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RESUMO

Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) (Acari: Ixodidade) € um ectoparasito tipico
de eqiiideos, amplamente distribuido nas Américas do Sul e Central. O uso indiscriminado
dos carrapaticidas tem levado as populacdes destes artropodes a um grave quadro de
resisténcia aos produtos fitossanitdrios. Além disso, o uso exclusivo de carrapaticida € pouco
vidvel a longo prazo e em termos econdmicos tornando-se necessario o emprego de métodos
alternativos de controle. Os nematdides entomopatogénicos tem sido apontados como agentes
promissores no controle de carrapatos, entretanto como € pequeno o nimero de estudos a esse
respeito objetivou-se avaliar o potencial de Steinernema glaseri (Steiner, 1929) isolado Santa
Rosa como agente de controle biolégico do carrapato Amblyomma cajennense. O experimento
foi realizado no Laboratério de Parasitologia, Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora — MG, no
periodo de outubro de 2005 e janeiro de 2006. Avaliou-se o potencial de S. glaseri nas
concentracdes de 0, 156, 325, 675, 1250, 2500, 5000 e 10000 juvenis infectantes (JI) por
unidade experimental (UE). Cada um desses tratamentos foi composto por 10 unidades
experimentais que foram montadas com placas de Petri contendo areia autoclavada, 4ml de
dgua destilada e 10 ninfas, num total de 100 espécimes por tratamento. As placas de Petri
foram fechadas com parafilme e mantidas em estufa climatizada do tipo B.O.D (27+1°C e
U.R>80%) por 72 horas. Ap0s este periodo as ninfas ingurgitadas de A. cajennense foram
lavadas com dgua destilada e transferidas para placas de Petri limpas observadas a cada 24+1
hora durante 20 dias, a fim de se observar as alteracdes nos parametros bioldgicos, tais como:
Periodo de ecdise (PE), Periodo de pré-ecdise (PPE), Percentual de ecdise (%Ec) e Periodo de
muda (PM). Cada parametro foi analisado em relagdo aos adultos, englobando machos e

fémeas e também para cada um dos sexos isoladamente por unidade experimental. Para
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andlise dos dados foi utilizado o Software Graphpad Instat Versdao 2.05 com Andlise de
Variancia, Teste de Tukey-Kramer, Kruskal-Wallis e Dunn’s (p < 0.05). No tratamento com
5000 JI/UE ocorreu reducgado significativa no PPE total, assim como PM, em relacio ao
controle e considerando-se apenas os machos, o PM também sofreu reducdo significativa. No
tratamento com 10000 JI/UE houve um aumento significativo do PPE total e o PE total foi
reduzido significativamente neste tratamento, em relagdo ao controle. O periodo de ecdise dos
machos apresentou um aumento significativo em quatro dos oito tratamentos (tratamentos
com 156, 612, 2500 e 5000 JI). A mortalidade, assim como a redugao do percentual de ecdise
s foi significativa no tratamento com 10000 JI /UE. Mesmo sem abertura genital nas ninfas
de A. cajennense, S. glaseri foi capaz de exercer ac¢do deletéria em concentragcdes superiores a
5000 JI /UE. As doses de 5000 e 10000 JI /UE foram deletérias a determinados processos da
fase ndo parasitaria de A. cajennense. Entretanto novos estudos sdo necessarios, ainda in vitro,
com doses superiores a 10000 JI/EU, a fim de se confirmar o potencial entomopatogénico de

A. cajennense sobre populacdes de S. glaseri.

Palavras-chaves: carrapatos, adultos, muda, ecdise, controle bioldgico.
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ABSTRACT

Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) (Acari: Ixodidade) is an ectoparasitic kind
of horse, widely distributed in south and central America. The indiscriminate use of acaricidal
has taken this animals population to a critical resistence situation to drugs and the exclusive
use of acaricidal is just viable in pratical and economical terms became necessary the job of
alternative control method. The nematodes entomopathogenic has bem indicated as sucessiful
agents to control ticks, however is short the number of the studies about that, the target is
analyse the potential os Steinernema glaseri strain Santa Rosa as biological agent control of
A. cajennense. The experiment was made in the EMBRAPA GADO DE LEITE, Parasitology
Laboratory — Juiz de Fora (MG), between october of 2005 and january of 2006. Has ben
tested differents concentrations of S. glaseri (0, 156, 325, 650, 1250, 2500, 5000 e 10000
infectives juveniles (1J) per tested unity (UT). Each one of this treatment was composed per
10 tested unitys crated with Petri dish sterilized, 4 ml of destil water and 10 nynphs in na total
of 100 types for treatament. The Petri dish was closed with parafil and keeped in a humid
chamber kind of BOD (27+1°C and RH>80%) per 72 hours. After that period the engorged
nynphs of A. cajennense was washed with destil water and removed to a Petri dish without
sand or IJ and observed by each 24+1 hour during 20 days, with the objetive to observe wich
alterations in a parametres biological such as: ecdysis period (EP), pre-ecdysis period (PEP),
ecdysis percentual (%Ec), and mouthing period (MP). Each parametres was analysed about
adults connections, comprising male and female ande for each one of the sex separating by
tested unitys as will. The statistic data treatment was maked with Variance Analyse, Tukey-
Kramer Test, Kruskal-Wallis and Dunn’s (p < 0.05) On the treatment with 5000 1J/UT

happens the significant reduction of PEP totally, such as MP, in connections with control and
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considerating only the males. The MP had soffer the significant reduction too. On the
treatment with 10000 IJ/UT had a significant increase of PEP totally and the EP totally was
reduced highly expressive in this treatment by connection with control. The male ecdysis
period had present a significant increase in four of the seven treatments (treatmments with
156, 612, 2500 and 5000 1J). The mortality such as the percentual reduction of ecdysis just
was significant on the treatment with 10000 IJ/UT. Until without genital hole of A.
cajennense nynphs, S. glaseri was able to make the deleterious action in concentration up
5000 LJ/UT. The treatment of 5000 and 100001J/UT was deleterious by determined process of
no parasitary phase of A. cajennense. However new studyies are necessary, in vitro yet, with
superior doses than 10000 IJ/UT, due to confirm the entomopathogenic potential of A.

cajennense under de S. glaseri population.

Key-words: ticks, adults, mouthing, ecdysis, biological control.



1. INTRODUCAO

As ixodidoses acometem os animais domésticos, silvestres € o homem em quase todo
o mundo e os prejuizos que causam sdo grandes. Aproximadamente 20 espécies de carrapatos
estdo associadas a doengas bacterianas, virais ou parasitolégicas como anaplasmoses,
babesioses, dermatofagoses dentre outras, as quais induzem a morte do animal ou a
diminuicdo na producdo pecudria (MAULEON er al., 1993). Dentre estes se destaca o
carrapato Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787), conhecido popularmente como carrapato
estrela ou rodoleiro, tipico de eqiiideos, podendo parasitar outros mamiferos como bovinos,
capivaras, caes e até o homem (FLECHTMANN, 1985). Este ectoparasito € um carrapato
heteroxeno pertencente ao filo Arthropoda, classe Arachnida, subclasse Acari, ordem Ixodida,
familia Ixodidae e subfamilia Amblyomminae (LINTHICUM , 1991).

