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RESUMO - O Rhipicephalus (Boophilus) microplus, € um carrapato monoxeno, tem como principal
hospedeiro os bovinos e causam grandes prejuizos na pecuaria brasileira. O controle biol6gico tem
sido muito utilizado nos ultimos tempos, dentre eles os nematdédeos entomopatogénicos (NEPS)
gue tém se mostrado promissores para o controle do R. microplus. Este projeto tem como
finalidade avaliar a acdo do nematéide Steinernema rarum (PAM 25), através de dois testes in vitro,
um em condi¢Bes totalmente controladas, e outro realizado parte em temperatura ambiente com
substrato terra, e parte em condicdes controladas. Para o primeiro teste 3 diferentes
concentragdes, 100, 200 e 300 jis/ffémea foram avaliadas, e para 0 segundo somente a
concentracdo de 200 jis/fémea, porém com 3 tipos de tratamentos, o primeiro as fémeas
ingurgitadas foram dispostas sobre o substrato e em seguida aplicada a suspensao (F+S), no
segundo a suspensdo foi aplicada 10 minutos antes da disposi¢éo das fémeas (S+F) e no terceiro,
as fémeas foram colocadas em marcadores, sacos confeccionados com tecido de fil6 e fechados
com barbante (M). Os resultados do teste em condi¢gBes controladas, nas concentracdes de 100,
200 e 300 jis/fémea mostraram que as médias de inibicdo de postura foram de 84.03%, 93.10% e
95.80% e da eficacia do produto foram de 98.11%, 99.96% e 100%, respectivamente. J& 0s
resultados do teste com substrato terra em temperatura ambiente para os tratamentos F+S, S+F e
M, obteve médias de inibicdo de postura de 95.57%, 93.36% e 85.68% e médias de eficacia de
95.53%, 91.07% e 64.56%, respectivamente.
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IN VITRO TESTS WITH NEMATODE STERNEINEMA RARUM FOR BIOLOGICAL
CONTROL OF THE TICK RHIPICEPHALUS (BOOPHILUS) MICROPLUS
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ABSTRACT - Rhipicephalus (Boophilus) microplus, is a monoxentick, has cattle as its main host
and causes great damage in Brazilian livestock. Biological control has been widely used in recent
times, among them entomopathogenic nematodes (NEPs) that have shown promise for the control
of R. microplus. This project aims to evaluate the action of nematode Steinernema rarum (PAM 25),
through two in vitro tests, one under fully controlled conditions, and the other performed partly at
room temperature with earth substrate, and partly under controlled conditions. For the first test 3
different concentrations, 100, 200 and 300 jis/female were evaluated, and for the second only the
concentration of 200 jis/female, but with 3 types of treatments, the first engorged females were
arranged on the substrate and then applied the suspension (F+S), in the second the suspension
was applied 10 minutes before the arrangement of the females (S+F) and in the third, the females
were placed on markers, bags made with fil6 fabric and closed with string (M). The results of the
test under controlled conditions, at concentrations of 100, 200 and 300 jis/female showed that the
means of posture inhibition were 84.03%, 93.10% and 95.80% and the efficacy of the product were
98.11%, 99.96% and 100%, respectively. On the other hand, the results of the ground substrate test
at room temperature for the treatments F+S, S+F and M obtained posture inhibition averages of
95.57%, 93.36% and 85.68% and average efficacy of 95.53%, 91.07% and 64.56%, respectively.
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2. INTRODUCAO

O Rhipicephalus (Boophilus) microplus é um ectoparasita hemat6fago que possui grande
importancia veterinaria e econdémica no mundo. Esse parasito pertence a familia Ixodidae, cujos
integrantes sdo conhecidos como “carrapatos duros”. Essa familia possui mais de 600 espécies, e
todas, apresentam dimorfismo sexual e capitulo terminal em todos os estagios (GUIMARAES et al.,
2001). O R. microplus, assim como qualquer ectoparasita hematéfago, precisa se alimentar de
sangue para completar o seu desenvolvimento (GARCIA et al., 2019). O ciclo dessa espécie é
complexo e divide-se em duas fases: a parasitéria e a de vida livre. Na fase parasitaria o processo
de alimentacdo, desenvolvimento, crescimento e reproducdo decorre obrigatoriamente com o
parasito fixado ao hospedeiro. Ja na fase de vida livre, ocorre a queda das fémeas ingurgitadas
(teledginas) ao solo, a postura equivale a metade do seu peso em ovos e em seguida a morte da
teledgina (ANDREOTTI et al., 2021).

