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RESUMO

Boophilus microplus (Canestrini,1887) (Acari: Ixodidae) o carrapates dmvinos € um
ectoparasito associados a diversas doencas qumpeds o animal a diminuicdo de sua
producdo e até mesmo a morte. O principal meicodérae deste carrapato é realizado
por meio de carrapaticidas, 0os quais, estao pbtsioio a disseminacdo da resisténcia
das populacdes de carrapatos. Os nematoéides erdatogépicos, tém sido apontados
como excelentes candidatos ao controle biologicesingetos, e trabalhos recentes
mostram suas eficacias contra carrapatos.O objeéste trabalho foi avaliar os efeitos do
isolado LPP1 (proveniente da cidade de Monte NeBandbénia, Brasil) da espécie
Heterorhabditis indica (Poinar, Karanukar & David, 1992), sobre a bicdoggprodutiva
de fémeas ingurgitadas 8emicroplus. Foram testadas diferentes concentracbes com 75,
150, 300, 600, 1200, 2400 e 4800 juvenis dispeagaa destilada, por fémea. Cada grupo
de 30 fémeas foi separado em seis placas de Betraeia, cada uma com cinco fémeas,
totalizando 8 grupos. Os tratamentos e o controtani acondicionados em camara
climatizada a 27 + 1° C e UR>80%, durante 48 hdpesois 0 tempo de exposicao, as
fémeas que estavam vivas foram individualmente dicmmadas em potes plasticos, e
observadas diariamente até a Ultima morte. Foiredde inicio e final da postura para
fémeas que ovipositaram, data da morte e aspestmpde, para todas as fémeas. Foram
avaliados: peso inicial da fémea, periodo de pstyoa, periodo postura, periodo de
sobrevivéncia, peso da postura, alteracdo do pegéntea, peso final da fémea, periodo
de incubacgdo dos ovos (PlO), percentual de ecl@&c), indice de producdo de ovos



(IPO), indice nutricional (IN), percentual de cater(%C). Os pesos iniciais, periodos de
pré-postura, do grupo controle em relacdo a todostratamentos ndo mostraram
diferencas. Os pesos finais mostraram diferengcee emtgrupo controle e 0s grupos
tratados, 0 que ndo ocorreu entre os tratamentsltBracdo do peso da fémea e indice
nutricional houve diferenca entre o grupo contmles grupos tratados, aumentando a
medida que a concentracdo de juvenis crescia. Tamtperiodo de postura quanto no
periodo de sobrevivéncia houve evidente reducamassa de ovos e a porcentagem de
ecloséo larval foram reduzidas. O indice de produgiovos do grupo controle mostrou-
se semelhante a menor concentracao e diferente emtdemais tratamentos. Todas as

concentracdes apresentaram eficacia acima de 95%nttele do carrapato.

Palavras-chaveeterorhabditis indica, Boophilus microplus, controle bioldgico, nematoides

entomopatogénicos.



ABSTRACT

The cattle tickBoophilus microplus (Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae) is an ect@site
associated with various diseases that can reduiceaksh production on even cause their
death. The main control method is application ofajaaticides, which can lead to resistant
tick populations. Entomopathogenic nematodes haen bndicated as excellent candidates
for biological control of insect, and recent stidi@ve shown their efficacy against ticks. The
objective of this study was to assess the effettth® LPP1 isolate (from Monte Negro,
Rondonia, Brazil) of the speciéteterorhabditis indica (Poinar, Karanukar & David, 1992)
on the reproductive biology of ingurgitatd8l microplus females. Different nematode
concentrations were tested, with 75, 150, 300, 200, 2400 and 4800 infective juveniles
dispersed in distilled water per female. Each group0O females was separated into six Petri
dishes containing sand, each with five females, &aiotal of eight groups including the
control. The Petri dishes were then kept in a dém@ontrolled chamber at 27 £ 1° C and
UR>80%, for 48 hours. After the exposure time, firaales that were still alive were placed
individually in plastic cups and observed dailyilttie last one died. The start and end of
laying was observed for females that laid eggs,thediate of death and post mortem aspect
were noted for all females. The other parametecsrded were initial weight, pre-laying
period, laying period, survival period, egg massgive change in weight and final weight of
the female ticks, egg incubation period (EPI), #rvatching rate (% HR), egg production
index (EIP), nutritional index (NI), and controlrgentage (%C). There were no differences

observed in the initial weight and pre-laying pdrioetween the control group and all the



treatments. There was a difference in the finalgiveof the control group and treated groups,
but none among the treatments. In relation to femadight and nutritional index, there was a
difference between the control group and treatedms, which increased as the concentration
of infective juveniles went up. There was an evideauction in the treated groups both in
laying period and survival period. The egg masstaechatching percentage were smaller in
the treated groups. The egg production index wasasi in the control group and the treated
group with the lowest concentration, and differémt the other concentrations. All the

treatments with nematodes showed efficacy grehser 5% in controlling the ticks.

Key words: Heterorhabditis indica, Boophilus microplus, biological control,

entomopathogenic nematodes.



1-INDRODUCAO

Boophilus microplus (Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae) € um ectog@oacomum
em bovinos, ocorre em quase todo territdrio na¢janasta relacionado a inUmeras doencas
que promovem diminuicdo na producdo ou causam &endoranimal. O principal meio de
controle deste ectoparasito é através do uso dapaticidas, mas a generalizada resisténcia
das populagfes de carrapatos aliada a reag6ead@iit animais e homens, devido a residuos
quimicos deixados no ambiente, tem levado a prateiaternativas de controle ndo quimico
qgue diminuam os efeitos negativos causados petcspedicidas.

SAMISH et al. (2004), mostram que 0s carrapatos apresentam VAmogos naturais,
predadores invertebrados e vertebrados, fungogérizs; poucos foram utilizados com
sucesso até o momento no controle bioldgico dapato. Existe boa perspectiva quanto ao
uso dos nematdides entomopatogénicos das familiemeBiematidae (Chitwoody &
Chitwoody, 1937) e Heterorhabditidae (Poinar, 19(M@matoda: Rhabditida) no controle
dos carrapatos.

Estudos sobre controle bioloégico d8. microplus utilizando nematoides
entomopatogénicos em laboratério no Brasil vém dhetnando a eficacia do uso dos mesmos
no controle do carrapato de bovinosa@ZoNCELOS 2004; FREITAS-RIBEIRO et al., 2005;
REIs, 2005).

Estudos vém demonstrando que espécies da faméiardtihabditidae sdo mais
virulentas do que as da familia Steinernematidakyens atributos que podem explicar este
fato, como sdo: presenca de uma espécie de basitdbhaonte mais virulenta; e presenca de
um dente quitinoso na regido anterior do nematqige ajuda na penetracdo ativa através



cuticula dos hospedeiros.L&ZER et al. (2001) demonstraram que injetando apenas um
juvenil de Heterorhabditis sp. foi possivel matar um carrapaB®oophilus anulatus
(Say,1891). Assim sendo, € possivel que espécsta tlmilia possam ser promissor agente
de controle biologico para o carrap&tamicroplus.

