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POTENCIAL DO NEMATOIDE ENTOMOPATOGENICO Heterorhabditis indica LPP4
NA MORTALIDADE DAS FEMEAS INGURGITADAS DE Rhipicephalus (Boophilus)
microplus ESTIRPES SENSIVEIS E RESISTENTES EM LABORATORIO
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Resumo- E unanime a afirmac&o que dentre os ectoparasitos, o carrapato bovino é um dos que maiores
prejuizos causa a pecuaria bovina do Brasil. Atualmente o controle do carrapato em bovinos, envolve o uso
intensivo de produtos quimicos, que podem deixar residuos toxicos na carne e leite, sendo ainda nocivos ao
animal e ao ambiente. Organismos como os nematéides entomopatogénicos (NEPs) tem sido avaliados
como ferramentas no controle biolégico dos carrapatos, ja que tem se mostrado eficientes no controle de
insetos. O trabalho teve por objetivo avaliar a mortalidade causada pelos nematéides H. indica LPP4 ao
longo dos dias em fémeas do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae) estirpes
sensiveis e resistentes. Foram testados sete tratamentos mais o controle, representados por diferentes
concentracdes de Jls (15, 30, 60, 120, 240, 480 e 960). Aparentemente Heterorhabditis indica LPP4
mostrou ser eficaz no controle destas fémeas causando uma maior mortalidade em menos dias,

principalmente em fémeas resistentes.
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Rhabditida.
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Introducéo

E unanime a afirmacdo que dentre os
ectoparasitos, o carrapato € um dos que maiores
prejuizos causa a pecuaria bovina do Brasil
(SOUZA, 1985). Atualmente o controle do
carrapato em bovinos, envolve o uso intensivo de
produtos quimicos, que podem deixar residuos
toxicos na carne e leite, sendo ainda nocivos ao
animal e ao ambiente. A resisténcia do carrapato
Boophilus microplus aos carrapaticidas disponiveis
no mercado, também é motivo de preocupacéo.
Organismos como 0s nematéides
entomopatogénicos (NEPs) tem sido avaliados
como ferramentas no controle biolégico dos
carrapatos, ja que tem se mostrado eficientes no
controle de insetos (SAMISH & GLAZER, 2001).

E possivel que NEPs possam ser promissores
agentes de controle bioldgico para o carrapato
bovino. Estes ja foram testados em varias fases e
estagios de vida do carrapato e a fémea
ingurgitada demonstrou ser a fase mais
susceptivel aos nematdides. Durante a fase
parasitaria os carrapatos foram resistentes e seus
ovos também nao foram afetados (SAMISH et al.,
2004).

No Brasil, estudos em laboratério utilizando
NEPs véem demonstrando a eficacia no uso
destes nematdides no controle do carrapato
bovino (VASCONCELOS et al, 2004; FREITAS-
RIBEIRO et al., 2005; REIS, 2005; SILVA, 2006).

Sendo assim, esse trabalho teve por objetivo
avaliar a mortalidade causada pelos nematoides
H. indica LPP4 e H. baujardi LPP7 ao longo dos
dias em fémeas do carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae) estirpes
sensiveis e resistentes, visando conhecer os
efeitos da acao patogénica desses nematéides.

Metodologia

Local de realizacdo dos experimentos,
obtencao e manutencdo do material vivo

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

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

Foram utilizados os nematéides H. baujardi
LPP7 e H. indica LPP4 provenientes da Floresta
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Amazbnica (Monte  Negro-RO) e  foram
identificadas com base na morfologia e biologia
molecular (DOLINSKI et al. 2008). Os nematéides
foram multiplicados em larvas no 7° instar de
Galleria  mellonella  (Lepidoptera: Pyralidae)
provenientes da criagdo mantida no Laboratorio de
Entomologia e Fitopatologia/Nematologia da
UENF utilizando-se 100 Jis diluidos em 0,5 mL de
agua destilada para cada 5 larvas em placas de
Petri (9 cm de diametro) 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
condi¢cdes supracitadas. Apo6s 11 ou 12 dias,
guando 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 Jls (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 contar
20 aliquotas de 10 pf cada, homogeneizando-se a
solucdo a cada coleta. Para a obtencdo das
concentracdes mais baixas (15, 30 e 60 Jis), os
juvenis foram coletados manualmente com o
auxilio de um 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 agua destilada isenta de nematoides. Os
nematoides foram adicionados a areia antes dos
carrapatos.

Cada tratamento teve 24 repeticdes, sendo
cada fémea uma unidade experimental. Foram
utiizadas fémeas ingurgitadas desprendidas
naturalmente do hospedeiro no dia anterior ao
experimento. 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 72
horas.
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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
quendgina (fémea do carrapato apoés ter feito a
postura dos ovos) foi pesada. A postura total de
cada fémea foi pesada, identificada,
acondicionada em seringas plasticas adaptadas e
incubadas em camara climatizada a 27 + 1°C e
UR > 80%.

Parametro biolégico analisado nas fémeas
ingurgitadas sensiveis e resistentes

Foi avaliada a mortalidade cumulativa, que é o
porcentual da mortalidade acumulada ao longo
dos dias de todos os tratamentos e controle. A
mortalidade  foi registrada diariamente e
constatada por meio da ocorréncia de reflexos nas
patas e pela coloracdo geral do corpo das fémeas.

