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SOARES, L.A. Pesquisa do parasitoide Ixodiphagus hookeri (Howard, 1908), (Hymenoptera:
Encyrtidae) nos carrapatos Amblyomma sculptum (Berlese, 1888) e Rhipicephalus sanguineus
(Latreille,1806) no municipio de Salto, SP.. S&o Paulo. 2021. Dissertacdo (Mestrado em
Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Bioldgico.

RESUMO

Os carrapatos provocam muitos prejuizos a salde dos animais, humanos e ao agronegécio.
Algumas espécies do género Amblyomma s&o vetores do agente causador da Febre Maculosa
Brasileira, uma zoonose e um grande problema de saude publica. Ja o carrapato da espécie
Rhipicephalus sanguineus, caracteriza-se por acometer animais de sangue quente. O cdo € 0 seu
principal hospedeiro, podendo ser encontrado parasitando diversos animais silvestres,
domesticos e até mesmo humanos. A dificuldade do controle dos carrapatos, bem como o
desenvolvimento de resisténcia a muitos inseticidas, torna o controle do carrapato oneroso. O
controle bioldgico torna-se uma alternativa que tem sido estudada como uma opcéo de controle
integrado do carrapato e com impacto positivo na satde publica e no controle do meio ambiente.
O presente trabalho teve por objetivo pesquisar a ocorréncia do parasitoide Ixodiphagus
hookeri, em carrapatos do género Amblyomma coletados em éareas publicas e da espécie
Rhipicephalus sanguineus coletados de animais naturalmente infestados, do municipio de Salto,
no Estado de S&o Paulo. A investigacao foi realizada através de coletas no periodo de marc¢o de
2019 a fevereiro de 2021. Os carrapatos Amblyomma foram capturados utilizando a técnica de
armadilhas de gelo seco que liberam CO: e os exemplares de R. sanguineus foram coletados de
animais naturalmente infestados. A captura dos insetos para identificacdo dos parasitoides foi
realizada com rede entomoldgica e armadilha de Moericke. Das amostras coletadas de
carrapatos parte deles foram dissecadas e outras acondicionadas em recipientes para observagédo
de emergéncia de michohimendpteros e outras submetidas ao teste molecular para identificacdo
da presenca do DNA de 1. hookeri. Os insetos capturados foram triados de acordo com as
caracteristicas da familia Encyrtidae. As dissecacfes e as observacdes de emergéncias nao
indicaram presenca de larvas de I. hookeri nos carrapatos. Os testes de PCR dos trechos
correspondentes a0 MRNA 16S dos carrapatos Amblyomma sculptum amplificaram para todas
as amostras. Porém, a regido mCOX | de I. hookeri ndo ampliaram estes segmentos genémicos
mitocondriais. Nos insetos capturados, foram identificadas 15 familias de insetos parasitoides
pertencentes a 5 superfamilias sendo elas, Ceraphronoidae 7,86%, Chalcidoidea 53,18%,
Cynopoidea 3,74%, Diaprioidea 14,60% e Platygastroidea 20,59%, e ndo foi identificado

nenhum individuo de I. hookeri.



PALAVRAS-CHAVE: controle bioldgico, himenopteros, reacdo de cadeia de polimerase
(PCR), biologia molecular.



SOARES, L.A. RESEARCH OF THE PARASITOID Ixodiphagus hookeri (Hymenoptera:
Encyrtidae) IN THE TICKS Amblyomma sculptum (Berlese,1888) AND Rhipicephalus
sanguineus (Latreille,1806) IN THE MUNICIPALITY OF SALTO-SP. Séo Paulo. 2021.
Dissertation (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) —
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ABSTRACT

Ticks cause a lot of damage to the health of animals, humans and agribusiness. Some species
of the genus Amblyomma are vectors of the causative agent of Brazilian Spotted Fever, a
zoonosis and a major public health problem. The tick species Rhipicephalus sanguineus is
characterized by affecting warm-blooded animals. The dog is its main host, and it can be found
parasitizing various wild and domestic animals, and even humans. The difficulty of tick control,
as well as the development of resistance to many insecticides, makes tick control costly.
Biological control becomes an alternative that has been studied as an option for integrated tick
control with a positive impact on public health and environmental control. The present work
aimed to investigate the occurrence of the parasitoid Ixodiphagus hookeri, in ticks of the genus
Amblyomma collected in public areas and Rhipicephalus sanguineus specimens collected from
naturally infested animals, in the city of Salto, S&o Paulo State. The investigation was
conducted through collections in the period from March 2019 to February 2021. Amblyomma
ticks were captured using the technique of dry ice traps that release CO- and R. sanguineus
specimens were collected from naturally infested animals. Insect capture for parasitoid
identification was performed with entomological net and Moericke's trap. Part of the tick
samples collected were dissected and others were placed in containers for observation of
microhymenoptera emergence and others were submitted to molecular testing to identify the
presence of 1. hookeri DNA. The captured insects were sorted according to the characteristics
of the Encyrtidae family. Dissection and emergence observations Specimens of . hookeri were
not found. PCR tests of the sections corresponding to the 16S mRNA of Amblyomma sculptum
ticks amplified for all samples. However, the mCOX | region of 1.hookeri did not amplify these
mitochondrial genomic segments. In the captured insects, 15 families of parasitoid insects were
identified, belonging to 5 superfamilies being Ceraphronoidae 7.86%, Chalcidoidea 53.18%,
Cynipoidea 3.74%, Diaprioidea 14.60% and Platygastroidea 20.59%, and no individual of I.

hookeri was identified.
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1. INTRODUCAO

Os carrapatos pertencem a uma pequena ordem que abrange 860 espécies, quando
comparados com outros grupos de acarinos. Apresentam distribui¢cdo mundial e constituem um
dos mais importantes grupos de artropodes hematofagos parasitas de anfibios, répteis e
mamiferos (CAMICAS et al., 1998 apud, GUIMARAES et al., 2001; VIEIRA et. al., 2004).

Todos os estagios da maioria das espécies sdo responsaveis por provocar danos nos
hospedeiros desde a irritacdo provocada pelas picadas, perda significativa diaria de sangue pela
hematofagia e por veicularem uma variedade de patdgenos (HU et al., 1998; GUIMARAES et
al., 2001)

A espécie Amblyomma sculptum (Berlese,1888) conhecida popularmente como
carrapato estrela além de provocar danos devido a sua picada, tem um grande potencial de
veiculacdo de patdgenos, incluido virus, bactérias e riquétsias como a Rickettsia riquetsi
causadora da Febre Maculosa Brasileira (FMB) e a Rickettsia amblyommii, (NUNES et al.,
2015). Embora os relatos sobre a patogenicidade de R. amblyommii em seres humanos sejam
pontuais, estudos recentes relatam soroprevaléncia em A. sculptum que parasitavam capivaras
(AGUIRRE, 2018; CAMPOS et al., 2019).

Jé& a espécie Rhipicephalus sanguineus (Latreille,1806), conhecido popularmente como
“carrapato vermelho” se caracteriza por acometer animais de sangue quente. O cdo é seu
principal hospedeiro e pode ser encontrado parasitando animais silvestres e domésticos, e a
espécie humana (DANTAS TORRES, 2009; GUGLIELMONE, 2010). E o principal carrapato
responsavel pela transmissdo da bactéria Erlichia canis e de protozoéarios do género Babesia, e
estudos recentes apontam para a filarida Cercopithifilaria bainae, um parasita que vem
despertando a atencdo nos ultimos quatro anos, em especial nas regibes nordeste do Brasil
(RAMOS et. al, 2017; GUGLIELMONE et al., 2014; SOARES et. al.,2019).

Ha relatos do aumento de erliquiose em humanos correlacionado a maiores taxas de
parasitismo por R. sanguineus, sendo ele considerado na transmissdo de outras especies de
riquétsias, como a Rickettsia rickettsii e a Rickettsia conorii, agentes causais, respectivamente,
da Febre Maculosa das Montanhas Rochosas no México e na América do Sul e da Febre
Botonosa na regido mediterranea do sul da Europa e da Africa do Norte (DANTAS-TORRES,
et al., 2006).
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Nas ultimas décadas varios métodos visando o controle do carrapato tém sido avaliados,
com a utilizacdo de produtos quimicos, biologicos, organicos e imunoldgicos e manejo de
pastagens (SILVEIRA et al., 2014).

Entre os meétodos de controle, a utilizacdo de inimigos naturais com o objetivo de
realizar o controle biolégico tém sido relatados como uma alternativa ao sistema integrado de
controle dos carrapatos, visando diminuir os prejuizos provocados, bem como reduzir a
utilizacdo de produtos quimicos, minimizando os efeitos residuais no meio ambiente (SILVA,
2019;).

O controle biolégico atraves da utilizacdo de parasitoides e predadores ja é uma pratica
utilizada na producdo agricola almejando uma agricultura mais sustentavel (PARRA et al.,
2002). Para controle dos carrapatos métodos de controle bioldgico como a utilizacdo de espécies
de fungos entomopatogénicos das espécies Metarhizum anisopliae e Beauveria bassiana vem
sendo estudada e caracterizada em ensaios de laboratério, apresentando resultados satisfatorios
e demonstrando patogenicidade para varias espécies de carrapatos (GARCIA, 2004; SILVA,
2019).

