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RESUMO
Fungos e nematoides entomopatogénicos sdo agentes bastante investigados para o controle
bioldgico de diversas pragas, entre elas os carrapatos. O presente estudo buscou determinar a
eficacia de fungos e nematoides, combinados ou ndo, contra fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus em ensaios laboratoriais ou de campo. Assim, ensaios em condigdes
controladas avaliaram a patogenicidade do nematoide Heterorhabditis bacteriophora HP88
sobre fémeas de R. microplus com diferentes niveis de ingurgitamento (150, 200, 250, 300 e
350 mg), e sobre fémeas provenientes de oito diferentes populacdes. Além disso, um estudo em
condigdes de campo avaliou a eficacia de H. bacteriophora HP88 formulados em cadaveres de
Tenebrio molitor em reduzir a populacdo ndo parasitaria de R. microplus em pastagens.
Também buscou-se determinar em condi¢des controladas uma combinagdo sinérgica entre
Metarhizium spp. e H. bacteriophora HP88 sobre fémeas ingurgitadas, além de determinar uma
formulagdo multiparticulada contendo microesclerédios de Metarhizium robertsii IP 146 eficaz
em produzir conidios e, por fim, determinar em condi¢6es de campo a eficacia da combinacéo
desta formulacao granular com juvenis infectantes de H. bacteriophora HP88 para controlar a
populacdo ndo parasitaria de R. microplus em pastagens em diferentes estacdes do ano (chuvosa
ou seca). Os testes de patogenicidade do nematoide em fémeas de R. microplus, ndo mostraram
variacdo no percentual de controle entre os grupos com diferentes niveis de ingurgitamento
(valores entre 98,4% e 97,5%). Também nao foram observadas diferencas de suscetibilidade
entre as fémeas provenientes de diferentes populacdes (percentuais de controle entre 89% e
99%). No teste de campo, a populagdo nao parasitaria de R. microplus foi reduzida em 73,1%
nas parcelas tratadas com H. bacteriophora HP88. Quando Metarhizium spp. foi combinado
com H. bacteriophora HP88, todos os tratamentos reduziram os parametros biologicos das
fémeas, sendo observado apenas efeito aditivo entre as combinagdes. Entretanto, quando M.
robertsii IP 146 foi combinado com H. bacteriophora HP88 em sub-doses, todos os tratamentos
apresentaram sinergismo. O teste de campo conduzido no periodo chuvoso, reduziu a populagdo
de R. microplus nas pastagens, com eficacia de 54,09% (fungo), 38,11% (nematoide) e 46,72%
(combinacdo). No periodo seco, somente o tratamento fangico reduziu a populacdo de R.
microplus, com eficacia de 26,27%. Conclui-se que os entomopatdgenos M. robertsii IP 146 e
H. bacteriophora HP88 sédo agentes promissores de biocontrole da fase ndo parasitaria de R.

microplus, apesar da eficacia do tratamento sofrer variagdo de acordo com a época do ano.

Palavras-chaves: carrapatos dos bovinos; controle bioldgico; teste de campo
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ABSTRACT

Entomopathogenic fungi and nematodes are biocontrol agents widely investigated for the
biological control of several pests, including ticks. This study aimed to determine the efficacy
of fungi and nematodes, combined or not combined, against Rhipicephalus microplus engorged
females under laboratory and field conditions. Bioassays under controlled conditions were
conducted to evaluate the pathogenicity of the nematode Heterorhabditis bacteriophora HP88
against R. microplus females with different weights (150, 200, 250, 300, and 350 mg), and
against females from eight different populations. In addition, a study under field conditions
were conducted to evaluate the efficacy of H. bacteriophora HP88 formulated on Tenebrio
molitor cadavers for controlling non-parasitic R. microplus on infested pastures. Likewise, a
study was sought to determine, under controlled conditions, the synergistic combination
between Metarhizium spp. and H. bacteriophora HP88 against R. microplus engorged females,
as well as to determine a granular formulation containing M. robertsii IP 146 microsclerotia
with potential to produce conidia when incubated onto different substrates. Lastly, a study was
conducted to determine, under field conditions, the efficacy of combined granular formulation
and H. bacteriophora HP88 infective juveniles (third stage) for controlling non-parasitic R.
microplus population on infested pastures during different seasons of the year (wet or dry).
Nematode pathogenicity to R. microplus females did not show variation of the percent control
(98.4% to 97.5%) on the groups with different weights. There were also no differences on
susceptibility of females from different populations (percent control between 89% and 99%) to
HP88. In the field test, non-parasitic R. microplus population was reduced by 73.1% in the plots
treated with H. bacteriophora HP88. Combined treatments with Metarhizium spp. and H.
bacteriophora HP88 reduced biological parameters of engorged females, with additive effect
detected. However, treatmented with M. robertsii IP 146 combined with H. bacteriophora
HP88 sub-doses demonstrated synergism. The field test conducted in the wet season reduced
the non-parasitic R. microplus population on infested pastures, with efficacy of 54.09% (fungus
only), 38.11% (nematode only), and 46.72% (fungi and nematodes combined). In the dry
period, only the fungal treatment reduced R. microplus population, with efficacy of 26.27%.
We concluded that M. robertsii IP 146 and H. bacteriophora HP88 are promising agents for
biological control of the non-parasitic phase of R. microplus, although the treatment efficacy
had varied according to the wet or dry seasons.