Analise estatistica

A mortalidade acumulada ao longo dos dias foi
avaliada e foi feito o calculo do porcentual da
mortalidade cumulativa.

Resultados
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Figura 1. Mortalidade cumulativa de fémeas

ingurgitadas de  Rhipicephalus  (Boophilus)
microplus estirpe sensivel expostas a diferentes
concentracbes de juvenis infectantes de
Heterorhabditis indica LPP4.

- Heterorhabditis indica LPP4

A avaliacdo da mortalidade em fémeas
ingurgitadas estirpe sensivel durou trinta e dois
dias, sendo que durante os trés primeiros dias (72
horas) as fémeas ficaram expostas aos juvenis de
Heterorhabditis indica LPP4.

No quinto dia, nas concentracdes de 240, 480 e
960 JIs/ ¢ ocorreu 100% de mortalidade. Também
no quinto dia, as concentra¢des de 60 e 120 Jis/ ¢
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causaram 75 e 92% de mortalidade,
respectivamente, enquanto que no sexto dia
nessas mesmas concentracdes, houve 87 e 96%
de mortalidade, respectivamente. As menores
concentracdes (15 e 30 Jls/ @) causaram a
mortalidade de 29 e 46% das fémeas do carrapato
bovino, respectivamente no quinto dia. J& no sexto
dia, houve um aumento da mortalidade de 42 e
67%, respectivamente para essas mesmas
concentracdes (Figura 1).
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Figura 2. Mortalidade cumulativa de fémeas
ingurgitadas de  Rhipicephalus  (Boophilus)
microplus resistentes expostas a diferentes

concentracbes de juvenis infectantes de

Heterorhabditis indica LPP4.

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

No quinto dia, os Jis de H. indica LPP4
causaram 100% de mortalidade nas fémeas do
carrapato bovino na concentragdo de 960 Jis/ <.
Tanto no quinto como no sexto dia, uma
mortalidade de 96% das fémeas foi obtida
utilizando-se a concentragdo de 480 Jis/ ¢. No
quinto dia também se observou 87% de
mortalidade das fémeas em ambas as
concentracdes de 120 e 240 JiIs/ ¢, sendo que no
sexto dia o porcentual de mortalidade aumentou
para 100 e 96%, respectivamente. Uma
mortalidade de 37% ocorreu nas concentracdes de
15 e 60% Jis/ @ no quinto dia, enquanto que a
concentracdo de 30 Jls/ ¢ atingiu 50% de
mortalidade no mesmo dia (Figura 2).

Discussao

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

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

No presente trabalho, esta correlagcdo positiva
em relacdo a mortalidade também foi observada.
Quando se aumentou a concentracdo de Jis de H.
indica LPP4 ocorrreu maior taxa de mortalidade
em fémeas ingurgitadas resistentes de R. (B.)
microplus (Figura 1).

Vasconcelos et al. (2004) observaram uma
mortalidade de 90% das vinte fémeas ingurgitadas
de R. (B.) microplus estirpe sensivel utilizando
5.000 juvenis por placa (JIs/ placa) de S. glaseri
no terceiro dia. Entretanto, neste estudo 96% das
fémeas de R. (B.) microplus estirpe sensivel foram
mortas no terceiro dia utilizando uma
concentragcao menor (960 Jis/ @) (Figura 1).

Samish et al. (1999a) obtiveram 100% de
mortalidade numa concentracdo de 200 Jis de S.
carpocapsae Mexican em fémeas de B. annulatus
no sétimo dia. Contudo, neste trabalho nas trés
maiores concentragfes (240, 480 e 960 Jis/ Q)
houve 100% de mortalidade no sétimo dia
utilizando JIs de H. indica LPP4 em fémeas do
carrapato bovino estirpe sensivel.

Com relacdo a infeccdo das fémeas
resistentes, Vasconcelos et al. (2004) observaram
um aumento linear na mortalidade de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus estirpe sensivel
com o aumento da concentracdo de Jis de S
glaseri. No entanto, nos testes com H.
bacteriophora esta mesma correlacdo linear nao
foi observada. Assim como observado por
Vasconcelos et al. (2004), nesse trabalho néo
houve uma correlagcdo positiva na mortalidade em
fémeas resistentes de R. (B.) microplus com o
aumento da concentracdo de Jis de H. indica
LPP4 (Figura 2). Isto provavelmente pode estar
relacionado a algum fator intriseco que algumas
fémeas resistentes do carrapato bovino tenha
desenvolvido apds exposicdo a carrapaticidas, ja
gue estas, segundo Nolan (1985) apresentam
alterag6es como cuticula mais espessa e também
alterac6es metabdlicas que dificultam a acdo da
maioria dos agentes controladores.

Hill (1998) testando 5.000 Jis de S. riobrave
registrou 100% de mortalidade no sexto dia. Em
contraposigdo as observagdes supracitadas, neste
estudo notou-se 100% de mortalidade de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus no sexto dia
numa menor concentracdo (120 Jis/ Q) (Figura 2).

Conclusao
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Os nematéides aqui testados demonstraram
serem eficientes na mortalidade do carrapato
bovino do que outros nematdides testados,
independente dos carrapatos serem sensiveis ou
resistentes.

Sao necessarios estudos a campo para
verificar a acdo destes isolados no controle de
fémeas resistentes de R. (B.) microplus.
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