Dentre os potenciais inimigos naturais, também se destacam o0s parasitoides
himendpteros, no entanto apenas algumas espécies desses insetos que demonstraram valor
potencial no controle de espécies de carrapatos (SAMISH et al., 2004). No Brasil, os
parasitoides de carrapatos foram relatados ha mais de 95 anos, quando Ixodiphagus hookeri
(Howard) foi relatado parasitando ninfas de R. sanguineus no Rio de Janeiro. Estudos
evidenciaram a ocorréncia de Ixodiphagus spp. em carrapatos de trés diferentes regiGes do
Brasil (Costa-Lima, 1915 apud LOPES et al., 2012).

No estado do Maranh&o, parasitoides foram detectados em ninfas de R. sanguineus em
entre agosto de 2009 e setembro de 2010 (estacdo seca) e janeiro de 2011 (estacdo chuvosa) e
foram identificados como I. hookeri. No estado de Mato Grosso do Sul, uma ninfa ingurgitada
de Amblyomma sp. mostrou-se parasitada por I. hookeri. J& no estado de Ronddnia, um
Amblyomma sp. ninfa ingurgitada era parasitada por Ixodiphagus texanus (Howard) (LOPES et
al., 2012).

Desta forma, pretende-se pesquisar a presenca do parasitoide do género Ixodiphagus
hookeri em carrapatos capturados no municipio de Salto, podendo assim contribuir para o

manejo integrado de carrapatos.
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2.0BJETIVOS

2.1 Geral

Verificar a ocorréncia do parasitoide Ixodiphagus hookeri em amostras coletadas no municipio

de Salto, no Estado de S&o Paulo visando o controle biologico de carrapatos.

2.2 Especificos

e Capturar A. sculptum no campo através de armadilhas de gelo seco para observacdo da
presenca de I. hookerti;

e Coletar R. sanguineus em cdes para observacao da presenca do I. hookeri;

e Identificar os microhimendpteros através de teste molecular em carrapatos com o uso

de marcadores moleculares especificos.
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REVISAO DE LITERATURA

3.1 Carrapatos

Os carrapatos causam muitos prejuizos aos sistemas de producdo, bem como a salde
humana e animal, sendo um grande problema de sadde piblica (GUIMARAES et al., 2001; HU
etal., 1998).

Pertencem a ordem Ixodida sendo essa constituida por trés subordens: Argasina,
Nuttaliellina e Ixodina, sendo citadas duas familias em Nuttaliellina e Argasina: Argasidae e
Nuttalliellidae, e em Ixodina inclui as familias Ixodidadae e Amblyommidae (CARNICAS et
al., 1998, APUD GUIMARAES et al., 2001).

A familia Ixodidae compreende os carrapatos popularmente conhecidos como
carrapatos duros, a familia Argasidae inclui os carrapatos moles, e a familia Nuttalliellidae, com
caracteristicas morfoldgicas intermediarias entre as duas primeiras (BARROS-BATTESTI,
2006). E a familia que possui 0 maior nimero de representantes dos carrapatos, e por
apresentarem escudo sdo conhecidos como carrapatos duros. Tem ampla distribuicdo como
parasitos de vertebrados (ONOFRIO, 2006; GUIMARAES, 2001).

Aves, répteis e anfibios sdo hospedeiro de muitas espécies de Ixodidae, mas geralmente

eles se alimentam de sangue de mamiferos incluindo os seres humanos (NAVA, 2014).

A Regido Neotropical esta representada por 117 espécies, incluidas em cinco géneros
(Ambyomma, Dermacentor, Haemaphysalis, Ixodes e Rhipicephalus, este dltimo contendo o
subgénero Boophilus) (ONOFRIO, 2006).

3.1.1 Amblyomma sculptum: aspectos da espécie e sua epidemiologia

Atualmente, apo6s reavaliagdo morfologica e biologica, o género Amblyomma foi
reclassificado como um complexo de seis espécies: A. cajennense sensu stricto; A. mixtum; A.
sculptum; A. interandinum; A. patino e A. tonelliae (NAVA et al., 2014). Distribuidos

geograficamente do sul dos Estados Unidos até distintas regides das Américas Central e do Sul,
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podem ser encontrados nas regides Sudeste, Centro-Oeste e parte das regides Sul e Nordeste do
Brasil (NAVA et al., 2014; GUIMARAES et al., 2001).

Segundo Rodrigues et al. (2015), no Brasil sdo consideradas pelo menos duas espécies do
complexo “cajennense”, sendo A. cajennense sensu stricto encontrada nos estados do Para,
Rondonia, Mato Grosso, Maranhdo e Tocantins e A. sculptum encontrado nas regides Sudeste,

Centro-Oeste e parte das regides Sul e Nordeste (Figura 1).
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Figura 1: Mapa do Brasil com a distribui¢do dos carrapatos do género Amblyomma, de acordo com a classificagéo:
A. cajennense (sensu stricto); A. cajennense (sensu lato); A. sculptum.
Fonte: MENEZES (2017)

Estas espécies apresentam elevada prevaléncia e vasta area de distribuicdo, causando
sérios transtornos a producdo animal e & saude publica, tais como: espoliacdo sanguinea,

transmissdo de patdégenos nocivos ao homem, aos animais, gastos com honorarios veterinarios,
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medicamentos e demais medidas de controle, que em alguns casos, mostram-se ineficazes
(VIEIRA et al., 2004).

Para que uma populacdo de carrapatos do complexo “cajennense” se estabeleca no
ambiente é necessaria a presenca de dois tipos de hospedeiros: os primarios, tais como
capivaras, equinos e antas, e os secundarios, que incluem dezenas de espécies (PAROLA et al.,
2013, LEMOS et al., 2001).

O ciclo biolégico de A. sculptum (figura 2), é composto do estagio inativo (ovo) e de
trés estagios moveis posteriores (larva, ninfa e adultos). Esses carrapatos possuem um ciclo
trioxeno, ou seja, necessitam de trés hospedeiros para seu desenvolvimento (ONOFRIO, 2006).
Desta forma, parasitam diferentes espécies, sendo esse um comportamento importante na
transmissdo de patogenos, facilitando a transmissdo de agentes causadores de doencas entre
hospedeiros distintos (FRANCO, 2018; GUIMARAES, 2001).

Fatved akidias Ninfa: 5 a 7 dias Adulto: 7 a 10 dias

| Hospedeiros | —
f;‘ ":‘ Fémea fecundada
ECDISE = A em ada
e S |
) .‘.‘ 1b k35 Bk E 23 A 25 DIAS \ ‘
P ECLOSAO Teled gina realiza
i‘ : $ + - " "’.’Jl‘ ’ postura de relhares
s ‘x 4 30 DIAS - 25°C ,,._ s
800y
LARVAS

Figura 2: Ciclo biol6gico de um carrapato trioxeno.
Fonte: VIEIRA et al (2004).
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A dindmica populacional de A. sculptum na Regido Sudeste caracteriza-se pelo
predominio de larvas nos meses de abril a julho, ninfas de julho a outubro e adultos de outubro
a marco (SOUZA, 1990; OLIVEIRA et al., 2000).

Durante a fase parasitaria das larvas e ninfas existe menor especificidade pelos
hospedeiros, sendo estes 0s principais estagios de parasitismo em seres humanos. O estagio
adulto é mais especifico de grandes mamiferos, tais como equinos, antas e capivaras
(RODRIGUES et al., 2015).

Amblyomma sculptum é a espécie que estd entre a mais relatada como vetor na
transmissdo da febre maculosa brasileira (FMB) (DANTAS-TORRES, 2009; MARTINS et
al.,2016).

A FMB é uma doenca infecciosa, e o principal agente etioldgico ¢ a bactéria Rickettsia
rickettsii. A doenca se manifesta por um quadro febril agudo, e apresenta alta indice de
letalidade (figura 3) devido ao diagndstico e tratamento tardio (VIEIRA et al., 2004; MORAES-
FILHO, 20017).

Casos (n) e Letalidade (%) por FMB no ESP 2007-2021*

B4.0 554

738

TROLE B 3TIRCEL

Figura 3: Casos confirmados de Febre Maculosa Brasileira no Estado de S8o Paulo de 2007 a 2021.

FONTE: Secretaria da Satde do Estado de S&o Paulo (2021).
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Rickettsias sdo bactérias intracelulares obrigatorias que sdo classicamente divididas em
trés grupos: o tifo, composto por Rickettsia prowazekii e Richettsia typhi, associadas com
piolhos e pulgas, e o grupo da febre maculosa que inclui mais de 20 espécies, principalmente
associadas aos carrapatos (PAROLA et. al, 2005).

Em aérea endémicas, a maioria dos casos de transmissdo da FMB, esta quase sempre
relacionada ao aumento populacional de capivaras. Elas representam o principal reservatorio

do agente causador e sdo consideradas os seus hospedeiros primarios (LABRUNA et al., 2004).

A capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) € uma espécie da fauna silvestre brasileira de
grande importancia econdémica e social, encontrada em quase todo o territdrio brasileiro, e tem
registro do seu aumento populacional que esté relacionada ao aumento de pastos ou lavoura,
favorecendo seu habito alimentar e pela auséncia de predadores naturais (ALMEIDA, BIONDI,
2014). Em aéreas endémicas de transmissdo da FMB as capivaras estdo relacionadas pelo seu
potencial de reservatdrio da Rickettsia rickettsii, sendo que a maioria dos registros da doenca
concentram-se na regido sudeste do Brasil (SAO PAULO, 2017; BARROS e SILVA et al.,
2014).

Os equinos também sdo considerados hospedeiros primarios da espéecie A. sculptum por
eventualmente compartilharem o mesmo ambiente com capivaras (SOUZA,1990). No entanto,
devido a pulverizacdo frequente com carrapaticidas em equinos, principalmente quando sédo
infestados por larvas e ninfas, eles sdo considerados no controle da disseminacgéo de carrapatos
no local que estejam instalados (LABRUNA et al., 2002).

3.1.2 Rhipicephalus sanguineus: aspectos da espécie e sua epidemiologia

A espécie Rhipicephalus sanguineus, conhecido popularmente como ‘“carrapato-
vermelho- do-cdo” é um ectoparasita que se caracteriza por acometer animais de sangue quente,
sendo o cdo seu principal hospedeiro. Pode ainda ser encontrada parasitando diversos animais
silvestres e domeésticos, e até mesmo a espécie humana (GODDARD, 1989; DANTAS
TORRES, 2009; GUGLIELMONE, 2010).

S&o carrapatos que tem o ciclo trioxeno (figura 4), e em todos os estagios de
desenvolvimento, os individuos se desprendem dos hospedeiros, infestando o ambiente, onde

abrigam-se em frestas, forros, debaixo de mdveis e outros locais (MENDES et al., 2019).



24

ADULTOS FEMEAS
nao aliment, . \ alimentadas
muda /. I Hospedeiro 3 B
NINFAS
alimentadas
OoVOos
eclosao
Hospedeiro 2 LARVAS
nao aliment,
; Hospedeiro 1 n
NINFAS i
nao aliment.
LARVAS o )

alimentadas

Figura 4: Ciclo de vida trioxeno de Rhipicephalus sanguineus
Fonte: DIAS (2013)

As larvas alimentam-se por trés a seis dias e a muda ocorre entre cinco e 49 dias, dando
origem as ninfas, que por sua vez se alimentam em um periodo entre trés e nove dias. A fémea
se alimenta em um periodo entre quatro e 21 dias (GUIMARAES, 2001).

Sob condic¢Bes naturais, os periodos de ingurgitamento e muda podem variar entre
populagdes e sdo diretamente influenciados por fatores como temperatura e disponibilidade de
hospedeiro (PAROLA et al., 2008).

A duracéo do ciclo de vida R. sanguineus pode variar entre paises e regides. Estudos de
campo demonstram que ele pode completar duas ou mais geracdes por ano. No Brasil, onde as
condi¢cBes ambientais sdo bastante favoraveis, R. sanguineus pode completar até quatro
geracOes por ano (DANTAS-TORRES et al., 2006).
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Existem relatos da relagdo entre um nimero crescente de casos registrados de erliquiose
humana (por infecgéo pela Ehrlichia canis) com o aumento de registros de parasitismo humano
(LABRUNA, 2004; MENDES et al., 2019).

Ha também transmissdo de outras espécies de riquétsias, como a Rickettsia rickettsii e
a Rickettsia conorii, agentes causais, respectivamente, da Febre Maculosa das Montanhas
Rochosas no México e na América do Sul e evidéncias da transmisséo da Febre Botonosa na
regido mediterranea do sul da Europa e da Africa do Norte (DANTAS-TORRES et al., 2006).

O cédo tem um importante papel na epidemiologia dessas doencas, pois é ele quem leva
0s carrapatos infectados para o ambiente humano, sendo que relatos de parasitismo humano
(LABRUNA, 2001).

No Brasil foram notificadas infestacGes de R. sanguineus nos municipios Goiania (GO),
Recife (PE), Pedreira (SP) e Cachoeira do Sul (RS). O desenvolvimento desse carrapato em
ambientes sinantropicos de varias cidades do pais podera favorecer 0 aumento na incidéncia de
Erliquiose, Babesiose e Febre Maculosa, como antropozoonoses emergentes (FERNANDES et
al., 2001; GUGLIELMONE et al., 2006).

3.2 Controle quimico convencional: Amblyomma e Rhipicephalus

No Brasil, de uma forma geral, o controle dos carrapatos tem sido realizado através de
produtos quimicos, principalmente a base de organofosforados, amidinas e piretroides
sintéticos (SILVA, 2019).

Para o controle de carrapatos do género Amblyomma comumente € indicado produtos a
base de piretroides. Entretanto, estudos demonstraram a necessidade do uso de produtos com
este principio ativo podem chegar a 1,8 vezes o valor recomendado para o carrapato do boi,
além da necessidade de intervalos menores entre banhos estratégicos devem ser observados
para se obter um resultado satisfatorio (BARROS-BATTESTI et al., 2006; PINHEIRO, 1987).

Os carrapatos tém maior sensibilidade aos acaricidas nas fases imaturas, com impacto
na reducdo de carrapatos adultos. No Brasil, as principais classes de acaricidas que sdo
utilizadas atualmente sdo administradas por via tdépica, sendo as classes das lactonas
macrociclicas, fenilpirazois, piretréides e organofosforados, porém ainda hd uma deficiéncia de
estudos sobre produtos quimicos no controlo sobre A. sculptum (RODRIGUES et al.,2015;
BORGES et al., 2020).
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A pulverizacdo na fase adulta do carrapato é considerada menos eficiente por causa da
menor sensibilidade desta fase do seu ciclo de vida em relagdo as larvas e as ninfas,
apresentando resisténcia aos produtos comerciais existentes no mercado, formulados a base de
piretroides, que séo os Unicos indicados para banhos carrapaticidas em equideos no comércio
brasileiro (LABRUNA et al., 2002; LEITE et al., 2006).

J& o controle das infestagbes de R. sanguineus é realizado principalmente com a
aplicacdo de carrapaticidas; entretanto, ha estudos relatando a resisténcia do carrapato a alguns
dos principios ativos utilizados nas formulac6es comerciais desses produtos (PRETTE et al.,
2005). O uso incorreto de carrapaticidas, ndo sé promovem resisténcia a varios principios
ativos, mas acentuam a poluicio ambiental e os riscos de intoxicagio ao homem (PAIAO et al.,
2001).

O controle quimico dos carrapatos leva ao aparecimento de populagfes resistentes e
impacta 0 meio ambiente. Seu uso exclusivo é pouco viavel em termos préaticos e econémicos,
sendo indicado o emprego de métodos alternativos dentro de um sistema de controle integrado
(BITTENCOURT, 1997; RODRIGUES et al., 2015)

3.3 Controle bioldgico

O controle biolégico € definido como a acdo de inimigos naturais com o objetivo de
atuar sobre uma populacéo praga, resultando no equilibrio com uma populacdo mais baixa do

que prevaleceria na auséncia desses agentes (GRAVENA, 1992).

O controle de doencas, pragas e plantas invasoras na agricultura através da utilizacao
intensiva de agrotdxicos tem, reconhecidamente, promovido diversos problemas de ordem
ambiental (PERES, 2005). O Uso indiscriminado de produtos quimicos, tem impacto direto na
contaminacéo dos alimentos, do solo, da agua e dos animais, além do fator da exposi¢cdo aos
agentes por agricultores, a resisténcia de patdgenos, de pragas e de plantas invasoras a certos

principios ativos dos agrotoxicos e a reducdo da biodiversidade, entre outros (BETTIOL, 2008).

A utilizacdo de técnicas que visam evitar o desequilibrio dos agrossistemas vem
crescendo em todo 0 mundo, com o intuito de diminuir o exterminio de insetos de ocorréncia

natural presentes na lavoura, que ndo estejam relacionados ao vegetal cultivado, dando lugar a
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convivéncia harmoniosa dos organismos, visando equilibrar os sistemas agricolas (ALMEIDA
etal., 1995).

Os riscos da exposicdo humana aos agroquimicos tornaram-se populares, pressionando
as autoridades sanitarias a adocdo de limites maximos permitidos cada vez mais rigorosos dos
seus residuos presentes nos alimentos (ABREU, 2014). Como resultado o mercado de alimentos
se direciona favorecendo produtos cultivados sem o uso de agroguimicos ou produtos

certificados garantindo que eles foram utilizados adequadamente (PERETT], 2010).

O controle bioldgico, como alternativa aos controles convencionais quimicos em
agrossistemas € uma alternativa ao MIP (manejo integrado de pragas). Sendo assim, a
abordagem para o controle deve passar inicialmente por um enforque que relacione o equilibrio
bioldgico das pragas com seus inimigos naturais (BETTIOL, 2008; PARRA,2002).

No entanto, embora o0 MIP ter como base diferentes métodos de controle sendo usados
de forma integrada, as principais taticas que séo utilizadas sdo os defensivos quimicos e 0s
agentes de controle bioldgico (AVILA, 2010).

Diferentes espécies de insetos sdo reconhecidas como agentes de controle bioldgico
(parasitoides e predadores). Os parasitoides sdo agentes de controle bioldgico em que pelo
menos uma de suas fases de vida esté intimamente associado ao hospedeiro (CRUZ et al., 2011;
FIGUEIREDO et al., 2006).

