER et al.,
2002; KOPPENHOFER & GREWAL, 2005). Koppenhofer & Kaya relataram que 0 uso
combinado de imadaclorido e H. bacteriophora apresentou efeito sinérgico no controle de
Cyclocephala hirta Le Conte, 1981 Le conte, 1861 (Coleoptera: Dynastidae) e Cyclocephala
pasadenae Casey, 1915 (Coleoptera: Dynastidae). O inseticida provoca paralisia reduzindo os
comportamentos defensivos do inseto, facilitando a colonizagdo pelos JIs (KOPPENHOFER
& GREWAL, 2005).

O sinergismo entre S. carpocapsae e H. bacteriophora com concentracGes variadas de
tefluthrin no controle de Diabrotica virgifera virgifera LeConte, 1868 (Coleoptera:
Chrysomelidae), foi demonstrado por Nishimatsu & Jackson (1998). Estes autores relataram
que o0 maior grau de sinergismo ocorreu quando foram utilizadas concentra¢des intermediarias
de tefluthrin que possivelmente causaram efeito paralitico e convulsivo, aumentando a
susceptibilidade desse inseto aos NEPs.
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A compatibilidade de carrapaticidas com os Jls infectantes de H. amazonensis RSC-5
ja foi investigada e os resultados obtidos revelaram que os NEPs podem permanecer por até
72 horas em contato com os produtos compostos pelos principios ativos deltametrina, amitraz,
amitraz + clorfenvinfds e cipermetrina + clorpirifés + citronelal + butoxido de piperolina e
por 24 horas com o principio ativo clorfenvinfds. Tais produtos nesse intervalo de tempo néo
reduziram a infectividade dos Jls. Apenas o carrapaticida composto pela associagdo dos
principios ativos clorfenvinfés + diclorvos ndo foi compativel apds exposicdo dos Jis por 24
horas (MONTEIRO et al., 2014). Entretanto, em curtos periodos de exposicao, foi verificado
gue o nematoide S. glaseri foi compativel com a associacdo dos principios ativos
clorfenvinfés + diclorvos. Outro aspecto importante que merece ser mencionado é que
ocorreu emergéncia de adultos, a partir das fémeas tratadas com os JIs de S. glaseri
associados a esse carrapaticida (REIS-MENINE et al., 2008), fato incomum, uma vez que 0s
JIs morrem pouco tempo apds penetrarem nos carrapatos, ndo dando continuidade ao ciclo
(SAMISH et al., 2008) .

Como mencionado anteriormente, para aumentar a eficiéncia de patdgenos, interacfes
entre diferentes agentes de controle bioldgicos e convencionais tém sido investigadas
(KOPPENHOFER & GREWAL, 2005); entretanto, é surpreendente que até o momento,
pouca atencdo tem sido dada para interacBes entre entomopatdgenos (ANSARI et al., 2005).
Sobre a combinacdo entre NEPs e fungos, embora escassos, existem alguns estudos que
demonstram que essa associacdo pode apresentar efeito aditivo ou sinérgico sobre a
mortalidade de determinadas espécies de insetos (BARBERCHECK & KAYA, 1991,
SHAPIRO-ILAN et al., 2004; ACEVEDO et al., 2007), entretanto, em alguns casos, a
interacdo entre esses entomopatdgenos pode ser antagobnica (SHAPIRO-ILAN etal.,
2004; ANSARI et al., 2005).

Ansari et al. (2004a) observaram efeito sinérgico entre a associacao de H. megidis ou
S. glaseri com Metharizium anisopliae sobre o besouro Hoplia philanthus (Fuesslin 1775)
(Coleoptera: Scarabaeidae) em testes em laboratorio e em casa de vegetacdo, sendo que 0s
melhores resultados foram obtidos com a aplicacdo dos fungos semanas antes do nematoide.
Em testes em condi¢bes de laboratorio Shapiro-llan et al. (2004) avaliaram o efeito da
associacdo dos nematoides H. indica e S. carpocapsae com os fungos Beauveria bassiana, M.
anisopliae ou Paecilomyces fumosoroseus e com a bactéria Serratia marcescens sobre o
coleoptero Curculio caryae Horn, 1873 (Coleoptera: Curculionidae) Os resultados
evidenciaram que a maioria das interagdes foi antagdnica, com excecdo da associacdo de H.
indica com M. anisopliae e para uma das concentra¢es de S. carpocapsae associada aos
fungos.

Em condicGes de campo, Ansari et al. (2006) verificaram que a associacdo de H.
bacteriophora com M. anisopliae com aplicacbes em diferentes tempos de aplicacéo
apresentaram efeitos aditivos e sinérgicos para o controle do coledptero H. philanthus.

Acevedo et al. (2007) associando H. bacteriophora com dois isolados de M.
anisopliae constataram que os melhores resultados foram obtidos quando se utilizou o
nematoide com o fungo menos virulento e que essa associacdo causou a morte de larvas de
Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepdoptera: Crambidae) em menor intervalo de
tempo. No entanto, tais autores verificaram que a associa¢do conjunta dos entomopatdgenos
teve efeito negativo sobre a reproducdo dos mesmos. Ansari et al. (2008) verificaram que a
utilizacdo combinada dos NEPs H. bacteriophora, S. feltiae e Steinernema kraussei (Steiner,
1923) (Rhabditida: Steinernematidae) com o fungo M. anisopliae sobre o besouro
Otiorhynchus sulcatus (Fabricius, 1775) (Coleoptera: Curculionidae) apresentou efeitos
aditivos e sinérgicos tanto em testes em laboratério como em casa de vegetacao.

Tarasco et al. (2011) avaliaram o efeito da associacdo de Steinernema ichnusae
Tarasco et al. 2008 (Rhabditida: Steinernematidae) e B. bassiana sobre lagartas de G.
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mellonella e observaram que essa interacdo ndo resultou em efeito sinérgico e nem
antagonico. Entretanto, os compostos produzidos por Xenorhabdus bovienii (bactérias
simbionte de S. ichnusae) inibiram o crescimento do fungo, e 0 mesmo foi observado sobre os
compostos do fungo no crescimento da bactéria.

Ainda sobre as interacfes entre as bactérias simbidnticas associadas a NEPs e fungos
entomopatogénicos, Ansari et al. (2004b) verificaram que Photorhabdus luminescens isolada
B. bassiana (ARSEF-4055), Beauveria brongniartii (KVL 99-124), entretanto, 0 mesmo nao
foi verificado para Xenorhabdus poinarii isolada de S. glaseri. Nesse mesmo estudo também
foi demonstrado que o extrato bruto de M. anisopliae teve atividade antibacteriana contra P.
luminescens e X. poinarii na concentracdo de 1000 pg/ml, no entanto nas menores
concentracdes (100 e 10 pg/ml) esse efeito ndo foi observado. Quando foi feito a avaliacdo do
extrato de M. anisopliae diretamente sobre os NEPs, ndo foi observado inibicdo de migracédo
de H. megidis e S. glaseri, uma vez que 0s JIs ndo foram repelidos, paralisados ou mortos.

Pouco se sabe a respeito da associacdo de NEPs com OGleos essenciais e outros
produtos de origem vegetal. Krishnayya & Grewal (2002) relatam a compatibilidade de S.
feltiae com o 6leo de neem. Anastasis et al. (2011) mostraram que o uso combinado de S.
carpocapsae e dialil dissulfeto (componente volatil de dleo de alho) reduziu
significativamente a populacdo de Meloidogyne javanica (Treub, 1885) (Tylenchida:
Heteroderidae). Dolinski et al. (2012) verificaram que a aplicacdo de H. baujardi LPP7
associado com tortas de neem resultou em efeito aditivo no controle de C. psidii em
plantacGes de goiaba.
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CAPITULO |

SELECAO DE NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS EM
FORMULACAO INSETO CADAVER PARA CONTROLE DE
Rhipicephalus microplus (ACARI: IXODIDAE)
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficacia de quatro isolados de nematoides
entomopatogénicos (NEPs) em formulacdo inseto cadaver contra fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus e comparar a eficacia dos NEPs mais virulentos quando formulados
em larvas de Galleria mellonella e Tenebrio molitor. Fémeas ingurgitadas (5) de R. microplus
foram colocadas em potes preenchidos com solo e diferentes quantidades de larvas de G.
mellonella infectadas por NEPs. Foram formados treze tratamentos, sendo um controle, com
cinco carrapatos em potes isentos de NEPs e os demais tratamentos constituidos por
carrapatos na presenca de dois, quatro e seis cadaveres de Galleria mellonella infectados com
NEPs das espécies Heterorhabditis bacteriophora isolado HP88, Heterorhabditis indica
isolado LPP1, Steinernema feltiae isolado SN e Steinernema carpocapsae isolado All. Foram
feitas dez repeti¢Oes por tratamento, e 0s grupos experimentais foram mantidos sob condicdes
controladas (27£1°C e 80+10% UR). A eficdcia dos tratamentos foi medida através do
acompanhamento da biologia reprodutiva das fémeas. Todos os tratamentos, com excec¢do do
grupo exposto a S. carpocapsae ALL, tendo como fonte de nematoides, seis lagartas de G.
mellonella, levaram a reducdo significativa (p<0,05) no peso da massa de ovos. S. feltiae SN
aplicados com duas, quatro e seis larvas e S. carpocapsae ALL com duas larvas, causaram
reducdo (p<0,05) no percentual de eclosdo de larvas de R. microplus. O percentual de controle
foi superior a 95% em todos 0s grupos tratados com H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1
e no tratamento com quatro lagartas infectadas por S. feltiae SN. Os demais tratamentos
apresentaram percentual de controle inferior a 90%. No segundo experimento, foi seguida a
mesma metodologia, sendo utilizadas larvas de G. mellonella e T. molitor infectadas pelas
duas espécies de NEPs mais virulentos. H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 nas
diferentes formulagdes reduziram o peso da massa de ovos e o percentual de eclosao larval de
R. microplus. O percentual de controle foi de 82,4 e 84,9% para H. bacteriophora HP88 e H.
indica LPP1 formulados em T. molitor, chegando a 99,9% nos grupos formulados com G.
mellonella. Dessa forma, verificou-se que os isolados de nematoides testados em formulagéo
inseto cadaver apresentaram patogenicidade para fémeas ingurgitadas de R. microplus, sendo
que os NEPs do género Heterorhabditis formulados em larvas de G. mellonella apresentaram
melhor eficacia.

Palavras-chave: Carrapato dos bovinos, Heterorhabditis, Steinernema, Galleria mellonella,
Tenebrio molitor.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the efficacy of four strains of entomopathogenic
nematodes (EPNSs) in cadaver insect formulation against engorged females of Rhipicephalus
microplus and to compare the efficacy of the most virulent EPNs when formulated in larvae
of Galleria mellonella and Tenebrio molitor. Engorged R. microplus females were placed in
pots filled with soil and different quantities of G. mellonella larvae infected with EPN.
Thirteen treatments were formed, one the control, with five ticks in pots without EPNs, and
the others composed of ticks in the presence of two, four or six cadavers of Galleria
mellonella infected with EPNs of the species Heterorhabditis bacteriophora, strain HP88,
Heterorhabditis indica, strain LPP1, Steinernema feltiae, strain SN, and Steinernema
carpocapsae, strain All. There were ten repetitions per treatment and the experimental groups
were kept under controlled conditions (27+1 °C and 80+10% RH). The efficacy of the
treatments was measured by monitoring the reproductive biology of the females. All the
treatments except the group exposed to S. carpocapsae ALL with six G. mellonella
caterpillars as nematode source led to a significant reduction (p<0.05) in the egg mass weight.
S. feltiae SN applied with two, four and six larvae and S. carpocapsae ALL with two larvae
caused a reduction (p<0.05) in the hatching percentage of the R. microplus larvae. The control
percentage was higher than 95% in all the groups treated with H. bacteriophora HP88 and H.
indica LPP1 and in the group treated with four caterpillars infected by S. feltiae SN. The same
method was followed in the second experiment, using G. mellonella and T. molitor larvae
infected by the two most virulent EPN species. H. bacteriophora HP88 and H. indica LPP1 in
the different formulations reduced the egg mass weight and hatching percentage of R.
microplus. The control percentages were 82.4 and 84.9% for H. bacteriophora HP88 and H.
indica LPP1 formulated in T. molitor, reaching 99.9% in the groups formulated with G.
mellonella. The nematode strains tested in a cadaver insect formulation presented
pathogenicity to engorged R. microplus females, with EPNs of the genus Heterorhabditis
formulated in G. mellonella larvae being the most effective.

Key word: Cattle tick, Heterorhabditis, Steinernema, Galleria mellonella, Tenebrio molitor.
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1 INTRODUCAO

Desde o século passado, pesquisadores vém buscando alternativas com a finalidade de
combater o carrapato dos bovinos, Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) (Acari:
Ixodidae), devido ao grande prejuizo econémico que este ixodideo ocasiona aos sistemas de
producdo de leite e carne bovina, em diferentes regiées do mundo (WALKER et al., 2003;
FURLONG et al., 2004; MARTINS et al., 2006; FURLONG et al., 2007; PEREIRA, 2008).
A aplicacdo de carrapaticidas quimicos sintéticos ainda é o principal método de controle;
entretanto, a utilizacdo sistematica e em muitas vezes de forma inapropriada, devido a falta de
conhecimento dos procedimentos adequados por parte dos produtores (AMARAL et al.,
2011a,b) tem resultado na selecdo de carrapatos resistentes (MARTINS et al., 2006;
FURLONG et al., 2007; LABRUNA, 2008). Somado ao problema da resisténcia, existe uma
crescente demanda por novas alternativas no controle de pragas, visando a utiliza¢cdo minima
de quimicos, com intuito de preservar o ambiente e garantir alimentos livres de residuos
(SAMISH et al., 2000; DOLINSKI, 2006).

Estudos em condices de laboratdério tem demonstrado que nematoides
entomopatogénicos (NEPs), representam promissora alternativa a ser empregada no controle
de R. microplus (MONTEIRO et al., 2010; SILVA et al., 2012). A utilizacdo do método de
controle biolégico com NEPs, tendo como foco a fase ndo parasitéria, pode ser beneficiado,
uma vez que fémeas ingurgitadas no momento da oviposicdo buscam no solo ambientes com
alta umidade e protegido da radiagdo solar, caracteristica que também sdo favoraveis a
sobrevivéncia dos NEPs (SAMISH & GLAZER, 2001; SAMISH et al., 2008). Resultados
obtidos em diferentes estudos que simulam condi¢Oes naturais, tém demonstrado que
diferentes espécies de NEPs quando aplicadas no solo, foram eficazes contra Rhipicephalus
annulatus (Say, 1821) (Acari: Ixodidae) (SAMISH & GLAZER, 2001; ALEKSEEV et al.,
2006).

Dentre os varios fatores que afetam a eficacia da utilizacdo de NEPs, podemos citar a
forma de aplicacdo a campo. Existem diferentes formulacbes de NEPs, sendo que a técnica de
inseto cadaver vem ganhando destaque na ultima década (DOLINSKI, 2006). Nessa
metodologia, lagartas de Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepdoptera: Pyralidae) sdo
infectadas com nematoides e liberadas no campo. Apos alguns dias da aplicacdo, 0s juvenis
infectantes (JIs) comecam a abandonar o cadaver e buscar novos hospedeiros no solo, fazendo
assim, o controle da praga alvo (SHAPIRO-ILAN et al., 2001). O cadaver confere protecédo
contra fatores deletérios bidticos e abioticos e os Jls liberados dessa forma, apresentam maior
capacidade de dispersar e infectar o hospedeiro e maior longevidade no solo (SHAPIRO-
ILAN et al., 2003). A implementacdo desta tecnologia é simples e envolve baixo custo,
podendo ser utilizada por produtores de diferentes realidades (DEL VALLE, 2008), além de
poder resolver varios problemas atuais que impedem a utilizacdo mais ampla de NEPs no
controle de pragas (ANSARI et al., 2009). O sucesso desse método ja foi relatado em testes
em laboratorio, casa de vegetacdo e em condicOes de campo (DEL VALLE et al., 2008;
ANSARI et al., 2009). No Brasil, essa metodologia vem sendo utilizada com eficiéncia no
controle de Conotrachelus psidii Marshall, 1922 (Coleoptera: Curculionidae) por produtores
de Goiaba, no municipio de Cachoeira de Macacu, Rio de Janeiro (DOLINSKI et al., 2012).

Lagartas de G. mellonella tém sido utilizadas para producdo de cadaveres infectados
por NEPs (DELL VALE et al., 2008), pois sdo insetos altamente susceptiveis a infeccéo e por
possibilitarem a producéo de elevado numero JIs (DOLINSKI, 2006). Entretanto, a criacdo de
lagartas de G. mellonella € dispendiosa devido aos custos dos ingredientes da dieta e por
requerer intenso manejo (COSTA et al., 2007). Outra possibilidade é a utilizacao de larvas de
Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae) (BATISTA & AUAD, 2010),
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cuja criacdo é menos dispendiosa e envolve menos gastos relacionados com a dieta;
entretanto, esse coledptero geralmente produz menor quantidade de Jls por hospedeiro,
quando comparado a producdo em G. mellonella (SHAPIRO-ILAN et al., 2002; MOLINA et
al., 2004).

Assim, o presente estudo teve como objetivos avaliar a eficacia de Heterorhabditis
bacteriophora (Poinar, 1876) (Rhabditida: Heterorhabditidae), isolado HP88, Heterorhabditis
indica Poinar et al. 1982 (Rhabditida: Heterorhabditidae), isolado LPP1, Steinernema feltiae
(Filipjev, 1934) (Rhabditida: Steinernematidae), isolado SN e Steinernema carpocapsae
(Weiser, 1955) (Rhabditida: Steinernematidae), isolado ALL, em formulacédo inseto cadaver,
em diferentes quantidades, contra fémeas ingurgitadas de R. microplus. Além disso, teve-se
como objetivo tambeém comparar a eficacia dos NEPs mais virulentos determinados na etapa
anterior, quando produzidos e aplicados em cadaveres de G. mellonella e T. molitor.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus, nematoides
entomopatogénicos e larvas de Galleria mellonella e Tenebrio molitor

O estudo foi conduzido no Laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite,
Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Para realizacdo do trabalho foram utilizadas fémeas
ingurgitadas de R. microplus (Cepa sensivel Porto Alegre “POA”), obtidas através de
infestacGes artificiais em bezerros, no Campo Experimental José Henrique Bruschi (CEJHB),
da Embrapa Gado de Leite, localizado no municipio de Coronel Pacheco, Minas Gerais,
Brasil (registro CEUA-EGL 11/2013) (Anexo E). Para montagem dos experimentos foram
utilizadas fémeas recém desprendidas dos animais. Os nematoides utilizados foram cedidos
pela Dra. Claudia Dolisnki, do laboratério de Nematologia, da Universidade Federal Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil e mantidos no
banco de NEPs do laboratdrio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite. A manutencdo dos
isolados H. bacteriophora HP88, H. indica LPP1, S. feltiae SN e S. carpocapsae All foi feita
através de multiplicacdo in vivo em G. mellonella (LINDEGREN et al., 1993; KAYA &
STOCK, 1997) (Anexo C). As larvas de G. mellonella e T. molitor foram provenientes de
colbnias mantidas no Laborat6rio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite (Anexos A e
B).

2.2 Obtencao dos cadaveres infectados com NEPs

Para producdo de insetos cadaveres infectados por NEPs, lagartas de G. mellonella
(em grupos de 10) com peso médio de 250+22.1 mg, foram colocadas em placas de Petri (9
cm) forradas com duas folhas de papel de filtro. Na sequéncia, foram adicionados 2 mL de
solugéo aquosa contendo nematoides (100 NEPs/mL) de cada espécie a ser testada, sendo ela
H. bacteriophora HP88, H. indica LPP1, S. feltiae SN e S. carpocapsae ALL. A
quantificacdo do indcuo de NEPs foi feita de acordo com Monteiro et al. (2013). Em seguida,
as placas foram fechadas, vedadas com parafilme e mantidas por trés dias em camara de
climatizada a 27+1°C. Posteriormente, as larvas mortas e com sinais de infeccdo (coloracao
avermelhada para infeccdo com NEPs do género Heterorhabditis e coloracdo marrom para
infeccdo com NEPs do género Steinernema — Figura 1A e B) foram transferidas para placas
de Petri (9 cm) forradas com papel de filtro, isento da adicdo de &gua (cAmara seca),
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permanecendo acondicionada em camara climatizada (25+1°C) por periodo adicional de
quatro dias (DEL VALLE, 2008). Esse procedimento foi feito separadamente para cada
espécie de nematoide.

Para preparacdo de cadaveres de T. molitor infectados com NEPs, foi seguido o
mesmo procedimento mencionado para G. mellonella, sendo utilizadas larvas com peso médio
de 110£22.9 mg.

A maior parte dos cadaveres produzidos apos a infeccdo pelos diferentes isolados de
NEPs foi utilizada para realizagcdo dos experimentos. Entretanto, uma pequena parcela de
cadaveres de G. mellonella e T. molitor foi transferida para armadilhas de White (White,
1927), tendo como intuito, verificar a viabilidade da infecgéo. Larvas de G. mellonella foram
expostas aos JIs recuperados dessas armadilhas, para certificacdo de viabilidade e
infectividade.

2.3 Experimento | — Selecdo de isolados de NEPs formulados em larvas de Galeria
mellonella

Potes plasticos com capacidade de 300 mL foram preenchidos com 200 gramas de
solo previamente esterilizado, proveniente de &area de pastagem do CEJHB. Em cada
recipiente foram adicionados 40 mL de agua destilada, com a finalidade de manter o solo no
limite de sua capacidade de campo. Na sequéncia, cadaveres com sete dias de infeccdo foram
enterrados nos potes, e, apos seis dias, foram adicionadas cinco fémeas ingurgitadas com
pesos homogeneamente distribuidos em cada pote (Figura 1C e D). Também foi formado um
grupo controle, constituido de fémeas ingurgitadas colocadas em potes plasticos isentos de
nematoides. Para cada espécie de nematoide foram formados trés grupos, cada um com a
quantidade de dois, quatro e seis cadaveres por pote, sendo feitas 10 repeticdes por grupo.

Os potes foram mantidos em camara climatizada (27+1°C e 80+10% UR) desde o
momento em que os cadaveres foram adicionados nos potes. A temperatura e umidade
relativa (UR) do solo nos potes foram aferidas diariamente durante todo o experimento. Apds
trés dias em que foram colocadas nos potes com NEPs, as fémeas ingurgitadas de cada
unidade experimental que ainda estavam vivas foram transferidas para placas de Petri (Figura
1 E). Para avaliacdo de mortalidade, durante dez dias, foram feitas observacdes diarias dos
carrapatos. A coleta de postura foi realizada diariamente até a morte da Gltima fémea. As
massas de ovos de cada unidade experimental (pote com cinco fémeas) foram acondicionadas
em tubos de ensaio de 10 mL, devidamente identificados e vedados com algoddo hidrofilo.
Esses tubos foram mantidos em camara climatizada, nas mesmas condicdes de temperatura e
umidade citadas anteriormente. Ap6s 20 dias do término da oviposicdo, foi feita a avaliagdo
do percentual de eclosdo das larvas.

Os seguintes parametros bioldgicos foram analisados: peso das fémeas antes da postura,
peso da massa de ovos e percentual de ecloséo de larvas. Esses valores foram utilizados para
calculo do percentual de controle (DRUMMOND et al., 1973) (Anexo H).
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Figura 1. A: Larvas de Galleria mellonella infectadas por Heterorhabditis
bacteriophora HP88, apresentando colora¢do avermelhada, caracteristica de infeccdo
por nematoides do género Heterorhabditis; B: Larvas de G. mellonella infectadas por
Steinernema carpocapsae ALL, apresentando coloracdo marrom-claro, caracteristica
de infeccdo por nematoides entomopatogénicos do género Steinernema; C: Cadaver de
G. mellonella infectado por NEPs sendo enterrado na unidade experimental; D:
Unidade experimental com cinco fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus; E:
Fémeas ingurgitadas de R. microplus ainda vivas, sendo transferidas para placas de
Petri.

2.4 Experimento 11 — Avaliagédo da viruléncia NEPs formulados em Galleria mellonella e
Tenebrio molitor para o controle de Rhipicephalus microplus

Essa etapa foi conduzida utilizando a mesma metodologia do experimento anterior,
sendo utilizadas as duas espécies de NEPs mais virulentas segundo o resultado do primeiro
experimento. Essas espécies foram formuladas em larvas de G. mellonella e T. molitor
(Figura 2) e, em cada pote foram enterrados dois cadaveres. Também foi formado um grupo
controle com carrapatos em potes isentos de nematoides.
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Figura 2. A: larvas de Galleria mellonella infectadas por Heterorhabditis
bacteriophora HP88; B: Larvas de Tenebrio molitor infectadas por H. bacteriophora
HP88; C: Comparacédo entre larva de G. mellonella e T. molitor infectadas com H.
bacteriophora HP88.

2.5 Andlise do solo

Amostra do solo utilizado para o preenchimento dos potes foi enviada para o
laboratério de Andlises do Solo LTDA, localizado no municipio de Vigosa, Minas Gerais,
Brasil, para realizagdes das analises fisico-quimicas.
2.6 Anélise estatistica

Para realizacdo da analise estatistica dos, foi utilizado o software Biostat versdo 5.0.
Os dados adquiridos em porcentagem foram transformados em Varco seno x. As médias dos

diferentes parametros foram comparadas por teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis e teste
de Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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3 RESULTADOS

O solo utilizado para o preenchimento dos potes apresentou textura intermediéria
(entre arenoso e argiloso), sendo classificado como franco argilo arenoso, com 23% de argila,
19% silte, 58% de areia e pH de 5.8. A média de temperatura e umidade relativa (UR) do solo
durante os dois experimentos foi de 28+1°C e 85+5%, respectivamente.

No primeiro experimento, apds dois dias, a taxa de mortalidade de fémeas ingurgitadas
observada nos grupos em que foram utilizados dois, quatro e seis cadaveres infectados com H.
bacteriophora HP88 foi de 80%, 80% e 100%, respectivamente, chegando a 100% nos
demais grupos apoés seis dias (Figura 3). Nos trés grupos tratados com H. indica LPP1, a
mortalidade foi superior a 80% a partir do terceiro dia. Mortalidade de 100% foi observada
apos trés dias para o grupo com aplicacéo de seis cadaveres e com seis dias para 0 grupo com
quatro cadaveres. No grupo com dois cadaveres, a mortalidade maxima constatada foi de 98%
apos 10 dias (Figura 3).

Heterorhabditis bacteriophora HP83 Heterorhabditis indica LPP1

Steinernema feltiae ALL Steinernema carpocapsae ALL
100
90 -
80
70 -
60 -
50 -
40
30 +
20 -
10 -

Mortalidade cumulativa (%0)

Dias de avaliacio

—e— Controle 2 cadaveres —a—4 cadaveres ——6 cadaveres

Figura 3. Mortalidade cumulativa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus,
expostas a diferentes quantidades de cadaveres de Galleria mellonella infectados com
Heterorhabditis bacteriophora HP88, Heterorhabditis indica LPP1, Steinernema feltiae
SN e Steinernema carpocapsae ALL, em condi¢bes de laboratério (27+1°C e 80+£10%
UR).
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Nos tratamentos com S. feltiae SN, foi observada taxa de mortalidade acima de 90%
somente no grupo em que os nematoides foram aplicados com quatro cadaveres, apds oito
dias. Nos grupos com dois e seis cadaveres, a mortalidade foi de aproximadamente 80% e
70%, respectivamente, ap6s 10 dias (Figura 3). Para S. carpocapsae ALL, nenhum tratamento
resultou em mortalidade superior a 75%, sendo observadas taxas de 72%, 50% e 16%, para 0s
grupos com dois, quatro e seis cadaveres, respectivamente (Figura 3). A mortalidade do
controle apds 10 dias foi de 2% (Figura 3).

Cabe destacar que a maioria das fémeas de todos os grupos tratados com NEPs do
género Heterorhabditis, morreu antes de comecarem a fazer postura, diferente do observado
para os grupos tratados com NEPs do género Steinernema e do grupo controle (Figura 4).

" B NN Y 20 S ) ! E &

Figura 4. A: fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus do grupo tratado com
Steinernema carpocapsae ALL fazendo postura; B: FEémeas ingurgitadas do grupo controle
fazendo postura; C: Fémeas ingurgitadas mortas pela acdo de Heterorhabditis
bacteriophora HP88; D: Fémeas ingurgitadas mortas pela agdo de Heterorhabditis indica
LPP1.

Em decorréncia do processo de homogeneizacdo, a média do peso das fémeas
ingurgitadas nos diferentes grupos foi estatisticamente similar (p>0,05) (Tabela 1). Ndo foram
constatadas diferencas significativas (p>0,05) entre 0 peso da massa de ovos do grupo em que
as fémeas foram expostas ao nematoide S. carpocapsae ALL, com aplicacdo de seis cadaveres
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e 0 grupo controle (respectivamente 433,0 e 550,0 mg). Nos demais tratamentos, a infeccao
pelos nematoides levou a reducgéo significativa (p<0,05) do peso da massa de ovos, sendo
observada reducdo mais acentuada nos grupos tratados com os nematoides do género
Heterorhabditis Poinar, 1976 (Tabela 1).

Tabela 1. Peso das fémeas ingurgitadas antes da postura, peso da massa de ovos, percentual
de eclosdo de larvas e percentual de controle de Rhipicephalus microplus, tratados com
Heterorhabditis bacteriophora HP88, Heterorhabditis indica LPP1, Steinernema feltiae SN e
Steinernema carpocapsae ALL, aplicados em formulagdo inseto cadaver em condi¢des de
laboratdrio (27+1°C e 80+10% UR). (Valores da média + desvio padrao).

Tratamentos Namero Peso decinco  Peso damassa Percentual de  *Percentual
de insetos fémeas de ovos de ecloséo de de controle
cadaveres ingurgitadas cinco fémeas  larvas (%0) (%)

(mg) (mg)
Controle 0 1295,5%+61,4  550,0%454,4  91,8°+6,3
(10) (10) (10)
2 1260,5%+48,4 2,2%+4.7 30,0*+28,3 99,8

Heterorhabditis (10) (10) (02)

bacteriophora 4 1259,1%+70,2 5,7%+37,1  33,3*+15,3 99,8

HP88 (10) (10) (02)

6 1261,2°+67,8 0,0°+0,0 100,0
(10) (10)
2 1260,9%+98,4 45,2°%+70,6  51,3*+37,1 99,5

Heterorhabditis (10) (10) (02)

indica LPP1 4 1270,8°+98,8 5,4%+16,7  40,0*+56,6 99,6

(10) (10) (02)

6 1261,0%+87,5 0,6°+1,9 15,0*+0,0 99,8
(10) (10) (01)

2 1266,3%+119,4 152,2%°4179,1 61,1°°+34,0 81,2

Steinernema (10) (10) (09)

feltiae SN 4 1254,8%+93,6 52,3%+68,4 38,8°+29,1 95,8

(10) (10) (08)

6 1260,0°+117,3  73,8°°+190,3 43,5°+41,4 84,5
(10) (10) (10)

2 1259,5°+117,3 148,8%+217,2 65,0™+36,1 80,6

Steinernema (20) (20) (06)

carpocapsae 4 1259,5%494,6  269,0°+242,2  87,5%+6,9 52,2

ALL (20) (20) (06)

6 1258,9°+94,6  433,9%+133,2  86,0°°+9,1 24,2
(10) (10) (10)

Os valores apresentados correspondem a média de cinco fémeas. Médias seguidas de letras iguais na mesma
coluna nao diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%. ( ) — Tamanho da amostra. *Analise
estatistica ndo realizada devido ao tamanho reduzido da amostra. *Calculado segundo Drummond et al. (1973).
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Todos os grupos tratados com S. feltiae SN e o grupo tratado com S. carpocapsae
ALL com aplicacdo de dois cadaveres apresentaram percentuais de eclosdo inferiores
(p<0,05) aos verificados para o controle (15,0% a 65,0% nos grupos tratados e 91,8% no
controle). Nos demais grupos (quatro e seis cadaveres) a acdo de S. carpocapsae ALL ndo
reduziu significativamente (p>0,05) a viabilidade dos ovos. Nos grupos tratados com 0s
nematoides do género Heterorhabditis, ndo foi possivel realizar a analise estatistica devido ao
tamanho reduzido da amostra (n < 3), uma vez que muitas fémeas desses grupos morreram
antes de iniciarem a postura (Tabela 1).

O percentual de controle foi superior a 99% para todos os grupos tratados com H.
bacteriophora HP88 e H. indica LPP1, chegando a 100% no tratamento com a
disponibilizacdo de seis cadaveres infectados por H. bacteriophora HP88 (Tabela 1). A
utilizacdo de dois cadaveres infectados com S. feltiae SN resultou em percentual de controle
de 81%, chegando a 95,8% no tratamento composto por quatro cadaveres. Entretanto, no
grupo com seis cadaveres ocorreu decréscimo na eficacia (84,5 %). Com relagdo aos grupos
tratados com S. carpocapsae ALL, a melhor eficicia foi obtida com a utilizacdo de dois
cadaveres (80,6 %), sendo observada queda no percentual de controle nos demais grupos
(Tabela 1).

