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RESUMO

SOUZA, Elianai Ribeiro. Avaliacdo de nematoides entomopatogénicos para o controle do
carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae) 2024. 60 f. Dissertacao
(Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agroneg6cio) — Instituto
Biologico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios, Secretaria de Agricultura e

Abastecimento do Estado de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2024.

Um dos entraves da bovinocultura nacional esta relacionado com o ectoparasito Rhipicephalus
(Boophilus) microplus que acarreta perdas anuais estimadas em US$ 3,24 bilhdes. Os
prejuizos sdo decorrentes da espoliacdo sanguinea, irritabilidade no local da fixacdo do
parasito, danos ao couro, inoculacdo de toxinas e transmissdo dos agentes patogénicos. O
tratamento quimico é a principal abordagem para controlar este carrapato em bovinos. Os
nematoides entomopatogénicos (NEPs) tem se destacado como agentes de controle bioldgico
de pragas agricolas e tem sido introduzido no combate de parasitas de importancia veterinaria.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar acdo patogénica dos NEPs sobre fémeas
ingurgitadas do carrapato R. microplus em condigdes laboratoriais, em condi¢des simuladas
de campo e analisar as alteragdes os efeitos dos NEPs por meio de técnicas histoldgicas. Foram
testados sete isolados de NEPs, Heterorhabditis bacteriophora (HB ENO1), Heterorhabditis
amazonensis (IBCB nl10 e IBCB n24), Steinernema rarum (PAM 25), Steinernema
carpocapsae (All), Steinernema brazilense (IBCB n6) e Steinernema feltiae (IBCB n47), em
diferentes concentragfes 100, 200 e 300 juvenis por fémea (JIs/fémea) com 15 fémeas
(coletadas de bovinos leiteiros) por unidade experimental. Os isolados (HB ENO1)
Heterorahbditis bacteriophora e (PAM 25) Steinernema rarum foram selecionados para
experimentos adicionais em substrato terra, mediante trés técnicas de aplicacdo dos NEPs na
concentragdo de 200 Jls/fémea. 1) as fémeas ingurgitadas foram dispostas sobre o substrato e
em seguida aplicada a suspensdo (F+S); 2) a suspenséo foi aplicada 10 minutos antes da
disposicgdo das fémeas (S+F) e 3) as fémeas foram colocadas em sacos com tecido de fil6 (M).
Para o experimento em condi¢Bes simuladas de campo em &rea externa, cada unidade
experimental foi representada por uma bandeja, contendo substrato, gramineas (Brachiara
decumbens) e 10 fémeas ingurgitadas. Em cada bandeja foi inoculada com 220 mL de
suspensdo de NEPs (tratamento HB ENO1 e PAM 25) na concentragdo de 200 Jis/fémea. O
processo histolégico foi realizado com as fémeas de carrapato infectadas com o nematoide
que mostrou maior eficacia. Dos sete isolados de NEPs testados in vitro sobre fémeas

ingurgitadas duas delas, PAM 25 e HB ENO1, mostraram-se eficazes nas concentracdes de



100, 200 e 300 JIs/fémea com porcentagem de eficacia acima de 80%. Os isolados PAM 25 e
HB ENO1 testados em substrato terra na dosagem de 200 jis/fémea, nas trés técnicas de
tratamentos, apresentaram eficicia acima de 70%. O teste realizado em condic¢des simuladas
de campo mostrou eficacia com base na eclodibilidade das larvas apresentando porcentagens
de 34,9% para o isolado HB ENO1 e 44,6% para PAM 25. As analises histoldgicas indicaram
alteracOes nos ovacitos das fémeas tratadas com o isolado HB ENO1 a partir do quarto dia de
tratamento. Esses resultados sinalizam o potencial dos NEPs como agentes biocarrapaticidas
promissores.

Palavras chaves: Carrapato bovino, NEPs, controle bioldgico, Steinernema, Heterorhabditis.



ABSTRACT

Evaluation of entomopathogenic nematodes for the control of the Rhipicephalus
(Boophilus) microplus tick (Acari: Ixodidae) 2024. Dissertation (Master's in Health,
Food Safety, and Environmental Management in Agribusiness) — Biological Institute, Sdo
Paulo Agribusiness Technology Agency, Department of Agriculture and Supply of the
State of S&o Paulo, Sdo Paulo, 2024.

One of the obstacles in national cattle farming is related to the ectoparasite Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, which causes annual losses estimated at US$ 3.24 billion. The
losses result from blood spoliation, irritability at the parasite attachment site, damage to
the skin, inoculation of toxins, and transmission of pathogens. Chemical treatment is the
main approach to control this tick in cattle. Entomopathogenic nematodes (EPNs) have
emerged as biological control agents of agricultural pests and have been introduced in
combating parasites of veterinary importance. Thus, the aim of this study was to evaluate
the pathogenic action of EPNs on engorged females of the R. microplus tick under
laboratory conditions, simulated field conditions, and through histological techniques.
Seven EPNs isolates were tested: Heterorhabditis bacteriophora (HB ENO01),
Heterorhabditis amazonensis (IBCB n10 and IBCB n24), Steinernema rarum (PAM 25),
Steinernema carpocapsae (All), Steinernema brazilense (IBCB n6), and Steinernema
feltiae (IBCB n47), at different concentrations (100, 200, and 300 juveniles per female
[JIs/female]) with 15 females (collected from dairy cattle) per experimental unit. The
isolates HB ENO1 (Heterorahbditis bacteriophora) and PAM 25 (Steinernema rarum)
were selected for additional experiments in soil substrate, using three application
techniques of EPNs at a concentration of 200 Jls/female. 1) Engorged females were
placed on the substrate, followed by the application of the suspension (F+S); 2) the
suspension was applied 10 minutes before placing the females (S+F); and 3) the females
were placed in bags with cheesecloth (M). For the simulated field conditions experiment,
each experimental unit was represented by a tray containing substrate, grass (Brachiaria
decumbens), and 10 engorged females. Each tray was inoculated with 220 mL of EPN
suspension (treatment with HB ENO1 and PAM 25) at a concentration of 200 JIs/female.
Histological analysis was performed on tick females infected with the nematode that
showed the highest efficacy. Of the seven EPNSs isolates tested in vitro on engorged
females, two of them, PAM 25 and HB ENOL1, proved to be effective at concentrations of
100, 200, and 300 Jis/female, with efficacy percentages above 80%. The PAM 25 and



HB ENOL1 isolates tested in soil substrate at a dosage of 200 Jls/female, using the three
treatment techniques, showed efficacy above 70%. The test conducted under simulated
field conditions showed efficacy based on larval hatching, with percentages of 34.9% for
the HB ENO1 isolate and 44.6% for PAM 25. Histological analyses indicated alterations
in the oocytes of females treated with the HB ENO1 isolate from the fourth day of

treatment. These results indicate the potential of EPNs as promising bioacaricide agents.

Keywords: Bovine tick, EPNs, biological control, Steinernema, Heterorhabditis
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1 INTRODUCAO

Os carrapatos séo artropodes que se caracterizam pelo o processo de hematofagia
no hospedeiro e, em funcgéo disso, podem ser vetores de agentes infecciosos para humanos
e animais, causando danos a saude publica além de prejuizos econémicos (RODRIGUES
etal., 2022).

Algumas espécies da familia Ixodidae sdo de grande importancia veterinaria
dentre eles, a espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus, popularmente conhecido
como carrapato dos bovinos, mas que pode ser encontrado, quando em alta infestacéo,
em equinos, ovinos e cervideos desde que compartilhem do mesmo ambiente que os
bovinos (VERISSIMO et al., 1997, ANDREOTTI et al., 2015).