A maioria dos trabalhos relacionados com o coattmblégico de carrapatos por
nematoéides entomopatogénicos apresenta poucos sali@sa interferéncia dos nematoides
na biologia reprodutiva das fémeas dos carrap&ssdados de literatura sao geralmente
sobre a taxa de mortalidade, quantidade de neneatdiilizados, tempo de exposicao e quais
espécies e isolados utilizados.

O presente trabalho é parte de uma linha de msdesenvolvida pela Embrapa Gado
de Leite, em que estudos relacionados com o useed®tdides entomopatogénicos para
controle biologico d®. microplus demonstraram a eficiéncia destes agentes de antro

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitosgblado LPP1 (proveniente da cidade
de Monte Negro, Ronddnia, Brasil) da espétaterorhabditis indica (Poinar, Karanukar &
David, 1992), sobre a biologia reprodutiva de fésnaagurgitadas deB. microplus.



2-REVISAO DE LITERATURA

2.1- Biologia e Controle deBoophilus microplus

Boophilus microplus é ectoparasito de bovinos, distribuido entre oalg@s de 32° N
e 32° S (®NzALEZ, 2003), sendo de grande importancia, pois causaipos econémicos
para produtores. Além da transmissao de agenteggratos, o elevado custo de produtos
para o controle deste carrapato acarreta perdaicagivas. O mau uso destes produtos traz
consequéncias como selecdo de carrapatos ressstprdeutos mais toxicos, contaminacao
do ambiente, dos animais e dos alimentosTICOURT, 2000).

B. microplus tem uma fase de vida parasitando o bovino e a&rada livre, sendo
esta Ultima influenciada por fatores climaticosmferatura, umidade, radiacdo solar,
evaporacao, chuvas) e seu sucesso com relacdaevigéhcia e ao alcance do hospedeiro
pelas larvas dependera de outros fatores tambémg: amndi¢cdes da pastagem, presenca e
densidade do hospedeiro, comportamento do mesnyastejo e presenca de predadores
(BITTENCOURT, 2000).

Trabalhos avaliando a biologia & microplus, sob condi¢cfes de laboratoério, foram
realizados. AVARADO & GONZALES (1979) analisaram o periodo de sua fase ndo paiasi
a temperatura de 26° C, avaliaram o periodo de@séira e a percentagem de eclosdo das
larvas, sendo que o periodo de pré-postura ocemetorno de trés dias e a eclosao entre 22 e
24 dias. GORIA et al. (1993) realizaram um estudo avaliando os par@asdtiologicos de



duas estirpes dB. microplus em temperaturas de 27° C e 32° C, sendo que estigges
diferiam no fato de serem resistentes e sensivaiarcidas. Os parametros analisados foram
periodo de pré-postura, peso da massa de ovosenpgat de eclosdo, periodo de
sobrevivéncia das fémeas, indice de eficiénciaotepiiva (IER) e indice de eficiéncia
nutricional (IEN).

Os carrapaticidas tém sido o principal meio de robmtde B. microplus, mas a
dependéncia de poucas bases quimicas disponiverermado, aliada a forma incorreta da
utilizacdo destes produtos levou a dispersdo gkzeta da resisténcia das populacdes de
carrapatos, chegando a ponto da maioria dos predebmercializados no Brasil nao
apresentarem eficiéncia superior a 75%R{ONG, 1999). Se por um lado existe a resisténcia
dos carrapatos aos produtos quimicos, por outrogradde preocupacdo mundial em
alimentos sem residuos quimicos para o consumo rumaliminuicdo da aplicacdo e de
residuos deixados no ambiente, de modo que o terditernativo tem sido estudado para
combater a populacdo destes artropodesifsi et al., 2000).

SAMISH et al. (2004), mostraram que 0s carrapatos tém numeliogogyos naturais;
alguns resultados em laboratério sugerem que vhdeterias sdo patogénicas a carrapatos,
mas 0 seu modo de acéo e seu potencial como amdrak precisam ser ainda determinados
para uso em controle bioldgico. Os fungos entonog@aticos mais promissores apontados,
Metarhizium anisopliae (Metcsnikof, 1879) eBeauveria bassiana (Balsamo), estao
comercialmente disponiveis para o controle de agupragas e o desenvolvimento de

formulacdes efetivas destes fungos para admingirag carrapato faz-se necessario.

2.2 - Aspectos Biologicos de Nematoéides Entomopatogéos (Neps)

Os nematbides entomopatogénicos estdo em duasialgmibteinernematidae
(Chitwoody & Chitwoody, 1937) e Heterorhabditidaoinar, 1976). Estes apresentam
estadio de vida livre, chamado de juvenil trés weenil infectante (JI), sendo os outros
estadios obrigatoriamente parasitos de artropddeSteinernema spp. € odHeterorhabditis
spp. estdo associados mutualisticamente com eatdgéslas dos génerosenorhabdus e
Photorhabdus respectivamente. Os juvenis infectantes transpodsatas bactérias na parte
anterior do intestino. A bactéria € importante,spela produzira toxinas que levardo o
hospedeiro a morte e ixoenzimas que irdo digeriteoslos do hospedeiro provendo assim
nutrientes satisfatorios para o crescimento e debdmento do nematdide (BRNELL &

Srock, 2000).



O ciclo de vida comeca quando os juvenis infecia(l® localizam seu hospedeiro
através de suas excretas, niveis de gas carborgcadeentes de temperatura. Os juvenis
infectantes deSteinernema spp. penetram no hospedeiro através de aberturg®rais
naturais (boca, anus, espiraculos e poro genfs)juvenis infectantes deeterorhabditis
spp. utilizam além destas aberturas, um dente ldéwsalizado na regido anterior do
nematodide, para penetrar ativamente através dautautiou por entre as membranas
intersegmentais do inseto. Uma vez na hemoceleodpedeiro, 0 nematdide libera suas
bactérias que se multiplicam levando o hospedeirmoéte por septicemia normalmente
dentro de 24 — 48 horas AKa , 1990; POINAR, 1990; AAMS & NGUYEN, 2001). Apos a
morte do inseto 0os nematdides retomam seu desémerito, mudam a fase de juvenil quatro
e depois para a fase adulta em de 2 ou 3 diasprddecao continua por mais duas ou trés
geracoes até o esgotamento dos nutrientes e datéwodo cadaver, o desenvolvimento dos
adultos cessa e os juvenis acumulados no intedonaspedeiro comecam a abandonar o
cadaver. Os juvenis infectantes, que ndo se alanentdo para o ambiente a procura de
novos hospedeiros e podem permanecer no solo pos vaeses até encontrar um hospedeiro
(BURNELL & STOCK, 2000)

Em Seinernema spp. a reproducao € amfimitica, e o juvenil seneslve para tornar-
se um macho ou uma fémea, e a determinacdo dopsegce ser do tipo XX/XO, tipico de
nematoéides. Por outro lado, efeterorhabditis spp. 0s juvenis se desenvolvem na primeira
geracdo de fémeas hermafroditas e estas ddo oagema segunda geracdo amfimitica com
machos e fémeas e ainda hermafroditas. Dados aote¢erminacdo do sexo neste género
sugerem gue o fendtipo sexual é determinado pelieate dentre outros fatoresixDet al.,
1992; SRAUCH et al., 1994).