Além dos danos diretos determinados pelo parasitismo, a espécie € responsavel pela
transmissdo de patdgenos causadores da erliquiose (MASSARD, 1984) e da febre maculosa
(MONTEIRO et al.,1931) dentre outras doengas, o que torna fundamental o conhecimento
aprofundado de estratégias racionais e eficazes para o seu controle.

O Brasil, em decorréncia de suas condi¢des climdticas, € uma regido potencialmente
favordavel ao desenvolvimento de alta infestacdo por ixodideos, onde dreas de pastagens
apresentam elevada incidéncia dos estadios ndo parasitarios de A. cajennense, durante todo o
ano (SERRA-FREIRE, 1982). A espécie é encontrada amplamente distribuida na América
Central, América do Sul ao longo da Costa Atlantica e Golfo do México, atingindo o Sul dos
Estados Unidos (BITTENCOURT, 1997).

Por mais de um século o controle quimico pelo uso de acaricidas € a principal forma

de controle dos carrapatos. Entretanto, o uso indiscriminado dos carrapaticidas tem levado as



populacdes destes ectoparasitos a um grave quadro de resisténcia, de ordem genética, em
relacdo aos produtos fitossanitirios (FURLONG, 1993). Essa resisténcia tem se desenvolvido
cada vez mais rapido, causando uma redugdo preocupante a vida ttil dos produtos para quatro
a cinco anos em média (HONER & GOMES, 1990).

Sendo assim, o uso exclusivo de carrapaticida é pouco vidvel a médio e longo prazo
em termos econdmicos e¢ ambientais (CAPALBO & DE NARDO, 2000), tornando-se
necessario o emprego de métodos alternativos em sistemas de manejo integrado (BARROS &
EVANS, 1989).

Dentre os métodos alternativos de controle de carrapatos empregados pode-se
encontrar o controle biolégico com nematdides entomopatogénicos (NEP), que sdo agentes
promissores devido a sua alta eficiéncia no controle de diferentes espécies de insetos pragas,
principalmente daqueles que passam pelo menos uma fase do seu ciclo de vida no solo
(DOULCET et al., 1999). ADAMS & NGUYEN (2002) citam que os géneros Steinernema €
Heterorhabditis contém as mais importantes espécies de nematdides entomopatogénicos e
embora j4 existam relatos na literatura sobre esses organismos como potenciais controladores
bioldgicos de algumas espécies de carrapatos, a maioria deles ndo enfoca a espécie aqui
estudada e também os testes até entdo realizados, em sua grande maioria foram feitos com
fémeas ingurgitadas, tais como, A. cajennense (Fabricius, 1787), Boophilus microplus
(Canestrini, 1887), Ixodes scapularis (Say, 1821), Anocentor nitens (Neumann, 1897),
Rhipicephalus appendiculatus (Neumann, 1901), Boophilus annulatus (Say, 1821), A.
maculatum (Koch, 1844), A.americanum(Linne, 1758), Dermacentor variabilis (Say, 1821) e
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806).

Mesmo ja havendo vérios trabalhos nesta linha de pesquisa, os estudos sobre o
controle biolégico de A. cajennense utilizando NEP ainda sdo escassos e aqueles realizados
foram feitos com fémeas ingurgitadas e nao analisam a influéncia dos NEP sobre cada um dos
parametros bioldgicos existentes. Logo, estudos mais detalhados sobre cada estagio do ciclo
bioldgico destes carrapatos, assim como aqueles envolvendo outras espécies de ixodideos e
outras espécies de NEP se fazem necessarios a fim de se conhecer quais sdo os mais eficientes
no controle de cada um deles.

O presente trabalho € parte integrante de um projeto de pesquisa desenvolvido pela
Embrapa Gado de Leite, aprovado pelo Conselho Nacional de Pesquisas (CNPQ) e em
parceria com a Universidade Federal de Juiz de Fora, com estudos relacionados com a
utilizacdo de NEP como agentes de controle biolégico de carrapatos, que vem demonstrando

ser uma eficiente estratégia no controle destes ectoparasitos.



Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do nematdide
entomopatogénico Steinernema glaseri isolado Santa Rosa sobre os parametros biolégicos de

ninfas ingurgitadas de A. cajennense.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Controle quimico de Amblyomma cajennense

O controle de ectoparasitos de importancia veterindria continua sendo a utilizacdo de
produtos quimicos de amplo espectro. Entretanto o uso indiscriminado desses parasiticidas,
por parte dos produtores e técnicos, pode levar a problemas referentes a intoxicagdes do
homem e dos animais, além de predispor ao desenvolvimento de populagdes resistentes.
(MARTINS & FURLONG, 2001).

As preocupacdes com a seguran¢a animal, humana e ambiental assim como a
necessidade de limitar os residuos na comida (KOSCHORRECK, KOCH & RONNEHAHRT,
2002) reforcam a necessidade de se buscar novas alternativas no controle de pragas.

PINHEIRO (1987) avaliando o efeito de alguns carrapaticidas piretrdides sintéticos
sobre a espécie A. cajennense relatou que as dosagens sugeridas pelos fabricantes para o
controle do carrapato de boi Boophilus microplus nao surtiram efeito satisfatorio, indicando
que esse carrapato exige uma dosagem mais elevada de carrapaticidas e intervalos mais curtos
entre os banhos estratégicos, para se obter sucesso em seu controle.

Portanto, como as populacdes de A. cajennense sdo, em geral, mais resistentes aos
carrapaticidas do que as de B. microplus, quando comparadas as populacdes nio selecionadas
destes, o seu controle, através de agentes quimicos, pode acarretar um impacto ambiental mais
intenso derivado de um maior acimulo de residuos destes produtos no ambiente e nos

proprios animais tratados (PINHEIRO, 1987).



2.2 Controle biolégico de Carrapatos

O controle biolégico pode ser realizado de diferentes modos, como a utilizagao de
predadores naturais como a garca vaqueira (Egretta ibis) DENHOLM et al.(2002), a
utilizacdo de espécies parasitas, como bactérias, conforme relatado por BRUM (1988), o
emprego de fungos entomopatogénicos como Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana
testados com sucesso em diferentes espécies de carrapatos como B. microplus (FERNANDES
et al., 2006; DA COSTA et al.,, 2002; BITTENCOURT et al., 1999b), Ixodes scapularis
(ZHIOUA et al., 1997), A. cajennense (BAHIENSE et al., 2006), Anocentor nitens
(CARNEIRO et al, 1999; BITTENCOURT et al, 1999a; MONTEIRO, 2000;
BITTENCOURT et al., 2000) e Rhipicephalus appendiculatus (KAAYA et al. 1996).