Na regido sudeste do Brasil este parasito ocorre ao longo de todo o ano, fato este
que prejudica diretamente os animais causando estresse, anemia, interferindo na redugéo
da producdo de leite e carne, além de transmitir agentes patogénicos para os bovinos
(ANDREOTTI et al., 2019). O controle deste ectoparasito tem historicamente realizado
por meio do tratamento de bovinos com carrapaticidas quimicos, sendo essa a abordagem
principal até o momento. No entanto, ha registro da resisténcia deste carrapato a maioria
principios ativos utilizados como carrapaticidas, com exce¢do do grupo isoxazolinas que
estdo disponiveis no mercado desde 2022 (HIGA et al., 2016; RODRIGUES et al.,2023).
O uso constante e, muitas vezes de forma indiscriminada, de carrapaticidas pode resultar
residuos na carne e leite. Infelizmente, o Brasil apresentou um nimero de embargos a
exportacdo devido a presenca de residuos quimicos em carnes e subprodutos nos ultimos
anos (RATH et al., 2016).

Segundo a Organizacdo das Nacbes Unidas (ONU, 2023) os objetivos de
desenvolvimento sustentavel (ODS) da agenda 2030, em especifico o0 ODS 12 que é
“Assegurar padrdes de produgdo e de consumo sustentaveis”, visa alcangar 0 manejo
ambiental saud&vel minimizando a presenca residuos quimicos e seus impactos negativos
sobre a saude humana e o meio ambiente”. Diante disso, 0 Brasil tem desenvolvido
programas de pesquisas voltados para o controle biolégico de pragas agricolas com
resultados promissores e, seguindo essa mesma linha, a area de sanidade animal tem
trabalhado com o manejo integrado de pragas com énfase na utilizacdo de produtos
bioldgicos com a finalidade de minimizar o uso de produtos quimicos na produgdo
animal, que no ano de 2022 10,3 bilhdes de dolares foram gasto para a saude animal, 25%

foram destinados aos produtos biologicos (SINDAN,2022).
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Nesse sentido, torna-se patente a necessidade de investimentos na pesquisa a
respeito do uso de agentes de controle biolégico na sanidade animal para garantir a
credibilidade dos produtos brasileiros no mercado internacional favorecendo a exportagéo
de produtos de origem animal. Nos Ultimos anos, o controle bioldgico tem experimentado
um notavel aumento, tanto em escala internacional quanto nacional. Pesquisas

Este estudo apresenta dados in vitro e em condicdes simuladas de campo que
demonstram a eficicia de nematoides entomopatogénicos para o controle do R. microplus

sendo referéncias para o desenvolvimento de um biocarrapaticida.

2 OBJETIVOS
2.1 Geral

e Avaliar a viruléncia de nematoides entomopatogénicos (NEPSs) sobre o carrapato

R. microplus.

2.2 Especificos

e Avaliar in vitro a viruléncia de sete isolados em diferentes concentracdes sobre
fémeas ingurgitadas de R. microplus;

e Avaliar in vitro em substrato terra 0s NEPs que se mostrarem eficazes no controle
de fémeas ingurgitadas de R. microplus;

e Avaliar a viruléncia dos NEPs que se mostrarem eficazes no controle de fémeas
ingurgitadas de R. microplus em condicGes simuladas de campo.

e Analisar os efeitos dos NEPs nas estruturas reprodutivas das fémeas ingurgitadas

utilizando técnicas histologicas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Carrapato R. microplus

Os carrapatos sao artropodes ectoparasitas pertencentes a classe Arachnida e que
se caracteriza pela hematofagia independente da familia, classe ou género (BARROS-
BATTESTI et al., 2006). A sua morfologia consiste em quatro pares de pernas (exceto na
fase larval que apresentam, apenas trés pares de pernas), na presenca de queliceras e
pedipalpos, na auséncia de antenas e asas, e corpo e abdome fundidos (ANDREOTTI et
al., 2016). Foram relatadas mais de 950 espécies de carrapatos no mundo, distribuidas nas
familias Argasidae, Ixodidae, Nuttalliellidae e Deinocrotonidae, sendo esta ultima ja
extinta (GUGLIELMONE et al., 2010; NAVA et al., 2017; PENALVER et al. 2022).

No Brasil existe aproximadamente 80 espécies de carrapatos divididos em cinco
géneros, dentre eles: Amblyomma, Ixodes, Haemaphysalis, Rhipicephalus e
Dermacentor. O género Amblyomma € o que apresenta maior diversidade de espécies
(KRAWCZAK et al., 2015; LABRUNA et al., 2016; WOLF et al., 2016; MICHEL et al.,
2017). Dentre os géneros citados, o carrapato de maior importancia econémica é o
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) popularmente conhecido no
Brasil como carrapato-do-boi (Figura 1). Este carrapato possui vasta distribuicao
geografica em regides tropicais e subtropicais. Eles se caracterizam por possuirem escudo
de cor avermelhada, palpos curtos, espessos e angulosos, hipostdmio com duas séries de
dentes de cada lado e apéndice caudal.
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Figura 1. Carrapatos adultos R. microplus. A: Vista ventral de um macho; B: Vista dorsal de um
macho; C: Vista ventral de uma fémea ingurgitada; D: Vista dorsal de uma fémea ingurgitada.
Fonte: Moran (2023)

3.1.1 Ciclo do Carrapato R. microplus

Este parasita tem o ciclo monoxeno, ou seja, precisa de apenas um Unico
hospedeiro para completar seu ciclo de vida, tem preferéncia por bovinos, mas pode
parasitar outros animais como: equinos, ovinos e até mesmo cervideos (VERISSIMO et
al., 1997). Seu desenvolvimento é dividido em duas fases: fase ndo parasitaria que ocorre
no pasto e se inicia com o desprendimento das fémeas ingurgitadas (teledginas) do
hospedeiro, logo apds, essas teledginas caem ao solo onde ocorre a postura dos ovos e
eclosdo das larvas, a fase parasitaria inicia-se com a fixagdo larval no hospedeiro onde se
desenvolvem até o estagio adulto (FURLONG, 2002).

Em condigdes favoraveis, altas temperatura e umidade, as fémeas podem produzir
cerca de 2.000 a 3.000 ovos aproximadamente e o periodo de postura pode variar de
duas a trés semanas e de 21 a 30 dias até a eclosdo das larvas. Essas larvas sobem no
capim e se aglomeram a procura de um novo hospedeiro, elas sdo atraidas pelo CO e
pela temperatura dos animais (Figura 2) (RODRIGUES, 2023).
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Figura 2. Representagéo do ciclo de vida do carrapato R. microplus. Fonte: Torres (2023)

3.1.2 Importancia do carrapato R. microplus

Este carrapato é de grande relevancia para a pecuéaria mundial e nacional, pois
causa perdas econémicas no setor agropecuario, além de transmitir agentes etiol6gicos da
“tristeza parasitaria bovina”, doenca causada por bactérias do género Anaplasma e
protozoarios do género Babesia (GUGLIELMONE et al., 2006). Tais doencas podem
interferir no desempenho do bovino por intermédio da perda de peso, diminuicdo do leite
e falta de apetite, e morte (ANDREOTTI et al., 2011; KLAFKE et al., 2017 KLAFKE et
al., 2017). O carrapato R. microplus pode gerar 3,24 bilhGes de prejuizo anual entre gastos
diretos e indiretos (GRISI et al., 2014).

Um dos principais métodos de controle deste carrapato € realizado por meio de
aplicacdes de produtos quimicos nos bovinos, entretanto o uso constante de
carrapaticidas leva a selecdo de cepas resistentes (KOLLER et al., 2019). O uso
desordenado desses carrapaticidas pode acelerar a resisténcia e causar a intoxicagdo dos
animais, contaminar meio ambiente além disso pode acumular residuos no leite e na
carne (HIGA et al., 2015; KLAFKE et al, 2010; CASTRO-JANER et al., 2010). Um dos

primeiros registros de resisténcia dos carrapatos aos acaricidas, se deu por volta da
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década de 1950 com o grupo do arsénios, e posteriormente outras classes de produtos
quimicos (GEORGE et al.,2004). Dessa forma, para a reducao do uso de carrapaticidas
pesquisas com agentes de controle biolégico como fungos, bactérias e nematoides, estdo
sendo conduzidos a fim de se obter um produto para o controle biol6gico do carrapato
R. microplus (BARBOZA et al.,2022).

