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RESUMO

Rhipicephalus (Boophilus) microplus Canestrini, 1887 (Acari: Ixodidae) é um
ectoparasito comum em bovinos, que ocorre em quase todo o territério nacional e
esta relacionado a inumeras doengas que promovem diminuicdo na produg¢do ou

causam a morte dos animais. O uso incorreto dos produtos quimicos traz
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consequéncias como selecao de carrapatos resistentes, contaminacao do ambiente,
animais e alimentos. Existe boa perspectiva quanto ao uso dos nematoides
entomopatogénicos (NEPs) das familias Steinernematidae Chitwood & Chitwood,
1937 e Heterorhabditidae Poinar, 1976 (Nematoda: Rhabditida) no controle destes
ectoparasitas, pois estudos em laboratério vém demonstrando a eficacia no uso
destes nematdides no controle do carrapato bovino. Baseados nestes dados
favoraveis, os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos de dois isolados de
NEPs, sendo eles Heterorhabditis baujardi LPP7 Phan, Subbotin, Nguyen & Moens,
2003 e H. indica LPP4 Poinar, Karunakar & David, 1992 sobre a biologia reprodutiva
de fémeas ingurgitadas de R. (B). microplus estirpes sensivel e resistente a
carrapaticidas; e observar o processo de infeccao destes nematdides nas fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus estirpes sensivel e resistente. Foram testadas as
concentragées com 15, 30, 60, 120, 240, 480 e 960 de juvenis infectantes (JIs)
dispersos em 4 mL de agua destilada, por fémea em areia. As fémeas foram
separadas em oito placas com 24 orificios cada e pesadas individualmente. Cada
placa representou um tratamento ou concentracdo de JI, os nematéides foram
adicionados a areia antes dos carrapatos e para o controle foi utilizada a mesma
placa com areia e 1 mL de agua destilada isenta de nematdides. As placas foram
acondicionadas em camara climatizada a 27 £ 1° C a UR > 80%, durante 72 horas.
Durante a exposicao aos nematoides foi observado e fotografado o processo de
infeccdo em cada um dos tratamentos. Apos o periodo de exposicédo, as fémeas
foram individualmente acondicionadas em placas de Petri com separador para isolar
diariamente a massa de ovos de cada fémea. As fémeas de R. (B.) microplus foram
observadas diariamente até a uUltima morte, anotando-se as datas de inicio e fim de
postura para fémeas que ovipositaram, data da morte, aspecto péds-infeccdo e
aspecto pds-morte para todas as fémeas. Durante o periodo de exposicao de 72
horas das fémeas ingurgitadas com ambos os NEPs, foi observado a entrada desses
nematoides pelos espiraculos. O peso da postura tanto de fémeas resistentes quanto
de fémeas sensiveis foi reduzido utilizando as duas espécies de NEPs. Quanto ao
peso das fémeas sensiveis e resistentes houve diferengas entre o controle e os
tratamentos. A alteracdo do peso diminuiu na medida em que se aumentava a
concentracao de Jls de H. indica LPP4 em fémeas sensiveis. No periodo de pré-
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postura foram registradas diferengas entre o controle e o tratamento de 240 Jls/ ¢,
no entanto para fémeas resistentes nao foram observadas diferengas. Utilizando Jls
de H. baujardi LPP7 também nado foram observadas diferencas neste parametro.
Para periodo de postura e periodo de sobrevivéncia foi evidenciada uma redugao
nos dias em fémeas sensiveis e resistentes para ambos os nematoides. O porcentual
de controle foi acima de 90% para a concentragao acima de 480 JIs/ @ para ambos
0s nematodides e ambas sensiveis e resistentes. Em relacdo a mortalidade, 100% das
fémeas sensiveis e resistentes morreram a partir do quinto dia utilizando JIs de H.
indica LPP4. Utilizando Jls de H. baujardi LPP7, os mesmos 100% de mortalidade
foram alcancados a partir do sétimo dia. Heterorhabditis baujardi LPP7 foi tao
eficiente afetando a biologia reprodutiva de fémeas ingurgitadas sensiveis e
resistentes de R. (B.) microplus quanto H. indica LPP4, isto se deve provavelmente a
6tima temperatura tanto dos isolados de nematéides quanto das fémeas. Contudo,
aparentemente Heterorhabditis indica LPP4 mostrou ser mais eficaz no controle
destas fémeas causando uma maior mortalidade em menos dias, principalmente em

fémeas resistentes, ja que estas é que serdo controladas no campo.

Palavras-chave: Heterorhabditis indica LPP4, Heterorhabditis baujardi LPP7
Rhipicephalus  (Boophilus)  microplus,  controle  bioldgico, nematéides
entomopatogénicos.

ABSTRACT

Rhipicephalus (Boophilus) microplus Canestrini, 1887 (Acari: Ixodidae) is a common
ectoparasite in bovines, that occur almost all in the domestic territory and are related
the innumerable illnesses that promote reduction in the production or cause the death
of the animals. The incorrect use of the chemical products brings consequences as

election of resistant ticks, contamination of the environment, animals and foods. Good
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perspective how much to the use of the entomopathogenics nematodes (NEP’s) of
the families Steinernematidae Chitwood exists & Chitwood, 1937 and
Heterorhabditidae Poinar, 1976 (Nematoda: Rhabditida) in the control of these
ectoparasites, therefore studies in laboratory see demonstrating the effectiveness in
the use of these nematodes in the control of the bovine’s tick. Based on these
favorable data, the objectives of this work had been to evaluate the isolated effect of
two NEPs been they Heterorhabditis baujardi LPP7 Phan, Subbotin, Nguyen &
Moens, 2003 and H. indica LPP4 Poinar, Karunakar & David, 1992 on the
reproductive biology of ingurgitates females of R. (B).  microplus lineages sensible
and resistant the acaricides; and to observe the process of infection of these
nematodes in the engorged females of R. (B.) microplus lineages sensible and
resistant. The concentrations with 15, 30, 60, 120, 240, 480 and 960 of infective
juveniles (JIs) dispersed in 4 had been tested mL of distilled water, for female in sand.
The females had been separate in eight plates with 24 orifices each and weighed
individually. Each plate represented a treatment or concentration of Jl, the nematodes
had been added to the sand before the ticks and for the control it was used the same
plate with sand and 1 mL distilled water exempt of nematodes. The plates had been
conditioned in acclimatized chamber of 27 + 1° C the UR > 80%, during 72 hours.
During the exposition to the nematodes it was observed and photographed the
process of infection in each one of the treatments. After the period of exposition, the
females individually had been conditioned in plates of Petri with separator to daily
isolate the egg mass of each female. The females of R. (B.) microplus had been
observed daily until the last death, writing down itself the dates of beginning and end
of position for females that oviposited, date of the death, aspect after infection and
postmortem aspect for all the females. During the period of exposition of 72 hours of
the engorged females with both the NEP’s, was observed the entrance of these
nematodes for the spiracles. The weight of the position in such a way of resistant
females as much for sensible female was reduced using the two species of NEP’s. As
much for the weight of the sensible and resistant females had differences between
the control and the treatments. The alteration of the weight diminished the measure
where if it increased the concentration of JIs de H. indica LPP4 in sensible females. In

the period of daily pay-ovoposition had been registered differences between the
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control and the 240 treatment of JIs/ ¢, however for resistant females differences had
not been observed. Using JIs de H. baujardi LPP7 had also not been observed
differences in this parameter. For period of position and period of survival they had
been evidenced a reduction in the days in sensible and resistant females for both the
nematodes. The perceptual of control was above 90% for the concentration above
480 JIs/ @ for both the sensible nematodes and both and resistant ones. In relation to
mortality, 100% of the sensible and resistant females had died from the fifth day using
JIs de H. indica LPP4. Using JIs de H. baujardi LPP7, same the 100% of mortality
had been reached from the seventh day. Heterorhabditis baujardi LPP7 was so
efficient affecting the reproductive biology of sensible and resistant ingurgitates
females of R. (B.) microplus as much for H. indicates LPP4, this if in such a way must
probably the excellent temperature of the isolated ones of nematodes as much for the
females. However, apparently Heterorhabditis indica LPP4 mainly showed to be more
efficient in the control of these females causing a bigger mortality in little days, in

resistant females, since these are the ones that will be controlled in the field.

Key words: Heterorhabditis indica LPP4, Heterorhabditis baujardi LPP7
Rhipicephalus  (Boophilus) microplus, biological control, entomopathogenics

nematodes.
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1-INTRODUCAO

Rhipicephalus (Boophilus) microplus Canestrini (Acari: Ixodidae) é um
ectoparasito comum em bovinos, que ocorre em quase todo o territério nacional e
esta relacionado a inumeras doengas que promovem diminuicdo na produg¢do ou
causam a morte dos animais. Os carrapatos dos bovinos estdo entre os paralelos de
32° N e 32° S (Gonzalez, 2003) e sdo um dos mais importantes ectoparasitos das
regides tropicais e subtropicais (Castro e Newson, 1993) atingindo mais de 75% da
populacao mundial de bovinos (Cordovés, 1997).

Além da transmissao de agentes patogénicos, o elevado custo dos produtos
para o controle deste carrapato faz elevar o custo de producdo e a acao dos
carrapatos acarreta em perdas significativas na producao de leite e carne. Estudos
na Australia mostram uma perda anual de 4 bilhdes de délares na criacdo de gado,
49% desta perda devido aos custos do controle dos carrapatos e 51% devido a
perdas na producao de leite, carne e couro (Jonsson et al. 2000).

Atualmente o Brasil € um dos maiores produtores de carne bovina do mundo,
possui um rebanho bovino de aproximadamente 200 milhdes de cabegas, produzindo
aproximadamente 8,5 milhdes de toneladas de carne e 23 bilhdes de litros de leite
por ano (Conselho Nacional da Pecuaria de Corte, 2005; Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica, 2004). No Brasil, as perdas econ6micas devidas a este

parasito estdo estimadas em 2 bilhdes de délares ao ano (Grisi et al. 2002). O
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principal meio de controle deste ectoparasito também se baseia no uso de
carrapaticidas, mas seu uso indiscriminado pode induzir resisténcia nas populagdes
de carrapatos. Além disso, ocorrem reagdes toxicas em animais e homens devido a
residuos quimicos deixados no ambiente, por isso tém-se buscado alternativas de
controle ndo quimico que diminuam os prejuizos causados pelos carrapaticidas.

Os carrapatos possuem inimigos naturais que atacam em especial as fémeas
ingurgitadas (Dela Vega, 1981; Soneshine, 1993; Verissimo, 1995; Souza, 1999) por
serem um estadio bastante vulneravel, de grande valor nutricional e por estarem no
solo (Brovini et al., 2003). A queda de uma fémea ingurgitada ao chao permitira a sua
multiplicacdo e resultara em no minimo 2.500 outros carrapatos. Dessa maneira,
entende-se facilmente que a qualquer momento, em uma propriedade, a maior parte
da populacdo dos carrapatos esteja na pastagem (95%), € ndo nos animais aos
quais esta se aplicando o carrapaticida. Estima-se que nos bovinos estejam
presentes apenas em torno de 5% do total de carrapatos da populacdo (Furlong &
Martins, 2000).

Samish et al. (2004) mostraram que predadores, parasitoides, fungos,
nematoides e bactérias podem diminuir a populacao de carrapatos. Contudo, poucos
desses agentes foram utilizados com sucesso no controle biolégico do carrapato até
o momento. Existe boa perspectiva quanto ao uso dos nematdides
entomopatogénicos (NEPs) das familias Steinernematidae Chitwood & Chitwood,
1937 e Heterorhabditidae Poinar, 1976 (Nematoda: Rhabditida) no controle destes
ectoparasitas. Estes nematdides vém sendo usados com sucesso no controle

biolégico de pragas de solo (Grewal et al. 2005).

Estudos vém demonstrando que espécies da familia Heterorhabditidae séo
mais virulentas do que as da familia Steinernematidae por alguns atributos que
podem explicar este fato, como: a presenga de um dente quitinoso na regiao anterior
do nematdide que ajuda na penetracdo ativa deste através da cuticula dos
hospedeiros; e a presenca de uma bactéria simbionte com alta viruléncia. Estes
nematodides apresentam um estadio de vida livre no solo, que corresponde ao estadio
de juvenil 3 (J3), também chamado de juvenil infectante (JI), sendo os outros
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estadios obrigatoriamente encontrados dentro dos hospedeiros (Burnell & Stock,
2000).

Glazer et al. (2001) demonstraram que injetando apenas um juvenil de
Heterorhabditis sp. foi possivel matar um carrapato da espécie Boophilus anulatus
Say,1891. Assim sendo, € possivel que espécies desta familia possam ser
promissores agentes de controle biolégico para o carrapato bovino.

No Brasil, estudos em laboratério utilizando NEPs vém demonstrando a
eficacia no uso destes nematdides no controle do carrapato bovino (Vasconcelos et
al, 2004; Freitas-Ribeiro et al., 2005; Reis, 2005; Silva, 2006).

Com base na problemética relacionada a bovinocultura em relagdo aos
danos diretos e indiretos dos carrapatos sobre as cadeias produtivas (carne, leite e
couro), resisténcia a carrapaticidas e exigéncias dos mercados em relagdo a
seguranga alimentar e ambiental, os objetivos desse estudo foram avaliar a agcéo e a
factibilidade de uso de nematdides entomopatogénicos como agente de controle
biolégico do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae) com
base na observagdo, em laboratério, do processo de infeccdo dos nematdides
Heterorhabditis baujardi LPP7 Phan, Subbotin, Nguyen & Moens, 2003 e H. indica
LPP4 Poinar, Karunakar, & David, 1992, ambos nativos do Brasil, em estirpes
sensiveis e resistentes a carrapaticidas, visando conhecer os efeitos da acao
patogénica desses nematbdides sobre a biologia reprodutiva, longevidade e
mortalidade do carrapato.
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Registros de carrapato em animais sao antigos. Uma figura em uma tumba
egipcia, datada de 1500 a.C., representando um animal semelhante a hiena com trés
protuberéncias no pavilhdo auricular interno, € o registro mais antigo da presenca do
carrapato (Arthur, 1965). Sua primeira denominacao foi Cynorhaestea, citada por
Homero por volta de 800 a.C. Em 355 a.C., Aristoteles, em sua Historia Animalium,
referiu-se aos carrapatos, acreditando que sua origem fosse o capim (Arthur, 1961).
Na Antiga Grécia era chamado de Croton, que quer dizer “semelhante a mamona”, e,
pela mesma razéo, foi denominado Ricinus na Antiga Roma. No ano 77, o carrapato
foi citado como hemato6fago por Plinio em sua Historia Naturalis.

Atualmente existe registro de 800 espécies de carrapatos no mundo, das
quais, pelo menos 700 possuem especificidade de hospedeiro (Cordovés, 1997). A
designacao genérica Boophilus, do grego “amigo do boi”, foi introduzida em 1891 por
Curticei, sendo chamado de Boophilus microplus até 2002. Houve um grande
progresso no estudo da filogenia e evolugdo dos carrapatos nesses ultimos cinco
anos, o que gerou um melhor conhecimento do relacionamento entre os taxons
(Murrel et al., 2001; Barker & Murrel, 2002). Segundo Barker & Murrel (2002), na
subfamilia Rhipicephalinae, o género Rhipicephalus é quase certamente parafilético
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em relacao ao género Boophilus. Portanto, o género Boophilus se tornou subgénero
de Rhipicephalus (Figura 1).

Rhipicephalus  Boophilus

Rhipicephalus (Boophilus)

microplus

Figura 1. Esquema demonstrativo do género Rhipicephalus sendo parafilético em

relagdo ao género Boophilus.

Rhipicephalus (B.) microplus € a Unica espécie presente no Brasil das 5
reconhecidas (Arthur, 1960). No Brasil, sua introdugéo parece ter se dado pela vinda
de animais comprados do Chile, no inicio do século XVIII, via Rio Grande do Sul
estando atualmente distribuidos por todo o pais. Contudo, a intensidade de sua
populacao varia de acordo com as condi¢oes climaticas e os tipos raciais de bovinos
explorados em cada regido (Gonzales, 1995).

De acordo com Sonenshine (1991), o corpo dos carrapatos, em geral,
consiste de capitulo (gnatossoma) e idiosoma (Figura 1). O capitulo d& suporte as
partes bucais, incluindo as queliceras, palpos e hipostémio. O idiosoma € subdividido
em podosoma, onde estdo as patas e o poro genital, € em opistoma, uma regiao
posterior na qual carrega os espiraculos e a abertura anal (Figura 2). Em R. (B.)
microplus, os espiraculos ou placa estigmal € uma estrutura larga, alongada, suboval
ou oval que contém a macula junto ao pequeno éstio, que é uma abertura para o
sistema respiratério onde ocorrem as trocas gasosas e também estad relacionado

com a regulagédo do excesso de perda de agua.
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Figura 2. A. Micrografia da parte dorsal do corpo de fémeas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus utilizando microscopia eletrénica de varredura mostrando o
idiosoma (I). Seta mostra auséncia de festdes. B. Micrografia da parte ventral do
corpo de R. (B.) microplus utilizando microscopia eletrénica de varredura mostrando
o capitulo (C). Disponivel em: <http://www.discoverlife.org/mp
/20q?search=Boophilus+microplus&flags=col5:&res=80>. Nacional Tick Collection,
2004. Acesso em 27 dez. 2007.

Figura 3. A. Micrografia da parte ventral do corpo de machos de Rhipicephalus

(Boophilus) microplus utilizando microscopia eletrénica de varredura mostrando o
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podosoma (P) e o opistoma (O) e o espiraculo (E) B. Micrografia de R. (B.) microplus
utilizando microscopia eletrénica de varredura mostrando o espiraculo (E) abaixo de
uma das patas (a). Setas mostram as 4 placas adanais. Disponivel
em:<http://www.discoverlife.org/mp/20g?search=Boophilus+microplus&flags=col5:&re
s=80>. Nacional Tick Collection, 2004. Acesso em 27 dez. 2007.

O género Rhipicephalus, de origem africana, tem mais de 70 espécies
reconhecidas no mundo. Todas as espécies apresentam coloragcdo castanha ou
castanha avermelhada escudo n&o ornamentado, olhos, rostro curto e base do
capitulo hexagonal. Machos possuem duas a quatro placas adanais e alguns
apresentam apéndice caudal (Onofrio et al. 2006) (Figura 2B). Segundo este mesmo
autor, o que caracteriza a espécie R. (B.) microplus sao quatro placas adanais,
auséncia de festdes e capitulo curto (Figura 1 e 2).

A fixacdo deste carrapato provoca lesbes cutdaneas que além de
prejudicarem a industria do couro favorecem a entrada de bactérias e larvas de
moscas (Sonenshine, 1991). Considerando que cada fémea ingere de 0,5 a 3,0 mL
de sangue em toda sua vida é comum a perda de peso do animal, conseqliente
depreciacdo, reducdo na producdo de leite, devido ao estresse do animal, e
enfraquecimento generalizado levando-o a predisposicdo a diversas doengas
(Gonzales,1975; Seifer, 1971).