Além dessas alternativas ao controle quimico existem outras como o emprego de
NEP, que tém se mostrado eficiente no controle de insetos e também tém sido testados com

sucesso como agentes de controle bioldgico de algumas espécies de carrapatos.

2.3 Nematoides Entomopatogénicos

Os nematdides entomopatogénicos sao capazes de localizar ativamente, parasitar e
matar uma grande variedade de espécies de insetos. Apenas o terceiro estddio juvenil dos
nematoéides pode sobreviver fora do hospedeiro e mover-se de um para outro. A mortalidade
dos insetos pela infec¢do do nematdide € causada principalmente pela bactéria simbidtica
Xenorhabdus spp. para Steinernematideos e Photorhabdus spp. para Heterorhabditideos, com
os juvenis infectantes as carregando em seus intestinos e liberando-as na hemocele do
hospedeiro. A invasdo acontece pelas aberturas naturais, ou em alguns casos, diretamente
através da cuticula. A bactéria se multiplica e mata o inseto ou carrapato usualmente dentro de
24 a 72 horas. Os nematdides passam entdo a se alimentar das bactérias simbidnticas
mudando para adultos, machos e fémeas de primeira geracao. Depois da reproducao as fémeas
realizam a postura e logo em seguida ocorre a eclosdo larval (primeiro estidgio juvenil) e as
larvas entdo evoluem até atingir o quarto estagio. O quarto estdgio juvenil evolui para adultos
machos e fémeas de segunda geracdo. Os adultos acasalam e dos ovos produzidos pelas
fémeas de segunda geracdo eclodem larvas do primeiro estidgio juvenil, passando para o
segundo estdgio. A reproducdo dos nematdides continua até que os recursos do cadaver se

esgotem, normalmente permitindo a formagdo de duas a trés geracdes. Se o suprimento



alimentar for limitado, os ovos produzidos pelas fémeas de primeira geracdo ja desenvolvem
diretamente juvenis infectantes. Quando os recursos estdo exauridos as larvas dos juvenis de
segundo estdgio cessam a alimentagdo e incorporam as bactérias na camara bacteriana,
quando finalmente mudam para o estigio de pré-infectantes e infectantes, retendo a cuticula
do segundo estdgio. Normalmente os juvenis infectantes deixam o caddver na procura de um
novo hospedeiro (SAMISH et al., 2004).

Em temperaturas variando entre 18 e 28°C, o ciclo de vida dentro do corpo do
hospedeiro se completa em 6 a 18 dias, dependendo do hospedeiro e da espécie de nematdide.
Virias espécies de insetos sdo susceptiveis aos nematdides, porém o efeito destes na maioria
dos insetos benéficos ndo foi relevante. Além disso, o complexo nematéide-bactéria nao tem
efeito deletério sobre mamiferos, razdo pela qual a Agéncia Americana de Prote¢do ao
Ambiente (EPA) exclui a necessidade de registros e regulamentacao de uso (SAMISH et al.,

2000).

2.4 Nematoides Entomopatogénicos como agente de controle biologico de carrapatos

As familias Steinernematidae e Heterorhabditidae sdao conhecidas desde o inicio do
século XX, mas as pesquisas para conhecer a biologia e a importancia destes nematdides no
controle de insetos sé foram iniciadas recentemente, devido a disponibilidade e praticidade
dos produtos fitossanitdrios no combate as pragas. Somente a partir da segunda metade do
século XX a busca por novas alternativas ao controle quimico comecou a se fazer necessdria
em funcdo da reducdo na eficiéncia dos métodos tradicionais empregados, por aumento da
resisténcia das populagdes de pragas, assim como a busca de estratégias que promovessem um
menor impacto ambiental. (GAUGLER & HAN, 2002).

Sendo assim, os NEP se tornaram alvo da exploracdo de seus usos como agentes de
controle bioldgico de pragas agricolas (STOCK, 2005). ADAMS & NGUYEN (2002) a partir
dos anos 80 iniciaram importantes pesquisas sobre os nematdides entomopatogénicos em
busca de espécies com potencial para o controle biolégico de pragas. Véarios estudos sobre o
comportamento € a ecologia destes NEP foram realizados nas ultimas décadas, visando
promover o seu uso no controle de insetos.

Pesquisas vém mostrando que os carrapatos sdo susceptiveis a infeccao por NEP.

Treze espécies de carrapatos ixodideos e duas espécies de argasideos sdo comprovadamente

susceptiveis aos nematoides, sendo os adultos aparentemente mais susceptiveis (SAMISH,



2000). Em outro estudo foi observada a susceptibilidade de cinco espécies de carrapatos aos
nematoides entomopatogénicos, sendo os adultos mais susceptiveis que os estdgios imaturos
(GOODWIN et al., 2000). Isto € conseqiiéncia da auséncia de poro genital nos estdgios
imaturos do carrapato o que dificulta a penetracio dos NEP (ZHIOUA et al., 1995; HILL,
1998; GLAZER et al. 2001).

GLAZER et al. (2001) analisaram a viruléncia de isolados de NEP (trés
heterorhabditideos e seis esteinernematideos) a fémeas ingurgitadas de Boophilus annulatus
(SAY, 1821) e obtiveram maior eficiéncia para o controle com heterorhabditideos.

Nos estudos realizados por VASCONCELOS et al. (2004) com duas espécies de NEP,
Steinernema glaseri (STEINER, 1929) e Heterorhabditis bacteriophora (POINAR, 1976),
para o controle de B. microplus, avaliou a mortalidade das fémeas, utilizando sete dosagens
diferentes de nematdides colocados em areia umedecida com 4gua destilada em placas de
Petri. Os autores confirmaram que os nematéides foram eficientes no controle de B. microplus
com uma alta mortalidade e queda do potencial reprodutivo, registrando uma redugdo de
aproximadamente 90% na massa de ovos, com dosagens de 5000 juvenis infectantes de S.
glaseri por unidade experimental (UE) cuja mortalidade cresceu linearmente com o aumento
nas dosagens de NEP. FREITAS-RIBEIRO et al. (2005) avaliaram a a¢do do nematdide
Steinernema carpocapsae sobre B. microplus e concluiram que este nematdide se apresenta
como um potencial agente de controle bioldgico desta espécie de carrapato. J4 REIS et al.
(2005) realizaram um experimento para avaliar a associa¢do do nematdide S. glaseri com um
carrapaticida quimico e relataram que houve compatibilidade entre eles no controle de B.
microplus.