3.2 Nematoides Entomopatogénicos (NEPS)

Os (NEPs) sdo organismos benéficos utilizados no controle bioldgico de pragas na
agricultura e na pecudria. Esses nematoides carregam essa nomenclatura devido as
infeccdes que causam a morte aos seus hospedeiros (DOLONSKI et al., 2017). Tais
organismos possuem uma diversidade de espécies que podem ser encontradas
mundialmente, mostrando que estes organismos sdo potenciais agentes de controle
biol6gico para o combate de pragas. A producdo em escala comercial desses nematoides
ja e realizada em varios paises (MONTEIRO & PRATA, 2013). Atualmente no Brasil,
duas espécies sdo comercializadas (Steinernema capcocapsae e Steinernema rarum), mas
somente uma (Steinernema rarum) é produzida no pais por meio de fermentacdo biféasica
liquida e solida (LEITE et al., 2023).

Os NEPs pertencem ao filo Nematoda, classe Chromadorea, ordem Rhabditida na
qual estdo inseridas as seguintes familias Steinernematidae Chitwood e Chitwood, 1937
e Heterorhabditidae Poinar (1976). A familia Steinernematidae é composta por dois
géneros, o Steinernema (61 espécies) e Neosteinernema (1 espécie). A familia
Heterorhabditidae é constituida por um Unico género, Heterorhabditis com 22 espécies.
(FERRAZ, 1998; GREWAL et al., 2003; DOLINSKI, 2006).

Os NEPs Steinernema e Heterorhabditis agem em simbiose com as bactérias dos
respectivos géneros Xenorhabdus e Photoharbdus, tais bactérias tem efeito patogénico
guando inseridas no organismo do hospedeiro causando septicemia e consequentemente
a morte do hospedeiro em um periodo de 24 a 48 horas (FERRAZ, 1998; GREWAL et
al., 2001, HAZIR et al., 2003).

3.2.1 Ciclo de vida dos Nematoides

O ciclo de desenvolvimento dos nematoides entomopatogenicos (NEPs) ocorre
em trés fases distintas: ovo, juvenil e adultos no interior de um hospedeiro (Figura 3). A

fase juvenil é formada por 4 estagios; J1, J2, J3 (estagio infectante) e J4. No ambiente a
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procura de hospedeiros, sdo encontrados os nematoides no estagio infectante (JIs) os
hospedeiros sdo detectados pelos produtos de excrecdo, niveis CO2 e gradientes de
temperatura por eles liberados. Em seguida esses juvenis entram pelos orificios naturais
(boca, anus e espirdculo) do inseto e se movem para hemocele (FERRAZ, 1998;
DOLINSKI et al., 2005; DOLINSKI & MOINO-JR, 2006).

No interior do hospedeiro (na hemocele) os Jis liberam suas bactérias simbiontes
que se proliferam e produzem toxinas que causam a morte do inseto (FERRAZ, 1998;
HAZIR et al., 2003). Além disso, essas bactérias liberadas produzem substancias que
inibem o crescimento de outros microoorganismos oportunistas favorecendo o aumento
populacional dessas espécies dentro do hospedeiro colonizado, essas mesmas bactérias
sdo fonte de alimento para os JIs que passardo para o0 estadgio J4 e posteriormente se
tornardo adultos (macho e fémea) que em alguns hospedeiros se reproduziréo e daréo
origem a proxima gerag&o.

Pode haver de duas a trés geracdes completadas pelos nematoides dentro do
mesmo hospedeiro, depende do tamanho do inseto colonizado e do fornecimento de
alimento na parte interna do cadaver. Assim que esse alimento € esgotado os JIs fazem a
retencdo das bactérias e vdo em busca de um novo hospedeiro (FERRAZ, 1998;
GREWAL et al., 2003; DOLINSKI, 2006).

O ciclo desses NEPs é semelhante em ambos géneros, entretanto as espécies do
género Heterorhabditis possuem morfologicamente uma projecdo quitinosa chamado de
“dente” que tem como funcdo perfurar a cuticula do hospedeiro que se encontra na
extremidade anterior do nematoide. Especificamente nesse género também ocorre
hermafroditismo na primeira geracdo, ao invés de machos e fémeas copularem, os
mesmos fazem a autofecundacéo, e ainda no interior do mesmo hospedeiro produzem
0VO0s que se tornardo juvenis, e assim nasce uma segunda geracdo cujos 0s nematoides
sdo denominados de anfimiticos macho e fémeas. Esses, apds a cépula, ddo origem
novamente a ovos e juvenis, estes se alimentam do resto do inseto cadaver e assim vao
em busca de um novo hospedeiro, fechando o ciclo (ADAMS; NGUYEN, 2002).

A permanéncia dos juvenis no solo a procura de um hospedeiro varia entre dias
ou meses, isso ocorre devido ao um inédito mecanismo de sobrevivéncia. Assim que saem
do cadaver infectado vao em dire¢do ao solo, 0s mesmos conservam a cuticula do estagio
J2, permanecendo com duas cuticulas, o que favorece sua conservacdo por um periodo
maior (KAYA, 1990).
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Figura 3. Representacdo do ciclo de vida dos nematoides entomopatogénicos. Fonte: Torres
(2023)

3.2.2 Fatores bitticos e abioticos que afetam os nematoides entomopotagenicos
(NEPs)

No meio ambiente, vérios fatores bidticos e abidticos podem interferir
negativamente na sobrevivéncia dos JIs, e com isso, pode limitar o uso dos NEPs no
controle de pragas. Dentre esses fatores estdo a radiacdo ultravioleta (UV), alta
temperatura, umidade baixa, textura e pH do solo, presenca de pesticidas, dentre outros.
Para contornar esses efeitos negativos, aconselha-se que a aplicagdo dos mesmos seja
realizada no periodo da tarde ou pela manhd, para que se tenha uma umidade favoravel e
assim facilitar a locomocgédo dos Jls. Vale destacar que as espécies de nematoides
necessitam de diferentes niveis de umidade e temperatura do solo. Uma vantagem € que
0 uso adequado de fertilizantes e alguns pesticidas como carbaril, clorpirifds ndo afetam
negativamente o JIs e podem ser utilizados em sinergia. (SHAPIRO —LLAN; DOLINSKI,
2015; KOPPENHOFER et.al, 1995; GREWAL et al., 1994)
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Em relacdo a fatores bidticos, varios organismos como fungos, bactérias e
nematoides predadores podem intervir na eficiéncia dos NEPs. Os fungos nemat6fagos
das espécies Arthrobotrys oligospora e Duddingtonia flagrans estdo dentre os mais
importantes por serem fungos de solo e pela alta capacidade de infectar os nematoides.
Sugere-se que antes de qualquer aplicacdo de NEPs em um determinado local, seja
realizado um levantamento dos fungos nematéfagos, caso seja verificado a presenca de
algum desse citados acima, € necessario que a quantidade de juvenis infectantes aplicados
seja maior (DOLONSKI, 2020).

3.2.3 NEPs no controle de pragas agricolas

O uso de NEPs como agentes biolégicos tem apresentado resultados significativos
no controle de pragas agricolas. Um dos primeiros relatos de estudos em campo foi
registrado no ano de 1986 por Arrigoni et al. (1986), onde nematoides da espécie
Steinernema Carpocapsae foram avaliados no controle do besouro Migdolus fryanus. Em
outro estudo, Schimitt et al. (1992) utilizaram outras espécies do género Steinernema
contra a broca-da bananeira (Cosmopolites sordidus).

Leite et al. (2003) testaram isolados de nematoides entomopatogénicos dos
géneros Steinernema e Heterorhabditis com o objetivo de controlar a espécie da
cigarrinha raiz (Mahanarva fimbriolata) e relataram uma porcentagem de 84% de
mortalidade. Duas espécies de NEPs foram testadas por Alves et al. (2005) no controle
do cascudinho (Alphitobius diaperinus), estes autores observaram que a espécie
Steinernema carpocapsae foi a mais patogénica sobre este besouro especificamente no
estagio larval.