Entre os danos diretos causados pelo carrapato cita-se a espoliagao
sanguinea, com reflexos negativos diretos no ganho de peso e producéo leiteira, que
variam de acordo com o grau de parasitismo. Em pesquisa realizada na Argentina,
observou-se uma queda na producédo de leite variando de 18,6 a 42,4% em relacéo
as vacas nao parasitadas (Corréa, 1976). Podem ocorrer também danos indiretos
com a inoculagao de toxinas na corrente circulatoria do hospedeiro, que interferem
na sintese protéica, resultando em uma desproporcdo proteina-gordura, com
prevaléncia desta ultima, o que se percebe por ocasido do abate. Pode transmitir,
ainda, agentes infecciosos como a rikéttsia (Anaplasma spp.) e o protozoario
Babesia spp., responsaveis pela doenca comumente chamada de Tristeza
Parasitaria Bovina (TPB). Essa doencga se manifesta clinicamente por febre, anemia,

hemoglobinuria, ictericia, anorexia, emagrecimento, e, nos casos de bovinos
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sensiveis, alta mortalidade (Kessler, 1998). Sendo assim, as perdas econdmicas
causadas por essa doenca sao elevadas, pois ha uma queda acentuada na producao
de leite, aumento do periodo de engorda dos animais, gastos com medicamentos,
descarte do leite, e finalmente morte do animal. No Brasil, a TPB é endémica na
maior parte do territério, sendo os bovinos de ragca européia mais sensiveis que 0s
zebuinos (Kessler & Schenk , 1998).

R. (B.) microplus tem uma fase de vida parasitando o bovino (parasitaria) e
outra de vida livre, sendo esta ultima influenciada por fatores climaticos (temperatura,
umidade, radiacdo solar, evaporagdo, chuvas, etc.) e seu sucesso com relagdo a
sobrevivéncia e o alcance do hospedeiro pelas larvas dependera de outros fatores
também, como condicdes da pastagem, presenca e densidade do hospedeiro,
comportamento do mesmo no pasto e presencga de predadores (Bittencourt, 2000).

Trabalhos avaliando a biologia de R. (B). microplus sob condicbes de
laboratorio, foram realizados. Alvarado & Gonzales (1979) analisaram a sua fase nao
parasitaria a temperatura de 26° C e avaliaram o periodo de pré-postura e a
porcentagem de eclosado das larvas, sendo que o periodo de pré-postura ocorreu em
torno de trés dias e a ecloséo entre 22 e 24 dias. Gloria et al. (1993) realizaram um
estudo avaliando os parametros biol6gicos de duas estirpes de R. (B.) microplus nas
temperaturas de 27° C e 32° C, mas estas estirpes diferiam no fato de serem
resistentes e sensiveis a acaricidas. Os parametros analisados foram periodo de pré-
postura, peso da massa de ovos, porcentual de eclosdo, periodo de sobrevivéncia
das fémeas, indice de eficiéncia reprodutiva (IER) e indice de eficiéncia nutricional
(IEN).

2.1.1 Ciclo de vida

Segundo Gonzales, 1995 citado por Leal (2006), o ciclo biolégico de R. (B.)
microplus se divide em duas fases:

a) Fase de vida livre. Esta fase ocorre no meio ambiente e pode variar de
aproximadamente 30 dias, quando ha boas condi¢des climéticas, até varios meses
em condicbes adversas de temperatura e umidade. As teledginas (fémeas
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completamente ingurgitadas) ao se desprenderem do hospedeiro caem ao solo,
dando inicio a fase de vida livre. As teledginas possuem geotropismo e buscam
abrigo no solo e vegetacao para iniciar o processo de postura, logo apds o periodo
de pré-postura. Este periodo corresponde ao tempo necessario para formagcao dos
ovos e dura de 2 a 3 dias na temperatura ideal, podendo se estender por muitos dias
na época de frio. As condigdes ideais para o desenvolvimento de R. (B.) microplus
sao: temperatura de 27 °C e umidade superior a 70% (Gonzales, 1995). Nestas
condicbes ideais de temperatura e umidade ocorre a fase seguinte chamada de
periodo de postura que dura aproximadamente 15 dias quando ocorre ovoposi¢ao de
aproximadamente 3.000 ovos feita por cada teledgina. Os ovos férteis apresentam
cor ambar, sdo ovalados e pequenos de casca translicida. O “6érgao de Gené”
secreta uma substancia sobre os ovos conferindo-lhe determinada resisténcia a
desidratacao e ainda os mantém unidos (Cordovés, 1997). Apds aproximadamente
sete dias depois do final da postura inicia-se a eclosao das larvas, que dura em torno
de cinco dias. Depois de um periodo aproximado de sete dias as neolarvas
transformam-se em larvas infestantes, em condicées de iniciar a fase de vida
parasitaria. Em temperaturas baixas as larvas podem sobreviver por varios meses,
mas elas s6 estao infestantes nos primeiros 90 dias (Gonzales, 1995).

b) Fase de vida parasitaria. Esta fase inicia-se quando a larva infestante
instala-se no hospedeiro, e dura em média 21 dias. As larvas entdo irdo migrar para
determinadas regides corpéreas do bovino como regido posterior das coxas e as
regides perianal e perivulvar; locais mais propicios para o desenvolvimento devido a
espessura, a vascularizagdo e a temperatura da pele, bem como dificuldade de
autolimpeza do hospedeiro (Wagland, 1978; Cordovés, 1996). Na fase parasitaria o
carrapato passa por varios instares até chegarem a fase adulta. Os instares e seus
respectivos periodos de duracao sao: larva a metalarva (4 dias em média); metalarva
a ninfa (4 dias) e ninfa a metaninfa (3 dias). A partir desta etapa ocorre a
diferenciacdo sexual; metaninfa a neandro (3 dias) e gonandro (1-2 dias) — macho
adulto; metaninfa a nedgina (4 dias); nedgina a paternégina (3 dias) e paterndgina a
teledgina (3-4 dias)- fémea adulta (Gonzales, 1995) (Figura 3).
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Figura 4. Esquema do ciclo do carrapato Rhipicephalus (Boophilus). microplus.
Fonte: http://www.ufrgs.br/depbiot/201/carrapat.htm. (Acessado em 14 de margo de
2006).

2.2- Métodos de controle

O controle eficiente do carrapato em uma propriedade depende de varios
fatores relacionados com o rebanho (tamanho, ragcas e cruzamentos), assim como as
pastagens (variedades e lotacdo), parasitos (numero de geracbes, eficacia dos
parasiticidas), sistema de producdo, clima, época do ano dentre outros fatores
(Almeida, 2005). Contudo, os principais meios de controle contra R. (B). microplus
tém sido os carrapaticidas ou acaricidas, as vacinas e a utilizacdo de animais
resistentes. O controle biologico tem sido testado em laboratério e apresenta um bom
indice de controle.
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2.2.1- Controle Quimico: Carrapaticidas

No fim do século XIX e inicio do século XX, ocorreu uma grande perda de
animais, devido as doencas transmitidas pelo carrapato, como foi descoberto mais
tarde. Em parte a causa destes problemas foi a introducdo e a dispersdao de
carrapatos e de agentes patogénicos trazidos por colonizadores e exploradores
(George, 2000). Em fins de 1893, varios agentes quimicos foram testados como
possiveis “carrapaticidas” através da imersdo dos animais infestados, incluindo éleo
de semente de algodao, 6éleo de peixe, petréleo cru, querosene, creosoto, extrato de
tabaco, sabdo e uma combinagao de enxofre e querosene (George, 2000).

Em 1946 comecou-se a utilizar, como alternativa para o arsénico, produtos
organoclorados como DDT e BHC, que foram substituidos por uma série de novos
produtos como os organofosforados e em seguida os piretroides (George, 2000).
Apesar da alta toxidez destes pesticidas, como o0s organoclorados e
organofosforados, um dos principais motivos da troca dos principios ativos tem sido o
surgimento de populagdes de carrapatos resistentes (George et al. 2004).

Além desse método de controle ndo ser efetivo isoladamente, é o mais
oneroso para o agricultor, tendo ainda um fator agravante de usar produtos com
grande toxicidade, que tém deixado residuos nos alimentos e no ambiente.
Infelizmente, essa forma de controle foi usada por muitas décadas, acreditando-se no
arsenal da industria quimica, com a criagdo de novos produtos quando apareciam
problemas de resisténcia ou com a potencializagcdo e associagdo dos ja existentes,
como tém ocorrido nos ultimos anos (Vivan, 2005).

A porcentagem de eficacia exigida para um carrapaticida ser langcado no
mercado € de 95%. O problema é que essa eficacia vai atuar sobre apenas 5% da
populacdo de carrapatos (a que esta sobre os animais). Esse quadro bastante
sintético mostra que é imprescindivel o conhecimento do ecossistema desse parasito,
para se estabelecer as melhores estratégias de controle, que tendem a ser

diferenciadas de acordo com o clima, a localizagdo geografica entre outros fatores.
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Segundo Bordin (1998), a capacidade dos carrapatos em se adaptar e
sobreviver a condigdes adversas se deve provavelmente a mutabilidade potencial do
parasito (pressao seletiva dos individuos resistentes), ao grau variavel de desafio
relacionado com a variabilidade epidemioldgica entre periodos favoraveis e
adversos, habilidade bioquimica da espécie, inadequacdo de algumas praticas
terapéuticas, dosagens errbneas, e outros fatores. Por vezes, a resisténcia esta
instalada em uma populacdo de carrapatos até mesmo antes de entrarem em
contato com determinado produto. Isso ocorre porque ja existiam na populacao
alguns individuos naturalmente resistentes.

Os principais mecanismos utilizados pelos carrapatos resistentes para
sobreviver aos acaricidas sdo: a reducdo da taxa de penetracdo do produto,
alterando o tegumento externo; as mudangas no metabolismo, armazenamento e
excrecao do produto quimico; e mudangas no local de acdo do produto (Furlong,
2000).

As principais caracteristicas da resisténcia apresentadas pelos carrapatos
sao genéticas e de carater irreversivel, ou seja, filhos de pais resistentes também
serdo resistentes e, se houver estabelecimento da resisténcia a um produto, a
suspensao do uso do mesmo por um determinado periodo de tempo néo o habilitara
a um novo uso eficaz (Gonzales, 1975).

Na década de 30 do ultimo século foram identificados os primeiros casos de
resisténcia ao carrapato R. (B.) microplus. Desde entdo, diversos principios ativos
carrapaticidas tém sido testados e utilizados comercialmente, tendo sido observado
um aumento da resisténcia a esses produtos (Oliveira, 2002).

Nos ultimos anos, muitos trabalhos no Brasil tém demonstrado que a eficacia
dos carrapaticidas, disponiveis no mercado, esta bastante comprometida. A Embrapa
Gado de Leite realizou, durante os anos de 1997 a 1999, aproximadamente 200
testes para avaliar a sensibilidade/resisténcia de populacbes de carrapatos a
carrapaticidas em Minas Gerais. Os produtos utilizados nos testes (coumafds,
amitraz, cipermetrina + clorpirifés, deltametrina e alfametrina) representaram os
principais grupos de carrapaticidas disponiveis no mercado. O resultado desse

trabalho mostrou o estado critico de resisténcia generalizada dos carrapatos aos
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poucos grupos de carrapaticidas de contato existentes no mercado. Dentre os baixos
indices de eficiéncia encontrados, o melhor desempenho comparativo apresentado
foi de 61%, pelo grupo das diamidinas como, por exemplo, o amitraz (Furlong, 2002).

Atualmente, os controles biolégico e imunolégico ja constituem parte dos
programas de controle integrado de ectoparasitos que ainda exigem a utilizagdo de
produtos quimicos (Pruett, 1999).

2.2.2- Controle Imunoldgico: Vacinas

Vacinas contra carrapatos baseadas em antigenos tém provado ser um
método alternativo de controle de carrapatos bastante efetivo (Willadsen et al. 1995;
Rodrigues et al. 1995). Essas vacinas, baseadas no antigeno Bm 86, atuam na
ativagdo do sistema imunol6gico dos bovinos com posterior formacao dos anticorpos
especificos contra substancia protéica, de natureza antigénica. Os anticorpos
ingeridos pelos carrapatos durante a alimentagdo (hematofagismo) produzem lesées
intestinais nos carrapatos, levando-os a morte ou causando-lhes danos que irdo
interferir em sua reproducao (Kemp et al. 1989). O efeito da vacinagéao ao longo do
tempo pode reduzir entre 70 e 90% o numero de carrapatos sobreviventes entre uma
geracao e a seguinte. A redugdo do numero de fémeas de carrapatos que ficam
ingurgitadas pode ser insignificante ou, entéo, atingir niveis de 20 a 30% de eficiéncia
(Willadsen et al. 1995).

Dessa forma, a vacinacdo tem pouco ou nenhum efeito imediato sobre o
tamanho da populagéo de carrapatos. A efetividade em manter a infestagao abaixo de
um determinado numero de carrapatos que nao provoquem perdas econdmicas
significativas & dependente do uso da vacina como parte integrante de um Programa
de Controle Integrado do Carrapato (PCIC). Segundo Utech et al. (1978), para ragas
com resisténcia média acima de 95%, o0 uso correto da vacina pode manter a
populacdo de carrapatos abaixo de niveis economicamente significativos, sem a
necessidade de se utilizar acaricidas. Em muitas racas bovinas, cerca de 20% dos
animais carregam 50% dos carrapatos, sugerindo que a eliminagcdo desses animais
pode melhorar o desempenho da vacinagcdo. Todavia, quando os animais de baixa
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resisténcia (<85%) sao desafiados com alta infestagdo, somente o uso de vacinas nao
controla satisfatoriamente os carrapatos. Esse problema tem sido resolvido por meio
do uso combinado da vacina com a aplicacao estratégica de acaricidas. Recomenda-
se usar os acaricidas para reduzir a populacao de carrapatos a niveis muito baixos e
as vacinas para diminuir a taxa de aumento do numero de carrapatos.

A teoria dos “antigenos ocultos”, aqueles nao expostos ao sistema imune do
hospedeiro durante uma infestagdo natural, e o achado de uma proteina do intestino
(Bm 86) com essa caracteristica, significaram um grande avan¢o no desenvolvimento
de vacinas contra R. (B.) microplus. A Bm 86 induz resposta imunoldgica em bovinos
imunizados e é a base de duas vacinas comerciais presentes no mercado: a
TickGard®, desenvolvida na Austrélia pela Divisdo de Ciéncias Animais Tropicais do
CSIRO, e a Gavac®, desenvolvida no Centro de Engenharia Genética e
Biotecnologia de Cuba. As duas vacinas sao produzidas em sistema heterdlogo,
porém, a proteina da TickGard® é obtida na bactéria Escherichia coli e a da Gavac®
em Pichia pastoris. Embora essas vacinas estejam comercialmente disponiveis,
muitas vezes elas ndo asseguram o grau de protecao necessario para suprimir o uso
de acaricidas (Jonsson, 2000; Willadsen, 1996). O grupo australiano descreveu e
avaliou um segundo antigeno oculto, denominado Bm 91, que foi associado a Bm 86

e aumentou a eficécia parcial da vacinag¢ao (Riding et al., 1994; Willadsen, 1996).
2.2.3- Animais resistentes

A resisténcia dos animais, entre e dentro das racas influencia o custo do
controle dos carrapatos positivamente, por ser de baixo custo, permanente e nao
requerer gasto adicional para se produzir determinada quantidade de produto. Com a
globalizacdo, a capacidade dos produtores de se manterem economicamente
competitivos estd associada a disponibilizagcdo aos consumidores, de produtos
saudaveis e mais baratos. O controle quimico dos carrapatos combinado ou ndo com
vacinas anticarrapatos, aumenta o custo de producéo e os riscos de contaminacao
dos produtos.

Assim, a utilizagdo de animais de alta resisténcia aos carrapatos € de grande

importancia em qualquer programa onde se deseja a erradicacao destes. Em geral,
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Bos indicus (gado zebuino) é mais resistente a doencas parasitarias do que Bos
taurus (gado bovino) (Villares, 1941; Utech et al., 1978). Esses animais possuem um
eficiente sistema de defesa contra os parasitos, que os impede de se fixarem e
causarem danos; eles sdo extremamente sensiveis as larvas do carrapato; quando
estas tentam se fixar em sua pele, ficam incomodados, sentem muita coceira, e,
cocam-se com a lingua, retirando dessa forma, grande quantidade de larvas, que sao
ingeridas. Esse processo ocorre também nas outras fases do carrapato: ninfas e
adultos, sendo que pouquissimos carrapatos nos bovinos resistentes conseguem
chegar até a fase de fémea ingurgitada.

Os animais resistentes também possuem defesas imunologicas que
interferem na ingestao de sangue pelas fémeas do carrapato, de modo que elas nao
alcangam o mesmo tamanho que alcancariam se estivessem se alimentando em um

hospedeiro suscetivel.

O importante é identificar os animais que tém muitos carrapatos e os que tém
pouco ou nenhum, sendo que a aparéncia externa pode ajudar na selecdo dos
animais resistentes. Em testes de suscetibilidade dos bovinos aos carrapatos,
verificou-se que entre as racas leiteiras, holandés e pardo-suico apenas 20%
apresentaram resisténcia ao carrapato, enquanto que na raga Jersey esse porcentual
alcancou 70%. No caso dos zebuinos, nas racas gir e nelore 90% apresentaram
resisténcia ao carrapato, enquanto que nas ragas mesticas o porcentual caiu para
40% (Vivan, 2005).

Pesquisas revelam que nos animais mesticos existe uma relagdo entre o
comprimento do pélo e a infestagao por carrapatos. Animais com pélos bem curtos,
semelhante aos pélos dos zebuinos apresentam menor infestagao (Verissimo, 2004).
Gonzales (1975) ja alertava, que a medida simplista de importar ragas puras mais
produtoras de leite, em substituicdo as nativas, poderia contribuir para situagdes de
desequilibrio de dificil solugdo. Assim, o cruzamento de racgas leiteiras européias com
racas leiteiras zebuinas parece ser uma boa solucdo para algumas regides,
constituindo-se em uma arma natural para antagonizar o crescimento populacional

do carrapato.
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2.2.4- Controle fitoterapico do carrapato bovino

O controle de endo e ectoparasitos através da homeopatia vém sendo
utilizado por alguns produtores no Brasil, com bons resultados (Real, 2003).
Chungsamarnyart et al. (1991) ao estudar o efeito do extrato etandlico das folhas do
nim indiano, Azadirachta indica, sobre larvas do carrapato do boi ndo obtiveram
efeito significativo em 24 e 48 horas de contato das larvas com a solucéo. Furlong et
al. (2002) realizaram um estudo sobre os extratos alcodlico e aquoso do nim em
larvas de R. (B.) microplus. O extrato aquoso com 48 horas de exposicao obteve os
melhores resultados, mas a concentracdo CL90 foi muito alta para sua utilizacao
rotineira a campo. Silva et al. (2002a) avaliaram duas formulagbes comerciais do
6leo de nim contra R. (B.) microplus e observaram elevada eficiéncia dos produtos
somente em altas concentragdes.

Williams (1993) avaliou o efeito dos extratos de Artocarpus altilis e
Azadirachta indica na fisiologia reprodutiva de fémeas ingurgitadas de R. (B.)
microplus com o0s quais ocorreu 50% de inibicao da postura na dose de 0,54 e 0,46
mg do extrato etandlico, e 65 e 80% de falha na eclodibilidade, respectivamente para
cada espécie vegetal.