Keywords: cattle tick; biological control; field test
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CAPITULO 1: CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Prejuizos acarretados pelos carrapatos dos bovinos, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae) sdo bem conhecidos pela pecuaria dos paises
subtropicais ou tropicais ao redor do mundo?. Estes esto relacionados com gastos econdmicos
provenientes dos danos diretos ocasionados pela hematofagia ou suas implicagdes, como a
reducdo da producéo de carne e leite, depreciacdo do couro, subdesenvolvimento dos animais,
e os danos indiretos que sdo provenientes da transmissdo de agentes patogénicos para 0s
bovinos? 3. O controle deste parasito é frequentemente realizado com a aplicacdo de acaricidas
quimicos visando a fase parasitaria do carrapato (larvas em alimentacdo, ninfas e adultos),
geralmente sem conhecimentos técnicos e de forma incorreta, o que vem selecionando
populacdes de carrapatos resistentes as bases quimicas comercialmente disponiveis*®. Nesta
perspectiva, diferentes propostas de controle alternativo surgem para tentar amenizar o impacto
causado por estes artropodes, especialmente quando o principal método de redugdo das
populacdes perde eficacia.

A utilizacdo de organismos vivos para suprimir populacbes de artropodes que
ocasionam perdas econémicas (controle biol6gico) é uma proposta inovadora e vem ganhando
destaque visto sua aborgadem ecoldgica e indcua a seres humanos e outros vertebrados’. Fungos
e nematoides entomopatogénicos sdo potenciais candidatos para aplicacdo no controle
biolégico de carrapatos. Fungos entomopatogénicos sdao microrganismos filogeneticamente
diversificados, heterotroficos, eucaridticos, uni ou multicelulares, e capazes de invadir e
colonizar diversos grupos de invertebrados, incluindo os carrapatos® °. Nematoides
entomopatogénicos séo organismos multicelulares que possuem habilidade de parasitar e causar
morte em diferentes ordens de artropodes, incluindo os carrapatos® 1,

Os fungos entomopatogénicos causam mortalidade a partir da fixacdo de conidios
(esporos assexuais responsaveis pelo inicio da infec¢do) sobre a cuticula do artropode onde
inicia-se o processo de penetragdo ativa através da cuticula® 2. O processo de germinagéo sobre
a epicuticula ocorre geralmente apos 18 horas de contato, seguido pela formacéo de apressorio
(estrutura responsavel pela penetragdo por pressdo mecénica e enzimatica) sendo a ocorréncia
deste processo finalizada de 18 a 48 horas pos-contato. O fungo coloniza massivamente 0s

tecidos internos do hospedeiro provocando sua morte em 3 a 5 dias pds-contato!?. Os
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nematoides entomopatogénicos apOs penetrar no interior do hospedeiro, causam sua
mortalidade a partir da liberagdo de bactérias presentes em seu interior; estas sdo responsaveis
pela producio de toxinas que provocam rapida septicemia, levando os hospedeiros a morte!®
14 Apesar de diversos trabalhos reportarem a eficacia destes biocontroladores para o controle
de R. microplus em condicBes controladas'®!®, poucos estudos relatam o teste com a
combinacéo de fungos e nematoides entomopatogénicos para o biocontrole de R. microplus em
condicdes controladas ou de semi-campo'® 2°, e nenhum foi desenvolvido em condicio de
campo até 0 momento.