Os carrapatos sao responsaveis pela transmissdo de uma variedade de agentes
patogénicos, e cerca de 10% das espécies podem ser consideradas de importancia médico-
veterinaria por estarem envolvidas na epidemiologia de zoonoses (BRITO et al., 2006). O R.
microplus é considerado um dos maiores responsaveis pela reducdo do desempenho dos bovinos,
e com relagdo ao prejuizo econdmico na pecuaria brasileira calcula-se que esse carrapato
provoque uma perda estimada em dois bilhdes de ddlares por ano (GRISI et al., 2014).

Quando se trata do controle deste ectoparasita, a op¢cdo mais comum € 0 uso carrapaticidas
guimicos. No entanto, o uso incorreto e indiscriminado desses produtos pode gerar individuos
resistentes (PEREIRA et al., 2010). Por conta dessa resisténcia, a eficacia do controle quimico fica
limitada, portanto, passou-se a usar métodos alternativos como o manejo utilizando a rotagédo de
piquetes e 0 uso de racas bovinas resistentes ao R. microplus (SILVEIRA et al., 2014).

A utilizacdo de fungos, insetos, nematoides, virus e bactérias para o controle biol6gico de
parasitas, em geral, vem se destacando nos ultimos anos. Ha grande interesse pelo método devido
a reducdo de aplicacdo de quimicos, reduzindo a agressao ao meio ambiente e aos préprios
animais, e consequentemente, diminuindo a contaminacdo dos produtos de origem animal
(TURETA et al., 2020).

Nematoides entomopatogénicos (NEPs) sdo produzidos comercialmente em varios paises
para o controle de diversas pragas. Em diversos estudos laboratoriais foi demonstrado que
diferentes espécies de NEPs sdo patogénicos para as teledginas ingurgitadas do R. microplus
(MONTEIRO & PRATA, 2013).

Os NEPs atuam de maneira mais satisfatéria durante a fase de vida livre deste parasito,

pois é neste momento em que a fémea ingurgitada encontra-se no solo para realizar a oviposic¢éo,
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e para isso busca um ambiente com alta umidade e protegido de radiacéo solar, condicbes essas
favoraveis para a sobrevivéncia dos nematoides (MONTEIRO, 2014).

A espécie de nematoide Steinernema rarum penetra os carrapatos na fase de juvenil
infectante (J3) por orificios naturais, atuando como veiculo carreador de bactérias
entomopatogénicas que provocam a morte das teledginas, realizando assim o controle biolégico do
carrapato (MONTEIRO, 2014).

Encontra-se no mercado alguns produtos a base de nematoides para aplicagdo em solo,
esses produtos sao diluidos em 4gua e aplicados através de bombas de aspersao e sistemas de
irrigacdo. Uma das técnicas de aplicacdo dos NEPs que vem ganhando espaco é a formulagdo em
cadaveres de insetos, na qual os préprios insetos sdo colocados sobre o solo com o intuito de
dispensar os nematoides no ambiente, e consequentemente controlar a praga alvo (MONTEIRO,
2014).

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Nematoides Steinernema rarum (PAM25)

As amostras de nematdédeos foram cedidas pela Unidade Laboratorial de Referéncia em
Controle Bioldgico, do Centro Avangcado de Pesquisa em Protecdo de Plantas e Saude Animal do
Instituto Biolégico, Campinas — SP.

2.2 Cepa de carrapato

Amostras de carrapato R. microplus foram coletadas na Fazenda Experimental do Polo
Regional de Pindamonhangaba — SP.
2.3 Local

Os testes foram realizados no Laboratério de Parasitologia Animal do Instituto Bioldgico de S&o
Paulo.