Silva et al. (2002b) concluiram em seus estudos sobre o efeito de Melia
azedarach sobre larvas de R. (B.) microplus, que esta planta possui um efeito
acaricida superior a Azadirachta indica e que seus extratos poderiam auxiliar no
controle deste ixodideo, fornecendo condi¢bes de minimizar problemas com a
resisténcia em varias propriedades rurais.

Mendes et al. (2002) avaliaram os efeitos dos extratos de Sesbania virgata,
Tabebuia ochraceae e Tecoma stans em larvas de R. (B.) microplus e concluiram
que o extrato de T. stans demonstrou certa eficiéncia (CL50 73,82 mg/mL) havendo
diferenca estatistica na concentragao letal de 50% com relagao ao amitraz (CL50 26
mg/mL).

Segundo Prates et al. (1998), o monoterpeno 1,8-cineol estd presente no
6leo essencial do capim-gordura, Melinis minutiflora, a uma concentracao de 10,6% e
esse monoterpeno matou 100% das larvas do carrapato R. (B.) microplus em 5
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minutos. O 1,8-cineol ou eucaliptol € um produto natural constituinte também do 6leo
essencial das folhas de vérias espécies de Eucalyptus (Myrtaceae).

Pesquisadores continuaram procurando fontes alternativas ao éleo essencial
de capim-gordura em espécies de eucalipto cultivadas no Brasil ricas em eucaliptol e
desenvolveram concentrados emulsionaveis que se diluem facilmente em agua,
possibilitando sua aplicacdo no gado. Os concentrados apresentaram eficiéncia
elevada nos testes desenvolvidos na Embrapa Gado de Leite, sob orientacdo do
pesquisador John Furlong. Estes possuem também potencial para combater pragas
de graos armazenados, a mosca-do-chifre, o berne e endoparasitas de caprinos,

ovinos e bovinos.

2.2.5- Rotacao de Pastagem

A rotacao de pastagem auxilia no controle do carrapato, ja que desfavorece o
fechamento do seu ciclo. No sistema extensivo, em que 0s animais permanecem
sempre na mesma pastagem, eles sdo constantemente reinfestados por parasitas,
principalmente vermes gastrintestinais e carrapatos, ja que o hospedeiro esta sempre
presente. Quando o bovino fica ausente em um piquete por um determinado periodo,
as larvas de R. (B.) microplus ndo encontram o hospedeiro e tém sua populagcao
diminuida pela acédo dos inimigos naturais e pela acdo do préprio ambiente. Periodos
secos, chuvosos, ou muito frios interferem negativamente na longevidade das larvas,
gue sucumbem na auséncia do hospedeiro (Abreu Jr., 1998).

Em sistemas de pastoreio rotativo como o Voisin, pesquisadores relatam que
ocorre uma reducdo na ocorréncia de carrapatos (Machado, 2004; Eli, 2005).
Embora nesse sistema haja uma alta concentracdo de animais, a permanente
mudanca de piquetes e o pastoreamento a fundo dos mesmos, dificultam o ciclo
evolutivo deste parasito (Machado, 2004). Outra forma de manter as pastagens
limpas de carrapatos é alternar o pastoreio dos bovinos com ovinos, caprinos ou
equinos, que fazem um pastejo diferente, obtendo o alimento bem junto ao solo
(Gonzéles, 1975).
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2.2.6- Controle bioldgico do carrapato dos bovinos

Existem varias alternativas para controle de R. (B.) microplus, que
associadas podem reduzir a populacao do mesmo a um limite aceitavel e compativel
com a producgao. Os predadores naturais desempenham um papel importante. Varios
predadores vertebrados (aves, ratos, camundongos e sapos) e invertebrados
(formigas e aranhas) foram apontados como predadores potenciais de fémeas,
parcial ou totalmente ingurgitadas e de ovos de R. (B.) microplus. Entre esses
inimigos naturais destacam-se aves como a garca-vaqueira (Egretta ibis) e a galinha
doméstica (Gallus domesticus) (Verissimo, 2004). Outras aves relatadas como
predadoras de carrapatos sdo: Quiscalus crassirostris, Crotophagaani sp, Buphagus
africanus, B. erythrorhynclus, Cyanopica cyana e Dives atroviolaceus (Arenales,
2003). E importante lembrar que a atuagdo desses inimigos naturais depende da
existéncia de um ambiente favoravel a eles, o que exclui a utilizacdo de agrotéxicos.
O uso intensivo e continuo de carrapaticidas e outros agrotéxicos promovem a
eliminacao de diversos seres vivos presentes no solo, que sdo predadores das larvas
de carrapato. Desta forma, os ovos viaveis depositados pela fémea do carrapato nao
encontram nenhum predador e tém ambiente propicio para continuidade de seu ciclo.
Em um solo saudavel, no entanto, estdo presentes diversos predadores como:
cochonilhas (Hemiptera); aranhas (Toutona triangulosa, Tegenaria domestica e
Lycosa sp); insetos hemipteros (familia Reduviidae); coledpteros (familia Carabidae,
Histeridae e Dermestidae); mariposas (Tinoola bisolliola); formigas carnivoras
(Pheidole megacephala); e vespas (familia Encyrtidae) (Arenales, 2003).

Samish et al. (2004) mostraram que os carrapatos tém numerosos inimigos
naturais e patégenos. Alguns resultados em laboratério sugerem que varias bactérias
sdo patogénicas a carrapatos, mas o seu modo de agdo e seu valor potencial
precisam ser ainda determinados para uso no controle biologico.

Os fungos entomopatogénicos englobam cerca de 90 géneros e 700
espécies, estando entre os bioagentes mais utilizados no controle biolégico de
pragas. Esses fungos ndo sao prejudiciais ao homem e outros animais

homeotermos, pois dificiimente conseguem se desenvolver na faixa de temperatura
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dos diferentes mamiferos (Alves, 1988). Os fungos entomopatogénicos mais
promissores apontados, Metarhizium anisopliae (Metcsnikof) e Beauveria bassiana
(Balsamo), estdo comercialmente disponiveis para o controle de alguns insetos-
praga, no entanto, o desenvolvimento de formulacdes efetivas destes fungos para
administracdo no carrapato faz-se necessario. Frazzon et al. (2000) estudando o
efeito de varios isolados de M. anisopliae sobre fémeas ingurgitadas de R. (B.)
microplus obtiveram 100% de mortalidade quando utilizaram 10 ’ esporos/mL do
isolado E6S1.

Existe também boa perspectiva quanto ao uso dos nematodides
entomopatogénicos (NEPs) das familias Steinernematidae e Heterorhabditidae no

controle desses ectoparasitas.
2.3- Nematoides Entomopatogénicos (NEPs)

Ha estudos demonstrando que as interacdes entre nematéides e insetos ja
ocorrem desde, provavelmente, 300 milhées de anos, periodo Carbonifero (Ferraz,
1998). A primeira publicacao foi feita por Aldrovandus (1623), quando o autor relatou
vermes alongados, emergindo dos corpos de gafanhotos mortos. Existem mais de 30
familias de nematdides associadas com insetos incluindo parasitas de animais e
plantas que utilizam insetos como vetores, sendo que nove destas possuem
potencial como agente de controle bioldgico (Kaya & Stock, 1988). Dentre estas,
mais atencado tem sido dada a duas familias: Steinernematidae, que compreende os
géneros, Steinernema Travassos e Neosteinernema Nguyen & Smart, e
Heterorhabditidae, com apenas o género Heterorhabditis Poinar. Estas familias
possuem associagdo patogénica com artrépodes e seus membros sdo chamados de
nematodides entomopatogénicos, causando morte de diferentes hospedeiros com
rapidez (24 a 72 horas) (Dowds & Peters, 2002). Atualmente existem descritas e
reconhecidas 43 espécies do género Steinernema, uma do género Neosteinernema
e 14 espécies do género Heterorhabditis (Adams et al., 2006).

Segundo Aguillera et al. (2003), nematbides dos géneros Steinernema e
Heterorhabditis continuam a despertar interesse de empresas em todo mundo que

estdo produzindo e comercializando produtos a base de NEPs para uso em culturas
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de alto valor comercial ou naquelas em que o uso de inseticidas quimicos nao é
adequado.

Os NEPs dos géneros Steinernema e Heterorhabditis sdo associados
mutualisticamente com enterobactérias dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus,
respectivamente. Os juvenis infectantes (JIs) transportam estas células bacterianas
em seus intestinos (Burnell & Stock, 2000).

Em ambos os géneros, o ciclo no hospedeiro se inicia pelos juvenis de
terceiro estagio no solo, também chamados de juvenis infectantes (JIs). Esses
nematoides de vida-livre ndo se alimentam e possuem uma série de atributos, como:
receptores que sado movéis, sao altamente virulentos, podem ser facilmente
cultivados in vitro, tém alto potencial reprodutivo, possuem um amplo espectro de
hospedeiros (Gaugler, 1981; 1988), no entanto, sdo bastante especificos nao
causando, portanto mortalidade indiscriminada (Peters, 1996); sdo seguros para
vertebrados, plantas e outros organismos ndo alvo (Poinar, 1989; Akhurst, 1990), séo
isentos de registro nos Estados Unidos (Gorsuch, 1982), sdo facilmente aplicados
usando equipamento de irrigacao (Georgis, 1990) e sdo compativeis com muitos
pesticidas (Forschler, 1990; Hara, 1983; Rovesti, 1988; 1990; Zimmerman, 1990).

Os JIs penetram em seus insetos hospedeiros através das aberturas naturais
(boca, anus e espiraculos) e migram até a hemocele. No entanto, os Jls de
Heterorhabditis podem penetrar também diretamente pelo tegumento, devido a
presenca de um dente quitinoso na sua extremidade anterior (Kaya & Gaugler,
1993). Uma vez dentro da hemocele do hospedeiro os Jls liberam células da bactéria
simbionte. As bactérias entdo se multiplicam e produzem toxinas e compostos
antimicrobianos (Burman, 1982). Apds seu crescimento exponencial, os nematoides
se alimentam delas e dos tecidos do inseto em decomposicao e se transformam em
juvenis de quarto estadio (J4). No género Heterorhabditis a primeira geragdo €
formada por hermafroditas. Essas hermafroditas se autofecundam, produzem ovos
que dardo origem a juvenis (J1, J2, J3 e J4), que se desenvolvem em adultos
anfimiticos de segunda geracédo, machos e fémeas. Dados sobre a determinagéo do
sexo neste género sugerem que o fendtipo sexual é determinado principalmente pelo
ambiente (Burnell & Stock, 2000). Ap6s o acasalamento destes, surgem novamente

0s juvenis que depois de se alimentarem do que restou do cadaver do inseto, vao
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para o solo em busca de novos hospedeiros completando o ciclo (Adams & Nguyen,
2002). Os juvenis infectantes no solo podem permanecer por varios meses até
encontrar um novo hospedeiro (Kaya, 1990).

O ciclo de vida das espécies de Steinernema é semelhante ao descrito
anteriormente, contudo os JIs penetram no hospedeiro somente pelas aberturas
naturais. Neste género a reproducao é sempre anfimitica e o J4 da primeira geracao

se desenvolve em machos ou fémeas.
2.3.1- Comportamento ecolégico de NEPs

O comportamento e ecologia dos NEPs tém sido estudados na tentativa de
torna-los cada vez melhores como agentes de controle bioldégico. A maioria dos
trabalhos tem focado em interacbes comportamentais destes nematdides com seus
hospedeiros (Lewis et al., 2006).

Muitos artigos publicados nesta area tém ressaltado que os nematdides
entomopatogénicos possuem grande potencial como agentes de controle biolégico,
no entanto por causa das "brechas” no conhecimento de seu comportamento de
busca (ou estratégia de infecgdo, associacdo com o hospedeiro, etc.), esse potencial
nao tem sido aproveitado de maneira satisfatoria (Lewis et al., 2006). Apenas
recentemente os NEPs tém sido utilizados em estudos basicos, onde séo vistos
como organismos modelo, respondendo a questbes sobre biologia parasitaria em
geral. Nao se pode conhecer todos os aspectos biolégicos de todas as espécies de
NEPs, entretanto, pode-se coletar e entender as informagdes de um determinado
organismo com que se trabalha. E importante entender tais questdes para que se
possa incrementar o sucesso destes organismos como agentes de controle bioldgico.

O comportamento especifico usado pelos Jls para procurar e achar o
hospedeiro pode variar dependendo da espécie de nematdide (Ramos-Rodriguez et
al., 2007). De acordo com Lewis et al. (1992) e Lewis et al. (1995), os nematdéides
entomopatogénicos podem ser divididos em duas categorias segundo suas
estratégias de busca pelo hospedeiro: (1) “cruiser”, que busca ativamente seu
hospedeiro movimentando-se no ambiente e com curtas pausas para procura; (2)

“ambusher”, que se locomove pouco no ambiente exibindo ainda o comportamento
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de nictacao (“senta-e-espera”) onde o nematdide ergue o corpo ficando apoiado em
sua cauda, movendo apenas a regiao anterior, € na presenca do hospedeiro “salta”
em sua direcdo. Existem autores que consideram também a estratégia intermediaria,
onde os nematdides buscam o hospedeiro e param para nictar (Grewal et al., 1994).

Observacgoes feitas por Grewal et al. (1994) em laboratério, mostraram que
nematodides “cruiser” percebem melhor seu hospedeiro através de quimiorrecepcao
(sem contato prévio com hospedeiro) e seu comportamento € mais eficiente em
substratos arenosos, quando comparado ao papel filiro como substrato. Ja os
“ambusher” sdo mais eficientes em papel filtro como substrato e mostraram-se
menos sensiveis a quimiorrecepgao.

A habilidade de S. glaseri Steiner em localizar efetivamente e parasitar
hospedeiros relativamente sedentarios como, por exemplo, larvas de Popillia
japonica Newman (Georgis & Gaugler, 1991), e sua forte resposta a compostos
quimicos provenientes do hospedeiro (Lewis et al. 1992, Grewal et al. 1993) sugerem
que estes nematédides utilizam a estratégia “cruiser” para localizar seus hospedeiros.
Seguindo esta mesma abordagem, Campbell & Gaugler (1993) agruparam S. feltiae
Filipjev, e H. bacteriophora Poinar como “cruisers”. No entanto, a baixa resposta a
sugestdes do hospedeiro por S. carpocapsae (Weiser) e S. scapterisci Nguyen e
Smart e sua habilidade para nictar em um substrato aspero sugerem que estas
espécies utilizam uma abordagem “ambusher” para encontrar seus hospedeiros
(Lewis et al., 1992; 1993; Grewal et al., 1993 Campbell e Gaugler, 1993).

Em Steinernema, o comportamento “ambusher” ocorre provavelmente em
pelo menos oito espécies, ocorrendo com observacées comprovadas somente em S.
carpocapsae, S. scapterisci € S. siamkayai Stock, Somsook e Reid (Campbell e
Kaya, 2002). O “salto” ocorre quando um JI esta na espera e o hospedeiro passa por
ele (Campbell e Kaya, 1999 a; b; 2000). A freqiiéncia de “saltos”, assim como o
comportamento de espera, varia entre espécies de Steinernema, contudo nunca foi
relatado em Heterorhabditis (Campbell & Kaya, 2002), mas ndo existe um motivo a
priori para suspeitar que nao pudesse ocorrer em espécies desse género (Lewis et
al., 2006).

A eficacia dos NEPs a campo pode ser melhorada simplesmente pela

combinacao de espécies e linhagens de nematoides contra aqueles insetos que eles
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estejam melhor adaptados. Esta abordagem requer entendimento de como os NEPs
localizam, identificam e avaliam o hospedeiro. O que se chama de processo de
infeccdo, deveria ser entendido como selegdo e busca especifica pelo hospedeiro,
comportamento de reconhecimento e ligagdo do hospedeiro (Kaya e Gaugler, 1993).

A selecao do hospedeiro pelo nematéide segue uma seqiéncia de fases que
incluem procura pelo habitat, aceitacdo e susceptibilidade do hospedeiro (Christen et
al. 2007). Este modelo tem sido adotado amplamente e tem se mostrado util para se
entender o comportamento de busca de parasitoides (Godfray, 1994), trematddeos
(Combes et al., 2002) e nematoides entomopatogénicos (Campbell e Lewis, 2002).

A primeira fase do comportamento é a procura do hospedeiro, a qual comecga
com a selecado do habitat, presumivelmente a mais importante fase que restringe os
nematodides de alcancar o hospedeiro (Kaya & Gaugler, 1993). Algumas espécies
parecem preferir procurar seus hospedeiros na superficie do solo ou perto deste
como S. carpocapsae, por exemplo (Moyle & Kaya, 1981), ao passo que outras estao
adaptadas a realizar esta procura de forma mais profunda no perfil do solo, como por
exemplo, H. bacteriophora (Choo et al.,1989).

A segunda fase na selecao do hospedeiro é a ligagdo do nematdide ao
inseto-hospedeiro alvo, ou seja, o contato do nematdide com a cuticula deste.
Apesar do contato do nematéide ao inseto ser um pré-requisito para infec¢do, esta
importante fase permanece sem estudo (Kaya e Gaugler, 1993).

A terceira fase ainda na selegdo do hospedeiro € o0 reconhecimento.
Superficies de carboidratos atraem a atencdo e produzem uma especificidade
essencial nos NEPs em reconhecer espécies de hospedeiros. No entanto, o papel
dos érgaos sensoriais e do(s) mecanismo(s) de reconhecimento do hospedeiro
durante a procura e ligacao dos NEPs ainda permanece pouco conhecido (Kaya e
Gaugler, 1993). Com relagcao a atrativos, alguns fatores tém mostrado influenciar o
comportamento dos Jls, e estes fatores incluem CO,, gradientes de temperatura e
fezes do hospedeiro (Gaugler et al., 1980; Byers e Poinar, 1982; Grewal et al., 1993;
Lewis., 1993).

Dando sequéncia a selecdo do hospedeiro, tem-se a penetracdo; NEPs
utilizam as aberturas oral ou anal e devem atravessar a parede do intestino. A

penetracdo pode potencialmente ser fatal para o nematdide devido a defesa



44

especifica de cada inseto (uma composigao letal do fluido do intestino ou uma forte
resposta imune contra o nematoide) ou algumas outras condicbes que poderiam
interromper a infeccao do nematdide (Lewis et al., 2006). Para os NEPs o processo
de busca pelo habitat do hospedeiro (Kaya, 1990; Rasmann et al., 2005) e busca
pelo hospedeiro (Campbell & Lewis, 2002) sdo melhor entendidos do que o processo
de aceitacdo do hospedeiro. No entanto, o nivel de aceitagdo do hospedeiro é de
extrema importancia no processo de infec¢do dos NEPs. Depois de encontrar o
hospedeiro, os JIs precisam fazer uma deciséao irreversivel sobre se infectam ou nao
aquele hospedeiro (Christen et al., 2007).