Os insetos parasitoides constituem uma das mais especializadas formas de vida dos
artropodes (ASKEW, 1973). Parasitoides sdo organismos que provocam a morte de seus
hospedeiros para completar o seu desenvolvimento e atuam como parasitas apenas no estagio
larval, quando se desenvolvem em apenas um hospedeiro, tendo os adultos vida livre (COSTA,
PERIOTO, 2006)

A ordem Hymenoptera concentra a maioria dos parasitoides utilizados no controle
biologico de insetos-praga. Esta é a ordem mais abundante entre os insetos entomofagos, tanto
numericamente quanto em relagéo ao seu uso bem-sucedido no controle biolégico (DE BACH
& ROSEN, 1991).

Nos ultimos anos o controle bioldgico de carrapatos com a utilizacdo de predadores e
parasitoides tem sido investigado como alternativa ao controle quimico 1989 (LOPES et al.,
2012). Silveira (1989), realizou levantamento de o levantamento de parasitoides de dipteros de

importancia médico veterinaria no Brasil. Em 2002 um levantamento de parasitoides de moscas
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frugivoras realizado por Nunes (2012), foi obtido 546 parasitoides sendo esse mais um trabalho
entre outros levantamentos realizados visando explorar a presenca e biologia de parasitoides.

3.3.1. Utilizac&o de Ixodiphagus hookeri no controle bioldgico de carrapatos

O género Ixodiphagus é composto por insetos com grande importancia no controle dos
carrapatos. O primeiro a citar o género fazendo parasitismo em carrapatos foi Howard (1907),
quando descreveu o Ixodiphagus texanus. No ano seguinte, (HOWARD, 1908) descreveu uma
segunda espécie, encontrada no estado do Texas, a qual chamou de Hunterellus hookeri. Estas
estdo agora incluidas no género Ixodiphagus da familia Encyrtidae, sendo Ixodiphagus hookeri
(Howard, 1908) a espécie mais difundida (DAVIS, 1986; MWANGI et al., 1997).

Krawczyk (2020), destaca que 1. hookeri sdo micro-himendpteros com tamanho
aproximado de 2 milimetros. A larva se desenvolve ninfa ingurgitada do carrapato, porém a

oviposicdo pode ocorrer na fase larval (figura 3).

Apresentam reproducédo sexuada e as fémeas liberam os seus ovos no interior do carrapato
através da perfuracdo da cuticula pelo ovipositor. Quando os ovos eclodem e prosseguem ao
estagio larval, estas se alimentam dos 6rgdos internos do carrapato ingurgitado, emergindo a
vespa adulta entre 30 e 57 dias apds a aviposi¢do (WOOD, 1911). Apds a emergéncia do
parasitoide ocorre o acasalamento e ciclo se repete (BOWMAN et al., 1986; HU et al., 1998;
MWANGI et al., 1994).

—_—

Fig 2. ixodiphagus hookeri adults. (A) Habitus of a after with Marc André solution. (B) Magnified female genitalia. (C) Habitus of a male.
(D) Magnified male genitalia. Scale bar represents 0.5 mm.

Figura 5 — (A) Fémea adulta de Ixodiphagus hookeri. (B) Genital da fémea ampliada. (C) Macho adulto de
Ixodiphagus hookeri. (D) Genital do macho ampliado.

Fonte: BOHACSOVA et al., 2016.
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Estudos conduzidos indicam a eficacia da espécie no controle dos carrapatos, com a
presenca de I. hookeri que emergiram ap0s coleta. Em setembro de 1953, no Quénia, carrapatos
foram coletados com a ajuda da equipe veterinaria local em Mombaca e comprovou-se que 0s
carrapatos estavam infectados por I. hookeri ap0s parasitoides emergirem dos carrapatos cerca
de um més apos a coleta (PHILIP, 1954).

Em experimento realizado para investigar o impacto do I. hookei em gado infestado por
carrapatos do género Amblyomma variegatum, verificou-se a reducdo quantitativa de 44
carrapatos para apenas dois carrapatos por animal, correlacionando a eficiéncia do parasitoide
como controle bioldgico (MWANGI, 1997).

Foi relatada a presenca de cinco espécies de carrapatos parasitados por Ixodiphagus em
gue a oviposicdo ocorreu em fases imaturas (larvas e ninfas) ingurgitadas ou néo.
Posteriormente, 1. hookeri foi identificado associado a Ixodes scapularis, capturados nos meses
com maior prevaléncia de ninfas, sugerindo a preferéncia do parasitoide por esta fase de
desenvolvimento do carrapato (BOWMAN, 1986; HU et al., 1997).

Mwangi et al (1993), sugeriram que larvas ingurgitadas e ninfas ndo alimentadas sao as
melhores fases para o parasitismo, apos emergir 1. hookeri de ninfas ndo ingurgitadas de A.

varietagatum apos alimentagdo in vitro.

Em um estudo realizado no sul da Italia foram encontradas larvas de I. hookeri em
carrapatos da espécie Ixodes ricinus e a comprovacado da espécie do parasitoide foi feita através
de sequenciamento genético realizado nos carrapatos, onde foi detectado através do exame
molecular no carrapato a presenca do DNA de I. hookeri, havendo prevaléncia do parasitismo

em carrapatos ndo alimentados comparados aos alimentados (RAMOS et al., 2014).

Na Alemanha, foi investigada a presenca de parasitoides em carrapatos Ixodes ricinus
coletados a campo, por um periodo de trés anos, onde as ninfas de I. ricinus coletadas foram
submetidas a bioensaios sobre a preferéncia de 1. hookeri por diferentes fases da vida do
carrapato. As observacOes relataram a perfuracdo do hospedeiro pelo parasitoide com o
ovopositor, que foi identificada como principal comportamento durante o parasitismo em todos
0s estdgios de desenvolvimento do carrapato I. ricinus. Nao foi relatada nenhuma diferenca
comportamental significativa durante o parasitismo em larvas de carrapatos ingurgitadas versus
ndo alimentadas (COLLATZ et al., 2011).
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3.3.2 Ixodiphagus hookeri no Brasil

No Brasil (COSTA LIMA, 1915) relatou a espécie Hunterellus hookeri (figura 6)
parasitando carrapatos R. sanguineus de cdes, no Rio de Janeiro. Os carrapatos coletados eram
machos e fémeas ingurgitados e foram armazenados em tubos fechados com tela fina. Apds 27
dias os himenopteros emergiram atraves de um pequeno furo arredondado na parte posterior do
corpo do carrapato. Foram dissecadas duas larvas e duas ninfas, procedimento durante o qual
foram encontradas larvas de parasitoides. Em 1918, a Revista “A Cigarra” publicou um texto o

sobre o relato do parasitoide encontrado por Costa Lima (Figura 7).

Figura 6: Hunterellus hookeri. Fonte: COSTA LIMA, (1915)

aCisaxaa_

Insectos contra insectos Um bello premio um carrapato para botar nella os
B e R ———_une preme seus ovos, em numero de cinco ou
Ha um systhema de gusrre aua dez. que se desenvolvem rapidamente
insectos, que consiste em ajudar a N“ S i06s crda Vi 5 clxcdonh
mulliplicacho de um insecto parasita P Sads N o/lislapEe
b "'(‘4)“”"“":"‘ ‘i“':;""‘“:“"‘“" konmnebluu D80 3a encupira. ne-
ruir. Os insectos parasitas poe os
ovox na larva ou na nympha de ou. Rhuae <Bhiplosidtas seoguimerat; pro-
tro insecto, que sdo logo devorados
pelas suas larvas. O homem tirou
partido desta lucta enlre as especies,
estudando-as e propagando os para-
sitas dos inseclos nocivos que arra
sam as culturas.

Os insectos parasitas. porém, nao
s80 os unicos auxiliares do homem
nesta lucta consfante; ha outros cha- |
mados enthomophagos que podem
ser igusimente ufeis ¢ que merecem
attencdo. Dé.se o nome de insectos

vavelmente por ser eclile destruido
por seu parasita. Em troce, ndo
desoppareccram ainda os <Ixo

rap.
porque se reproduzem tod
emquanto i l-nmpn
be s

doss, ¢-lhes pr .
suas faculdades du\lrur;\ o

enthomophagos aos que se alimen- Vltimo scepticiamo: — Quaes s8o em
tam de oulros insectos, sejom no derradeira ml-‘ )“ as verdades do

bomem? — S80 05 seus erros irre-

estado de larva, sejam no estado
futaves, — \u-txsrrm

adulto.
De alguns annos pars cé, utili-
sam-se as duas classes de insectos,
perasitas & enthomophagos pare ds-
nder as culturas dos ateques dos
que os destréem e para conter a
dos que nao
em acobar com certas especies de ||
vegetaes, si chegassem a cerlo nu-
mero.
Ainda que jé s¢ tivesse estudado
muito o assumpto, ndo se conbeciam
alé agora eutros meios de extermi-

O extrangeiro
— «A quem amas mais, homem.
gnigms, dize? Tou pac, tua mae, lua
irma teu irmdo?
— «Nem a meu pae, nem a mi-
, nem a minha irm, nem

us amigos?
«Vds vos serv nhn de uma f‘-
lavra cujo_ sentido me ¢ descon
cido.