De acordo com Ewis et al. (1992) e Ewis et al. (1995), os nematoides
entomopatogénicos podem ser divididos em duasar@sgegundo suas estratégias de busca
pelo hospedeiro: (1) cruzador, que busca ativamsetehospedeiro movimentando-se no
ambiente e com curtas pausas para escaneamentem{@scador, estrategista, senta-e-
espera, que se locomove pouco no ambiente e ataesenor tempo de escaneamento,
exibindo ainda o comportamento de nictacdo, ondeematdide ergue o corpo ficando
apoiado em sua cauda sobre um gréo de areia, popdx, movendo apenas a regido anterior
(escaneamento) e na presenca do hospedeiro “saitatia direcéo.

As inlmeras espécies de nematoides entomopatogé@stao distribuidas ao longo de
um continuo de caracteristicas das estratégias useabpor hospedeiro, cruzador e
emboscador, onde ndo se pode afirmar precisameatenportamento de uma espécie ou

isolado e sim para qual das estratégias eles teadsgguir. Observacdes feitas poEGA



et al. (1994) em laboratério, mostraram que nematdidezactor percebe melhor seu
hospedeiro através de quimiorecepcdo (sem contedoiop com hospedeiro) e seu
comportamento € mais eficiente em substratos asengsiando comparado utilizando papel
filtro como substrato. Ja os buscadores foram efaigentes em papel filtro como substrato e
mostraram-se mais sensiveis a quimiorecepcao, slep@ tiveram contato prévio com o
hospedeiro ou com suas fezes. Estudos sobre agecaomportamental dos nematéides
entomopatogénicos,elwis et al. (2006) mostraram a importancia de se conhecer melho
comportamento e a ecologia das espécies, relagasitpahospedeiro, para que se escolha o
nematoide certo para a praga que se deseja conelste modo sera possivel intensificar os
resultados do controle bioldgico e diminuir posisivepactos.

Em termos de seguranga, estes nematoides sdd@@ukis ambientalmente seguros e
nao téxicos para vertebrados, estando assim isdatosgistro e regulamentacdes na maioria
dos paises, simplificando sua utilizacdo e o dedeimvento de novas formulacdesgSs et
al., 2000).

2.3 - Controle Bi6logo de insetos com Nematoides Entoipatogénicos

O uso de nematodides entomopatogénicos para ocemteopragas agricolas ja vem de
algum tempo (KyA & GAUGLER, 1993). Nos ultimos dez anos os estudos vém sendo
realizados ndo sO0 em experimentos laboratoriaisoctambém em aplicagcbes a campo
(McCoy et al, 2000).

Nos Estados UnidosHBPIRO-ILAN et al. (2003), testaram em laboratério 15 isolados de
quatro espécies de nematdides entomopatogénicaisa darvas de besouros Curculionidae
em plantacbes de péssego. A mortalidade das ldovade 30% para todos os isolados.
Anteriormente foram testadas trés espécies de NBgsernema riobrave (Cabanillaset
al.,1994) Heterorhabditis bacteriophora (Poinar, 1976) e H. indica, produzidos
comercialmente na América do Norte, para avaliafia@éncia e persisténcia em campo
destes Neps em plantacdes @igrus spp. (McCov et al. 2000). Os nematoides foram
aspergidos em concentracdes variando de 11 a 2&6igicm? no solo abaixo das copas das
arvores. O numero de nematéides no solo diminum oopassar dos dias e até o 14° dia
foram observados nematodides vivos no campo. Apemasoncentracdes elevadas, 54 Jl/cmz?,

foi observada eficiéncia dos nematoides.



FALLON et al. (2006), utilizaram quatro espécies@einernema spp.e duas espécies de
Heterorhabditis spp., para o controle da praga do algodBeotrodera scalator (Fabricius,)
(Coleoptera:Cerambycidae). A mortalidade nos tratdos variou de 0-58%.

A viruléncia deSeinernema scarabei (Stock & Koppenhdofer, 2003)Heterorhabditis
zelandica (Poinar, 1990) eH. bacteriophora foi verificada em laboratério e em casa de
vegetacdo por 8PPENHOFERet al. (2006), contra cinco espécies de besouros Scdemise
Os nematoidedd. bacteriophora e H. zelandica foram virulentos para quatro das cinco
espécies de besour§; scarabei, apresentou baixa viruléncia em apenas uma esplécie
besouro e alta para as outras.

No Brasil, DoLINsKI et al. (2006) testaram a viruléncia de nove espéciesefe oontra
uma praga da goiaba (Coleoptera: Curculionidae)adoratério e em casa de vegetacdo. Em
laboratorio a maior mortalidade alcancada, parar@as do besouro, quando comparada ao
controle foi observada apenas pétaterorhabditis baujardi LPP7 (Pharet al.,2003) eH.
indica Hom1. Em casa de vegetacao foi testado apédnbaujardi LPP7, nas concentracdes
de 500, 1000 e 2000 JI/ 50ml, sendo que as corgdeas de 1000 e 2000 JI/ 50 ml por vaso

alcancaram uma mortalidade de 60% para a larvasiauipo.

2.4 - Controle Bioldgico de Carrapatos com Nematdidesrfomopatogénicos

Vérios organismos podem ser usados no controlédio de carrapatos, tais como
bactérias, fungos, nematdides, parasitoides, poedadMas a falta de estudos em laboratério
para determinacdo de formulacdes e solucdes dengfiti em campo € o que mais limita o
sucesso do controle bioldgico. Os Neps foram testath varias fases e estagios de vida do
carrapato. A fémea ingurgitada demonstrou ser susseptivel aos nematoides. Durante a
fase parasitaria os carrapatos foram extremamesigtentes e seus ovos também nao foram
afetados (&wmisH et al., 2004)

SamisH et al. (2000) avaliaram a viruléncia d&einernema carpocapsae
(Weiser,1967) H. bacteriophora e Heterorhabditis spp. (isoladosS3 e IS5) para quatro
espécies de carrapatBeophilus annulatus (Say,1821,)Hyalomma excavatum (Koch, 1844)
Rhipicephalus bursa (Canestrini & Fanzago, 1877) Rhipicephalus sanguineus (Latreille,
1806) Para todos os carrapatos foram utilizadas as ctracées de 200, 1000 e 5000
juvenis. A mortalidade de todos carrapatos acontece media apos sete dias de exposicao.
B. annulatus obteve 90% de mortalidade na concentracdo de 1200r placa, para todos os
nematodides. Para os demais carrapatos apenasentagao de 5000 JI por placa apresentou



mortalidade de 90% para todos os Néfms.comprovada a susceptibilidade de treze espécies
ixodideos, e duas espécies de argasideos aos meaghtomopatogénicos ABSH &
GLAZER, 2001).

A viruléncia de isolados de Neps (trés heterorhmmbs e seis steinernematideos) a
fémeas ingurgitadas d8 annulatus referentes a trés parametros do processo de &udecc
foram relatados pori@zeR et al. (2001): o efeito do tempo de exposi¢cao sobre aaiate
dos carrapatos, com melhor resultado para os ®lde heterorhabditideos; a quantidade de
nematoides que penetram nos carrapatos, que vaeidi6 a 141; e a taxa de mortalidade
depois da injecdo de 1, 2 ou 3 nematoides, ondgiwvenil deHeterorhabditis sp. causou a
morte do carrapato o0 mesmo nao foi obsevado faraernema sp., obtendo a morte dos
carrapatos com maior eficiéncia para os heteroitidbds .