Existem muitos outros fatores que afetam a penetragdo, como o nivel
fisiolégico do inseto ou o impacto da espessura da cuticula do inseto (Glazer, 1997).
Dependendo da espécie de nematdide e hospedeiro, diferentes rotas de penetragao
sdo tomadas. Duas rotas de entrada conhecidas sdo a da boca e a do anus. A
largura das aberturas pode excluir JIs (Eidt & Thurston, 1995) e as mandibulas
podem esmagar os nematoéides e mata-los (Gaugler & Molloy, 1981). Usando o anus
como porta de entrada se evita os problemas anteriores, sendo esta a principal rota
em larvas voadoras e minadoras de folhas (Renn, 1998). Mesmo assim, a freqlente
defecacado pode expelir os nematoides evitando sua entrada pelo anus. Portanto, a
invasdao em geral é mais bem-sucedida via abertura oral do que via anus (Cui et al.,
1993; Georgis & Hague,1981). Alternativamente, NEPs podem entrar no sistema
traqueal via espiraculos (Lewis et al., 2006).

QOutro local de penetracdo utilizado pelos NEPs é o integumento ou
membranas intersegmentadas do inseto. A penetracdo através do integumento foi
demonstrada ser a principal rota de entrada de S. feltiae em Tipula paludosa (Lewis
et al., 2006).

2.3.2- Controle Biol6égico de insetos-praga com a utilizacao de NEPs

O uso de NEPs para o controle de pragas agricolas ja vém sendo feito ha
algum tempo (Kaya & Gaugler, 1993). Nos ultimos dez anos os estudos vém sendo
realizados ndo sé em laboratério, como também em aplicagdes a campo (McCoy et
al., 2000).
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Em termos de seguranca, estes nematdides sao considerados
ambientalmente seguros e nao toxicos para vertebrados, estando assim isentos de
registro e regulamentag¢des na maioria dos paises, simplificando assim sua utilizagéo
e o desenvolvimento de novas formula¢des (Dolinski & Moino Jr., 2006).

Cerca de 90 empresas sediadas nos Estados Unidos, Canada, Australia,
Suica, Republica Tcheca, ltalia, Reino Unido, Suécia, Dinamarca, Alemanha,
Holanda, Cuba, Israel e Japao produzem nematdides em nivel comercial para o
controle de diversas pragas agricolas e alguns parasitas de importancia veterinaria e
saude publica (Georgis, 1992; Georgis & Manweiler, 1994; Glazer & Lewis, 2000;
Stock, 2001).

Nos Estados Unidos, Shapiro-ilan et al. (2003) testaram em laboratério 15
isolados de quatro espécies de nematdides entomopatogénicos contra larvas de
besouros curculionideos em plantagdes de péssego (Prunus persica). A mortalidade
das larvas foi de 30% para todos os isolados. Anteriormente foram testadas a
eficiéncia e persisténcia de trés espécies de NEPs, S. riobrave (Cabanillas, Poinar &
Raulston), H. bacteriophora e H. indica, produzidos comercialmente na América do
Norte e aplicados a campo em Citrus sp. Os nematbides foram aspergidos no solo,
em concentragdes variando de 11 a 216 juvenis/cm? abaixo das copas das arvores.
O numero de nematdides no solo diminuiu com o passar dos dias e até o 14° dia
foram observados nematdides vivos no campo. Em concentracbes acima de 54
JI/cm?, foi observada eficiéncia dos nematoides (McCoy et al., 2000).

Fallon et al. (2006) utilizaram quatro espécies de Steinernema sp. e duas
espécies de Heterorhabditis sp., para o controle da praga do algodao Plectrodera
scalator (Fabricius) (Coleoptera: Cerambycidae). A mortalidade nos tratamentos
variou de 0-58%.

A viruléncia de S. scarabei Stock & Koppenhéfer, H. zelandica Poinar e H.
bacteriophora foi verificada em laborat6rio e em casa de vegetagao por Koppenhofer
et al. (2006) contra cinco espécies de besouros escarabeideos. Os nematdides H.
bacteriophora e H. zelandica foram virulentos para quatro das cinco espécies de
besouro; S. scarabei apresentou baixa viruléncia para uma espécie de besouro e alta

para as outras.
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Na América Latina varios nematdides entomopatogénicos tém sido
encontrados atacando insetos e isolados a partir dos hospedeiros ou do solo.
Ressaltando-se o trabalho realizado por Travassos no Brasil, transferindo a espécie
Aplectana kraussei para um novo género por ele denominado Steinernema. Um
provavel Heterorhabditis sp. foi encontrado atacando a broca do algodoeiro,
Eutinobothrus brasiliensis (Hambleton) (Coleoptera: Curculionidae), mas foi descrito
erroneamente por Pereira (1937) como Rhabditis hambletoni.

A espécie S. scapterisci Nguyen & Smart foi primeiramente encontrada no
Brasil e no Uruguai atacando a paquinha Neocurtilla hexadactila (Perty) (Orthoptera:
Gryllotalpidae) (Fowler & Garcia, 1988), e em seguida na Argentina parasitando o
mesmo hospedeiro (Stock, 1992). Esse nematdide mostrou ser um parasita bem
adaptado ao inseto, sendo patenteado para exploracao comercial visando o controle
dessa praga. Atualmente, S. scapterisci é utilizado em larga escala nos Estados
Unidos para o controle de paquinhas em campos de golfe e pastagem.

Na regido dos Pampas na Argentina foi feito um levantamento de nematoides
entomopatogénicos coletando-se 310 amostras de solo de 14 localidades, além de
264 insetos encontrados ao longo dos percursos, para serem checados quanto a
presenca desses patdgenos. Nematdides entomopatogénicos foram encontrados em
41 amostras, sendo 65,9 % steinernematideos (S. feltiae, S. carpocapsae e S.
scapterisci) e 34,1 % heterorhabditideos (H. bacteriophora e H. argentinensis Stock).
Solos pesados apresentaram nematdides em 19 ocasides, enquanto que em solos
arenosos, 22 ocasioes. Nenhum nematbide foi encontrado em solo argiloso.
Nematdides da familia Steinernematidae e Heterorhabditidae foram encontrados em
27 dos 264 insetos coletados no levantamento. Esses nematobides foram isolados de
larvas de curculionideos em alfafa, larvas de escarabeideos e ninfas da paquinha N.
hexadactila (Stock, 1995).

Doucet et al. (1996) encontraram uma nova populacdo de H. bacteriophora
na regido de Rio Negro, Argentina que apresentou algumas diferencas morfolégicas
comparadas a populagao de Cordoba, incluindo o fato de os insetos parasitados pela
primeira popula¢do néo apresentarem luminescéncia e ndo mudarem de cor.

No Brasil, Schmitt et al. (1992) conseguiram bons niveis de controle de
Cosmopolites sordidus (moleque da bananeira) com a aplicagao de S. carapocapsae
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em iscas. Passos Jr. et al., (1995) estudaram o efeito da aplicagdo de S.
carpocapsae sobre a sauva-limao (Atta sexdens rubropilosa), sem muito éxito. A
utiizacdo de nematdides nativos deve ter prioridade sobre os exoticos que devem
ser aplicados em ultimo caso. Nematéides nativos ja estdo adaptados as condigdes
climéaticas e a entomofauna local (Dolinski, 2006). No Brasil, o isolamento de NEPs
foi feito em Rondbnia (Machado & Dolinski, 2005), Minas Gerais (Acevedo et al.,
2005), Rio de Janeiro e Sao Paulo, tratando-se em sua maioria de
heterorhabditideos.

Dolinski et al. (2006) testaram a viruléncia de nove espécies de NEPs contra
uma praga da goiaba (Coleoptera: Curculionidae) em laboratério e em casa de
vegetagdo. Em laboratério as maiores mortalidades alcangadas foram observadas
para Heterorhabditis baujardi LPP7 Phan et al. 2003, H. indica Hom1 e H. indica
LPP1. Em casa de vegetacdo foi testado apenas H. baujardi LPP7, nas
concentracoes de 500, 1000 e 2000 JI/ 50 mL, sendo que as concentragdes de 1000
e 2000 JI/ 50 mL por vaso alcangaram uma mortalidade de 60% das larvas do

besouro.

2.3.3- Controle bioldgico do carrapato bovino com NEPs

A maioria dos trabalhos relacionados com o controle biolégico de
carrapatos por nematoides entomopatogénicos apresenta poucos dados sobre a
interferéncia dos nematoides na biologia reprodutiva das fémeas dos carrapatos.
Os dados de literatura sdo geralmente sobre a taxa de mortalidade, quantidade de
nematoides utilizados, tempo de exposicao e quais espécies e isolados utilizados.

Os NEPs foram testados em varias fases e estagios de vida do carrapato € a
fémea ingurgitada demonstrou ser a fase mais susceptivel aos nematoéides. Durante
a fase parasitaria os carrapatos foram extremamente resistentes e seus ovos
também nao foram afetados (Samish et al., 2004).

Samish et al.,, (2000a) avaliaram a viruléncia de S. carpocapsae, H.
bacteriophora e Heterorhabditis sp. S3 e IS5 a quatro espécies de carrapatos B.
annulatus Say, Hyalomma excavatum Koch, Rhipicephalus bursa Canestrini &

Fanzago e Rhipicephalus sanguineus Latreille. Para todos os carrapatos foram
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utilizadas as concentra¢des de 200, 1000 e 5000 Jls. A mortalidade dos carrapatos
aconteceu em média apds sete dias de exposicdo. B. annulatus obteve 90% de
mortalidade na concentragdo de 200 JIs para todos os nematdides testados. Para os
demais carrapatos apenas a concentragdo de 5000 Jls apresentou mortalidade de
90%. Em outro trabalho foi comprovada a susceptibilidade de treze espécies de
ixodideos e duas espécies de argasideos aos nematdides entomopatogénicos
(Samish & Glazer, 2001).

A viruléncia de isolados de NEPs (irés heterorhabditideos e seis
steinernematideos) a fémeas ingurgitadas de B. annulatus referentes a trés
parametros do processo de infeccdo foram relatados por Glazer et al., (2001): o
efeito do tempo de exposicdo sobre a mortalidade dos carrapatos, com melhor
resultado para os isolados de heterorhabditideos; a quantidade de nematdides que
penetram nos carrapatos, que variou de 16 a 141; e a taxa de mortalidade depois da
injecao de 1, 2 ou 3 nematodides, onde um juvenil de Heterorhabditis sp. causou a
morte do carrapato. O mesmo nao foi observado para as espécies de Steinernema.

Dois isolados de S. carpocapsae Santa Rosa e ALL foram testados por
Freitas-Ribeiro et al., (2005) em R. (B.) microplus, analisando os efeitos dos
nematodides sobre parametros bioldgicos do carrapato. Foram utilizadas as
concentracoes de 600, 3000 e 30.000 JlIs dispersos em 2 mL de agua destilada por
placa de Petri com areia. Todos os parametros analisados (peso da massa de ovos,
indice eficiéncia reprodutiva e tempo de sobrevivéncia) tiveram valores reduzidos,
em ambos os isolados quando comparados ao controle.

Pesquisa realizada por Vasconcelos et al. (2004) com duas espécies de
nematoides entomopatogénicos, S. glaseri e H. bacteriophora avaliou a mortalidade
das fémeas, peso da massa de ovos, periodo de pré-postura, porcentagem de
eclosdo e indices de eficiéncia reprodutiva e nutricional de R. (B.) microplus. Neste
trabalho foram utilizadas sete concentracées de nematoides (375, 500, 750, 1500,
2500, 5000 e 25.000) colocados em areia umedecida com agua destilada em placa
de Petri. O estudo mostrou que os nematdides foram eficientes no controle do
carrapato, causando alta mortalidade e baixo peso da massa de ovos.

A associagdo de um nematoide entomopatogénico com um carrapaticida foi
testada por Reis (2005) para o controle de R. (B). microplus e foram avaliados os
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parametros mortalidade das fémeas, peso da massa de ovos, periodo de pré-
postura, porcentagem de eclosado e indices de eficiéncia reprodutiva e nutricional.
Neste estudo foi utilizado S. glaseri nas concentracdes de 10.000 Jls dispersos em 3
mL de agua destilada, juntamente com um carrapaticida organofosforado em cinco
diluicbes (dose comercial, metade, quarta, oitava e décima sexta parte da dose
comercial). Os carrapatos foram submersos nessa solucao por cinco minutos, depois
transferidos para placas de Petri com papel filiro e incubados em camaras
climatizadas. Os tratamentos apresentaram mortalidade de 99,8-100% e reducao em
todos os valores dos parametros analisados. O acaricida nao afetou a viabilidade do
nematodide e aumentou sua eficiéncia nos tratamentos com doses mais baixas de
carrapaticida. Neste trabalho também foi relatado pela primeira vez na literatura que
um nematdide entomopatogénico conseguiu completar seu ciclo biolégico, com
juvenis emergindo em um hospedeiro que ndo um inseto. Este fato ocorreu para
associacao com as concentracdes de 1/8 e 1/16 da dose comercial com 10.000 Jls
de S. glaseri.

Alekseev et al. (2006) mostraram que varios experimentos em laboratério
utilizando nematdides entomopatogénicos no controle de carrapatos apresentaram
resultados satisfatorios, mas quando repetidos a campo os resultados nao foram os
mesmos. Segundo os autores, isto aconteceu porque em laboratério sdo oferecidas
condigdes ideais para o estudo, ndo levando em consideragao fatores adversos que
ocorrem no solo. Foram conduzidos experimentos em casa de vegetagéo, a fim de
avaliar o efeito da textura e umidade do solo na atividade de diferentes nematdides
em controlar fémeas ingurgitadas de B. annulatus, sendo testadas trés espécies de
heterorhabditideos, e trés de steinernematideos. Todas as espécies de nematdides
ndo penetraram mais que 6 cm no solo, e a maior taxa de mortalidade foi para os
dois isolados nativos de Heterorhabditis (maior que 85%), enquanto que para as
outras espécies nao passou de 50%.

Silva (2006) verificou a acdo do nematdide entomopatogénico
Heterorhabditis indica LPP1 sobre a biologia reprodutiva de fémeas ingurgitadas do
carrapato bovino testando diferentes concentragées (375, 750, 1.500, 3.000, 6.000,
12.000 e 24.000) de JlIs. Todas as concentragbes apresentaram eficacia de controle

acima de 95%. Os pesos finais mostraram diferenca entre o grupo controle e os
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grupos tratados, o que néo ocorreu entre os tratamentos. No peso da fémea e no
indice nutricional houve diferengca entre o grupo controle e os grupos tratados,
aumentando com a maior quantidade de nematoides. Tanto para periodo de postura
quanto para periodo de sobrevivéncia foi evidenciada uma reducdo. A massa de
ovos e a porcentagem de eclosao larval foram reduzidas. O indice de produgéo de
ovos do grupo controle mostrou-se semelhante a menor concentragao e diferente

entre os demais tratamentos.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — Local de realizacao dos experimentos, obtencao e manutencao do

material vivo

O estudo foi realizado no periodo de marco de 2006 a fevereiro de 2008 no
Laboratério de Entomologia e Fitopatologia (LEF) do Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias (CCTA) na Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF), Campos, RJ.

Foram utilizadas no experimento, duas estirpes de fémeas ingurgitadas de R.
(B.) microplus, uma sensivel e outra resistente a carrapaticidas. As fémeas sensiveis
(Porto Alegre-RS) nao tiveram contato com carrapaticidas e foram provenientes da
colénia mantida no Campo Experimental da Embrapa Gado de Leite em Coronel
Pacheco, MG. As fémeas resistentes foram provenientes de remanescentes de
testes com carrapaticidas na Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora-MG.

Foram utilizados os nematdides H. baujardi LPP7 e H. indica LPPA4.
provenientes da Floresta Amazénica (Monte Negro-RO) e foram identificados com
base na morfologia e biologia molecular (Dolinski et al. 2008). Os nematdéides foram
multiplicados em larvas no 7° instar de Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)
provenientes da criagdo mantida no Laboratério de Entomologia e
Fitopatologia/Nematologia da UENF, utilizando-se 100 JIs diluidos em 0,5 mL de
agua destilada para cada 5 larvas em placas de Petri (9 cm de didmetro) forradas

com papel filtro no fundo (Whatman n®1) e acondicionadas em camara climatizada a
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27 £ 1°C e UR > 80%, durante 48 horas (Figura 5). Apds a morte das larvas, estas
foram transferidas para armadilhas modificadas de White (White, 1927) e
acondicionadas nas mesmas condigdes supracitadas. Apds 11 a 12 dias, quando os
primeiros juvenis infectantes comegaram a emergir dos cadaveres de G. mellonella,
foram realizadas coletas destes, em dias alternados, utilizando-se pipetas Pasteur.
Os Jls foram acondicionados em garrafas de cultura de células (40 mL) e
armazenados em camara climatizada a 16 £ 1°C e UR > 80% por até uma semana
antes dos testes (Figura 5).

Figura 5. Procedimento para multiplicagdo dos nematoides Heterorhabditis baujardi

LPP7 e H. indica LPP4. A. Larvas de Galleria mellonella no 7° instar utilizadas na
multiplicagdo dos nematdides; B. Armadilha de White modificada, sendo evidenciada
no asterisco (-) o local onde os juvenis infectantes sdo coletados e na seta (—) as
larvas de Galleria mellonella mortas; C. Detalhe do armazenamento dos juvenis em

garrafas de culturas de células (40 mL).

3.2- Procedimento experimental

O procedimento experimental foi baseado na metodologia utilizada por
Vasconcelos et al., (2004). Foram testados sete tratamentos mais o controle,
representados por diferentes concentragdes de Jls (15, 30, 60, 120, 240, 480 e 960).
Para a obtengdo das concentragdes de 120, 240, 480 e 960 JIs em 0,5 mL de agua
destilada foi utilizado o método volumétrico sob microscépio 6ético, utilizando-se a

lamina de Peters para contagem, com 20 aliquotas de 10 uf cada, homogeneizando-
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se a solugdo a cada coleta. Para a obtencdo das concentragdes mais baixas (15, 30
e 60 JIs), os juvenis foram coletados manualmente com o auxilio de bambu.

Foram utilizadas oito placas com 24 orificios cada, aos quais foram
adicionados 4 g de areia peneirada e autoclavada. Cada placa representou um
tratamento ou concentragdo de JI. Para o controle foi utilizada a mesma placa com
areia e 1 mL agua destilada isenta de nematodides. Os nematéides foram adicionados
a areia antes dos carrapatos (Figura 6).

Cada tratamento teve 24 repeticoes, sendo cada fémea uma unidade
experimental. Foram utilizadas fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus
desprendidas naturalmente do hospedeiro no dia anterior. As fémeas foram

separadas, pesadas e distribuidas de forma homogénea nas placas.

Figura 6. A. Detalhe do procedimento experimental utilizando placa de cultura de
células com 24 orificios utilizada nos experimentos; B. Placa com areia e carrapatos

demonstrando um dos tratamentos.

As placas foram acondicionadas em camara climatizada a 27 + 1°C a UR >
80%, durante um periodo de 72 horas. O processo de infec¢édo foi observado durante
as 72 horas de exposicdo aos nematdéides em cada um dos tratamentos. Todas as
observacoes feitas durante e apds o processo de infeccao foram fotografadas com a
camara digital Kodak® EasyShare C743 com Zoom oéptico de 3X, com 7.1
Megapixels.