nio que a suppressio mediante lagos, Tua patria?»

venenos, eic, para perseguicdo dos = lgnoro em que latiude ostd
animaes reconhecidos como porta- situada »

dores dax larvas ou nymphos «Der- <A Bellexa?>

mancetor», a destruidora dos ani- ‘Eu 56 smaria, voluntarioss,
maes domesticos. A introduccdo . deusa o al »

acclimatagdo na America <0 oiro:

phagus caucurieis» «Eu o odeio, como odises a

anst]
novo meio de defesa, muito elficaz, Deus.»

menos custoso © mais lacil que os <O que amas tu, alinal, extra-
pruud-nlu O «Ixodiphagus caucur- TAC rdmnna estra

> 6, como ficou dito, um pequeno | Rpppir kRS
e menoplero calcario de um milime- vens que pascam... 14-balxo.

tro de tamanho. A femea procura Bandelalre

o

Figura 7: Relato sobre o trabalho de Costa Lima — Revista A Cigarra, Ano VII, no. 134 — 1918
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Investigacdo do parasitoide no Brasil ap6s o relato de Costa Lima (1915), ocorreu
apenas em 2012 onde R. sanguineus coletados de cédes naturalmente infestados e de paredes de
canil no Estado do Maranh&o foi identificada a presenca de I. hookeri em 52,8% das amostras
coletadas na estagdo seca e 35,5% das amostras coletadas na estacdo chuvosa. O estudo também
citou a presenca de I. hookeri que emergiu de trés ninfas ingurgitadas de carrapato Amblyomma
sp. coletadas de uma onca naturalmente infestada (LOPES et al, 2012).

Em uma investigacdo de carrapatos R. sanguineus coletados manualmente em caes
naturalmente infestados, na cidade de Garanhuns, no Estado do Pernambuco, foram
encontradas larvas de I. hookeri apds dissecacdo dos carrapatos com o auxilio de exame de
microscopia. Este estudo é o mais recente envolvendo o género |. hookeri no Brasil
(BEZERRA-SANTOS et al.,2017).

Na literatura revela-se que as tentativas de producdo em massa e liberacdo desse
parasitoide falharam ao se associar com reducéo significativa da populacdo de carrapatos. No
entanto ha variacGes de resultados apresentados em estudos no Quénia (MWANGI et al., 1997;
HU et al., 1998).

Estes registros apontam para a necessidade de maiores investigaces sobre 1. hookeri,
seu ciclo bioldgico e a perspectiva de utilizacdo em programas estratégicos de controle de
carrapatos.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local da coleta de carrapatos Amblyomma.sp

As coletas foram realizadas na cidade de Salto no estado de S3o Paulo, localizada a uma
latitude 23°12'03" Sul e a uma longitude 47°17'13" Oeste, e tendo como caracteristica a

transicao entre floresta e cerrado. Este municipio € cortado pelo Rio Tieté.

As amostras foram coletadas mensalmente e foram divididas em duas etapas. A primeira
etapa foi realizada entre marco e agosto de 2019 em locais com historico de capivaras e/ou
equinos e/ou localizadas proximas ao Rio Tieté, Rio Jundiai, Rio Buru e corrego do Ajudante
(Figura 8).
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A Toyobo A Largo Sio Jodo

A Parque Roche Moutonnée A Chacara Maninho

A Bairro Sdo Pedro Sio Paulo A IFESP

A PargedoLage A Bairvo Nair Maria

A Condominio Jardim D’[carai A Condominio Zyleika Jabour
9 Jardim Buru

< Pesqueiro do Portugués

9 Condominio Santa Rosq

< Parque Ilha da Usina

Figura 8: Distribuicdo dos locais de coleta no mapa da Cidade de Salto, local circulado em amarelo encontra-se a
abrangéncia do Rio Tieté na cidade De Salto - A primeira etapa das coletas, <> segunda etapa das coletas.
Fonte: SOARES, L. A. (2020) imagem adaptado do google maps.

Na Figura 9, sdo indicados os locais de coleta nesse periodo: empresa Toyobo do Brasil
(23°11'50.3"Sul, 47°19'42.6"Oeste), localizada nas proximidades do rio Tieté (Figura 9A e B),
onde h& uma extensa aérea de mata nativa com presenca de capivaras; Largo Sdo Jodo
(23°11'12.8"Sul, 47°14'43.4"Oeste) proximo a regido central da cidade (Figura 9C), local
margeado pelo Rio Jundiai (em 2017, ocorreu o 6ébito de um menino de 11 ano por febre
maculosa na regido); Parque Rocha Moutonnée (23°12'33.6"Sul 47°18'08.1"Oeste), ponto
turistico da cidade localizado as margens do Rio Tieté (Figura 9D); Chacara Maninho
(23°09'17.5"Sul, 47°19'00.7"Oeste), local que abriga diversos cavalos e que fica proximo ao
Ribeirdo do Buru; Bairro Sdo Pedro Sdo Paulo (23°12'10.4"Sul, 47°18'15.7"Oeste) na Rua
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Estado Rio Grande do Sul, que é margeada pelo Rio Tieté; Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia do Estado de S&o Paulo, Campus Salto (23°11'46.8"Sul,
47°18'07.5"Oeste), localizado ao lado do cdrrego do Ajudante, com presenca de capivaras;
Parque do Lago (23°11'52.3"Sul, 47°19'58.4"Oeste), ponto turistico muito popular como local
para atividade fisica e para caminhadas, localizado as margens do Rio Tieté; Bairro Nair Maria
(23°10'53.6"Sul, 47°15'49.4"Oeste), localizado proximo ao Rio Jundiai e Pirai (Figura 9E);
Condominio Lagos do Icarai (23°11'02.9"Sul, 47°19'05.1"Oeste), localizado proximo ao Rio
Tieté e ao Ribeirdo do Buru, local onde em 2018 houve o 6bito de uma moradora de 15 anos
por febre maculosa; Condominio Zuleika Jabour (23°09'14.5"Sul, 47°18'37.9"Oeste),
localizado proximo ao Ribeirdo do Buru, dentro do qual hd um lago frequentado por capivaras.

A segunda etapa segunda etapa foi realizada de setembro de 2019 a dezembro de 2020,
e os locais de captura foram alterados devido ao inicio do tratamento dos locais da primeira
etapa com o fungo Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, que fazia parte do trabalho
de controle integrado de carrapatos pelo Instituto Biolégico. Ela foi realizada mensalmente nos
periodos compreendidos entre agosto de 2019 e marco de 2020, e entre setembro de 2020 e
fevereiro de 2021. Os locais de coleta nesse periodo foram: Bairro Jardim Buru,
(23°08'34.4"Sul, 47°18'58.0"Oeste), localizado proximo a area rural da cidade, com presenca
abundante de equinos; antigo Pesqueiro do Portugués (23°11'04.6"Sul, 47°15'15.6"Oeste),
pesqueiro desativado localizado as margens do Rio Jundiai (figura 9F); Condominio Santa Rosa
(23°10'48.7"Sul, 47°20'40.0"Oeste), localizado as margens do Rio Tieté, vizinho a propriedade
onde em agosto de 2019 houve a morte de um morador por febre maculosa; Parque Natural llha
da Usina (23°12'29.7"Sul, 47°17'52.2"Oeste), ilha localizada dentro da Usina Porto Gées, cuja
visitacdo foi aberta ao publico em 2019.
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luciana_as7

2,51 km 10m luciana_as7 L]

Figura 9: Locais onde foram realizadas as coletas: (A) e (B) Empresa Toyobho; (C) Largo Sdo Jodo com visdo para
o0 Rio Jundiai; (D) Parque Rocha Moutonnée; (E) Bairro Nair Maria local com a presenca de cavalos; (F) Pesqueiro

do Portugués.

Fonte: SOARES, L. A. (2019)
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As coletas foram realizadas mensalmente, utilizando a técnica de Gray (1985), que
consiste na utilizacdo de armadilhas confeccionadas com panos brancos sintéticos, conhecidos
como “tnt”, em recortes de aproximadamente 350 cm? cada um (figura 10). No centro foram
colocados aproximadamente 100 g de gelo seco para liberacdo de CO; para a atracdo dos
carrapatos (GRAY, 1985). Apds um periodo de 45 minutos as armadilhas foram recolhidas e
acondicionadas individualmente em sacos plasticos e lacradas. Em seguida elas foram levadas
ao laboratorio para a contagem dos carrapatos com a separagédo por fase do ciclo de vida: larva,

ninfa, fémea e macho.

Figura 10: Armadilha de “tnt” com gelo seco ao centro

FONTE: SOARES, L.A. (2020)

4.2 Locais de coleta de Rhipicephalus sanguineus

As coletas foram realizadas em cdes naturalmente infestados que compareceram na
campanha de vacinacao antirrabica da cidade de Salto. A primeira coleta foi no dia 25 de marco
de 2019, no Centro de Referéncia de Assisténcia Social (CRAS), localizado no bairro Santa
Cruz (23°13'33.9"Sul, 47°16'00.6"Oeste). A segunda coleta foi realizada na campanha do dia
28 de setembro de 2019 no CRAS do bairro Saltense (23°10'43.2"Sul, 47°18'52.6"Oeste).
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No periodo de marco de 2019 a fevereiro de 2020 foram coletados carrapatos
mensalmente de caes resgatados no Centro de Controle de Zoonoses de Salto (CCZ) oriundos
de diversos locais da cidade de Salto. Foram selecionados dez cées ao més, sendo utilizado
como critério de selecdo os mais parasitados, totalizando 120 animais.