Dois isolados (Santa Rosa e ALL) 8ecarpocapsae foram testados pdfREITAS-
RIBEIRO et al. (2005) enmB. microplus, analisando os efeitos dos nematoéides sobre pa@netr
biolégicos do carrapato. Foram utilizadas concedta 600, 3000 e 30.000 juvenis dispersos
em 2mL de agua destilada, por placa de Petri caia.afodos os parametros analisados
(peso da massa de ovos, indice eficiéncia reprad@itempo de sobrevivéncia) tiveram
valores reduzidos, em ambos os isolados, quandparaisios ao controle.

Pesquisa realizada pom$CoNCELOSet al. (2004) com duas espécies de nematdides
entomopatogénico§enernema glaseri Santa Rosé&Steiner, 1929) &l. bacteriophora CCA,
para o controle d&. microplus, avaliou a mortalidade das fémeas, peso da masesaode
periodo de pré-postura, percentagem de eclosdodieesnde eficiéncia reprodutiva e
nutricional. Neste trabalho foram utilizadas setacentracdes, 375, 500, 750, 1500, 2500,
5000 e 25.000, de nematdides colocados em areidasida com agua destilada em placa de
Petri. O estudo mostrou que os nematoides forasteefes no controle do carrapato, com alta
mortalidade e baixo peso de massa de ovos.

A associacdo de um nematdide entomopatogénicownnearrapaticida foi testada
por Reis (2005) para o controle d& microplus e foram avaliados os parametros mortalidade
das fémeas, peso da massa de ovos, periodo degtugsp percentagem de ecloséo e indices
eficiéncia reprodutiva e nutricional. Neste estadautora utilizolS. glaseri Santa Rosa nas
concentracdes de 10.000 juvenis dispersos em 3nmAgda destilada, juntamente com um
carrapaticida organofosforado em cinco diluicbess¢édcomercial, metade, quarta, oitava e
décima sexta parte da dose comercial). Os carmpatam submergidos nesta solucao por
cinco minutos, depois transferidos para placaseatg Bom papel de filtro e incubados em
camaras climatizadas. Os tratamentos apresentdi@éneia na mortalidade de 99,8-100% e
reducédo dos valores dos parametros analisados.aficida ndo afetou a viabilidade do



nematoide e aumentou sua eficiéncia nos tratamentosloses mais baixas de carrapaticida.
Ocorreu o primeiro relato na literatura de um néidat entomopatogénico conseguir

completar seu ciclo bioldgico, com juvenis emergimiim hospedeiro que ndo um inseto.
Este fato ocorreu para associacdo com as concéesrae 1/8 e 1/16 da dose comercial com
10.000 juvenis d&. glaseri.

ALEKSEEV et al. (2006) mostraram que varios experimentos em lafxdoautilizando
nematdides entomopatogénicos no controle de caosmpapresentaram resultados
satisfatorios, mas quando repetidos em campo o#adss ndo foram os mesmos. Segundo
0S autores, isto aconteceu porque em laboratonoo$érecidas condi¢cdes ideais para o
estudo, ndo levando em consideracdo o ambienteognematodide esta: o solo. Foram
conduzidos experimentos em casa de vegetacao,defamaliar o efeito da textura e umidade
do solo na atividade do nematéide em controlar &megurgitadas d8. annulatus. Foi
utilizada a concentracédo de 200 JI/ cm? dispersog@ mL de agua destilada. Trés espécies
de heterorhabditideos e trés espécies de steinatitems e vinte fémeas Beannulatus para
cada repeticdo. Todas as espécies de nematdidggenéivaram mais que seis cm no solo, a
maior taxa de mortalidade foi para dois isoladas/oa deHeterorhabditis spp., maior que

85% e para as outras espécies nao passou de 50etpamente paredteinernema spp.



3 — MATERIAL E METODOS

3.1 - Local de realizacéo, obtencéo dos ixodideog@s nematoides

O estudo foi realizado no Laboratério de Paragiialda Embrapa Gado de Leite, Juiz
de Fora, MG; durante os meses de Agosto de 2086&ird de 2007.

As fémeas ingurgitadas todas em mesmo estagiodade &e Boophilus microplus
(estirpe sensivel Porto Alegrelilizadas no estudo foram provenientes da colfraatida no
Campo Experimental de Coronel Pacheco, MG.

O isolado LPP1 da espécldeterorhabditis indica foi cedido pela Dr. Claudia
Dolinski, da Universidade Estadual do Norte Flumsee Campos dos Goytacazes, RJ.

Para o experimento foram utilizados juvenis infest acondicionados em agua
destilada em garrafas de cultura de tecidos, amaaps em camara climatizadaa 15+ 1°Ce
UR>80%.

Para multiplicacdo dos nematoides foram utilizaliagartas do Ultimo instar de
Galleria mellonella (Linnaeu, 1759) (Lepidoptera: Pyralidae) da cadmnantida no
Laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado d&eLéis lagartas foram infectadas em
placas de Petri de 9 cm de diametro, forradas amas tblhas de papel filtro umedecida com
2 mL da suspensdo de nematoides. As placas def@im seladas com filme plasticos,
identificadas e acondicionadas em camara climaizad7 + 1° C e UR > 80%, durante um
periodo de 48 horas. Apds a morte as lagartas ftnamsferidas para armadilhas de White
(WHITE, 1927). Depois de 11 a 12 dias os primeiros ju/éeH. indica LPP1 comecaram a



emergir dos cadaveres, sendo coletados utilizaagqopetas de Pasteur e Becker 60 mL, em
dias alternados, identificados quanto a data detasohcondicionados em garrafas de cultura
de tecidos de 40 mL e armazenados em camara dadata 15 + 1° C e UR > 80%.

3.2 - Procedimento experimental

O procedimento experimental foi baseado na mebgioutilizada por XYSCONCELOS
et al. (2004).

Para este experimento foi utilizado volume toeab80 mL de solugdo de nematdides,
contendo aproximadamente 418.000 juvenis infectaaddd. indica LPP1. A quantificagao
foi feita sob microscopio Optico, através de lamedaminula, com 20 repeticdes com
aliquotas de 1Qu¢ e homogeneizando-se a solucdo a cada amostragenum@ro de
nematoéides encontrados em 200foi de 152 individuos, e estabeleceu-se uma r@graés
simples, obtendo-se assim a quantidade estimadematdides em 550ml. A partir desta
solucéo foram determinadas as concentracfes dakza&75, 750, 1500, 3000, 6000, 12000 e
24000 juvenis dispersos em 4 mL de agua destijzmtaplaca de Petri de 5cm de diametro,
com 15 g de areia peneirada e esterilizada para pglada. Para o controle foi utilizada a
mesma quantidade de 4gua destilada, isenta dedidestpor placa.

Foram utilizadas fémeas ingurgitadasBlamicroplus desprendidas naturalmente do
hospedeiro, no dia anterior, marcadas com tintac#@ara tecido. Cada grupo de 30 fémeas
foi separado em seis placas de Petri com areia wadh com cinco fémeas, totalizando 8
grupos. Para cada tratamento foram feitas 30 g&@stipor grupo, sendo que cada fémea
correspondeu a uma unidade experimental. Assimos@nguantidade de nematdides em cada
concentracdo por fémea foi de 75, 150, 300, 6000,12400 e 4800 JI por fémea.