Isolados das espécies Heterorhabditis indica e Steinernema brazilense foram
testados em campo juntamente com inseticidas por Leite et al. (2012) no controle do
bicudo-da cana-de agucar (Sphenophorus levis). Os resultados mostraram que o isolado
Steinernema brazilense foi mais eficaz comparado ao Heterorhabditis indica. Os
resultados mostraram que o isolado S. brazilense foi mais eficaz comparado ao
Heterorhabditis indica.

Nanzer (2022) testou os NEPs e as bactérias simbidticas do género Steinernema
para o controle de percevejos da espécie Euschistus.heros e Dichelops melacanthus
encontrados na soja e verificaram que os nematoides foram mais eficazes com
porcentagem acima de 90% de mortalidade do que a utilizacdo da bactéria simbionte de
NEPs.
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3.2.4 NEPs no controle de carrapatos

O uso de nematoides entomopatogénicos para o controle de carrapatos tem se
mostrado promissor nas ultimas décadas. No ano de 1990, carrapatos da espécie
Rhipicephalus annulatus foram testados para verificar a susceptibilidade de fémeas
ingurgitadas aos NEPs (SAMISH & GLAZER, 1991). Analises por meio de testes in vitro
mostraram que a fase em que as fémeas se encontram ingurgitadas é o estdgio mais
susceptivel a infeccbes pelos mesmos, enquanto os demais estagios sdo altamente
resistentes (SAMISH & GLAZER, 2001; VASCONCELOS et al., 2004; SAMISH et al.,
2008; CARDQOSO et al., 2013).

Pesquisas efetuadas para selecionar isolados dos géneros Steinernema e
Heterorhabditis para o controle do carrapato do boi, revelaram que os nematoides do
género Heterorhabditis apresentaram maior viruléncia ao infectar o R. microplus
(MAULEON etal., 1993; EL-SADAWY & HABEEB, 1998; HILL, 1998; HASSANAIN
et al., 1999; GLAZER et al., 2001; ALEKSEEV et al., 2006; MONTEIRO & PRATA,
2013).

3.2.5 NEPs no controle do carrapato R. microplus

Testes realizados em laboratdrio com as espécies Heterorhabditis bacteriophora
(HP88) e Heterorhabditis indica (LPP1) mostraram-se eficientes, visto que com uma dose
de 75 Jls/fémea ingurgitada, a eficacia foi superior a 90% em contrapartida a
porcentagens menores obtidas com outros isolados testados com concentracGes mais altas
(MONTEIRO et al., 2010; SILVA et al., 2012; MONTEIRO & PRATA, 2013).

Os nematoides do género Heterorhabditis tem demonstrado maior viruléncia para
0s carrapatos, o que pode estar relacionado as bactérias simbiontes, porém essa eficiéncia
precisa ser melhor esclarecida. O fato de as espécies desse género possuirem uma
projecdo na cuticula no momento da perfuragdo pode também contribuir para uma maior
eficiéncia e na aceleragdo da morte das fémeas (MONTEIRO et al., 2010; MONTEIRO
& PRATA, 2013).

Os efeitos ocasionados pelos NEPs nas fémeas ingurgitadas foram mortalidade
das mesmas, diminuicdo da postura e da eclosao larval (FREITA-RIBEIRO et al.,2005;
MONTEIRO et al., 2010; MONTEIRO et al., 2010). Em busca de uma formulacdo letal
para o controle de carrapatos Monteiro (2014) testou isolados de nematoides in vitro em
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formulacéo de insetos cadaveres Galleria mellonella e Tenebrio molitor para o controle
de R. microplus e verificou que com a formulacdo em G. mellonella houve mais eficacia
em relacdo ao T. molitor com percentual de 99% de mortalidade para primeira
formulacéo.

Monteiro et al. (2020) testaram a viruléncia de H. bacteriophora LPP30 sobre
fémeas ingurgitadas de R. microplus em laboratério em diferentes concentracdes e obteve
uma taxa de controle acima de 97% de mortalidade para todas as concentragfes. Os
mesmos autores analisaram, em condi¢fes simuladas de campo, o efeito de quatro
espécies de NEPs em formulacdes de diferentes insetos cadaveres nas fases ndo
parasitaria do carrapato, duas espécies de NEPs (H. bacteriophora HP88 e H. baujardi
LPP7) se destacaram com eficiéncia de 90% de mortalidade na formulagdo de inseto
cadaver Galleria mellonella.

Filgueiras et al. (2022) avaliaram a eficacia de H. bacteriophora sobre fémeas do
carrapato bovino de diferentes locais e niveis de ingurgitamento e demonstrou que
independentemente do nivel de ingurgitamento a eficacia do isolado utilizado no estudo
ndo diferiu. Nesse mesmo trabalho em condi¢es simuladas de campo a eficécia desse
nematoide liberados por inseto cadaver foi de aproximadamente 73% de no controle do
R. microplus.

Dessa forma, a investigacao e selecao de novos isolados de NEPs visa enriquecer
a oferta de agentes de controle bioldgico para o combate do carrapato dos bovinos e
contribuir para o desenvolvimento sustentavel, auxiliando assim um programa de manejo
do carrapato do boi, ja que o uso constante de acaricidas muitas vezes, de forma
descontrolada, tem acelerado o aparecimento da resisténcia deste parasita aos principais

grupos quimicos dos carrapaticidas comerciais.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local do experimento

Os testes foram realizados no Laboratorio de Parasitologia Animal e nas areas
externas do Instituto Bioldgico de Sdo Paulo — SP (23° 35'12" S 46° 39' 08" W com

altitude de 759 m com clima subtropical umido.
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4.2 Procedéncia das cepas do carrapato R. microplus

Amostras de carrapato R. microplus foram coletadas de bovinos leiteiros da
Fazenda Experimental do Polo Regional de Pindamonhangaba — SP (22° 57'10" S 45° 26'
20" W) com altitude de 561 m com clima subtropical quente.

4.3 Isolados de nematoides entomopatogénicos (NEPS)

Os isolados de nematoides entomopatogénicos (tabelal), foram cedidos pela
Unidade Laboratorial em Controle Biol6gico, do Centro Avancado de Pesquisa em

Protecdo de Plantas e Satude Animal do Instituto Bioldgico, Campinas — SP.

Tabela 1. Identificacdo dos NEPs, suas bactérias simbiontes e a procedéncia dos isolados.

Isolado NEP hospedeiro Bactéria Origem geografica
HB ENo1 Heterorhabditis bacteriophora  Photorhabdus luminences Alemanha
PAM 25 Steinernema rarum Xenorhabdus szentirmaii Bagé- RS
IBCNN2 Steinernema carpocapse Xenorhabdus nematophila USA
IBCB n6 Steinernema brazilense Xenorhabdus sp. Porto Murtinho- MS
IBCB n1o Heterorhabditis amozenensis ~ Photorhabdus luminences Santa Fé do Sul- SP

IBCB n24 Heterorhabditis amozenensis  Photorhabdus luminences Santa Fé do Sul- SP

IBCB n47 Steinernema feltiae Xenorhabdus bovienii Alemanha

4.4 Avaliagdo in vitro para selecao de dose ideal de NEPs

O experimento foi realizado de acordo com a metodologia Monteiro et al., (2020)
modificado (Figura 4). Para cada repeti¢do, quinze fémeas ingurgitadas de R. microplus
foram separadas e pesadas em balanca de precisdo e colocadas em placa de Petri
descartavel (85x15mm) sobre papel filtro em formato circular com o mesmo diametro da
placa. Posteriormente foi aplicado 1mL de suspensao de nematoides com 100, 200 e 300
Jis/fémea nas trés concentragdes respectivamente, enquanto para o controle foi usado 1
mL de &gua destilada distribuida homogeneamente sobre toda a superficie do papel. As
placas foram fechadas e vedadas com parafilm e armazenadas em estufa a 28+1°C e
UR>80%.