Além destes existem outros estudos que avaliam o potencial de controle biolégico de
carrapatos tais como ZHIOUA (1995) e GLAZER & SAMISH (1993), entretanto CAPALBO
& DE NARDO (2000) discutem a possibilidade de impactos ecolégicos provenientes do
emprego de agentes para controle bioldgico, em funcdo de serem organismos vivos que
podem se estabelecer no ambiente, multiplicando-se, disseminando-se, infectando e causando
doencas em outros organismos, que nao as pragas-alvo do controle. Mas, no entanto, para
nematdides, BATHON (1996) relata que experimentos com varios vertebrados e
invertebrados, mostraram baixo potencial de infec¢io pelos agentes de controle biolégico, em
funcdo de suas elevadas especificidades nas relacdes parasito-hospedeiro, sendo que em
condic¢des de laboratdrio, apenas dosagens muito altas de nematéides foram capazes de matar
alguns dos animais testados e tais quantidades sdo muito superiores as empregadas no

controle bioldgico de pragas. Além disso, os nematdides aplicados para controle sdo



vulnerdveis aos predadores, que em sua grande maioria sdo generalistas € promoveriam a
diminui¢do na densidade populacional destes agentes, desde que sejam adotados em regides
aonde sejam endémicos (GAUGLER & HAN, 2002).

KOCAN et al. (1998a), relataram que os NEP Steinernema feltiae e Steinernema
riobravus foram eficientes em infectar fémeas ingurgitadas de Amblyomma maculatum,
A.americanum, A. cajennense, Dermacentus variabilis e Rhipicephalus sanguineus. Estes
mesmos autores, em outro experimento (KOCAN et al,1998b) também confirmaram o
potencial de cinco espécies de nematdides, Steinernema glaseri, S. riobravus, S. carpocapsae,
S. feltiae e Heterorhabiditis bacteriophora (HP88) como agentes de controle de fémeas
ingurgitadas de Amblyomma americanum, A. cajennense, A. maculatum, Dermacentor
variabilis € Rhipicephalus sanguineus.

Existem ainda outros trabalhos que avaliam o potencial de nematdides
entomopatogénicos como agentes de controle bioldgico para o carrapato Boophilus microplus,
como GLAZER et al. (2001); VASCONCELOS et al. (2004); FREITAS-RIBEIRO et al.
(2005).

2.5 Controle biolégico de Amblyomma cajennense

A literatura referente ao controle bioldgico do carrapato A. cajennense é mais restrita
do que aquela que enfoca o controle biolégico do carrapato B. microplus. A maioria dos
trabalhos sobre o controle bioldgico de A. cajennense se concentra no uso dos fungos
entomopatogénicos Beauveria bassiana (Bals) Vuill. e Metarhizium anisopliae (Metsc)
Sorok, cujos resultados sdo muito promissores, como nos trabalhos de REIS et al.(1998);
SOUZA et al.(1998); SOUZA et al. (1999); REIS et al. (1999); FERNANDES et al. (2004).
Além desta ultima linha de pesquisa existem outras como a de DOHM & LINTHICUM
(1993) que obtiveram reducdo significativa na postura de A. cajennense quando infectados
pelo virus causador da encefalomielite eqiiina venezuelana. KOCAN et al. (1998a), testaram a
eficiéncia de duas espécies de NEP, Steinernema feltiae (Filipjev) e S. riobravus e observaram
elevada susceptibilidade de fémeas ingurgitadas de vérias espécies de carrapatos incluindo A.
cajennense. KOCAN et al. (1998b) avaliaram a letalidade de S. glaseri em cinco espécies
carrapatos, dentre os quais A. cajennense, utilizando fémeas ingurgitadas. Neste estudo foi
registrado um elevado percentual de mortalidade das fémeas e aquelas que ndo morreram

apresentaram reducao significativa no peso da massa de ovos produzida. Entretanto, dentre os



estudos realizados até o presente, nenhum se propds a analisar as alteracdes provocadas por S.

glaseri, em relacdo aos parametros analisados no presente trabalho.



10

3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Parasitologia, Embrapa Gado de Leite,

Juiz de Fora — MG de setembro de 2004 a margo de 2005.

3.1. Obtencao do material

3.1.1. Obtencao dos Carrapatos

Foram utilizadas cinco fémeas ingurgitadas de Amblyomma cajennense provenientes
de bovinos de uma fazenda da regido de Juiz de Fora, mantidas em camara climatizada
regulada a 27+1°C e umidade relativa (U.R) >80%, para oviposi¢do e obten¢do das larvas
conforme BELLATO & DAEMON (1997). As larvas com 20 a 30 dias de jejum foram
alimentadas artificialmente em coelhos domésticos através da técnica do saco de pano
(NEITZ et al., 1971), sendo utilizadas aproximadamente 4100 larvas por coelho, obtidas de
aliquotas de 250mg de massa de ovos, num total de trés coelhos.

As larvas ingurgitadas recuperadas no quarto e quinto dias apds a infestagao foram
divididas em grupos de aproximadamente 300 individuos, colocados em seringas de pldstico
com as pontas cortadas e tampadas com algoddao, mantidas em cdmara climatizada regulada a
27+1°C e umidade relativa (U.R) >80%, para obtencdo das ninfas.

Apds a manutengdo por 30 dias em camara climatizada as ninfas foram alimentadas
em coelhos domésticos seguindo a metodologia de NEITZ et al. (1971), para obtencao das

ninfas ingurgitadas que foram recuperadas no terceiro e quarto dias apds infestacdo (Figural).
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As ninfas ingurgitadas obtidas foram mantidas na cdmara climatizada, nas mesmas
condi¢des das larvas, por menos de 24 horas até que os grupos experimentais fossem

montados e os bioensaios laboratoriais com exposicdo de Amblyomma cajennense aos NEP

fossem iniciados.

Figura 1. Coelho doméstico com saco de pano nas orelhas para alimentacdo das metaninfas e
obtencdo das ninfas ingurgitadas.



12

3.1.2. Obtencao e producao in vivo de Steinernema glaseri isolado Santa Rosa em

lagartas de Galleria mellonella.

Os nematdides S. glaseri isolado Santa Rosa foram cedidas pelo Laboratério de
Controle Bioldgico do Instituto Bioldgico-SP, através do Doutor Luis Garrigos Leite. A
manuten¢do da coldnia foi realizada com a multiplicacdo das larvas infectantes (L3) em
lagartas de ultimo instar de Galleria mellonella de acordo com a metodologia proposta por
LINDEGREN et al. (1993), sendo freqiientemente utilizadas como hospedeiros de nematéides
entomopatogénicos, pois além de serem faceis de criar sdo hospedeiros adequados destes

nematoides.