Ap6s o periodo de exposicdo, as fémeas foram individualmente
acondicionadas em placas de Petri (5 cm de diametro) e dentro de cada placa foi
colocado um separador feito de tiras de papel aluminio para isolar diariamente a
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massa de ovos de cada fémea (Figura 7). As fémeas de R. (B.) microplus foram
observadas diariamente até a uUltima morte, anotando-se as datas de inicio e fim de
postura para fémeas que ovipositaram, data da morte e aspecto pdés-morte, para
todas as fémeas. Foi observado também e fotografado o aspecto delas apéds
infeccao pelo nematoide.

Figura 7. Detalhe da placa de Petri de 5 cm de diametro e do separador da massa
de ovos confeccionado de tiras de papel aluminio (seta) utilizados para separar
individualmente as fémeas ingurgitadas do carrapato apds as 72 horas de exposicao
ao nematéide.

As posturas foram separadas todos os dias, para se observar o ultimo dia

de postura de cada fémea, e trés dias apoés o final da postura a quendgina (fémea
do carrapato apos ter feito a postura dos ovos) foi pesada. A postura total de cada
fémea foi pesada, identificada, acondicionada em seringa plastica adaptada e

incubada em camara climatizada a 27 + 1°C e UR > 80% (Figura 8).
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Figura 8. Detalhe das seringas plasticas de 5 mL adaptadas e utilizadas para
armazenamento de todos os ovos depositados durante o periodo reprodutivo das
fémeas de carrapatos.

Depois de 15 dias de incubacao, as posturas foram revisadas diariamente,
para observar e datar a eclosdo da primeira larva e o periodo de incubagao dos
ovos de cada fémea. Ap6s o final da eclosdo de todas as larvas foi feita a
estimativa visual da ecloséo das larvas para se obter o porcentual de eclosao.

3.3- Parametros bioldgicos analisados das fémeas ingurgitadas
sensiveis e resistentes

» Peso inicial: peso inicial de cada fémea ingurgitada;

A\

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

> Alteracdo do peso da fémea: alteracdo do peso da fémea apds final de
postura (Peso inicial - Peso final);

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

> Periodo postura: periodo que abrange o dia do inicio da postura até o dia da
ultima ovoposicao;

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

» Porcentual de controle (%C): foi calculado segundo férmula de Drummond

et al., (1973):

%C= ER* Grupo controle — ER* Grupo tratado

ER* grupo controle

ER= Peso da massa de ovos x % de eclosdo x 20.000*

Peso inicial das fémeas

ER*= Reprodugéo estimada
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* Constante que indica o numero de ovos presentes em 1g de postura.

> Mortalidade cumulativa: Porcentual da mortalidade acumulada ao longo dos
dias de todos os tratamentos e controle. A mortalidade foi registrada
diariamente e constatada por meio da averiguacao da ocorréncia de reflexos
nas patas e pela coloragéao geral do corpo das fémeas.

Os valores finais correspondem as médias obtidas de cada unidade
experimental de todos os tratamentos de cada parametro.

3.4- Anadlise estatistica

Para todos os parametros foi feita analise de varidncia com ANOVA.
Existindo significancia, foi aplicado o teste de Tukey-Kramer em 5% de significancia
para comparar as médias dos parametros. Nos tratamentos em que as diferencas
entre os desvios padrdo caracterizavam uma amostragem de distribuicdo nao
normal, foram utilizados os testes nao-paramétricos Kruskal-Wallis e Dunn (Sistema

de Andlises Estatisticas e Genéticas, 1997).
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4- RESULTADOS

Processo de Infeccao

Durante o periodo entre 48 e 72 horas de exposi¢ao de fémeas ingurgitadas
susceptiveis e resistentes a carrapaticidas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
aos nematdides foram observadas, pela primeira vez, sendo penetradas, via
espiraculo, por nematéides juvenis infectantes de H. indica LPP4 e H. baujardi LPP7.
Sendo que essa observagdo e registros foram possiveis apenas na maior
concentracao de 960 JIs/ @ (Figura 9).

Figura 9. A. Foto do primeiro registro e detalhe da penetracdo, via espiraculo, do
nematéide juvenil infectante em fémea ingurgitada do carrapato bovino

Rhipicephalus (Boophilus) microplus susceptiveis e resistentes a carrapaticidas. (A)
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Penetracdo de um unico juvenil infectante de Heterorhabditis indica LPP4 pelo
espiraculo e (B) Grupo de juvenis infectantes de H. baujardi LPP7 penetrando no
corpo da fémea pelo espiraculo durante 72 horas de exposi¢cdo ao nematoide. Barra

= 1mm.

Uma semana apés a infeccdo com ambas as linhagens de nematdides,
foram observadas uma gradacdo na coloragdo de acordo com o0 aumento da
concentracado de JIs nas fémeas de R. (B.) microplus e uma intensa coloracao

vermelha na maior concentragao (960 Jls/ @) (Figura 10 e 11).

Figura 10. Gradacdo da coloracdo das fémeas de Rhipicephalus (Boophilus)

microplus infectadas com Heterorhabditis baujardi LPP7 de acordo com a
concentracdo de juvenis infectantes (JIs) utilizados. Da esquerda para direita,
controle, 15, 30, 60, 120, 240, 480 e 960 JIs/ Q. Barra = 1mm.
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Figura 11. Intensa coloracao vermelha da fémea do carrapato R. (B.) microplus
observada no tratamento de maior concentracao (960 Jls/ @). Foto em microscopio

estereoscopico. Barra = 1mm.

Durante o periodo de postura das fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus
observou-se que a massa de ovos das fémeas do tratamento de maior concentracao
(960 Jls/ Q) aparentava um estado alterado enquanto que a massa de ovos do grupo
controle apresentava um aspecto normal (Figura 12).

Figura 12. A. Aspecto alterado da massa de ovos de uma fémea ingurgitada de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus observado no tratamento de maior
concentracao de juvenis infectantes (JIs) de H. baujardi LPP7 (960 Jls/ Q) . Seta
mostra ovo com sua casca afetada. B. Massa de ovos com aspecto normal de fémea
ingurgitada de R. (B.) microplus do grupo controle. Foto em microscépio

estereoscopico. Barra = 1mm.

Pesos iniciais

Nao houve diferenca significativa entre o controle e os tratamentos, nem
entre os tratamentos nos testes com fémeas ingurgitadas sensiveis e resistentes
(P>0,05). Assim sendo, pbde-se continuar o experimento com as diferentes
concentracoes de NEPs e avaliar os parametros reprodutivos das fémeas
ingurgitadas (Figura 13 e 14).
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Figura 13. Peso inicial de fémeas ingurgitadas de R.(B.) microplus estirpe sensivel e

resistente em relacado a concentracao de juvenis de H.indica LPP4.
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Figura 14. Peso inicial de fémeas ingurgitadas de R.(B.) microplus estirpe sensivel e
resistente em relacao a concentracao de juvenis de H. baujardi LPP7.
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Peso da Postura

- Heterorhabditis indica LPP4

Os tratamentos foram diferentes do controle a partir da concentragao de 120
JIs/ ©. A concentragdo que mais reduziu a massa de ovos foi a de 960 JIs/ ¢ (3,33
mg em média) (Figura 15).

Em fémeas resistentes o peso da massa de ovos do controle diferiu
estatisticamente da maioria dos tratamentos e a partir da concentracao de 120 Jls/ ¢
os tratamentos foram diferentes do controle. A concentragao de 960 Jls/ @ foi a mais
eficaz reduzindo drasticamente a massa de ovos (6,83 mg em média) em

comparagao ao controle ( Figura 15).
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Figura 15. Peso da postura de fémeas ingurgitadas de R.(B.) microplus estirpe

sensivel e resistente em relagdo a concentracao de juvenis de H.indica LPP4.
- Heterorhabditis baujardi LPP7

A partir da concentracdo de 15 Jls/ @ os tratamentos foram diferentes do
controle. A concentracdo de 480 JIs/ @ foi a que mais reduziu a massa de ovos
dessas fémeas (12,58 mg em média), comparada ao controle (96,00 mg em média)
(Figura 16).



62

O controle diferiu dos tratamentos acima de 15 JIs/ @ em fémeas resistentes
de R. (B.) microplus. A concentragdo que notavelmente reduziu a massa de ovos foi
a de 960 Jls/ @ (Figura 16).

Peso da postura (mg) em relagao a
concentracao de juvenis H. baujardi LPP7
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Figura 16. Peso da postura de fémeas ingurgitadas de R.(B.) microplus estirpe
sensivel e resistente em relagéo a concentracao de juvenis de H. baujardi LPP7.

Alteracao do Peso

- Heterorhabditis indica LPP4

Na estirpe sensivel foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos acima de 60 Jls/ @ e o controle, assim como entre a maioria dos
tratamentos. A concentracao que reduziu significativamente a alteracdo do peso foi a
de 960 JIs/ . Nesse tratamento, a fémea nao perdeu peso ovopositando e morreu
precocemente com uma alteragdo de 23,16 mg em média em comparagdo com 0
controle, que teve uma alteragao de peso em média de 164,71 mg (Figura 17).

Em fémeas resistentes existiram diferencas entre o controle e os tratamentos
a partir da concentracéao de 15 Jls/ ¢, assim como entre tratamentos. A concentragao
gue mais alterou o peso foi a de 960 JIs/ ¢ com 37, 04 mg em média, comparado ao

controle com alteragéo de 97,08 mg em média (Figura 17).



63
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Figura 17. Alteracdo do peso de fémeas ingurgitadas de R.(B.) microplus estirpe

sensivel e resistente em relagdo a concentracao de juvenis de H.indica LPP4.
- Heterorhabditis baujardi LPP7

Foram notadas diferengas significativas em fémeas sensiveis, o controle
diferiu dos tratamentos acima de 240 JIs/ ¢ e a concentragdo de 480 JIs/ © foi a que
mais afetou a alteragcdo de peso (76,33 mg em média) em comparagdo com 0O
controle, com alteragcdo média de 178, 50 mg (Figura 18).

Nas fémeas resistentes o controle também diferiu dos tratamentos acima da
concentracao de 240 Jls/ ¢, e os tratamentos diferiram entre si. A concentracdo que
mais diminuiu a alteracdo do peso foi a de 480 JIs/ ¢ (26,58 mg em média) em

relagéo ao controle com 97,08 mg em média (Figura 18).
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Figura 18. Alteracdo do peso de fémeas ingurgitadas de R.(B.) microplus estirpe

sensivel e resistente em relagéo a concentracao de juvenis de H. baujardi LPP7.
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Periodo de Pré-Postura

- Heterorhabditis indica LPP4

O periodo de pré-postura em dias referentes a fase ndo parasitaria de
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus estirpe sensivel e
resistente tratadas com as concentracdes de 15, 30, 60, 120, 240, 480 e 960 JIs/ @
de Heterorhabditis indica LPP4 e Heterorhabditis baujardi LPP7 nao apresentou
diferenca significativa em relagcao ao controle (3,74 e 6,47, respectivamente), exceto
para a concentracao de 240 Jls/ ¢ utilizando Heterorhabditis indica LPP4 em fémeas
sensiveis (Figura 19).

Em fémeas sensiveis a concentracdao de 240 JIs/ Q foi diferente do controle.

As fémeas tratadas com esta concentracao tiveram seus periodos de pré-postura
prolongados em média 5,12 dias (Figura 19).

Nao houve diferencas significativas entre o controle e os tratamentos e nem

entre os tratamentos em fémeas resistentes do carrapato bovino (Figura 19).

Periodo de pré-postura (dias) em relagcéo a
concentracao de juvenis H. indica LPP4
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Figura 19. Periodo de pré-postura (dias) em relacdo a concentracdo de juvenis
infectantes de H. indica LPP4 em fémeas ingurgitadas de R.(B.) microplus estirpe

sensivel e resistente.
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- Heterorhabditis baujardi LPP7

Em fémeas sensiveis tratadas com H. baujardi LPP7 nao foram observadas
diferengas entre o controle e os tratamentos e nem entre os tratamentos (Figura 20).
Em fémeas resistentes também nao foram observadas diferencas entre o

controle e os tratamentos e nem entre os tratamentos (Figura 20).
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Figura 20. Periodo de pré-postura (dias) em relacdo a concentracdo de juvenis
infectantes de H. baujardi LPP7 em fémeas ingurgitadas de R.(B.) microplus estirpe

sensivel e resistente.
Periodo de Postura

- Heterorhabditis indica LPP4

Em fémeas ingurgitadas estirpe sensivel foram observadas diferencas entre
controle e os demais tratamentos a partir da concentracéo de 15 Jls/ @, com excecao
da concentragdo de 30 JIs/ @ que nao diferiu do controle. A concentragdo que
reduziu mais notavelmente o periodo de ovoposicéao foi a de 960 JIs/ @ com 2,25
dias em média, comparando com o controle (17,56 dias em média) (Figura 21).

Ocorreram diferengas significativas entre o controle e os tratamentos acima
de 15 Jls/ @ em fémeas resistentes. A concentracao que reduziu de maneira eficaz o
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periodo de postura foi a de 960 JIs/ @ com 2,46 dias em média, em contraposi¢do

com o controle (12,42 dias em média) (Figura 21).

Periodo de postura (dias) em relagao a
concentragao de juvenis H. indica LPP4
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de juvenis por fémea
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Figura 21. Periodo de postura (dias) em relacdo a concentragdo de juvenis
infectantes de H. indica LPP4 em fémeas ingurgitadas de R.(B.) microplus estirpe

sensivel e resistente.

- Heterorhabditis baujardi LPP7

Em fémeas sensiveis, o controle diferiu dos tratamentos a partir da
concentracao de 240 JIs/ Q. Sendo que a concentracdo de 480 JIs/ © foi a que mais
diminuiu o periodo de ovoposicéo (3,37 dias em média), enquanto que o controle
teve em média 11,78 dias (Figura 22).

Acima de 120 Jls/ @ foram observadas diferencas entre o controle e os
tratamentos em fémeas resistentes do carrapato bovino. A concentracdo que se
destacou causando uma queda no periodo de postura foi a de 480 Jls/ ¢ (2,90 dias

em média) em comparagao com o controle (11,28 dias em média) (Figura 22).
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15

Periodo de postura
(dias)

M estirpe sensivel

Concentracao
de juvenis por fémea O estirpe resistente

Figura 22. Periodo de postura (dias) em relacdo a concentragdo de juvenis
infectantes de H. baujardi LPP7 em fémeas ingurgitadas de R.(B.) microplus estirpe

sensivel e resistente.

Periodo de sobrevivéncia

- Heterorhabditis indica LPP4

Em fémeas ingurgitadas estirpe sensivel foram verificadas diferencas
significativas entre o controle e os tratamentos a partir da concentracao de 30 Jls/ %.
A concentracao de 480 Jls/ @ foi que a que se destacou na redugado do periodo de
sobrevivéncia das fémeas (3,56 dias em média) diferentemente das fémeas do
controle (24,71 dias em média) (Figura 23).

Ocorreram diferencas significativas entre o controle e os tratamentos em
fémeas resistentes do carrapato bovino a partir da concentragao de 15 JIs/ ¢, com
excecao da concentragao de 60 JIs/ @, que foi estatisticamente igual ao controle. Por
fim, a concentracdo que se destacou em reduzir a sobrevivéncia das fémeas foi a de
960 JIs/ @ com 5,54 dias em média, enquanto que as fémeas do controle

sobreviveram 20,04 dias em média (Figura 23).
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Figura 23. Periodo de sobrevivéncia (dias) em relacdo a concentracdo de juvenis
infectantes de H. indica LPP4 em fémeas ingurgitadas de R.(B.) microplus estirpe

sensivel e resistente.

- Heterorhabditis baujardi LPP7

Em fémeas sensiveis ocorreram diferencas entre o controle e os tratamentos
a partir da concentragao de 15 Jls/ @, exceto a concentracdo de 120 JIs/ @ que foi
estatisticamente igual ao controle. A concentracdao que mais reduziu o tempo de
sobrevivéncia dessas fémeas foi a de 480 Jls/ @ com um periodo de sobrevivéncia
de 8,56 dias em média (Figura 24).

Acima de 15 Jls/ @ foram notadas diferengas entre o controle e os
tratamentos em fémeas resistentes, com excecao da concentracdo de 60 Jls/ ¢. A
concentracao de 480 JIs/ ¢ foi a que mais diminuiu a sobrevivéncia destas fémeas
para em média 7,00 dias e comparacao ao controle, que sobreviveu 17,79 dias em
média (Figura 24).
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Figura 24. Periodo de sobrevivéncia (dias) em relacdo a concentracao de juvenis
infectantes de H. baujardi LPP7 em fémeas ingurgitadas de R.(B.) microplus estirpe

sensivel e resistente.

Porcentual de controle

- Heterorhabditis indica LPP4

Em fémeas sensiveis, as concentracoes de 240, 480 e 960 Jls/ @ atingiram
em média 100% de controle. A concentracao de 120 JIs/ @ atingiu em média 99% de
controle. Ja nas menores concentracdes (30 e 60 Jls/ ) houve um controle médio

acima de 80%, em condigbes de laboratério (Figura 25).

Em estirpes resistentes, as concentracdes de 15, 30 e 60 Jls/ @ causaram
controle em média de 45, 50 e 21%, respectivamente. As concentracées de 120 e
240 Jls/ Q tiveram uma eficacia de controle de 93 e 91% em média, respectivamente.
Os tratamentos que mais se destacaram no controle foram as concentracées de 480
e 960 Jls/ @ onde ambas atingiram um porcentual de 96% de controle em média
(Figura 25).
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Porcentual de controle
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Figura 25. Porcentagem de controle de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus estirpes sensivel e resistente tratadas com diferentes concentra¢des de
juvenis infectantes de Heterorhabditis indica LPP4, em condi¢des de laboratério a 27

+1°C e UR > 80%.
- Heterorhabditis baujardi LPP7

Em fémeas ingurgitadas estirpe sensivel, as concentra¢des de 15, 30 e 60
JIs/ @ houve uma eficdcia no controle de 73, 70 e 72 % em média, respectivamente.
Nas concentracbes de 120 e 240 JIs/ @ houve 76 e 77% de controle em média,
respectivamente. As concentragcées que mais se sobressairam foram de 480 e 960
JIs/ @ com em média 96 e 94% de controle, respectivamente (Figura 26).

A concentracdo de 15 Jls/ Q obteve-se em média 48% de controle na estirpe
resistente das fémeas de R. (B.) microplus. As concentragdes de 30, 60, 120, 240,
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480 e 960 Jls/ @ foram obtidos os porcentuais médios de controle 75, 69, 80, 88, 95
e 96%, respectivamente (Figura 26).

Porcentual de controle

100 +

80 -

60 - M Estirpe sensivel
O Estirpe resistente

40 -

(%) Controle

20 -

0 - —
15 30 60 120 240 480 960

Concentracao de Jls por fémea

Figura 26. Porcentagem de controle de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus estirpes sensivel e resistente tratadas com diferentes concentra¢des de
juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7, em condi¢bes de laboratorio a

27 £ 1°C e UR > 80%.
Mortalidade cumulativa

- Heterorhabditis indica LPP4

A avaliacdo da mortalidade em fémeas ingurgitadas estirpe sensivel durou
trinta e dois dias, sendo que durante os trés primeiros dias (72 horas) as fémeas

ficaram expostas aos juvenis de Heterorhabditis indica LPP4 (Figura 27).
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No quinto dia, nas concentragdes de 240, 480 e 960 JIs/ @ ocorreu 100% de
mortalidade. Também no quinto dia, as concentragdes de 60 e 120 JIs/ ¢ causaram
75 e 92% de mortalidade, respectivamente, enquanto que no sexto dia nessas
mesmas concentragbes, houve 87 e 96% de mortalidade, respectivamente. As
menores concentracdes (15 e 30 JIs/ Q) causaram a mortalidade de 29 e 46% das
fémeas do carrapato bovino, respectivamente no quinto dia. Ja no sexto dia, houve
um aumento da mortalidade de 42 e 67%, respectivamente para essas mesmas

concentragoes (Figura 27).
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Figura 27. Mortalidade cumulativa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus estirpe sensivel expostas a diferentes concentragdes de

juvenis infectantes de Heterorhabditis indica LPP4.