Nas campanhas de vacinacdo de cdes, enquanto 0Ss responsaveis aguardavam a
vacinacdo dos animais, a equipe responsavel pela coleta (composta por estagiarios do curso de
medicina veterinaria) inspecionava 0s cdes a procura de parasitas. Quando encontrados 0s
carrapatos eram coletados com a utilizacdo de uma pinca histolégica ou com as maos, fazendo
movimentos rotacionais para que o carrapato se desprendesse por completo. Apds a remogéo
os carrapatos foram colocados em tubo Eppendorf™, e identificados de acordo com a
numeracdo da autorizagdo de coleta.

Os carrapatos coletados no CCZ de Salto seguiram 0 mesmo critério de remocéo, foram
acondicionados em recipientes plasticos com perfuracdo na tampa para entrada de oxigénio, e
posteriormente dissecados.

A identificacdo dos carrapatos deste estudo foi realizada a partir das Chaves de
Guimardes, 2001, e foram identificados no laboratério de parasitologia do Instituto Bioldgico

de S&o Paulo.

4.3 Coleta de Insetos e identificacdo dos parasitoide

No periodo compreendido entre os meses de agosto de 2019 e agosto de 2020 foram
coletados insetos nos seguintes locais: Jardim Buru, Pesqueiro do Portugués, Condominio Santa
Rosa e Parque Natural Ilha da Usina, com o objetivo de verificar a ocorréncia de I. hookeri. A
coleta foi realizada através de dois métodos: Armadilha de Moericke, que consiste na utilizacdo
de um recipiente amarelo com agua e detergente como atrativo dos insetos; os recipientes foram
colocados nos pontos de coleta mensalmente e permaneciam no local por dois dias. Nos
mesmos pontos foi utilizado método de coleta ativa com a utilizagdo de rede entomoldgica, pela
técnica de varredura com duracdo média de um minuto em cada batida da rede. Os insetos eram
filtrados em tecido de trama fina (fild) e depois acondicionado em recipientes com alcool a 70%
(figura 11).
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Figura 11: Métodos de capturas de insetos. (A) Armadilha de Moericke colocada no Pesqueiro do Portugués

com a presenca de insetos ap6s exposicao de dias; (B) Coleta de insetos com rede entomolégica.
Fonte: SOARES, L.A. (2020)

A identificacdo dos himendpteros foi feita pelo Dr. Valmir Antdnio Costa do Centro
Avancado de Pesquisa em Protecdo de Plantas e Saude Animal da Unidade laboratorial de
Referéncia em Controle Bioldgico do Instituto Biol6gico de Campinas-SP. Os espécimes foram
depositados na Colegdo de Insetos Entomdfagos “Oscar Monte” sob o numero de referéncia

IBCBE-S-790.

4.4 Pesquisa de larva de parasitoide em A. sculptum e R. sanguineus por dissecacao

Apds a contagem os individuos de A. sculptum foram separados de acordo com o seu
estagio de desenvolvimento: larvas, ninfas, machos adultos e fémeas adultas, os individuos de
R. sanguineus foram separados de acordo com o estagio de desenvolvimento: fémea, macho,
ninfa e fémea ingurgitada. Em seguida eles foram acondicionados em tubos de ensaio, cada
tubo contendo 20 carrapatos de acordo com o estagio de desenvolvimento. Os tubos foram
identificados de acordo com o local da coleta e armazenados em estufa BOD para posterior
dissecacdo. A dissecacdo do carrapato foi estabelecida para a pesquisa de ocorréncia de larvas
do parasitoide. Os carrapatos foram colocados em placa de Petri, umedecidos com solucgéo

fisioldgica e examinados em microscopio estereoscopico (Figura 12).
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Figura 12: Rhipicephalus sanguineus em placa de Petri com solucdo fisiol6gica. (A) Fémea ingurgitada inteira;

(B) Fémea dissecada.

Fonte: SOARES, L. A. (2019)

4.5 Pesquisa de parasitoide de Amblyomma sp. e R. sanguineus por observacéo

Cinquenta fémeas semi-ingurgitadas de R. sanguineus e trinta ninfas de Amblyomma sp.
foram acondicionados em recipientes plasticos fechados com um tecido de trama fina para
permitir a entrada de oxigénio. Permaneceram no recipiente em jejum por um periodo de

sessenta dias para observacdo quanto a emergéncia de parasitoides (Figura 13).

Figura 13: Recipiente plastico onde foram acondicionadas com ninfas da espécie A. sculptum e fémeas semi-
ingurgitadas de R. sanguineus.

Fonte: SOARES, L.A. (2020)
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4.6 Teste molecular para verificar a presenca do Ixodiphagus hookeri

As amostras de carrapatos adultos (ambos os sexos) de A. sculptum e de ninfas e fémeas
ingurgitadas do R. sanguineus foram submetidas ao teste molecular para verificar a presenca
ou ndo do I. hookeri.

As amostras foram cortadas ao longo do seu plano de simetria bilateral com um bisturi
e posteriormente submetidas a extracdo de DNA, utilizando o kit comercial Quick-DNA
Miniprep Plus Kit™ (Zymo Research®), seguindo as instrugdes do fabricante.

Os produtos obtidos foram submetidos a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para amplificacdo de dois segmentos génicos diferentes, correspondentes aos genes
mitocondriais 16S de Amblyomma sp. e Rhipicephalus sp. com objetivo de confirmacdo da
extracdo, além de um segmento do gene mitocondrial COX | do himendptero I. hookeri.

Os primers utilizados foram 16S + 1 (5> — TCGGTITAAACTCAGATCATGT —3") e
16S -1 (5> — CTGCTCAATGAIIITTAAATTGCTGTGG — 3’) para a amplificacdo do gene
16S de Amblyomma sp. e Rhipicephalus sp. e IphagS83f (5° -
TTGCTGTTCCAACAGGAGTAAA - 3%) e Iphag820r (5 -
CAAAAAATTGCAAAAACTGC — 3’) para a amplificagdo do gene COX I de I. hookeri
(BOHACSOVA et al., 2016).

O controle positivo da reacdo foi realizado nas mesmas condi¢Ges aqui citadas
adicionando-se um trecho de DNA de 180 pares de bases cujas sequéncias 5’- e 3’-terminais
correspondem as sequéncias dos primers Iphag583f e Iphag820r.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em um volume final de 25,0 uL
contendo 2,5 pL de DNA molde e 0,4 uM de cada oligonucleotideo (16S + 1 e 16S — 1 OU
Iphag583f e Iphag820r). Adicionou-se em seguida 12,5 uL do kit de amplificacdo TagDNA
Polymerase 2x Master Mix RED™ (Ampliqon®, Odense, Dinamarca) na concentragdo de 4
mM de MgCl e 0,8 mM de trifosfatos desoxinucleotidicos para uma diluicdo a concentragdo
final de reacdo a 2mM de MgCI2 e trifosfatos desoxinucleotidicos a 0,4 mM (dNTP). O volume
restante para se atingir 25 pL foi completado com 4gua ultrapura.

As condicgdes de PCR usadas para a amplificagéo do fragmento 16S foram as seguintes:
desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos e 35 ciclos de: 94°C por 30s, 49°C por 30s e 72°C
por 30s. A reacdo foi finalizada a 72°C por 5 minutos. As condi¢Ges de PCR usadas para a

amplificacdo do fragmento COX | foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 94°C por 3
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minutos e 35 ciclos de: 94°C por 30s, 58°C por 30s e 72°C por 1 minuto. A reacgéo foi finalizada
a 72°C por 10 minutos para a sintese completa de moléculas parcialmente amplificadas.

Em seguida as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose para a
verificagcdo do padréo de migracdo de ambos os genes, de acordo com a massa molecular
esperada a partir de sequéncias similares previamente disponiveis em bancos de dados publicos
de DNA (GenBank) sob os numeros de acesso KJ569693 e JQ315255, respectivamente.

5. RESULTADOS

5.1 Amblyomma sculptum

Na Tabela | apresenta o nimero de carrapatos coletados na cidade de Salto no periodo
compreendido entre marco de 2019 e fevereiro de 2021. O total de carrapatos coletados foi de
1.674 individuos, sendo 448 larvas e 622 ninfas de Amblyomma sp., e 278 machos e 326 fémeas

que foram identificados como Amblyomma sculptum.

Tabela I: Numero absoluto de carrapatos Amblyomma sp. coletados e separados de acordo com o estagio de
desenvolvimento em cada local de coleta no periodo de mar¢o de 2019 a fevereiro de 2021 em Salto (SP).