3.1.3. Obtencio e criacao de lagartas de Galeria mellonella

Foram utilizadas mariposas Galeria mellonella oriundas da col6nia existente no
Laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG, mantidas em
camaras de acasalamento (baldes de pldstico com tampas perfuradas) contendo papéis
sanfonados para postura. Apds a deteccdo das posturas estas foram transferias para formas de
aluminio ( formas para pizza) forradas com papel toalha recoberto por dieta artificial a base de
trigo, leite em pd, melado e mel. Esses recipientes contendo as posturas foram entao mantidos
em camara climatizada com temperatura de 26£1°C e U.R>80% e apds cerca de oito dias as
lagartas eclodiram e apds aproximadamente 30 dias da eclosdo as lagartas atingiram o
tamanho ideal (dltimo instar) para serem infectadas e possibilitar a producdo dos nematdides,
sendo que uma parcela destas lagartas foi utilizada para a manuten¢do dos adultos

reprodutores (VASCONCELOS, 2003).

3.2. Exposicio de Amblyomma cajennense aos nematoides entomopatogénicos

Baseando-se no trabalho de VASCONCELOS et al. (2004) o qual obteve o melhor
resultado com a dosagem de 5000 juvenis infectantes/ 5 fémeas ingurgitadas, foram utilizados
10000 juvenis infectantes (JI) / 10 ninfas ingurgitadas (NI) no tratamento com maior dosagem

de JI, seguindo a proporcao de 1000 nematdides por fémea.
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Além desta dosagem de 10000 NEP/ unidade experimental (UE), sendo UE composta
por 10 ninfas ingurgitadas, foram testadas as dosagem de O (grupo controle), 156, 325, 675,
1250, 2500 e 5000 juvenis infectantes de S. glaseri isolado Santa Rosa suspensos em 4ml de
dgua destilada e adicionados em placa de Petri de Scm de didmetro cobertas com areia
peneirada, previamente autoclavada, assim como proposto por ZHIOUA et al.(1995).

Com a finalidade de facilitar a discussdo e comparacdo com outros estudos
referenciados, cada um dos tratamentos aqui apresentados serd citado na discussao levando-se
em conta o numero de juvenis infectantes (JI), de S. glaseri, por ninfa ingurgitada (NI).

Cada tratamento foi composto por 10 UE, num total de 100 NI por tratamento (Figura
2). O grupo controle s6 diferiu dos demais grupos por ndo conter JI. As placas de Petri foram
seladas com parafilme e mantidas em estufa climatizada do tipo B.O.D (27£1°C e U.R>80%)
por 72 horas. Apds este periodo as ninfas ingurgitadas de A. cajennense foram lavadas com
dgua destilada e transferidas para placas de Petri sem areia e nematdides (Figura 3) e
observadas a cada 24+1 hora durante 20 dias, a fim de se observar quais as alteracdes nos
parametros bioldgicos, tais como: Periodo de ecdise (PE), compreendido entre a ecdise ou
muda do primeiro e do ultimo exemplar de cada placa vidro; Periodo de pré-ecdise (PPE),
compreendido entre a recuperagdo do instar ingurgitado até o dia da primeira ecdise de cada
placa; Percentual de ecdise (%EC), total de adultos que sofreu ecdise em relag@o ao total vivo
em cada unidade experimental (U.E.); Periodo de muda (PM), periodo entre a coleta das
ninfas ingurgitadas e a obten¢ao de cada adulto em cada UE; Percentual de mortalidade(%Mt)
dado pela subtracdo de 100% menos o %Ec, ja que os espécimes que ndo sofreram ecdise
morreram.

Cada parametro foi analisado em relacdo ao total de individuos por unidade

experimental e também para machos (neandros) e fémeas (nedginas) isoladamente.
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3.3. Analise estatistica

Foram empregados Andlise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey-Krammer com
p < 0.05 de significancia, para verificar a existéncia de diferencas significativas em cada
parametro, determinadas pelo tratamento experimental. Em amostragens de distribui¢dao ndo
normal a Andlise de Variancia e o Teste de Tukey-Krammer foram substituidos pelos testes

nao paramétricos de Kruskal-Wallis e Dunn’s ao nivel de confianga de 5%.
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Figura 2. Detalhe dos tratamentos com exposi¢cdo de Amblyomma cajennense aos nematdides
entomopatogénicos nas dosagens de 0,156, 312, 625, 1250, 2500, 5000 e 10000 NEP/ UE.

Figura 3. Detalhe dos tratamentos com as ninfas ingurgitadas de A. cajennense lavadas com
dgua destilada, mantidas emplacas de Petri sem areia ou nematdides.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Periodo de Pré-ecdise

Os periodos de pré-ecdise para adultos, englobando machos e fémeas e também para
cada sexo isoladamente estdo apresentados na tabela 1. Analisando-se inicialmente os adultos,
englobando os dois sexos, verifica-se que dosagens de 15,6 a 250 JI/ NI ndo determinaram
alteracOes significativas neste pardmetro, uma vez que foram registradas médias de
aproximadamente 13 dias, estatisticamente semelhantes ao do grupo controle.

No grupo tratado com 500 JI/ NI houve uma reducdo significativa neste parametro,
com média de 12 dias, em relagido ao grupo controle que apresentou um PPE de 13,3 dias. Por
outro lado o tratamento com 1000 JI/ NI prolongou-se o periodo necessiario a ecdise
registrando-se média de 14 dias. Tais resultados evidenciam que para estes grupos podem ter
havido uma interferéncia no ciclo biolégico do A. cajennense causado pelo S. glaseri.
Enquanto a dosagem de 500 JI/ NI causou um estresse que pode ser contornado pela
aceleracdo da ecdise, enquanto no tratamento com 1000 JI/ NI houve um prejuizo para as
ninfas, que tiveram seu PPE prolongado. Segundo TRAVASSOS & VALLEJO-FREIRE
(1944) o periodo de pré-ecdise, denominado por estes autores de periodo de pré-muda, durou
entre 9 e 12 dias a 32°C, o que difere dos valores aqui encontrados, provavelmente em fun¢do
da diferenca de temperatura ja que no presente trabalho os experimentos foram realizados em

estufas climatizadas mantidas a 27°C.
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Tabela 1. Periodos de pré-ecdise, em dias, de adultos e de machos e fémeas, isoladamente, de Amblyomma cajennense infectados com diferentes

dosagens de S. glaseri mantidos em estufa climatizada com UR> 80 % e temperatura de 27+1°C.

Categoria Controle A Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento TESTE
g Grupo Controle B C D E F G H ESTATISTICO
156 NEP 312 NEP 625 NEP 1250 NEP 2500 NEP 5000 NEP 10000 NEP
Adultos n 10 10 10 10 10 10 10 10 Kruskal-Wallis
X+Dp  13.30°:048 13,00° 13,00° 13,00° + 0,42 13,00° + 0,48 13,00° 12,00€ 0,70 14,00° Dunn
Limites  13:00-1400  13,00-13,00 13,00-13,00 13,00 - 14,00 13,00 - 14,00 13,00-13,00 12,00 - 14,00 14,00-14,00
Machos n 10 10 10 10 10 10 10 10 Kruskal-Wallis
X+DP 1330048 13,00 13,00 13,00 £1,58 13,00™ £ 0,71 13,00 12,00°£0,70 14,00 Dunn
Limites 13,00-14,00 13,00-13,00 13,00-13,00 13,00-18,00 13,00-15,00 13,00-13,00 12,00-14.00 14,00-14,00
Fémeas n 10 10 10 10 10 10 10 9 Kruskal-Wallis
X+ DP 14,5 20,53 14,00°£1,49  13,00" +0,63 14,00"+1,23 14,00 +1,23 13,00° +0,63 13,00 +1,03 14,00° £0,73 Dunn
Limites 14,00-15,00 13,00-17,00 13,00-15,00 13,00-16,00 13,00-17,00 13,00-15,00 12,00-15,00 14,00-16,00

Letras mintsculas iguais na mesma linha indicam auséncia de diferencgas significativas ao nivel de 5%, entre grupos experimentais.