Sabe-se que realizar um controle efetivo de R. microplus envolve o controle dos
estagios de ambas as fases do ciclo bioldgico; a fase parasitaria em que os diferentes estagios
do carrapatos sobrevivem sobre o hospedeiro, compreende 5% do total de individuos da
populacdo presente na area, enquanto a fase ndo-parasitaria (fémeas completamente
ingurgitadas, larvas ndo-alimentadas e ovos), compreende os 95% da populagéo que estdo na
pastagem?! 22, Apesar da maior parte da populacdo viver na pastagem, o controle de R.
microplus atualmente vem sendo realizado exclusivamente com enfoque em reduzir a
populacdo que estd parasitando o hospedeiro?. O controle da fase ndo-parasitaria no Brasil
torna-se um problema pois ndo existem produtos destinados ao controle desta populagédo
especifica, seja de forma quimica ou biol6gica?® 24,

Neste contexto, estudos com abordagens mais ecoldgicas sdo de extrema
importancia para reduzir de forma consciente as popula¢fes de R. microplus. A combinacédo
de biocontroladores, fungos e nematoides entomopatogénicos, é bem estudada e aplicada para
a reducdo de pragas com importancia agricola?%’; entretanto, pouco vem sendo relatado sobre
a capacidade da combinacdo destes agentes em controlar carrapatos, especialmente o dos
bovinos. Resultados positivos utilizando fungos e nematoides combinados para reduzir a
populacéo de pragas agricolas em condicdes laboratoriais ou de campo vem sendo reportados?®-
31 Em relagdo aos carrapatos, apenas um estudo realizado em condicdes controladas reporta o
efeito desta combinagao sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus®?; desta forma, para melhor
entendimento e aprimoramento desta combinacdo, mais estudos em condigOes controladas ou
em condigdes naturais sdo importantes para elucidar o real potencial dessa abordagem no

controle de carrapatos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Rhipicephalus microplus: taxonomia, origem e distribuicéo geografica

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, conhecido popularmente como o carrapato
dos bovinos, esté classificado no Filo Arthropoda, Classe Arachnida, Subclasse Acari, Ordem
Ixodida e Familia Ixodidae®. Estudos recentes envolvendo dados morfoldgicos, reprodutivos,
genéticos e moleculares comprovaram a existéncia de um complexo de espécies de cinco
taxons, sendo eles: Rhipicephalus annulatus, R. australis, R. microplus sensu stricto (com trés
clados)®* 3. Sua provavel origem é na india e na ilha de Java, na Asia. Sua distribuicio para
outras localidades ocorreu devido a expedicGes com finalidades exploratorias realizadas no
século XVI, em que bovinos infestados eram transportados e comercializados, causando assim
a dispersdo desta espécie para as regides tropicais e subtropicais do globo terrestre, situadas
entre as latitudes de 32° Norte e 32° Sul, abrangendo a América Central, América do Sul, Africa
e Asia?® (Figura 1). No Brasil, a introducéo deste ectoparasito ocorreu no século X111 por meio
de expedicGes que transportavam animais domésticos infestados; este aracnideo encontrou aqui

condigdes climaticas favoraveis, dispersou-se e estabeleceu-se em diferentes regides do pais?
36

ANTARTIDA
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Fonte: modificado de www.descargarmapas.net

Figura 1. Distribuicdo geografica do carrapato bovino Rhipicephalus microplus. O espaco

geografico entre as linhas vermelhas situadas entre as latitudes 32° Norte e 32° Sul representam

os locais em que o carrapato estd presente. Fonte: Garcia et al. >’
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2.2 Rhipicephalus microplus: biologia, importancia econémica e desafios no controle

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae) é um
carrapato, aracnideo ectoparasito hematéfago obrigatorio de vertebrados, cujo principal
hospedeiro sdo os bovinos. Este carrapato possui ciclo biolégico monoxeno, e este divide-se
em duas fases principais: uma fase ndo parasitria composta pelos estagios de fémea
ingurgitada, ovos e larvas ndo alimentadas, e uma fase parasitaria constituida por larvas em
alimentagAo, ninfas e adultos, os quais necessitam de alimentagao para realizagdo de ecdise"8,

A fase parasitaria tem duracdo de 21 a 22 dias e inicia-se quando as larvas
infestantes presentes nas pastagens entram em contato com o hospedeiro (Figura 2). Logo estas
larvas se dispersam sobre o corpo do animal e comecam uma busca por sitios ideais para
fixacdo, iniciando o repasto sanguineo®. Apoés ingurgitamento, ainda no hospedeiro, as larvas
realizam o processo de ecdise, passando para o estagio de ninfa. As ninfas também realizam a
hematofagia e logo ap0s a ecdise, sobre 0 mesmo hospedeiro, ddo origem a fase adulta (machos
e fémeas)®. Os machos continuam por cerca de dois meses sobre o animal, e dentro deste
intervalo, permanecem fecundando as fémeas*® 41. As fémeas ap6s a copula, uma vez repleta
de sangue, separam a parte sélida do sangue (células vermelhas, brancas e plaquetas) da parte
liquida (plasma), que serd utilizada pela fémea em suas func¢Bes bioldgicas, incluindo a
maturagéo dos ovos. O contetido n&o utilizado sera devolvido para o bovino®” %,