No segundo experimento, ap6s dois dias, a mortalidade de fémeas foi de 86,0% no
grupo tratado com H. bacteriophora HP88 formulados em G. mellonella, chegando a 96,0%
no quarto dia, sendo mantido esse valor até a ultima data de avaliacdo (Figura 5). No grupo
tratado com H. bacteriophora HP88 formulado em T. molitor, a taxa de mortalidade foi de
35,0% apos dois dias, 62,5% com seis dias e 72,0% com dez dias (Figura 5). Para H. indica
LPP1 formulado em G. mellonella, a mortalidade foi superior a 90% com trés dias, atingindo
valor de 100% ap06s quatro dias (Figura 5). No grupo tratado com H. indica LPP1 formulado
em T. molitor, a mortalidade foi de 35,0; 52,5 e 62,5% ap06s dois, quatro e seis dias, chegando
a 72,5% apos 10 dias. No controle, a mortalidade foi de 4% ap6s 10 dias (Figura 5.
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Figura 5. Mortalidade cumulativa de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus  microplus tratadas com Heterorhabditis
bacteriophora HP88 e Heterorhabditis indica LPP1, formulados
em larvas de Galleria mellonella e Tenebrio molitor, em
condicdes de laboratorio (27+1°C e 80+10% UR).
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De forma analoga ao experimento anterior, 0 peso das fémeas ingurgitadas em todos
0s grupos foi estatisticamente semelhante (p>0,05). Os pesos da massa de ovos dos grupos
tratados com nematoides formulados em T. molitor foram de 131,7 e 221,8 mg, para H.
bacteriophora HP88 e H. indica LPP1, valores significativamente inferiores (p<0,05) ao
constatado para o controle (563,2 mg). Nos grupos tratados com nematoides formulados em
G. mellonella, a reducdo no peso da massa de ovos foi mais acentuada (p<0,05), sendo
observados valores de 2,5 e 1,0 mg para H. bacteriophora HPP8 e H. indica LPP1,
respectivamente (Tabela 2).

Com relagdo ao percentual de eclosdo das larvas, os grupos tratados com H.
bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 formulados em T. molitor, tiveram valores de 52,8% e
35,0%, respectivamente, apresentando diferencas significativas (p<0,05) para o controle
(91,4%). Nos grupos tratados com nematoides formulados em G. mellonella, o percentual de
eclosédo foi de 10%, entretanto, ndo foi possivel incluir esses resultados na analise estatistica
devido ao tamanho reduzido da amostra (n<3) (Tabela 2). O percentual de controle dos
grupos tratados com H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 formulados em T. molitor foi
de 82,4% e 84,9%, respectivamente, chegando a 99,9% nos grupos tratados com NEPs
formulados em G. mellonella (Tabela 2).

Tabela 2. Peso das fémeas ingurgitadas, peso da massa de ovos, percentual de ecloséo de
larvas e percentual de controle de Rhipicephalus microplus tratados com Heterorhabditis
bacteriophora HP88, Heterorhabditis indica LPP1, formulados em larvas de Galleria
mellonella e Tenebrio molitor, em condicdes de laboratério (27+1°C e 80£10% UR).
(Valores da média + desvio padrao).

Tratamentos Peso de cinco Peso da massa Percentual de "Percentual
fémeas deovosde closdo delarvas de controle
ingurgitadas cinco fémeas (%) (%)
(mg) (mg)
Controle 1258,7%+45,9 563,2°+54.4 91,4%+6,3
(10) (10) (10)
HP88 formulado  1251,8%+39,3 2,5°47,9 10,0* 99,9
em G. mellonella (10) (10) (01)
HP88  formulado  1252,3%+58,9 131,7°+174,0 52,8"+15,3 82,4
em T. molitor (10) (10) (09)
LPP1  formulado  1252,4°+37,9 1,0°43,2 10,0* 99,9
em G. mellonella (10) (10) (01)
LPP1 formulado  1257,5%67,4 221,8"+277,0 35,0°+21,6 84,9
em T. molitor (10) (10) (10)

Os valores apresentados correspondem a média de cinco fémeas.

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

*Analise estatistica ndo realizada devido ao tamanho reduzido da amostra.

*Calculado segundo Drummond et al. (1973).
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4 DISCUSSAO

Pesquisas em laboratério demonstraram que diferentes isolados de NEPs apresentam
patogenicidade para fémeas ingurgitadas de R. microplus (VASCONCELOS et al., 2004,
FREITAS-RIBEIRO et al., 2005; MONTEIRO et al., 2010a; SILVA et al., 2012). Com base
nos resultados obtidos em laboratério, foi conduzida a primeira tentativa de avaliar o
potencial desses nematoides in vivo; no entanto, a aplicacdo de suspensdo aquosa de H.
baujardi LPP7 e S. glaseri CCA em animais infestados por R. microplus ndo apresentou
resultados satisfatorios (CARVALHO, 2008). Uma vez que a aplicagdo de NEPs tendo como
o foco a fase parasitaria ndo foi bem sucedida, uma nova alternativa seria a aplicagdo sobre a
fase ndo parasitaria. Assim, a aplicagdo nas pastagens pode ser um método vidvel para
utilizacdo desses nematoides no controle de carrapatos, tendo como modo de aplicacdo, a
formulacdo inseto cadaver, uma vez que NEPs liberados dessa forma apresentam maior
reserva energética, maior capacidade dispersiva e maior longevidade no solo, fatores que
podem contribuir para a efetividade do controle (SHAPIRO-ILAN et al., 2001; SHAPIRO-
ILAN et al., 2003).

A escolha dos nematoides H. bacteriophora HP88, H. indica LPP1 e S. carpocapsae
ALL foi pautada no conhecimento prévio, sobre a patogenicidade apresentada por esses
isolados sobre o carrapato dos bovinos (FREITAS-RIBEIRO et al., 2005; MONTEIRO et al.,
2010; SILVA et al., 2012). No caso de S. feltiae SN, inexistem estudos sobre sua
patogenicidade para R. microplus; entretanto, optou-se por utilizar esse isolado devido sua
patogenicidade para outras espécies de carrapatos (KOCAN et al., 1998).

O solo utilizado foi classificado como franco argilo arenoso, caracteristica apontada na
maioria dos trabalhos como favoraveis para acdo dos NEPs, uma vez que permite melhor
deslocamento devido ao predominio da fracdo areia. Essa caracteristica também possibilita
maior aeracdo do solo, fornecendo maiores taxa de oxigénio para 0s NEPs e permite melhor
deteccdo de volateis emitidos por artrépodes hospedeiros, aumentando assim, o poder de
busca dos JIs (KAYA, 1990, BARBECHECK & KAYA, 1991, DOLISNKI et al., 2010).

Os NEPs do género Heterorhabditis apresentaram melhor desempenho, causando
reducdo acentuada na quantidade de ovos e larvas, e consequentemente, percentuais de
controle superiores a 99%. Nos grupos expostos aos nematoides do género Steinernema,
apenas o tratamento com quatro larvas infectadas com S. feltiae SN resultou em percentual de
controle superior a 95%. Nos grupos tratados com S. carpocapsae ALL, a melhor eficacia foi
observada no tratamento com duas larvas, com percentual de controle de 80%. Nematoides do
género Heterorhabditis tem apresentado melhor desempenho para carrapatos (SAMISH &
GLAZER, 2001; ALEKSEEV et al., 2006), e até 0 momento, os isolados HP88 e LPP1 foram
apontados como os mais virulentos para R. microplus, superando isolados do género
Steinernema e até mesmo, outros isolados de Heterorhabditis (MONTEIRO et al., 2010a;
SILVA et al., 2012). Embora NEPs do género Heterorhabditis tenham sido apontados como
0s mais virulentos para carrapatos, os aspectos relacionados com esse melhor desempenho,
ainda ndo foram bem esclarecidos. Entretanto, pode-se inferir que as bactérias do género
Photorhabdus associadas a esses nematoides, sejam mais letais para esses artropodes, uma
vez que os Jls geralmente morrem logo apds a penetragdo no carrapato, estando a morte das
fémeas relacionada com a agéo das bactérias liberadas na hemocele (SAMISH et al., 2008).

A possibilidade de penetracdo ativa devido a presenca de um dente quitinoso na
extremidade anterior dos JIs infectantes do género Heterorhabditis (KAYA & GAUGLER,
1993) também pode esta relacionada com a maior viruléncia, causando lesdes e ocasionando a
morte da fémea mais rapidamente. No presente estudo, foi observado o extravazamento de
sangue pelo tegumento de algumas fémeas tratadas com H. bacteriophora HP88 e H. indica
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LPP1, indicando que o tegumento e 6rgdos internos foram rompidos. Tal fato foi observado
principalmente nos tratamentos com seis cadaveres, em que € maior o numero de JIs
invasores. O rompimento do tegumento de R. microplus por nematoides do género
Heterorhabditis também foi observado por HILL (1998), VASCONCELOS et al. (2004) e
MONTEIRO et al. (2010a).

Os melhores resultados obtidos com a utilizagdo de S. carpocapsae ALL e S. feltiae

SN foram observados nos tratamentos com a aplicacdo de dois e quatro cadaveres,
respectivamente, e 0 aumento de cadaveres nos tratamentos seguintes, resultou em decréscimo
na eficacia dos NEPs. O acréscimo de cadaveres nos tratamentos ocasiona consideravel
aumento no numero de nematoides em cada recipiente, uma vez que uma larva de G.
mellonella produz de 100.000 a 300.000 JIs aproximadamente (POINAR, 1990). Embora em
muitos casos exista uma correlacdo entre 0 aumento do nimero de Jls e aumento da eficécia
(MONTEIRO et al., 2010a), também €é possivel encontrar na literatura exemplos de correlacéo
negativa, ocasionada pela competicdo intraespecifica (MONTEIRO et al., 2010b). Alguns
autores levantam a hipoOtese que o aumento na densidade de nematoides ocasiona maior
disputa pelo hospedeiro e queda na infectividade de alguns isolados (BATISTA et al., 2011).
KAAYA et al. (2000) utilizando dois isolados de S. carpocapsae nas concentracdes de 100 e
1000 nematoides por fémeas, também verificaram que a menor concentracdo resultou em
maiores taxas de mortalidade de Rhipicephalus decoloratus (Koch, 1844) (Acari: Ixodidae) e
Rhipicephalus appendiculatus (Neumann, 1901) (Acari: Ixodidae). Vasconcelos et al. (2004)
e Monteiro et al. (2010b) testaram diferentes concentracfes de H. bacteriophora CCA e
Heterorhabditis amazonenses Andal6 et al. 2006 (Rhabditida: Heterorhabditidae) RSC-5,
respectivamente, e concluiram que a melhor eficacia foi obtida na concentracdo de 300 por
fémea, sendo relatado queda de eficacia, nas concentrac@es de 600 e 1200 Jls.
A temperatura do solo durante o experimento manteve-se em torno de 28°C, tendo
provavelmente influéncia negativa sobre o desempenho de S. feltiae SN. O limiar de
temperatura no qual uma espécie de nematoide pode sobreviver, infectar e reproduzir,
geralmente esta proxima das condicdes climaticas do local de origem da espécie.
(MOLYNEUX, 1986). S. feltiae é originaria de regiGes temperadas, assim, seu melhor
desempenho seria obtido em temperaturas mais baixas (HAZIR et al., 2003; SHAPIRO-
ILAN, 2006). Grewal et al. (1994) relataram que temperaturas superiores a 25°C, levaram a
queda de infectividade de S. feltiae em larvas de G. mellonella. Ja as outras espécies utilizadas
no presente estudo sdo conhecidas por permanecerem viaveis em temperaturas de pelo menos
30°C (GREWAL et al., 1994; HOMINICK, 2002; ROHDE et al., 2010).

Com relagdo a S. carpocapsae ALL, o desempenho inferior aos demais nematoides
testados pode estar relacionado com a umidade, uma vez que durante o experimento a UR do
solo foi de 85%. Rohde et al. (2010) verificaram baixa viruléncia de S. carpocapsae para
Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824) (Diptera: Tephritidae) em solo mantido no limite da
capacidade de campo, entretanto, a taxa de mortalidade aumentou consideravelmente em
solos mantidos com 75% dessa capacidade.

O fato dos nematoides H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 terem
comportamento “cruiser” para buscar o hospedeiro, movendo-se constantemente no solo e S.
feltiae SN ter comportamento misto (“cruiser” e “ambusher”) também pode ter contribuido
para uma melhor eficacia destes NEPs, permitindo que eles localizassem e penetrassem nas
fémeas de forma mais rapida do que os JIs de S. carpocapsae, que tém apenas o
comportamento “ambusher”, que consiste em ficar a maior parte do tempo parado esperando a
passagem do hospedeiro (DOLISNKI, 2006).

No segundo experimento, os nematoides formulados em G. mellonella apresentaram
melhor desempenho, causando reducdo mais acentuada no peso da massa de ovos e taxas de
percentual de controle superiores a 99%. Larvas de G. mellonella geralmente produzem maior

48


http://pt.wikipedia.org/wiki/Christian_Rudolph_Wilhelm_Wiedemann
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tephritidae

quantidade de JIs do que larvas de T. molitor (MOLINA et al., 2004). Shapiro-llan et al.
(2002) comparando a producéo de JIs por grama de G. mellonella e T. molitor, verificaram
que a producdo de H. bacteriophora Hb foi de 2,0 a 3,5 vezes maior em G. mellonella.
Assim, o melhor desempenho dos NEPs do género Heterorhabditis formulados em G.
mellonella, provavelmente estd relacionado com a maior quantidade de JIs produzidos por
esse inseto em cada pote, causando a morte das fémeas em menor intervalo de tempo,
resultando em reducéo de prole mais acentuada.

Embora o fato de produzir menor quantidade de Jls possa ter contribuido para o
desempenho inferior obtido pelos NEPs formulados em T. molitor, outro aspecto que chama a
atencdo foram os altos valores de desvio padrdo encontrados nesses tratamentos,
demonstrando que as fémeas morreram rapidamente em algumas repeticdes produzindo
poucos ovos, assim como observado nos grupos tratados com NEPs formulados em G.
mellonella. Entretanto, em outras repeticdes dentro do mesmo tratamento, as fémeas ficaram
vivas por mais tempo, produzindo postura similar ao verificado no grupo controle. Com bases
nesses resultados, podemos inferir que o microambiente proporcionado pela multiplicacao de
H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 em T. molitor seja mais instavel, afetando o sucesso
reprodutivo dos NEPs em algumas larvas desse coledptero, explicando assim, as diferencas
observadas entre as unidades experimentais do mesmo tratamento.

Mesmo apresentando desempenho inferior, a formulacdo dos NEPs em larvas de T.
molitor, especialmente do género Heterorhabditis, ndo deve ser descartada, uma vez que o
custo de producdo de larvas desse coledptero é de quatro a cinco vezes menor do gque o custo
de producéo de G. mellonella. Shapiro-Ilan et al. (2002) relataram que custo por insetos nos
Estados Unidos é de aproximadamente 0,0120 e 0,0025 ddlares para G. mellonella e T.
molitor, respectivamente. Assim, o desempenho inferior pode ser compensado pela
possibilidade de utilizar um maior nimero de cadaveres de T. molitor por area e ainda assim,
ter um menor custo de producdo. Outro aspecto que pode favorecer a utilizagdo de larvas de
T. molitor, especialmente no Brasil, é a existéncia de varias empresas que criam esse
coledptero para comercializacdo com diversos fins, como alimentacdo de aves e peixes.
Assim, a aquisicdo de matéria prima para confeccdo dos cadaveres infectados por NEPs para
aplicacdo em grande escala seria facilitada. Outro ponto positivo que pode compensar 0
desempenho inferior da formulacdo em T. molitor é que as larvas desse coledptero apresentam
textura mais rigida ap6s a infeccdo por NEPs, sendo mais facil de preservar a integridade do
cadaver durante a estocagem, manipulacéo e aplicacéo.

Os nematoides H. bacteriophora HP88, H. indica LPP1, S. feltiae SN e S.
carpocapsae ALL em formulacdo inseto cadaver, sob condi¢des controladas, apresentaram
patogenicidade para fémeas ingurgitadas de R. microplus, sendo observado melhor
desempenho de NEPs do género Heterorhabditis. A formulagdo em larvas de G. mellonella
apresentou melhor desempenho, mas a possibilidade de producdo de NEPs em larvas de T.
molitor, especialmente do género Heterorhabditis, também deve ser considerada, pois essa
formulacdo também se mostrou eficaz e apresenta algumas vantagens em relacdo a
formulacdo em lagartas de G. mellonella. Dessa forma, a disponibilizagdo de cadaveres
infectados por NEPs em areas de pastagens pode ser uma alternativa viavel para o manejo
integrado de R. microplus em condig¢des de campo.
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CAPITULO 1

ACAO DE Heterorhabditis baujardi (RHABDITIDA:
HETERORHABDITIDAE), ISOLADO LPP7 PARA FEMEAS
INGURGITADAS DE Rhipicephalus microplus (ACARI: IXODIDAE) E
INFLUENCIA DA PRESENCA DE OUTROS HOSPEDEIROS
SUSCEPTIVEIS
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RESUMO

O estudo avaliou a influéncia da presenca Mahanarva spectabilis (cigarrinha) e Galleria
mellonella sobre a eficdcia de Heterorhabditis baujardi, isolado LPP7 para o controle de
Rhipicephalus microplus, e verificou a viruléncia desse nematoide para o carrapato dos
bovinos, quando multiplicados nesses dois insetos. No primeiro estudo, fémeas ingurgitadas
de R. microplus foram expostas a0 nematoide entomopatogénico (NEP) H. baujardi LPP7,
tendo a presenca ou ndo de ninfas de M. spectabilis ou lagartas de G. mellonella. Também
foram formados grupos contendo apenas ninfas de M. spectabilis ou lagartas de G. mellonella
expostas aos nematoides, e grupo controle para cada artropode. No segundo experimento,
fémeas ingurgitadas foram expostas a diferentes concentracbes de H. baujardi LPP7
proveniente da multiplicacdo em M. spectabilis e G. mellonella. No primeiro experimento,
apos cinco dias, a mortalidade das fémeas ingurgitadas mantidas em potes com M. spectabilis
em potes com G. mellonella foi de 100%, valor superior (p<0,05) ao verificado para o grupo
contendo apenas carrapatos (86%). A mortalidade de M. spectabilis e de G. mellonella, nos
grupos associados ou ndo com carrapatos também foi de 100% ap0s cinco dias. A ac¢do do
nematoide reduziu (p<0,05) o peso da postura, sendo que a reducdo foi mais acentuada no
grupo em que os carrapatos foram colocados juntos com M. spectabilis. O indice de inibigéo
de postura foi superior a 90% em todos os grupos, chegando a 99,7% no grupo contendo
carrapatos e cigarrinhas. No segundo experimento, a acdo do nematoide multiplicado em M.
spectabilis e em G. mellonella também causou reducéo (p<0,05) do peso da massa de ovos. O
indice de inibicdo de postura foi superior a 80% em todos os tratamentos, chegando a 92% no
grupo tratado com nematoides multiplicados em G. mellonella na concentracdo de 800
NEPs/fémea. Dessa forma, € possivel concluir que em condicGes de laboratdrio, a presenca de
outro hospedeiro potencializou a eficacia de H. baujardi LPP7 sobre fémeas ingurgitadas, ndo
ocorrendo preferéncia dos NEPs para infectar insetos, e que H. baujardi LPP7 apresentou
viruléncia para R. microplus e M. spectabilis, podendo no futuro ser utilizado para o controle
em conjunto desses artrépodes nas pastagens. Além disso, foi verificado que os juvenis
infectantes desse nematoide multiplicados em M. spectabilis ou em G. mellonella possuem
viruléncia similar para fémeas ingurgitadas desse ixodideo.

Palavras-chave: Carrapato dos bovinos, Controle bioldgico, Mahanarva spectabilis, Galleria
mellonella.
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ABSTRACT

The study evaluated the influence of the presence of Galleria mellonella and Mahanarva
spectalis on the efficacy of Heterorhabditis baujardi, strain LPP7, for the control of
Rhipicephalus microplus and verified the virulence of this nematode to the cattle tick when
multiplied in these two insects. In the first experiment, engorged female cattle ticks were
exposed to the entomopathogenic nematode (EPN) H. baujardi LPP7, in the presence or not
of M. spectabilis nymphs or G. mellonella caterpillars. Groups were formed containing only
M. spectabilis nymphs or G. mellonella caterpillars exposed to the nematodes, and a control
group for each arthropod (experimental unit without EPNSs). In the second experiment,
engorged females were exposed to different concentrations of H. baujardi LPP7 from
multiplication in M. spectabilis and G. mellonella. After five days, the mortality of the
engorged females kept in pots with M. spectabilis or G. mellonella was 100%, a higher value
(p<0.05) than that for the group containing only ticks (86%). The mortality of M. spectabilis
and G. mellonella in the groups associated or not with ticks was also 100% after five days.
The nematode’s action reduced (p<0.05) the egg mass weight, with the reduction being more
accentuated in the group where the ticks were placed together with the spittlebugs. The
oviposition inhibition index was greater than 90% in all the groups, reaching 99.7% in the
group containing ticks and spittlebugs. In the second experiment, the action of the nematode
multiplied in M. spectabilis and in G. mellonella also caused a reduction (p<0.05) in the egg
mass weight. The oviposition inhibition index was greater than 80% in all the treatments,
reaching 92% in the group treated with nematodes multiplied in G. mellonella at the
concentration of 800 EPNs/female. Therefore, it can be concluded that in laboratory
conditions the presence of M. spectabilis and G. mellonella enhanced the efficacy of H.
baujardi LPP7 on the engorged females, without predilection of this strain to infect these
insects. Also, H. baujardi LPP7 presented virulence to R. microplus and M. spectabilis, so in
the future they can be used for control of cattle ticks together with these arthropods in
pastures. Finally, infective juveniles of this nematode multiplied in M. spectabilis or G.
mellonella have similar virulence to engorged females of this tick.

Key word: Cattle tick, biological control, Mahanarva spectabilis, Galleria mellonella.
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1 INTRODUCAO

Nematoides entomopatogénicos (NEPs) dos géneros Steinernema e Heterorhabditis
sdo associados com bactérias dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus, respectivamente
(BURNELL & STOCK, 2000). Tais nematoides atuam como veiculos para essas bacterias,
que sdo patogénicas quando introduzidas na hemocele dos insetos hospedeiros, onde
provocam rapida septicemia, levando-os a morte (GREWAL et al., 2001; HAZIR et al., 2003;
DOLINSKI, 2006). Devido as caracteristicas mencionadas, esses nematoides tem sido
estudados e utilizados como agentes de controle bioldgico de diferentes espécies de insetos
que se tornaram pragas agricolas (DOLINSKI, 2006; SHAPIRO-ILAN et al., 2006).

A partir da ultima década, também foram conduzidas pesquisas com intuito de avaliar
o0 potencial dos NEPs para o controle de Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) (Acari:
Ixodidae) (VASCONCELOS et al., 2004; MONTEIRO et al., 2010), carrapato que parasita
bovinos, sendo responsavel por inUmeras perdas nos sistemas de producdo de carne e leite nos
paises em que ocorre (PEREIRA, 2008). No Brasil, estima-se que sdo perdidos 2 bilhdes de
dblares anualmente devido aos prejuizos diretos (espoliagdo sanguinea e consequéncias) e
indiretos (transmissdo de agentes patogénicos e gastos com controle) ocasionados pelo
parasitismo desse ixodideo (GRISI et al., 2002; FURLONG et al., 2007). O controle de R.
microplus é feito quase que exclusivamente com a utilizagdo de carrapaticidas
organossintéticos; no entanto, esse método apresenta alguns pontos negativos, principalmente
quando € utilizado de forma abusiva e pouco criteriosa, podendo ocasionar a selecdo de
carrapatos resistentes, risco de intoxicacdo dos animais e do homem e contaminacdo do
ambiente e alimentos (KAAYA et al., 2000; FURLONG & PRATA, 2005; FURLONG et al.,
2007). Por isso, novas formas de controle, como a utilizacdo de NEPs, tém sido investigadas.

Os resultados obtidos em laboratdrio demonstraram que fémeas ingurgitadas de R.
microplus sdo susceptiveis a infeccdo por diferentes espécies de NEPs (VASCONCELOS et
al., 2004; FREITAS-RIBEIRO et al., 2005; MONTEIRO et al., 2010; SILVA et al., 2012).
Embora em laboratério os resultados tenham sido promissores, 0 mesmo ndo foi verificado
em testes in vivo, aplicando suspensdo aquosa de NEPs sobre bovinos infestados
(CARVALHO, 2008). Dessa forma, novos estudos tém sido conduzidos com intuito de
viabilizar uma forma de controle, aplicando os nematoides diretamente nas pastagens. Apds
desprenderem dos bovinos e cairem no solo, fémeas ingurgitadas procuram ambientes Umidos
e protegidos de radiacdo solar para fazerem a oviposicdo (CHAGAS et al., 2001). Essas
caracteristicas propiciam no solo um microclima favoravel para sobrevivéncia e a¢cdo dos
nematoides sobre as fémeas ingurgitadas (SAMISH et al., 1999; SAMISH et al., 2004;
ALEKSEEYV et al., 2006).

Nematoides (“cruiser”) tendem a Se mover constantemente no solo para buscar o
hospedeiro, utilizando sinais quimicos volateis emitidos pelo artrépode como CO?
(O'HALLARAN & BURNELL, 2003), fezes (GREWAL et al., 1993), fluidos do intestino
(WANG & GAUGLER, 1998) e acido drico (O'HALLARAN & BURNELL, 2003). Sabe-se
que os juvenis infectantes (JIs) de certos isolados de NEPs apresentam maior atragdo para
determinadas espécies de insetos em relagdo a outras (KOPPENHOFER & FUZY, 2008).
Assim, a aplicacdo de NEPs na pastagem para o controle de R. microplus pode ter sua eficécia
comprometida devido a presenca de outros artropodes susceptiveis a infeccdo dentro desse
ecossistema, podendo existir certa preferéncia dos NEPs para infectar esses insetos. 1sso por
que os JIs podem ser mais fortemente atraidos pela presenca de sinais quimicos de certos
insetos do que de carrapatos, fato ainda ndo elucidado pelos estudos apresentados na
literatura.

58



Entre os insetos que podem compartilhar 0 mesmo micro-habitat com fémeas
ingurgitadas de R. microplus, podemos citar a cigarrinha das pastagens Mahanarva
spectabilis (Distant, 1909) (Hemiptera: Cercopidae). Esse hemiptero, conhecido vulgarmente
como cigarrinha da cana-de-aglcar, € comumente associado com gramineas de grande porte,
no entanto, recentemente tem sido apontado como importante praga em pastagens,
alimentando-se diretamente da seiva e injetando fitotoxinas na planta (VALERIO, 2009),
tornando-se fator limitante em sistemas de producdo de carne e leite devido a queda na
qualidade da pastagem disponivel para os bovinos (HOLMANN & PECK, 2002, AUAD et
al., 2007). As ninfas desse inseto permanecem na base das forrageiras se alimentando de seiva
a partir do sistema radicular, sendo que esse estagio é susceptivel a infeccdo por diferentes
espécies de nematoides (BATISTA & AUAD, 2010); enquanto isso, 0s adultos se alimentam
de seiva a partir das folhas e nessa fase sdo resistentes a infec¢do por NEPs (BATISTA et al.,
2011).

Diferente das cigarrinhas, a mariposa Galleria mellonella (Linnaues, 1758)
(Lepdoptera: Pyralidae), conhecida como traca dos favos de mel, ndo compartilha 0 mesmo
ambiente que R. microplus. Entretanto, esse inseto € altamente suscetivel a infeccdo por
juvenis infectantes, sendo utilizado como inseto modelo para estudo com NEPs (EHLERS &
SHAPIRO-ILAN, 2005), sendo que ja& foi demonstrado que certos isolados sdo mais
fortemente atraidos por lagartas de G. mellonella do que para outros insetos
(KOPPENHOFER & FUZZI, 2008). Assim, o estudo sobre a influéncia da presenca desse
lepidoptero sobre a eficacia de NEPs para R. microplus pode fornecer importante informacéo
sobre a possivel predilecdo de NEPs para infectar insetos, e se tal fato pode comprometer a
sua utilizacdo no campo para o controle de carrapatos.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da presenca de M.
spectabilis e G. mellonella sobre a eficacia do nematoide entomopatogénico Heterorhabditis
baujardi Phan, Subbotin, Nguyen & Moens 2003 (Rhabditida: Heterorhabditidae), isolado
LPP7, para o controle de R. microplus, além de verificar a viruléncia desse nematoide para o
carrapato dos bovinos, quando multiplicados nesses dois insetos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo das fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus, isolados de
nematoides, lagartas de Galleria mellonella e ninfas de Mahanarva spectabilis

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite,
Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Para realizacdo do trabalho foram utilizadas fémeas
ingurgitadas da estirpe sensivel Porto Alegre (POA) obtidas através de infestacdes artificiais
em bezerros no Campo Experimental José Henrique Bruschi (CEJHB), da Embrapa Gado de
Leite, localizado no municipio de Coronel Pacheco, Minas Gerais, Brasil (registro CEUA-
EGL 11/2013) (Anexo E). O nematoide utilizado foi cedido pelo laboratério de Nematologia
da Universidade Federal Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, Rio de
Janeiro, Brasil e mantido no banco de NEPs do laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado
de Leite. Sua manutencdo foi feita através da multiplicagdo in vivo em G. mellonella
(Linnaeus, 1758) (LINDEGREN et al., 1993; KAYA & STOCK, 1997) (Anexo A e C).

Como hospedeiros alternativos foram utilizados ninfas do 4° e 5° instares de
cigarrinha das pastagens M. spectabilis coletadas nas pastagens do Campo Experimental
Santa Monica, da Embrapa Gado de Leite, localizado no distrito de Bardo de Juparand,
municipio de Valenca, Rio de Janeiro, Brasil (Anexo G). As lagartas do ultimo instar de G.
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mellonella foram obtidas através de coldnia mantida no laboratério de Parasitologia da
Embrapa Gado de Leite (Anexo A).

2.2 Preparacéo das suspensdes com nematoides

Para obtencgdo das suspensfes com nematoides, foi feita a contagem de 10 aliquotas de
10 pL obtidas a partir de 20 mL de suspensao aquosa de nematoides estocadas em garrafa de
cultivo celular de 40 mL, por periodo inferior a 15 dias em cadmara climatizada a 18+1°C. Em
seguida foi calculada a média de juvenis infectante (JIs) por amostra e a partir desta média, as
suspensdes foram ajustadas para concentracdo de 500 JIs/mL.

2.3 Experimento | — Influéncia de outros hospedeiros susceptiveis na eficacia de
Heterorhabditis baujardi LPP7 sobre fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus

Potes plasticos com capacidade de 300 mL foram preenchidos com 200 gramas de
solo previamente esterilizado. Para o preenchimento dos potes foi utilizado solo proveniente
de area de pastagem do CEJHB. Em cada recipiente foi adicionado 40 mL de agua destilada,
com a finalidade de manter o solo no limite de sua capacidade de campo.

No grupo contendo apenas carrapatos, cinco fémeas ingurgitadas de R. microplus
foram adicionadas ao pote e na sequéncia foi aplicado 4 mL de suspensdo aquosa contendo
2.000 NEPs (= 400 NEPs por carrapato). Também foi formado um grupo contendo apenas
ninfas de M. spectabilis e outro contendo lagartas de G. mellonella (cinco insetos por pote),
todos esses expostos a 2.000 JIs (= 400 JIs por inseto). No grupo contendo carrapatos e
cigarrinhas, além das fémeas ingurgitadas, foram adicionadas cinco ninfas de M. spectabilis
(Figura 1A) e 4 mL de suspensdo aquosa contendo 4.000 JIs (= 400 Jls por artrépode). No
grupo contendo carrapatos e G. mellonella, foram adicionadas também cinco lagartas desse
lepiddptero (Figura 1B) e 4 mL de suspensdo aquosa (= 400 Jls por artrépode).

No controle, cinco fémeas de R. microplus foram colocadas em potes isentos de
nematoides. O mesmo foi feito nos grupos controle contendo apenas ninfas de M. spectabilis
ou lagartas de G. mellonella. Em todos os grupos contendo ninfas de M. spectabilis, foi
acrescentado raizes de Brachiaria decumbens para servir como fonte de alimento (Figura 1A).
Nos demais grupos ndo houve necessidade de adicdo de fonte de alimento por se tratar de
espécimes com processo de alimentacdo concluido. Para cada grupo foram feitas 10
repeticdes e todos os grupos foram mantidos em camara climatizada a 27+1°C e umidade
relativa de 80+£10%.

Foram formados oito grupos experimentais, cada um com dez repeti¢cbes, conforme a
sequir:

» R. microplus em potes isentos de nematoides;

= M. spectabilis em potes isentos de nematoides

= G. mellonella em potes isentos de nematoides;

» R. microplus em potes com nematoides (400 Jls/carrapato);

= M. spectabilis em potes com nematoides (400 Jls/hemiptero);

= G. mellonella em potes com nematoides (400 Jls/lepidoptero);

= R. microplus e M. spectabilis em potes com nematoides (400 Jls/artropode).