Unidade experimental = 10 ninfas ingurgitadas.

DP = Desvio padrio.

n= Tamanho da amostra.
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SMITH (1975) constatou periodos de 14 a 18 dias sob condi¢des controladas,
estando de acordo com DAEMON & ISHIZUKA (1995) que encontraram o periodo de
pré-ecdise ninfal variando entre 13 e 19 dias, em condic¢des laboratoriais, corroborando
assim os dados aqui encontrados, tendo em vista que o que estes autores denominaram
de ecdise ninfal corresponde a ecdise dos neandros e das nedginas do presente trabalho.

REIS et al. (2003) analisando o efeito deletério do fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliae sobre a ecdise ninfal de Amblyomma cooperi notaram que
houve redugdo significativa no PPE de todos os grupos tratados, mesma tendéncia
registrada no total do grupo tratado com 1000 JI/ NI do presente trabalho, o que sugere
o efeito nocivo dos agentes de controle biolégico sobre os carrapatos do género
Amblyomma empregados em cada um destes experimentos.

Considerando-se os machos isoladamente nenhum dos grupos tratados
apresentou variacdo significativa do PPE em relagdo ao controle, embora possa ter
havido variacdo significativa nos PPE dos tratamentos em si. O grupo tratado com 1000
JI/ NI, teve o seu PPE aumentando significativamente de 13,30 para 14,00 dias,
variando significativamente também em relacdo aos grupos tratados com 15,6 JI/ NI,
31,2 JI/ NI, 250 JI/ NI e 500 JI/ NI. Tal aumento seja talvez uma evidéncia de que
quantidades elevadas de S. glaseri podem provocar uma mudanga na estratégia de
sobrevivéncia das ninfas em muda de Amblyomma cajennense. Em fungao da literatura
nao apresentar trabalhos que analisam este parametro em testes com carrapatos tratados
com agentes de controle, ndo foi possivel estabelecer correlagdes com a literatura
pertinente, assim como em relagdo ao periodo de pré-ecdise para as fémeas analisadas
isoladamente, o qual sofreu reducdo significativa no grupo tratado com 32,5 JI/ NI que
foi de 13,00 dias e no grupo tratado com 250 JI/ NI, cujo PPE também foi de 13,00 dias
em relacdo ao grupo controle que teve um periodo de ecdise de 14,5 dias. Esses
resultados pode ser um indicio de que as fémeas sdo mais susceptiveis a acdo do
nematoide S. glaseri, o que poderia ser previsto ja que elas apresentam um periodo de
muda mais longo do que os machos (GUGLIELMONE & MOORHOUSE, 1985).
YODER et al. (1997) citam ainda que as fémeas demoram mais para espessar sua
cuticula nesta fase nio parasitdria. Entretanto, ndo foi possivel também a realizacdo de
comparagdes com outros resultados em fung@o de ndo terem sido encontrados trabalhos
com a avaliac@o deste parametro na literatura.

Cabe ressaltar ainda que em uma das UE do grupo tratado com 1000 JI/ NI nao

havia fémeas e, portanto, o nimero de tratamentos dessa amostra diferiu dos demais, o
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que pode ser explicado pelo fato da coleta das ninfas ingurgitadas terem sido
recuperadas no 3° e 4° dias apds infestacdes dos coelhos assim como PRATA et. al.
(1998), que obteve resultados semelhantes pois as fémeas apresentam um periodo de

ingurgitamento maior do que os machos.

Periodo de ecdise

Os periodos de ecdise para adultos, englobando machos e fémeas e também para
cada sexo isoladamente estdo apresentados na tabela 2 na qual se pode notar que o PE
dos adultos, englobando machos e fémeas, foi reduzido significativamente no grupo
tratado com 1000 JI/ NI (PE=2.30 dias), em relacdo ao grupo controle (PE= 4,30 dias).
Tal variacdo pode ser um indicativo de que o nematdide S. glaseri afetou
significativamente o periodo de ecdise destes carrapatos. Entretanto, REIS, et al. (2003)
analisando a a¢do patogénica dos fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae
sobre a ecdise ninfal de Amblyomma cooperi relataram que ndo ocorreu variacdo
significativa no periodo de ecdise dos grupos tratados em relacdo ao grupo controle,
embora o percentual de mortalidade tenha sido elevado nos grupos tratados com 10 *
conidios / espécime.

Os valores encontrados para o PE total do grupo controle estdo em concordancia
com aqueles encontrados por SERRA-FREIRE (1984) que registrou um periodo de
ecdise de 3,96, utilizando neoninfas com aproximadamente a mesma idade e submetidas
as mesmas condi¢des de laboratério empregadas no presente trabalho, confirmando que
os carrapatos utilizados neste experimento estdo em concordancia com os padroes

registrados por outros autores para esta espécie.
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Tabela 2. Periodos de ecdise, em dias, de adultos e de machos e fémeas, isoladamente, de Amblyomma cajennense infectados com diferentes
dosagens de S. glaseri mantidos em estufa climatizada com UR> 80% e temperatura de 27+1°C.

Categoria Controle A Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Teste
g Grupo Controle B C D E F G H estatistico
156 NEP 312 NEP 625 NEP 1250 NEP 2500 NEP 5000 NEP 10000 NEP

Adultos n 10 10 10 10 10 10 10 io Kruskal-Wallis
X+ DP 430" £1,25 4,50"£0,71 4,3"20,82 4,20°+0,79 480" £0,48 3,70+0,92 4,50°+0,82 2,30°+1,27 Dunn
Limites 2,00-6,00 4,00-6,00 3,00-5,00 3,00-5,00 3,00-6,00 3,00-6,00 3,00-5,00 1,00-5,00

Machos n 10 10 10 10 10 10 10 10 Kruskal-Wallis
X+DP  3.30°+082 3,40%1,71 3,60%1,17 3,00 1,55 3,10"+1,52 3,60°+0,97 3.70%1.25 1.60°+0.52 Dunn
Limites 2,00-5,00 1,00-6,00 2,00-6,00 1,00-5,00 1,00-5,00 2,00-5,00 1.00-5.00 1.00-2.00

Fémeas n 10 10 10 10 10 10 10 9 Bartlett’s test
X + DP 2,30" 1,34 2,50%1,18 3,20 +1,135 2,50%1,78 2,90 +1,29 2,60 1,17 240" +1.43 1.78 0667 ANOVA
Limites 1,00-5,00 1,00-4,00 1,00-5,00 1,00-5,00 1,00-5,00 1,00-4,00 1.00-5.00 1.00-3.00

Letras mintsculas iguais na mesma linha indicam auséncia de diferencgas significativas ao nivel de 5%, entre grupos experimentais.