Apbs o ingurgitamento, preferencialmente nas primeiras horas do dia, a fémea de
R. microplus se desprende do hospedeiro e cai no solo, dando inicio a fase ndo parasitaria
(Figura 2)*-0. No solo, por fototropismo negativo, a fémea busca lugares com baixa
luminosidade, temperaturas inferiores a 30 °C e umidade relativa (UR) superior a 80% para
iniciar a oviposicdo, sendo esta etapa do ciclo biolégico completamente dependente da
temperatura e da umidade relativa; grandes variagfes destes fatores podem ocasionar alta
mortalidade das fémeas, ovos e larvas?® #2. Em média, o processo de pré-postura dura de trés
dias a cinco dias ap0s o desprendimento da fémea do hospedeiro, apds este intervalo, inicia-se
0 periodo de postura que em condigdes controladas (27 °C e UR > 80%) tem dura¢do média de
15 dias, entretanto quando ocorre na natureza, pode estender-se por periodos mais longos
devido a variagBes climaticas, principalmente de temperatura e umidade*®. Durante o periodo
de pré-postura, a locomocéo realizada pela fémea também sofre influéncia destas condicdes
climaticas. Estudos reportam que em meses frios (inverno) o seu deslocamento € maior (120 a

590 cm) quando comparado com o verdo (28 a 84 cm)*3. Em campo, condicbes ideais para
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oviposic¢do séo geradas por touceiras ou estoldes de capins, folhas e gravetos, que formam uma
cobertura natural e fornecem um microclima adequado para inicio do processo de postura®, de
forma que, na busca por condicdes ideias, as fémeas podem se enterrar no solo ou penetrar nas

bases das touceiras**.

Figura 2. Esquema do ciclo bioldgico de Rhipicephalus microplus

ilustrando a fase ndo parasitaria, com ocorréncia nas pastagens, ¢ a fase

parasitaria que ocorre sobre o animal. Fonte: Garcia et al. >

As espécies pertencentes & familia Ixodidae destacam-se das outras familias de
carrapatos e de outros artropodes por possuirem um dos maiores potenciais bioticos
existentes*. Cada fémea de R. microplus ovipde aproximadamente 3.000 ovos durante seu
periodo de postura (cerca de 50% de seu peso corporal)®®. Levando em consideracéo o periodo
de maturacdo dos ovdcitos no ovario da fémea, a oviposicdo nas pastagens, o tempo de
formagdo das larvas em seu interior e a eclosdo larval, leva em média 60 dias nos meses de
temperatura e umidade elevada, e 120 dias em meses com temperatura e umidade baixa®. Logo
apos eclodidas, as larvas permanecem préximas aos ovos aguardando o enrijecimento de suas
cuticulas por aproximadamente sete dias. Apds enrijecimento, as larvas migram para o apice da
vegetacdo por geotropismo negativo e fototropismo positivo, se aglomeram e permanecem

viaveis por meses a espera de hospedeiros, iniciando assim a fase parasitaria (Figura 3)%" %,
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Estas larvas utilizam mecanismos para localizar hospedeiros susceptiveis presentes no
ambiente; elas sdo capazes de detectar estimulos ou bioprodutos liberados pelo hospedeiro
como o odor, vibragdes, sombreamento ou o didxido de carbono expirado (CO2)3 por meio do
orgdo sensorial denominado 6rgdo de Haller presente no tarso de suas pernas dianteiras. Apds
recebido o estimulo, ficam em posicdo de alerta apoiando-se na vegetagdo com dois pares de
pernas e agitando o terceiro par em movimento de lacadas*®. Este comportamento de aglomerar
no apice das gramineas, além de facilitar o acesso das larvas aos hospedeiros também evita ou

diminui a perda de 4gua para o ambiente e as protege contra a radiacio solar*,

Figura 3. Larvas infestantes de Rhipicephalus microplus
presentes em pastagem de Panicum maximum BRS Quénia.

Fonte: Arquivo proprio.

