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INFLUENCIA DOS NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS Heterorhabditis indica
LPP4 e H. baujardi LPP7 SOBRE A ALTERACAO DO PESO DE FEMEAS
INGURGITADAS DE Rhipicephalus (Boophilus) microplus ESTIRPES SENSIVEIS E
RESISTENTES EM LABORATORIO
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Resumo- Rhipicephalus (Boophilus) microplus Canestrini (Acari: Ixodidae) € um ectoparasito comum
em bovinos que promove diminuicdo na producdo e que pode causar a morte dos animais. Existe boa
perspectiva quanto ao uso dos nematéides entomopatogénicos (NEPS) no controle destes ectoparasitas.
Esse trabalho teve por objetivos avaliar a influéncia dos nematéides Heterorhabditis indica LPP4 e H.
baujardi LPP7 na alteracdo do peso das fémeas ingurgitadas de R.(B.) microplus estirpes sensivel e
resistente a carrapaticidas. Foram testados sete tratamentos mais o controle, representados por diferentes
concentracdes de JlIs (15, 30, 60, 120, 240, 480 e 960). A alteracdo do peso diminuiu a medida em que se
aumentava a concentracdo de JIs de H. indica LPP4 em fémeas sensiveis.
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Area do Conhecimento: Agronomia
Introducéo

Rhipicephalus (Boophilus) microplus Canestrini
(Acari: Ixodidae) € um ectoparasito comum em
bovinos, que ocorre em quase todo o territério
nacional e esta relacionado a inUmeras doencas
que promovem diminuicdo na producdo ou
causam a morte dos animais. Os nematéides
entomopatogénicos (NEPs) vém sendo usados
com sucesso no controle biolégico de pragas de
solo (Grewal et al. 2005). Existe boa perspectiva
gquanto ao uso dos NEPs das familias
Steinernematidae Chitwood & Chitwood, 1937 e
Heterorhabditidae  Poinar, 1976 (Nematoda:
Rhabditida) no controle destes ectoparasitas.

Trabalhos avaliando a biologia de R. (B).
microplus sob condicbes de laboratério, foram
realizados. Gloria et al. (1993) realizaram um
estudo avaliando os parametros biologicos de
duas estirpes de R. (B.) microplus nas
temperaturas de 27°C e 32°C, mas estas estirpes
diferiam no fato de serem resistentes e sensiveis a
acaricidas. Nesse trabalho a alteracdo do peso da
fémea (peso inicial - peso final) € um dos
parametros mais relevantes para se verificar a
acdo do tratamento, pois quando a alteragdo do
peso é pequena, se conclui que as fémeas tiveram
um intervalo de tempo insuficiente para liberacao
dos ovos, pois morreram precocemente devido
justamente a acdo do tratamento. Porém, quando
a alteracdo do peso é grande conclui-se que o

tratamento nao foi tdo eficaz, pois a fémea ficou
viva e ovipositando.

A maioria dos trabalhos relacionados com o
controle bioloégico de carrapatos por nematéides
entomopatogénicos apresenta poucos dados
sobre a interferéncia dos nematéides na biologia
reprodutiva das fémeas dos carrapatos. Portanto,
esse trabalho teve por objetivos avaliar a
influéncia dos nematéides Heterorhabditis baujardi
LPP7 Phan, Subbotin, Nguyen & Moens, 2003 e
H. indica LPP4 Poinar, Karunakar, & David, 1992,
na alteracdo do peso das fémeas ingurgitadas
sensiveis e resistentes de R.(B.) microplus.

Metodologia

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

Foram utilizados os nematéides H. baujardi
LPP7 e H. indica LPP4 provenientes da Floresta
Amazébnica (Monte Negro-RO) que foram
identificadas com base na morfologia e biologia
molecular (DOLINSKI et al. 2008). Os nematoides
foram multiplicados em larvas no 7° instar de
Galleria mellonella  (Lepidoptera: Pyralidae)
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provenientes da criacdo mantida no Laboratério de
Entomologia e Fitopatologia/Nematologia da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro utilizando-se 100 Jls diluidos em 0,5 mL
de agua destilada para cada 5 larvas em placas de
Petri (9 cm de didmetro) forradas com papel filtro
no fundo (Whatman n°l) e acondicionadas em
camara climatizada a 27 + 1° C e UR > 80%,
durante 48 horas.