Unidade experimental = 10 ninfas ingurgitadas.

DP = Desvio padrio.

n= Tamanho da amostra.
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O periodo de ecdise, considerando-se apenas os machos em separado,
apresentou um aumento significativo para os grupos tratados com 15,6 JI/ NI (PE = 3.40
dias), 31,2 JI/ NI (PE = 3.60 dias), 500 JI/ NI (PE = 3.10 dias) e 1000 JI/ NI (PE = 3.70
dias), em relacdo ao grupo controle cujo periodo de ecdise foi de 3,30 dias. Tais
variagdes podem expressar o efeito deletério do nematéide S. glaseri sobre o carrapato
A. cajennense, sendo que este aumento no periodo de ecdise pode aumentar o tempo de
exposicdo destes carrapatos as adversidades ambientais diminuindo sua viabilidade ou
ainda aumentando seus riscos de serem predados.

O periodo de ecdise das fémeas ndo sofreu variagdo em nenhum dos grupos
tratados, em comparacio ao grupo controle. Ja em relacdo aos adultos ou aos machos
houve uma redugdo em todos os grupos experimentais. Como nio foram encontradas,
na literatura, andlises do periodo de ecdise para fémeas, nao foi possivel a elaboracdo de

correlacoes.

Periodo de muda

Os periodos de muda para adultos, englobando machos e fémeas e também para
cada sexo isoladamente estdo apresentados na tabela 3, na qual podemos observar que o
PM para adultos, englobando machos e fémeas, sofreu uma reducdo significativa no
grupo tratado com 500 JI/ NI (PM = 14,52 dias), em relacdo ao grupo controle cujo PM
foi de 15,29 dias, concordando com OLIVIERI & SERRA-FREIRE (1984), que
registraram um periodo muda de 15,66 dias. Dessa maneira, fica claro que, os
parametros aqui analisados para o carrapato A. cajennense estao dentro dos padrdes
estabelecidos para a espécie. Logo, a redu¢@o no periodo de muda registrada no grupo
tratado com 500 JI/ NI pode servir de base para evidenciar que S. glaseri apresentou
acdo patogénica sobre A. cajennense em quantidades elevadas e, mesmo assim, havia
um grupo tratado com dosagem superior a esta, grupo tratado com 1000 JI/ NI que ndo
sofreu variacdo estatisticamente significativa neste parametro, mas de qualquer maneira
neste ultimo foi registrado alteragdes significativas quando analisou o PPE e o PE, o que

corrobora tal suposicao.
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Tabela 3. Periodos de muda, em dias, de adultos e de machos e fémeas, isoladamente, de Amblyomma cajennense infectados com diferentes
dosagens de S. glaseri mantidos em estufa climatizada com UR> 80% e temperatura de 27+1°C.

Categoria Controle A Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Teste
Grupo Controle B C D E F G H estatistico
156 NEP 312 NEP 625 NEP 1250 NEP 2500 NEP 5000 NEP 10000 NEP
Adultos n 10 10 10 10 10 10 10 10 Kruskal-Wallis
X+DPp  1529°2045  1500"043  14,95"+049 14,75"+0,83 15,31°£0,38 14,70™+0,38 14,52°+0,45 14,321,20 Dunn
Limites 14301550 97 14,20-15,70 13,22-15,90 14,88-16,00 14,11-15,30 13,80-15,50 12,00-15,22
14,40-15,90
Machos n 10 10 10 10 10 10 10 10 Kruskal-Wallis
X+ DP 15,1°40,71 14,89%+0,56 13,00%+0,79 14,98"+1,19 15,12°+0,84 13,00"+0,65 14,10"+0,42 14,746"+14,75 Dunn
Limites  13:86-1600  14,400-1600  14,00-16,42 13,15-18,0 14,00-16,660 14,00-16,00 13,15-14,66 14,20-15,28
Fémeas n 10 10 10 10 10 10 10 9 Bartletts test
X+DP 15,66'+0,93 15,32%40,98 15,22 +0,96 15,60°+0,78 15,52°41,16 14,52'+0,88 14,80°+0,62 15,33 40,58 ANOVA
Limites  14:00-17,00 13,80-17,00  14,00-17,200 14,00-16,75 13,33-17,66 13,00-15,33 13,70-15,50 14,33-16,00

Letras mintsculas iguais na mesma linha indicam auséncia de diferencgas significativas ao nivel de 5%, entre grupos experimentais.
Unidade experimental = 10 ninfas ingurgitadas.

DP = Desvio padrio.

n= Tamanho da amostra.
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Considerando-se apenas os machos isoladamente, o PM sofreu reducdo
significativa apenas no grupo tratado com 500 JI/ NI, que foi de 14,10 dias, em relacdo
ao grupo controle que apresentou um PM de 15,1 dias, seguindo a mesma tendéncia da
andlise dos adultos como um todo, reforcando assim a aquela suposi¢cdo de que a
espécie de NEP testada neste ensaio apresenta um potencial como agente de controle
bioldgico do carrapato A. cajennense, sendo os machos mais susceptiveis aos NEP do
que as fémeas.

Ja para as fémeas, analisadas isoladamente, ndo houve variacdes significativas
nos grupos tratados, em relacdo ao grupo controle, embora todos tenham apresentado
periodos de muda superiores aos dos machos, o que era de se esperar, ja que as fémeas
apresentam um metabolismo mais intenso, devido a formacdo de estruturas reprodutivas
mais complexas do que aquelas dos machos, o que também leva ao aumento do periodo
de muda (GUGLIELMONE e MOORHOUSE, 1985), enquanto os machos precisam de
menos tempo para sofrer a ecdise ja que a exigéncia em termos de recursos € muito

menor.

Percentual ecdise (% Ec) e Percentual de mortalidade (% Mt)

Os percentuais de ecdise para adultos, englobando machos e fémeas e também
para cada sexo isoladamente estdo apresentados na tabela 4, na qual se pode notar que o
percentual de fémeas obtidas, apds a ecdise das ninfas ingurgitadas, foi menor que o de
machos em todos os grupos experimentais, o que estd de acordo com PRATA et al.
(1998), pois as ninfas que originam os machos apresentam um periodo de
ingurgitamento menor do que aquelas que originam as fémeas e como as ninfas
ingurgitadas utilizadas neste trabalho foram recuperadas no 3° e 4° dias apds infestacao
dos coelhos, isso poderia ser previsto.