Do ponto de vista econdémico, R. microplus possui maior importancia na regiao
Neotropical, causando no mundo prejuizo estimado entre 13,9 e 18,7 bilhGes de ddlares
anualmente*” *8, Somente no Brasil 0 prejuizo é estimado em 3,24 bilhdes de dolares* e estes
gastos estdo associados a perdas na producdo de carne e leite, deprecia¢do do couro, custos com
medicamentos para tratamento de miiases e de enfermidades causadas por macro e
microrganismos, além de custos com carrapaticidas quimicos e mao-de-obra qualificada para
tratamento dos bovinos?, Um dos grandes problemas do parasitismo por R. microplus é a

transmissdo dos agentes causadores da babesiose bovina ocasionada por protozoarios
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pertencentes ao género Babesia Starcovici, 1893 (Piroplasmida: Babesiidae) e da anaplasmose
bovina ocasionada por bactérias pertencentes ao género Anaplasma  Theiler, 1910
(Rickettsiales: Anaplasmataceae). Estas sao doencas que possuem alta morbidade e, devido a
sintomatologia similar, sdo agrupadas em um complexo chamado “tristeza parasitaria bovina”
que pode levar os animais parasitados a obito? %',

De modo a minimizar os problemas acarretados pelos ectoparasitos, a utilizagéo de
compostos quimicos torna-se uma ferramenta eficaz de controle; mediante seu rapido efeito,
sua utilizacdo difundiu-se pelo mundo tornando o método mais utilizado para esta finalidade®.
Entretanto, devido ao uso continuo desses compostos, aliado a auséncia de estudos prévios para
a selecdo de bases ideais e acompanhamento técnico, populacdes de R. microplus resistentes
vém sendo selecionadas® °. Atualmente, ha diversos relatos de populacdes de R. microplus
resistentes a todas as bases quimicas disponiveis no mercado®® 2, Além do problema da selecio
de populagOes resistentes, outros problemas sdo decorrentes do uso indiscriminado de
acaricidas quimicos, como a poluigdo do ambiente e intoxicagdo de animais e humanos® >,
Outro fator limitante para a realizacdo do controle do carrapato dos bovinos deve-se a sua
dindmica populacional; estudos comprovam que em uma area infestada por este carrapato,
apenas 5% da populacdo encontra-se parasitando o hospedeiro, sendo estes os estagios de larva
em alimentac&o, ninfas e adultos?> ® (Figura 4). Os outros 95% estdo vivendo no ambiente,
sendo composto por larvas ndo-infestantes e infestantes, fémeas em periodo de pré-oviposicao

ou em oviposicao, e ovos em incubacdo?® 3 (Figura 4).
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Fase Ndo Parasitdria

Fémeas ingurgitadas em

' fases de pré-postura e
: ! postura, ovos e larvas,

Figura 4. Representacdo grafica da dinamica populacional de

Rhipicephalus microplus e os estagios que compdem cada fase do

ciclo biolégico. Fonte: Arquivo proprio.

Apesar da maior parte da populacdo de R. microplus estar presente na pastagem, o
seu controle atualmente vem sendo realizado exclusivamente com enfoque em reduzir a
populacdo que esta parasitando o hospedeiro?®. Este método de controle direcionado somente a
uma fase do ciclo do carrapato torna-se um grande gargalo no seu controle efetivo, pois desta
forma a infestacdo de R. microplus pode ocorrer de forma continua, visto que o hospedeiro ja
infestado, ao ser solto em um pasto infestado (ausente de tratamento), pode reinfestar-se com
novas larvas ao mesmo tempo em que fémeas ingurgitadas (presentes em seu corpo) estdo
caindo ao solo, tornando assim o ciclo deste ectoparasito continuo anualmente®. Novas
alternativas de controle que visam controlar o carrapato na fase ndo parasitaria ou parasitaria
vém sendo estudadas; entre elas, pode-se citar a utilizacdo de vacinas, uso de metabdlitos de
plantas (primarios ou secundarios) e o controle bioldgico por meio da utilizagdo de organismos

artropodopatogénicos, como predadores, parasitos e patogenos®® 7.

2.3 Controle bioldgico e suas vertentes

O controle biolégico é um processo definido como a utilizagdo de qualquer

organismo vivo (predadores, parasitos ou patogenos) com finalidade de reduzir, controlar ou
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suprimir populacdes especificas de artropodes que sejam prejudiciais e que podem tornar-se
pragas®®. Quatro estratégias sio empregadas para possibilitar a acdo desses inimigos naturais
dentro do controle bioldgico: 1) importacdo ou controle classico, ocorre por meio da insercao
de um antagonista natural em uma area em que a espécie invasora é exotica; 2) aumentativo,
realizado pelo aumento da populacdo existente de entomopatdgenos no ambiente, de forma a
limitar ou diminuir a populacdo do artropode-praga; 3) conservacao, realizada por meio de
modificagdes no manejo da area estudada visando viabilizar a permanéncia do inimigo natural,
4) aplicacao de pesticidas bioldgicos, que consiste na utilizacdo de produtos comerciais a base
de entomopatdgenos no ambiente em que o artrépode-alvo se encontra® ®°. Todas as quatro
formas de aplicacéo sdo inofensivas para humanos e outros vertebrados®.