Apos trés dias o parafilm foi removido e as placas foram retornadas para estufa e
permaneceram por mais 15 dias. Apds este periodo 0s ovos de cada placa foram
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removidos, pesados e depois transferidos para tubos de ensaio devidamente identificados.
Os tubos foram tampados com algod&do e umedecidos com &gua e mantidos em estufa. O
percentual de eclosdo de larvas foi avaliado depois de 15 dias a pesagem dos ovos. Os
testes foram realizados com 10 repeti¢cGes com os sete isolados descritos na Tabela 1. Os
dados obtidos do peso das fémeas, dos ovos e porcentagem de eclosdo de cada isolado

foram analisados de acordo com Drummond et al. (1973):

Peso de ovos

Peso de FEmeas

Peso do tratado
IP =100 — X
Peso do controle

Peso de massa de ovos x % de eclosdo x 20000

RE=
Peso de massa de Fémeas

RE do grupo controle — ER do grupo tratado x 100
EP=

RE do grupo controle

Sendo, P: Peso dos ovos e das fémeas: IP: inibigdo de postura; RE: reprodugdo
esperada; EP: eficacia do produto; 20000: numero equivalente a quantidade de ovos

presentes em 1g de ovos.
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Estufa 28°C e 80% UR

Figura 4. Teste in vitro para avaliar a eficacia dos isolados em fémeas ingurgitadas de R.

microplus.

4.5 Avaliagdo in vitro em substrato terra

A avaliagdo in vitro em substrato terra foi realizada com os dois isolados que
mostraram eficacia acima de 90% S. rarum (PAM25) e H.bacteriophora (HB ENO1).
Neste experimento cada unidade amostral foi preparada em frascos plasticos com 12 cm
de didmetro no qual foi colocado terra estéril até uma altura de 2 cm (Figura 5). Foram
utilizadas 15 fémeas ingurgitadas para cada repeticdo e 1 ml de nematoides em suspenséo
na dose de 200 JIs/fémea. O teste foi elaborado com trés métodos que diferiram em
relagdo a ordem de liberacdo dos NEPs (Tabela 2). Os frascos foram tampados e mantidos
em temperatura ambiente (11,2°C a 21°C). Todos os testes foram feitos em triplicata. No
método S+F aguardou —se 10 min para liberacdo das fémeas.
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Tabela 2. Ordem de liberacdo entre NEPs e fémeas ingurgitadas de R. microplus do teste

in vitro substrato terra

Ordem de liberacéo

Primeiro Segundo
Controle (C) Fémeas Agua destilada
Técnica 1 (F+S) Fémeas NEPs
Técnica 2 (S+F) NEPs Fémeas
Técnica 3 (M) NEPs *Fémeas no marcador

*Marcador confere em sacos de tecido de voal branco e fechados com barbante Fonte: et al.
(2022)

Os ovos de cada frasco foram removidos, pesados e colocados em tubos de ensaio
devidamente identificados e vedados com algoddo umedecido e mantidos por 15 dias em
estufa a temperatura de 28°C e 80% UR para a eclosdo das larvas. Posteriormente a
porcentagem de ecloséo foi observada. Os dados obtidos do peso das fémeas, dos ovos e
porcentagem de ecloséo de cada isolado foram analisados de acordo com Drummond et
al. (1973).

N I%} 15 dias, temp. ambiente

| [sl=fsi=}
=
— k T
— & \ €N\
15 dias = -

L=} L")
28°ce URBO%

Figura 5. Teste in vitro com substrato para avaliar a eficicia do S. rarum (PAM 25) e

H.bacteriophora (HB ENO1) em fémeas ingurgitadas de R. microplus .
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4.6 Experimento em condicGes simuladas de campo

O experimento foi realizado no periodo de mar¢o a junho de 2023 no Instituto
Bioldgico de S&o Paulo (23° 35'10" S 46° 38' 57"W) em uma area externa do Instituto
Biologico em bandejas (unidades experimentais) de 30 x 50 cm com 2,200 kg de terra
onde foram cultivadas gramineas (Brachiara decumbens). As unidades experimentais
foram escolhidas e identificadas de forma aleatéria e colocadas a uma distancia de 1m
entre elas.

Neste teste foi utilizado os isolados de nematoides S. rarum (PAM 25) e H.
bacteriophora (HB ENO1) na dose de 200JIs/fémea (foram colocadas 60 fémeas em cada
unidade amostral) e em seguida foi aplicada 220 ml de suspenséo da nematoide utilizando
um regador de jardinagem. Nas unidades controle ndo foi aplicada a suspensdo de
nematoide. O experimento foi realizado com seis repeticbes. Apds a aplicacdo dos
nematoides, as unidades experimentais foram inspecionadas diariamente (exceto nos dias
chuvosos) no periodo de 60 dias para verificar os aspectos das fémeas e o inicio da
postura. As fémeas, quando mortas, foram retiradas das unidades. As larvas foram
coletadas no periodo do dia 01 a 30 de maio, para tanto as pontas do capim onde as larvas
se agrupavam foram cortadas com uma tesoura e colocadas em sacos plasticos para
posterior contagem no laboratorio. As larvas foram contadas utilizando uma bomba a
véacuo e um contador manual. Os dados obtidos foram analisados pelo programa ANOVA

(analise de variancia).

Figura 6. Experimento em condic¢des simuladas de campo para avaliar o efeito do S rarum

(PAM 25) e H.bacteriophora (HB ENO1) em fémeas ingurgitadas de R. microplus em &rea do
Instituto Bioldgico de Sdo Paulo. Fonte: SOUZA (2023)

36



4.7 Histologia
4.7.1 Processo de fixacdo

O processo histoldgico foi realizado com as fémeas de carrapato infectadas com o
nematoide que mostrou maior eficacia, o isolado HB ENO1. Trinta fémeas foram testadas
seguindo o protocolo descrito em 4.4 e ap0s o terceiro, quarto e quinto dia foram retiradas
10 fémeas das placas de Petri para as proximas etapas. As mesmas foram perfuradas
superficialmente nas duas laterais com auxilio de agulhas de insulina com espessura de 4
mm por 5 de didmetro e esteromicroscopio para que haja penetragdo do fixador. Em
seguida, realocadas em cassetes e emergidas no fixador Duboscq-Brasil por 24 horas.
Depois, em frascos de alcool 70°, as fémeas permaneceram por, no minimo, 72 horas. A

proporcéo entre a quantidade de fixador e a amostra foi de 70% de fixador 30%.

4.7.2 Processo de Desidratacdo e Diafanizacgéo

Apbs a fixacao essas amostras passaram por banhos crescentes de alcool (70°, 80°, 95° e
alcool absoluto) para a desidratacao e a diafanizacdo em banhos de xilol. O protocolo foi

realizado nas seguintes etapas conforme o quadro 1:

Quadro 1. Protocolo de desparafinizacdo, hidratacdo, coloracdo, desidratacdo e

diafanizacdo dos cortes de tecido, modificado segundo Michalany (1990).

Reagentes Tempo
Alcool 70° 45 minutos
Alcool 80° 45 minutos
Alcool 95°1 45 minutos
Alcool 95° 11 45 minutos
Alcool Absoluto | 45 minutos
Alcool Absoluto 11 45 minutos
Xilol 1 60 minutos
Xilol 1 60 minutos
Xilol 1l 60 minutos
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Fonte: Modificado de Cassiano (2015).
4.7.3 Emblocamento

Nesta etapa foi realizada a impregnacdo em parafina, na qual os cassetes foram
submergidos em parafina colocados na estufa histoldgica a 52°C overnight.
Posteriormente as amostras foram introduzidas em moldes de silicone, contendo parafina

histologica

4.7.4 Corte e coloracdo das laminas

Neste processo de coloracdo as laminas foram colocadas dentro de uma estufa
52°C overnigth e logo apds iniciou-se a desparafinizacdo em banhos de xilol, lavagem
em alcool absoluto, hidratagdo em solugBes hidro alcodlicas, coloragdo pela
hematoxilina de Harris e Eosina desidratacdo em alcoois e diafanizacdo em xilol

modificado segundo Michalany (1990) de acordo com o quadro abaixo 2:

Quadro 2. Protocolo de cortes de tecido e coloragdo das laminas modificado segundo
Michalany (1990).