»= R. microplus e G. mellonella em potes com nematoides (400 Jls/artrépode).
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Figura 1. A: Cinco fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus e cinco ninfas de
Mahanarva spectabilis em pote plastico contendo solo, raizes de Brachiaria decumbens e
juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7; B: Cinco fémeas ingurgitadas de R.
microplus e cinco lagartas de Galleria mellonella em pote pléstico contendo solo e JIs de
H. baujardi LPP7; C: Ninfas de M. spectabilis colocadas em armadilha de White apo6s
morte por H. baujardi LPP7; D: Lagartas de G. mellonella colocadas em armadilha de
White ap6s a morte por Jis de H. baujardi LPP7.
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A avaliacdo da mortalidade foi realizada diariamente durante os cinco primeiros dias
apos o inicio do experimento. Apos cinco dias, as fémeas ingurgitadas ainda vivas foram
transferidas para placa de Petri, para dar continuidade na coleta de postura, a qual foi feita
diariamente até a morte do Ultimo carrapato de cada unidade experimental. Foram avaliados
0s parametros: peso da fémea antes da postura e peso da massa de ovos. A eficacia dos
tratamentos foi calculada a partir do indice de inibicdo de postura (GONCALVES et al.,
2007) (Anexo H).

2.4 Experimento Il — Viruléncia de Heterorhbditis baujardi LPP7 multiplicados em
Galleria mellonella e Maranarva spectabilis sobre fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus

Os Jls desse nematoide foram obtidos a partir de armadilhas de White (White, 1927)
montadas com insetos mortos no primeiro experimento (Figura 1C e D), sendo coletados os
JIs infectantes emergidos nos primeiros cinco dias de coleta.

Para realizacdo do experimento, fémeas ingurgitadas com pesos previamente
homogeneizados (p>0,05) foram divididas em cinco grupos contendo 10 carrapatos cada,
sendo cada fémea acondicionada em placa de Petri (6x6 cm) previamente forrada com duas
folhas de papel de filtro esterilizado (cada fémea = unidade experimental). Nos quatro grupos
tratados, foi pipetado em cada placa 1 mL de suspensdo aquosa contendo 400 ou 800 JlIs
provenientes de cadaveres de M. spectabilis e G. mellonella. Também foi formado um grupo
controle, em que foi pipetado 1 mL de agua destilada isenta de nematoides.

Assim foram formados 0s grupos:

Grupo 1 - controle, com fémeas ingurgitadas em placa isenta de nematoide;

Grupo 2 — fémeas ingurgitadas em placas com 400 JIs provenientes de cadaver de M.
spectabilis;

Grupo 3 — fémeas ingurgitadas em placas com 400 JIs provenientes de cadaver de G.
mellonella;

Grupo 4 — fémeas ingurgitadas em placas com 800 JIs provenientes de cadaveres de M.
spectabilis;

Grupo 5 — fémeas ingurgitadas em placas com 800 NEPs provenientes de cadaveres de G.
mellonella.

As placas de Petri de todos os grupos foram vedadas com parafilme durante trés dias
para manter a umidade no papel de filtro, fornecendo condi¢des favoraveis para os NEPs. A
coleta de postura foi feita diariamente até a morte do Ultimo carrapato e as massas de ovos de
cada fémea foram pesadas. Assim, como no experimento anterior, os valores referentes ao
peso da fémea antes da oviposicao e peso da massa de ovos foram utilizados para o calculo do
indice de inibicdo de postura (GONCALVES et al., 2007) (Anexo H). As placas foram
mantidas em cAmara climatizada (27+1°C e 80+£10% UR) durante todo experimento.

2.5 Analise do solo

Amostra do solo utilizado para o preenchimento dos potes foi enviada para o
laboratorio de Analises do Solo LTDA, localizado no municipio de Vicosa, Minas Gerais,
Brasil, para realizagGes das analises fisico-quimicas.

2.6 Analise estatistica

Para realizacdo da analise estatistica dos experimentos, foi utilizado o software Biostat
versdo 5.0. Os dados adquiridos em porcentagem foram transformados em Varco seno x. Para

62



a comparacdo das médias, devido a distribuicdo ndo normal dos dados, foi utilizado o teste
ndo paramétrico de Kruskal Wallis seguindo do teste de Student-Newman-Keuls (p<0,05).

3 RESULTADOS

O solo utilizado para o preenchimento dos potes utilizados no primeiro experimento
apresentou textura intermediaria (entre arenoso e argiloso), sendo classificado como franco
argilo arenoso, com 21% de argila, 18% silte, 61% de areia e pH de 5.8. A média de
temperatura e UR do solo durante os dois experimentos foi de 28°C e 85%, respectivamente.

No experimento |, verificou-se no primeiro dia de avaliagéo, as fémeas ingurgitadas de
R. microplus em todos os tratamentos ainda estavam vivas. A partir do segundo dia, 0
percentual de mortalidade de todos os tratamentos apresentou diferencas significativas
(p<0,05) para o controle, onde ndo foi observada a morte de nenhuma fémea durante os cinco
dias de avaliagdo. Ainda sobre o segundo dia, o percentual de mortalidade das fémeas
ingurgitadas foi de 26% no grupo contendo apenas carrapatos e 48% no grupo com carrapatos
e cigarrinhas, sendo semelhantes entre si (p>0,05) e diferindo (p<0,05) do grupo contendo
carrapatos e lagartas de G. mellonella, cuja mortalidade foi de 62% (Tabela 1). No terceiro e
quarto dias, o percentual de mortalidade das fémeas ingurgitadas observado no grupo com
carrapatos e cigarrinhas diferiu significativamente (p<0,05) dos outros tratamentos, chegando
a 100% no quarto dia (Tabela 1). No quinto dia, o percentual de mortalidade das fémeas
ingurgitadas no grupo contendo carrapatos e G. mellonella também atingiu o valor de 100%,
sendo semelhante (p>0,05) ao grupo com carrapatos e cigarrinhas e diferindo (p<0,05) do
tratamento contendo apenas carrapatos (86%) (Tabela 1).

Com relacdo a mortalidade das cigarrinhas, no primeiro dia, a mortalidade também foi
nula para as ninfas de M. spectabilis em todos os tratamentos. No segundo dia a mortalidade
foi de 60,5 e 65,5%, para 0s grupos contendo apenas ninfas das cigarrinhas e ninfas
juntamente com carrapatos. No terceiro dia, o0 percentual de mortalidade foi de 98% para 0s
dois grupos tratados com NEPs, chegando a 100% no quarto dia. A partir do segundo dia, o
percentual de mortalidade de todos os grupos tratados com NEPs apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) para o grupo controle, em que as taxas de mortalidade foram de 0,0;
0,0; 6,5; 15,0 e 20,2% nos dias um, dois, trés, quatro e cinco, respectivamente (Tabela 1).

Assim, como observado nos outros grupos, também ndo ocorreu morte de nenhuma
lagarta de G. mellonella no primeiro dia de avaliacdo. A partir do segundo dia, as taxas de
mortalidade de todos os grupos tratados com nematoides foram significativamente superiores
(p<0,05) ao controle, cuja mortalidade ndo chegou a 5% apos cinco dias. A mortalidade
observada no grupo contendo apenas lagartas de G. mellonella no segundo dia foi de 90%,
valor superior (p<0,05) ao verificado no grupo contendo G. mellonella e carrapatos (66,0%).
Nos demais periodos de observacdo, a mortalidade verificada nos grupos tratados foi
semelhante (p>0,05), chegando a 100% no quinto dia de avaliacdo (Tabela 1).

A taxa de mortalidade em todos os tratamentos aumentou significativamente (p<0,05)
ao longo do tempo, com excecdo dos grupos controle contendo apenas carrapatos ou lagartas
de G. mellonella (Tabela 1).
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Tabela 1. Mortalidade de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus, ninfas de
Mahanarva spectabilis e lagartas de Galleria mellonella expostas ao nematoide
Heterorhabditis baujardi LPP7 na concentracdo de 400 juvenis infectantes por artropode em
condicBes de laboratério (27+1°C e UR 80+10%). (média * desvio padrdo).

Dias de avaliagédo
(mortalidade %)

Tratamentos* 1° 2° 3° 4° 5°
Controle Rm 0,0%+0,0 0,0%+0,0 0,0%+0,0 0,0%+0,0 0,0+0,0
Rm + LPP7 00400  260™°+353  64,0°°°422,7  74,0°+190 86,0165
Rm e Ms + LPP7 0,0°440,0  48,0°B+27,0 92,0°+16,9 100,0°°+0,0 100,0°°+0,0
Rme Gm + LPP7 0,0440,0  62,0%®+25,7 82,0°B¢+25 7 88,0°°B°+19,3  100,0°°+0,0
Controle — Ms 0,0*40,0 0,0*+0,0 6,5%+10,6 15,0%%+11,3 20,0+14,6
Ms + LPP7 0,040,0  60,5"%+27,3 98,0°°+6,3 100,0°°+0,0 100,0°°+0,0
Ms e Rm + LPP7 0,0440,0  65,5°5+13,0 98,0°°+6,3 100,0°°+0,0 100,0°°+0,0
Controle — Gm 0,0*40,0 0,0*4+0,0 0,0*4+0,0 4,0°+8,4 4,0°+8,4
Gm + LPP7 0,0+0,0  90,8"®+17,0 94,0"%+13,5 98,0°6+6,3 100,0°%+0,0
GmeRm + LPP7 0,040,0  66,0°®+23,2 92,0°°+14,0 98,0°°+6,3 100,0°°+0,0

Médias de mortalidade de determinada espécie seguidas de letras minasculas na coluna apresentam diferengas
significativas & nivel de 5%. Médias seguidas de letras mailscula diferentes na linha apresentam diferencgas
significativas a nivel de 5%. * - Em cada linha foi expressa a mortalidade do primeiro artrépode mencionado em
cada tratamento. Rm — Rhipicephalus microplus; Ms — Mahanarva spectabilis; Gm — Galleria mellonella; LPP7
— Heterorhabditis baujardi.

No grupo controle contendo fémeas ingurgitadas de R. microplus, todos os carrapatos
fizeram postura (Figura 2A). Foi observado que no grupo contendo apenas carrapatos
expostos a JIs de H. baujardi LPP7, algumas fémeas ficaram vivas por tempo suficiente para
realizar a oviposic¢do (Figura 2B), no entanto, nos grupos em que as fémeas foram mantidas
nos recipientes com os diferentes insetos, praticamente nao se recuperou postura, uma vez que
a maior parte das fémeas morreu antes de iniciarem a oviposi¢do ou no inicio desse processo
(Figura 2C e D).

Durantes esses cinco dias, as ninfas que ndo morreram deram origem a adultos (Figura
3A). A taxa de mortalidade no controle contendo apenas cigarrinhas esta dentro do normal
para espécie quando mantida em laboratério; e embora tenham sido encontradas ninfas mortas
no controle, cabe destacar que essas apresentam apresentavam caracteristicas bem distintas
das ninfas mortas nos grupos tratados com NEPs (coloracdo avermelhada - sinal de infeccéo
por NEPs do género Heterorhabditis) (Figura 3B e C).
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Figura 2. A: Fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus do grupo controle fazendo
postura; B: Cinco fémeas de R. microplus (duas vivas fazendo postura e trés mortas) em
pote com solo e juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7; C: Fémeas
ingurgitadas de R. microplus e lagartas de Galleria mellonella mortas pela a agdo de H.
baujardi LPP7; D: Fémeas ingurgitadas de R. microplus e ninfas de Mahanarva
spectabilis (indicadas por setas amarelas) mortas pela a acao de H. baujardi LPP7.
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Figura 3. A: Adulto de Mahanarva spectabilis oriundo
de ninfa do grupo controle; B: ninfa de M. spectabilis
no quarto dia de avaliacdo, morta pela infeccdo por
Heterorhabditis baujardi LPP7; C: ninfa de M.
spectabilis do grupo controle no quarto dia de
avaliacdo, morta naturalmente.
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O peso das fémeas ingurgitadas antes da oviposicdo foi estatisticamente semelhante
(p>0,05) em todos os grupos. O peso da massa de ovos dos grupos contendo apenas
carrapatos e carrapatos juntos com G. mellonella foi de 43,9 e 11,2 mg, respectivamente,
diferindo significativamente (p<0,05) dos valores observados para o controle (547,2 mg). Nos
grupos contendo carrapatos com cigarrinhas, o peso da massa de ovos foi 1,8 mg, diferindo
significativamente (p<0,05) dos valores observados para o grupo controle e para 0 grupo
contendo apenas carrapatos (Tabela 2). O calculo do indice de inibicdo de postura revelou
valores superiores a 90% em todos os grupos, chegando a 99,7% nos grupo contendo
carrapatos e cigarrinhas (Tabela 2).

Tabela 2. Peso da fémea antes da postura, peso da massa de ovos e indice de inibicdo de
postura de Rhipicephalus microplus tratados com 400 JIs de Heterorhabditis baujardi LPP7,
na presenca ou ndo de ninfas de Mahanarva spectabilis ou Galleria mellonella em condigdes
de laboratorio (27°1+1 e UR 80+10). (Média + desvio padrao).

Tratamento Peso das fémeas  Peso da massa de *Indice de

antes da postura ovos (mg) inibicdo de
(mg) postura (%)

Controle — R. microplus sem 1167,1°+64,4 547,2°+41,1

nematoide (10) (10)

R. microplus + H. baujardi 1166,3%+42,2 43,9°+41,3 91,9

LPP7 (10) (10)

R. microplus na presenca de M.  1167,2%+53,1 1,8°+4,6 99,7

spectabilis + H. baujardi LPP7 (10) (10)

R. microplus na presenca de G.  1166,3%+43,9 11,2"°+15,2 98,0

mellonella + H. baujardi LPP7 (10) (10)

Os valores apresentados correspondem a média de cinco fémeas.

Médias seguidas de letras diferentes na coluna apresentam diferencas significativas a nivel de 5%.
() — Tamanho da amostra.

Calculado segundo Gongalves et al. (2007).

No segundo experimento, o peso das fémeas ingurgitadas antes da postura variou entre
175,3 a 180,5 mg, ndo sendo constatadas diferencas significativas (p>0,05). O peso da massa
de ovos dos grupos tratados foi reduzido significativamente (p<0,05) sendo verificados
valores entre 7,5 e 14,9 mg no quatro tratamentos, enquanto no controle o peso foi de 90 mg.
Entre os grupos tratados ndo foram verificadas diferencas significativas (p>0,05) (Tabela 2).
Todos os tratamentos apresentaram indice de inibigdo de postura superior a 80%, chegando a
92,1% no grupo tratado com a concentracdo de 800 Jls/fémea proveniente de multiplicacdo
em lagartas de G. mellonella (Tabela 2).
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Tabela 3. Peso da fémea antes da postura, peso da massa de ovos e indice de inibicdo de
postura de Rhipicephalus microplus tratados com diferentes concentracGes de Heterorhabditis
baujardi LPP7 provenientes de multiplicacdo em ninfas de Mahanarva spectabilis e lagartas
de Galleria mellonella em condicdes de laboratorio (27°1+1 e UR 80+10). (Média + desvio

padrdo).
Tratamentos Peso das fémeas antes da Peso da massa de *Indice de
postura (mg) ovos (mg) inibicdo postura
(%)

Controle 180,5°+14,1 90,4°+9,7

(10) (10)
LPP7 (400 JIs) 175,3%20,3 14,1°+21,1 84,0
multiplicados em (10) (10)
M. spectabilis
LPP7 (400 JIs) 176,6°16,5 14,9°+26,3 83,3
multiplicados em (10) (10)
G. mellonella
LPP7 (800 Jls) 176,2°+19,5 10,2°+8,4 88,5
multiplicados em (10) (10)
M. spectabilis
LPP7 (800 Jls) 175,6°+17,9 7,5°+8,6 92,1
multiplicados em (10) (10)

G. mellonella

Médias seguidas de letras diferentes na coluna apresentam diferencas significativas a nivel de 5%.
() Tamanho da amostra.

LPP7 — Heterorhabditis baujardi

Calculado segundo Gongalves et al. (2007)

4 DISCUSSAO

A eficacia de NEPs a campo para o controle de uma determinada praga pode ser
influenciada por fatores abi6ticos como temperatura, umidade relativa, textura e pH do solo,
além de fatores bi6ticos como grau de viruléncia, capacidade de localizar o hospedeiro e
presenca de patdgenos, predadores e outros entomopatégenos que competem pelos mesmos
recursos (SHAPIRO-ILAN et al., 2006; SHAPIRO-ILAN et al., 2012). Assim, o
entendimento das interacBes biologicas e ecologicas dos NEPs, apresenta primordial
importancia para o0 sucesso na implementacdo de estratégias de controle, sendo necessario
compreender as interag0es que o0s JIs apresentam com o ambiente e organismos que compdem
0 ecossistema no qual serdo inseridos para combater determinada praga (LEWIS et al., 2006;
SHAPIRO-ILAN et al., 2006).

A caracteristica do solo apresenta importante papel na mobilidade e sobrevivéncia dos
NEPs (KAYA, 1990; BARBERCHECK 1992), sendo relatado que substratos com
predominio da fracdo areia sdo favoraveis a locomogdo e sobrevivéncia da maioria das
espécies (SHAPIRO-ILAN et al., 2006), fornecendo maiores taxas de oxigénio e melhor
capacidade de detectar os volateis emitidos por artropodes hospedeiros (KAYA, 1990;
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BARBECHECK & KAYA, 1991; DOLISNKI et al., 2010). No presente estudo, o solo foi
classificado como franco argilo arenoso, apresentando textura favoravel para o deslocamento
de Jis de H. baujardi LPP7, permitindo a localizacdo do hospedeiro (DOLISNKI et al., 2010).
O pH também pode ser um fator limitante (SHAPIRO-ILAN et al., 2006), sendo que valores
acima de 10 sdo prejudiciais, enquanto valores entre 4 e 8 nao tem efeito negativo sobre os JIs
(KUNG et al., 1990). Como o valor de pH do solo utilizado para o preenchimento dos potes
foi de 5,8, podemos inferir que essa variavel ndo apresentou influéncia negativa sobre a
sobrevivéncia e infectividade de H. baujardi LPP7.

Heterorhabditis baujardi LPP7 foi altamente virulento para todas as espécies de
hospedeiros testados. Lagartas de G. mellonella foram os hospedeiros mais sensiveis a
infeccdo, sendo verificada taxa de mortalidade superior a 90% a partir do segundo dia
avaliacdo, chegando a 100% apo0s cinco dias. Tal fato ja era esperado, uma vez que lagartas
desse lepidoptero sdo altamente sensiveis a infeccdo por diferentes isolados, sendo adotadas
como inseto modelo para estudos com NEPs (EHLERS & SHAPIRO-ILAN, 2005;
DOLINSKI, 2006). Inclusive, dados a respeito da biologia de H. baujardi LPP7 ja foram
elucidados a partir da utilizacdo de lagartas de G. mellonella como hospedeiro modelo
(LARA et al., 2008; DOLINSKI et al., 2008). As ninfas de M. spectabilis apresentaram
susceptibilidade similar ao verificado para G. mellonella, sendo observado percentual de
mortalidade superior a 90% a partir do terceiro dia € 100% no quarto dia. Batista (2010) e
Batista & Auad (2010) demonstraram que ninfas de M. spectabilis foram susceptiveis a
infeccdo para quatro espécies do género Heterorhabditis e cinco de Steinernema, sendo que as
espécies Steinernema riobrave Cabanillas, Poinar & Raulston, 1994 (Rhabditida:
Steinernematidae) e Steinernema feltiae (Filipjev, 1934) (Rhabditida: Steinernematidae)
foram apontadas como as mais virulentas, causando mortalidade de 92% em condigdes de
laboratdrio. Esse é o primeiro relato sobre eficacia de H. baujardi LPP7 para ninfas de M.
spectabilis, e os resultados obtidos superam os valores de mortalidade verificados para os
outros isolados anteriormente testados contra esse cercopideo. No entanto, a alta viruléncia
deste isolado ja tinha sido demonstrada para cigarrinhas da cana-de-agucar, Mahanarva
fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera: Cercopidae) (BATISTA etal., 2011).

As fémeas ingurgitadas de R. microplus foram menos sensiveis a infeccdo do que as
lagartas de G. mellonella e ninfas de M. spectabilis, sendo observada mortalidade méaxima de
86% ap0s 5 cinco dias, quando os carrapatos foram expostos aos NEPs sem a presenca de
alguns desses insetos. Embora a mortalidade ndo tenha chegado a 100%, foi possivel verificar
que o tratamento com H. baujardi LPP7 levou a reducdo na quantidade de ovos produzidos,
uma vez que muitas fémeas morreram antes de comecarem a fazer postura, ou no inicio desse
processo, resultando em eficacia de 91,9%. A patogenicidade desse isolado ja tinha sido
demonstrada para R. microplus por MACHADO (2008) que também verificou que a acdo dos
JIs de H. baujardi LPP7 reduziu a quantidade de ovos de fémeas ingurgitadas sensiveis e
resistentes a carrapaticidas.

A presenca de outros hospedeiros influenciou positivamente na eficacia de H. baujardi
LPP7 sobre as fémeas ingurgitadas, sendo observados maiores percentuais de mortalidade
nesses grupos ao longo dos cinco dias de avaliacdo e eficécias de 99,7 e 98,0% nos grupos em
que as fémeas foram expostas junto com ninfas de M. spectabilis ou larvas de G. mellonella,
respectivamente. A ecologia comportamental de NEPs cruzadores implica na busca ativa do
inseto através de captacdo de sinais quimicos emitidos pelo hospedeiro (CO,, fezes, fluido
intestinal e &cido Urico). Juvenis infectantes podem ser mais fortemente atraidos para
determinada espécie de artropode devido aos tipos e quantidades de sinais quimicos emitidos
por esses (LEWIS et al., 2006; KOPPENHOFER, 2008). O melhor desempenho de H.
baujardi LPP7 para R. microplus, nos grupos contendo carrapatos e cigarrinhas ou G.
mellonella, portanto, possivelmente estd relacionado com o aumento da densidade de
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hospedeiros por area e consequentemente, aumento na emissao de sinais quimicos. Tal fato
pode ter deixado os JIs mais ativos, permitindo que eles se deslocassem mais rapidamente no
solo, facilitando e acelerando os processos de busca, localizacdo e penetracdo no hospedeiro,
conforme constatado em estudos anteriores. Gaugler et al. (1991) verificaram que diferengas
na quantidade de eliminacdo de CO, entre diferentes espécies de insetos estavam
correlacionadas com a capacidade de Steinernema carpocapsae (Weiser, 1955) (Rhabditida:
Steinernematidae) localizar o hospedeiro. Koppenhdfer et al. (2008) especularam que JIs de
Steinernema scarabaei Stock & Koppenhofer, 2003 (Rhabditida: Heterorhabditidae) e
Heterorhabditis bacteriophora (Poinar, 1975) (Rhabditida: Heterorhabditidae) foram mais
fortemente atraidos para larvas de G. mellonella do que para larvas de Popillia japonica
Newman, 1841 (Coleoptera: Scarabaeidae) devido ao fato das larvas desse lepiddptero
liberarem trés vezes mais COZ.

O melhor desempenho de H. baujardi LPP7 para R. microplus foi obtido no grupo em
que os carrapatos foram expostos juntamente com as ninfas de M. spectabilis, sendo
observada mortalidade de 100% em menor intervalo de tempo. Além da emissdo de sinais
quimicos pelo hospedeiro, JIs também podem ser atraidos por substancias liberadas pelas
raizes de vegetais atacados por insetos, uma vez gque essas substancias funcionam como sinais
que indicam a presenca do hospedeiro (VAN TOL et al.,, 2001; RASMANN et al., 2005;
LEWIS et al., 2006). Assim, o processo de alimentacdo das ninfas de cigarrinhas pode ter
liberado outros sinais quimicos além dos emitidos diretamente pelos hospedeiros, deixando os
JIs mais ativos.

A presenca de fémeas ingurgitadas ndo apresentou efeito positivo ou negativo sobre a
eficacia desse mesmo nematoide para M. spectabilis, uma vez que a mortalidade das
cigarrinhas com presenga ou nédo de carrapatos foi similar durante todos os dias de avaliagao.
Como a presenca de cigarrinhas potencializou a acdo de H. baujardi LPP7 sobre carrapatos, e
a presenca de carrapatos ndo influenciou a acdo desse nematoide sobre cigarrinhas, podemos
inferir que aplicacOes deste isolado em pastagens pode representar uma forma de combater em
conjunto esses dois artrépodes que causam sérios prejuizos econdbmicos para pecuaria bovina
no Brasil (HOLMANN & PECK, 2002; GRISI et al.,, 2002) em propriedades que seja
observada a presenca dos dois.

A presenca de fémeas ingurgitadas resultou em efeito negativo sobre a eficacia de H.
baujardi LPP7 para G. mellonella no segundo dia de avaliacdo, uma vez que a mortalidade
das lagartas no grupo com carrapatos foi de 60%, enquanto no grupo sem carrapatos, a
mortalidade foi de 90%. Nos demais dias de avaliacdo, os valores foram similares. Esses
resultados fornecem indicios que um numero maior de JIs penetraram nas lagartas de G.
mellonella no grupo sem a presenca de carrapatos, enquanto no grupo contendo fémeas, os JIs
foram mais fortemente atraidos para carrapatos, reduzindo o numero de Jls em larvas de G.
mellonella, gerando essa diferenca de mortalidade no segundo dia de avaliacdo. Entretanto,
como larvas de G. mellonella sdo altamente sensiveis a infeccdo por NEPs (EHLERS &
SHAPIRO-ILAN, 2005; DOLISNKI, 2006), mesmo em menor quantidade, os JIs que
penetraram foram capazes de infectar e matar essas larvas, igualando os percentuais de
mortalidade desses dois grupos nos dias seguintes de avaliacao.

No segundo experimento, foi possivel observar que NEPs produzidos em larvas de G.
mellonella ou ninfas de M. spectabilis apresentaram viruléncia similar para fémeas
ingurgitadas de R. microplus. Tais dados diferem de alguns estudos que demonstram que a
viruléncia de alguns isolados pode variar de acordo com o hospedeiro utilizado para
multiplicacdo (LEWIS et al., 2006). A multiplicacdo em ninfas de M. spectabilis no ambiente
pode ser um importante fator para manutencdo desses agentes na pastagem, permitindo a
propagacao e posterior infeccdo de outras geracOes desses artropodes. Em carrapatos nao se
observa a reproducdo de NEPs (SAMISH et al., 2008); assim, a manutencdo no ambiente
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ficaria limitada a novas aplicacdes, ou multiplicacdo em outros hospedeiros suscetiveis
presentes na pastagem. Estudos demonstram aumento considerdvel na persisténcia de NEPs
no ambiente com a presenca de hospedeiros susceptiveis que permitam que eles se
multipliguem (MINAS, 2011), tal como a cigarrinha M. spectabilis.

A eficacia de H. baujardi LPP7 no primeiro experimento foi de 91%, superando 0s
valores obtidos no segundo experimento com a utilizacdo de 400 Jls/fémea multiplicados em
M. spectabilis e G. mellonella, que foram de 84 e 83%, respectivamente. A diferenca no
desempenho possivelmente esta relacionada com o substrato, uma vez que foi utilizado solo
no primeiro experimento e papel de filtro no segundo. Estudos tem demonstrado que NEPs
cruzadores apresentam melhor desempenho em areia ou em solo do que em papel de filtro em
testes in vitro. Situacdo semelhante foi constatada por Kaaya et al. (2000), que demonstraram
que alguns isolados foram mais efetivos contra Rhipicephalus decoloratus (Koch, 1844)
(Acari: Ixodidae) quando aplicados em placa de Petri contento areia ao invés de papel de
filtro.

A presenca de M. spectabilis e G. mellonella apresentou influéncia positiva sobre a
eficacia de H. baujardi LPP7 para o controle de carrapatos, demonstrando que esse isolado
possui potencial para o controle em conjunto do carrapato do boi R. microplus e das
cigarrinhas das pastagens, M. spectabilis. O conhecimento da influéncia de G. mellonella
sobre a eficacia de H. baujardi LPP7 para R. microplus fornece importantes informacdes a
respeito de interagbes que possam acontecer no solo com a presenga de outros insetos. O
presente estudo foi realizado em laboratério com potes fechados e sobre condicdes de
temperatura e umidade controladas. Futuramente, estudos em campo podem nos fornecer
dados mais precisos a respeito dessas interacdes.
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CAPITULO 11

EFICACIA DE NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS EM
FORMULACAO INSETO CADAVER SOBRE FEMEAS
INGURGITADAS DE Rhipicephalus microplus (ACARI: IXODIDAE) EM
CONDICOES SEMI-NATURAIS
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a patogénicidade de Heterorhabditis
bacteriophora LPP30 “in vitro” para fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus, além
do efeito da aplicacdo de quatro isolados do género Heterorhabditis em formulacdo inseto
cadaver sobre a fase na parasitaria desse mesmo ixodideo em condigdes semi-naturais. No
primeiro experimento, fémeas ingurgitadas foram expostas ao isolado LPP30 em diferentes
concentragdes para verificagdo de patogenicidade. No segundo experimento, cinco fémeas
ingurgitadas de R. microplus e quatro cadaveres de Galleria mellonella infectados com
nematoides foram colocadas em vasos plantados com Brachiaria decumbens mantidos em
condicdes de ambiente. Foram utilizados os isolados H. bacteriophora HP88, Heterorhabditis
baujardi LPP7, Heterorhabditis indica LPP1 e H. bacteriophora LPP30, sendo cada isolado
um tratamento com 10 repeticGes. No terceiro experimento, 65 dias ap0s 0s cadaveres terem
sido colocados nos vasos do segundo experimento, uma nova remessa de carrapatos foi
adicionada nas unidades experimentais correspondentes aos dois tratamentos de melhor
eficacia para avaliacdo da persisténcia dos NEPs. No primeiro experimento, todas as
concentracOes utilizadas causaram reducdo (p<0,05) no peso da massa de ovos, ocorrendo
reducdo (p<0,05) também no percentual de eclosdo no grupo tratado com a concentracéo de
75 Juvenis infectantes (JIs)/fémea. O percentual de controle foi superior a 95% em todos 0s
tratamentos. No segundo experimento, ap6s 22 dias, a mortalidade foi de 78% nos grupos
expostos a juvenis infectantes de H. bacteriophora LPP30 e H. indica LPP1, chegando a 100
e 98% para os tratamentos com H. bacteriophora HP88 e H. baujardi LPP7, respectivamente.
Nesse experimento, a acdo dos nematoides reduziu (p<0,05) o peso da massa dos grupos
tratados e o percentual de inibicdo de postura foi superior a 90% nos tratamentos com H.
bacteriophora HP88 e H. baujardi LPP7. No terceiro experimento, H. bacteriophora HP88 e
H. baujardi LPP7 também causaram reducdo (p<0,05) na massa de ovos produzidas pelas
fémeas ingurgitadas, sendo observado indice de inibicdo de postura de 59,1 e 43,1%,
respectivamente. Conclui-se que o isolado LPP30 foi altamente virulento em condicGes de
laboratério e que em condi¢bes semi-naturais, os isolados HP88 e LPP7 foram os mais
eficazes. Além disso, foi possivel verificar que esses nematoides permaneceram ativos por
mais de 65 dias apds terem sido aplicados no solo.

Palavras-chave: Carrapato dos bovinos, Heterorhabditis bacteriophora, Heterorhabditis
baujardi, Heterorhabditis indica, Heterorhabditis bacteriophora.
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ABSTRACT

The present study evaluated the virulence of Heterorhabditis bacteriophora LPP30 in vitro
against engorged females of Rhipicephalus microplus and the effect of applying four strains
of the genus Heterorhabditis in a cadaver insect formulation on the non-parasite phase of the
tick under semi-natural conditions. In the first experiment, engorged females were exposed to
the LPP30 strain at different concentration to verify the virulence. In the second experiment,
five engorged females and four cadavers of Galleria mellonella infected with nematodes were
placed in posts planted with Brachiaria decumbens kept open area at ambient conditions. The
strains used were H. bacteriophora HP88, Heterorhabditis baujardi LPP7, Heterorhabditis
indica LPP1 and H. bacteriophora LPP30, with each strain composing a treatment with 10
repetitions. In the third experiment, 65 days after the cadavers had been placed in the pots in
the second experiment; a new group of ticks was placed in the pots of the groups treated with
H. bacteriophora HP88 and H. baujardi LPP7, to assess the persistence. In the first
experiment, all the concentrations used caused a reduction (p<0.05) in the egg mass weight,
and there was also a reduction (p<0.05) in the hatching rate in the group treated with the
concentration of 75 EPNs/female. The percentage of control was greater than 95% in all the
treatments. In the second experiment, the action of the nematodes also reduced (p<0.05) the
egg mass weight of the treated groups, after 22 days, the mortality was 78% in the groups
treated with infective juveniles of H. bacteriophora LPP30 and H. indica LPP1, and reached
100% and 98% for the treatments with H. bacteriophora HP88 and H. baujardi LPP7,
respectively. In this experiment, the oviposition inhibition percentage was greater than 90% in
the treatments with H. bacteriophora HP88 and H. baujardi LPP7. In the third experiment,
H. bacteriophora HP88 and H. baujardi LPP7 also caused a decrease (p<0.05) in the egg
mass weight, and the oviposition inhibition index was 59.1% and 43.1%, respectively. It can
be concluded that strain LPP30 was highly virulent under laboratory conditions and that in
semi-natural conditions, strains HP88 and LPP7 were the most effective of those tested.
Besides this, these nematodes remained active for over 65 days after application in the soil
because they were able to infect engorged female cattle ticks.