O sucesso da aplicacdo esta intrinsecamente ligado ao conhecimento detalhado de
diversas variaveis, como 0 organismo natural patogénico para a praga em questdo, sua
densidade populacional e a biologia de ambos (antagonista e artropode-alvo); estes
conhecimentos somados possibilitam o uso efetivo do controle biol6gico®. Este processo pode
se tornar permanente assim que utilizado, devido ao estabelecimento do inimigo na populacao
e possivel protecdo de longo prazo contra as espécies pragas®. Além de apresentar algumas
vantagens quando comparado ao controle quimico, como a dificuldade dos artropodes em
desenvolver resisténcia aos organismos utilizados para controle, 0 método biolégico de controle
n&o polue o ambiente e é indcuo aos animais vertebrados’.

Parte do controle bioldgico, o controle microbiano é uma area em ascensao no
ambito da patologia de invertebrados, ciéncia com enfoque em enfermidades que acometem
artrépodes e sdo ocasionadas principalmente por virus, bactérias, nematoides e fungos
entomopatogénicos®?. Este processo se resume em utilizar patdgenos como ferramenta para
suprimir populacdes de artrépodes pragas. Para isso, € necessario identificar patdgenos capazes
de causar infeccdo e consequentemente morte a espécie alvo, além de buscar metodologias
eficazes para a estabilizacdo do propéagulo, armazenamento sem perda de viabilidade e

desenvolvimento de métodos de producio e distribuicdo economicamente viaveis®.

2.4 Controle bioldgico de carrapatos utilizando fungos entomopatogénicos

Diversos programas para controle de artropodes em campo tém utilizado fungos
entomopatogénicos como antagonistas de artropodes-pragas. No Brasil, o controle microbiano

com fungos entomopatogénicos ¢ amplamente empregado, sobretudo para controle de pragas
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agricolas, sendo Metarhizium anisopliae s.I. (Hypocreales: Clavicipitaceae) e Beauveria
bassiana s.I. (Hypocreales: Cordycipitaceae) as espécies mais utilizadas®®. Entretanto, os
fungos entomopatogénicos possuem capacidade de infectar e causar doencas nao somente em
artropodes de importancia agricola, mas também séo capazes de causar doencas em artropodes
de importancia médica e veterinaria®” %,

Os fungos entomopatogénicos sdo organismos eucariontes, heterotréficos, que
podem ser uni ou multicelulares, e reproduzem de forma sexuada ou assexuada®. Na natureza,
estes fungos podem ser encontrados parasitando artrépodes, habitando o solo, e no interior de
plantas devido sua capacidade endofitica®. Pertencem ao reino Fungi e estdo distribuidos em
dez filos; possui destaque o filo Entomophthoromycota, composto por 280 espécies, e
Ascomycota com 64.000 espécies®® 7, sendo este Gltimo responséavel por aproximadamente
80% das doencas em artropodes’. Entre os patégenos de artropodes, os fungos
entomopatogénicos destacam-se em programas de controle biol6gico, sendo capazes de aderir
e infectar o hospedeiro através de sua cuticula externa® ,

Os esporos produzidos de forma assexuada (conidiogénese), também chamados de
conidios, sdo estruturas capazes de iniciar a infeccdo fangica nos artropodes® %8, O processo de
infeccdo inicia-se com a adesdo dos conidios a cuticula do artrépode por meio de interagdes
eletrostaticas®; apos a adesdo, ocorre o desenvolvimento do tubo germinativo e, logo apos,
ocorre a formagéo de uma estrutura de penetracio denominada apressorio'?. Para conseguir
romper a principal barreira do hospedeiro, o fungo necessita utilizar mecanismos enzimaticos
e mecanicos*?. Uma vez que o fungo realiza com sucesso a penetracdo através da cuticula e
chega a hemocele, passa a desenvolver-se sob a forma de corpos hifais, passando a colonizar o
corpo do artrépode’® 1. Apos colonizar, o fungo pode matar o hospedeiro por danos acometidos
pelo desenvolvimento das hifas em seu interior, inani¢cdo (consumo dos nutrientes necessarios
a sobrevivéncia do artropode) e intoxicacdo’?. Caso ocorra a morte do hospedeiro, o fungo se
exterioriza sob condicbes apropriadas de temperatura e umidade. No ambiente externo ao
hospedeiro, inicia-se o processo de conidiogénese, resultando na producao de novos conidios e

reiniciando o ciclo do patégeno” 7 (Figura 5).
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Conidios dispersos no umbiente entram em
contato com a cuticulu do carrapato
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Figura 5. Ciclo biolégico de fungos entomopatogénicos pertencentes a
ordem Hypocreales em fémea ingurgitada de carrapato da familia
Ixodidae.