Apés a morte das larvas, estas foram
transferidas para armadilhas modificadas de White
(WHITE, 1927) e acondicionadas nas mesmas
condicdes supracitadas. Apos 11 a 12 dias,
gquando os primeiros juvenis infectantes
comecaram a emergir dos cadaveres de G.
mellonella, foram realizadas coletas destes, em
dias alternados, utilizando-se pipetas Pasteur. Os
Jis foram acondicionados em garrafas de cultura
de células (40 mL) e armazenados em camara
climatizada a 16 £+ 1°C e UR > 80% por até uma
semana antes dos testes.

Procedimento experimental

O procedimento experimental foi baseado na
metodologia utilizada por Vasconcelos et al.,
(2004). Foram testados sete tratamentos mais o
controle, representados por diferentes
concentracdes de Jlis (15, 30, 60, 120, 240, 480 e
960). Para a obtencéo das concentracdes de 120,
240, 480 e 960 JIs em 0,5 mL de agua destilada
foi utilizado o método volumétrico sob microscopio
Otico, utilizando-se a lamina de Peters para
contagem, com 20 aliquotas de 10 p{ cada,
homogeneizando-se a solu¢éo a cada coleta. Para
a obtencao das concentragcBes mais baixas (15, 30
e 60 Jls), os juvenis foram coletados manualmente
com o auxilio de bambu.

Foram utilizadas oito placas com 24 orificios
cada, aos quais foram adicionados 4 g de areia
peneirada e autoclavada. Cada placa representou
um tratamento ou concentracdo de JI. Para o
controle foi utilizada a mesma placa com areia e 1
mL &gua destilada isenta de nematoides. Os
nematoides foram adicionados & areia antes dos
carrapatos.

Cada tratamento teve 24 repeticdes, sendo
cada fémea uma unidade experimental. Foram
utilizadas fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus
desprendidas naturalmente do hospedeiro no dia
anterior. As fémeas foram separadas, pesadas e
distribuidas de forma homogénea nas placas.

As placas foram acondicionadas em camara
climatizada a 27 £ 1°C a UR > 80%, durante um
periodo de 72 horas.

As posturas foram separadas todos os dias,
para se observar o Ultimo dia de postura de cada
fémea, e trés dias apds o final da postura a
guendgina (fémea do carrapato apés ter feito a
postura dos ovos) foi pesada. A postura total de
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cada fémea foi pesada, identificada,
acondicionada em seringa plastica adaptada e
incubada em camara climatizada a 27 + 1°C e UR
> 80%.

Parédmetro bioldgico analisado nas fémeas
ingurgitadas sensiveis e resistentes

- Alteracdo do peso da fémea: Alteracdo do peso
da fémea apés final de postura (Peso inicial - Peso
final);

Andlise estatistica

Para todos os parametros, foi feita anéalise de
varidancia com ANOVA. Existindo significancia, foi
aplicado o teste de Tukey-Kramer a 5% de
significancia para comparar as médias dos
pardmetros. Nos tratamentos em que as
diferencas entre 0s desvios padrdes
caracterizavam uma amostragem de distribuicdo
ndo normal, foram utlizados os testes n&o-
paramétricos Kruskal-Wallis e Dunn (SISTEMA DE
ANALISES ESTATISTICAS E GENETICAS, 1997).

Resultados
- Heterorhabditis indica LPP4

Na estirpe sensivel, foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos
acima de 60 JIs/ @ e o controle, assim como entre
a maioria dos tratamentos. A concentracdo que
reduziu significativamente a alteracao do peso foi
a de 960 JIs/ Q. Nesse tratamento, a fémea néo
perdeu peso ovipositando e morreu precocemente
com uma alteracdo de 23,16 mg em média em
comparacdo com o controle, que teve uma
alteracdo de peso em média de 164,71 mg.