LOCAL LARVA NINFA Macho Fémea Total
CONDOMINIO SANTA ROSA 36 150 62 86 334
PARQUE ROCHA MOUTONEE 163 77 18 13 271
LARGO SAO JOAO 78 75 33 46 232
PARQUE DO LAGO 68 64 40 55 227
PARQUE ILHA DA USINA 26 50 37 42 155
PESQUEIRO PORTUGUES 16 71 39 29 155
EMPRESA TOYOBO 26 44 22 22 114
ICARAI 31 41 7 7 86
ZULEIKA JABOUR 2 37 6 6 51
SAO PEDRO/SAO PAULO 2 7 7 11 27
NAIR MARIA 0 6 0 5 11
JARDIM BURU 0 0 4 2 6
MANINHO 0 0 2 1 3
IFESP 0 0 1 1 2
TOTAL 448 622 278 326 1674

Fonte: SOARES, L.A. (2021).
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A maior quantidade de individuos foi capturada no Condominio Santa Rosa seguido
pelo Parque Rocha Moutonée, Largo Sdo Jodo, Parque do Lago, Parque Ilha da Usina,
Pesqueiro do Portugués e empresa Toyobo do Brasil. Os locais com menor taxa de individuos
capturados foram os condominios Icarai, Zuleika Jabour, Bairro Sdo Pedro Sdo Paulo, Nair
Maria, Jardim Buru, Chacara Maninho e IFESP (Tabela I).

Do total coletado houve maior quantidade de larvas e ninfas, sendo que a maioria delas
foram capturadas entre 0s meses de maio a outubro, os carrapatos adultos foram encontrados
nos meses de dezembro a abril (Figura 14).

As dissecacOes e as observacOes de emergéncias ndo indicaram presenca de larvas de |

hookeri nos carrapatos.
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Figura 14 — Estagio de desenvolvimento de Amblyomma sculptum de acordo com o més de coleta no periodo de
marco de 2019 a fevereiro de 2021 no municipio de Salto-SP.

Fonte: SOARES, L. A. (2021)

Os testes de PCR dos trechos correspondentes ao mRNA 16S dos carrapatos A. sculptum
e R. sanguineus amplificaram para todas as amostras. Porém, a regido mCOX | de I. hookeri

ndo ampliaram estes segmentos gendmicos mitocondriais (Fig. 15 e 16).
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Figura 15: Amplificacdo por PCR dos trechos correspondentes a0 mRNA 16S de A. sculptum (seta vazada) e
mCOX | de Ixodiphagus hookeri (seta preenchida) Em ambos os painéis a penudltima e Ultima amostra
correspondem aos controles negativo e positivo, respectivamente.

Fonte: ROMANO, D. M. M., (2021)

Figura 16: Amplificacdo por PCR dos trechos correspondentes ao mRNA 16S de R. sanguineus (seta vazada) e
mCOX | de Ixodiphagus hookeri (seta preenchida). As bandas visualizadas com padrdo de migragcdo compativel
com um fragmento de baixa massa molecular (seta picotada) sdo compativeis com rRNA extraido das amostras
simultaneamente ao DNA, representando apenas artefatos da técnica.

Fonte: ROMANO, D. M. M., (2021)
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5.2 Identificagéo dos insetos coletados

Foram identificadas 15 familias de insetos parasitoides pertencentes a 5 superfamilias
sendo elas, Ceraphronoidea 7,86%, Chalcidoidea 53,18%, Cynipoidea 3,74%, Diaprioidea
14,60% e Platygastroidea 20,59%, coletadas nos seguintes locais: Condominio Santa Rosa,
Jardim Buru, Parque llha da Usina e Pesqueiro do portugués, conforme as tabelas 3, 4, 5 e 6.
Todos os 267 parasitoides coletados foram identificados pelo menos a nivel de superfamilia e
familia, e 62 destes foram identificados pertencendo a 22 géneros. Considerando a metodologia
de coleta 64,79% dos parasitoides foram capturados através da armadilha de Moericke e os

35,20% por meio de rede entomoldgica (figura 17).

30,71%

m condominio Santa Rosa = Jardim Buru = Ilha da Usina = Pesqueiro Portugues

Figura 17: Porcentagens de insetos parasitoides coletados no Condominio Santa Rosa, Jardi Buru, Ilha do Sul e

Pesqueiro Portugués no municipio de Salto-SP.
Fonte: SOARES, L. A (2021)
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No Condominio Santa Rosa foi identificado 60 insetos parasitoides, sendo um total de
13 familias, pertencentes a 5 superfamilias, e destes foram identificados 8 géneros,

concentrando 22,47% do total de insetos coletados (Tabela I1).

Tabela Il: Insetos parasitoides coletados no Condominio Santa Rosa de agosto de 2019 a agosto de 2020 no

municipio de Salto — SP.

Superfamilia Familia Total Armadilha de Moericke Entoifgli’:gica
Ceraphronoidea  Ceraphronidae 5 3 2
Chalcidoidea Aphelinidae 1 - 1

Chalcididae 3 - 3
Encyrtidae 7 5 2
Eulophidae 4 1 3
Eurytomidae 1 1 -
Mymaridae 14 13 1
Pteromalidae 2 - 2
Signiphoridae 1 1 -
Cynipoidea Figitidae 2 1 1
Diaprioidea Diapriidae 11 11 -
Platygastroidea  Platygastridae 1 - 1
Scelionidae 8 6 2
Total 60 42 18

Fonte: SOARES, L. A., (2021)

No Jardim Buru, foi identificado 76 insetos parasitoides, sendo um total de 13 familias,
pertencentes a 5 superfamilias, e destes foram identificados 9 géneros, concentrando 28,46%

do total de insetos coletados (Tabela I11).



45

Tabela Il — Insetos parasitoides coletados no Jardim Buru de agosto de 2019 a agosto de 2020 no municipio de
Salto — SP.
Rede
Superfamilia Familia Total Armadilha de Moericke  Entomoldgica
Ceraphronoidea Ceraphronidae 7 5 2
Chalcidoidea Aphelinidae 5 1 4
Chalcididae 1 - 1
Encyrtidae 10 4 6
Eulophidae 8 2 6
Eupelmidae 2 1 1
Mymaridae 9 8 1
Pteromalidae 1 1 -
Trichogrammatidae 1 - 1
Cynipoidea Figitidae 2 2 -
Diaprioidea Diapriidae 13 13 -
Platygastroidea Platygastridae 3 1 2
Scelionidae 14 11 3
Total 76 49 27

Fonte: SOARES, L.A,, (2021)

No Parque llha da Usina, foi identificado 49 insetos parasitoides, sendo um total de 13

familias, pertencentes a 5 superfamilias, e destes foram identificados 6 géneros, concentrando

18,35% do total de insetos coletados (Tabela IV).
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Tabela IV: Insetos parasitoides coletados no Parque Ilha da Usina de agosto de 2019 a agosto de 2020 no municipio
de Salto — SP.

Superfamilia Familia Total Armadilha de Moericke Rede Entomoldgica
Ceraphronoidea Ceraphronidae 5 3 2
Chalcidoidea Aphelinidae 2 1 1

Chalcididae 1 - 1
Encyrtidae 7 2 5
Eulophidae 6 2 4
Eurytomidae 1 - 1
Mymaridae 2 2 -
Pteromalidae 3 - 3
Trichogrammatidae 2 - 2
Cynipoidea Figitidae 3 1 2
Diaprioidea Diapriidae 7 4 3
Platygastroidea  Platygastridae 1 1 -
Scelionidae 9 8 1
Total 49 24 25

Fonte: SOARES, L. A., (2021)

No Pesqueiro do portugués, foi identificado 82 insetos parasitoides, sendo um total de
12 familias, pertencentes a 5 superfamilias, e destes foram identificados 12 géneros,

concentrando 30,71% do total de insetos coletados (Tabela V).
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Tabela V — Insetos parasitoides coletados no Pesqueiro do Portugués de agosto de 2019 a agosto de 2020 no

municipio de Salto — SP.

Superfamilia Familia Total Armadilha de Moericke Rede Entomoldgica
Ceraphronoidea Ceraphronidae 4 2 2
Chalcidoidea Aphelinidae 3 1 2

Chalcididae 3 3 -
Encyrtidae 9 2 7
Eulophidae 9 4 5
Eurytomidae 2 - 2
Mymaridae 15 14 1
Pteromalidae 5 3 2
Trichogrammatidae 2 1 1
Cynipoidea Figitidae 3 1 2
Diaprioidea Diapriidae 8 8 -
Platygastroidea Scelionidae 19 16 3
Total 82 55 27

Fonte: SOARES, L. A., (2021)

Em todos os locais de coleta foi encontrado parasitoides pertencentes a familia

Encyrtidae, sendo essa a mesma familia de I.hookeri.

5.3 Rhipicephalus sanguineus

A tabela VI, apresenta o nimero de carrapatos de R. sanguineus coletados na cidade de
Salto no periodo compreendido entre marco de 2019 e fevereiro de 2020. O total de carrapatos
coletados foi de 1.950 individuos, sendo 557 ninfas de 529 machos, e 284 fémeas e 580 fémeas

ingurgitadas.
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Tabela VI: Numero de carrapatos Rhipicephalus sanguineus coletados de mar¢o de 2019 a fevereiro de 2020 no

municipio de Salto-SP.

fémea
Més fémea macho ninfa ingurgitada
Margo 24 22 38 27
Abril 15 17 29 9
Maio 51 193 54 132
Junho 17 24 29 9
Julho 6 10 31 7
Agosto 18 17 13 23
Setembro 8 5 47 54
Outubro 24 120 115 119
Novembro 21 19 47 64
Dezembro 38 29 58 72
Janeiro 35 43 49 31
Fevereiro 27 30 47 33
TOTAL 284 529 557 580

Fonte: SOARES, L. A. (2020).