Fonte: Artur Franco.

Diversos estudos reportam a eficacia destes entomopatégenos contra carrapatos em
laboratorio, utilizando diferentes propéagulos dos fungos entomopatogénicos® 6. Entretanto,
apesar da eficacia em laboratorio ser comprovada, sob condic¢des ideais para o desenvolvimento
fangico, condi¢Bes climéticas frequentemente encontradas no campo podem reduzir sua
eficacia no controle biol6gico de pragas. Nesta area, é necessario estabelecer formulagdes que
permitam aos propagulos resistir aos efeitos abidticos extremos”. Estes limitantes s&o descritos
como condi¢des ambientais climaticas ou ndo-climaticas, responsaveis por reduzir a eficacia
dos entomopatdgenos em campo'™ 7, tais como: radiacdo ultravioleta, altas temperaturas e
baixa umidade relativa. Estes diferentes fatores de estresse podem impactar diretamente no
desenvolvimento, na viabilidade e na viruléncia dos microrganismos para o controle dos
artropodes-pragas’®’®, por ocasionarem danos celulares, interferindo em fungdes essenciais dos
microrganismos®.

A formulacéo é responsavel por facilitar a aplicacdo e proteger o propagulo contra
fatores abidticos que podem inviabiliza-10%, propiciando a mistura de um ativo (propagulos do

fungo) com adjuvantes, visando melhorar sua distribuicdo, estabilizagdo e armazenamento.
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Diferentes formulagdes contendo propagulos flngicos vém sendo estudadas para viabilizar o
controle de carrapatos. Trabalhos utilizando conidios de M. anisopliae s.l. formulados em agua
com polissorbato 80 (Tween 80®), que possui a funcdo de dissipar os conidios hidrofobicos, foram
as primeiras formulagdes a despertar o interesse de pesquisadores.

Benjamin et al.8! realizaram um tratamento via aspersdo de um bioproduto a base
de Metarhizium anisopliae ESC 1 formulado em agua sobre vegetacéo infestada artificialmente
com adultos de Ixodes scapularis (Acari: Ixodidae) e apds 6 dias de tratamento 0s carrapatos
foram coletados e a mortalidade avaliada durante 4 semanas, obtendo no final deste periodo
uma reducéo da populagéo superior a 50%. Tratamentos consecutivos por aspersédo contendo
suspensdo aquosa de M. anisopliae ESALQ 959 para o controle de larvas de R. microplus
adicionadas artificialmente na vegetacio foram realizados por Bittencourt et al.®? apds a
primeira aplicacdo o percentual de eficacia obtido foi de 17,42%, apds a segunda 52,26% e na
Gltima aplicacéo 53,78%. Garcia et al.® realizaram aspersio de conidios de M. anisopliae E9
sobre vegetacdo naturalmente infestada com larvas de R. microplus, entretanto, o tratamento
ndo foi eficaz em reduzir a populacdo ambiental de larvas.

Embora haja resultados positivos na utilizacdo de suspensdes aquosas nos ensaios
com carrapatos, estudos vém demonstrando que conidios quando formulados em dleo
apresentam resultados mais promissores quando comparados aos formulados em agua’® 8.
Camargo et al.® avaliaram o efeito de conidios do bioproduto Metarril® SP Organic (isolados
ESALQ 1037 e ESALQ E9) formulado em 10% de 6leo mineral sobre todas as fases parasitarias
de R. microplus em bovinos estabulados infestados artificialmente, e reportaram eficacia média
de 47,74% em relacdo ao grupo controle agua e de 40,89% em relacdo ao controle 6leo. Outro
estudo realizado por Camargo et al.® realizaram o tratamento por aspersdo sobre bovinos a
campo infestados naturalmente utilizando o mesmo bioproduto a base de conidios de M.
anisopliae formulados em 10% de 6leo mineral com adic&o de 1% de Tween 80® para controle
de todas as formas parasitarias de R. microplus, obtendo ap6s 24 dias do primeiro tratamento,
eficacia média de 75,09% quando comparado ao grupo controle agua, e eficacia de 46,59% em
relagdo ao grupo controle oleo.

Outra formulacéo estudada para o controle de carrapatos utiliza gel polimerizado
de celulose como veiculo. Souza et al.®” aplicou no pavilhdo auricular de equideos, a
formulacdo de conidios de B. bassiana em gel e obteve reducdo dos diferentes estagios em até
80%, enquanto no grupo controle agua ou gel puro a reducédo observada foi menor que 10%.