Key word: Cattle tick, Heterorhabditis bacteriophora, Heterorhabditis baujardi,
Heterorhabditis indica, Heterorhabditis bacteriophora.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, cuja produtividade
representa grande parcela do PIB nacional, fazendo que o pais seja um dos principais
produtores e exportadores de carne, leite e derivados (IBGE, 2012). Entretanto, acredita-se
que produtividade esteja abaixo do real potencial que o pais apresenta e um dos principais
entraves para pecudria brasileira e a presenca do carrapato Rhipicephalus microplus
(Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae). As condicGes climaticas do Brasil, somadas as
deficiéncias de manejo, fazem com que grande parte do gado criado no pais seja parasitado
por esse artropode. Estima-se que no Brasil os prejuizos econémicos ocasionados por esse
ectoparasito sejam de dois bilhGes de ddlares anuais (GRISI et al., 2002; AMARAL et al.,
2011). Esse carrapato também representa um sério problema para pecuéria em varios outros
paises na América do Sul, América Central, Africa e Asia (WALKER et al., 2003; MARTINS
et al., 2006; PEREIRA & LABRUNA, 2008).

O parasitismo dos bovinos por R. microplus causa prejuizos que vao desde a perda de
sangue, estresse e surgimento de reacOes alérgicas, fatores que ocasionam queda na
produtividade dos animais. Durante o ato de hematofagia, as pe¢as bucais desse carrapato
também déo origem a feridas que geram desvaloriza¢do no valor comercial do couro e sdo
portas de entradas para miises e infeccdes bacterianas. R. microplus também pode atuar como
vetor da bactéria Anaplasma marginale e dos protozoarios Babesia bigemina Babesia
bigemina (Smith & Kilborne, 1893) (Piroplasmida: Babesidae) e Babesia bovis (Babes, 1888)
(Piroplasmida: Babesidae) (Piroplasmida: Babesidae), agentes etiolégicos de doencas
agrupadas no complexo “Tristeza Parasitdria Bovina”. Somados aos prejuizos ditos
bioldgicos, também se encontram 0s prejuizos mais claramente percebidos pelo produtor
devido aos gastos com carrapaticidas, medicamentos, equipamentos e mao de obra
especializada para o tratamento dos animais (FURLONG et al., 2004; FURLONG & PRATA,;
2005; LABRUNA & MACHADO; 2006; MARTINS et al., 2006).

A utilizacdo de carrapaticidas organossintéticos é a principal forma de controle desse
ixodideo; entretato, a dependéncia quase que exclusiva desses produtos, aliado em muitas
vezes ao uso sem critérios técnicos adequados, tem resultado na selecdo de carrapatos
resistentes (FURLONG et al.,, 2007; KLAFKE, 2008; LABRUNA, 2008). Somado aos
problemas de resisténcia, existe crescente demanda pelo desenvolvimento de novas
alternativas no controle de pragas visando a utilizacdo minima de quimicos, reduzindo as
chances de contaminagdo do ambiente e alimentos e intoxicagdo do homem e dos animais
(SAMISH, 2000). Nesse contexto, o controle biolégico com a utilizacdo de nematdides
entomopatogénicos representa promissora alternativa a ser utilizada em programas de manejo
integrado do carrapato dos bovinos (VASCONCELOS et al., 2004; MONTEIRO et al., 2012).

Em condicbes de laboratdrios, estudos tem demonstrado que diferentes isolados de
NEPs sdo patogénicos para fémeas ingurgitadas e semi-ingurgitadas de R. microplus
(FREITAS-RIBEIRO et al., 2005; SILVA et al., 2012), reduzindo consideravelmente o
potencial bidtico desse carrapato (MONTEIRO et al., 2010). Entretanto, os primeiros
resultados obtidos em testes “in Vvivo” com aplicagdo de suspensdo de dois isolados de
nematoides sobre bovinos infestados ndo apresentaram resultados satisfatorios (CARVALHO,
2008). Uma alternativa para utilizacdo de NEPs para do controle do carrapato dos bovinos
seria a aplicagdo diretamente na pastagem. 1sso por que fémeas ingurgitadas no momento da
oviposicdo buscam no solo ambiente imido e protegidos de radiacdo solar, caracteristicas que
também sdo favoraveis para sobrevivéncia dos NEPs (SAMISH et al., 2008). Resultados
obtidos em estudos que simulam essas condi¢fes tém demonstrado que diferentes espécies de
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NEPs foram eficazes contra carrapatos (SAMISH et al., 1998; SAMISH et al., 1999;
ALEKSEEV et al., 2006).

O tipo de formulacéo e a forma de aplicacdo a campo sdo fatores determinantes para o
sucesso na utilizagcdo de NEPs (GREWAL & PETERS, 2005). Geralmente as aplicacfes sao
feitas com suspensdes aquosas por meio de sistemas de irrigacdo ou pulverizadores
(GREWAL et al., 2006), no entanto, a aplicacdo dos NEPs também pode ser feita através da
formulacéo inseto cadaver (SHAPIRO-ILAN et al., 2003; BRUCK et al., 2005; DEL VALLE
et al., 2008). Nessa abordagem, cadaveres de insetos infectados por NEPs sdo liberados no
ambiente e assim que 0s recursos no interior do inseto sejam exauridos, os juvenis infectantes
(JIs) irdo abandonar o cadaver para buscar novos hospedeiros no solo, fazendo assim o
controle da praga alvo (DOLISNKI, 2006). Estudos tém demonstrado que NEPs aplicados
com essa metodologia apresentam maior capacidade dispersiva e maiores niveis de
infectividade e sobrevivéncia no solo. Tais fatores contribuem para eficacia no controle do
artropode alvo, aumentando a chance dos Jls localizarem e infectarem o hospedeiro
(SHAPIRO & GLAZER, 1996; SHAPIRO & LEWIS, 1999; PEREZ et al., 2003; DEL
VALLE, 2008). No Brasil, a aplicagdo de NEPs em formulag&o inseto cadaver tem sido feita
em plantacdes de goiaba no municipio de Cachoeira de Macacu, RJ, sendo obtido bons
resultados para controle do gorgulho-da-goiaba, Conotrachelus psidii Marshall, 1922
(DOLISNKI et al., 2012).

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a patogénicidade de um
novo isolado de Heterorhabditis bacteriophora Poinar, 1975 (Rhabditida: Heterorhabditidae)
em condi¢cdes de laboratério, além de avaliar o potencial de quatro isolados do género
Heterorhabditis em formulacdo inseto cadaver para o controle de R. microplus por meio de
testes em condigOes semi-naturais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo das fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus e isolados de
nematoides

O estudo foi desenvolvido no laboratério de Parasitologia e instalacBes externas da
Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Para realizagdo do trabalho foram
utilizadas fémeas ingurgitadas de R. microplus (Cepa sensivel Porto Alegre “POA”), obtidas
através de infestacdes artificiais em bezerros, no Campo Experimental José Henrique Bruschi
(CEJHB), da Embrapa Gado de Leite, localizado no municipio de Coronel Pacheco, Minas
Gerais, Brasil (registro CEUA-EGL 11/2013) (Anexo E). Os nematoides utilizados foram
cedidos pela pesquisadora Claudia Dolisnki, do laboratorio de Nematologia da Universidade
Federal Norte Fluminense Darcy Ribeiro, RJ, Brasil. Esses isolados foram mantidos no banco
de NEPs do laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite através de multiplicacéo
in vivo em Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepdoptera: Pyralidae) e Tenebrio molitor
Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae) (LINDEGREN et al. 1993; KAYA & STOCK,
1997) (Anexo C). Os JIs coletados foram estocados em garrafas de cultivo celular e
armazenados em camara climatizada a 18°C.

2.2 Quantificacao das suspensdes contendo nematoides

Para quantificacdo das suspensdes contendo os NEPs utilizadas no experimento |, foi
feita contagem de 10 aliquotas de 10 pL obtidas a partir de 20 mL de suspensdo aquosa de
estocadas em garrafa de cultivo celular (40 mL) por menos de 15 dias em camara climatizada
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(18+1°C). Em seguida foi calculada a média de juvenis infectante (JIs) por amostra e a partir
desta média, as suspensdes foram ajustadas para concentracao desejadas.

2.3 Preparacdo dos cadaveres infectados com NEPs

Para producdo de insetos cadaveres infectados por NEPs, lagartas de G. mellonella
(em grupos de 10) com peso medio de 250+41.1 mg, foram colocadas em placas de Petri (9
cm) forradas com duas folhas de papel de filtro. Na sequéncia, foram adicionados 2 mL de
suspensdo aquosa contendo nematoides (100 JIs/mL) de cada espécie a ser testada. Em
seguida, as placas foram fechadas, vedadas com parafilme e mantidas por trés dias em caAmara
climatizada a 27£1°C. As lagartas mortas e com sinais de infeccdo (coloracdo avermelhada
para infecgdo com NEPs do género Heterorhabditis) foram transferidas para placas de Petri (9
cm) forradas com papel de filtro, isento da adicdo de agua (cdmara seca), permanecendo
acondicionada em camara climatizada (25°C) por periodo adicional de quatro dias (DEL
VALLE, 2008). Esse procedimento foi feito separadamente para cada espécie de nematoide.

2.4 Preparacdo dos vasos contendo mudas de Brachiaria decumbens

Trés meses antes do inicio do experimento Il, mudas de Brachiaria decumbens foram
plantadas em vasos de pléastico com dimensdes de 25 cm de altura e 26 cm de didametro. Para o
preenchimento dos vasos foram utilizados 20 kg de solo proveniente de areas de pastagem da
fazenda experimental da Embrapa Gado de Leite, localizada no municipio de Coronel
Pacheco (Figura 1A e B). Na sequéncia, aproximadamente seis mudas de B. decumbens foram
adicionadas em cada vaso (Figura 1C).

LPP30 . LPP7 =

Figura 1. A e B: Vasos preenchidos com solo provenientes de areas de pastagem da
fazenda da Embrapa Gado de Leite, localizada em Coronel Pacheco, MG; C: Mudas de
Brachiaria decumbens sendo plantadas; D: Grupos com dez vasos referentes a cada
tratamento trés meses apds as mudas terem sido plantadas.
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Todos os vasos foram mantidos em area gramada com incidéncia direta de sol e chuva
nas instalacdes externas da Embrapa Gado de Leite, localizada no municipio de Juiz de Fora
(Figura 1C). Os vasos foram molhados diariamente durante todo o periodo antes do inicio do
experimento, sendo feita também adubacdo com uréia para acelerar o crescimento da
vegetacdo. No entanto, 20 dias antes do inicio do experimento, as adubagdes com ureia foram
interrompidas para evitar residuos desse composto que € toxico para R. microplus (CUNHA et
al., 2010).

2.5 Experimento | — Viruléncia in vitro de Heterorhabditis bacteriophora LPP30 de sobre
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus

Nesse estudo foi utilizado um novo isolado de H. bacteriophora denominado LPP30,
com intuito de avaliar sua viruléncia para fémeas ingurgitadas de R. microplus em condicdes
de laboratério. Esse isolado foi obtido a partir de amostras de solo provenientes de uma
propriedade localizada no municipio de Campos dos Goytacazes (MINAS, 2011). Os JIs
utilizados no experimento foram obtidos através da multiplicacdo in vivo em larvas de T.
molitor Linnaeus, 1958.

Para realizacdo do estudo, fémeas ingurgitadas foram dividas em setes grupos com
pesos previamente homogeneizados (p>0,05), tendo cada grupo 10 carrapatos. As fémeas de
cada grupo foram acondicionadas individualmente em placas de Petri (6 x 6 cm) forradas com
duas folhas de papel de filtro previamente esterilizados. Na sequéncia, cada grupo foi tratado
com diferentes concentracdes de nematoides (75, 150, 300, 600, 1200 e 2400 JIs/fémea). Para
aplicacdo, foi pipetado em cada placa de Petri 1 mL de suspensdo agquosa contendo a
concentracdo estipulada para cada grupo. No grupo controle, foi pipetado 1 mL de &gua
destilada isenta de NEPs.

ApOs os tratamentos, as placas de Petri de todos os grupos foram vedadas com
parafilme durante trés dias para permitir que os papéis de filtro permanecessem Umidos,
possibilitando a locomoc¢édo dos NEPs. Passado esse tempo, foi feita a remocdo do parafilme
juntamente com as folhas de papel de filtro. Todos os grupos experimentais foram mantidos
em camara climatizada a 27£1°C e umidade relativa (UR) de 80+10%. Apo6s a morte das
fémeas, a postura de cada placa foi coletada e acondicionada em tudo de ensaio com
extremidade vedada com algodao hidréfilo e mantidas nas mesmas condicBes de temperatura
citadas anteriormente. Foram coletados os dados referentes ao peso da fémea antes da
oviposicdo, peso da massa de ovos e percentual de eclosdo de larvas. As médias desses
valores foram utilizadas para o célculo de percentual de controle (DRUMMOND et al. 1973).

2.6 Experimento Il — Avaliacdo da eficacia de nematoides entomopatogénicos em
formulacéo isento cadaver para o controle de Rhipicephalus microplus em condicgdes
semi-naturais

Esse experimento foi realizado entre os dias 18 de janeiro a 09 de fevereiro de 2013.
Além do isolado LPP30, também foram utilizados os isolados H. bacteriophora HP88 e
Heterorhabditis indica Poinar, Kranukar & David, 1992 (Rhabditida: Heterorhabditidae),
isolado LPP1 e Heterorhabditis baujardi Phan et al. 2003 (Rhabditida: Heterorhabditidae),
isolado LPP7.

Uma semana antes do inicio do experimento (dia -7), quatro cadaveres infectados com
cada isolado foram enterrados a cinco centimetros de profundidade em 10 vasos (cada vaso =
uma repeticdo) e no dia zero, cinco fémeas ingurgitadas foram adicionadas. No grupo
controle, cinco fémeas foram colocadas em vasos isentos de cadaveres infectados com
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nematoides (Figura 2A). Os vasos forma vistoriados diariamente para avaliacdo do nimero de
carrapatos vivos e mortos durante 22 dias (Figura 2B).

Apds esse periodo, as massas de ovos foram recolhidas (Figura 2C e D) e pesadas com
utilizacdo de balanca analitica. Devido a dificuldade de avaliar a incubagdo dos ovos em
condi¢des semi-naturais, optou-se por avaliar a eficacia dos NEPs apenas pela a reducdo na
quantidade de ovos produzidos, ndo sendo avaliado a viabilidade (percentual de ecloséo).
Assim, os valores referentes ao peso da fémea antes da postura e peso da massa de ovos foram
utilizados para o calculo do indice de inibigdo de postura (GONCALVES et al., 2007).

Figura 2. A: Cinco fémeas ingurgitadas acondicionadas no interior do vaso; B: Vaso sendo
vistoriado para quantificagdo do nimero de carrapatos vivos e mortos; C e D: Massa de
ovos sendo recolhidas.
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2.7 Experimento Il — Persisténcia de NEPs em formulacdo inseto cadaver para o
controle de Rhipicephalus microplus em condig¢des semi-naturais

Esse experimento foi realizado entre os dias 16 de marco e 07 de abril de 2013. Para
tanto, cinco fémeas ingurgitadas foram adicionadas nos vasos correspondentes aos dois
tratamentos com melhor eficacia no experimento anterior. Nesses tratamentos ndo foram
feitas novas adi¢des de cadaveres infectados com NEPs e os JIs presentes em cada unidade
experimental (vaso) sdo provenientes dos cadaveres enterrados sete dias antes do inicio do
experimento Il, o que corresponde a 65 dias antes desse experimento (experimento Il1).
Também foi formado um grupo controle com fémeas em vasos isentos de nematoides.

Nesse estudo ndo foram feitas avaliacGes diarias do numero de fémeas vivas e mortas
em cada tratamento e a massa de ovos foi recolhida 22 dias ap6s o inicio do experimento
(mesmo periodo do experimento anterior). Foram avaliados os parametros, peso das fémeas
antes da postura, peso da massa de ovos e indice de inibicdo de postura.

2.8 Coleta dos dados climatoldgicos

Os dados climaticos referentes a temperatura, umidade relativa e precipitacdo total
foram cedidos pela professora Cassia de Castro Martins Ferreira do Laboratorio de
Climatologia e Analise Ambiental da Universidade Federal de Juiz de Fora.

2.9 Andlise do solo

Uma parcela do solo utilizada para o preenchimento dos vasos foi enviada para o
laboratdrio de analises de solos LTDA, localizado no municipio de Vigosa, MG, Brasil, para
verificagdo das caracteristicas fisico-quimicas.

2.10 Andlise estatistica

Para realizacao da analise estatistica de todos os experimentos, foi utilizado o software
Biostat versdo 5.0. Os dados adquiridos em porcentagem foram transformados em Varco seno
X € analisados por teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis e Dunn (p<0,05).

3 RESULTADOS

O peso médio das fémeas antes da postura dos diferentes grupos ndo apresentaram
diferengas significativas (p>0,05) entre si (Tabela 1). Os Jls infectantes de H. bacteriophora
LPP30 em todas as concentragOes testadas causaram reducdo (p<0,05) no peso da massa de
ovos das fémeas ingurgitadas de R. microplus, sendo observados valores entre 13,0 a 0,7 mg,
enguanto no controle o peso médio da massa de ovos foi de 143,7 mg. Nenhuma fémea fez
postura no grupo tratado com a concentracao de 2400 Jis/fémea (Tabela 1).

A infeccdo por H. bacteriophora LPP30 também afetou a viabilidade dos ovos
produzidos (p<0,05) no tratamento com 75 Jls/fémea. Os demais tratamentos (150, 300, 600,
1200 JlIs/fémea) ndo foram incluidos na andlise estatistica devido ao tamanho reduzido da
amostra, visto que apenas duas fémeas fizeram postura em cada um desses grupos (Tabela 1).
Na maior concentracdo essa analise também ndo foi realizada devido & auséncia de postura. O
percentual de controle no tratamento com 75 Jls/fémea foi de 97%. Nos outros tratamentos
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(150, 300, 600, 1200 Jis/fémea) o percentual de controle foi superior a 99%, atingindo o valor
de 100% na concentracdo de 2400 Jis/fémea (Tabela 1).

Tabela 1. Peso da fémea antes da postura, peso da massa de ovos de fémeas ingurgitadas e
percentuais de eclosdo larval e controle de Rhipicephalus microplus tratadas com diferentes
concentracdes de juvenis infectantes de Heterorhabditis bacteriophora LPP30 em condicdes
de laborat6rio (27+1°C e UR 80+10%). (Média + desvio padrdo).

Concentracéo Peso da fémea Peso da massa Percentual de *Percentual de
antes da postura de ovos (mg) eclosao (%) controle (%)

(mg)

Controle 267,7%+33,3 143,7+21,3 90,1%+11,6
(10) (10) (10)

75 268,4°+44,9 13,0°+28,5 30,0°+34,8 97,2
(10) (10) (6)

150 267,5°+48,3 2,2"°+7.0 17,5*+24,7 99,7
(10) (10) 2)

300 267,7°+42.3 0,7°°+2,3 45,0%+63,6 99,7
(10) (10) 2)

600 267,5%+33,6 0,8°+25 38,5*+54 4 99,7
(10) (10) (2)

1200 266,8°+36,3 1,6°°45.1 90,0*+0,0 99,1
(10) (10) (2)

2400 268,5%+48,7 0,0°40,0 100,0
(10) (10)

Médias seguidas de letras diferentes na coluna apresentam diferengas significativas em nivel de 5%.
() — tamanho da amostra.

* - Analise estatistica ndo realizada devido ao tratamento reduzido da amostra.

*Calculado segundo Drummond et al. (1973).

No segundo experimento, o solo utilizado para o0 preenchimento dos vasos apresentou
textura arenosa, sendo classificado como franco arenoso, com 12% de argila, 14% silte, 74%
de areia.

Entre os dias -7 e dia 0, as médias de temperatura, umidade relativa e precipitacdo
total foram de 20,5+1,4°C, 88,8+5,2% e 11,9+£16,7 mm. Durante os 22 dias de avaliacdo do
experimento 1l, as médias de temperatura, umidade relativa e precipitacdo total foram de
20,1+1,6°C, 90,0+5,7% e 8,0£8,8 mm.

Nos trés primeiros dias de avaliacdo, a mortalidade das fémeas ingurgitadas foi
inferior a 10% em todos os tratamentos. Com seis dias, o percentual de mortalidade chegou a
42% nos tratamentos com H. bacteriophora HP88 e H. baujardi LPP7, enquanto para os
outros dois isolados foram verificados valores proximos de 20%. Apos 12 dias, a mortalidade
nos tratamentos com H. bacteriophora HP88 e H. baujardi LPP7 foi de 90 e 74%,
respectivamente, chegando a 100 e 98% apds 22 dias. Para os isolados H. bacteriophora
LPP30 e H. indica LPP1, foram observadas taxas de mortalidade maxima de 76% apds 22
dias (Figura 3).

No grupo controle, todas as fémeas realizaram postura (Figura 4A), sendo que apds 22
dias, o percentual de mortalidade foi de 6,0%, enquanto nos grupos tratados, muitas fémeas
foram mortas no inicio, ou antes de comecgarem a fazer a postura (Figura 4B, C e D).
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Figura 3. Mortalidade cumulativa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus expostas aos nematoides Heterorhabditis bacteriophora HP88, H.
bacteriophora LPP30, Heterorhabditis baujardi LPP7 e Heterorhabditis indica
LPP1 aplicados em formulag&o inseto caddver em teste simulando semi-naturais.

Figura 4. A: Fémeas do grupo controle fazendo postura; B: Fémeas do
grupo tratado que chegaram a fazer um pouco de postura antes de
morrerem; C: Fémeas ingurgitadas mortas antes de fazerem a postura;
D: Grupo tratado contendo trés fémeas mortas e uma fémea viva
fazendo postura.

86



Comparacdo entre os valores do peso das fémeas antes da postura nos diferentes
grupos ndo revelaram diferencgas significativas (p>0,05). Ocorreu redugdo no peso da massa
de ovos em todos os tratamentos (p<0,05). Nos grupos em que as fémeas foram expostas aos
isolados HP88 e LPP7 a redugdo foi mais acentuada, sendo verificadas diferencas
significativas (p<0,05) em relacdo ao controle e aos demais tratamentos. Os percentuais de
inibicdo de postura dos grupos tratados com os isolados LPP1 e LPP30 foram de 50,2 e
61,2%, respectivamente. Os demais tratamentos resultaram em percentuais de inibicdo de
postura superior 90%, chegando a 97% no grupo tratado com H. bacteriophora HP88 (Tabela
2).

Tabela 2. Peso das fémeas antes da postura, peso da massa de ovos e indice de inibicdo de
postura de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus expostas aos nematoides
entomopatogénicos Heterorhabditis bacteriophora HP88, H. bacteriophora LPP30,
Heterorhabditis baujardi LPP7 e Heterorhabditis indica LPP1 aplicados em formulagéo
inseto cadaver em teste em condi¢des semi-naturais. (Média + desvio padrdo).

Tratamentos Peso das fémeas Peso da massa de *Indice de
antes da postura ovos (mg) inibicédo de

(mg) postura (%)

Controle 1234,6°+113,9 392,0%+114,0
(10) (10)

H. bacteriophora HP88 1215,0%+79,0 10,9°+14,3 97,2
(10) (10)

H. bacteriophora LPP30 1214,2°+88,4 149,5°+114,8 61,2
(10) (10)

H. baujardi LPP7 1230,5%+71,2 31,8°+26,4 91,9
(10) (10)

H. indica LPP1 1217,6%+63,1 192,4°+115,6 50,2
(10) (10)

Os valores apresentados correspondem a média de cinco fémeas. Médias seguidas de letras diferentes na
coluna apresentam diferencas significativas em nivel de 5%.

() — Tamanho da amostra.

*Calculado segundo GONGALVES et al. (2007).

No periodo entre os experimentos 1l e Ill, as médias de temperatura, umidade relativa
e precipitacdo total foram de 18,3£1,9°C; 76,9£18,9% e 2,2+5,7 mm. Durante os 22 dias de
avaliacdo do experimento 111, as médias de temperatura, umidade relativa e precipitacéo total
foram de 19,3+2,6°C; 68,9+27,6% e 5,2+7,71 mm.

Assim como nos experimentos anteriores, ndo foram verificadas diferencgas
significativas (p>0,05) entre os valores do peso das fémeas antes da postura nos diferentes
grupos. O peso médio da massa de ovos produzidos pelas fémeas do grupo controle foi de
267,3 mg, diferindo (p<0,05) dos valores obtidos nos tratamentos com H. bacteriophora
HP88 (110,0 mg) e LPP7 (153, 1 mg). O indice de inibi¢do de postura no tratamento com H.
baujardi LPP7 foi de 43,1%, enquanto no tratamento com H. bacteriophora HP88 o valor foi
de 59,1% (Tabela 3).
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Tabela 3. Peso da fémea antes da postura, peso da massa de ovos e indice de inibicdo de
postura de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus expostas aos nematoides
entomopatogénicos Heterorhabditis bacteriophora HP88 e Heterorhabditis baujardi LPP7
aplicados em formulagdo inseto cadaver 65 dias antes do experimento. Teste simulando
condicdes naturais. (Média + desvio padrao).

Tratamentos Peso das fémeas Peso da massa de indice de
antes da postura ovos (mg) inibicdo de
(mg) postura (%)
Controle 1182,2°+41,6 267,3°+109,0
(10) (10)
H. bacteriophora HP88 1190,6%+34,7 110,0°+98,8 59,1
(10) (10)
H. baujardi LPP7 1194,7°+46,4 153,1°+113,7 43,1
(10) (10)

Os valores apresentados correspondem a média de cinco fémeas. Médias seguidas de letras diferentes na
coluna apresentam diferencas significativas em nivel de 5%.

() — Tamanho da amostra.

*Calculado segundo GONGALVES et al. (2007).

4 DISCUSSAO

Uma série de pesquisas tem sido desenvolvida nos Gltimos anos com intuito de
desenvolver novas tecnologias para o controle do carrapato dos bovinos, e essas investigagoes
tem sido impulsionadas pela importancia econdmica que essa espécie desperta, pelos
problemas de resisténcia as bases quimicas disponiveis para seu controle e pela necessidade
do desenvolvimento de métodos de manejo que sejam mais Seguros € menos agressivas ao
ambiente (MONTEIRO et al., 2010; CUNHA et al., 2010; MONTEIRO et al., 2012;
FERNADES et al., 2012; PARIZI et al., 2012). Estudos feitos na Gltima década tem apontado
que NEPs sdo promissores agentes para serem utilizados no controle de R. microplus, isso
devido ao elevado grau de viruléncia que esses organismos apresentam para fémeas
ingurgitadas em testes in vitro (VASCONCELOS et al., 2004; FREITAS-RIBEIRO et al.,
2005; REIS-MENINE et al., 2008; MONTEIRO et al., 2010; MONTEIRO et al., 2012;
SILVA et al., 2012). O conjunto de resultados do presente estudo reforca tal fato,
demonstrando o potencial dos NEPs para esse fim, em testes simulando condic¢des naturais.

No primeiro experimento, todas as concentragdes de H. bacteriophora LPP30
causaram elevada reducdo no potencial bidtico de fémeas ingurgitadas de R. microplus,
diminuindo a quantidade e a viabilidade dos ovos produzidos, sendo observado percentual de
controle superior a 90% a partir da menor concentracdo (75 JIs/fémea). Esses resultados sdo
equivalentes aos obtidos com a utilizacdo de H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1, que
até o momento sdo apontados como os isolados mais promissores para o controle do carrapato
dos bovinos com base nos testes in vitro (MONTEIRO et al., 2010; SILVA et al., 2012).
Assim, devido aos resultados do primeiro experimento, optou-se por utilizar H. bacteriophora
LPP30 no experimento em condigdes semi-naturais.

Nos experimentos Il e Il o solo utilizado para preenchimento dos vasos foi
classificado como franco arenoso, apresentando predominio da fracdo areia (74%),
caracteristica favoravel para locomocao e sobrevivéncia da maioria das espécies de NEPs. Tal
caracteristica também permite maior difusdo de volateis emitidos por artropodes hospedeiros,
facilitando que esses sejam localizados pelos JIs (KAYA, 1990, BARBECHECK & KAYA,
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1991; SHAPIRO-ILAN et al., 2006; DOLISNKI et al., 2010). Dessa forma, podemos inferir
que o tipo de solo utilizado ndo apresentou efeito negativo sobre a agéo dos isolados testados.

No segundo experimento, foi verificado que H. bacteriophora HP88 apresentou
melhor desempenho, sendo observado indice de inibicdo de postura de 97% e percentual de
mortalidade de 100% apos 18 dias. O resultado obtido em condi¢fes semi-naturais com a
utilizacdo desse isolado confirma o potencial promissor observado anteriormente em testes em
laboratério (MONTEIRO et al., 2010; MONTEIRO et al., 2012). H. bacteriophora HP88
também tem sido apontado como um dos isolados mais virulentos para outras espécies de
carrapatos. Em laboratdrio seu alto grau de viruléncia ja foi demonstrado para Rhipicephalus
annulatus (Say, 1821) (Acari: Ixodidae) (SAMISH & GLAZER, 1992), Ixodes scapularis
(Say, 1821) (Acari: Ixodidae) (HILL, 1998); Amblyomma variegatum Fabricius, 1794 (Acari:
Ixodidae), Rhipicephalus decoloratus (Koch, 1844) (Acari: Ixodidae) (KAAYA et al., 2000),
Dermacentor nitens (Neumann, 1897) (Acari: Ixodidae) (MONTEIRO et al., 2013) e Argas
persicus (Oken, 1818) (Acari: Argasidae) (HASSANAIN et al., 1999). Em testes simulando
condi¢des naturais em casa de vegetacdo, Samish et al. (1999) avaliaram a mortalidade de
fémeas ingurgitadas de R. annulatus mantidas em vasos preenchidos com solo arenoso. Esses
autores verificaram que H. bacteriophora HP88 (50 Jis/cm?) foi o terceiro isolado mais
virulento entre os 9 testados, causando mortalidade de 82% ap6s 14 dias. Em teste similar o
mesmo foi verificado por Alekseev et al. (2006), sendo observado mortalidade proxima de
70% para fémeas ingurgitadas de R. annulatus apds trés dias.

Heterorhabditis baujardi LPP7 também apresentou bom desempenho, resultando em
inibicdo de postura de 91% e percentual de mortalidade de 98% (ap6s 22 dias), sendo o
segundo isolado mais eficiente entre os quatro testados. A patogenicidade de H. baujardi
LPP7 para fémeas ingurgitadas do carrapato dos bovinos ja tinha sido anteriormente
demonstrada em testes in vitro (MACHADO, 2008). Entretanto, o primeiro teste in vivo
utilizando esse isolado para controle de R. microplus, foi feito com aplicacdo de suspensao
aquosa sobre animais infestados, tendo como foco, atingir as fémeas em fase final de
ingurgitamento. No entanto, tal estratégia ndo apresentou resultado satisfatorio, uma vez que
as fémeas recuperadas apds o desprendimento dos bovinos ndo estavam infectadas por H.
baujardi LPP7 (CARVALHO, 2008). A diferenca encontrada nos resultados utilizando o
mesmo isolado indica que a melhor forma de utilizacdo de NEPs no controle de carrapatos
seja através do investimento em formas de aplicacdo na pastagem.

Ainda sobre H. baujardi LPP7, cabe destacar que sua aplicagdo em formulacéo inseto
cadaver vem sendo utilizado com sucesso no Brasil por produtores de goiaba de uma
cooperativa localizada no municipio de Cachoeira de Macacu, RJ, para o controle de C. psidii
(gorgulho da goiaba). Tal iniciativa tem sido feita em parceria com pesquisadores da
Universidade Federal Norte Fluminense e tem propiciado reducdo na densidade populacional
da praga, reducdo no custo de producdo e aumento de produtividade (DOLINSKI et al.,
2012).

O alto grau de viruléncia obtido em testes em in vitro com a utilizacdo de H.
bacteriophora LPP30 (presente estudo) e H. indica LPP1 (SILVA et al., 2012) ndo foram
repetidos no teste em condi¢cdes semi-naturais, sendo observados indices de inibicdo de
postura de 60 e 51%, respectivamente, e mortalidade de 78% (ap0s 22 dias). Avalia¢es na
eficacia de NEPs contra carrapatos em testes in vitro (em placa de petri) e in vivo (vasos)
utilizando os mesmos isolados muitas vezes tem apresentado resultados consideravelmente
diferentes (SAMISH et al. 2008). Essas diferengas provavelmente estdo relacionadas com
fatores abidticos como incidéncia de radiacéo ultravioleta, textura, umidade e temperatura do
solo, e o efeito que essas variaveis podem exercer sobre a biologia e comportamento dos JIs,
interferindo diretamente na relagdo nematoide/carrapato em condi¢des naturais (SAMISH et
al. 2008).
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A temperatura do solo exerce importante influéncia sobre a atividade de NEPs
(KAYA, 1990), sendo que temperaturas 6timas para a infeccdo e reproducdo variam de
acordo com a espécie e isolado (GREWAL et al., 1994). No presente estudo, a menor eficacia
dos isolados H. bacteriophora LPP30 e H. indica LPP1 em condi¢Ges semi-naturais pode
estar relacionada com a temperatura verificada durante o desenvolvimento do segundo
experimento, que foi em média de 20°C (temperatura ambiente). Embora a temperatura do
solo ndo tenha sido aferida, estudos tém demonstrado que solos com cobertura vegetal
apresentam temperaturas levemente inferiores ao observado no ambiente (OLIVEIRA et al.
2005). Assim, a média de temperatura do solo nesse periodo provavelmente foi inferior de
20°C, enquanto nos experimentos in vitro, 0s grupos experimentais sdo mantidos em camara
climatizada a 27°C. Dessa forma, essas diferencas de temperatura podem ter tido influencia
negativa na eficiéncia desses isolados. MINAS (2011) estudando o efeito de diferentes
temperaturas sobre a viruléncia de LPP30 para larvas de C. psidii, verificou que esse isolado
apresentou melhor desempenho em temperaturas entre 28-32°C, sendo que temperaturas a
baixo de 20°C reduziram significativamente sua eficiéncia. Resultados similares foram
obtidos com a utilizagdo de H. indica HOM1 contra Conotrachelus nenuphar (Herbst 1797)
(Coleoptera: Curculionidae) (SHAPIRO-ILLAN et al. 2011).