2.4 Ensaio hiolégico
2.4.1 Testein vitro em condi¢cdes controladas

Para cada unidade amostral foram utilizadas 1mL de nematoides em suspensao e quinze
fémeas ingurgitadas de R. microplus. Essas unidades foram preparadas em placas de Petri, nas
quais foram colocados recortes circulares de papel filtro e sobre estes as fémeas apés a pesagem.
Em seguida aplicou-se os nematoides em suspensdo com 3 diferentes concentrac¢des: 100, 200 e
300 jis/fémea. Nas unidades do grupo controle foi aplicado 1 ml de agua destilada. O teste foi

realizado com 3 repeticoes.
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Apbs a aplicacdo, as placas foram vedadas com Parafilm, identificadas e colocadas em
estufa B.O.D a temperatura de 28°C e 80% de umidade por um periodo de trés dias. Passado este
periodo foi removido o papel filtro e o Parafilm e as placas foram mantidas na estufa com a mesma
temperatura e umidade citadas anteriormente. Depois de 15 dias os ovos foram removidos,
pesados, colocados em tubos de ensaio devidamente identificados e vedados com algodéao
umedecido. Os tubos foram colocados em estufa por mais 15 dias para a eclosédo das larvas.
Posteriormente a porcentagem de ecloséo de cada unidade amostral foi observada (Fig. 1).
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Figura 1. llustracdo do teste in vitro para avaliar a eficacia do nematoide S. rarum em fémeas
ingurgitadas de R. microplus.

Fonte: Arantes, L.J., 2022.

2.4.2 Teste in vitro com substrato terra em temperatura ambiente

Neste teste cada unidade amostral foi preparada em frascos plasticos com 12cm de didmetro
no qual foi colocado terra estéril até uma altura de 2cm. Como no teste anterior foram utilizadas 15
fémeas para cada unidade e 1ml de nematoides em suspensdo. A concentragdo utilizada neste
teste foi de 200 jis/fémea (1mL), e foram testados trés tipos de tratamento. Em um dos tratamentos
as fémeas ingurgitadas foram dispostas sobre o substrato e em seguida aplicada a suspenséo
(F+S), em outro tratamento a suspenséo foi aplicada 10 minutos antes da disposicao das fémeas

(S+F) e no terceiro, as fémeas foram colocadas em marcadores, sacos confeccionados com tecido
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de fil6 e fechados com um barbante. Os marcadores (M) foram colocados sobre o substrato apds a
aplicacdo da suspensao.

Foi estabelecido um grupo controle para os dois primeiros tratamentos no qual as fémeas
foram dispostas sobre o substrato e em seguida aplicado 1ml de agua destilada, e um outro grupo
controle para o tratamento M, no qual os marcadores foram colocados nos frascos onde havia sido
aplicado 1ml de 4gua destilada. Todos os frascos dos tratamentos F+S e S+F foram cobertos com
um pedaco de tecido (fil0) até que ocorresse a postura dos ovos, os frascos foram mantidos em
temperatura ambiente (11,2°C a 21°C).

Apos a remocao dos ovos, eles foram pesados, colocados em tubos de ensaio devidamente
identificados e vedados com algoddo umedecido. Os tubos foram colocados em temperatura
ambiente (13°C a 20°C) por 15 dias e mais 15 dias em estufa B.O.D. & temperatura de 28°C e 80%
UR para a ecloséo das larvas (Fig. 2). Posteriormente a porcentagem de eclosdo foi observada.