E importante ressaltar que os espécimes que ndo sofreram ecdise morreram e,
sendo assim, o %Mt pode ser calculado pela subtracdo de um menos o %Ec, e dentre os
grupos tratados sé foi observada a redugdo significativa do %Ec no grupo tratado com
1000 JI/ N1, tratamento com dosagem de S. glaseri mdxima deste experimento, cujo
%EC foi de 87% e, portanto, o0 %Mt de 13,5%, depreendendo-se que elevadas dosagens

do nematdide possam ter impedido a ecdise de uma parcela relevante
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Tabela 4. Percentual de ecdise de adultos e de machos e fémeas, isoladamente, de Amblyomma cajennense infectados com diferentes dosagens

de S. glaseri mantidos em estufa climatizada com UR> 80% e temperatura de 27+1°C.

Categoria Controle A Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Teste
g Grupo Controle B C D E F G H estatistico
156 NEP 312 NEP 625 NEP 1250 NEP 2500 NEP 5000 NEP 10000 NEP
Adultos n 10 10 10 1bo IbO IbO IbO 11)0 Kruskal-Wallis
X+ DP 98% "+ 4% 96%" £ 1% 97%" 1% 95%" 1% 95%" + 7% 95%" * 5% 95%" 1% 87%" + 5% Dunn
Limites 90% - 100% 80% - 100% 80% - 100% 80% - 100% 80% - 100% 80% - 100% 80% - 100% 80% - 90%
Machos n 10 10 10 10 10 10 10 10 Kruskal-Wallis
X + DP 69%" + 14% 54%" + 14% 57%" + 19% 59%" +23% 50%" + 20% 60%*+ 11% 60%" + 16% 62%" + 16% Dunn
Limites 40%-- 90% 40% - 80% 20% - 80% 10% - 88% 20% - 70% 40% - 80% 30% - 80% 50% - 90%
Fémeas _n 10 10 10 10 10 10 10 9 Bartlett’s test
x + DP 29%" + 11% 42%"£16% 40%" + 16% 36%" + 18% 45%" + 15% 35%" £ 13% 35%" £ 13% 25%"+ 10% ANOVA
Limites 10% - 50% 20% - 60% 20% - 60% 10% - 70% 30% - 70% 20% - 60% 20% - 60% 0-44%

Letras mintsculas iguais na mesma linha indicam auséncia de diferencgas significativas ao nivel de 5%, entre grupos experimentais.
Unidade experimental = 10 ninfas ingurgitadas.

DP = Desvio padrio.

n= Tamanho da amostra.
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dos adultos. PINHEIRO (1987) constatou que A. cajennnese € mais resistente as
dosagens de agentes de controle quimicos do que B. microplus, e isso talvez possa ser
justificado pelo fato de A. cajennense apresentar uma cuticula quitinosa mais espessa do
que aquela encontrada em outros carrapatos, mais susceptiveis a infec¢do por este
mesmo nematdide, assim como testado por KAAYA et al. (2000) trabalhando com
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus appendiculatus os quais registraram um indice
superior a 60% de mortalidade com uma dosagem de 1000 JI de S. carpocapsae isolado
"DD’/ fémea ingurgitada. VASCONCELOS et al. (2003) em seu trabalho registraram
que a dosagem de JI de S. glaseri necessdria para que mais de 90% das fémeas
ingurgitadas de B. microplus morressem em 3 dias pos-infec¢do foi de 500 JI / fémea
ingurgitada. SAMISH & GLAZER (1992), com 100 JI de S. carpocapsae, isolado DT,
por espécime obtiveram 90% de mortalidade de fémeas ingurgitadas de B. annulatus,
apos oito dias de infec¢do e observaram que 200 JI / espécime proporcionaram o mesmo
indice de mortalidade, porém em apenas dois dias pds-infec¢do. Fémeas ingurgitadas de
A. americanum também foram susceptiveis as infec¢des por S. glaseri e S. riobravis
com dosagens de 5000 JI/ UE, obtendo-se 90% de mortalidade (KOCAN et al., 1998b).
Embora existam experimentos que comprovem a letalidade de S. glaseri sobre fémeas
ingurgitadas de algumas espécies de carrapatos, ndo foi possivel correlacionar a
literatura com o presente trabalho ja que aqui os bioensaios foram realizados com ninfas
ingurgitadas.

A mortalidade ndo foi significativa em seis dos sete grupos tratados, sé surtindo
efeito no grupo cuja dosagem foi de 1000 JI/ NI. Outra explicagdo possivel, para que o
efeito deletério ndo tenha sido significativo em seis dos sete grupos tratados, além do
fato de A. cajennense possuir cuticula mais espessa que outros carrapatos, pode ser o
fato de que as ninfas ingurgitadas de A. cajennense nao apresentam aberturas genitais o
que dificultou a infecc@o pelos Steinernematideos ja que estes ndo possuem denticulos
na regido anterior que facilitam a penetracdo via tegumento (GAUGLER & HAN,
2002). Ainda podemos especular que a baixa eficiéncia na infeccdo de A. cajennnese
por S. glaseri foi decorrente da capacidade que alguns carrapatos tém de produzir
secrecoes cuticulares com a propriedade de repelir ou matar os nematdides
(MAULEON et al.,1993).

Tanto os percentuais de ecdise e mortalidade quanto os periodos de pré-ecdise,
ecdise e muda poderiam ter sofrido maior influéncia dos nematdides entomopatogé€nicos

utilizados se na montagem das unidades experimentais, ndo tivesse sido adicionada
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areia nas placas de Petri, pois segundo SAMISH et al. (2000) pode ocorrer redugdo da
viruléncia pelos JI quando adicionado solo na placa de Petri. Entretanto optou-se por
incluir areia a fim de aproximar os bioensaios das condi¢des encontradas em campo.
Sendo assim, se faz necessdrio a realizacdo de novos estudos avaliando o efeito
de S. glaseri isolado Santa Rosa sobre os pardmetros biolégicos de ninfas de machos e
fémeas ingurgitadas de Amblyomma cajennense com dosagens superiores a 1000

juvenis / ninfa ingurgitada, assim como sobre diferentes tipos de substrato.



5. CONCLUSOES

* Na maioria dos grupos experimentais foram registradas alteragdes significativas dos
parametros bioldgicos das ninfas analisadas, confirmando que o nematéide € capaz de

penetrar em estiagios sem abertura genital.

* §. glaseri apresentou potencial de controle bioldgico para ninfas ingurgitadas de A.

cajennense.

* As dosagens a partir de 500 juvenis infectantes / ninfa ingurgitada foram deletérias a

determinados processos da fase nao parasitdria de A. cajennense.

* Novos estudos sdo necessdrios, ainda in vitro, com dosagens superiores a 1000

juvenis / ninfa ingurgitada, assim como com outros tipos de substratos.
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