A umidade do solo também é um fator importante para NEPS, podendo interferir na
locomocdo, sobrevivéncia e persisténcia dos JlIs, e assim como mencionado anteriormente
para temperatura, o0 intervalo 6timo de umidade varia de acordo com a espécie e isolado
(SHAPIRO et al. 2006; ARUN & LALRAMLIANA, 2012). Dessa forma, a melhor eficacia
de HP88 e LPP7 em relacdo a LPP30 e LPP1 também pode ter sido influenciada por essa
variavel. Entretanto, os valores referentes a umidade do solo ndo foram aferidos,
impossibilitando relacionar a eficacia dos isolados testados com as taxas de umidade, sendo
necessario a realizacdo de estudos futuros para obtencdo de tais respostas.

A eficacia de H. bacteriophora LPP30 também pode estar relacionada ao método de
aplicacdo. MINAS (2011) avaliando diferentes métodos de aplicacdo de Jis de H.
bacteriophora LPP30 para o controle de C. psidii, verificou que a aplicacdo em suspensao
aquosa apresentou eficacia superior a aplicacdo em formulagdo inseto cadaver. Embora a
maioria dos estudos tenha demonstrado vantagens sobre a persisténcia, dispersdao e
infectividade de Jls aplicados em formulacdo inseto cadaver (SHAPIRO & GLAZER, 1996;
SHAPIRO & LEWIS, 1999; PEREZ et al., 2003; DEL VALLE, 2008), tais vantagens podem
ndo serem observadas para todos isolados. Assim, torna-se pertinente a avaliacdo da eficacia
dos isolados LPP30 e LPP1 utilizando outros métodos de aplicacdo, através da aspersao de
suspensdes aquosas de JIs.

No terceiro experimento foi possivel verificar a permanéncia de JIs ativos nos
tratamentos com H. bacteriophora HP88 e H. baujardi LPP7 apds 65 dias. No entanto, a
eficacia nesses tratamentos foi reduzida, sendo observados indices de inibicdo de postura de
59 e 43%. Resultados similares foram obtidos por Del Valle et al. (2008) através da avaliacdo
de persisténcia de JIs de H. baujardi LPP7 por meio da recuperacdo de lagartas de G.
mellonella infectadas. Tais autores observaram a reducao significativa no numero de lagartas
infectadas a partir de oitos semanas de avaliagdo, demonstrando queda na eficacia de H.
baujardi LPP7 apos 56 dias. A queda na eficiéncia se deve provavelmente reducdo nas
reservas energéticas dos NEPs. OS JlIs enquanto estdo no solo nao se alimentam, apresentando
grande quantidade de reservas lipidicas que permitir a manutencgéo das atividades metabdlicas
(PATEL & WRIGHT, 1997; GLAZER, 2002) e a reducéo dessas reservas afeta a viabilidade
desses nematoides.

Mesmo sendo observada queda na eficacia dos NEPs no terceiro experimento, para
métodos de controle bioldgico, os resultados obtidos principalmente no tratamento com
isolado HP88 (59%) podem ser considerados satisfatorios. Isso por que a repeticdo desses
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valores em condicBes de campo representa a reducdo de milhares de carrapatos nas proximas
geracoes.

Assim, é possivel concluir que o isolado LPP30 foi altamente virulento em condi¢cfes
de laborat6rio e que em condigdes semi-naturais, os isolados HP88 e LPP7 aplicados em
formulacdo inseto cadaver apresentaram melhor eficicia, sendo as espécies mais indicadas
para testes a campo. Além disso, foi possivel verificar que esses nematoides permaneceram
ativos apos 65 dias da aplicacdo no solo, apresentando ainda boa eficacia.
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CAPITULO IV
ASSOCIACAO ENTRE NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS E

CARRAPATICIDAS PARA O CONTROLE DE Rhipicephalus microplus
(ACARI: IXODIDAE)
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da associacdo de Heterorhabditis
bacteriophora HP88 e Heterorhabditis indica LPP1 com deltametrina, amitraz e
clorfenvinfos sobre fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus. Foram utilizadas duas
populagdes distintas de R. microplus, uma para o experimento com H. bacteriophora HP88 e
outra para o experimento com H. indica LPP1. Fémeas ingurgitadas foram divididas em
grupos contendo 10 carrapatos com pesos previamente homogeneizados (p>0,05). Nos grupos
tratados apenas com os carrapaticidas, as fémeas foram imersas por cinco minutos em cada
produto e na sequéncia, colocadas individualmente em placas de Petri (6x6 cm). Nos grupos
tratados com nematoides, foi pipetado 1 mL de suspensdo contendo 150 NEPs/fémea. Nos
tratamentos com nematoides associados aos carrapaticidas, as fémeas foram imersas nos
produtos e depois transferidas para placa de Petri para aplicacdo dos nematoides. Foram
avaliados os parametros peso das fémeas antes da postura, peso da massa de ovos, percentual
de ecloséo de larvas e percentual de controle. Nas duas populacgdes, a deltametrina ndo causou
reducdo significativa (p>0,05) no peso da massa de ovos, sendo observado 0 mesmo para
deltametrina e amitraz em relacdo ao percentual de eclosdo. Os outros tratamentos reduziram
significativamente (p<0,05) o peso da massa de ovos e o percentual de eclosdo. Os
tratamentos apenas com 0s carrapaticidas resultaram em percentual de controle inferior a
70%, com exce¢do do grupo tratado com clorfenvinfés no segundo experimento (84,3%).
Todos os grupos tratados com nematoides associado ou ndo aos carrapaticidas, apresentaram
percentual de controle superior a 90%, exceto no grupo tratado com H. bacteriophora HP88 e
deltametrina. O percentual de controle chegou a 100% no tratamento com LPP1 + amitraz.
Conclui-se que os NEPs nas concentracdes testadas foram compativeis com os carrapaticidas
compostos por deltametrina, amitraz e clorfenvinfés, entretanto, o efeito aditivo da associacao
esta relacionado com o perfil de resisténcia da populacao de carrapato.

Palavras-chave: Carrapato dos bovinos, piretroide, amidinico, organofosforado, controle
bioldgico.
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ABSTRACT

The aim of this study was to assess the effect of the association of Heterorhabditis
bacteriophora HP88 and Heterorhabditis indica LPP1 with deltamethrin, amitraz and
chlorphenvinphos on engorged females of Rhipicephalus microplus. The females were
divided into groups containing 10 each ticks each, with previously homogenized weights
(p>0.05). In the groups treated only with the acaricides, the females were immersed for five
minutes in each product and then were placed individually in Petri dishes (6x6 cm). In the
groups treated only with nematodes, 1 mL of a suspension containing 150 EPNs/female was
pipetted on each tick. In the treatments with nematodes in combination with the acaricides,
the females were immersed in the products and then transferred to the Petri dishes for
application of the nematodes. The parameters evaluated were female weight before
oviposition, egg mass weight, hatching percentage of larvae and percentage of control. In the
two populations, deltamethrin did not cause a significant reduction (p>0.05) in the egg mass
weight, and the same was observed for deltamethrin and amitraz in relation to hatching
percentage of larvae. The other treatments significantly reduced (p<0.05) the egg mass weight
and hatching percentage of larvae. The treatments with the acaricides alone resulted in a
control percentage lower than 70%, except in the group treated with chlorphenvinphos in the
second experiment (84.3%). The control percentage was greater than 90% in all the groups
treated with nematodes associated or not with the acaricides, and reached 100% in the
treatment with LPP1 + amitraz. It can be concluded that the EPNs at the concentrations tested
were compatible with the acaricides composed of deltamethrin, amitraz and
chlorphenvinphos.

Key word: Cattle tick, pyrethroid, formamidine, organophosphate, biological control
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1 INTRODUCAO

Na regido Neotropical, Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae)
conhecido popularmente como carrapato dos bovinos, € a espécie que desperta maior interesse
econdmico, centralizando a atengdo de industrias de carrapaticidas, 6rgdos governamentais e
instituicOes de pesquisa (MARTINS et al., 2006). Além dos prejuizos diretos causados pela
espoliagdo sanguinea, este artropode também é responséavel por prejuizos indiretos causados
pela transmissdo de agentes patogénicos e gastos com a aquisi¢cdo de medicamentos e méo de
obra especializada para tratamento dos animais (GUIMARAES et al., 2001; FURLONG et al.,
2004). Estima-se que no Brasil, os prejuizos econdmicos gerados por este carrapato cheguem
a dois bilhGes de ddlares anuais (GRISI et al., 2002).

A utilizacdo de carrapaticidas organossintéticos € a principal forma de controle desse
ixodideo; entretanto, a administracdo sistematica e em muitas vezes de forma inapropriada
devido a falta de conhecimento dos produtores (AMARAL et al., 2011a,b), vem resultando na
selecdo de carrapatos resistentes (FURLONG et al., 2007; LABRUNA, 2008), gerando a
necessidade de busca por novas alternativas para 0 manejo desse carrapato. Entre essas,
podemos citar estudos sobre métodos de controle biolégico com a utilizacdo de nematoides
entomopatogénicos (NEPs) (VASCONCELOS et al., 2004; MONTERIO et al., 2010; SILVA
et al., 2012). Esses nematoides pertencem as familias Steinernematidae e Heterorhabditidae e
atuam como veiculos de bactérias altamente patogénicas que introduzidas na hemocele de
insetos, provocam rapida septicemia, levando-os a morte (GREWAL et al., 2001; HAZIR et
al., 2003). Sabe-se que diferentes espécies desses NEPs apresentam patogenicidade para
fémeas ingurgitadas de R. microplus (VASCONCELOS et al., 2004; FREITAS-RIBEIRO et
al., 2005; MONTEIRO et al., 2010; SILVA et al., 2012).

Os juvenis infectantes (JIs) destes nematoides sdo tolerantes a exposicles a
fertilizantes, herbicidas, fungicidas, inseticidas e acaricidas, porém, esta tolerancia varia de
acordo com a espécie de nematoide, tempo de exposi¢do ao quimico, principio ativo e inertes
e adjuvantes utilizados (GREWAL et al., 2001; KOPPENHOFER & GREWAL, 2005). Além
da tolerancia, trabalhos demonstram que o uso de NEPs associados a determinado inseticida
podem apresentar efeito sinérgico ou aditivo no controle da praga alvo (KOPPENHOFER et
al., 2002; KOPPENHOFER & GREWAL, 2005).

Na area veterinaria, poucas pesquisas tém sido conduzidas no sentido de verificar o
efeito da associacdo de produtos quimicos com entomopatégenos com potencial para controle
de parasitos (BARCI et al., 2006) e a maior parte dos estudos foi feita com intuito de avaliar a
compatibilidade de carrapaticidas com fungos entomopatogénicos (BAHIENSE &
BITTENCOURT, 2004; BAHIENSE et al., 2006; BAHIENSE et al., 2008; SUN et al., 2011).
Sobre NEPs, o unico estudo conduzido nesse sentido, foi realizado por Reis-Menine et al.
(2008), que constataram compatibilidade entre um carrapaticida composto pela associagéo de
dois organofosforados e o nematoide Steinernema glaseri (Steiner, 1929) (Rhabditida:
Steinernematidae).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da associagdo dos nematoides
Heterorhabditis bacteriophora (Poinar, 1976) (Rhabditida: Heterorhabditidae), isolado HP88
e Heterorhabditis indica Poinar et al. 1982 (Rhabditida: Heterorhabditidae), isolado LPP1
com os carrapaticidas compostos pelos principios ativos deltametrina, amitraz e clorfenvinfos
sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo das fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus, nematoides
entomopatogénicos e carrapaticidas

O estudo foi conduzido no Laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite,
Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Para realizacdo do primeiro experimento, foram utilizados
carrapatos coletados de bovinos naturalmente infestados em propriedade localizada no
municipio de Edéia, Goias, Brasil (populagdo 1), enquanto para o segundo experimento,
foram utilizados carrapatos provenientes de propriedade rural do municipio de Pato de Minas,
Minas Gerais, Brasil (populacdo 2) (Anexo F). Optou-se por utilizar carrapatos de cepas de
campo ao invés de utilizar carrapatos de uma cepa de referéncia, sabidamente sensivel aos
carrapaticidas. Essa escolha foi feita com intuito de investigar a associagcdo dos NEPs com os
carrapaticidas, tendo como alvo, carrapatos com diferentes graus de sensibilidade a esses
produtos, a fim de averiguar quais interacbes podem ocorrer nessas associa¢fes, caso a
populacdo estudada seja pouco, médio ou totalmente sensivel aos diferentes principios ativos.

Os nematoides H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 foram cedidos pelo
laboratério de Nematologia da Universidade Federal Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil e mantidos no banco de NEPs do Laboratério
de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite. A manutencdo dos isolados foi feita através de
multiplicagdo in vivo em lagartas de Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepdoptera:
Pyralidae) (LINDEGREN et al., 1993; KAYA & STOCK, 1997) (Anexo A e C). Foram
utilizados os carrapaticidas compostos pelos principios ativos deltrametrina (Butox P®,
Intervet), amitraz (Triatox®, Coopers), clorfenvinfés (UBC®, Uzinas Chimicas Brasileiras)
(Tabela 1).

2.2 Preparacdo das suspensdes com nematoides

Foi feita contagem de 10 aliquotas de 10 pL obtidas a partir de 20 mL de suspensdo
aquosa de nematoides estocadas em garrafa de cultivo celular de 40 mL por menos de 15 dias
em camara climatizada (18+1°C). Em seguida, foi calculada a média de juvenis infectante
(JIs) por amostra e a partir desta média, as suspensdes foram ajustadas para concentracao de
150 JIs/mL.

2.3 Preparacdo das solucdes carrapaticidas

Os carrapaticidas foram diluidos de acordo com as informacGes fornecidas pelos
fabricantes. Para diluicdo dos produtos, 0,5 mL dos carrapaticidas foi pipetado em bal&o
volumetrico contendo 500, 250 e 500 mL de agua destilada, para obtencdo da concentracdo
comercial dos carrapaticidas a base dos principios ativos deltametrina (Butox P®, Intervet),
amitraz (Triatox®, Coopers), clorfenvinfés (Carrapaticida e Sarnicida UBC®, Uzinas
Chimicas Brasileiras) (Tabela 1).
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Tabela 1. Carrapaticidas utilizados no teste de compatibilidade com Heterorhabditis
bacteriophora HP88 e Heterorhabditis indica LPP1.

Nome comercial Empresa Grupo quimico Principio ativo  Férmula

Butox P° Intervet Piretroide Deltametrina 100 mL - 5,09
Triatox® Coopers Amidinico Amitraz 100mL-12,59
Carrapaticida e Uzinas Chimicas Organofosforado Clorfenvinfés 100 mL - 50,09
sarnicida UCB® Brasileiras

2.4 Experimento | — Efeito da associagdo de Heterorhabditis bacteriophora HP88 com
carrapaticidas sobre fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus

Nesse experimento foram utilizados carrapatos provenientes do municipio de Edéia,
Goias, Brasil (populagdo 1). Fémeas ingurgitadas com pesos previamente homogeneizados
(p>0,05) foram divididas em oitos grupos contendo 10 carrapatos (cada fémea = unidade
experimental) (Figura 1A). No grupo tratado apenas com H. bacteriophora HP88, cada fémea
foi pesada (Figura 1B) e colocada em uma placa de Petri (6x6 cm) previamente forrada com
duas folhas de papel de filtro e na sequéncia foi pipetado 1,0 mL de suspensdo contendo 150
JIs (Figura 1C). Nos grupos tratados com o0s carrapaticidas, as fémeas foram imersas por
cinco minutos em solucdo com a concentracdo comercial de cada produto (Figura 1C), sendo
em seguida colocadas sobre duas folhas de papel toalha para absorcdo do excesso do liquido.
Apds essa etapa, cada fémea foi pesada (Figura 1B) e acondicionada em uma placa de Petri
(6x6 cm) forrada com duas folhas de papel de filtro molhado com 1,0 mL de agua destilada.
Nos grupos tratados com a associacdo H. bacteriophora HP88 + carrapaticidas, as fémeas
foram imersas nas solucdes e ap6s cinco minutos, foram transferidas para placas de Petri. Em
seguida foi adicionado 1,0 mL de suspensao aquosa contendo 150 JIs. No grupo controle, as
fémeas foram imersas por cinco minutos em agua destilada e em seguida, pesadas e colocadas
individualmente em placas de Petri forradas com duas folhas de papel filtro. Para cada
tratamento foram feitas dez repeticoes.

As placas de Petri de todos os grupos ficaram vedadas com parafilme por trés dias
para permitir que os papéis de filtro permanecessem umidos, permitindo a locomogéo dos Jls.
Passado esse tempo, foi feita a remocao do parafilme juntamente com as folhas de papel filtro.
Os grupos experimentais foram mantidos em camara climatizada (27+£1°C e 80£10% UR) e a
coleta de postura foi feita diariamente até a morte do ultimo carrapato. As massas de ovos de
cada fémea foram acondicionadas em tubo de ensaio de 10 mL devidamente identificados,
vedados com algoddo hidrofilo e mantidas em camara climatizada nas mesmas condicdes de
temperatura e umidade citadas anteriormente. Foram avaliados 0s seguintes parametros
bioldgicos: peso da fémea antes da postura, peso da massa de ovos e percentual de eclosdo de
larvas. A partir desses valores foi feito o calculo de percentual de controle (DRUMMOND et
al., 1973) (Anexo H).
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2.5 Experimento Il — Efeito da associacdo de H. indica LPP1 com carrapaticidas sobre
fémeas ingurgitadas de R. microplus

Nesse experimento, foi seguida a mesma metodologia do experimento anterior,
entretanto, foi utilizado o nematoide H. indica LPP1 e carrapatos provenientes da populagédo
de Pato de Minas, Minas Gerais, Brasil (populacéo 2).

Figura 1. A: Grupo com dez fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus; B:
Fémea ingurgitada sendo pesada; C: Adicdo de 150 JlIs por placa de Petri; D: Fémeas
ingurgitadas imersas em solucéo carrapaticida; E: fémeas sobre folhas de papel toalha
para retirada o excesso do carrapaticida.

2.6 Analise estatistica

Para realizacdo da analise estatistica de todos os experimentos, foi utilizado o software
Biostat versdo 5.0. Os dados adquiridos em porcentagem foram transformados em Varco seno
X. As médias dos diferentes parametros foram comparadas por teste ndo paramétrico de
Kruskal Wallis e Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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3 RESULTADOS

No primeiro experimento conduzido com carrapatos da populagdo 1, os valores do
peso das fémeas antes da postura foram estatisticamente iguais (p>0,05). O peso da massa de
ovos do grupo tratado com deltametrina foi de 123,4 mg, ndo apresentando diferengas
significativas (p>0,05) em relacdo ao controle (122,3 mg). Os tratamentos com amitraz,
clorfenvinfds, H. bacteriophora HP88 e H. bacteriophora HP88 + deltametrina, levaram a
reducdo significativa (p<0,05) no peso da massa de ovos, sendo observados valores de 69,4;
75,5; 20,9 e 35,8 mg, respectivamente.

Tabela 2. Peso da fémea antes da postura, peso da massa de ovos, percentual de ecloséo larval e
percentual de controle de Rhipicephalus microplus (populagdo 1) tratados com Heterorhabditis
bacteriophora HP88, na concentragdo de 150 JIs/fémea, associados ou ndo aos principios ativos
carrapaticidas deltametrina, amitraz e clorfenvinfés em condic6es de laboratorio (27+1°C e UR de
80+10%) (Valores da média + desvio padréo).

Tratamentos Peso da fémea Peso damassa Percentual de  Percentual
antes da postura  de ovos (mg) eclosdo das  de controle*

(mg) larvas (%) (%)

Controle 250,1%+36,3 122,3°+28,0 05,3%+24 4
(10) (10) (10)

Deltametrina 251,4%+44.4 123,4°+40,9 91,7%+25,3 3.4
(10) (10) (10)

Amitraz 250,9%+46,5 69,4°+51,1 90,8°+26,0 46,0
(10) (10) (09)

Clorfenvinfos 249,7°+41,0 75,5°+56,3 75,6°+27 4 50,9
(10) (10) (10)

HP88 251,6°+16,5 20,9°°+19,1 55,0°+19,8 90,1
(10) (10) (09)

HP88 + Deltametrina 251,2°+32,3 35,8"+34,5 49,8°+6 4 84,8
(10) (10) (10)

HP88 + Amitraz 250,8%+25,5 2,2°+3,4 45,lbi4,5 99,1
(10) (10) (05)

HP88 + Clorfenvinfés 250,9%+27,5 10,1°+10,8 32,3°+10,7 97,2
(10) (10) (09)

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem significativamente a nivel de 5%.

() — Tamanho da amostra. *Calculado segundo Drummond et al. (1973).
HP88 = Heterorhabditis bacteriophora. Populacdo 1 — Obtida de Edeia, Goias, Brasil.

Nos grupos tratados com H. bacteriophora HP88 associados ao amitraz e ao
clorfenvinfos o peso da massa de ovos foi de 2,2 e 10,1 mg, evidenciando reducdo mais
acentuada (p<0,05) nesses grupos (Tabela 2).

Os percentuais de eclosdo verificados para o grupo controle e para 0s grupos tratados
com deltametrina e amitraz foram de 95,3; 91,7; e 90,8%, respectivamente, ndo sendo
constatadas diferencas significativas (p>0,05) entre esses grupos. Nos demais tratamentos
foram observados valores entre 75,6 a 32,3%, significativamente (p<0,05) inferiores ao
verificado para o controle. No tratamento com H. bacteriophora HP88 associado ao
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clorfenvinfos, a reducdo no percentual de eclosdo foi mais acentuada (32%), diferindo dos
demais tratamentos.

Nos grupos tratados com deltametrina, amitraz e clorfenvinfos, os percentuais de
controle foram de 3,4%, 46,0% e 50,9%. No tratamento com H. bacteriophora HP88 o
percentual de controle foi de 90,1%, chegando a 99,1 e 97,2% nos grupos em que o0 nematoide
foi associado ao amitraz e ao clorfenvinfos, respectivamente. No tratamento com H.
bacteriophora HP88 associado com deltametrina, foi observado percentual de controle de
84,8%, valor inferior ao observado no tratamento utilizando apenas H. bacteriophora HP88
(Tabela 2).

No segundo experimento, em que foram utilizados carrapatos da populagdo 2, também
ndo foram constatadas diferencas significativas (p>0,05) entre o peso médio das fémeas antes
da postura nos diferentes grupos. O peso da massa de ovos do grupo tratado com deltametrina
foi de 124,9 mg, sendo estatisticamente semelhante (p>0,05) ao valor verificado para o
controle (146,5 mg). Os demais tratamentos causaram reducéo significativa (p<0,05) no peso
da massa de ovos, sendo observados valores entre 74,7 a 11,2 mg. No grupo tratado com H.
indica LPP1 associado ao amitraz a reducdo foi mais acentuada (11,2 mg), ndo sendo
observada postura nesse grupo (Tabela 3).

Tabela 3. Peso da fémea antes da postura, peso da massa de ovos, percentual de ecloséo
larval e percentual de controle de Rhipicephalus microplus (populacdo 2) tratados com
Heterorhabditis indica LPP1, na concentracdo de 150 Jls/fémea, associados ou ndo aos
principios ativos carrapaticidas deltametrina, amitraz e clorfenvinfés em condi¢bes de
laborat6rio (27+1°C e UR de 80+10%) (Valores da média + desvio padrédo).

Tratamentos Peso da fémea Peso da Percentual de  Percentual
antes da postura massa de ovos  eclosdo das  de controle*

(mg) (mg) larvas (%) (%)

Controle 275,4%+23,7 146,5%+13,2 88,0°+12,6
(10) (10) (10)

Deltametrina 274,1%+31,4 124,9°+31,6 52,5+25 1 48,9
(10) (10) (10)

Amitraz 271,1%32,1 74,7°+75,1 57,5%°+32,3 66,1
(10) (10) (10)

Clorfenvinfos 274,2°+32 4 67,1°+62,6 30,0°°+24,1 84,3
(10) (10) (10)

LPP1 275,8%+29,2 28,2°+12,8 34,3°°+40,7 92,5
(10) (10) (10)

LPP1 + Deltametrina 276,0%11,0 17,0°+8,3 25,3°+34,1 96,7
(10) (10) (10)

LPP1 + Amitraz 176,8%+39,1 0,0°+0,0 100,0
(10) (10)

LPP1 + Clorfenvinfos 274,1°434.3 11,2"°+11,0 16,8°+29,9 98,5
(10) (10) (10)

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem significativamente em nivel de 5%.

() — Tamanho da amostra.*Calculado segundo Drummond et al. (1973).

LPP1 = Heterorhabditis indica.

... — Andlise ndo realizada devido auséncia de postura no tratamento.
Populagdo 2 — Obtida de Pato de Minas, Minas Gerais, Brasil.
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O percentual de ecloséo de larvas dos grupos tratados com deltametrina e amitraz foi
de 52,5 e 57,5%, sendo estatisticamente semelhante (p>0,05) ao controle (88,0%). Nos
demais tratamentos, o percentual de eclosédo diferiu do controle, sendo observados valores
entre 16,8 e 34,3%. O percentual de controle foi de 48,9; 66,1 e 84,3% nos tratamentos com
deltametrina, amitraz e clorfenvinfés, respectivamente. Nos demais tratamentos o percentual
de controle foi superior a 90%, chegando a 100% no grupo tratado com H. indica LPP1
associado ao amitraz (Tabela 3).

4 DISCUSSAO

O efeito da exposicdo de NEPs a diferentes produtos quimicos utilizados na
agricultura e pecuéria, como fertilizantes, herbicidas, fungicidas, inseticidas e acaricidas, tem
sido avaliado com intuito de estabelecer melhores épocas e formas de aplicacdo dos NEPs
para o controle de pragas em diferentes culturas. A compatibilidade pode ser afetada de
acordo com a espécie de nematoide e o principio ativo do produto quimico, podendo haver
variacdo até entre produtos compostos pelo mesmo principio ativo, mas que apresentam
diferentes inertes e adjuvantes na formulagdo (KRISHNAYYA & GREWAL, 2002). Assim,
para cada sistema de producdo no qual se pretende utilizar os NEPs, torna-se importante
avaliar a compatibilidade dos isolados mais virulentos com os produtos quimicos utilizados
no manejo desse sistema. No caso do controle de carrapatos, a maior parte das pesquisas tem
direcionado a aplicacdo dos NEPs para as pastagens; assim, torna-se importante verificar se o
prévio contato das fémeas ingurgitadas com os carrapaticidas, através do banho dos animais
surtira algum efeito (aditivo, sinérgico ou antagbnico) na infectividade dos NEPs.

Para populagdo 1, os trés carrapaticidas utilizados apresentaram baixa eficacia, sendo
observados percentuais de controle préximos de 50% para o amitraz e clorfenvinfds, e de
3,4% para deltametrina, evidenciando que essa populacdo apresenta baixa sensibilidade para
esses principios ativos. Para populacdo 2, a eficacia para deltametrina e para o amitraz foram
de 48,9 e 66,1%, indicando também baixa sensibilidade; no entanto, para o clorfenvinfés a
eficacia foi de 84,3%, 0 que denota que ja existe uma perda de sensibilidade dessa populacao
a esse principio ativo, mas essa perda ainda ndo € tdo acentuada como observado para o
piretroide e o amidinico. A resisténcia de R. microplus a piretroides sintéticos, e
organofosforados tem sido amplamente observada em diferentes regides do mundo (FAO,
2004; KLAFKE, 2008; RODRIGUES-VIVAS et. al., 2006a; RODRIGUES-VIVAS et al.,
2011; MENDES et al., 2011; ANDREOTTI et al., 2011), sendo que também j& existem
registros de populacbes desse ixodideo resistentes ao amitraz (LI et al., 2004; RODRIGUES-
VIVAS et al.,, 2006b). Os resultados observados para essas duas populacOes refletem a
realidade que tem sido encontrada no Brasil, cuja maioria dos carrapaticidas comercializados
no pais apresentam baixa eficacia para diferentes populacdes de campo de R. microplus
(FURLONG et al., 2007; KLAFKE 2008). A baixa eficicia encontrada reforca a necessidade
do desenvolvimento de novos métodos de controle, com a utilizagdo de agentes biologicos,
guimicos de origem vegetal e vacinas.

Os isolados H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 na concentragdo de 150
Jis/fémea resultaram em eficacia superior 90%, sendo constatada redugdo consideravel na
quantidade e viabilidade dos ovos produzidos pelas fémeas ingurgitadas, fato que tambem foi
observado por Monteiro et al. (2010a) e Silva et al. (2012). Esses autores utilizando a mesma
concentracdo, também verificaram reducdo na quantidade e viabilidade dos ovos e percentual
de controle superior a 90%. Atraves de comparacdo entre os resultados de experimentos in
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vitro, esses dois isolados tem sido apontados por tais autores como 0s mais virulentos para R.
microplus, superando a eficacia obtida para NEPs do género Steinernema (VASCONCELOS
et al., 2004; FREITAS-RIBEIRO et al., 2005; MOLINA-OCHOA et al., 2009; CARVALHO
et al., 2010) e outros isolados do género Heterorhabditis (VASCONCELOS et al., 2004;
MONTEIRO et al., 2010b).

No grupo tratado com a associacdo de H. bacteriophora HP88 com deltametrina, a
eficacia foi inferior ao verificado com a utilizacdo apenas de H. bacteriophora HP88. Para
penetrarem nas fémeas ingurgitadas, os Jls ao se locomoverem sobre os carrapatos, entram em
contato com o carrapaticida impregnado na cuticula e tal fato pode ter influenciado
negativamente a infectividade desse nematoide. Embora a maioria dos estudos que avaliaram
o efeito de inseticidas a base de deltametrina sobre NEPs tenham apontado compatibilidade
(ROVESTI et al., 1988; ROVESTI & DESEO, 1990; NEGRISOLI et al., 2008), ¢ possivel
observar taxas de sobrevivéncia e infectividade dos Jls, inferiores aos valores do controle,
indicando que mesmo quando compativel, alguns juvenis da amostra avaliada sdo afetados
negativamente. Monteiro et al. (dados ndo publicados) observaram a compatibilidade de um
carrapaticida a base de deltametrina com Heterorhabditis amazonensis Andald et al. 2006
(Rhabditida: Heterorhabditidae), isolado RSC-5; no entanto, o percentual de sobrevivéncia
dos Jls dessa espécie expostos por 24 h a esse principio ativo, foi inferior ao valor do
controle. Além disso, a exposicao dos Jls a deltametrina também retardou a infectividade dos
NEPs, sendo necessarios cinco dias para que os Jls expostos a deltametrina levassem a morte
de 100% das lagartas de G. mellonella, enquanto no controle, foi necessario apenas trés dias
(MONTEIRO et al. 2013). Esse atraso na infectividade apds o contato com a deltametrina
pode ser o fator responsavel pela menor eficacia no tratamento com H. bacteriophora HP88 e
deltametrina, permitindo que fémeas ficassem vivas por mais tempo e produzissem maior
massa de ovos, reduzindo assim a eficacia do tratamento.

Na populagdo 2, a associagdo de H. indica LPP1 e deltametrina apresentou percentual
de controle levemente superior ao verificado com a utilizacdo apenas do nematoide, fato
diferente do observado para utilizacdo em conjunto de H. bacteriophora HP88 e deltametrina,
cuja associacao resultou leve queda na eficacia. Essa variacdo provavelmente esta ligada a
diferenca de sensibilidade das duas populacdes para deltametrina. No primeiro estudo, a
eficacia da deltametrina foi de apenas 3,4%, enquanto no segundo estudo, a eficacia foi de
48,9%. No segundo experimento, mesmo que alguns Jls possam ter sido afetados com a
presenca de deltametrina sobre as fémeas, tal fato foi compensado pela atividade que esse
principio ativo apresentou para 0s carrapatos, deixando as fémeas mais debilitadas e
susceptiveis a infeccdo pelos JIs de H. indica LPP1 ndo afetados pela deltametrina. Tal
hipétese também foi levantada a respeito da associacdo de NEPs com fungos
entomopatogénicos, em que fungos atuariam como um fator de estresse, quebrando a
homeostase e debilitando o hospedeiro, que dessa forma, ficaria mais susceptivel a infec¢éo
por nematoides (ANSARI et al., 2004; MONTEIRO et al., 2013).