Cada tratamento e controle foi feito em triplicata.
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Figura 2. llustracé@o do teste in vitro com substrato para avaliar a eficacia do nematoide S. rarum em fémeas
ingurgitadas de R. microplus.
Fonte: Arantes, L.J., 2022.
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2.5 Avaliacédo da eficacia

Com os dados de peso das fémeas, peso dos ovos e porcentagem de eclosdo das larvas
calculou-se a porcentagem de inibicdo de postura e eficacia do produto de acordo com Drummond
et al. (1973).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste in vitro em condi¢des controladas, nas concentragdes de 100, 200 e
300 jis/fémea mostraram que as médias de inibicdo de postura foram de 84,03%, 93,10% e 95,80%
e da eficacia do produto foram de 98,11%, 99,96% e 100%, respectivamente (Fig. 3). Ja os
resultados do teste com substrato terra em temperatura ambiente para os tratamentos S+F, F+S e
M, obteve médias de inibicdo de postura de 95,57%, 93,36% e 85,68% e meédias de eficacia de
95,53%, 91,07% e 64,56%, respectivamente (Fig. 4). A ecloséo das larvas ocorreu em 30 dias
(quinze dias na temperatura ambiente e 15 dias em estufa na temperatura 20°C e 80% de
umidade). Na figura 5 € possivel observar as altera¢des inflamatoérias no carrapato em comparacao

com uma teledgina saudavel.
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Figura 3. Porcentagem das médias de inibicdo de postura e eficacia da acdo do nematoide S. rarum nas
concentracdes de 100, 200 e 300 NEPs/fémea sobre o carrapato R. microplus.
Fonte: Arantes, L.J., 2022.
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Percentual médio da inibigao de postura e eficacia do
produto - teste com substrato
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Figura 4. Porcentagem das médias de inibicdo de postura e efichcia do nematoide S. rarum nas
concentracdes de 200 NEPs/fémea sobre o carrapato R. microplus com substrato terra.

Tratamento F+S: fémeas dispostas sobre o substrato e em seguida a aplicacdo da suspensdo com
nematodeos.

Tratamento S+F: aplicacdo da suspensédo e apés 10 min a insergdo das teledginas.

Tratamento M: aplicagdo da suspensao e apds 10min a utilizacdo de marcadores, tecido de fil6 que envolve
as fémeas.

Fonte: Arantes, L.J., 2022.

Figura 5. Na esquerda esta representada um fémea de R. microplus infectada por S. rarum apresentando
sinais de inflamacao e na direta uma teledgina de R. microplus saudavel.
Fonte: Arantes, L.J., 2022.

Os resultados dos testes in vitro em condi¢cfes controladas apresentaram eficacia proxima
de 100% ja na dosagem de 200 jis/fémea, 0 que representa, neste caso, 3000 jis/por placa de
Petri, portanto a cepa S. rarum (PAM25) demonstra ser mais eficaz que a cepa a Steinernema
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glaseri que apresentou reducdo de 90% de postura quando aplicada na concentracdo de 5000
jis/por placa de Petri em estudo realizado por Vasconcelos et al. (2004). Outro ponto relevante é o
resultado obtido com a concentracdo de 100 jis/fémea que reduziu a postura em 84% e teve
eficacia acima de 90%, estes dados nao foram semelhantes aos resultados de Monteiro & Prata
(2013) que verificaram uma superioridade muito acentuada das espécies do género Heterorhabditis
sobre as de outros géneros, esses autores descrevem que para uma efichcia de 90% foi
necessaria uma concentracdo de 75 jis/fémea de NEPs do género Heterorhabditis em contraste a
necessidade de milhares para obter resultado semelhante com outros isolados.

A eficacia do teste utilizando substrato terra também foi expressiva, visto que em dois dos
tratamentos testados (S+F e F+S) foi acima de 90%. Os resultados obtidos com tratamento
utilizando marcadores apresentou eficicia inferior comparada aos demais tratamentos, mas ainda
assim apresentou eficacia de aproximadamente 65%. Este fato demostra que o tecido pode ser
uma barreira, impedindo o acesso dos NEPs ao carrapato e que a técnica pode ser utilizada em
casos especificos em que seja necessario proteger 0s carrapatos para alguma outra proposta de

estudo.
4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho apontam que a espécie de nematoide S. rarum (PAM
25) pode ser considerada mais um agente de controle do carrapato R. microplus e que novos

testes in vivo e no pasto podem ser desenvolvidos a partir do presente estudo.
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