Depois de distribuidas dentro de cada grupcémeds foram infectadas com 4mL por
placa da solucdo de nematdides correspondenteaatreadmento, sendo a solucao aplicada
de maneira uniforme sobre as fémeas em cada ptacaarcia. O mesmo procedimento foi
feito para o grupo controle. Os tratamentos e drotenforam acondicionados em camara
climatizada a 27 + 1° C e UR>80%, durante um peritel48 horas.

Apo6s o tempo de exposicdo, as fémeas que estawam apds o tratamento foram
individualmente acondicionadas em potes plastioos tampa (3 cm de diametro por 2 cm de
altura). As fémeas foram observadas diariamenta atéma morte, data da postura inicial e

postura final para fémeas, data da morte e aspéstmorte, para todas as fémeas.



As posturas foram separadas todos os dias, pasval o ultimo dia de postura de
cada fémea e trés dias ap06s o periodo de postuaregina foi pesada. A postura total de
cada fémea foi pesada, identificada, acondiciomadaseringa plastica adaptada e incubada
em camara climatizada a 27 + 1° C e UR>80%.

Depois de 15 dias de incubacao as posturas faaisadas todos os dias, para avaliar
a eclosao da primeira larva e o periodo de incubdgé ovos, de cada fémea. Apoés o final da
ecloséo de todas as larvas foi feita a estimatisaaVl da taxa de ecloséo de larvas de cada

massa de ovos, para obter-se o percentual de eclosa

3.3 - Parametros Biolégicos analisados

» Peso inicial da fémea: peso da fémea ingurgitada

Y

Peso final da fémea: obtido apds final de postpead da quendgina).

» Alteracdo do peso da fémea: alteracdo do pesondeaf@pds final de postura (peso
inicial — peso final)

» Periodo de pré-postura: periodo que compreenda dadqueda da fémea ingurgitada
até o dia do inicio da postura.

» Periodo postura: periodo que abrange o dia dooimiai postura até o dia da ultima
oviposicao.

» Periodo de sobrevivéncia: periodo que compreendfata da queda da fémea
ingurgitada até o dia de sua morte.

» Peso da postura: peso da massa de ovos total da.fém

> Indice de producéo de ovos (IPO): calculado segBEINETT(1974): (IPO = massa
de ovos X 100 / peso inicial das fémeas ingurgitada

> Indice nutricional (IN): calculado segund@MNETT (1974): (IN = massa de ovos X
100 / peso inicial — peso final das fémeas ingadgis).

» Periodo de incubacao dos ovos (PIO): periodo qrengb o dia do inicio da postura
até o dia da ecloséo da primeira larva.

» Percentual de eclosdo (%EC): estimativa visual ateat eclodidas em relacdo a
massa de ovos de cada fémea.

» Percentual de controle (%C): foi calculado seguf@mula de RUMMOND et al.

(1973): (%C = ER grupo controle - ER grupo trata@®R grupo controle X 100).



Os valores de todos os parametros correspondengdissrobtidas através do valor de cada

parametro, de cada unidade experimental, de caga.gr

3.4 - Andalise estatistica

Foram empregados ANOVA (analise de varianciastetde Tukey-Kramer em nivel
de significancia de 5%, para verificar a existémgadiferencas significativas nos parametros
bioldgicos dos carrapatos, determinados pela agidratamentos utilizados. Nos tratamentos
em que as diferencas entre desvios-padrao cawastenn uma amostragem de distribuicdo
ndo normal, foram utilizados os testes nao-paraeosétde Kruskal-Wallis e Dunn.

O indice nutricional, indice de producdo de ovas gercentagem de eclosao larval

tiveram seus valores transformadosé@arco seno, para avaliar a significancia estatistica



4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo ao tamanho das amostras em cada gqupofoi de 30 fémeas por
tratamento, no grupo controle e nas concentragde®$d150, e 4800 juvenis infectantes por
fémea, o tamanho da amostra passou a ser consid@@démeas para os referidos
tratamentos. Essa diminuicdo foi devida a mortaub@ fémea nos referidos tratamentos,
sendo esta morte provavelmente causada por fa#dinegos a acdo dos tratamentos. Os
demais grupos tratados tiveram o tamanho da amostna30 carrapatos. Todos 0S grupos
foram submetidos as mesmas condi¢des de tempeeatumidade.

4.1 - Peso inicial da FEmea

Os pesos iniciais das fémeas ingurgitadas foraalisados estatisticamente e néo
mostraram diferenca significativa entre o contreles tratados, também ndo ocorreram
diferencas entre os tratados (TAB. 1). Uma vezrgitceforam encontradas diferencas entre os
pesos iniciais das fémeas dos diferentes grupog-pe sugerir que as diferengas encontradas
nos parametros biologicos entre os grupos expetaizerforam devidas a acdo dos
tratamentos com o nematdide entomopatogénico. &ishlise foi feita com o intuito de
avaliar se haviam diferencas entre os pesos dasafmgurgitadas nos grupos que pudessem
interferir nos resultados dos demais parametrgsgstos.



4.2 - Peso final da fémea e alteracdo do peso

Os pesos finais das fémeas mostraram diferengéisagiva entre o grupo controle e
0S grupos tratados, o0 que nao ocorreu entre @srteattos (TAB. 1).

Em relacédo ao parametro alteracdo do peso da famese diferenca significativa
entre o grupo controle e os grupos tratados, sqoda alteragdo de peso foi aumentando a
medida que a concentracdo de juvenis por fémeardameEntre os grupos tratados nao
houve diferenca na alteracdo do peso entre osneatas com 75 juvenis infectantes por
fémea ingurgitada (J¥) para o tratamento com 15091 deste para o tratamento com 300
JI/Q. A partir do tratamento com 300 @lhdo observou-se diferencas para os demais grupos
tratados (TAB. 1).

Essa diferenca entre os pesos finais e alteragfesb da fémea, mostra que pode ter
havido interferéncia do nematdide no processo m#tabde conversdo dos nutrientes em

OoVvos.



Tabela 1 — Pesos médios (mg) de fémeas ingurgitieda@ophilus microplus tratadas com diferentes concentracdeldeterorhabditisindica LPP1,

em condi¢des de laboratério a 27 £ 1°C e UR >80%.