As associacdes de NEPs com amitraz e com o clorfenvinfos foram compativeis, sendo
ainda observado efeito aditivo para H. indica LPP1 + amitraz sobre a redugdo na quantidade
de ovos produzidos e H. bacteriophora HP88 + clorfenvinfds sobre a viabilidade dos ovos. Os
valores de percentual de controle dos grupos tratados com o0s nematoides associados a esses
dois principios ativos foram superiores aos obtidos com a utilizacdo somente do carrapaticida,
e levemente superiores aos valores observados com a utilizacdo apenas dos NEPs, com
eficacia de 100% para associa¢do de H. indica LPP1 com o amitraz. Estudos a respeito da
compatibilidade de inseticidas a base de amitraz e NEPs tem apresentado resultados
divergentes, sendo observada compatibilidade para algumas espécies (ROVESTI et al., 1988)
e incompatibilidade de outras (ROVESTI & DESEO, 1990), enquanto os organofosforados
geralmente tém sido apontados como as mais toxicas, apresentando incompatibilidade com os
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NEPs na maioria dos casos (HARA & KAYA, 1983; ZIMMERMAN & CRANSHAW, 1990;
ROVESTI & DESEO, 1990; ROVESTI &; DESEOQ, 1991). Monteiro et al. (2013) verificaram
que a exposicdo por 24h de H. amazonensis RSC-5 ao amitraz e ao clorfenvinfés causou
reducdo no percentual de sobrevivéncia e retardou a infectividade dos Jls, assim como
mencionado anteriormente para deltametrina. No presente trabalho, o contato com o
carrapaticida foi bem menor, tendo os Jls ficado expostos apenas durante a locomogéo sobre o
tegumento das fémeas ingurgitadas; mesmo que o amitraz ou o clorfenvinfds possa ter afetado
alguns Jls, tal fato possivelmente foi compensado pela atividade que o carrapaticida
apresentou para as fémeas, fazendo que essas ficassem mais susceptiveis a infeccdo pelos
NEPs, assim como mencionado para a associacdo de deltametrina e H. indica LPP1 sobre a
populacéo 2.

Os resultados obtidos permitem concluir que os principios ativos deltametrina, amitraz
e clorfenvinfés foram compativeis com os isolados testados. Entretanto, € possivel que a
presenca do principio ativo sobre a cuticula das fémeas cause leve efeito deletério sobre os
NEPs, que é compensado pela sensibilidade que os carrapatos apresentam a esse principio
ativo, ficando assim, mais susceptiveis a infeccdo pelos JIs que ndo foram afetados pelos
carrapaticidas. Tal aspecto, assim como a viabilidade da utilizacdo em conjunto de NEPs e
carrapaticidas em campo merecem ser investigados.
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CAPITULO V
ASSOCIACAO ENTRE NEMATOIDES E FUNGOS

ENTOMOPATOGENICOS PARA O CONTROLE DE Rhipicephalus
microplus (ACARI: IXODIDAE)
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RESUMO

O presente estudo objetivou avaliar o efeito da associagdo de nematoides e fungos
entomopatogénicos sobre fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus. Foram utilizados
0s nematoides Heterorhabditis bacteriophora HP88 e Heterorhabditis indica LPP1 e os
fungos Metarhizium anisopliae IBCB 116 e Beauveria bassiana ESALQ 986. Nos grupos
tratados com fungos, as fémeas foram imersas por trés minutos em suspensdo de conidios
(1,3x10® conidios/mL) e nos grupos tratados com nematoides, cada fémea foi exposta a
concentracdo de 300 nematoides. Para avaliacdo da interacdo entre 0os entomopatdgenos, as
fémeas foram primeiramente imersas em suspensdo de conidios e logo na sequéncia, expostas
aos nematoides. Também foi formado um grupo em que as fémeas foram imersas nas
suspensdes de conidios 24 h antes da exposicdo aos NEPs. No grupo controle as fémeas
ingurgitadas foram imersas em agua destilada, sendo feitas 10 repeticdes por grupo. Foram
avaliados os parametros peso da fémea antes da postura, peso da massa de ovos e percentual
de ecloséo, e os valores obtidos foram utilizados para calculo do percentual de controle. Os
valores referentes ao peso da massa de ovos e percentual de controle dos grupos tratados com
M. anisopliae IBCB 116 e B. bassiana ESALQ 986 nos dois experimentos foi
estatisticamente semelhantes (p>0,05) aos valores verificados para o controle. Nos grupos
tratados apenas com nematoides, ocorreu reducdo significativa (p<0,05) no peso da massa de
ovos, fato também observado para o percentual de eclosdo do grupo tratado com H. indica
LPP1. Em todos os grupos tratados com nematoides associados aos fungos foi constatada
reducdo significativa (p<0,05) no peso da massa de ovos e percentual de eclosdo. Os
percentuais de controle dos grupos tratados apenas com fungos variaram entre 31% a 55%.
Nos grupos tratados com nematoides associados ou ndo aos fungos, o percentual de controle
foi sempre superior a 90%, chegando a 100% no tratamento com H. bacteriophora HP88
associado ao fungo M. anisopliae IBCB 116. Conclui-se que os isolados de nematoides e
fungos nas concentracdes testadas foram compativeis para o controle de R. microplus.

Palavras-chave: Carrapato dos bovinos, Heterorhabditis bacteriophora, Heterorhabditis
indica, Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of the association of entomopathogenic
nematodes and fungi on engorged females of Rhipicephalus microplus. The nematodes
studied were Heterorhabditis bacteriophora HP88 and Heterorhabditis indica LPP1 and the
fungi were Metarhizium anisopliae IBCB 116 and Beauveria bassiana ESALQ 986. In the
groups treated with the fungi alone, the females were immersed for three minutes in a conidial
suspension (1.3x10® conidia/mL) and in the groups treated just with the nematodes, each
female was exposed to a concentration of 300 nematodes. To assess the interaction of the
entomopathogens, the females were first immersed in the conidial suspension and then
exposed to the nematodes at the same concentration. A group was also formed in which the
females were immersed in the conidial suspensions 24 h before exposure to the EPNs. In the
control group, the engorged females were immersed in distilled water. There were 10
repetitions for all groups. The parameters evaluated were female weight before oviposition,
egg mass weight and egg hatching percentage of larvae and the values obtained were used to
calculate the percentage of control. The egg mass weight and control percentage values of the
groups treated with M. anisopliae IBCB 116 and B. bassiana ESALQ 986 in the two
experiments were statistically similar (p>0.05) to those of the control group. In the groups
treated only with the nematodes, there was a significant decrease (p<0.05) in the egg mass
weight, a fact also observed for the egg hatching percentage of the group treated with H.
indica LPP1. In all the groups treated with nematodes associated with fungi there was a
significant reduction (p<0.05) in the egg mass weight and hatching percentage of larvae. The
control percentages in the groups treated only with the fungi varied from 31% to 55%. In the
groups treated with nematodes associated or not with fungi, the control percentages were
greater than 90%, and reached 100% in the treatment with H. bacteriophora HP88 associated
with the fungus M. anisopliae IBCB 116. It can be concluded that the nematodes and fungi
tested were compatible to control R. microplus.

Key word: Cattle tick, Heterorhabditis bacteriophora, Heterorhabditis indica, Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana.
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1 INTRODUCAO

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae), comumente conhecido
como carrapato dos bovinos, € um ectoparasito hematofago que apresenta ampla distribuicéo
geografica (LEAL et al.,, 2003), sendo um dos principais problemas sanitarios na
bovinocultura em diversos paises de clima tropical e subtropical (PEREIRA, 2008;
MARTINS et al., 2006). Embora de dificil quantificacdo, acredita-se que as perdas
econbmicas ocasionadas por esse ixodideo no Brasil, cheguem a dois bilhGes de dolares
anuais (GRISI et al., 2002).

Atualmente as infestacGes sdo controladas principalmente através da utilizacdo de
carrapaticidas organossintéticos, entretanto, o uso indiscriminado e sem critérios técnicos
adequados (AMARAL et al., 2011a,b) resultou na selecdo de carrapatos resistentes a quase
todas as bases quimicas disponiveis para seu controle (FURLONG et al., 2007; KLAFKE,
2008). Aliado aos problemas relacionados com a resisténcia, existe crescente preocupacao
com a seguranca do meio ambiente, salde humana e de animais, residuos nos alimentos e
morte de organismos ndo alvo, fatores que tornam o uso do controle biolégico uma alternativa
atrativa (ALONSO-DIAZ et al., 2007; FERNANDES & BITTENCOURT, 2007).

Dentre os diversos métodos estudados para o controle bioldgico de carrapatos, a
utilizacdo de fungos entomopatogénicos € uma opcao promissora devido a capacidade de
dispersdo, espectro de hospedeiros e capacidade de penetrar via cuticula dos carrapatos
(SAMISH et al.,, 2008). Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana sdo os fungos
entomopatogénicos mais bem caracterizados e amplamente utilizados em programas de
controle biolégico de pragas (ZIMMERMAN, 2007a; ZIMMERMAN, 2007b; FERNANDES
& BITTENCOURT, 2008; SCHRANK & VAINSTEIN, 2010). Esses ascomicetos ja tiveram
sua patogenicidade evidenciada para diferentes estdgios de desenvolvimento de varias
espécies de carrapatos (FERNANDES & BITTENCOURT, 2008; SAMISH et al., 2008).

Nematoides entomopatogénicos (NEPS) sdo importantes agentes no controle de insetos
praga (GREWAL et al., 2001; DOLINSKI, 2006) e nas Ultimas décadas, o potencial desses
nematoides para o controle de carrapatos também vem sendo investigado (SAMISH et al.,
2008). Estudos tém demonstrado que fémeas ingurgitadas de diferentes espécies de ixodideos
sdo susceptiveis a infeccbes por NEPs (SAMISH et al., 2008) e entre as espécies testadas para
carrapato dos bovinos, Heterorhabditis bacteriophora (Poinar, 1976) (Rhabditida:
Heterorhabditidae), isolado HP88 e Heterorhabditis indica Poinar et al. 1982 (Rhabditida:
Heterorhabditidae), isolado LPP1 foram apontadas até 0 momento como as mais virulentas
(MONTEIRO et al., 2010; SILVA et al., 2012).

Para aumentar a eficiéncia de patdgenos, interacBes entre diferentes agentes de
controle biolégico e convencional tém sido investigadas (KOPPENHOFER & GREWAL,
2005); entretanto, é surpreendente que até o momento, pouca atencdo tem sido dada para
interacdes entre entomopatogenos (ANSARI et al., 2005). Sobre a combinacdo entre NEPs e
fungos, embora escassos, existem alguns estudos que demonstram que essa associacdo pode
apresentar efeito aditivo ou sinérgico sobre a mortalidade de determinadas espécies de insetos
(BARBERCHECK & KAYA, 1991; SHAPIRO et al.,, 2004; ACEVEDO et al., 2007),
entretanto, em alguns casos, a interacdo entre esses entomopatégenos pode ser antagbnica
(SHAPIRO et al., 2004; ANSARI et al., 2005). Assim, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a compatibilidade entre os nematoides H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 com
os fungos M. anisopliae IBCB116 e B. bassiana ESALQ 986 para o controle de R. microplus.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo das fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus e isolados de
nematoides e fungos entomopatogénicos

O estudo foi conduzido no Laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite,
Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Para realizacdo do trabalho foi utilizada uma estirpe de R.
microplus obtida através de infestacdes artificiais em bezerros (registro 23083.009241/2011-
16.) mantidos na estacdo experimental para Pesquisas Parasitolégicas W.O. Neitz, da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil
(Anexo E).

Os nematoides H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 foram cedidos pelo
laboratério de Nematologia da Universidade Federal Norte Fluminense Darcy Ribeiro
Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil e mantidos no banco de NEPs do Laboratério
de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, através de multiplicacdo in vivo em Galleria
mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepdoptera: Pyralidae) de acordo com Lindegren et al. (1993) e
Kaya & Stock (1997) (Anexo A e C). Os fungos M. anisopliae IBCB116 e B. bassiana 986
sdo mantidos na micoteca do Laboratério de Controle Microbiano da UFRRJ (Anexo D). A
escolha dos nematoides foi devido a alta viruléncia apresentada por esses isolados para
fémeas ingurgitadas de R. microplus (MONTEIRO et al., 2010; SILVA et al., 2012). Com
relacdo aos fungos, foram escolhidos isolados com viluréncia moderada, aumentando assim, a
chance de compatibilidade entre os entomopatogenos (ACEVEDO et al., 2007).

2.2 Preparacdo das suspensdes com fungos

As suspensdes conidiais foram preparadas a partir do crescimento dos isolados de M.
anisopliae e B. bassiana em placas de Petri, contendo meio de cultura batata dextrose agar
(BDA). Para o preparo da suspensdo conidial, a superficie da placa de Petri foi raspada com
auxilio de um cabo e lamina de bisturi e os conidios suspensos em 30 mL de &gua destilada
estéril e espalhante adesivo Tween 80 (0,1%). A suspensédo foi quantificada com auxilio da
Camara de Neubauer com utilizacdo de microscépio optico, segundo Alves (1998) e ajustada
a concentracdo 1,3x10% conidios/mL. Amostra de 10 uL de cada suspensdo conidial foi
incubada em meio BDA contendo cloranfenicol 0,05% a 25+1°C e UR>80% para avaliagdo
da viabilidade (ALVES, 1998).

2.3 Preparacao das suspensdes com nematoides

Foi feita contagem de 10 aliquotas de 10 pL obtidas a partir de 20 mL de suspenséao
aguosa de nematoides estocadas em garrafa de cultivo celular de 40 mL. Em seguida foi
calculada a média de juvenis infectante (JIs) por amostra e a partir desta média, as suspensdes
foram ajustadas para concentracdo de 300 JIs/mL.

2.4 Experimento | — Efeito da associagdo de Heterorhabditis bacteriophora HP88 com
Metarhizium anisopliae IBCB 116 e Beauveria bassiana ESALQ 986 sobre fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus

Fémeas ingurgitadas com pesos previamente homogeneizados (p>0,05) foram
divididas em oitos grupos contendo 10 carrapatos (cada fémea = unidade experimental)
(Figura 1A). No grupo tratado apenas com os fungos, cada fémea foi colocada dentro de tubo
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de ensaio contendo 1,0 mL da suspensdo de conidios de M. anisopliae ou B. bassiana,
permanecendo imersa por trés minutos (Figura 1B e C). Na sequéncia, as fémeas foram
transferidas individualmente para placas de Petri (6 x 6 cm) previamente forrada com duas
folhas de papel de filtro. No grupo tratado apenas com H. bacteriophora HP88, cada fémea
foi colocada em uma placa de Petri (6 x 6 cm) previamente forrada com duas folhas de papel
de filtro e na sequéncia foi pipetado 1,0 mL de suspensdo com a concentragdo de 300 Jls
(Figura 1D).

Figura 1. A: Grupo com 10 fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus;
B e C: Fémeas ingurgitadas imersas em suspensdo de Metarhizium anisopliae
IBCB 116; D: Adicdo de 1 mL de suspensdo aquosa de Heterorhabditis
bacteriophora HP88 em placas de Petri contendo fémeas ingurgitadas.

Nos grupos tratados com H. bacteriophora HP88 associado aos fungos, as fémeas
foram individualmente imersas na suspensao de conidios por trés minutos e em seguida,
transferidas para placa de Petri (6x6 cm). Na sequéncia, foi feita a aspersdo de 1,0 mL da
suspensdo contendo 300 JIs. Também foi formado um grupo em que as fémeas foram imersas
na suspensdo fangica e os nematoides s6 foram adicionados a placa de Petri apds 24h (M.
anisopliae IBCB 116 24 h + H. bacteriophora HP88 e B. bassiana 986 24 h + H.
bacteriophora HP88). No grupo controle, as fémeas foram imersas individualmente em agua
destilada por trés minutos e acondicionadas em placa de Petri.
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As placas de Petri de todos os grupos foram vedadas com parafilme durante trés dias.
Os grupos experimentais foram mantidos em cdmara climatizada (27£1°C e 80£10% UR) e a
coleta de postura foi feita diariamente até a morte do ultimo carrapato. As massas de ovos de
cada fémea foram acondicionadas em tubo de ensaio de 10 mL devidamente identificadas,
vedados com algoddo hidrofilo e mantidas em camara climatizada nas mesmas condicdes de
temperatura e umidade citadas anteriormente. Foram avaliados os seguintes parametros
bioldgicos: peso da fémea antes da postura, peso da massa de ovos e percentual de eclosdo de
larvas. A partir desses valores foi feito o calculo do percentual de controle (DRUMMOND et
al., 1973) (Anexo H).

2.5 Experimento Il — Efeito da associacdo de Heterorhabditis indica LPP1 com
Metarhizium anisopliae IBCB 116 e Beauveria bassiana ESALQ 986 sobre fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus

Nesse experimento, foi seguida a mesma metodologia do experimento anterior,
entretanto, foi utilizado o nematoide H. indica LPP1.

2.6 Re-isolamento dos fungos

Para o re-isolamento, uma fémea de cada tratamento com fungo foi colocada em
camara Umida (placa de Petri com papel de filtro umidificado com 1 mL de agua destilada)
para propiciar o crescimento fungico na cuticula (esporulacdo). Apos sete dias, as colbnias
fangicas que cresceram sobre a cuticula das fémeas foram repicadas em meio de cultura BDA
acrescido de cloranfenicol (0,05%) e incubadas em cémara climatizada a 25+1°C e UR
80+10% durante 15 dias. Decorrido esse periodo, foi realizada a avaliacdo das caracteristicas
micromorfoldgicas através da utilizagdo da técnica de microcultivo entre 1dmina e laminula.
As placas com as culturas foram mantidas sob as mesmas condi¢fes de temperatura e
umidade durante 14 dias. Decorrido esse periodo, foram confeccionadas laminas temporarias
coradas em Lactofenol de Amman com azul de algodéo para a identificagdo dos fungos.

2.7 Andlise estatistica

Para realizacdo da analise estatistica de todos os experimentos, foi utilizado o software
Biostat versio 5.0. Os dados adquiridos em porcentagem foram transformados em Varco seno
X. Para a comparagdo das médias, devido a distribuicdo ndo normal dos dados, foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis seguindo do teste de Student-Newman-Keuls
(p<0,05).

3 RESULTADOS

As suspensdes conidiais de M. anisopliae IBCB 116 e B. bassiana ESALQ 986
utilizadas nos dois experimentos apresentaram viabilidade superior a 98%.

Os resultados referentes ao experimento com H. bacteriophora HP88 associado ou ndo
aos fungos M. anisopliae IBCB 116 ou B. bassiana ESALQ 986 sdo apresentados na tabela 1.
Os valores do peso das fémeas antes da postura foram estatisticamente semelhantes (p>0,05).
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Tabela 1. Peso medio da fémea antes da postura, peso da massa de ovos, percentual de
eclosdo larval e percentual de controle de Rhipicephalus microplus tratados com
Heterorhabditis bacteriophora HP88, na concentracdo de 300 NEPs/fémea, associados ou
ndo aos fungos entomopatogénicos Metarhizium anisopliae IBCB 116 e Beauveria
bassiana ESALQ 986 na concentracdo de 1,3x10° conidios mL em condigbes de
laboratério (27+1°C e UR de 80+10%) (Valores da média * desvio padrédo).

Tratamentos Peso da fémea Peso da massa Percentual Percentual
antes da de ovos (mg) de eclosdo  de controle*
postura (mg) das larvas (%)
(%)
Controle 295,1%+40,5 157,6%+35,7 87,8°+18,6
(10) (10) (10)
IBCB 116 295,2%+49,7 122,9°+15,9 70,6%°+26,6 41,4
(10) (10) (10)
ESALQ 986 294,6°+43,3 133,9%+62,1 71,0%+29,0 31,3
(10) (10) (10)
HP88 294,1°+28,5 10,3°+4,8 58,9°°+32,1 95,6
(10) (10) 4
IBCB 116 + HP88 294,6%+43,3 2,2°+3,4 0,0°+0,0 100,0
(10) (10) 4
ESALQ 986 + HP88 294,9%+39,1 1,8°+3,3 18,8°+37,5 99,6
(10) (10) 4)
*IBCB 116 + 24h  295,2°+29,9 5,2°+3,3 42,0"°+28,0 98,4
HP88 (10) (10) 3)
"ESALQ 986 + 24h  294,6%+522 9,2°+3,1 30,1°°+42 3 98,0
HP88 (10) (10) (5)

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem significativamente a nivel de 5%.

() — Tamanho da amostra. *Calculado segundo Drummond et al. (1973).

HP88 = Heterorhabditis bacteriophora; IBCB 116 = Metharizium anisopliae; ESALQ 986 = Beauveria
bassiana.

Os valores referentes ao peso da massa de ovos dos grupos tratados com M. anisopliae
IBCB 116 e B. bassiana ESALQ 986 foram de 122,9 e 133,9 mg, respectivamente, ndo
diferindo significativamente (p>0,05) do valor verificado para o controle (157,6 mg).
Entretanto, a utilizacdo de H. bacteriophora HP88 reduziu significativamente (p<0,05) 0 peso
da massa de ovos (10,3 mg). Nos grupos tratados com H. bacteriophora HP88 associado aos
fungos simultaneamente ou apds 24h, os valores do peso da massa de ovos variaram entre 9,2
a 1,8 mg, sendo verificado diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao controle (Tabela
1).

Os percentuais de eclosdo das larvas oriundas dos grupos tratados somente com 0s
fungos ou com H. bacteriophora HP88 nado diferiram significativamente (p>0,05) do controle
(87,8%), sendo constatados valores proximos a 70% para os fungos e de 58,9% para o
nematoide. Nos outros tratamentos, ocorreu reducdo significativa (p<0,05) em relagdo ao
controle, sendo verificados valores entre 0,0 a 42,0%. O percentual de controle dos grupos
tratados com os fungos M. anisopliae IBCB 116 e B. bassiana ESALQ 986 foram de 41 e
31%, respectivamente. Nos demais grupos, o percentual de controle foi superior a 97%,
chegando a 100% no tratamento com H. bacteriophora HP88 associado simultaneamente ao
fungo M. anisopliae IBCB 116 (Tabela 1).
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Os resultados referentes ao experimento com H. indica LPP1 associado com os fungos
M. anisopliae IBCB 116 e B. bassiana ESALQ 986 sdo apresentados na tabela 2. Os valores
encontrados nesse experimento sdo similares ao anterior, em que ndo ha diferencas
significativas (p>0,05) do peso das fémeas antes da postura entre 0s grupos. Também néo foi
verificado diferencas significativas (p>0,05) entre o peso da massa de ovos dos grupos
tratados com os fungos M. anisopliae IBCB 116 (76,9 mg) e B. bassiana ESALQ 986 (106,2
mg), quando comparados ao grupo controle (131,1 mg). O tratamento apenas com H. indica
LPP1 e os tratamentos em que esse isolado de nematoide foi associado aos fungos causaram
reducdo (p<0,05) na quantidade de ovos produzidos (13,5%) (Tabela 2).

O percentual de ecloséo verificado nos grupos tratados com M. anisopliae IBCB 116 e
B. bassiana ESALQ 986 foram de 86,6 e 72,0%, respectivamente, sendo semelhante (p>0,05)
ao valor observado para o controle (90,2%); enquanto no grupo tratado com H. indica LPP1,
foi observado valor de 51,4% (p<0,05). Nos grupos tratados com H. indica LPP1 associados
aos fungos simultaneamente ou apds 24h, ocorreu reducdo significativa (p<0,05) no
percentual de eclosdo, com valores variando de 19,9% a 50,3%. O percentual de controle foi
de 55% e 34% nos grupos tratados com M. anisopliae IBCB 116 e B. bassiana ESALQ 986,
respectivamente; enguanto, nos demais grupos, o percentual de controle foi superior a 90%,
chegando a 99% no tratamento com B. bassiana ESALQ 986 associado simultaneamente ao
nematoide H. indica LPP1.

Tabela 2. Peso médio da fémea antes da postura, peso da massa de ovos, percentual de eclosao larval
e percentual de controle de Rhipicephalus microplus tratados com Heterorhabditis indica LPP1, na
concentragdo de 300 Jls/fémea, associados ou ndo aos fungos Metarhizium anisopliae IBCB 116 e
Beauveria bassiana ESALQ 986 na concentracdo de 1,3x10® mL em condicdes de laboratério
(27£1°C e UR de 80+10%) (Valores da média + desvio padrdo).

Tratamentos Peso da fémea Peso da massa Percentual de Percentual de
antes da postura  de ovos (mg) ecloséo (%) controle*

(mg) (%)

Controle 272,3%+39.1 131,1a+26,9 90,2°+8,0
(10) (10) (10)

IBCB 116 269,5%+19,1 76,9%+33,0 68,6%+24,6 55,0
(10) (10) )

ESALQ 986 270,02+25,5 106,2%+31,9 72,0%+29,8 34,9
(10) (10) (10)

LPP1 270,22+16,9 13,5°+26,9 51,4°+34,0 94,1
(10) (10) (7

IBCB 116 + LPP1 269,7%+24.6 7.3°+4.0 19,9°+23,2 08,8
(10) (10) (8)

ESALQ 986 + LPP1 269,3%+28,2 5,2°+4 7 22 6°+23.1 99.0
(10) (10) (8)

IBCB 116 + 24h LPP1 270,7%+31,6 17,8°+11,9 50,3°+36,4 92,4
(10) (10) (8)

ESALQ 986 + 24h 269,7°+13,8 7,1°+5,6 40,7°+31,0 97,5

LPP1 (10) (10) 7

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem significativamente a nivel de 5%.
() — Tamanho da amostra. *Calculado segundo Drummond et al. (1973).

LPP1 = Heterorhabditis indica; IBCB 116 = Metharizium anisopliae;

ESALQ 986 = Beauveria bassiana.
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Ocorreu conidiogénese em cadaveres de fémeas ingurgitadas de todos o0s grupos
tratados com fungos nos dois experimentos, inclusive nos grupos tratados com fungos
associados aos nematoides (Figura 2), permitindo assim, o re-isolamento e confirmacdo da
infeccdo atraves das caracteristicas macro e micromorfoldgicas de ambos os fungos.

Figura 2. A: Fémeas ingurgitadas Rhipicephalus microplus mortas ap6s infecgdo por
Heterorhabditis indica LPP1; B: Fémeas ingurgitadas de R. microplus mortas ap0s
infeccdo por H. indica LPP1 associado com Beauveria bassiana ESALQ 986; C: Fémeas
ingurgitadas de R. microplus mortas apos infeccdo com H. indica LPP1 associado com
Metharizium anisopliae IBCB 116.

4 DISCUSSAO

Existem poucos registros a respeito da associacdo entre nematoides e fungos
entomopatogénicos, estando esses estudos direcionados para avaliagdo do efeito sobre a
mortalidade de espécies de insetos das ordens Coleoptera e Lepidoptera (BARBERCHECK &
KAYA, 1990; ANSARI et al., 2004; KOPPENHOFER & GREWAL, 2005, ANSARI et al.,
2005; ANSARI et al., 2006; ACEVEDO et al., 2007; ANSARI et al., 2008). Esse foi o
primeiro estudo que investigou a interacdo entre esses entomopatdégenos sobre fémeas
ingurgitadas do carrapato R. microplus.

A associacdo dos nematoides H. bacteriophora HP88 ou H. indica LPP1 com o0s
fungos M. anisopliae IBCB 116 ou B. bassiana ESALQ 986 foi compativel, sendo observado
percentual de controle superior a 90% em todos os grupos em que as fémeas foram tratadas
com nematoides associados aos fungos, chegando a 100% no grupo tratado com a associagao
de H. bacteriophora HP88 + M. anisopliae IBCB 116. Entretanto, ndo foi possivel verificar
efeito sinérgico, devido a elevada eficacia obtida com a utilizacdo apenas dos nematoides.
Esses resultados séo similares aos obtidos por Koppenhofer & Grewal (2005) que relataram
gque mesmo que entomopatdgenos sejam compativeis, nem sempre é possivel observar um
efeito sinérgico, uma vez que em muitos casos, a utilizacdo isolada de um desses organismos
em laboratorio ja apresenta alta eficiéncia.

Embora ndo se tenha obtido efeito sinérgico em laboratorio, foi possivel verificar
ligeiro aumento no percentual de controle de R. microplus na maioria dos grupos tratados com
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nematoides associados aos fungos. Efeitos positivos obtidos através da associacdo de
nematoides e fungos j& foram reportados por diferentes autores (ANSARI et al., 2004;
KOPPENHOFER & SHAPIRO-ILAN, 2005; ACEVEDO et al., 2007; ANSARI et al., 2008);
sendo relatada inclusive compatibilidade entre outros isolados de H. bacteriophora com B.
bassiana (BARBERCHECK & KAYA, 1991) e H. indica com M. anisopliae (SHAPIRO-
ILAN et al., 2004). Os mecanismos dessa associa¢do que resultam em efeito positivo ainda
sdo incertos, mas acredita-se que os fungos atuem como um fator de estresse, quebrando a
homeostase e debilitando os hospedeiros, que dessa forma, ficariam mais susceptiveis a
infeccdo por nematoides (ANSARI et al., 2004). Especula-se também, que os artrépodes
debilitados pelos fungos fariam a troca gasosa de forma mais intensa, atraindo maior nimero
de JlIs, que utilizam o CO, como um dos sinais para localizarem o hospedeiro (ANSARI et al.,
2008).

Observando o desempenho dos nematoides e fungos separadamente, € possivel
observar que os isolados H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 apresentaram viruléncia
para R. microplus superior quando comparados aos fungos M. anisopliae IBCB 116 e B.
bassiana ESALQ 986. Acevedo et al. (2007) avaliando o efeito da associacdo do nematoide
Heterorhabditis sp., isolado JPM4, com diferentes isolados de M. anisopliae sobre larvas do
lepiddptero Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepdoptera: Crambidae), concluiram que
0 nematoide foi mais virulento. O mesmo foi verificado por Shapiro-llan et al. (2004),
utilizando H. indica, M. anisopliae e B. bassiana, associados ou néo, sobre Curculio caryae
Horn, 1873 (Coleoptera: Curculionidae). Tais autores atribuiram a maior viruléncia dos
nematoides ao fato desses entomopatégenos e suas bactérias simbiontes conseguirem
colonizar o hospedeiro em menos tempo do que os fungos (ACEVEDO et al., 2007),
causando a morte em menor intervalo de tempo. Em carrapatos, onde a eficiéncia dos agentes
de controles é medida pela reducdo de prole, isso reflete diretamente na eficacia dos
tratamentos, pois as fémeas tratadas com os nematoides morrem em periodo inferior ao
observado para fémeas tratadas com os fungos; apresentando assim menor periodo de
sobrevivéncia e como consequéncia, menor periodo de postura. Cabe destacar que a escolha
de fungos de viruléncia moderada e nematoides altamente virulentos com intuito de aumentar
a chance de sucesso na associacdo desses entomopatdgenos (ACEVEDO et al., 2007)
contribuiu para a diferenca nos resultados a respeito da eficiéncia dos isolados de nematoides
e fungos testados.

Nos grupos em que as fémeas ingurgitadas foram tratadas com os nematoides apés 24
h do tratamento com os fungos, também foi verificada eficacia superior a 90% em todos 0s
tratamentos. Esses resultados indicam que o contato das fémeas com os fungos 24 horas antes
da exposicdo aos nematoides ndo interferiu na associacdo entre 0Ss entomopatdgenos;
demonstrando que a fixa¢do dos conidios na cuticula do carrapato e 0s processos quimicos
subsequentes ndo foram empecilhos para a penetracdo dos Jls. Tais fatos podem ser
suportados pelos resultados obtidos por Ansari et al. (2005), que verificaram que o
comportamento de dispersdo dos JIs de Heterorhabditis megidis Poinar et al. 1987
(Rhabditida: Heterorhabditidae) e Steinernema glaseri (Steiner, 1929) (Rhabditida:
Steinernematidae) ndo foi afetado pelo extrato bruto de M. anisopliae, uma vez que 0s
nematoides ndo foram repelidos, paralisados nem mortos. Outros estudos tem demonstrado
que a aplicacdo dos fungos em dias e até semanas antes, ndo tem sido um fator limitante para
posterior infeccdo pelos nematoides em insetos, sendo possivel observar efeito aditivo e
sinérgico nessas associagdes (BARBERCHECK & KAYA, 1990; ANSARI et al., 2004,
ACEVEDO et al., 2007).

Um ponto negativo mencionado por diferentes autores sobre a associagdo de
nematoides e fungos entomopatogénicos € a interferéncia que cada um desses
entomopatogenos pode exercer sobre a reproducdo do outro (BARBERCHECK & KAYA,
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1991; ANSARI et al., 2004; ACEVEDO et al., 2007). Entretanto, esse fato ndo seria um
problema com relag&o aos nematoides, uma vez que esses organismos ndo se reproduzem em
carrapatos, ocorrendo a morte dos Jls logo ap6s a penetracdo no hemocele, sendo a morte dos
ixodideos, atribuida a alta taxa de multiplicacdo e metabolicos das bactérias simbiontes
(SAMISH et al., 2008).

A respeito da reproducdo dos fungos, foi possivel observar conidiogénese no
tegumento de fémeas ingurgitadas proveniente de todos os grupos infectados por M.
anisopliae IBCB 116 e B. bassiana ESALQ 986, demonstrando que os fungos conseguiram se
desenvolver mesmo em carrapatos infectados pelos nematoides. Tal aspecto € altamente
positivo, pois a reproducdo do patdgeno em hospedeiros infectados a campo € um importante
mecanismo para manutencdo do agente no ambiente, permitindo a propagacao e posterior
infeccdo de outras geracdes do artropode alvo. Cabe destacar que as bactérias associadas aos
NEPs produzem substancias antimicrobianas (BARBERCHECK & KAYA, 1990;
TARASCO et al., 2011) que podem n&o inibir totalmente a reprodugdo dos fungos, mas
ocasionar menor producao de conidios (ACEVEDO et al., 2007). Assim, torna-se pertinente a
realizacdo de estudos futuros mais detalhados para melhor compreensdo a respeito da
associacdo entre esses microorganismos sobre carrapatos e o efeito sobre a reproducao dos
fungos.