Em fémeas resistentes existiram diferencas
entre o controle e os tratamentos a partir da
concentracdo de 15 Jls/ @, assim como entre
tratamentos. A concentracdo que mais alterou o
peso foi a de 960 JIs/ @ com 37, 04 mg em média,
comparado ao controle com alteracao de 97,08 mg
em média (Figura 1).
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Alteracdo do peso (mg) em relagdo a
concentracdo de juvenis H. indica LPP4
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Figura 1. Alteracdo do peso de fémeas

ingurgitadas de R.(B.) microplus estirpe sensivel e
resistente em relacdo a concentracdao de juvenis
de H.indica LPP4.

- Heterorhabditis baujardi LPP7

Foram notadas diferencas significativas em
fémeas sensiveis, o controle diferiu dos
tratamentos acima de 240 JIs/ ¢ e a concentracao
de 480 Jis/ @ foi a que mais afetou a alteracédo de
peso (76,33 mg em média) em comparagdo com o
controle, com alteracdo média de 178, 50 mg.

Nas fémeas resistentes o controle também
diferiu dos tratamentos acima da concentracdo de
240 JiIs/ Q, e os tratamentos diferiram entre si. A
concentracdo que mais diminuiu a alteracdo do
peso foi a de 480 JiIs/ ¢ (26,58 mg em média) em
relagdo ao controle com 97,08 mg em média
(Figura 2).
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Figura 2. Alteracdo do peso de fémeas
ingurgitadas de R.(B.) microplus estirpe sensivel e
resistente em relacdo a concentracdo de juvenis
de H. baujardi LPP7.

Discussao
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Assim como em Silva (2006), nesse trabalho
fémeas sensiveis apresentaram diferencas
significativas entre o controle e os tratamentos
acima de 60 JIs/ @, e a alteracdo do peso médio
foi diminuida a medida em que se elevou a
concentracdo de JIs. Portanto, fémeas dos
tratamentos de maiores concentracdes (120, 240,
480 e 960) ndo chegaram a perder peso com a
ovoposicao, por morrerem precocemente devido a
acdo dos Jis de H. indica LPP4 nos referidos
tratamentos (Figura 3).

O mesmo n&o foi observado em fémeas
resistentes em que a alteracdo do peso nao
seguiu uma tendéncia de diminuicdo. Foram
observadas diferencas entre o controle e os
tratamentos a partir de 15 JIs/ @ (Figura 3).

Em fémeas sensiveis do carrapato bovino
registraram-se diferencas entre o controle e os
tratamentos acima de 240 Jis/ Q. Além disso,
também  ocorreram  diferencas entre  os
tratamentos, sendo a concentragdo de 480 JiIs/ @
a que mais se diferenciou do controle reduzindo a
alteracdo de peso devido a morte precoce da
fémea. Diferentemente dos resultados de Freitas-
Ribeiro et al. (2005) ndo houve tendéncia de
diminuicao na alteracéo do peso quando se elevou
a concentracdo de JIs de H. baujardi LPP7 (Figura
4). Nesse trabalho, em fémeas resistentes notou-
se diferencas significativas nos tratamentos em
relagdo ao controle acima de 15 JIs/ ¢, similar ao
nematéide H. indica LPP4, quando também
aplicado a fémeas resistentes (Figura 4).

Conclusao

O peso da postura tanto de fémeas resistentes
guanto de fémeas sensiveis foi reduzido utilizando
as duas espécies de NEPs. Heterorhabditis
baujardi LPP7 foi eficiente afetando a alteracédo do
peso de fémeas ingurgitadas sensiveis e
resistentes de R. (B.) microplus quanto
Heterorhabditis indica LPP4, isto se deve
provavelmente ao mesmo 6timo de temperatura
de em média 27°C tanto dos isolados de
nematéides quanto das fémeas. Aparentemente,
diferentes linhagens ou espécies de nematoides
podem influenciar diferentemente na fecundidade
de fémeas ingurgitadas de diferentes espécies de
carrapatos. Sao necessarios estudos a campo
para verificar a acdo destes isolados no controle
de fémeas resistentes de R. (B.) microplus.
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