Concentragao de Parametros analisados
juvenis por fémea Peso Inicial * Peso Final? Alteracéo de peso
0 230,90+ 43,21 (29) 38,42+ 16,15 (29) 189,72+ 45,88 (29)
75 231,5F+ 44,42 (29) 199,31+ 36,35 (29) 32,28°+ 18,70 (29)
150 230,48+ 43,22 (29) 212,03+ 43,47 (29) 18,45%+ 27,80 (29)
300 232,40'+ 36,00 (30) 223,97+ 38,86 (30) 8,48°+ 18,24 (30)
600 231,73+ 45,12 (30) 231,20+ 45,78 (30) 0,58+2,30 (30)
1200 231,73+ 45,02 (30) 227,77+ 39,63 (30) 3,97+ 11,43 (30)
2400 231,97+ 37,48 (30) 231,87+ 37,61 (30) 1,06+ 0,55 (30)
4800 232,72+ 36,52 (29) 218,78+ 51,41 (29) 13,96+ 46,28 (29)

LPP1 — populacao isolada na Cidade de Monte N&poagidnia, Brasil

(n) — tamanho da amostra

Médias seguidas de letras iguais na mesma colundifgdiem estatisticamente ao nivel de significéie 5%
! Teste paramétrico ANOVA

2Teste ndo paramétrico — Kruskal-Wallis e Dunn



4.3 - Periodo de pré-postura, periodo de posturageriodo de sobrevivéncia

N&o foram observadas diferencas entre os peridelgeé-postura do grupo controle
em relacdo a todos os tratamentos (TAB.2), mostra@Heterorhabditis indica LPP1 n&o
interferiu nessa etapa da reproducéo do carragadsee fato também foi observado p@<R
(2005) para carrapatos tratados apenas 8wmmernema glaseri. Comparando-se com 0
trabalho de REIRO-FREITAS et al. (2005), onde foram avaliadas diferentes concendsado
nematoideS. carpocapsae ALL e Santa Rosa sobi microplus, os autores ndo encontraram
diferencas entre o grupo controle e os tratadossCWNCELOS et al. (2004), utilizando
diferentes concentracdes dos nematoileglaseri Santa Rosa &1. bacteriophora CCA
contraB. microplus, também ndo encontraram diferencas entre os gaumoole e os tratados.
O periodo de pré-postura deste trabalho ficou deddrvariacdo de dois a quatro dias, para
estirpe sensivel a 27°C, segundo estudolaR(@ et al. (1993).

O periodo de postura do grupo controle ocorreurgadia durante 12 dias, sendo que
para os grupos tratados variou de 1,08 — 3,33 dias\dlise estatistica de trés concentracdes
(600, 1200 e 2.400 H) ndo pode ser realizada devido a morte das féargas do inicio da
postura. Entre o grupo controle e os grupos tratadoperiodo de postura apresentou
diferenca significativa, o que n&do ocorreu entreasmentos (TAB 2).

Para o periodo de sobrevivéncia da fémea, foramnéradas diferengas entre o grupo
controle, com meédia de 17 dias, em relacdo aosogrtyatados sendo de quatro dias o
periodo de sobrevivéncia para o de menor doselJFH e trés dias para os demais
tratamentos. Nos grupos tratados foram observadésentas para o periodo de
sobrevivéncia da fémea, entre o tratamento de /Z5 el relacdo aos demais tratamentos.
Apenas essa diferenca foi observada entre os gtrgiados (TAB. 2).

Os resultados tanto para periodo de postura quzar® periodo de sobrevivéncia
evidenciaram uma reducgéo dos parametros quandoatadygs grupo controle e tratamentos,
indicando o efeito do nematbide nas médias dogmmrés. Os resultados mostram que as
baixas doses do nematoide por carrapato nestdhoaltpue sdo mais interessantes para o
controle bioldgico, tiveram respostas satisfatdrias

Diferencas nao significativas entre os grupotadi@s quanto ao periodo de postura,
denotam que o efeito da reducéo no valor destengdrd foi devido ao nematdide utilizado e
nao a concentracao de juvenis infectivos por féi@eatudo para o periodo de sobrevivéncia
0S grupos tratados apresentaram diferencas sanis entre si, indicando que para este
parametro a concentracdo de nematoides utilizaaas ¢dausa da diminuicdo do periodo de

sobrevivéncia.



Tabela 2 — Periodos referentes a fase ndo parasi&fémeas ingurgitadas Beophilus microplus tratadas com diferentes concentracdes de
Heterorhabditisindica LPP1, em condi¢cbes de laboratério a 27 £ 1°C e>80%%.

Concentragao de Parametros analisados

juvenis por fémea

Periodo de Pré-posturat (dias) Periodo de Postiasy( Periodo de sobrevivéncia?(dias)
0 2,07%+ 0,37 (29) 12,59 + 2,92 (29) 17,17+ 5,84 (29)
75 2,00%+ 0,00 (28) 1,18 + 0,48 (28) 4,03+ 0,62 (29)
150 2,04 + 0,20 (26) 1,08 £ 0,27 (26) 3,16+ 0,31 (29)
300 2,00" + 0,00 (10) 1,16 £ 0,32 (10) 3,26+ 0,41 (30)
600 2,00 + 0,00 (04) 1,00 + 0,00 (04) 3,07+ 0,25 (30)
1200 2,00 £ 0,00 (05) 1,00 + 0,00 (05) 3,26+ 0,41 (30)
2400 2,00 + 0,00 (01) 1,00 + 0,00 (01) 3,03+ 0,18 (30)
4800 2,00 + 0,00 (06) 3,33 + 4,32 (06) 3,62+ 2,14 (29)

LPP1 — populacao isolada na Cidade de Monte N&yododnia, Brasil

(n) —tamanho da amostra

Médias seguidas de letras iguais na mesma colundifeiem estatisticamente ao nivel de significia 5%
! Teste paramétrico ANOVA

*Teste ndo paramétrico — Kruskal-Wallis e Dunn



Porém, nos grupos tratados com concentracdes at@meb0 JPndo foi observada essa
relacdo de diminui¢cdo no tempo de sobrevivénciaadmapato. Nesta relacdo entre o periodo
de postura e o periodo de sobrevivéncia nos trat@sieonde as fémeas apos cessar a postura
ainda estavam vivas, evidencia-se que 0 pico dg, dgiconjunto nematodide e bactéria pode
ser provavelmente durante o periodo de postureenipd de exposicdo de 48 horas do
carrapato ao nematoide, foi suficiente para osldld. indica LPP1 infectarem e levarem o
carrapato a morte, sendo este tempo de exposicormeando comparado ao tempo de
exposicao de 72 horas em ambos trabalhosadedCELOSet al. (2004) e RBEIRO-FREITAS

et al. (2005) no controle dB. microplus.

A diminuicdo do periodo de postura neste estudando comparado ao estudo de
VASCONCELOSet al. (2004), foi bastante significante. Os autores aidgervaram diminuicéo
deste parametro para as espécies testadas e smlecande uma espécie para outra. O valor
do periodo de postura encontrado pelos autoresyfaorno de 10-13 dias para os tratamentos,
sendo que este periodo aproxima-se do periodo sterpodo grupo controle do presente
trabalho.

REIs (2005) encontrou uma diminuicdo no periodo deesobéncia, em testes cof
glaseri em associacdo ou ndo com carrapaticida, obtersldtados parecidos com este
trabalho. RBEIRO-FREITAS et al. (2005) obtiveram uma reducdo dos periodos de ptHzo
e sobrevivéncia, entre seus tratamentos e destasocgrupo controle, fato que ocorreu

também neste estudo.

4.4 - Peso de Massa de Ovos, indices de produc@&asios (IPO) e nutricional (IN)

O nematoide utilizado neste estudo provocou aggmlda massa de ovos das fémeas,
apresentando diferencas significativas entre ogogmtrole e os grupos tratados (TAB.3). O
peso da massa de ovos do grupo controle foi dgtatieente igual ao peso do tratamento
com 75 JIP. Porém, em relacdo aos demais grupos tratadbastante diferente (FIG.1)

A média do peso dos ovos do grupo controle folltiémg, enquanto que para os
demais grupos variou de 9 — 0.03 mg. Entre osntetéos, o grupo tratado com 75%JI/
apresentou a maior massa de ovos sendo estatistitaimgual ao grupo tratado de 1502J1/

A partir do tratamento com 300 Ql/até o maior tratamento de 4.80QJIhado foram

observadas diferencas.