As dissecac0es e as observagdes de emergéncias ndo indicaram presenca de larvas de |

hookeri nos carrapatos. Entretanto, foi encontrada uma fémea ingurgitada que estava com uma

perfuracdo compativel com a ruptura provocada por um parasitoide (figura 18), porém, apesar

da evidéncia, ndo foi encontrado nenhum outro vestigio fisico de parasitoide nem a possivel

causa da perfuracdo. A ruptura no carrapato € similar ao relatado em um trabalho na Holanda,

o qual emergiu I. hookeri de uma ninfa ingurgitada de I. ricinus mantida em alimentacéo

artificial (KRAWCZYK et al., 2020).
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Figura 18: Na figura a esquerda, foto de fémea ingurgitada de R. sanguineus que apds permanecer em tubo de
ensaio, ao exame microscopico apresentou perfuracdo compativel com ruptura por parasitoide (SOARES, L. A,

2019). Na figura da direita figura de uma ninfa de Ixodes ricinus com ruptura feita por i. hookeri (KRAWCZYK
et al., 2020).

6. DISCUSSAO

Os locais com maior abundancia de carrapatos caracterizados por vasta aérea de mata
com fauna nativa de alta diversidade, e estdo proximos ao Rio Tieté, sendo que, o Largo Séo
Jodo estd as margens do Rio Jundiai. Todos os locais apresentam historico de circulacdo
abundante de capivaras, sendo um fator que favorece a presenca de carrapatos.

O local com coletas intermediaria de Amblyomma ficam proximos a aéreas urbanas e
sdo bairros residenciais, onde sdo realizadas capinagdes com frequéncia, e em particular, nos
condominios Zuleika Jabour e Icarai ha relatos da aplicacdo de inseticidas com o objetivo de
reducdo dos carrapatos.

J& nos locais com menor quantidade de individuos de A. sculptum, que foram os locais
com criacdo de equinos, onde os proprietarios dos animais fazem controle de ectoparasitas com
frequéncia, através da utilizagdo de acaricidas, justifica-se a menor quantidade de carrapatos.

Esses resultados podem ser correlacionados com os estudos de SOUZA (1990) e
LABRUNA et. al. (2002), que relatam que os cavalos sé&o considerados no controle da
disseminacéo de carrapatos no ambiente, por serem pulverizados com carrapaticida, sendo isso
a provavel causa da quantidade reduzida de carrapatos capturados nesses locais, comparando

com 0s outros pontos de coleta.
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Segundo OLIVEIRA et al. (2020), a dindmica populacional de A. sculptum na Regido
Sudeste caracteriza-se por predominio de larvas nos meses de abril a julho, ninfas de julho a
outubro e adultos de outubro a marco, nas coletas realizadas houve predominancia de larvas e
ninfas, sendo que a maioria delas foram capturadas entre 0os meses de maio a outubro, 0s
carrapatos adultos foram encontrados nos meses de dezembro a abril.

PINHEIRO et al. (2014) discutem que a metodologia de arrasto de flanela ndo é muito
indicada para estudos de amostragem de carrapatos em trilhas em ambientes de Mata Atlantica,
pois a vegetacdo muitas vezes fechada das trilhas pode dificultar a passagem da flanela, o que
dificultaria uma estimativa precisa da diversidade e abundancia de espécies de carrapatos.

A escolha do método de varredura da vegetacdo por meio de bandeira, se comparado
com o arrasto de flanela, talvez seja mais apropriada para estudos realizados em ambientes de
vegetacdo mais densa. A busca visual e armadilhas de CO2 podem ser metodologias bastante
eficazes na Mata Atlantica (FONSECA et al., 2017).

Nesse contexto, a técnica de coleta empregada no presente estudo, diante dos aspectos
antropicos que interferem nos locais de amostragem, permitiu identificar a infestacdo e
sazonalidade dos carrapatos no municipio de Salto.

Os métodos de coleta escolhidos para captura de parasitoides através do método de
varredura da vegetacdo com rede entomoldgica e armadilha de Moericke, tratam-se de modelos
eficientes para a coleta de himendpteros parasitoides em geral, na investigacao de diversidade
e abundancia de espécies (HANSON; GAULD, 1995 apud AZEVEDO et al., 2002, LARA et
al., 2008).

Considerando a diversidade de himendpteros capturados pelos dois métodos de coleta
nas areas amostradas nos periodos estabelecidos, nota-se que, em média 12,53% dos
parasitoides identificados pertencem a Familia Encyrtidade, a qual inclui I. hookeri. Estudos
demonstraram que este parasitoide tem uma distribuicdo variada, influenciada por vérios
fatores, tal como microclima, densidade de carrapato e abundancia de carrapato-hospedeiro,
seriam caracterizados como possiveis determinantes para a variacdo nas taxas de infestacéo.
Destaca-se abordagens de que h& associacdo positiva da prevaléncia de I. hookeri e
predominancia de ruminantes, pois as vespas fémeas seriam atraidas pelo odor e,
subsequentemente, infestariam carrapatos que se alimentam desses animais (KRAWCZYK et
al., 2020).

O presente estudo e as areas amostradas apresentavam a presenca de capivaras, sendo

que nas abordagens de KRAWCZYK et al. (2020) supdem-se que roedores nao sao tdo atrativos
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para estas vespas quando comparados aos ruminantes, o que poderia explicar a baixa
prevaléncia dessa familia e ndo ter sido encontrado o parasitoide de interesse nesse trabalho.
No entanto, outros aspectos como a periodicidade das coletas diante das limitagcbes impostas
pela Pandemia de COVID-19, poderiam também ter interferido e limitado nas investigagdes de
prevaléncia e abundancia de 1. hookeri.

As areas avaliadas no municipio de Salto, SP apresentam alto impacto antrépico, com a
possivel aplicacdo de inseticidas, que poderia ter afetado o equilibrio ecoldgico local. A
investigacdo de areas de mata mais densas, preservadas e com menor interferéncia humana
ampliariam os estudos de identificacdo, diversidade e sazonalidade de espécies de artrépodes

em Salto, com énfase em carrapatos e parasitoides associados.

Na pesquisa de observacao de emergéncia de parasitoides acompanhada em laboratorio,
com a dissecagao e reacdo em cadeia de polimerase, tanto nos carrapatos R. sanguineus quanto
no Amblyomma sp, como ndo foi encontrado o parasitoide I. hookeri, sugere-se que
provavelmente essa espécie ndo ocorra no municipio de Salto. Entretanto, esta espécie foi
relatada parasitando Amblyomma sp. no municipio de Anaurilandia no Estado do Mato Grosso
do Sul, parasitando R. sanguineus, no Estado do Rio de Janeiro, no municipio de Chapadinha
no Estado do Maranhdo e Garanhuns no Estado de Pernambuco (COSTA LIMA, 1914;
LOPES, 2012; BEZERRA-SANTOS et al.,2017).

O registro nesse estudo de um exemplar de carrapato com lesdo tipica da acdo de um
parasitoide poderia ser a evidéncia da existéncia de outra espécie de parasitoide que tenha como
hospedeiro 0 R. sanguineus, no entanto investigacdes devem ser conduzidas modelos
experimentais no futuro. Serdo necessarios mais estudos da fauna de parasitoides e das
condicBes ambientais locais que sejam favoraveis ao levantamento de artrdépodes,
especificamente dos parasitoides e outros inimigos naturais presentes.

As demais familias de parasitoides encontradas nos locais de estudo tém uma grande
variacdo de hospedeiros, desta forma os habitats investigados podem ser considerados propicios
para asua reproducdo (HANSON, 2006). Ressalta-se que os parasitoides encontrados parasitam
uma variedade de espécies, enquanto que 1. hookeri é relatado como um parasitoide especifico

de carrapatos.

Os obitos registrados no municipio de Salto pela febre maculosa geraram muita
preocupacdo na populacdo. A possibilidade da utilizagdo de produtos quimicos para controle
dos carrapatos tanto em condominios, quanto nos parques e nas aéreas urbanas da cidade,

poderiam também comprometer a distribuicdo de 1. hookeri nos locais pesquisados, ja que 0
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parasitoide é especifico quanto ao seu hospedeiro e afetar o ciclo de desenvolvimento do
parasitoide nessas regioes.

Considerando as abordagens discutidas acima, 0 nosso estudo poderia possibilitar as
investigacOes em areas de mata mais densas, com menor influéncia antrépica, permitindo um
levantamento mais preciso das espécies de carrapatos e de parasitoides. Portanto, seria uma
alternativa pesquisar a presenca de 1. hookeri em aéreas de mata mais preservadas do municipio.

7. CONCLUSAO

Né&o foi encontrado I. hookeri nas amostras de carrapatos A. sculptum e R. sanguineus coletadas
na cidade de Salto.
A sazonalidade dos carrapatos A. sculptum coletados no municipio de Salto confirma estudos

anteriores.
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