A avaliacao do porcentual de mortalidade em fémeas ingurgitadas de R. (B.)
microplus estirpe resistente durou 28 dias, e durante os trés primeiros dias (72 horas)
as fémeas ficaram expostas aos juvenis infectantes de Heterorhabditis indica LPP4
(Figura 28).

No quinto dia, os JIs de H. indica LPP4 causaram 100% de mortalidade nas
fémeas do carrapato bovino na concentracao de 960 JIs/ ©. Tanto no quinto como no
sexto dia, uma mortalidade de 96% das fémeas foi obtida utilizando-se a
concentracao de 480 Jls/ . No quinto dia também se observou 87% de mortalidade

das fémeas em ambas as concentracdes de 120 e 240 JIs/ ¢, sendo que no sexto
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dia o porcentual de mortalidade aumentou para 100 e 96%, respectivamente. Uma
mortalidade de 37% ocorreu nas concentracdes de 15 e 60% Jls/ @ no quinto dia,
enquanto que a concentracao de 30 JlIs/ @ atingiu 50% de mortalidade no mesmo dia
(Figura 28).
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Figura 28. Mortalidade cumulativa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus estirpe resistente expostas a diferentes concentragbes de

juvenis infectantes de Heterorhabditis indica LPP4.

- Heterorhabditis baujardi LPP7

A avaliacao do porcentual de mortalidade em fémeas ingurgitadas de R. (B.)
microplus estirpe sensivel durou 32 dias, e durante os trés primeiros dias (72 horas)
as fémeas foram expostas aos juvenis infectantes de H. baujardi LPP7 (Figura 29).

No sétimo dia foi registrada uma mortalidade de 100% na concentragdo de
480 JIs/ @, enquanto que com 240 JlIs/ @ houve 75% de mortalidade. O mesmo nao
ocorreu para a maior concentracao (960 Jls/ 9) que gerou uma mortalidade de 67%,
enquanto que no sexto, este porcentual foi de 71%. Além disso, tanto as
concentracdes de 30 quanto as de 60 JIs/ @ apresentaram 54% de mortalidade. Por
fim, a mortalidade das fémeas do carrapato bovino nas concentracées de 15 e 120
JIs/ @ foram de 42 e 33%, respectivamente (Figura 29).
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Figura 29. Mortalidade cumulativa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus estirpe sensivel expostas a diferentes concentragcboes de
juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7.

A avaliagdo do porcentual de mortalidade em fémeas ingurgitadas estirpe
resistente durou 27 dias, e durante os trés primeiros dias (72 horas) as fémeas foram
expostas aos juvenis infectantes de H. baujardi LPP7 (Figura 18).

No sexto dia observou-se uma mortalidade de 100, 96, 92, 79, 71, 71% para
as concentracdes de 960, 480, 240, 120, 30 e 15 JIs/ @, respectivamente (Figura 30).
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Figura 30. Mortalidade cumulativa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus estirpe resistente expostas a diferentes concentragbes de
juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7.



75

6 - DISCUSSAO

Processo de infeccao

Reconhecidamente, JIs do género Heterorhabditis penetram na hemocele
dos hospedeiros através da cuticula, via anus/boca ou através dos espiraculos.
Dependendo do hospedeiro e da espécie de nematdide, diferentes rotas de
penetracdo sao tomadas (Lewis et al., 2006). Neste trabalho, foi demonstrado que a
penetragao dos JIs das espécies H. baujardi LPP7 e H. indica LPP4 em fémeas do
carrapato bovino, R. (B.) microplus, se da especialmente pelos espiraculos.
Espiraculos, boca e anus de fémeas suscetiveis e resistentes foram observados
constantemente nas 72 horas de contato, e as 48 horas Jls foram encontrados nos
espiraculos na concentracao de 960 Jls/ @. Nas outras concentragdes nao foram
encontrados provavelmente por que os nematoides sdo de tamanho diminuto, sendo
s6 observados quando formam uma massa de nematdides que provavelmente so
ocorreu na maior concentragdo empregada.

Este é o primeiro relato de observacdo da penetragdo de nematdides
entomopatogénicos pelos espiraculos em R. (B.) microplus € o primeiro relato de
observacdo de penetracdo de H. indica LPP4 e H. baujardi LPP7 em algum
hospedeiro (Figura 9 A e B).

Espiraculos vém sendo citados como rota de entrada para varios insetos. Em
larvas de Cephalcia lariciphila (Himenoptera: Pamphiliidae), os espiraculos foram a
via de entrada mais importante para S. carpocapsae (Georgis & Hague, 1981).
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Nguyen & Smart (1991) fotografaram a invasdao de S. scapterisci através dos
espiraculos para hemocele. Eles observaram que Jls destes nematéides entram no
espiraculo com um vigoroso movimento pelo tubo, rompendo-o.

Samish & Glazer (1992) afirmaram que a principal porta de entrada dos
nematodides em carrapatos sao as aberturas gonodais. No entanto, Samish & Glazer
et al. (2001) observaram JIs tentando penetrar entre as partes bucais de B.
annulatus. Samish et al. (2004) concluiram que 0os nematoides penetram em fémeas
ingurgitadas de B. annulatus quase que unicamente via anus e poro genital. Kocan et
al. (1998) encontraram nematdides atraidos em torno das aberturas naturais de
fémeas ingurgitadas de Ambliyoma americanum.

Aparentemente, a rota de entrada tanto para insetos como para carrapatos é
resultante de um processo especifico entre hospedeiro e nematéide. Mauléon et al.
(1993) compararam duas espécies de Boophilus e ndo observaram relagdo evidente
entre o tamanho dos espiraculos, tamanho das aberturas genitais ou espessura da
cuticula na sua relativa susceptibilidade contra duas linhagens de nematéides por
eles testadas.

No presente trabalho, estes fatores também ndo pareceram influenciar na
penetragcédo tanto de H. indica LPP4 quanto de H. baujardi LPP7 pelos espiraculos
destas fémeas, ja que as cepas sensiveis e resistentes testadas eram da mesma

espécie.

Estudos prévios tém demonstrado que JIs respondem a uma variedade de
compostos incluindo CO. (didxido de carborno) (Gaugler et al., 1980; Thurston et al.,
1994), produtos excretados pelo hospedeiro (Schimidt & All, 1979; Gaugler et al.,
1980; Byers & Poinar, 1982), gradiente de temperatura (Byers & Poinar, 1982; Choo
et al., 1989), presenca ou auséncia de bactérias simbiontes e pH (Pye & Burman,
1981).

Hinton (1967) sugeriu que trocas gasosas entre o carrapato e o ambiente
ocorrem via aerdfilos através dos espiraculos. A demanda de oxigénio e liberacao de
CO. deve ser balanceada pela necessidade de proteger o animal contra o excesso
de perda d’agua por dissecacao (Soneshine, 1991). Quando a fémea ingurgitada cai
ao solo, durante o periodo de pré-ovoposicao o volume do seu corpo diminui devido
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a perda de agua (Diehl et al., 1982). O CO; é um importante composto usado na
atracdo do hospedeiro (Ramos-Rodriguéz et al., 2007). Portanto, é possivel inferir
que o CO; liberado pelas fémeas do carrapato R. (B.) microplus tenha sido o
composto que atraiu os nematdides H. indica LPP4 e H. baujardi LPP7 a entrarem

pelos espiraculos destes carrapatos.

Além disso, a resposta positiva dos Jls de H. indica LPP4 e H. baujardi LPP7
em buscar o carrapato bovino ja era esperada, ja que esses nematbides possuem
um comportamento do tipo “cruiser’. Esses nematdides sdo, portanto altamente
méveis e procuram seus hospedeiros através das respostas de compostos volateis
como CO,, sendo ideais para hospedeiros sedentarios como fémeas ingurgitadas.

Lewis et al. (1993) acharam S. glaseri (Steiner), um nematdide “cruiser”,
respondendo positivamente a compostos volateis de um inseto-hospedeiro. Esta
resposta era eliminada quando o CO, era removido. Grewal et al., (1994)
encontraram niveis similares de respostas a compostos volateis para outras espécies
de NEPs com comportamento ecolégico do tipo “cruiser”. Diferentemente,
nematoides do tipo “ambusher” como S. carpocapsae ndao respondem a compostos
volateis, a ndo ser depois do contato com o hospedeiro, no qual sugere que eles
poderiam usar os compostos volateis para localizacdo da rota de entrada no
hospedeiro (Lewis et al., 1995).

A intensa coloragdo vermelha observada nesse trabalho no tratamento de
maior concentracao (960 JIs/ 9) tanto de H. baujardi LPP7 quanto H. indica LPP4, foi
também encontrada por Vasconcelos et al. (2004) (Figura 11). Além disso, foi
observada uma gradagao na coloracao das fémeas infectadas com H. baujardi LPP7
de acordo com o aumento da concentracdo de Jls utilizados (Figura 10). Esta
mudancga na coloragao é tipica de infecgdes por heterorhabditideos e é causada pela
presenca e multiplicacdo da bactéria simbionte Photorhabdus (Samish & Glazer
1992; Glazer & Samish, 1993; Zhioua, 1995). Vasconcelos et al., (2004) relataram
que alguns carrapatos de R. (B.) microplus inoculados com o nematbide H.
bacteriophora na concentragdo de 25.000 JIs por placa de Petri apresentaram
ruptura de cuticula e extravasamento da hemolinfa, a qual poderia ter sido causada

pela alta populacéo de juvenis no hospedeiro. Hill (1998) observou rupturas similares
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na cuticula de aproximadamente 60% das fémeas ingurgitadas de /. scapularis
atribuidas a perfuracées de membrana durante a penetracao de H. bacteriophora.

Em relacdo a massa de ovos no carrapato bovino, o 6rgao de Gené produz
uma camada superficial no ovo que protege o odcito. Essa secrecdo, semelhante a
uma cera, confere impermeabilidade ao ovo e ainda possui propriedades fungicidas
(Lees & Beament, 1948). Nesse trabalho foi observado que a massa de ovos das
fémeas do tratamento com 960 Jls/ ¢ possuia um aspecto alterado (Figura 12 A)
quando comparada a massa de ovos do grupo controle, com aspecto normal e
aparéncia brilhosa (Figura 12 B). Isso se deve, provavelmente, a alguma alteragédo
feita pelos Jls de H. baujardi LPP7 no 6rgao de Gene durante sua busca para chegar
a hemocele. Vale ressaltar que as larvas desses ovos nao eclodiram. Diehl (1982)
confirma esse fato dizendo que o od6cito sem a secrecao do 6rgao de Gené morrera
dentro de minutos apds a ovoposicao e nao havera eclosao da larva.

Zhioua et al. (1995) também observaram alteracbes na qualidade das
posturas dos ovos de fémeas ingurgitadas de I. scapularis tratadas com S. glaseri e
S. carpocapsae. Esse trabalho foi o primeiro a relatar alteragdes fisicas nas posturas
de fémeas do carrapato R. (B.) microplus causadas pela infeccdo de H. baujardi
LPP7.

Parametros biolégicos das fémeas sensiveis e resistentes de R. (B.) microplus

Uma grande parcela dos autores concorda que o periodo de exposicao das
fémeas de R. (B.) microplus aos nematéides influencia na maioria dos parametros
relacionados a biologia reprodutiva dessas fémeas. Assim como nos trabalhos de
Vasconcelos et al. (2004) e Freitas-Ribeiro et al. (2005) que relataram a diferenca
entre o controle e os tratamentos, o tempo de exposicdo dos Jls nesse trabalho foi
de 72 horas. Porém, Silva (2006) expbs fémeas sensiveis do carrapato bovino a Jls
de H. indica LPP1 durante 48 horas.
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Peso da Postura

De acordo com Kaaya et al. (2000), a reducao da massa de ovos das fémeas
ingurgitadas do carrapato provocada pelos nematédides é relevante pelo fato de afetar

0 numero de carrapatos da proxima geragao.

- Heterorhabditis indica LPP4

O peso da massa de ovos em estirpes sensivel e resistente dos grupos
tratados com H. indica LPP4 diferiram do controle a partir da concentracado de 120
JIs/ @ (Tabelas 1 e 2). Esses resultados corroboram com os de Freitas-Ribeiro et al.
(2005) que relataram a diferenga entre o controle e os tratamentos a partir de 600
JIs/ placa com cinco fémeas, utilizando S. carpocapsae linhagens All e Santa Rosa.
Similar efeito foi encontrado por Vasconcelos et al. (2004) ao mostrar que o
tratamento com 1.000 JIs / @ de S. glaseri Santa Rosa foi o que mais diminuiu a
massa de ovos de fémeas sensiveis do carrapato bovino (Figurai5).

Zhioua et al. (1995) verificaram que o peso da massa de ovos das fémeas
ingurgitadas de I. iscapularis expostas a S. carpocapsae All diferiu do controle em
concentragdes acima de 50, 500 e 3.000 Jls/ placa.

A correlacao entre diminuicdo do peso da massa de ovos e concentracao de
Jls, so foi observada em fémeas suscetiveis. Freitas-Ribeiro et al. (2005) relataram o
mesmo em seus estudos com fémeas da mesma espécie suscetiveis utilizando Jls
de S. carpocapsae linhagens All e Santa Rosa. Vasconcelos et al. (2004)
observaram que apenas dois tratamentos com S. glaseri diminuiram a massa de

ovos em relacéo ao controle.

- Heterorhabditis baujardi LPP7

Nesse trabalho utilizando H. baujardi LPP7 em fémeas ingurgitadas sensiveis

e resistentes, observou-se diferencas significativas no controle em relacdo aos
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tratamentos acima de 15 Jls/ Q. O tratamento que mais diferiu do controle reduzindo
a massa de ovos foi o de 480 Jls/ ¢ para suscetiveis e 960 para resistentes (Figura
16).

Kocan et al. (1998) demonstraram que a infecgdo com Jls de S. glaseri ndo
interferiram na fecundidade de fémeas ingurgitadas de A. americanum, mas que as
diferentes concentracées reduziram o peso da massa de ovos destas fémeas.

Vasconcelos et al. (2004) registraram que para H. bacteriophora CCA nao
foram observadas diferencas no peso da massa de ovos em nenhum dos
tratamentos em relagcdo ao controle. Reis (2005) obteve uma reducédo da massa de
ovos associando S. glaseri (1000 Jls/ @) com um carrapaticida, sendo que as
associagoes com doses mais baixas dos carrapaticidas foram as mais eficientes.

Samish & Glazer (1992) mostraram que a infeccao de JIs de S. carpocapsae
DT n&o interferiu no peso da massa de ovos das fémeas de B. annulatus. Eles
sugeriram que o curto periodo de exposicao aos Jls destas fémeas (24 horas)
poderia ter sido a explicacao para este fato.

O peso de ovos nas fémeas resistentes e suscetiveis foi afetado por esse
nematoide a partir de baixas concentragées. Aparentemente, diferentes linhagens ou
espécies de nematdides podem influenciar diferentemente na fecundidade de fémeas

ingurgitadas de diferentes espécies de carrapatos.

Alteracao do Peso

A alteracdo do peso € a subtracdo do peso inicial (quando a fémea esta
cheia de ovos) pelo peso final (peso depois que a fémea oviposita). A alteracao do
peso € um dos parametros mais relevantes para se verificar a acao do tratamento,
pois quando a alteracdo do peso é pequena, se conclui que as fémeas tiveram um
intervalo de tempo insuficiente para liberagdo dos ovos, pois morreram
precocemente devido justamente a acado do tratamento. Porém, quando a alteragao
do peso é grande conclui-se que o tratamento nao foi tdo eficaz, pois a fémea ficou

viva e ovopositando.
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- Heterorhabditis indica LPP4

Assim como em Silva (2006), nesse trabalho fémeas sensiveis apresentaram
diferengas significativas entre o controle e os tratamentos acima de 60 Jls/ ¢, e a
alteracao do peso médio foi diminuida na medida em que se elevou a concentragao
de Jls. Portanto, fémeas dos tratamentos de maiores concentracdes (120, 240, 480 e
960) ndo chegaram a perder peso com a Ovoposi¢ao, por morrerem precocemente
devido a agao dos JIs de H. indica LPP4 nos referidos tratamentos (Figura 17).

O mesmo néo foi observado em fémeas resistentes em que a alteracao do
peso nao seguiu uma tendéncia de diminuicao. Foram observadas diferencas entre o
controle e os tratamentos a partir de 15 JIs/ @ (Figura 17).

- Heterorhabditis baujardi LPP7

Em fémeas sensiveis do carrapato bovino registraram-se diferencas entre o
controle e os tratamentos acima de 240 Jls/ ¢. Além disso, também ocorreram
diferencas entre os tratamentos, sendo a concentragdo de 480 Jls/ € a que mais se
diferenciou do controle reduzindo a alteragdo de peso devido a morte precoce da
fémea. Diferentemente dos resultados de Freitas-Ribeiro et al. (2005) ndo houve
tendéncia de diminuigdo na alteragdo do peso quando se elevou a concentragdo de
JIs de H. baujardi LPP7 (Figura 18).

Nesse trabalho em fémeas resistentes notaram diferengas significativas nos
tratamentos em relacdo ao controle acima de 15 Jls/ @, similar ao nematdide H.
indica LPP4, quando também aplicado a fémeas resistentes (Figura 18).
Aparentemente fémeas resistentes tiveram menor alteracdo de peso do que as

suscetiveis, independentemente da aplicacao dos nematdides.

Periodo de Pré- Postura

O periodo de pré-postura € uma fase em que ocorre a conversao metabdlica

para producdo de nutrientes necessarios para formacao do ovo. Este periodo dura



82

de 2 a 3 dias na temperatura ideal, podendo se estender por muitos dias na época de
frio (Gonzales, 1995).

- Heterorhabditis indica LPP4

Em fémeas sensiveis ndo foram observadas diferencas significativas entre o
controle e a maioria dos tratamentos. Contudo, o tratamento de 240 Jls/ ¢ diferiu
estatisticamente do controle, apresentando um periodo de pré - ovoposicao maior
(Tabela 5). Nao ha explicacao para tal fato e o experimento precisaria ser repetido
para averiguagdo. Em fémeas resistentes ndo se registrou diferencas entre o
controle e os tratamentos (Figura 19).

Silva (2006) nao encontrou diferenga entre o controle e os tratamentos neste
parametro, mostrando que os JIs de H. indica LPP1 n&o influenciaram nesta fase
reprodutiva. Reis (2005) também relatou este fato para fémeas sensiveis tratadas
com S. glaseri.