Reagentes Tempo
Xilol | 10 minutos
Xilol 1 10 minutos
Xilol HI 10 minutos
Alcool absoluto | 5 minutos
Alcool absoluto I 5 minutos
Alcool absoluto Il 5 minutos
Alcool 95° | 5 minutos
Alcool 95° 11 5 minutos
Alcool 80° | 5 minutos
Alcool 80° 11 5 minutos
Alcool 70° 5 minutos
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Lavar em agua corrente -

Hematoxilina 5 minutos

Lavar em agua corrente -

Diferenciador Poe e tira

Lavar em agua corrente -

Colocar em agua morna 20 minutos

Eosina 5 minutos

Lavar em &gua corrente -

Alcool 70° Pde e tira
Alcool 80°1 Pde e tira
Alcool 80° 11 Pde e tira
Alcool 95°1 Pde e tira
Alcool 95°1 Pde e tira

Alcool absoluto | Pde e tira

Alcool absoluto I Pde e tira

Alcool absoluto Il Pde e tira
Xilol | 5 minutos
Xilol 1 5 minutos
Xilol HI Até 12 horas

Aplicar a laminula -

Aguardar a secagem e analisar -

Fonte: Michalany (1990)

5 RESULTADOS
5.1 Avaliagdo in vitro para selecdo de dose ideal de NEPs

Os resultados obtidos da selecéo dos isolados de NEPs com maior viruléncia sobre
fémeas ingurgitadas de R. microplus apresentaram, apds o periodo de 35 dias, uma
eficacia de 90% para os isolados S. rarum (PAM 25) e H. bacteriophora (HB ENO1), em
todas as concentracOes testadas os valores de eclosédo larval foram inferiores a 21% sem

diferenca significativa entres ambos isolados. A inibi¢do de postura para o isolado S.
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rarum (PAM 25) foi superior a 80% na concentracdo de 300/Jis, j& para o isolado H.
bacteriophora (HB ENO1) a inibicdo na mesma concentracao foi acima de 90% (Figura
9). Nas concentragOes de 200JIs e 300JIs/fémea do isolado S.rarum (PAM 25) as
porcentagens de eficacia foram similares, 99% + 1,07 e 99% + 1,45 respectivamente,
porém a concentracdo de 100 Jis/fémea foi de 92% = 8,45. Esta similaridade também foi
observada nos resultados com o isolado HB ENO1: 94% + 12,4 para 100/JIs, 98,7% +
2,15 para 200 Jls/fémea e 100% + 0 quando aplicado 300 JIs/fémea (Tabela 2, Figuras 7
e 8).

Dentre os demais isolados testados S.brazilense (IBCBn06), H .amozenensis
(IBCBN10), H. amozenensis (IBCBn24) e S. feltiae (IBCBN47), apenas o isolado S.
carpocapse (IBCBn02) na concentracdo de 300 Jls/fémea mostrou uma eficacia (EP)
acima de 70%, os demais apresentaram eficacias inferiores a 60% para as trés
concentragOes avaliadas (Tabela 2). Na anélise de variancia entre os isolados Steinernema
rarum (PAM 25) Heterohabditis bacteriophora (HB ENO1) houve diferenca significativa
em relacdo aos demais isolados (p>0,05).

Com base nas observacdes realizadas durante o experimento, notou-se alteragdes
significativas nos aspectos das fémeas ingurgitadas tratadas com os isolados S.rarum
(PAM 25) e H. bacteriophora (HB ENO1) em comparacao ao grupo controle a partir do
quarto dia de tratamento. Percebe-se nitidamente uma distincdo entre aparéncia das
fémeas saudaveis (grupo controle) e as fémeas tratadas, que apresentaram um
avermelhamento e inchago no quarto dia, e uma colora¢do mais escura e aspecto seco no

décimo quarto dia (Quadro 3).
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Tabela 3. Média de porcentagem e desvio padrdo dos testes in vitro com sete isolados de

nematoides entomopatogénicos nas concentracdes de 100, 200 e 300 Jls/fémea ingurgitadas do

carrapato R. microplus

Tratamento Concentracéo P/fémeas (g) P/ovos (g) IP % E/larval % EP %
Controle PAM 25 0 3,15+£0,35 1,0+0,19 - 815+16,5 -
100/J1s 3,06 £0,22 0,38 + 031 72,53 + 22,67 21+19,3 92 +8,45
200/Is 2,93+0,48 0,33+0,24 73,31+19,11 0,7+1,64 99 +1,07
300/1S 3,06 £ 0,49 0,20 £0,13 84,62 +9,6 2,7+4,16 99+145
Controle HB ENO1 0 3,377+ 0,29 1,539+£0,21 - 81,5+ 16,50 -
100/JIs 3,377 £0,43 0,237 £ 0,22 86,4 +17,31 11,5+ 23,10 94,0 £12,45
HB ENO1 200/Is 3,447+ 0,39 0,06 + 0,06 9542 +45 9+ 16,63 98,79 +2,15
300/J1s 3,000 +0,34 0,08 +0,08 99,9+0 00 100+0a
Controle IBCB n02 0 3,519+£0,33 1,565+ 0,31 - 90+7,81 -
100/J1s 3,185 +0,23 1,252 +0,43 5,85+ 20,5 77,5+12,48 0+46,5
IBCB n02 200/JIs 3,334 +£0,42 1,203 +0,47 16,8+ 25,4 85 + 23,62 20,7+431
300/Is 3,110+ 0,26 1,056 +0,36 21,8+195 67,5+ 18,25 71,08 + 25,21
Controle IBCBn6 0 3,483+0,33 1,496 + 0,31 - 90+7,81 -
100/J1s 3,141 £0,23 1,191+£0/43 20,3 +£26,9 715+ 24,6 28,78 £ 36,9
IBCBn6 200/1s 3,305 £ 0,42 1,167 £0,47 249 +244 74,5 + 23,62 36,2+33,1
300/4J1s 3,114 £ 0,26 0,988 0,36 295+253 775+29,8 46,1 +£35,3
Controle IBCBn10 0 3,704 £0,28 1,856 +£0,21 - 82,5+ 15,32 -
100/J1s 3,513+0,18 1,512 +0,18 11,75+9,8 67 + 25,6 23,3+27,19
IBCBNn10 200/1s 3,425 £ 0,27 1,392 £0,20 16,5 + 10,80 73+17,16 30,80 £ 24,6
300/J1s 3,440 £ 0,30 1,266 + 0,32 254 +14,81 81,5+7,83 31,78+17,8
Controle IBCBn24 0 3,714+ 0,28 1,875+£0,21 - 82,5+ 15,32 -
100/J1s 3,540 £ 0,29 1,456 £ 0,18 11,10+9,8 75 + 25,62 22,63 £ 36,70
IBCBn24 200/1s 3,448 £0,27 1,403+ 0,20 15,99 + 13,68 75+17,16 24,42 + 24,60
300/JIs 3,401 0,30 1,219 +£0,32 28,16 + 14,81 85+7,83 26,91 +17,89
Controle IBCBn47 0 3,515+0,21 1,608 = 0,30 - 935+7,83 -
100/J1s 3,257 £0,49 1,164 £0,21 219+131 77+£129 46,321
IBCBn47 200/1s 3,173+£0,15 0,894 +0,39 40,1+ 26,1 62,0 + 25,6 54,7+ 27,5
300/J1s 3,175+£0,15 0,880 = 0,29 31,6 £20,0 70,072 476131

*IP- Inibigdo de postura; P- Peso; E/larval % - Eclosdo larval; EP- Efic4cia do nematoide
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Meédia da Porcentagem de Inibic&o de Postura e Eficacia dos
isolados de nematoides na concentracao de 100 Jls/fémea testados
com o carrapato Rhipicephalus Boophilus microplus
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Figura 7. Média da Porcentagem de Inibicdo de Postura e Eficacia dos isolados de nematoides
na concentracdo de 100 Jis/fémea testados com o carrapato R. microplus.