Tabela 3 — Peso da massa de ovos (mg), indiceodieigiio de ovos (IPO e indice nutricional (IN)f@meas ingurgitadas dgoophilus

microplus tratadas com diferentes concentracdeldeerorhabditisindica LPP1, em condi¢des de laboratorio a 27 + 1°C eBBR®%.

Concentracéo de Parametros analisados
juvenis por fémea Peso da massa de ovos * (mg) IPO 1 (%) IN (%)

0 114,45+ 31,06 (29)

49,24%+ 9,09 (29)

50,072+ 8,04 (29)

75 9,83%+ 9,78 (29) 4,03%+ 3,52 (28) 26.75%+ 18,28 (28)
150 6,80°+ 7,29 (29) 2,59+ 2,74 (26) 33,122+ 51,90 (26)
300 2,20°+ 4,32 (30) 0,88°+ 1,85 (29) 5,48°+ 27,21 (29)
600 0,1+ 0,34 (30) 0,06°+ 0,17 (30) 1,10°+ 26,69 (30)
1200 0,3%+ 0,99 (30) 0,14°+ 0,41 (30) 0,17°+ 7,96 (30)
2400 0,08+ 0,18 (30) 0,18°+ 0,10 (30) 1,10° + 6,02 (30)
4800 7,03+ 25,18 (29) 2,72+ 9.87 (29) 3,93°+ 15,77 (29)

LPP1 — populacéo isolada na Cidade de Monte N&yoddnia, Brasil

(n) —tamanho da amostra

Médias seguidas de letras iguais na mesma colundifeiem estatisticamente ao nivel de significéniea 5%

! Teste paramétrico ANOVA



Figura 1 - Comparacao entre fémea®dephilus microplus do grupo controle (& esquerda)
com o grupo tratado com concentracdo de 1200 (@/direita)Heterorhabditis indica LPP1
(&4 direita), apos 48 horas (A). Fémeas Biophilus microplus apds tratamento com
concentracéo de 4800 JdeH.indica LPP1 (B).



VASCONCELOSEet al. (2004) observaram que apenas dois tratamentosScghaseri
diminuiram a massa de ovos em relacdo ao grupeatenParaH. bacteriophora CCA, ndo
foram observadas diferencas no tamanho da massedeem nenhum dos tratamentos, em
relacdo ao controle. Em comparacdo com este traipaitte-se inferir quil. indica LPP1 foi
mais eficiente na reducao do tamanho da massaatequmando comparadoaglaseri e H.
bacteriophora. Em seu estudo,#s (2005) obteve uma redugao no tamanho da massade o
na associacdo entf glaseri (1000JIf) com carrapaticida, sendo que as associacdes com
doses mais baixas do carrapaticida foram maiseefies. RBBEIRO-FREITAS et al. (2005),
também observaram reduc¢do na massa de ovos nodrdatacom 100 J¥/de S. carpocapsae
ALL e Santa Rosa, sendo que a redugédo da massasg@omentava, em relacdo ao aumento
das concentracdes de juvenis cresceu nos tratasnento

Os valores do tamanho da amostra para os indecesoducdo de ovos e nutricional,
nos tratamentos com 75 Q|/150 JIPe 300 JIR, foram reduzidos devido a algumas fémeas
em cada grupo cujos valores de seus indices forstorados pela alteragdo do peso, saindo
da variacdo de 0 — 100% (minimo e maximo) do vabar indices. Nos referidos tratamentos
algumas fémeas aumentaram seu peso apds a mesdperado era que apos o tratamento o
peso diminuisse para as fémeas que realizaramraoEste fato foi observado pela primeira
vez neste tipo de experimento. Os carrapatos queeram essa alteracdo foram
desconsiderados para analise destes parametros.

Em relacdo ao indice de producéo de ovos, o qadilaaguanto do sangue ingerido
pela fémea foi convertido em ovos, 0 grupo contfoleestatisticamente igual para o grupo
tratado com 75J. Com relagdo aos demais tratamentos o grupo denapresentou
diferenca significante (TAB.3). Entre os grupostadms, o tratamento com 75 QJlhao
apresentou diferenca comparado ao tratamento c@dmlllBe este diferiu em relacdo aos
demais grupos tratados, sendo que a partir dortesti® com 300 JHos grupos mantiveram
médias iguais para o indice de produc¢éo de ovos.

GLORIA et al. (1993), obtiveram para uma estirpe sensiveBdmicroplus, 58% a
27°C para o indice de producao de ovos, sendovaktemaior que o observado neste estudo
que foi de 49% para o grupo controle e de 0,06 pd%a os tratamentos. Em relagdo aos
valores de indice de produgcdo de ovos encontradpd/psCONCELOS et al. (2004), que
foram de 48% par&. glaseri e de 50% parél. bacteriophora tanto para o controle quanto
para os tratamentos, em comparacdo com este dstwde reducdo no valor deste indice.

REIs (2005) encontrou 39% para o0 grupo controle conmap@ematoides. BEIRO-FREITAS



et al. (2005) obtiveram resultados semelhantes em relagégte trabalho, com o indice de
producédo de ovos diminuindo & medida que a quatdida juvenis por fémeas aumentou.

O indice nutricional indica quanto da perda demEsfémea foi destinada a producdo
de ovos, sendo que o restante gasto com outradsingomo excrecdo, respiracao,
deslocamento entre outros. Para o grupo controiedwe nutricional foi de 59 %, nao
apresentando diferencas em comparacao aos grgtados com 75 Jle o grupo tratado
com 150 JIP (TAB.3). Em relacdo aos demais tratamentos forasewadas diferencas a
partir do grupo tratado com 300J)/sendo que este foi semelhante aos tratamentd®600m
JI/Q, 1200 JIR e 2400 JIP. A maior diferenca para o indice nutricional, taain relacéo ao
grupo controle quanto entre os tratamentos, fagrdpo tratado com 4800 JI/. A relacdo entre
0 aumento de concentracdo de juvenis por fémeaméulgdo das meédias dos valores
manteve-se também para o indice nutricional, assmo para o de producéo de ovos.

GLORIA et al (1993), observaram para uma estirpe sensivel.rdieroplus um indice
nutricional de 78% a 27°C; A8CONCELOSet al. (2004) ndo observaram diferencas entre 0s
grupos controle e grupos tratados obtendo valoseres que 50%, sendo que os valores do
indice nutricional parél. bacteriophora foram maiores que ef glaseri. Os resultados aqui
obtidos mostram uma reducdo mais acentuada quammpacado aos trabalhos citados
anteriormente. Em contra partid&IR (2005), obteve indices nutricionais mais baixos em
relacéo a este trabalho.