Estudos sobre a compatibilidade entre diferentes agentes de controle sdo
fundamentais, uma vez que a utilizacdo simultanea s6 é vidvel caso ndo exista efeito
antagbnico entre os métodos propostos. Esse conjunto de resultados apresenta a primeira
investigacdo a respeito da associacdo de fungos e NEPs sobre carrapatos. Em laboratorio, a
utilizacdo isolada dos NEPs ja resultou em percentual de controle superior a 90%,
dificultando a verificacdo de sinergismo entre a associacdo dos entomopatégenos. Entretanto,
em condicdes de campo, dificilmente se obteria eficacia superior a 90% utilizando apenas 0s
NEPs, assim, a avaliacdo de compatibilidade entre esses microorganismos a resposta que 0s
isolados sdo compativeis torna-se fundamental para que sejam realizados estudos futuros em
campo, e nessas condicdes, a soma da eficacia dos fungos e NEPs pode vir apresentar efeito
sinérgico.

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que os isolados
investigados nas concentracdes testadas sdo compativeis em condi¢fes de laboratério. A
compatibilidade entre esses entomopatdgenos abre espago para o possivel desenvolvimento de
novas tecnologias e estratégias que possibilitem a utilizagio em conjunto desses
microrganismos no manejo integrado de carrapatos. Assim, tal interacdo merece ser
investigada futuramente em condi¢6es de campo.
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CAPITULO VI
NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS ASSOCIADOS COM O

OLEO ESSENCIAL DE Lippia sidoides PARA O CONTROLE DE
Rhipicephalus microplus (ACARI: IXODIDAE)
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RESUMO

O presente estudo foi desenvolvido com objetivo de avaliar o efeito in vitro da associacdo dos
nematoides entomopatogénicos Heterorhabditis bacteriophora HP88 e Heterorhabditis
indica LPP1 com o Oleo essencial de Lippia sidoides sobre fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus. Fémeas ingurgitadas de R. microplus foram dividas em seis grupos
(com dez carrapatos) com o peso previamente homogeneizados (cada fémea = uma unidade
experimental). Nos grupos tratados, as fémeas foram expostas ao 6leo (40 pL/mL) e aos
nematoides (300 NEPs/fémea) separadamente, e também expostas aos nematoides associados
com o 6leo; enquanto no grupo controle, as fémeas foram imersas em tween 80 (30 puL/mL),
sendo feitas dez repeti¢bes por grupo. Foram avaliados os parametros peso da fémea antes
postura, peso da massa de ovos e percentual de ecloséo de larvas e a partir desses valores foi
feito o célculo de percentual de controle. Todos os tratamentos levaram a reducdo
significativa (p<0,05) no peso da massa ovos. O percentual de ecloséo foi reduzido (p<0,05)
nos grupos tratados com H. bacteriophora HP88, H. indica LPP1 e H. bacteriophora HP88
associado ao 6leo; no grupo tratado somente com o 6leo, o valor obtido para o percentual de
ecloséo foi similar (p>0,05) ao observado para controle. No tratamento com H. indica LPP1
associado ao 6leo ndo ocorreu eclosdo de nenhuma larva. O valor referente ao percentual de
controle no grupo tratado apenas com o Oleo foi de 50,7%. Nos demais tratamentos, 0
percentual de controle foi superior a 95%, chegando a 100% no grupo tratado com H. indica
LPP1 associado ao 6leo de L. sidoides. A compatibilidade da associacdo dos H. bacteriophora
HP88 e H. indica LPP1 com dleo essencial de L. sidoides nas concentracdes testadas indica
viabilidade do uso em conjunto destes agentes para o controle de R. microplus.

Palavras-chave: Carrapato dos bovinos, controle bioldgico, Heterorhabditis bacteriophora,
Heterorhabditis indica, alecrim pimenta.
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ABSTRACT

The present study was conducted to evaluate the effect in vitro of the association of the
entomopathogenic nematodes Heterorhabditis bacteriophora HP88 and Heterorhabditis
indica LPP1 with the essential oil of Lippia sidoides on engorged females of Rhipicephalus
microplus. The females were divided into six groups of ten ticks each, with previously
homogenized weights (each female = an experimental unit). In the treated groups, the females
were exposed to the oil (40 pL/mL) and nematodes (300 EPNs/female) separately, and were
also exposed to the nematodes associated with the oil, while in ticks in the control group were
immersed in Tween 80 (30 pL/mL), with 10 repetitions for each group. The parameters
evaluated where female weight before oviposition, egg mass weight and hatching percentage
of larvae, and from these values the percentage of control was calculated. All the treatments
led to a significant reduction (p<0.05) in the egg mass weight. The hatching percentage
decreased (p<0.05) in the groups treated with H. bacteriophora HP88, H. indica LPP1 and H.
bacteriophora HP88 associated with the oil, but in the group treated only with the oil the
hatching percentage was similar (p>0.05) to that of the control group. In the treatment with H.
indica LPP1 associated with the oil, no larvae hatches. The control percentage in the group
treated with the oil alone was 50.7%. In the other treatments, the control percentages were
greater than 95% and reached 100% in the group treated with H. indica LPP1 together with
the L. sidoides oil. The compatibility of the association of H. bacteriophora HP88 and H.
indica LPP1 with the essential oil of L. sidoides at the concentrations tested indicates the
feasibility of using these agents together to control R. microplus.

Key word: Cattle tick, controle bioldgico, Heterorhabditis bacteriophora, Heterorhabditis
indica, pepper alecrim.
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1 INTRODUCAO

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae) é um ectoparasita
hematofago de bovinos encontrado nas regides tropicais e subtropicais do mundo, e representa
um dos principais problemas para pecuaria bovina. Os prejuizos econémicos vao desde perdas
na producéo de leite e carne, danos causados no couro dos animais, transmissao de patdégenos
e gastos relacionados a mdo de obra e compra de carrapaticidas (FURLONG et al., 2004;
FURLONG et al., 2007). No Brasil, estima-se que as perdas ocasionadas pelo parasitismo
desse ixodideo resultam em prejuizos de dois bilhdes de dolares anualmente (GRISI et al.,
2002).

A aplicacéo de carrapaticidas sintéticos é o principal meio de controle de R. microplus,
entretanto, a ma utilizacdo desses produtos (AMARAL et al., 2011a,b) resultou em selecao de
carrapatos resistentes, sendo que atualmente, a maior parte dos carrapaticidas disponiveis no
mercado apresentam baixa eficdcia (FURLONG et al., 2007). Somados aos problemas de
resisténcia, existe crescente demanda do mercado consumidor pela reducdo na utilizacdo de
produtos quimicos, minimizando as chances de contaminacdo do ambiente e alimentos e
intoxicagdo de animais e do homem. Assim, nas duas ultimas décadas tem se intensificado os
esforcos por busca de novas alternativas de controle utilizando produtos de origem vegetal
(MONTEIRO et al., 2009; MONTEIRO et al., 2010a; MONTEIRO et al., 2012a; GOMES et
al., 2012; LAGE et al., 2013) ou entomopatégenos (VASCONCELOS et al., 2004; SAMISH
et al., 2008; MONTEIRO et al., 2010b; MONTEIRO et al., 2010c; MONTEIRO et al., 2012b;
SILVA et al., 2012; FERNANDES et al., 2012).

Lippia sidoides Cham (Verbenaceae) é um arbusto conhecido popularmente como
alecrim-pimenta, sendo encontrada no nordeste do Brasil, principalmente nos estados do
Ceara e Rio Grande do Norte. Essa espécie tem uso comprovado na medicina popular,
principalmente como antisséptico e antimicrobiano (MATOS et al., 2004). Seu 6leo essencial
possui atividades antibacteriana, antifangica (LEMOS et al., 1992; LACOSTE et al., 1996),
inseticida (MACIEL et al., 2009; LIMA et al., 2011, LIMA et al., 2013), anti-helmintica
(CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2007) e acaricida (CAVALCANTI et al.,, 2010).
Gomes et al. (2012) demonstraram que as concentracfes de 20,0 e 60,0 pL/mL apresentaram
eficiéncia de 100% contra larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus, respectivamente.

Nematoides entomopatogénicos (NEPS) sdo importantes agentes utilizados no controle
bioldgico de diferentes insetos pragas (GREWAL et al., 2001; DOLINSKI, 2006). Em
condicBGes de laboratério foi demonstrado que fémeas ingurgitadas de R. microplus sdo
susceptiveis a infecgdes por esses nematoides, sendo Heterorhabditis bacteriophora (Poinar,
1976) (Rhabditida: Heterorhabditidae), isolado HP88 e Heterorhabditis indica Poinar et al.
1992 (Rhabditida: Heterorhabditidae), isolado LPP1, apontadas como as espécies mais
virulentas para esse ixodideo (MONTEIRO et al., 2010b; SILVA et al., 2012).

Os juvenis infectantes (JIs) destes nematoides sdo tolerantes & exposicdo a inseticidas
e acaricidas, sendo relatado que a utilizagdo em conjunto em muitos casos apresenta efeito
aditivo ou sinérgico (GREWAL et al., 2001; KOPPENHOFER & GREWAL 2005; REIS-
MENINI et al., 2008). Entretanto, pouco se sabe a respeito da associacdo de NEPs com dleos
essenciais e outros produtos de origem vegetal. Krishnayya & Grewal (2002) relatam a
compatibilidade de Steinernema feltiae (Filipjev, 1934) (Rhabditida: Steinernematidae) com o
0leo de neem. Anastasiadis et al. (2011) mostraram que 0 uso combinado de Steinernema
carpocapsae (Weiser, 1955) (Rhabditida: Steinernematidae) e dialil dissulfeto (componente
volatil de dleo de alho) reduziu significativamente a populacdo de Meloidogyne javanica
(Treub, 1885) (Tylenchida: Heteroderidae). Dolinski et al. (2012) verificaram que a aplicacéo
de Heterorhabditis baujardi Phan et al. 2003 (Rhabditida: Heterorhabditidae), isolado LPP7
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associado com tortas de neem resultou em efeito aditivo no controle de Conotrachelus psidii
Marshall, 1922 (Coleoptera: Curculionidae), em plantacdes de goiaba.

Assim, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da associacdo entre o Gleo
essencial de L. sidoides com os nematoides H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 sobre
fémeas ingurgitadas de R. microplus.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus, nematoides
entomopatogénicos e 6leo essencial de Lippia sidoides

O estudo foi conduzido no Laboratdrio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite
(CNPGL), Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Para realizacdo do trabalho foi utilizada uma
estirpe de R. microplus mantida através de infestacOes artificiais em bezerros (registro
23083.009241/2011-16.) na estacdo experimental para Pesquisas Parasitologicas W.O. Neitz,
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Rio de Janeiro, Brasil (Anexo E).

Os nematoides H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 foram cedidos pelo
laboratério de Nematologia da Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil e mantidos no banco de NEPs do Laboratorio
de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite. A manutencdo dos isolados foi feita através de
multiplicacdo in vivo em lagartas de Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepdoptera:
Pyralidae) (LINDEGREN et al., 1993; KAYA & STOCK, 1997) (Anexo A e C).

O dleo essencial de folhas de L. sidoides foi adquirido da empresa PRONAT (Produtos
Naturais LTDA, Horizonte CE, Brasil) que cultiva a planta e obtém o dleo pelo método de
arraste a vapor.

2.2 Analise dos constituintes do 6leo essencial de Lippia sidoides

A amostra do 6leo essencial de L. sidoides foi previamente caracterizada em estudo
publicado por Gomes et al. (2014) através de analise em cromatdgrafo a gas acoplado a
espectrdmetro de massas (CG/EM - Shimadzu QP-2010 Plus) (qualitativo) e cromatografo a
gas acoplado a detector de ionizacdo por chama (DIc) (quantitativo) (Anexo I).

2.3 Preparacdo das suspensdes com nematoides

Para preparacdo da suspensdo com NEPs, foi feita contagem de 10 aliquotas de 10 pL
obtidas a partir de 20 mL de suspensédo aquosa de nematoides estocadas em garrafa de cultivo
celular de 40 mL, mantidas em camara climatizada (18+1°C) por periodo inferior a 15 dias.
Em seguida foi calculada a média de juvenis infectante (JIs) por amostra e a partir desta
média, as suspensdes foram ajustadas para concentracdo de 300 Jis/mL.

2.4 Preparacdo da solucdo com o 6leo essencial
Para preparacdo da solucdo contendo o dleo essencial de L. sidoides, 200 puL do 6leo

foi pipetado em tubo Falcon contendo 4,8 mL de tween 80 a 3% (tween 80 e agua destilada
v/v). Na sequéncia o contetdo foi agitado em vortex até a homogeneizacao da solugéo
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2.5 Experimento — Associacdo de Heterorhabditis bacteriophora HP88 e Heterorhabditis
indica LPP1 com o 06leo essencial de Lippia sidoides sobre fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus

Fémeas ingurgitadas com pesos previamente homogeneizados (p>0,05) foram
divididas em seis grupos contendo 10 carrapatos (cada fémea = unidade experimental) (Figura
1A). No grupo tratado apenas com nematoides, cada fémea foi pesada (Figura 1B) e colocada
em uma placa de Petri (6x6 cm) previamente forrada com duas folhas de papel de filtro. Na
sequéncia foi feita a aplicacdo de 1,0 mL de solugdo com a concentracao de 300 JIs por fémea
(Figura 1C). No grupo tratado com o 6leo, as fémeas foram imersas por cinco minutos (Figura
1D) em solucdo do 6leo com a concentracédo de 4% (v/v), sendo em seguida colocadas sobre
duas folhas de papel toalha para absorcdo do excesso do liquido (Figura 1E). Em seguida,
cada fémea foi pesada (Figura 1B) e acondicionada em uma placa de Petri (6x6 cm) forrada
com duas folhas de papel de filtro molhado com 1,0 mL de &gua destilada. Nos grupos
tratados com a associacdo NEPs + L. sidoides, as fémeas foram imersas em solucdo de 6leo
(40,0 puL/mL) e na sequéncia, transferidas para as placas de Petri para adi¢cdo dos NEPs (300
Js/fémea). No grupo controle, as fémeas foram imersas por cinco minutos em Tween 80® (30
pL/mL) e em seguida, colocados individualmente em placas de Petri forradas com duas folhas
de papel de filtro. Foram formados seis grupos, a saber: grupo com fémeas tratadas com H.
bacteriophora HP88, H. indica LPP1, éleo de L. sidoides, associacdo 6leo + H. bacteriophora
HP88, associacdo Oleo + H. indica LPP1 e grupo controle.

Figura 1. A: Grupo com dez fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus; B:
Fémeas ingurgitadas sendo pesadas individualmente; C: Adicdo de 1 mL de NEPs na
concentracdo de 300 JIs em placas de Petri com as fémeas ingurgitadas; D: Fémeas
imersas no Oleo de Lippia sidoides na concentracdo de 40 plL/mL; E: Fémeas
ingurgitadas sobre folhas de papel para retirada do excesso do 6éleo.
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As placas de Petri de todos os grupos foram vedadas com parafilme durante trés dias
para manter o papel de filtro umido, mantendo condic¢Ges adequadas para os NEPs. Passado
esse tempo, o parafilme junto com as folhas de papel filtro foram retirados. Os grupos
experimentais foram mantidos em camara climatizada (27+1°C e 80+10% UR) e a coleta de
postura foi feita diariamente até a morte do ultimo carrapato. As massas de ovos de cada
fémea foram acondicionadas em tubo de ensaio de 10 mL devidamente identificadas, vedados
com algoddo hidrofilo e mantidas em camara climatizada nas mesmas condi¢bes de
temperatura e umidade citadas anteriormente. Foram avaliados os seguintes parametros
bioldgicos: peso da fémea antes da postura, peso da massa de ovos e percentual de eclosdo de
larvas. A partir desses valores foi feito o calculo do percentual de controle (DRUMMOND et
al., 1973) (Anexo H).

2.6 Analise estatistica

Para realizacdo da analise estatistica dos experimentos, foi utilizado o software Biostat
versdo 5.0. Os dados adquiridos em porcentagem foram transformados em Varco seno x. As
médias dos diferentes pardmetros foram comparadas por teste ndo paramétrico de Kruskal
Wallis e Student-Newman-Keuls (p<0,05).

3 RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo listados 0s constituintes quimicos e seus respectivos percentuais e
indices de retencdo do 6leo essencial de L. sidoides. Foi possivel determinar 98,47% da
composi¢do quimica do 6leo. O dleo de L. sidoides apresentou nove hidrocarbonetos
monoterpénicos (21,01%), oito monoterpenos oxigenados (72,21%), quatro hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (4,70%) e um sesquiterpeno oxigenado (0,55%), sendo o timol o constituinte
majoritario (69,91%) (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicdo quimica, indice de retencdo (IRc) e percentual de compostos
identificados do 6leo essencial de Lippia sidoides*.

Compounds RI, %
Hidrocarbonetos monoterpénicos 21,01
a-Tujeno 930 0,16
a-Pineno 938 0,74
B-Pineno 986 0,12
Mirceno 994 3,57
8-(3)-Careno 1012 0,17
a-Terpineno 1022 0,78
0-Cimeno 1035 14,84
E-B-Ocimeno 1052 0,04
y-Terpineno 1065 0,59
Monoterpenos oxigenados 72,21
6,7-Epoximirceno 1095 0,20
Linalol 1102 0,23
Ipsdienol 1164 0,12
4-Terpineol 1188 0,16
p-Cimen-8-ol 1198 0,26
a-Terpineol 1202 0,49
Timol metil éter 1236 0,84
Timol 1315 69,91
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 4,70
a-Ylangeno 1385 0,11
E-Cariofileno 1433 4,04
a-Humuleno 1467 0,21
Viridifloreno 1487 0,34
Sesquiterpenos oxigenados 0,55
Oxido de cariofileno 1597 0,55
Total 98,47

*Essa amostra do Oleo essencial foi previamente caracterizada em estudo publicado por
Gomes et al. (2014).

Os valores referentes ao peso médio das fémeas antes da postura variaram entre 234,5
e 238,0 mg, sendo estatisticamente semelhantes (p>0.05). O peso da massa de ovos dos
grupos tratados com H. bacteriophora HP88, H. indica LPP1 e 6leo essencial de L. sidoides
foram de 4,4; 9,3 e 69,7 mg, respectivamente, sendo estatisticamente semelhantes (p>0,05)
entre si e diferindo (p<0,05) do valor observado no grupo controle (127,9 mg). Nos
tratamentos utilizando H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 associados ao 0leo essencial
de L. sidoides, os valores observados foram de 1,8 e 1,0 mg, respectivamente, sendo
constatada diferencas significativas (p<0,05) para o grupo tratado apenas com o 0leo essencial
e também para o controle (Tabela 2).
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O percentual de eclosdo obtido no grupo tratado com o 6leo essencial de L. sidoides
foi de 81%, sendo estatisticamente semelhante ao valor observado para o controle (91,7%).
Os valores verificados para os tratamentos com H. bacteriophora HP88, H. indica LPP1 e H.
bacteriophora HP88 + L. sidoides, resultaram em redugdo significativa (p<0,05) no
percentual de ecloséo, sendo observados valores entre 59,0 a 18,7%. No grupo tratado com H.
indica LPP1 + L. sidoides n&o foi verificado a eclosdo de nenhuma larva (Tabela 2).
A utilizacdo do 0leo de L. sidoides na concentracdo de 40,0 uL/mL resultou em percentual de
controle de 50,8%. Nos demais tratamentos, o percentual de controle foi de 95 e 98% nos
grupos tratados com H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1, chegando a 99% e 100% nos
tratamentos com H. bacteriophora HP88 + L. sidoides e H. indica LPP1 + L. sidoides,
respectivamente (Figura 1).

Tabela 2. Peso da fémea antes da postura, peso da massa de ovos e percentual de ecloséo
larval de Rhipicephalus microplus tratados com Heterorhabditis bacteriophora HP88,
Heterorhabditis indica LPP1 na concentracdo de 300 NEPs/carrapato, associados ou ndo ao
Oleo essencial de Lippia sidoides na concentragdo de 40,0 pL/mL em condicGes de
laboratério (27+1°C e Umidade Relativa de 80+10%) (Valores da média + desvio padréo).

Peso da Peso da massa Percentual de "Percentual de
fémea antes  de ovos (mg) ecloséo (%) controle (%)
da postura
(mg)
Controle 238,0°437,8  127,9°+29.1 91,7°+12,1
(10) (10) (10)
HP88 235,6%+40,2 4,4°°+3 2 41,7°°+38,8 98,3
(10) (10) (3)
LPP1 235,0°+40,2 9,3°°+8.0 59,0°°+35,1 95,1
(10) (10) (5)
L. sidoides 234,5°+34 .4 69,7°+51 4 81,0°+17,0 50,7
(10) (10) (7)
HP88 + L. sidoides 235,5%+26,7 1,8°+2,9 18,7°+34,3 99,7
(10) (10) (4)
LPP1 + L. sidoides 234,9%+43 3 1,0°42,5 0,0*+0,0 100
(10) (10) (2)

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem significativamente (p<0.05).
() — Tamanho da amostra

*- Anélise estatistica ndo realizada devido ao tamanho reduzido da amostra.

* - Calculado segundo Drummond et al. (1973).

HP88 = Heterorhbditis bacteriophora

LPP1 = Heterorhabditis indica.

4 DISCUSSAO

Sabe-se que alguns produtos quimicos interferem na viabilidade dos NEPs, podendo
comprometer a eficiéncia desses organismos como agentes de controle bioldgico. Dessa
forma, torna-se importante avaliar a compatibilidade entre NEPs e diferentes agentes
quimicos, permitindo selecionar substancias adequadas para 0 uso em conjunto no manejo
integrado de pragas (ALVES et al., 1998). Além disso, muitas vezes os agentes de controle
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bioldgico e substancias de origem vegetal apresentam elevada eficacia em laboratorio,
entretanto, 0s mesmos resultados ndo sdo observados em testes in vivo; assim, a associagdo
desses dois métodos de controle a campo pode apresentar efeito aditivo ou sinérgico,
aumentando a chance de sucesso no estabelecimento de métodos alternativos de controle de
pragas. Tal fato foi observado por Dolinski et al. (2012) através da utilizacdo em conjunto de
NEPs com torta de neem para o controle de C. psidii em plantagdes de goiaba.

O dleo essencial de L. sidoides na concentracdo 40,0 uL/mL apresentou atividade
sobre R. microplus, causando reducdo na postura produzida pelas fémeas ingurgitadas,
resultando em percentual de controle de 50%. Entretanto, a viabilidade dos ovos ndo foi
significativamente afetada. O 6leo essencial de plantas do género Lippia tem demonstrado
atividade sobre diferentes espécies de microorganismos e invertebrados (CAMURCA-
VASCONCELOS et al., 2007; ESCOBAR et al., 2010; TELES et al., 2010; SHUKLA et al.,
2011; KHANI et al., 2012; SARRAZIN et al., 2012). Em carrapatos, ja foi evidenciado
atividade do oOleo essencial de Lippia graveolens Kunth (Verbenaceae) (MARTINEZ-
VELAZQUEZ et al., 2011), L. sidoides (GOMES et al., 2012), Lippia tripinervis Gardner
(Verbenaceae) (LAGE et al., 2013) e Lippia gracilis Schauer (Verbenaceae) (CRUZ et al.,
2013) sobre larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus. Essa atividade é atribuida
principalmente a presenca de timol e carvacrol, que sdo monoterpenos isoméricos presentes
em conjunto ou isoladamente na composi¢do quimica do Oleo essencial de plantas desse
género.

No presente estudo, a atividade carrapaticida pode ser atribuida ao alto teor de timol
encontrado na composicdo quimica do Oleo essencial de L. sidoides, uma vez que esse
monoterpeno puro ja teve sua atividade demonstrada para diferentes estagios de R. microplus
(NOVELINO et al., 2007; MONTEIRO et al., 2010a; CRUZ et al., 2013), Rhipicephalus
sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) (DAEMON et al., 2009; MONTEIRO et al.,
2009) Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) (Acari: Ixodidae) (MENDES et al., 2011,
SENRA et al., 2013b) e Dermacentor nitens (Neumann, 1897) (Acari: Ixodidae) (DAEMON
et al., 2012). Entretanto, os resultados obtidos no presente trabalho para eficacia do Gleo
essencial de L. sidoides sdo inferiores aos obtidos por Gomes et al. (2012) que utilizando a
mesma concentracdo do Oleo, observaram reducdo da quantidade e viabilidade dos ovos,
resultando em percentual de controle de 72%. A diferenca encontrada pode estar relacionada
com a presenca do carvacrol na composicdo do Oleo utilizado por Gomes et al. (2012) e
auséncia na amostra utilizada no presente estudo. Esse monoterpeno, isdmero do timol, ja teve
sua atividade carrapaticida evidenciada para R. microplus, D. nitens, Rhipicephalus turanicus
Pomerantzev, 1940 (Acari: Ixodidae), Ixodes scapularis Say, 1821 (Acari: Ixodidae),
Amblyomma americanum (Linnaeus, 1758) (Acari: Ixodidae), e Hyalomma marginatum
Koch, 1844 (Acari: Ixodidae) (COSKUN et al., 2008; CETIN et al., 2009; DOLAN et al.,
2009; CETIN et al., 2010; SENRA et al., 2013a; SENRA et al., 2013b) e a presenca do
carvacrol juntamente com timol na amostra de Gomes et al. (2012) pode ter potencializado a
sua atividade acaricida. Também foi observado que a associagdo desses monoterpenos
apresentou efeito sinérgico sobre o nematoide Meloidogyne incognita (Kofoid & White,
1919) (Tylenchida: Heteroderidae) (NTALLI et al., 2011).

A diferenca na eficacia do 6leo L. sidoides também pode ter sido influenciada pela
diferenca na susceptibilidade das cepas de carrapatos utilizadas, uma vez que populagdes
diferentes podem apresentar respostas variadas a um agente de controle, como demonstrado a
respeito da susceptibilidade de diferentes populagdes de R. microplus para fungos
entomopatogénicos em estudos desenvolvidos por Fernandes et al. (2011) e Perinotto et al.
(2012). No presente estudo foram utilizados carrapatos da coldnia do Laboratério de Controle
Microbiano da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, enquanto Gomes et al. (2012)
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utilizaram carrapatos da colonia da Embrapa Gado de Leite (cepa sensivel Porto Alegre -
POA).

A utilizacdo dos nematoides causou reducdo na prole de fémeas ingurgitadas de R.
microplus, diminuindo a quantidade e viabilidade dos ovos produzidos, resultando em
percentual de controle superior a 95% para as duas espécies de NEPs. A alta eficiéncia dos
NEPs testados ja era esperada uma vez que H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 foram
apontadas até 0 momento como as espécies mais virulentas para R. microplus (MONTEIRO
et al., 2010b; SILVA et al., 2012). Em testes in vitro com essas espécies foram obtidos
percentuais de controle superior a 90% a partir da concentracdo de 75 Jls/fémea (MONTEIRO
et al., 2010b; SILVA et al., 2012), superando os resultados obtidos para outros NEPs como S.
carpocasae isolados All e Santa Rosa, Steinernema glaseri (Steiner, 1929), isolado Santa
Rosa e CCA, Steinernema diaprepesi Nguyen & Duncan, 2002, H. bacteriophora CCA e
Heterorhabditis amazonensis Andalé et al. 2006, isolado RSC-5 (VASCONCELOS et al.,
2004; FREITAS-RIBEIRO et al., 2005; MOLINA-OCHOA et al., 2009; MONTEIRO et al.,
2010c).

Na associacdo do Oleo de L. sidoides com as duas espécies de nematoides foram
observados valores de percentual de controle semelhantes aos obtidos para a utilizacdo apenas
dos NEPs e superiores ao obtido com a utilizacdo apenas do 6leo. Cabe destacar que no grupo
tratado com L. sidoides + H. indica LPP1 a eficacia foi de 100%, uma vez que 0S poucos ovVos
produzidos foram inférteis, ndo sendo observada a eclosdo de nenhuma larva. Sabe-se que o
Oleo de L. sidoides assim como seu componente majoritario (timol) apresenta atividade contra
diferentes espécies de nematoides (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2007; NTALLI,
2009; CARVALHO et al., 2012). Entretanto, o 6leo impregnado na cuticula das fémeas nao
repeliu os JIs e aparentemente ndo causou nenhum efeito negativo sobre a associagdo
nematoide e bactéria, uma vez que as fémeas mortas nos tratamento com o 6leo associado aos
NEPs apresentavam sinais de infeccdo. Tal fato pode estar relacionado ao pouco tempo de
contato que os Jls tiveram com 6leo enquanto se locomovem sobre a fémea ingurgitada até
penetrarem pelos orificios naturais e por rompimento da cuticula.

A ordem em que os carrapatos foram expostos aos agentes de controle reflete uma das
possibilidades de aplicagdo em conjunto do 6leo e dos nematoides em “vivo”, uma vez que as
fémeas de R. microplus teriam primeiramente contato com o 6leo através da aspersdo de
concentrados emulsionaveis do 0Oleo sobre bovinos infestados, e ap6s desprenderem do
bovino, entrariam em contato com os JIs presentes no solo. O fato das fémeas impregnadas
com o O6leo terem sido infectadas pelos nematoides demonstra que os métodos foram
compativeis e permite vislumbrar que o mesmo poderia ser reproduzido a campo, com a
realizacdo de banhos dos bovinos com produtos a base do 6leo de L. sidoides ou de timol e
aplicacdo dos nematoides nas pastagens simultaneamente. A aplicacdo em conjunto do 6leo
essencial de L. sidoides com os NEPs na pastagem ou sobre o animal também pode ser uma
alternativa.
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CONCLUSOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

CAPITULO |

1.

Heterorhabditis bacteriophora HP88, Heterorhabditis indica LPP1, Steinernema
feltiae SN e Steinernema carpocapsae ALL em formulacdo inseto cadaver, sob
condicdes controladas, apresentam patogenicidade para fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus.

A acdo dos Jls desses isolados reduziram a quantidade e viabilidade de ovos
produzidos pelas fémeas ingurgitadas.

Entre os isolados testados, 0s nematoides entomopatogénicos do género
Heterorhabditis em formulacdo inseto cadaver apresentam melhor eficacia para contra
fémeas ingurgitadas de R. microplus.

Heterorhabditis bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 apresentaram melhor eficacia
sobre R. microplus quando formulados em lagartas de Galleria mellonella.

Heterorhabditis bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 formulados em larvas de
Tenebrio molitor apresentam eficacia sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus,
sendo uma alternativa para formulagdo desses isolados.

CAPITULO 11

6.

7.

8.

9.

Heterorhabditis baujardi LPP7 apresenta alta viruléncia para fémeas ingurgitadas de
R. microplus e ninfas de Mahanarva spectabilis, apresentando potencial para ser
utilizado no controle em conjunto desses dois artrépodes.

O aumento da densidade de hospedeiros com a presenca de M. spectabilis e G.
mellonella resulta em efeito positivo sobre a eficacia de H. baujardi LPP7 sobre
fémeas ingurgitadas de R. microplus.

A eficacia de H. baujardi LPP7 para M. spectabilis ndo se altera na presenca de G.
mellonella ou R. microplus.

Heterorhabditis baujardi LPP7 multiplicados em M. spectabilis e G. mellonella
apresentaram viruléncia similar para fémeas ingurgitadas de R. microplus.

10. Heterorhabditis baujardi LPP7 nas concentracbes de 400 e 800 Jls/carrapato

apresentou eficacia similar sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus.
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CAPITULO 111

11. Juvenis infectantes de H. bacteriophora LPP30 multiplicados em larvas de T. molitor
foram altamente virulentos para fémeas ingurgitadas de R. microplus em testes in
vitro.

12. A acdo dos juvenis infectantes de todos os isolados testados em condi¢bes semi-
naturais causaram reducdo na quantidade de ovos produzidos por fémeas ingurgitadas
de R. microplus.

13. Em condicGes semi-naturais, H. bacteriophora HP88 e H. baujardi LPP7 foram os
isolados que apresentaram melhor eficacia sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus.

14. A eficacia de H. bacteriophora LPP30 apresentada nos testes em condi¢Ges semi-
naturais foi inferior ao verificado em testes in vitro.

15. Heterorhabditis bacteriophora HP88 e H. baujardi LPP7 permaneceram ativos por
mais de 65 dias no solo, sendo capazes de infectar fémeas ingurgitadas de R.
microplus apds esse periodo.

CAPITULO IV

16. A populacdo de R. microplus proveniente do municipio de Edéia, Goiés apresentou
baixa sensibilidade aos principios ativos carrapaticidas deltametrina, amitraz e
clorfenvinfds, enquanto a populacdo de Pato de Minas, Minas Gerais, apresentou
baixa sensibilidade a deltametrina e amitraz.

17. Nas concentracdes testadas, os principios ativos deltametrina, amitraz e clorfenvinfés
foram compativeis com H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 em condicdes de
laboratério.

18. Na populacdo resistente a deltametrina, a associacdo de H. bacteriophora HP88 com
esse principio ativo reduziu a eficacia do nematoide.

CAPITULO V

19. Nas concentracgdes testadas, o desempenho de H. bacteriophora HP88 e H. indica
LPP1 sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus foi superior ao constatado para 0s
fungos Metharizium anisopliae IBCB 116 e Beauveria bassiana ESALQ 986 em
condic@es de laboratorio.

20. Heterorhabditis bacteriophora HP88, H. indica LPP1, M. anisopliae IBCB 116 e B.
bassiana ESALQ 986 nas concentracdes testadas sdo compativeis em condicdes de
laboratorio.