Meédia da Porcentagem de Inibicéo de Postura e Eficacia dos
isolados de nematoides na concentragao de 200 Jls/fémea testados
com o carrapato R. microplus
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Figura 8. Média da Porcentagem de Inibicdo de Postura e Eficacia dos isolados de nematoides

na concentragdo de 200 JIs/fémea testados com o carrapato R. microplus
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Meédia da Porcentagem de Inibicéo de Postura e Eficacia dos
isolados de nematoides na concentragdo de 300 Jls/fémea testados
com o carrapato R. microplus
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Figura 9. Média da Porcentagem de Inibi¢&o de Postura e Eficacia dos isolados de nematoides

na concentragdo de 300 JIs/fémea testados com o carrapato R. microplus

5.2 Avaliacgdo in vitro em substrato terra

No experimento in vitro com substrato terra para as trés técnicas distintas, obteve-
se para os dois isolados (PAM 25) S. rarum e (HB ENO1) H. bacteriophora apresentaram
uma taxa de inibicdo de postura e eficacia do nematoide acima de 80%, com excec¢do da
técnica com marcador (voal), na qual a eficacia para o isolado (PAM 25) S. rarum em

que a eficécia foi de 60%. (Figura 10 e Figura 11)
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Percentual médio da inibicao de postura e eficacia do produto - teste
com substrato terra isolado (PAM 25) S. rarum testados com o
carrapato R. microplus

95,57 95,53 93,36 91,07
100 / / 85,68
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Técnica 1 Técnica 2 Técnica com Marcador
m|P mEP

Figura 10. Percentual médio da inibicdo de postura e eficicia do produto - teste com substrato

terra isolado (PAM 25) S. rarum testado com o carrapato R. microplus

Percentual médio da inibicéo de postura e eficacia do produto - teste com
substrato terra isolado (HB EN01) H. bacteriophora testados com o
carrapato R. microplus
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Figura 11. Percentual médio da inibicdo de postura e eficacia do produto - teste com substrato

terra isolado (HB ENO1) H.bacteriophora testados com o carrapato R.microplus
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Figura 12. Aspecto morfoldgico e coloracdo das fémeas ingurgitadas com 4° e 14° dias ap6s
tratamento (agua, HB ENO1 e PAM 25) a: controle no 4° dia; b: controle no 14° dia; ¢: HB ENO1
no 4° dia; d: HB ENO1 no 14° dia; e: PAM 25 no 4° dia; f: PAM 25 no 14° dia.

5.3 Experimento em condi¢bes simuladas de campo

Né&o foi possivel a visualizacdo de todas as fémeas das unidades experimentais.

Dentre as observadas foram retiradas 15 fémeas mortas nos tratamentos do experimento
e 14 do grupo controle (Tabela 3). Na contagem das larvas ndo houve diferenga
significativa em relacdo ao isolado (HB ENO1) H. bacteriophora (p>0,05) comparado ao
controle, porém houve diferenca significativa entre o controle e o isolado (PAM 25) S.
rarum (p<0,05). Verificou-se que a média de recuperacao das larvas para o grupo controle
foi superior a 2500 larvas, enquanto para os tratamentos (PAM 25) S. rarum e (HB ENO1)
H. bacteriophora foi de aproximadamente 1400 e 1700 respectivamente. A maior
quantidade de larvas coletadas ocorreu na segunda semana para todos tratamentos (Figura
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12). A figura 14 apresenta o total de larvas coletadas no grupo controle, e tratados
demonstrando a eficacia superior do isolado (PAM 25) S. rarum em relacdo ao (HB
ENO1) H. bacteriophora com as respectivas de eficacia de 44,6% e 34,9%, ja (figura 15)
apresenta a média do total de larvas para cada tratado. Durante todo o periodo do
experimento (marco a maio) a temperatura se manteve com uma média estavel
aproximadamente 22°C. Entretanto a umidade teve algumas oscilacdes, porém de modo

geral a média foi estavel durante quase todo o periodo do experimento (figura 13).
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22%
’ 19% 18%

umidade temperatura umidade temperatura umidade temperatura
Marco Abril Maio

Meses

o O O

Figura 13. Dados de temperatura e umidade do experimento em condic¢des simuladas de

campo no periodo de marco a abril. Fonte: INMET (2023)
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Numero de larvas coletadas em unidades amostrais em condigdes
simuladas de campo
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Figura 14. Quantificacdo de larvas coletadas em unidades amostrais em condi¢des
simuladas de campo.
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Figura 15. Médias de larvas recuperadas ao final de experimento em condic¢des simuladas
de campo.
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Tabela 4. Total de fémeas de R. microplus coletadas de cada unidade experimental em
condicdes simuladas de campo.

Tratamentos
PAM 25 HB ENO1 Controle
Total de fémeas inseridas nas unidades
amostrais 60 60 60
Total de fémeas mortas retiradas das
unidades amostrais 15 15 14
Porcentagem de fémeas mortas 2504 2506 233 %

54 HISTOLOGIA

A Figura 16 retrata fémeas do grupo controle, enquanto as Figuras 17 e 18 representam
0 grupo tratado, com fémeas analisadas ap0s 4 e 5 dias de experimento, respectivamente.
Na Figura 16, é possivel identificar a presenca do ovério (ov), evidenciado pelo circulo,
preenchido por granulos de vitelo (gv), com o corio (ch) preservado, indicado pelas setas,
demonstrando a integridade dos tecidos. Por outro lado, nas imagens 17 e 18, ndo se
observam os granulos de vitelo (gv) intactos, como no grupo controle. Sugere-se que esses
granulos tenham sido rompidos, resultando na permanéncia de lipidios, carboidratos e
proteinas no ovocito. Além disso, ha a presenca de vaclolos entre 0s ovécitos. As
caracteristicas foram analisadas em cinco laminas de cada grupo, com a presenca desses

padrdes em todas elas. O grupo tratado removido no 3° dia ndo apresentou alteracoes.
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Figura 16. Cortes histoldgicos de fémeas de R. microplus do teste in vitro do grupo controle
corados com hematoxilina e eosina. As estruturas em destaques mostram o ovario (ov) dentro do
circulo, a seta esta indicando o granulo de vitelo (gv) e corio (ch). Todas estruturas integras.




Figura 17. Cortes histolégicos de fémeas de R. microplus do teste in vitro do grupo tratado com
HB ENO1 no 4° dia corados com hematoxilina e eosina. No interior dos circulos esta evidenciando
0 rompimento do granulo de vitelo (gv) e cério (ch).

Figura 18. Cortes histolégicos de fémeas de R. microplus do teste in vitro do grupo tratado com
HB ENO1 no 5° dia corados com hematoxilina e eosina. No interior do circulo esta evidenciando
o rompimento do granulo de vitelo (gv) e corio (ch).

6 DISCUSSAO

A utilizacdo de nematoides entomopatogénicos (NEPS) como agentes de controle
bioldgico de pragas é uma estratégia consolidada na agricultura, reconhecida como um
dos principais métodos nesse campo. Na esfera veterinaria, a investigacdo sobre NEPs
concentra-se no combate a artropodes, como o cascudinho em aviarios, e em ectoparasitos
de bovinos, como o carrapato R. microplus.

No presente estudo ao avaliar sete isolados de nematoides entomopatogénicos
(NEPs) para o controle do carrapato R.microplus, apenas dois deles, os isolados (PAM
25) S. rarum e (HB ENO1) H. bacteriophora, demonstraram eficacia, com taxas acima de
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90% em todas as concentracOes testadas 100, 200 e 300 JIs/fémea. Constatou-se que a
acao dos NEPs se manifestou sobre as fémeas partir do quarto dia de tratamento indicando
que esses isolados tém potencial biocarrapaticida.