Neste trabalho, os resultados mostram uma redogdeeso da postura dos grupos
tratados, sendo que em todos os tratamentos, aosnuema fémea em cada tratamento nao
realizou postura. A reducdo do peso da posturaioelada ao baixo indice de producédo de
ovos, mostrando que as fémeas transferiram umantaxi® baixa de nutrientes para fins
reprodutivos. O indice nutricional também evidergug a fémea gastou mais energia para
outros fins que nao oviposicdo. Os resultados slep@ametros mostram que houve
interferéncia dos tratamentos no processo de pé&oaddgs ovos, sendo que esta interferéncia
foi apenas do nematodide utilizado, ja que os grdpmsn mantidos nas mesmas condi¢cdes
ambientais e as diferencas de valores dentro de gadmetro foram devidas as diferentes

concentracdes de juvenis infectivos utilizados.

4.5 - Periodo de incubacao dos ovos e percentual eclosdo das larvas

O periodo de incubacdo dos ovos no grupo confoblem média de 29 dias sendo
semelhante apenas ao grupo tratado com 150(JWAB. 4). Entre os tratamentos, 0 grupo



tratado com 75J¥ foi semelhante ao grupo tratado com 150JINos grupos tratados com
300 JIF, 1200 JIR e 4800 JIP ndo houve analise estatistica devido ao tamankodatra.

Os grupos tratados com 600JIe 2400 JiPeste pardametro ndo foi avaliado porque nédo
houve eclosao de larvas (TAB. 4).

ALVARADO & GONZALES (1979) encontraram um periodo de incubacédo deZZPdias,
GLORIA et al. (1993) observaram um periodo de incubacdo de 24 dias a 27°C. Em
relacdo ao presente trabalho que foi de 29 di¢s,déerenca entre o periodo de incubacgéo
pode ser devido a estirpe do carrapato utilizadoexperimentos.

O percentual de eclosao de larvas no grupo cenfitobm média de 91% e apresentou
diferenca significativa em relagdo aos tratamenkr#re os grupos tratados n&do houve
diferencas para o percentual de eclosdo estandoédms entre 5 — 22% (TAB.4). Dois
grupos tratados ndo apresentaram ecloséao de |&3@3/5 e 2400JP. Quando comparado
0 percentual de eclosdo entre o grupo controle grgsos tratados observa-se que houve
diferencas significativas entre os mesmos, estastés dados em desacordo com os trabalhos
de ALVARADO & GONZALES (1979), GORIA et al. (1993), \ASCONCELOSet al. (2004) e RIS
(2005).

Os resultados mostram que o nematodide causou ta ohmicarrapato rapidamente. A
grande maioria das fémeas morreu antes de reglistira, e as que realizaram tiveram sua
massa de ovos reduzida. Com essa reducdo de oxers liena diminui¢cdo da quantidade de
individuos na geracao seguinte, assim reduzindaneero de larvas que permaneceram no

ambiente para retomada do ciclo.

4.6 - Eficacia dos tratamentos

Neste trabalho foram apresentados sete tratameatogliferentes concentragbes de
juvenis infectivos deH indica LPP1, tendo este nematbide se mostrado eficazonivote
bioldgico deB. microplus. Todas as fémeas tratadas morreram com quatrehasédia. O
percentual de controle para a menor concentracgaall(?) foi de 97,90%, sendo este o
menor valor do percentual de controle. Dois tratgose (600 JIP e 24000 JIP) obtiveram
100% de controle do carrapato (FIG.2).

Estes resultados mostram maior eficacia do quétiaaopor \ASCONCELOS €t al.
(2004), utilizando as mesmas concentracdes e nemopo de exposicdo do carrapato ao

nematoéide, sendo que apenas na concentracdo c@dl/S00btiveram 100% de eficacia para



S glaseri; em comparacdo com IBRIRO-FREITAS et al. (2005) cujos resultados foram
semelhantes para concentracdes acima de 7B€odWS. carpocapsae com maior tempo de
exposi¢do. Os valores de eficacia de tratamentte desbalho parecem semelhantes aos
valores encontrados poreR (2005). GAzer et al. (2001) observaram uma taxa de
mortalidade de 90% paBa annulatus na concentragcdo com 1000 de Heterorhabditis spp

e de 20 -65% para 1000 JlHe Steinernema spp., em 24 horas de exposiCADEKSEEV et al.
(2006), observaram uma taxa de mortalidade de 8&%Bp annulatus na concentragdo com
20 JIR deHeterorhabditis spp. e de 50% para 203I8e Steinernema spp..

As menores concentracdes,75 a 300 juvenis infexstgor fémea, ddeterorhabditis
indica LPP1 utilizadas apresentaram eficacia acima de @@fse beneficio para o controle
biolégico. Os resultados aqui obtidos cétmindica isolado LPP1 se mostraram superiores
aos encontrados cohh. bacteriophora CCA, S. glaseri Santa Rosa 8 carpocapsae Santa

Rosa e ALL no controle dB. microplus em laboratorio..



Tabela 4 — Médias referentes ao periodo de incobdgs ovos (PIO) percentual de ecloséo das |aPé&C) deBoophilus microplus tratadas

com diferentes concentrag6esHigter orhabditisindica LPP1, em condi¢bes de laboratorio a 27 + 1°C e-B0% .

Concentragao de _

) _ Parametros analisados

juvenis por fémea

PIO 1 (dias) % EC 2

0 29,347+ 1,59 (29) 91,17°+ 14,73 (29)
75 27,85’ + 1,10 (14) 22,32°+2 7,20 (28)
150 28,25% + 1,83 (08) 12,50°+ 21,32 (26)
300 2,20 * £ 4,32 (02) 5,00°+ 10,80 (10)
600 - 0,00 * + 0,00 (04)
1200 33,00 * £ 0,00 (01) 2,00 * + 4,47 (05)
2400 - 0,00 * + 0,00 (01)
4800 30,00 * + 0,00 (01) 23,00 * £ 40,07 (06)

LPP1 — populacao isolada na Cidade de Monte N&gnacidnia, Brasil

(n) — tamanho da amostra
Médias seguidas de letras iguais na mesma colundifegfiem estatisticamente ao nivel de significia 5%

" Anasile estatistica ndo realizada devido ao tamesthazido da amostra

! Teste paramétrico ANOVA
*Teste ndo paramétrico — Kruskal-Wallis e Dunn
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Figura 2 — Controle de fémeas &eophilus microplus tratadas com diferentes concentracdedaterorhabditisindica LPP1, em condi¢cbes de
laboratério a 27 £ 1°C e UR >80%.



5 — CONCLUSOES

Heterorhabditis indica LPP1 demonstrou ser eficaz para o controle biotbgle

Boophilus microplus.

As menores concentracdes,75 a 300 juvenis infexstgor fémea, ddeterorhabditis

indica LPP1 utilizadas apresentaram eficacia acima de 90%

O nematoide afetou periodo postura, periodo deesivéncia, peso da postura, peso
final da fémea, percentual de eclosdo (%EC), indieeproducdo de ovos (IPO), indice

nutricional (IN) das fémeas de B. microplus, aipata concentracdo de 753l/
O periodo de 48 horas foi suficiente para infeetaausar a morte do carrapato.

Sao necessarios mais estudos em laboratdrio enpocao controle déBoophilus
microplus utilizando o nematoéideHeterorhabditis indica LPP1, a fim de corroborar os

resultados obtidos.
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