21. Os fungos M. anisopliae IBCB 116 e B. bassiana ESALQ 986 conseguem se
desenvolver e reproduzir mesmo em fémeas ingurgitadas infectadas por H.
bacteriophora HP88, H. indica LPP1.
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22. O contato das fémeas com os fungos M. anisopliae IBCB 116 e B. bassiana ESALQ
986 24 horas antes da exposicdo aos nematoides H. bacteriophora HP88, H. indica
LPP1 ndo interferiu na associacao entre 0os entomopatogenos.

CAPITULO VI
23. O ¢6leo essencial de Lippia sidoides na concentracdo de 4% apresenta atividade para
fémeas ingurgitadas de R. microplus, no entanto, a eficacia obtida com a utilizacao de
H. bacteriophora HP88, H. indica LPP1 é superior.

24. O ¢6leo de L. sidoides rico em timol e os nematoides H. bacteriophora HP88, H. indica
LPP1 nas concentragdes testadas sdo compativeis em condicdes de laboratério.
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CONSIDERACOES FINAIS

O controle de Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) é feito principalmente com
a aplicacdo de carrapaticidas sobre bovinos infestados. O desenvolvimento de métodos de
controle bioldgico com a aplicagdo de NEPs na pastagem permitird atingir esse carrapato em
outro momento do seu ciclo de desenvolvimento. Assim, a associacdo dos métodos bioldgicos
e quimicos no manejo integrado de carrapatos podera reduzir a dependéncia atual que existe
em relacdo aos carrapaticidas. Tal fato podera permitir a redu¢do no namero e no intervalo
dos banhos utilizados atualmente, reduzindo a presséo de selecdo, e consequentemente,
retardando o surgimento de populacfes resistentes aos carrapaticidas. Além disso, a menor
dependéncia dos carrapaticidas reduz risco de intoxicagdo de animais e do homem e
contaminacdo de alimentos e ambiente.

O método de aplicacdo dos nematoides entomopatogénicos (NEPs) apresenta grande
importancia para obtencdo de resultados satisfatorios no controle de uma determinada praga.
No primeiro estudo foi demonstrado que os quatro isolados testados em formulacgdo inseto
cadaver foram patogénicos para fémeas ingurgitadas de R. microplus, sendo que os melhores
resultados foram obtidos com a utilizacdo de NEPs do género Heterorhabditis. Ainda nesse
estudo, a comparacdo entre a aplicacdo de NEP formulados em cadaveres de diferentes
insetos, revelou que a formulagcdo em Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepdoptera:
Pyralidae) apresentou resultado superior ao obtido com a utilizacdo de larvas de Tenebrio
molitor (Coleoptera: Tenebrionidae).

Os carrapatos sdo hospedeiros acidentais de NEPs, uma vez que os JIs morrem logo
apos penetrarem na fémea ingurgitada, ndo dando continuidade no ciclo. Assim, a aplicacéo
de NEPs na pastagem poderia ter sua eficacia comprometida devido a presenca de outros
insetos susceptiveis a infec¢cdo, fazendo com que os Jls fossem mais fortemente atraidos para
infectar esses insetos. Os resultados do segundo capitulo demonstraram que a presenca de
outros hospedeiros, ao contrario do que se esperava, potencializou a eficacia de
Heterorhabditis baujardi Phan et al. 2003 (Rhabditida: Heterorhabditidae), LPP7 sobre
carrapatos. Também foi possivel verificar que a utilizacdo dos NEPs na pastagem pode ser
uma alternativa para o controle simultaneo do carrapato dos bovinos e da cigarrinha das
pastagens, Mahanava spectabilis (Distant, 1909) (Hemiptera: Cercopidae), duas das pragas
que representam grandes entraves para bovinocultura. Também foi verificado que a
multiplicacdo dos NEPs nas cigarrinhas pode propiciar manutencdo dos JIs viaveis no
ambiente.

Embora os estudos in vitro sejam de fundamental importancia, permitindo selecionar
as espécies com maior capacidade de infectar determinado artrépode, nem sempre 0s
resultados em laboratério com base nessas selecdes se repetem nos testes in vivo. No terceiro
capitulo, os isolados Heterorhabditis bacteriophora (Poinar, 1975) (Rhabditida:
Heterorhabditidae) HP88 e H. baujardi LPP7 aplicados em formulagéo inseto cadaver foram
altamente eficazes em condigdes semi-naturais, causando inibi¢do de postura superior a 90%,
resultados similares aos observados anteriormente em laboratério. Ja para os isolados H.
bacteriophora LPP30 e Heterorhabditis indica Poinar et al. 1992 (Rhabditida:
Heterorhabditidae), LPP1, foi observado o contrario, uma vez que ocorreu queda na eficacia
desses isolados em condic¢des semi-naturais. Ainda nesse capitulo, foi verificado que os Jis de
H. bacteriophora HP88 e H. baujardi LPP7 permaneceram ativos por mais de 65 dias no
ambiente, sendo capazes de infectar as fémeas ingurgitadas apds esse periodo.

A utilizacdo em conjunto de carrapaticidas e NEPs pode criar um cenario no qual as
fémeas ingurgitadas irdo primeiramente entrar em contato com os carrapaticidas por meio do
banho dos animais, e o contato com os NEPs aconteceria posteriormente, ap6s 0 momento em
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que as fémeas se desprendem do bovino e caem no solo. Assim, existia uma ddvida se o fato
das fémeas estarem impregnadas com carrapaticidas teria algum efeito negativo sobre os JIs e
sobre processo de infeccdo das fémeas. Os resultados do capitulo IV demonstraram que 0s
isolados H. bacteriophora HP88 e H. indica LPP1 foram compativeis com os carrapaticidas
deltametrina, amitraz e clorfenvinfos, sendo capazes de infectar as fémeas ingurgitadas
impregnadas por essas substancias. Em alguns casos, essas associacdes apresentaram efeito
aditivo.

Os métodos de controle de R. microplus com a utilizacdo de substancias de origem
vegetal ou com fungos entomopatogénicos ainda se encontram na fase de pesquisa. A maior
parte dos estudos in vivo direciona a aplicacdo de fungos e 06leos essenciais sobre bovinos
infestados, assim como é feito com os carrapaticidas tradicionais. Dessa forma, nos capitulos
V e VI os experimentos foram conduzidos seguindo o mesmo raciocinio dos experimento
desenvolvidos no capitulo 1V. Os resultados demonstraram que os isolados H. bacteriophora
HP88 e H. indica LPP1 foram compativeis com os fungos Metharizium anisopliae IBCB 116
e Beauveria bassiana ESALQ 986 e com o0 Oleo essencial de Lippia sidoides Cham
(Verbenaceae).

Embora os resultados obtidos sejam animadores com respeito a utilizacdo de NEPs
para o controle do carrapato dos bovinos, uma série de estudos ainda se fazem necessarios
para validacdo desse método de controle, como avaliacdo dos NEPs em teste a campo e
avaliacdo de outros métodos de aplicacdo e formulacdo. Também € necessaria a realizagdo de
estudos sobre as intera¢des ecoldgicas e comportamentais de JIs inseridos nesses ecossistemas
e avaliacédo do efeito da aplicacdo dos NEPS sobre organismos ndo alvo.
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Anexo A. Criacdo de Galleria mellonella

A colonia de Galleria mellonella (Linnaues, 1758) (Lepdoptera: Pyralidae) foi
mantida a partir de adultos recém-eclodidos colocados em recipientes pléasticos (24x25 cm)
com tampas aeradas, sendo adicionados papéis dobrados em forma de sanfona. Apds o
acasalamento, as fémeas fecundadas fizeram postura nas dobras desses papéis. Em seguida,
pedacos dos papeis contendo ovos foram recortados e transferidos para formas metalicas
contendo dieta artificial para nutrir as larvas provenientes desses ovos. As formas ficaram
acondicionadas em camara climatizada (27+1°C e UR = 40£10%) e foram vistoriadas
diariamente para verificacdo dos estigios de desenvolvimento, limpeza do substrato e
acréscimo de dieta. As lagartas foram mantidas nessas condi¢des até chegarem ao Gltimo
instar de desenvolvimento do estagio larval (7°). Ao chegarem nesse estagio de
desenvolvimento, parte das lagartas foram utilizadas para multiplicacdo dos nematoides,
enquanto outra parcela permaneceu acondicionada nas formas metélicas, para dar origem a
pupas, que sdo transferidas para outras bandejas para obtencdo dos adultos. Essas bandejas
sdo vitoriadas diariamente para transferéncia dos adultos para recipiente de plastico para dar
continuidade no ciclo, permitindo a manutencao da colonia.

A dieta utilizada para alimentacéo das lagartas é composta de:

120 g de agucar mascavo;

80 g de glicerol,

400g de leite em po;

120g de levedo de cerveja;

200g de farinha de trigo;

200g de farelo de trigo (fibra de trigo);
200g de gérmen de trigo.

NoabkowhE

Esses itens sdo misturados adicionados em recipiente de plastico até que os ingredientes
formem uma mistura Gnica. Além da dieta, também foi adicionado nas formas, pedacos de
favo de mel alveolado que também sdo utilizados na alimentacao pelas larvas.
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PADULTOS

Figura 1. Manutencdo de col6nia de Galleria mellonella — A: Recipiente plastico para
acondicionamento dos adultos; B e C: Adultos de G. mellonella acasalando e fémeas
fazendo postura em pedacos de papéis; D e E: Papéis contendo ovos de G. mellonella; F
e G: Formas metalicas contendo dieta, favo e larvas de G. mellonella; H: Larva do
altimo instar de G. mellonella; I: Forma metalica com pupas de G. mellonella separadas
para obtencdo de adultos; J: Pupa de G. mellonella.
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Anexo B. Criacdo de Tenebrio molitor

A coldnia de Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758) (Coleoptera: Tenebrionidae) foi
mantida a partir de larvas colocadas em férmas metalicas e preenchida com dieta, sendo que
essa forma deve ficar em local protegido da luz. As larvas sdo mantidas nesse recipiente até
atingirem o Ultimo instar de desenvolvimento (8°). A dieta deve compor um substrato com
aproximadamente 10 cm de altura e sendo trocado a cada 60 dias. Uma parcela das larvas dos
ultimos instares foi utilizada para multiplicacdo dos nematoides, enquanto outra parcela
permaneceu no substrato dando origem as pupas.

As pupas foram transferidas para outra caixa de madeira contendo substrato E
importante manter larvas e adultos em recipientes separados, uma vez larvas podem matar 0s
adultos e comerem os ovos. Nesse novo recipiente as pupas daréo origem a adultos que vao
acasalar, permitindo que as fémeas facam a postura. A partir desses ovos tem-se 0 inicio de
uma nova geragéo.

A dieta utilizada para alimentacdo é composta de:

500 g de racéo de codorna.
500 g de racdo de curio.

2 kg de farelo de trigo.
500 g de farelo de soja.
1,5 kg de racdo de coelho.
200 g de feijao quebrado.

Esses itens sdo misturados adicionados em recipiente de plastico até que o0s
ingredientes formem uma mistura Unica. Pedacos de pdo também foram adicionados a
mistura.
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Figura 2. Criacdo de Tenebrio molitor. A e B: Forma metalica contendo dieta e
larvas de T. molitor; C: Larvas de T. molitor; C: Pupas de T. molitor separadas em
recipiente plastico; E: Pupa de T. molitor; F: Recipiente plastico contendo dieta e
adultos de T. molitor. G: Adulto de T. molitor.
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Anexo C: Manutencdo e multiplicacdo dos isolados de nematoides entomopatogénicos

Para multiplicacdo dos isolados de nematoides foram utilizadas larvas dos ultimos
instares de G. mellonella ou T. molitor. Para isso, dois mL de suspensdo aquosa contendo
juvenis infectantes de cada isolado foi pipetada sobre placas de Petri (9 cm de didmetro)
contendo duas folhas de papel de filtro previamente esterilizadas e 10 larvas de G. mellonella
ou T. molitor. As placas foram vedadas com parafilme a fim de se evitar evaporacdo da agua
(cdmara Umida) e entrada de outros microorganismos, permanecendo por 72h em camara
climatizada (27+1°C). Posteriormente, as larvas mortas e com sinais de infeccdo foram
transferidas para placas de Petri (9 cm de diametro) contendo uma folha de papel de filtro
previamente esterilizada (cAmara seca), permanecendo por mais 4 dias em camara climatiza
(27£1°C).

ApOs sete dias as larvas foram transferidas para armadilhas de “White” para coleta dos
JIs. Essa armadilha é composta por uma placa de Petri (6 cm de didametro) coberta por uma
folha de papel de filtro previamente esterilizado e disposto no centro de outra placa de Petri
(12 cm de didmetro) preenchida com uma pequena lamina de &gua destilada. As larvas (G.
mellonella ou T. molitor) sdo colocadas no topo da placa central coberta com papel de filtro.
Os juvenis infectantes que deixam o cadaver dos insetos migram para lamina de agua da
placa, e essa suspensdo contendo nematoides é coletada e acondicionadas em garrafas de
cultivo celular de 40 mL. Em cada garrafa foi colocado 20 mL de suspensdo de nematoides
com a concentracdo de aproximadamente 3000 JIs/mL.

As garrafas contendo nematoides foram mantidas em cémara climatizadas (18°C)
sendo agitadas por 10 minutos em agitador mecanico, trés vezes por semana, para fazer a
oxigenacao da agua.

A renovacao dos isolados foi feita mensalmente.
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Figura 3. Manutencdo e multiplicacdo dos isolados de NEPs — A:
Larvas de Galleria mellonella em placas de Petri vedada com
parafilme contendo duas folhas de papel de filtro esterilizado e
juvenis infectantes de NEPs; B e C: Larvas mortas por NEPs do
género Heterorhabditis; D: Armadilha de “White” para coleta de dos
juvenis infectantes; E e F: Juvenis infectantes de NEPs do género
Steinernema deixando o cadaver de larvas de G. mellonella; G:
Juvenis infectantes na lamina d’agua da armadilha de White; H:
Garrafa de cultivo celular contendo suspensdo de NEPs; I: Garrafas
de cultivo celular em agitado mecanico para oxigenagao.
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Anexo D. Manutencao dos isolados de fungos entomopatogénicos

Os isolados dos fungos entomopatogénicos utilizados sdo mantidos em cémara
climatizada na micoteca do laboratério de Controle de Controle Microbiano, localizado na
Estacdo de Pesquisas Parasitologicas W.O. Neitz da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, RJ. Esses isolados foram cultivados em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e
incubados a 25+1°C e UR>80% durante 15 dias. Decorrido esse periodo, as placas foram
armazenadas em camara refrigerada sob temperatura de 5°C até a realizacdo dos bioensaios.
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Figura 4. Manutencdo dos isolados de fungos entomopatogénicos — A e B: Fungo
Metarhizium anisopliae cultivado em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA);
C: Placas contendo fungos armazenadas em camara refrigerada sob temperatura de
5°C.
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Anexo E. Manutencéo das colonias de Rhipicephalus microplus

Com excecdo do capitulo 1V, todos os outros experimentos foram feitos com a
utilizacdo de carrapatos de colénia mantidas através de infestaces artificiais em bezerros
mantidos na estacdo experimental de estudos para Pesquisas Parasitologicas W.O. Neitz, da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil
(registro 23083.009241/2011-16) ou no Campo Experimental José Henrique Bruschi
(CEJHB), da Embrapa Gado de Leite, localizado no municipio de Coronel Pacheco, Minas
Gerais, Brasil (registro CEUA-EGL 11/2013).

Os bezerros mantidos em estabulos foram infestados com larvas provenientes de 300
mg de ovos acondicionados previamente em seringas de 20 mL com extremidade distal
cortada e vedada com algodao hidrofilo. A partir do 21° dia apds a infestacdo, fémeas
ingurgitadas que se desprenderam naturalmente dos bovinos foram recolhidas no chéo das
baias e levadas para o laboratério onde foram lavadas e acondicionadas em placas de Petri.

Uma parcela das fémeas foi utilizada para a realizacdo dos experimentos, enquanto
outra parcela foi colocada em placas de Petri (12 cm de diametro) e mantidas em camara
climatizada (27£1°C e UR>80%) para realizacdo de postura utilizada para obtencéo de larvas
e manutencdo da coldnia. Para sincronizacdo do ciclo dos carrapatos com a disponibilidade
dos outros organismos utilizados para o desenvolvimento dos experimentos, quando foi
necessario, fémeas ingurgitadas foram mantidas por até 6 dias em camara climatizada a 6°C.
Esse procedimento mantém as fémeas vivas, mas com baixa atividade metabolica, retardando
0 processo de postura, impedindo que fagam a oviposicao.
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Figura 5. Manutencgédo da col6nia de Rhipicephalus microplus — A: Baias da estacéo
de Pesquisas Parasitologicas W.O Neitz da UFRRJ; B: Bezerro mantido na baia; C, D
e E: Bezerro sendo infestado; F: Larvas sobre o dorso do bezerro; G e H: Carrapatos

obtidos através da infestac&o.
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Figura 6. InstalacGes das baias da fazenda Campo Experimental José Henrique Bruschi
(CEJHB), da Embrapa Gado de Leite.
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Anexo F. Protocolo de aprovacdo do comité de ética permitindo manutencéo da col6nia
de Rhipicephalus microplus por meio de infestagGes artificiais em bezerros

Enpo

Gado de Leite

PARECER

Data de ercraca 000572013

)|
PROTOCOLO CEUA-EGL N* 11/2013 Ot . 013

TITULO: Infestagdes artificiais para manutengdo de coldnia de carrapato dos bovinos
sensivel a carrapaticodas

PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: Marcia Cristina de Azevedo Prata

CONSIDERACOES APROVADAS PELO PLENARIO:

O detalhamento apresentado atende 80 soliciado no formuidnio, estando o projeto adegquado
para aprovacao final palo CEUA
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Anexo G. Obtencdo de amostras de carrapatos enviadas para realizacdo de testes de
sensibilidade de fémeas ingurgitadas aos carrapaticidas na Embrapa Gado de Leite

As populacdes de R.microplus utilizadas no capitulo IV foram obtidas a partir de
amostras de carrapatos enviadas por sedex por produtores, onde parte da populagdo foi
utilizada para a realizacdo do teste de eficacia de carrapaticidas e parte foi empregada no
desenvolvimento dos experimentos.

Informacdes sobre o teste e procedimentos para envio de amostras:

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

Os produtores séo recomendados com os seguintes procedimentos:

Separar dois ou trés animais deixa-los sem tratamento por:
25 dias (produto de contato);
35 dias (produto sistémico).

e Coletar + 200 carrapatos;

e Acondicionar (pote, caixa);
e Identificar;

e Enviar para (sedex) para:

EMBRAPA GADO DE LEITE (carrapatos)

Rua Eugénio do Nascimento, 610 Dom Bosco - Juiz de Fora - MG
CEP 36038-330
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Figura 7. Amostra de carrapatos enviada por produtor rural através do sedex, para
realizagdo do teste de sensibilidade aos carrapaticidas.
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Anexo H. Coleta das cigarrinhas das pastagens, Mahanarva spectabilis

As ninfas de Mahanarva spectabilis (Distant, 1909) (Hemiptera: Cercopidae) foram
coletadas em pastagens presentes no Campo Experimental Santa Ménica, da Embrapa Gado
de Leite, localizado no distrito de Bardo de Juparand, municipio de Valenca, Rio de Janeiro.

As cigarrinhas foram coletadas através de busca ativa nas pastagens, utilizando a
presenca de espuma produzida por esse estagio como um indicativo de presenca das ninfas.
Apo6s serem coletadas, as ninfas foram transferidas para bandejas contendo Brachiaria
decumbens com raizes expostas para alimentacdo das ninfas. As bandejas foram cobertas com
tecido Voil e levados para o laboratério de Entomologia da Embrapa Gado de Leite para
triagem dos insetos e separacdo dos individuos utilizados no experimento do Capitulo 2. As
ninfas foram transferidas para as unidades experimentais com utilizagdo de pincel, devido a
alta sensibilidade desse estagio, sendo facilmente lesado.
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Figura 8. Obtencdo de cigarrinhas das pastagens, Mahanarva spectabilis — A:
Coleta de cigarrinhas na pastagem, Mahanarva spectabilis (Fonte: Tiago Teixeira
de Resende); B: Bandeja contendo Brachiaria decumbens para acondicionamento
das cigarrinhas para serem levadas para o laboratério; C e D: Ninfas de
cigarrinhas produzindo espuma; E: Cigarrinhas sendo transferidas para pote para
realizacdo do experimento.
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Anexo I. Formulas utilizadas para calculo de eficacia dos tratamentos

A FAO (Food and Agriculture Organization) recomenda que a eficacia de agentes
carrapaticidas sobre fémeas ingurgitadas seja feita com a utilizacdo de formulas que avaliem a
reducdo de prole. Isso porque, ao se desprenderem do hospedeiro, fémeas ingurgitadas nao
irdo mais parasitar nenhum outro animal, e sim buscar no solo um ambiente que propiciem
condicdes favoraveis para realizarem postura. Entdo a eficacia do tratamento deve ser
quantificada a partir da reducdo de prole, reduzindo o nimero de carrapatos das proximas
geracoes.

Para os desenvolvimento do presente estudo a eficacia dos tratamentos foram
calculadas com a utilizacdo das formulas de percentual de controle e inibicdo de postura,
propostas por Drumonnd et al. (1973) e Gongalves et al. (2007), respectivamente.

DRUMONND et al. (1973) - Nessa formula é feita a avaliacdo sobre a reducdo na quantidade
e viabilidade de ovos.

e DRUMMOND, R.O.; ERNEST, S.E.;; TREVINO, J.L., GRADNEY, W.J,;
GRAHAM, O.H. Boophilus anulatus and Boophilus microplus: laboratory tests of
insecticides. Journal of Economy Entomology. v. 66, p. 30-133, 1973.

e Reproducdo estimada (RE) = (%) x PEx20.000

(RE do grupo controle—RE do grupo tratado)

e Percentual de controle (%C) = x100

RE do controle

1. PM = Peso médio da massa de ovos — média do peso da massa de ovos produzidos por
cada fémea.

2. Pl = Peso médio inicial — peso médio das fémeas ingurgitadas antes de iniciarem a
oviposicdo.

3. PE = Percentual médio de eclosdo — média da estimativa visual de larvas eclodidas em
relacdo a massa de ovos de cada fémea.

GONCALVES et al. (2007) — Nessa férmula € feita a avaliacdo apenas sobre a redugdo na
quantidade de ovos

e GONGALVES, K.; TOIGO, E.; ASCOLI, B.; VON POSER, G.; RIBEIRO, V. Effects
of solvents and surfactant agents on the female and larvae of cattle tick Boophilus
microplus. Parasitology Research. v. 100, p. 1267-1270, 2007.

Indice de producéo de ovos (IPO) = %

indice de inibigdo de postura = (IP) = %xmo
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How

PM = Peso médio da massa de ovos — média do peso da massa de ovos produzidos por
cada fémea.

Pl = Peso médio inicial — peso médio das fémeas ingurgitadas antes de iniciarem a
oviposicao.

IPOc - IPO do grupo controle.

IPOt — IPO do grupo tratado.
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Anexo J - Identificacdo dos constituintes do 6leo

O dleo essencial de folhas de L. sidoides foi adquirido da empresa PRONAT (Produtos
Naturais LTDA, Horizonte-CE, Brasil) que cultiva a planta e obtém o dleo pelo método de
arraste a vapor e foi previamente caracterizada em estudo publicado por Gomes et al. (2014).

Artigo

GOMES, G.A.; MONTEIRO, C.M.O.; JULIAO, L.; MATURANO, R.; SENRA, T.0.S;
ZERINGOTA, V.; CALMON, F.; MATOS, R.S.; DAEMON, E.; CARVALHO, M.G.
Acaricidal activity of essential oil from Lippia sidoides on unengorged larvae and nymphs of
Rhipicephalus sanguineus and Amblyomma cajennense (Acari: Ixodidae). Experimental
Parasitology. doi: 10.1016/j.exppara.2013.12.003
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Acaricidal activity of essential oil from Lippia sidoides on
unengorged larvae and nymphs of Rhipicephalus sanguineus
(Acari: Ixodidae) and Amblyomma cajennense (Acari: Ixodidae)
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Metodologia de identificacdo dos constituintes do 6leo essencial de Lippia sidoides:

A composicao quimica do oleo essencial de L. sidoides foi analisada em cromatdgrafo
a gés acoplado a espectrémetro de massas (CG/EM - Shimadzu QP-2010 Plus) equipado com
uma coluna capilar de silica fundida Factor Four/VF-5ms (30 m x 0.25 mm x 0.25 um de
espessura de filme), usando fluxo de gas hélio a 1 mL/min. A temperatura inicial do forno foi
de 35 °C, sendo mantida constante durante 2 min, seguido de um incremento de 4 °C min™ até
180 °C, em seguida, 10 °C min™ até 250 °C, finalizando com uma isoterma (250 °C) por 20
min. O volume de injecdo da amostra foi de 1 pL (modo split 1:50). A temperatura do injetor
e detector foi de 250°C. Os espectros de massas foram obtidos numa faixa de m/z 10 — 300,
fornecidos através da técnica de impacto eletrénico (EMIE) a 70 eV.

A andlise quantitativa da composicdo quimica do 6leo foi realizada em cromatografo a
gas acoplado a detector de ionizagdo por chama (DIc) em equipamento HP 5890 — Series I,
utilizando o mesmo tipo de coluna da anélise com CG/EM, as temperaturas do injetor e
detector foram de 240 e 300 °C, respectivamente. A percentagem dos constituintes foi
calculada através da area de integral de seus respectivos picos, relacionadas com a érea total
de todos os constituintes da amostra.

Os diversos constituintes quimicos do o6leo essencial foram identificados através da
comparacao visual de seus espectros de massas com aqueles existentes na literatura (ADAMS,
2007) e espectros fornecidos pelo banco de dados (NIST08) do equipamento e, também, pela
comparacdo dos indices de retencdo com aqueles existentes na literatura (ADAMS, 2007).
Uma solugdo padrdo de n-alcanos (C8-C20) foi injetada nas mesmas condigdes
cromatograficas da amostra, e utilizada para obter os indices de retencdo conforme descrito
por Van Den Dool & Kratz (1963). A identificacdo do constituinte majoritario foi realizada a
partir das informacGes fornecidas pelos métodos de analise mencionados, juntamente com
dados gerados pela comparacdo dos espectros de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN *H) do 6leo, do timol e da mistura 6leo mais timol.
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K. Artigo referente ao capitulo 1 recomendado para publicacdo na Veterinary
Parasitology apds serem feitas as corre¢des sugeridas pelos revisores
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Abstract: This study evaluated the efficacy of four entomopathogenic nematode (EPN) strains in insect
cadaver formulations against Rhipicephalus microplus and to compare the efficacy of the most virulent
EPNs in cadavers of Galleria mellonella and Tenebrio molitor. In the first experiment, infected G.
mellonela larvae were used as a source of EPNs, Engorged females of R, microplus were placed in pots
filled with soil and different amounts of G. mellonella larvae infected with one of four species of
nematodes. All treatments, except for the group exposed to S. carpocapsae All whose source nematodes
included six larvae of G. mellonella, led to a significant reduction (p < 0.05) in the egg mass weight
produced per engorged females. S. feltiae SN applied to two, four, and six cadavers and S. carpocapsae
All with two cadavers caused a reduction in hatching percentage of larvae of R microplus (p < 0.05).
The percentage of control was above 95% in all groups treated with H. bacteriophora HP88 and H.
indica LPP1 and in the treatment with four larvae infected with 5. feltiae SN, The second experiment
followed the same methodology, using G. mellonella and T, molitor larvae infected by the two most
virulent EPNs. H. bacteriophora HP88 and H. indica LPP1 in differents formulations, caused reduction
(p < 0.05) in the egg mass weight. The percentage of control was 82.4 and 84.9% for H. bacteriophora
HP28 and H. indica LPP1, respectively, formulated in T. molitor and reaching 99.9% in groups
formulated with G. mellonella. The EPNs tested in insect cadaver formulation showed pathogenicity to
engorged females of . microplus and EPNs the genus Heterorhabditis formulated in G. mellonella
larvae were more effective.
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Association between entomopathogenic nematodes and fungi
for control of Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae)
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Abstragt The aim of the study was 10 assess the effect
of the association of estomopathogense nematodes and
fungi on Riipdcepialus micropdes. The nematodes used were
Heterorhabdlitis bacteriophove HPSS and  Heterorhabufitis
Indica LPP) and the fungi were Mevarhizhem anisoplioe
IBCH 116 and Beuveveria hassiana ESALQ 986. In the groups
wreased with the fungi, the females were Emmersed for 3 man in
a conadial suspension, while  the groups treated with the
eematodes, the ticks were ¢xposed to mfective javenies. To
evaluate the imteraction betweon entamopathogens, the o
mades were first immersed i a conadial suspension and then
exposed to the nematodes. The agg mass weaght and haschang
percentage values of the groups treated with M. anésopliae
IBCB 116 and 8. bassdana ESALQ 986 in the two cxperi-
ments were statistically similar (p>0.05) w the valees of the
control group. In the groups trcated only with nematodes,
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there was a significant roduction (p<0.05) in the cgg mass
weight. a fact alvo observed for the hatching peroemtage of the
group trcated with H, sdica LPPL, In all the groups treated
with nematodes n association with fungs, there was a signifs
camt reduction (p<0.08) in the egg mass weight and hatching
percentage. The percentage of control of the groups treated
with fungi alone varsed from 31 10 35 %, En the grosps treated
with nomatodes associated or not with fungi, the comtrol
percentage was always greater than 90 % and reached
100 % m the growp treated with H. Aacteriophora HPES
associated with the femgus M, awisopliee IBCE 116,

Introduction

Rivipleephalies microples (Cancestrini 1888), commonly known
as the cantle tiek, is 3 hematophagous ectoparasite with wide
geographic distribution (Leal et al. 2003) and is considered
one of the main sanitary problenss of cattle breeding in
tropical and subtropical arcas (Percira 2008; Martms ¢t al
2006). Although hard to quantify, it &s belicved that the
economic losses caused by this tick in Brazil reach two
biltion dollars a year (Grisi ¢t al, 2002) considerning reduced
meat and milk production and treatment costs.

At pecsent, infestations are mainly controlled theough the use
of onginosynthetic acancides, bat the indiscnnunate use and
without the proper technical eriteria have sesulied in the sekec-
tiom of tick straims resistant o nearly all the chemical bases
avathable (Furloeg ¢t al. 2007; Klafke 2008), Besides the peob-
kems related 1o resistance, there is groming concem negandmg
envircesnceeal safety, human beakh, and death of nontampet
organesms. These factors together make the use of biological
control techniques, an ateractive aliemative (Alonso-Diaz ¢t al,
2007 Femandes and Bittenooust 2008),

Among the vanoes methods studsed for baological control of
Beks, the use of entomopathogenic fusgs 1§ a promising oplca
e 10 their capacity 1o disperse and penctrate the tick’s cuticke
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Abstract In vitro effect of the assochition of the catomopatho-
gonic nomasodes Hererorhobudins bacteriophora HIPSS and
Heterovhabditis imfica LPP1 with the essontial oil of Lippvia
vidodes oo engonged females of Riipacapbiies microping
was assossod. Engopad Sormales with homogoncous weights
(p 0.05) were divided into six groups of 1om ticks cach (cach
fomale « an experimental wit), In S treanad groeps, the 1icks
were exposed 80 the off (40 pl'mi=4 %) and ncnaodes (300
cotomopahogenis nematodes (EPNstiek) scparstcly and ako
1o the nomwtodes together with the odl, while & the contol
group, the fomales were smmersed in Twoen 80 (3 %) All the
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treatments cassed a significant reduction in the egg mass
weight (@ <0.05). The hatching percentage of lanvae was
roduced (pr <0.05) in the groups tecatod with /. hacreriophors
HPES, H. indica LPPL, and H. bacteriophora HPER
sssocated with the oil, but in the group treatod only with the
oil, the hasching of percentage of larvac rte was ssemilar 1o that
of the contred growp (p >0.05), The perecatape of control m
the group exposed only o the off was $0.7 %, whik in the
other treated groups, the percentage of control was greatcr
than 95 % reaching 100 %4 in the groep treated with /. fudics
LPPI associated with the odl. The results of the L sidoddes
cacntial oil in the concentrations tostod n association with
both /. bacteriophorn HPSS and 1. indica LPPI indicase that
these combinations can be wsod to control R avicruplus .

Introduction

Rhiipiovphalir micruplar (Canctrinn, 1535) is 2 hematophagous
cctoparate of cattle found widely = opical and subsopacal
seghons in the woekd It causes significant kosses 10 beef and dairy
cottle breeders. Besides the disect losses caused by blood
spobiation and its consoquences, this Sick also & responsible for
indeoct hanm from the tranumission of pathogonic agonts and
the cost of drags and spocialionnd ebor 1o treat animals (Furkong
<t al. 2004, 2007). The losses caused by this tick in Brazil ane
ostimatod 2 over two billion dollars a yeur (Garisi ot al. 2002),
The application of synthets acancides i B¢ mam method of
controlleg of R micuplus, However, the misuse of these
pooducts has soaliod in S scloction of roshtan soks, o that
most of the acarkides available have low efficency &e R
microplus (Furfong ot al 20071 In addition to e problems of
resistance, there is 2 growing domand fom consumerns 1 soducing
e use of chomicals, minnizing the chanoes of envircamental
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