- Heterorhabditis baujardi LPP7

Utilizando Jls de H. baujardi LPP7 tanto em fémeas sensiveis quanto em
resistentes ndo foram observadas diferencas entre o controle e os tratamentos
(Figura 20). Freitas-Ribeiro et al. (2005) avaliando diferentes concentrac¢des de Jls de
S. carpocapsae All e Santa Rosa também nao encontraram diferengas entre o grupo
controle e grupo tratado, concluindo que os JIs destes nematdides também nao

intervieram neste parametro bioldgico.
Periodo de Postura

Este periodo dura aproximadamente 15 dias quando ocorre oviposicdo de
aproximadamente 3.000 ovos feita por cada teledgina (Gonzales, 1995). E a fase em
que a fémea perde peso devido a ovoposicao e também é a fase mais vulneravel da
fémea. Samish et al. (2000a) utilizando fémeas ingurgitadas e nao ingurgitadas de B.
annulatus expondo esta fémeas a Jls de S. carpocapsae (DT e Mexican) e H.



83

bacteriophora (HP88, 1S-5 e 1S-3) encontraram uma morte mais rapida em fémeas
nao ingurgitadas.

- Heterorhabditis indica LPP4

Fémeas sensiveis e resistentes de R. (B.) microplus foram afetadas pelos Jls
a partir da concentragao de 15 JIs/ ¢, sendo. Assim como Silva (2006), concentracao
de 960 JIs/ Q@ foi a que mais reduziu 0 nimero de dias de postura das fémeas (Figura
21). O periodo de postura do controle durou em média 12 dias, similar em Silva
(2006).

Em contraposicdo as observagdes supracitadas, Vasconcelos et al. (2004)
nao encontraram diferengas no periodo de postura entre o controle e os tratamentos
€ nem ao menos entre os tratamentos utilizando diferentes concentracdes de Jls de
S. glaseri Santa Rosa e H. bacteriophora CCA contra fémeas sensiveis do carrapato

bovino.

- Heterorhabditis baujardi LPP7

Diferentemente de Freitas-Ribeiro et al. (2005) que obtiveram diferencas
entre o controle e os tratamentos a partir de 600 Jls/ placa de S. carpocapsae All,
nesse trabalho, em fémeas sensiveis somente acima de 240 Jls/ @ ocorreram
diferencas com relagao ao controle.

Em contraste, em fémeas resistentes observaram-se diferencas entre o
controle e os tratamentos acima de 120 JIs/ Q. O tratamento de 480 JIs/ ¢ foi o que
reduziu notavelmente o periodo de ovoposicdo dos carrapatos sensiveis e

resistentes demonstrando a viruléncia do nematdide (Figura 22).

Periodo de Sobrevivéncia

A questdo da sobrevivéncia das fémeas é um parédmetro de grande

importéncia para se verificar atuagéo dos tratamentos em comparagéo ao controle. O
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tempo médio de sobrevivéncia de uma fémea ingurgitada desde quando cai ao solo
até sua morte dura em média 17 dias (Gonzales, 1995).

- Heterorhabditis indica LPP4

Assim como Silva (2006), foram encontradas diferencas significativas entre o
controle e os tratamentos a partir de 30 JIs/ @ em fémeas. O tratamento de 480 Jls/
Q foi 0 que reduziu de forma mais eficiente a sobrevivéncia destas fémeas (3,56 dias
em média). Silva (2006) observou que em uma concentragdo de H. indica LPP1
proxima a essa testada (375 Jls/ placa) houve uma redugéo na sobrevivéncia de 4,03
dias em média.

Em fémeas resistentes observou-se uma reducdo no periodo de
sobrevivéncia com o0 aumento da concentracao de JIs de H. indica LPP4 (Figura 23).
Estes resultados corroboram com os de Reis (2005), e demonstram a interferéncia

dos nematdides na sobrevivéncia dos carrapatos.

- Heterorhabditis baujardi LPP7

Em fémeas sensiveis notou-se que acima da concentragdo de 15 Jls/ @
foram observadas diferencas entre o controle e os tratamentos. Todavia, a
concentracao que reduziu o periodo de sobrevivéncia foi de 480 Jls/ ¢ (8,56 dias em
média) (Tabela 7). Silva (2006) em sua menor concentracao (375 Jls/ placa) reduziu
para 4,03 dias em média o periodo de sobrevivéncia de suas fémeas utilizando Jls
de H. indica LPP1 em um tempo de exposicao menor (48 horas).

Diferentemente de Reis (2005) e Silva (2006), em fémeas resistentes nao
ocorreu diminuigao no periodo de sobrevivéncia com o aumento da concentragao de
JIs de H. baujardi LPP7 (Figura 24).

Porcentual de controle

- H. indica LPP4 X fémeas ingurgitadas estirpe sensivel
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Os resultados obtidos mostram que a eficiéncia de H. indica LPP4 em
fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus estirpe sensivel é comparavel a outros
agentes de controle biolégico, como por exemplo, o fungo entomopatogénico M.
anisopliae. De acordo com Onofre et al. (2001), o fungo foi altamente eficiente
controlando aproximadamente 80% das fémeas ingurgitadas de R. (B). microplus
com 10* conidios/ mL. A eficiéncia também foi comparada a do controle quimico, pois
Leite et al. (1995) testaram um grupo de acaricidas de organofosfatos e obtiveram
uma eficiéncia de aproximadamente 90% contra R. (B).microplus.

Silva (2006) obteve dois tratamentos (600 e 24.000 JIs/ ¥) com 100% de
controle de fémeas de R. (B.) microplus estirpe sensivel utilizando H. indica LPP1
com 48 horas de exposicao aos nematoides. Nesse trabalho os mesmos 100% foram
obtidos nas concentra¢des de 240, 480 e 960 JIs de H. indica LPP4 por estirpes
sensiveis de fémeas de R. (B.) microlpus, mas em tempo de exposicdo maior (72

horas) (Figura 25).
- H. indica LPP4 X fémeas ingurgitadas estirpe resistente

A concentracédo de 120 Jls de H. indica LPP4 no controle de fémeas de R.
(B.) microplus estirpe resistente mostrou maior eficacia (91%) do que o resultado
obtido por Vasconcelos et al. (2004) com a utilizacdo de variadas concentracdes de
nematodides entomopatogénicos para controle de fémeas ingurgitadas de R. (B.)
microplus estirpe sensivel, onde utilizando juvenis de H. bacteriophora obtiveram a
eficacia de controle de 80% com a concentracdo de 1.500 Jls/ Q. Os resultados do
presente trabalho se tornam ainda mais expressivos pelo fato de terem sido
utilizadas no experimento fémeas ingurgitadas resistentes de R. (B.) microplus, o0 que
tornam os resultados mais proximos da realidade do controle a campo (Figura 25).

Os resultados também se mostraram mais eficientes do que os obtidos por
Glazer et al. (2001) usando concentragdo de 5.000 JIs de S. glaseri, em experimento
para controle de B. annulatus de apenas 20%, enquanto no presente trabalho a
concentracao de 15 Jls/ @ controlou 45%. Em contraposicdo as observagdes

supracitadas, os resultados obtidos por Mauléon et al. (1993) mostraram que o
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carrapato R. (B). microplus foi resistente a 17 cepas de nematdides
entomopatogénicos (oito de Steinernema e nove de Heterorhabditis). Curiosamente,
a concentragcado de 30 JIs/ @ obteve uma eficacia de controle maior (50%) do que a
de 60 Jls/ @ com apenas 21%. Uma situagdo similar foi relatada por Lewis et al.
(1996), onde altas concentracbes de Jls nao foram capazes de reconhecer o
hospedeiro. Segundo este mesmo autor, a interacao parasita-hospedeiro poderia ter
sofrido interferéncia da competicao intra-especifica.

- H. baujardi LPP7 X fémeas ingurgitadas estirpe sensivel

Os tratamentos com maiores concentragdes de juvenis de H. baujardi LPP7
obtiveram uma maior eficacia de controle de fémeas de R. (B.) microplus estirpe
sensivel (Figura 26). Samish et al. (1999a) também encontraram uma mortalidade
aumentada em Rhipicephalus sanguineus, Hyalomma excavatum e Rhipicephalus
bursa quando ocorreu um aumento na concentragao de nematdéides. Por outro lado,
a mesma correlacdo positiva ndo ocorreu nas pesquisas feitas por Zhioua et al.
(1995), Kaaya et al. (2000) e Samish et al. (1999b).

Neste trabalho a concentracédo de 480 Jls/ @ alcancou controle maior (96%)
do que os resultados obtidos por Vasconcelos et al. (2004) que utilizaram a
concentragao de 25.000 JIs/ @ e alcangcaram somente 45% de controle utilizando H.
bacteriophora também no controle de fémeas R. (B.) microplus estirpe sensivel. No
entanto, a mesma concentracao de 25.000 utilizada por Vasconcelos et al. (2004)
utlizando JIs de S. glaseri controlou 90% das fémeas ingurgitadas sensiveis de R.
(B.) microplus.

Mauleon et al. (1993) mostraram que todas as fémeas de R. (B.) microplus
sobreviveram quando expostas a suspensao de 1000 Jls de S. carpocapsae de nove
diferentes linhagens.

A concentragcado de 480 JIs/ © de H. baujardi LPP7 obteve uma eficacia de
controle maior (96%) do que a concentracdo de 960 Jls de H. baujardi LPP7 por
fémea que controlou 94% das fémeas de R. (B.) microplus estirpe sensivel (Figura
26). Segundo Mauleon et al. (1993), a explicacdo para isto se deve ao sistema
imunologico das fémeas de R. (B.) microplus que deve ter repelido ou matado os Jls.
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- H. baujardi LPP7 X fémeas ingurgitadas estirpe resistente

A concentracao de 15 nematdides por fémea ingurgitada de R. (B.) microplus
estirpe resistente apresentou um resultado similar (48%) aos de Alekseev et al.
(2006) que obtiveram um controle de 50% na concentracao de 20 juvenis por fémea
sensivel (JIs/ ) de Heterorhabditis spp. Possivelmente, a mesma competicao intra-
especifica relatada por Lewis et al., (2006) ocorreu neste experimento com duas
concentragdes utilizando juvenis de H. indica LPP4 no controle de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus estirpe resistente. Foi observado que na
concentracao de 60 Jls/ @ houve 69% de controle em comparacao a concentracao
de 30 Jls/ @ que controlou 75% e esta competicao interferiu na interagdo parasito-
hospedeiro (Figura 26).

Glazer et al. (2001) observaram taxa de mortalidade de 90% para B.
annulatus na concentracdo com 1000 JI/ @ de Heterorhabditis spp. em apenas 24
horas de exposicao. No presente trabalho a concentragéo 960 Jls/ @ obteve 100% de
controle em um tempo de exposicdo maior (72 horas) (Figura 26). Os resultados
foram ainda mais expressivos porque foram utilizadas fémeas ingurgitadas de R. (B.)
microplus estirpe resistente, o que torna os resultados mais préximos da realidade de
campo. Tal resisténcia causa reducao da taxa de penetracao alterando o tegumento
externo no carrapato, mudangas no metabolismo, armazenamento e excrecao e
mudancas no local de acdo de qualquer agente controlador (Nolan, 1985)
dificultando ainda mais o controle a campo.

Mortalidade cumulativa

Segundo Samish et al. (2000b), o tempo transcorrido entre a infeccdo e a
morte da fémea ingurgitada deve ser curto, pois assim a fémea nao terd tempo para
realizar a postura e transmitir patégenos hemoparasitos aos vertebrados. A
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mortalidade do hospedeiro estd mais relacionada com o aumento da bactéria do que
com o numero de NEPs que invadem a hemocele do carrapato, pois nao ha relacao
entre o porcentual de mortalidade e o numero de JIs recuperados no carrapato
(Glazer & Samish 1993).

- H. indica LPP4 X fémeas ingurgitadas estirpe sensivel

Freitas-Ribeiro et al. (2005) observaram que com o aumento da
concentracao de nematéides de S. carpocapsae linhagem All ocorreu uma maior
porcentagem de mortalidade de carrapatos.

No presente trabalho esta correlagdo positiva em relacdo a mortalidade
também foi observada. Quando se aumentou a concentracao de Jls de H. indica
LPP4 ocorreu maior taxa de mortalidade em fémeas ingurgitadas de R. (B.)
microplus estirpe sensivel (Figura 27).

Vasconcelos et al. (2004) observaram uma mortalidade de 90% das vinte
fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus estirpe sensivel utilizando 5.000 juvenis por
placa (JIs/ placa) de S. glaseri no terceiro dia. Entretanto, neste estudo 96% das
fémeas de R. (B.) microplus estirpe sensivel foram mortas no terceiro dia utilizando

uma concentragao menor (960 JIs/ @) (Figura 27).

Freitas-Ribeiro et al. (2005) avaliando a mortalidade obtiveram 100% de
mortalidade em fémeas ingurgitadas do carrapato bovino estirpe sensivel no décimo
terceiro dia utilizando 30.000 Jls/ placa tanto de S. carpocapsae linhagem Santa
Rosa quanto de S.carpocapsae linhagem All. Os resultados do presente trabalho
mostram que 100% das fémeas ingurgitadas estirpe sensivel foram mortas no sexto
dia utilizando-se 240 JIs/ @ de H. indica LPP4 (Figura 27).

No entanto, Glazer et al. (2001) testando JIs de Heterorhabditis sp. HIS-3
contra fémeas de B. annulatus obtiveram 78% de mortalidade no décimo primeiro dia

injetando apenas um JI/ 9.
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Samish et al. (1999a) obtiveram 100% de mortalidade em uma concentracao
de 200 JIs de S. carpocapsae Mexican em fémeas de B. annulatus no sétimo dia.
Contudo, neste trabalho nas trés maiores concentracdes (240, 480 e 960 Jls/ Q)
houve 100% de mortalidade no sétimo dia utilizando JIs de H. indica LPP4 em

fémeas do carrapato bovino estirpe sensivel.

- H. indica LPP4 X fémeas ingurgitadas estirpe resistente

Vasconcelos et al. (2004) observaram um aumento linear na mortalidade de
fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus estirpe sensivel com o aumento da
concentracao de Jls de S glaseri. No entanto, nos testes com H. bacteriophora esta
mesma correlagdo linear n&o foi observada. Assim como observado por Vasconcelos
et al. (2004), nesse trabalho ndo houve uma correlagéo positiva na mortalidade em
fémeas de R. (B.) microplus estirpe resistente com o aumento da concentragdo de
JIs de H. indica LPP4 (Figura 28). Isto provavelmente pode estar relacionado a
algum fator intrinseco que algumas fémeas do carrapato bovino estirpe resistente
tenham desenvolvido apo6s exposicao a carrapaticidas, ja que estas, segundo Nolan
(1985) apresentam alteracbes como cuticula mais espessa e também alteracoes

metabdlicas que dificultam a agdo da maioria dos agentes controladores.

Freitas-Ribeiro et al. (2005) obtiveram 22% de mortalidade em fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus estirpe sensivel com a utilizacdo de 600 JIs de S.
carpocapsae linhagem All no quinto dia. Porém, neste estudo, em uma concentragéo
proxima (480 JIs/ @) ocorreu 96% de mortalidade em fémeas ingurgitadas estirpe
resistente no quinto dia de exposicao aos Jls de H. indica LPP4.

Glazer et al. (2001) relataram que 80% das fémeas foram mortas injetando-
se um unico juvenil de Heterorhabditis sp. HIS-5 no oitavo dia. Contudo, neste
experimento, as quatro maiores concentragdes (120, 240, 480 e 960 Jls/ Q) atingiram

100% de mortalidade no oitavo dia (Figura 28).

Hill (1998) testando 5.000 JIs de S. riobrave registrou 100% de mortalidade
no sexto dia. Em contraposicao as observacoes supracitadas, neste estudo notou-se
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100% de mortalidade de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus no sexto dia em
uma menor concentragdo (120 JIs/ @) (Figura 28).

- H. baujardi LPP7 X fémeas ingurgitadas estirpe sensivel

Samish et al. (1999a) verificaram um aumento de mortalidade de R.
sanguineus, Hyalomma excavatum e Rhipicephalus bursa com a elevacdo da
concentracao de nematodides. Todavia, neste trabalho o0 mesmo nao foi observado
em relacdo a mortalidade de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus estirpe
sensivel quando se aumentou a concentracao de JIs de H. baujardi LPP7 (Figura
29).

Segundo Samish et al. (2001), 80% das fémeas de Rhipicephalus bursa
foram mortas com a concentracao de 5.000 JIs de Heterorhabditis sp. 1S-3 no sexto
dia. Nesse estudo, na concentragao de 480 JlIs/ @ de H. baujardi LPP7 ocorreu 83%

de mortalidade em fémeas no sexto dia (Figura 29).

Freitas- Ribeiro et al. (2005) registraram 60% de mortalidade em fémeas
sensiveis do carrapato bovino utilizando 600 Jls de S. carpocapsae linhagem All no
sétimo dia. Porém, no presente trabalho observou-se no sétimo dia 100% de
mortalidade em fémeas sensiveis do carrapato bovino utilizando JIs de H. baujardi
LPP7 em uma concentracao menor (480 JIs/ @) (Figura 29). De acordo com Glazer
et al. (2001), 90% das fémeas de B. annulatus morreram injetando-se apenas um

juvenil no sétimo dia.

No sexto dia 50% das fémeas sensiveis do carrapato bovino morreram
devido a concentracdo de 30 JIs/ @, enquanto que Vasconcelos et al. (2004)
utiizando sua concentragdo maxima (25.000 JIs/ placa) de H. bacteriophora

alcangaram os mesmos 50% no segundo dia.

- H. baujardi LPP7 X fémeas ingurgitadas estirpe resistente
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Zihoua et al. (1995); Kaaya et al. (2000) e Samish et al. (1999b) néao
verificaram uma correlagdo positiva em relacdo a mortalidade com o aumento da
concentracao de nematédides. Esta observacdao também foi verificada neste estudo,
em que foram utilizadas crescentes concentragdes de JIs de H. baujardi LPP7 para
avaliar a mortalidade de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus estirpe resistente
(Figura 30).

Glazer et al. (2001) relataram 90% de mortalidade em fémeas ingurgitadas
de B. annulatus no sexto dia injetando somente um juvenil de Heterorhabditis sp. IS-
3.

Neste estudo observou-se que ao sexto dia ocorreu 100% de mortalidade
das fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus estirpe resistente na concentragcéo de
480 Jls/ Q. Além disso, na concentracao de 30 JIs/ @ houve 71% de mortalidade,
enquanto que com 60 JIs/ @ 54% (Figura 30). Isso se deve, provavelmente, segundo
Mauleon et al. (1993), a existéncia de alguma secreg¢do cuticular com atividade
nematicida que deve ter repelido ou inibido a multiplicacdo destes nematoides no
tratamento (60 Jls/ 9), ou possivelmente a barreira mecénica gerada por uma
cuticula mais espessa das fémeas de estirpe resistente que impediu a penetracao
destes juvenis gerando uma menor mortalidade.

De acordo com Freitas-Ribeiro et al. (2005), ndo foi observada nenhuma
mortalidade de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus estirpe resistente no terceiro
dia, na concentracdao de 600, 3000 e 6000 Jls/ placa de S. carpocapsae linhagem
Santa Rosa. No entanto, no presente trabalho ao terceiro dia a concentracao de 480
JIs/ @ suscitou em 87% de mortalidade em fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus
estirpe resistente.