A presenca de apéndices na regido cefalica das espécies do género
Heterorhabditis facilita a penetracdo no hospedeiro, favorecendo a infeccao. Os dados de
eficacia obtidos para o isolado (HB ENO1) H. bacteriophora (em todas as concentracoes)
neste estudo foram similares aos resultados encontrados por Monteiro et al. (2020) com
o isolado (H. bacteriophora HP88) e (H. indica LPP1) testados com fémeas do carrapato
R. microplus em experimentos laboratoriais utilizando insetos cadaveres T. molitor e G.
mellonellla. Outros estudos relatam que a combinacdo deste isolado com o fipronil
contribui para o controle do bicudo da cana-de-agucar Leite et al. (2012).

Estudos de controle biolégico com a espécie S. rarum vem sendo conduzidos,
principalmente desde os anos noventa com insetos pragas na agricultura (NGUYEN et
al.,2006). No entanto, pesquisas relacionadas ao controle do carrapato ndo foram
encontradas até o momento, tornando este o primeiro relato de experimento com o isolado
(PAM 25) S. rarum no combate do carrapato bovino. Os resultados obtidos por Silva et
al., (2021) para o controle do bicudo de cana (Sphenophorus levis) teve uma mortalidade
acima de 75% semelhante aos resultados desta pesquisa com valor superior a 90% para
todas as concentracdes testadas.

Nota-se, nos testes com substrato terra, que houve expressiva eficacia, visto que
em dois dos tratamentos testados (S+F e F+S) a eficacia foi acima de 90%. Os resultados
obtidos com tratamento utilizando marcadores apresentou eficacia inferior comparada aos
demais tratamentos, mas ainda assim apresentou eficacia de aproximadamente 65% e
80% nos testes com S. rarum (PAM 25) e H. bacteriophora (HB ENOQ1) respectivamente,
demostrando que a técnica pode ser utilizada em casos especificos em que seja necessario
proteger os carrapatos para alguma outra proposta de estudo. Trabalho realizado por Abdel-
Ghany et al. (2024) com o carrapato Rhipicephalus sanguineus usando substrato terra 0s
resultados foram acima de 84% para todas as concentragdes (4000, 2000, 1000, 500 e 250
JIs/ml) com o NEP H. bacteriophora HP88 e Steinernema sp. SlI.

O experimento realizado com substrato terra foi descrito por Monteiro et al.
(2014) no qual foi avaliado a eficacia do nematoide H. indica (LPP1), H. bacteriophora
HP88, S. carpocapsae, ALL, S. feltiae sobre a mortalidade das fémeas ingurgitadas, néo
foi verificada a dosagem utilizada, ja que os nematoides foram adicionados através de
cadaveres dos insetos G. mellonella e T. molitor. As mortalidades das fémeas de

carrapatos variaram de 80% a 100% em um periodo de 10 dias ap0s o tratamento com
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dois, quatro e seis cadaveres. Ainda que a metodologia utilizada no presente trabalho seja
distinta ao relato de Monteiro (2014) observou-se que os valores encontrados para o H.
bacteriophora (HP88) foram semelhantes ao isolado (HB ENO1) H. bacteriophora.

Em relagéo aos testes feitos em condig¢des simuladas de campo a metodologia e
os isolados diferem do experimento realizado por Monteiro et al. (2020), além disso, esses
autores ndo avaliaram a eclosdo das larvas, no entanto verificaram a mortalidade das
fémeas no periodo 22 dias com eficcia acima de 76% para os isolados testados. No
presente estudo foram recolhidas somente as fémeas mortas, sendo 25% para ambos 0s
isolados (PAM 25 e HB ENO1) e 23,3% para 0 grupo controle, entretanto, nem todas as
fémeas foram visualizadas nas unidades experimentais. De acordo com a média de larvas
eclodidas os dois isolados (PAM 25) e (HB ENO1) mostraram-se eficazes no controle do
R. microplus com eficécia superior do isolado PAM 25 em relagdo ao HB ENOL. Porém,
em estudos realizado por Filgueira et.al (2022) com isolado da espécie H.bacteriophora
obteve uma reducéo significativa na eclosao de larvas com variacGes de 50% a 95 %.

Os resultados dos testes histoldgicos apresentados neste estudo evidenciam as
alteraces morfoldgicas em ovarios de R. microplus sob efeito do isolado (HB ENO1) H.
bacteriophora. Até o presente momento, este é o primeiro trabalho que avalia através de
técnicas histologicas a acdo deste isolado sobre carrapatos. Foi observado que a partir do
4° dia do contato do carrapato com o isolado algumas altera¢es nos ovocitos comecaram
a surgir, estando presente no 4° e 5° dia. N&o houve alteragdes no 3° dia, sugerindo que
a acdo do nematoide inicia-se ap6s o0 4° dia de infeccdo corroborando os resultados das
avaliacdes visuais realizadas durante os experimentos in vitro, visto que a partir do quarto
dia ap6s o tratamento é que foram notadas as alteracGes fisicas como alteraces das
coloragdes.

Algumas alteracgdes histoldgicas nos ovarios das fémeas encontradas neste estudo
podem ser comparadas com as alteracOes causadas por outras formas de controle.
Almeida et al. (2022) realizaram o controle bioldgico do carrapato R. microplus, com a
utilizacdo do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae, o qual observou-se a
modificac¢do nos granulos de vitelo e o rompimento do corio, bem como neste estudo.

Na literatura, as analises da técnica histoldgica sdo geralmente realizadas com o
carrapato R. sanguineos, porém, a acdo de nematoides entomopatogénicos ainda nao foi
descrita (GARCIA et al. 2004, 2005, 2008). Sousa et al., (2005) submeteu carrapatos ao
tratamento com o extrato da planta Melia azedarach, demonstrando a auséncia dos

granulos, e a auséncia do cério, que sdo caracteristicas vistas em ambos o0s estudos.
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Oliveira et al. (2008) foram os primeiros a testarem os efeitos de produtos
quimicos sintéticos no sistema reprodutor feminino de carrapatos R. sanguineus.

O estudo foi realizado com fémeas imersas em fipronil. As alteragcfes relatadas
foram principalmente em relagdo ao nimero de odcitos afetados, niUmero e tamanho dos
vacuolos citoplasmaticos, a presenca de figuras de mielina e microtibulos
citoplasmaticos e modificacGes nas organelas das células germinativas (OLIVEIRA et al.,
2008, 2009, 2011).

Camargo-Mathias (2013) analisou os efeitos do principio ativo deltametrina sobre
o0 sistema reprodutor do carrapato R. sanguineus, que demonstrou a eficacia do produto
no crescimento dos ovarios, causando danos as células germinativas do carrapato.
Destaca-se que uma das alteracdes relatadas, no ovdcito, é a composicao e organizacao
dos gréanulos de vitelo, os quais sofreram processo de fusdo resultando em grénulos

extremamente grandes e descaracterizados, semelhante aos achados deste estudo.

7 CONCLUSAO

Dois dos 7 isolados de NEPs (PAM 25 e HB ENO1) testados foram virulentos nas
concentracfes de 100, 200 e 300 JIs por fémea, com mais de 80% de eficacia e inibicao
de postura .

Apds o 4° dia de tratamento in vitro com fémeas ingurgitadas do carrapato R.
microplus, nas concentragdes ja& mencionadas anteriormente, com os isolados HB ENO1
e PAM 25 as fémeas ja se mostravam com alteragdes e com coloracdo escura
caracteristicas de infeccéo.

Os isolados (PAM 25) S. rarum e (HB ENO1) H. bacteriophora testados em
substrato terra sobre fémeas ingurgitadas do carrapato R. microplus na dosagem de 200
JIs/fémea, nas trés técnicas se mostraram virulentos, com eficicia acima de 60%.

O teste realizado em condigdes simuladas de campo, mostrou uma porcentagem
de eficacia com base na eclodibilidade das larvas de 34,9% para o isolado HB ENO1 e
44,6% para PAM 25.

Os dados histologicos revelaram a alteragdo dos ovécitos com rompimento do

corion das fémeas tratadas com o isolado HB ENOL1 a partir do quarto dia de tratamento.
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