Conforme Glazer et al. (2001), a mortalidade do hospedeiro estd mais
relacionada ao aumento da bactéria do que com o numero de nematéides que
invadem a hemocele do carrapato, pois nenhuma relagdo foi encontrada entre o
porcentual de mortalidade e o niumero de Jls recuperados nos carrapatos.

Os nematdides aqui testados demonstraram ser mais eficientes na
mortalidade do carrapato bovino do que outros nematdides testados, independente

se 0s carrapatos sdo sensiveis ou resistentes.
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7-CONCLUSOES

Este trabalho demonstra que os nematoides H. baujardi LPP7 e H. indica
LPP4 testados neste trabalho, ambos nativos da Floresta Amazdénica em Monte
Negro-RO séo promissores agentes de controle biolégico e sua aplicagao junto ao
Manejo Integrado de Pragas (MIP) poderia diminuir os impactos ambientais,
econbémicos e sociais causados pelo uso indiscriminado de carrapaticidas. E, além
disso, garantiria a seguranca da qualidade tanto do leite quanto da carne bovina a
ser produzida livre de possiveis residuos deixados pelo uso de acaricidas.

No processo de infeccdo, JIs de H. baujardi LPP7 e H. indica LPP4
provavelmente dao preferéncia aos espiraculos como rota de entrada. Sugere-se que
a escolha da rota esteja ligada ao tipo do hospedeiro e a espécie/ linhagem do
nematodide. Observou-se que a gradacao da coloracdo das fémeas apds infeccao é
diretamente proporcional a concentragdo dos JIs aplicados. As alteragdes
observadas na massa de ovos provavelmente se devem ao comprometimento fisico
do 6rgao de Gené.

Heterorhabditis baujardi LPP7 foi tdo eficiente afetando a biologia reprodutiva
de fémeas ingurgitadas sensiveis e resistentes de R. (B.) microplus quanto
Heterorhabditis indica LPP4, isto se deve provavelmente ao mesmo 6étimo de
temperatura de em média 27°C tanto dos isolados de nematdides quanto das
fémeas. Contudo, aparentemente Heterorhabditis indica LPP4 mostrou ser mais
eficaz no controle destas fémeas causando uma maior mortalidade em menos dias,
principalmente em fémeas resistentes, ja que estas € que serdo controladas no
campo. Sao necessarios estudos a campo para verificar a agdo destes isolados no
controle de fémeas resistentes de R. (B.) microplus.
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Tabela 1- Pesos médios (mg) de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus estirpe sensivel tratadas com diferentes concentracdes de juvenis

infectantes de Heterorhabditis indica LPP4, em condicdes de laboratério a 27 + 1°C e UR >80%.

Quantidade de Juvenis infectantes por fémea

Controle

15

30

60

120

240

480

960

Parametros Medidas
analisados determinadas
Peso Inicial' X *DP

IC*

(n)
Peso da
Postura®

Alteragao do
Peso®

220,66%+42,55
(202,70-238,64)*
(24)

68,74°426,63
(57,22-80,26)*
(23)

164,71%455,97
(141,07-188,35)*
(23)

237,79°+36,71
(222,29-253,30)*
(24)

63,37°£32,44
(49,67-77,08)*
(24)

123,00%°+70,48
(93,23-152,77)*
(24)

230,37%+35,60
(215,34-245 41)*
(24)

37,81%°+28,29
(25,86-49,76)*
(24)

102,92%°+76,13
(70,76-135,07)*
(24)

238,46%+32,68
(224,66-252,26)*
(24)

32,66%+23,78
(22,62-42,71)*
(24)

56,42°°9+43,70
(37,96-74,87)*
(24)

231,25°+37,14
(215,57-246,93)*
(24)

18,54°°+23,90
(8,45-28,63)*
(24)

36,12°+53,76
(13,42-58,83)*
(24)

238,21%437,91
(222,20-254,22)*
(24)

13,83+14,74
(7,60-20,06)*
(24)

34,21°+36,46
(18,81-49,61)*
(24)

232,96°+47,78
(212,78-253,14)*
(24)

7,66°49,29
(3,74-11,59)*
(24)

28,25%14,22
(22,24-34,26)*
(24)

236,66%+38,05
(222,59-254,74)*
(24)

3,33°+4,80
(1,31-5,36)*
(24)

23,16%+11,86
(18,16-28,17)*
(24)

LPP4 — linhagem isolada na Cidade de Monte Negro, Rondbnia, Brasil

X + DP — média + desvio padrao
(n) —tamanho da amostra

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha nao diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%

! Teste paramétrico ANOVA

2 Teste ndo paramétrico - Kruskal-Wallis e Dunn

IC* - Intervalo de confianga
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Tabela 2- Pesos médios (mg) de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus estirpe resistente tratadas com diferentes concentragbes de

juvenis infectantes de Heterorhabditis indica LPP4, em condigdes de laboratério a 27 £ 1°C e UR >80%.

Parametros  Quantidade de Juvenis infectantes por fémea

analisados  Medidas Controle 15 30 60 120 240 480 960
determinadas

Peso Inicial! X *DP 248,83°+33,28 253,54°+40,67 252,96%+34,85 250,91+29,95 258,12°+25,65 256,37°+40,87 246,25°+33,75 250,42°+31,92
IC* (234,77-262,89)*  (236,37-270,72)*  (238,24-267,67)*  (238,27-263,57)*  (247,29-268,96)*  (239,11-273,64)*  (232,00-260,50)*  (236,94-263,90)*
(n) (24) (24) (24) (24) (24) (24) (24) (24)

Peso  da 65,90°+31,73 49,14°+36,44 39,90*°+30,76 48,04°+43,00 13,29°°+13,78 9,00°+8,83 8,50°8,77 6,83°6,75

Postura® (51,46-80,85)  (32,97-6530)*  (26,27-53,55)"  (28,97-67,12)*  (6,21-20,38)" (3,07-14,93)* (3,83-13,17)* (2.54-11,62)*

(24) (24) (24) (24) (24) (24) (24) (24)
Alteragao 198,12°£30,13 101,12°+66,85  98,21°+78,69 127,25™167,06  36,29°+18,84 54,00'+44,76 53,62°+42,77 37,04°+25,24
do Peso? (185,40-210,85)*  (72,89-129,36)*  (64,98-131,44)*  (98,93-155,57)*  (27,91-44,67) (18,81-49,61)* (35,56-71,69)* (26,38-47,70)*

(24)

(24)

(24)

(24)

(24)

(24)

(24)

(24)

LPP4 — linhagem isolada na Cidade de Monte Negro, Rondbnia, Brasil

X + DP — média + desvio padrao

(n) —tamanho da amostra

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha nao diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%

! Teste paramétrico ANOVA

% Teste ndo paramétrico — Kruskal-Wallis e Dunn

IC* - Intervalo de confianga
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Tabela 3- Pesos médios (mg) de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus estirpe sensivel tratadas com diferentes concentra¢des de juvenis

infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7, em condi¢des de laboratério a 27 + 1°C e UR >80%.

Quantidade de Juvenis infectantes por fémea

Pardmetros  Medidas Controle 15 30 60 120 240 480 960

analisados determinadas

Peso X + DP 231,62°+49,64 227,29°+46,85 232,75°+46,86 230,62°+54,75 235,96%+51,90 230,62°+55,15 246,25°+47,26 233,83%+49,02

Inicial IC* (210,66-52,59)*  (207,50-247,08)*  (212,96-252,54)* (207,50-253,75)* (214,04-57,88)* (207,33-253,92)*  (226,29-66,21)*  (213,13-254,53)*

(n) (24) (24) (24) (24) (24) (24) (24) (24)

Peso  da 96,00°+33,35 57,12°+31,43 59,08°+32,33 64,60°+41,72 58,41°+29,81 40,54™+38,84 12,58°+19,46 31,54£30,07

Postura’ (81,58-110,42)*  (43,85-70,40)* (45,43-72,74)* (37,34-72,58)* (45,83-71,00)* (24,14-56,94)* (4,29-20,87)* (11,84-44,24)*
(23) (24) (24) (24) (24) (24) (24) (24)

Alteragao 178,50%£50,90 147,70°°+53,61 129,29%°+64,99 134,75%°+75 53 139,45%°+64,99 104,83%+75,41 76,33°+62,08 131,25%°+71,65

do Peso? (157-200)* (125,07-170,35)*  (101,84-156,54)* (102,85-166,65)* (113,28-165,64)* (72,99-136,68)* (50,12-102,55)*  (100,99-161,51)*
(24) (24) (24) (24) (24) (24) (24) (24)

LPP7 — linhagem isolada na Cidade de Monte Negro, Rondbnia, Brasil

X + DP — média + desvio padrao

(n) —tamanho da amostra

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha nao diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%

! Teste paramétrico ANOVA

2 Teste ndo paramétrico — Kruskal-Wallis e Dunn

IC* - Intervalo de confianga
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Tabela 4- Pesos médios (mg) de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus estirpe resistente tratadas com diferentes concentragbes de

juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7, em condi¢des de laboratério a 27 + 1°C e UR >80%.

Quantidade de Juvenis infectantes por fémea

Pardmetros  Medidas Controle 15 30 60 120 240 480 960

analisados determinadas

Peso X + DP 150,00%+21,48 145,75°+18,18 146,927+20,29 150,207+22,56 144,33%+18,55 146,627+22,71 150,587+19,85 150,58%+19,85

Inicial IC* (140,93-159,07)*  (137,07-152,43)*  (138,35-155,49)*  (142,68-161,74)*  (136,50-152,17)*  (137,03-156,22)*  (142,20-158,97)*  (142,20-158,97)*
(n) (24) (24) (24) (24) (24) (24) (24) (24)

Peso  da 53,05°+16,48 29,33"+18,87 25,08+22,37 39,75%+20,57 22,46°+15,43 13,85%+15,30 10,50°48,64 10,00°14,02

Postura2 (45,55-60,55)* (21,36-37,30)* (15,63-34,53)* (31,06-48,44)* (15,94-28,97)* (7,39-20,31)* (6,85-14,15)* (4,08-15,92)*

(24) (24) (24) (24) (24) (24) (24) (24)
Alteragao 97,08%+32,67 59,79°°+39,07 53,46°°%°+44,74 80,12%°+34,38 61,75°+31,80 29,16%+37,63 26,58°+29,74 35,45°%+27 32
do Peso? (83,28-110,88)* (43,29-76,29)* (34,56-72,35)* (65,60-94,64)* (48,32-75,18)* (13,27-45,06)* (14,02-39,15)* (23,92-46,70)*

(24) (24)

(24)

(24)

(24)

(24)

(24)

(24)

LPP7 — linhagem isolada na Cidade de Monte Negro, Rondbnia, Brasil

X + DP — média + desvio padrao

(n) —tamanho da amostra

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha nao diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%

! Teste paramétrico ANOVA

2 Teste ndo paramétrico — Kruskal-Wallis e Dunn

IC* - Intervalo de confianga



Tabela 5 - Periodos (dias) referentes a fase ndo parasitaria de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus estipe sensivel tratadas com

diferentes concentracdes de juvenis infectantes de Heterorhabditis indica LPP4, em condi¢des de laboratério a 27 £ 1°C e UR >80%.

Quantidade de Juvenis infectantes por fémea

Parametros Medidas Controle 15 30 60 120 240 480 960

analisados determinadas

Periodo de Pré X +DP 3,74°+0,44 3,50°+0,51 3,74°+0,45 3,71%+0,46 3,83%+0,38 5,12°+0,90 3,56%+0,51 3,37%+0,52

Postura? ICc* (3,54-3,93)* (3,28-3,71)* (3,54-3,93)* (3,51-3,90)* (3,67-3,99)* (4,74-5,50)* (3,29-3,83)* (2,94-3,80)*

(n) (23) (24) (23) (24) (24) (18) (16) 8)

Periodo 17,56%+5,79 3,50%+2,75 8,17%+7,29 4,87°°+5,28 2,74°+1,86 2,55%1,20 2,43°+0,51 2,25°+0,71

postura? (15,06-20,07)  (2,33-4,66) (5,02-11-33) (2,64-7,11) (1,93-3,54) (1,96-3,15) (2,16-2,71) (1,66-2,84)
(23) (24) (23) (24) (24) (18) (16) 8)

Periodo 24,71°+7,79 13,75°+10,09  11,08°47,29  7,58°¥+526  554°°+1,69  5,12°+0,51 3,56'+0,51 4,25°+0,53

sobrevivéncia® (21,42-28,00)  (9,49-18,01) (7,63-14,54) (5,36-9,80) (4,83-6,26) (8,29-3,81) (8,29-3,83) (4,02-4,47)
(24) (24) (24) (24) (24) (24) (16) (24)

LPP4 — linhagem isolada na Cidade de Monte Negro, Ronddnia, Brasil

X + DP — média + desvio padrao

(n) — tamanho da amostra

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha nao diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%

! Teste paramétrico ANOVA

2 Teste nao paramétrico — Kruskal-Wallis e Dunn

IC* - Intervalo de confianga



Tabela 6 - Periodos (dias) referentes a fase nao parasitaria de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus estipe resistente tratadas com

diferentes concentragdes de juvenis infectantes de Heterorhabditis indica LPP4, em condigbes de laboratério a 27 £ 1°C e UR >80%.

Quantidade de Juvenis infectantes por fémea

A Medidas Controle 15 30 60 120 240 480 960
Pargmetros determinadas
analisados
Periodo de Pré X + DP 4,66%+0,48 4,43%+0,51 4,74%+0,45 4,61%+0,50 4,37%+0,50 4,47%+0,51 4,50%+0,52 4,46%+0,52
Postura2 IC* (4,46-4,87)* (4,22-4,65)* (4,54-4,93)* (4,39-4,82)* (4,11-4,64)* (4,21-4,73)* (4,20-4,80)* (4,15-4,77)*
(n) (24) (23) (23) (23) (16) (17) (14) (13)
Periodo da 12,42°43,32 5,96°+3,88 5,87%°+4,25 7,09°+4,38 3,44°°+1 46 3,41%°+1,37 2,93%°40,83 2,46°+0,78
postura2 (11,04-13,82)  (4,28-7,63) (4,03-7,71) (5,19-8,98) (2,66-4,21) (2,71-4,12) (2,45-3,41) (1,99-2,93)
(24) (23) (23) (23) (16) (17) (14) (13)
Periodo  de 20,04%+4,15 9,71%°+4,70 9,54°%+4 14 11,20%+336  6,33%+1,24 6,54°°+1.32  5,92°+1,06 5,54°+0,78
sobrevivéncia® (18,29-21,80)  (7,73-11,69) (7,80-11,29) (9,09-13,56) (5,81-6,86) (5,98-7,10) (5,47-6,36) (5,21-5,87)
(24) (24) (24) (24) (24) (24) (24) (24)

LPP4 — linhagem isolada na Cidade de Monte Negro, Rondbdnia, Brasil

X + DP — média + desvio padrao

(n) —tamanho da amostra

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha nao diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%

! Teste paramétrico ANOVA

% Teste ndo paramétrico — Kruskal-Wallis e Dunn

IC* - Intervalo de confianga



Tabela 7 - Periodos referentes a fase nao parasitaria de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus estipe sensivel tratadas com diferentes

concentragdes de juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7, em condi¢des de laboratério a 27 + 1°C e UR >80%.

Parametros Quantidade de Juvenis infectantes por fémea
analisados Medidas Controle 15 30 60 120 240 480 960
determinadas
Periodo de Pré X +DP 6,47°+0,59 6,74%+0,75 6,54%+0,59 6,45%+0,67 6,37%£0,57 6,50%+0,60 6,43%40,81  6,26%+0,65
Postura2 IC* (6,22-6,73)* (6,41-7,06)* (6,29-6,81)* (6,16-6,75)* (6,13-6,62)* (6,22-6,78)* (6,00-6,87)*  (5,95-6,58)*
(n) (23) (23) (22) (22) (24) (20) (16) (19)
Periodo da 11,78%+3,03  6,56°°+4,85 8,36%°+6,65  6,86°°+4,62 8,95%15 15 5,15%°+2 52 3,37°+1,20  5,36°°+3,23
postura2 (10,47-13,09)  (4,47-8,66) (5,41-11,31) (4,81-8,91) (7,50-6,78) (3,97-6,33) (2,73-4,02)  (3,81-6,93)
(23) (23) (22) (22) (24) (20) (16) (19)
Periodo de 19,65%+4,91 12,76%+4,63 12,7547 53 12,08°+4,66  14,37%°+528 10,04°+2.82  8,17°+1,61 10,12°+3,23
sobrevivéncia® (13,53-21,78)  (10,75-14,66)  (9,57-15,93) (10,11-14,05)  (12,14-16,61)  (8,85-11,23) (7,49-8,84)  (8,76-11,49)
(23) (24) (24) (24) (24) (24) (24) (24)

LPP7 — linhagem isolada na Cidade de Monte Negro, Rondbnia, Brasil

X + DP — média + desvio padrao

(n) —tamanho da amostra

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha nao diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%

! Teste paramétrico ANOVA

2 Teste ndo paramétrico — Kruskal-Wallis e Dunn

IC* - Intervalo de confianga



Tabela 8 - Periodos referentes a fase nao parasitéria de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus estipe resistente tratadas com

diferentes concentragdes de juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7, em condi¢cdes de laboratério a 27 £ 1°C e UR >80%.

Quantidade de Juvenis infectantes por fémea

Parametros Medidas Controle 15 30 60 120 240 480 960
analisados determinadas
Periodo de X+DP 5,25%°+0,55 5,21%°+0,60 5,36°°+0,66 5,50°°+0,66 5,72°+0,77 5,09°+0,42 5,25%+0,55 5,25%+0,55
Pré Postura? IC* (4,99-5,51)* (4,96-5,48)* (5,07-5,65)* (5,22-5,78)* (5,39-6,07)* (4,91-5,27)* (4,99-5,51)* (4,99-5,51)*
(n) (20) (23) (22) (24) (22) (23) (20) (20)
Periodo  da 11,28%+3,80 5,91°°+3,78 5,59°9+4 45  7,83%°+4,72 4,95°9+3 56  3,60%+2,67 2,90%+0,85 3,57%%+1,46
postura2 (9,56-13,01) (4,28-7,55) (3,62-7,56) (5,84-9,83) (3,37-6,53) (2,45-4,77) (2,50-3,30) (2,87-4,28)
(20) (23) (22) (24) (22) (23) (20) (20)
Periodo  de 17,79%+7,41 9,95>°+3 57 10,54°+556  12,70%+5,61  9,87°°+4,19 7,79%+3 41 7,00+0,88 7,75%+1,87
sobrevivéncia® (14,66-20,92)  (8,45-11,47) (8,19-12,89) (10,34-15,08)  (8,10-11,65) (6,35-9,23) (6,63-7,37) (6,96-8,54)
(24) (24) (24) (24) (24) (24) (24) (24)

LPP7 — linhagem isolada na Cidade de Monte Negro, Ronddnia, Brasil

X + DP — média + desvio padrao

(n) — tamanho da amostra

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha nao diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%

! Teste paramétrico ANOVA

2 Teste nao paramétrico — Kruskal-Wallis e Dunn

IC* - Intervalo de confianga