Nestas pesquisas, a utilizacdo destas tecnologias (Tween 80®; emulsdo 6leo-agua e gel
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polimerizado) possibilitou a obtencdo de resultados positivos para a reducéo da populacédo de
carrapatos. Outras tecnologias estdo disponiveis para formular os propagulos fangicos, sendo
elas: a) p6 molhavel, quando adicionado a agua, forma-se uma suspensdo aquosa contendo o
ativo, aplicado por pulverizacdo; b) iscas, neste tipo de formulacdo um atrativo € inserido de
modo que ocorra a ingestao do ativo pelo artropode-alvo; c) suspensdo emulsionavel, composta
pelo ativo, um composto oleoso e um emulsificante, pronto para uso apés diluicdo em agua; d)
granulos, formas sélidas multiparticuladas com distribuicdo parcialmente uniforme que contém
0 ativo aderido a um transportador inerte ou com propriedades que favorecem a conidiogénese,
podendo ser utilizado pelo fungo como fonte nutritiva®® 8°,

Faria e Wraight® relatam que 62,7% dos produtos bioldgicos disponiveis no
mercado mundial que utilizam fungo como ativo sdo a base de esporos assexuais, e destes
41,2% sao baseados exclusivamente em conidios. Outro propagulo fungico que também merece
destaque sdo 0s blastosporos, estruturas andlogas aos corpos hifais encontrados naturalmente
na hemocele dos artropodes durante o processo de infecgdo®®. Estes, possuem caracteristicas
que tornam sua utilizacdo promissora no biocontrole de artrépodes: sdo capazes de induzir
patologias em invertebrados e necessitam de menos tempo para iniciar o processo de infec¢do
quando comparados com conidios; além disso, possuem menor custo de producao e tempo para
producdo em larga escala. Entretanto, apesar de ndo serem estruturas de resisténcia,
formulaces adequadas podem protegé-los contra fatores abidticos, além de melhorar sua
eficacia em bioprodutos®® %92, O mesmo estudo de Faria & Wraight® citou que apenas 4,1%
dos micoinseticidas registrados no mundo sdo baseados exclusivamente em blastosporos.
Levantamentos mais recentes mostram que no Brasil existem atualmente 82 bioprodutos
registrados a base de entomopatdgenos, e que 60% destes possuem propagulos de fungos como
bioativo, 29% de bactérias, 10% de baculovirus e 1% de nematoides®*. Para o controle de &caros
e carrapatos, 28 pesticidas bioldgicos estdo disponiveis no mercado mundial, entretanto no
Brasil ndo existem produtos registrados para esta finalidade?* &,

Algumas espécies de fungos quando cultivadas em meio liquido especifico com
relacdo carbono nitrogénio (C:N) de 30:1 produzem agregados de hifas melanizadas, estruturas
que sdo mais resistentes a dessecacio, denominadas de microesclerodios®®. Estes propagulos
possuem reserva propria de nutrientes e, quando expostos a condi¢des climaticas favoraveis,
sdo capazez de produzir conidios a partir de suas hifas. Por esta caracteristica em especial,
tornou-se um candidato promissor para ser utilizado em testes para controle de artrépodes que

possuem alguma fase de vida no solo®. Visto que o solo é um ambiente favoravel para o
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desenvolvimento fungico, uma vez que encontra condicGes amenas de temperatura e umidade
devido a presenca da vegetacio®.

Resultados positivos vém sendo apresentados com a utilizacdo de formulagao
granular contendo microesclerddios para o controle de carrapatos. Behle et al.** avaliaram em
laboratdrio a eficacia de formulacéo granular contendo microesclerodios de M. brunneum para
controle de ninfas ndo-alimentadas e alimentadas de Ixodes scapularis e obtiveram eficacia do
tratamento de 56% (ninfa ndo alimentada) e 72% (ninfa alimentada). Assim, a utilizacdo de
granulos torna-se uma estratégia ideal para controlar as fases de vida livre do ciclo do carrapato
dos bovinos, uma vez que no ambiente estdo presentes os estagios de larvas ndo-infestantes e
infestantes, fémeas em periodo de pré-oviposicdo, em oviposicdo e ovos em incubagdo. Os
granulos quando aplicados em ambientes com umidade e temperatura ideais, formam uma zona
infectante contendo diversos focos compostos por conidios produzidos a partir dos
microesclerédios e, desta forma, quando qualquer estdgio movel passar, uma quantidade
suficiente de conidios podera aderir & sua cuticula e iniciar o processo de infecgao® %,

Mediante a esta perspectiva, a escolha de cada propagulo para testes em condicGes
de campo e semi-campo deve ser baseada em conhecimentos prévios sobre a susceptibilidade
do hospedeiro ao isolado/propéagulo, sua viruléncia, e da suscetibilidade destes as condi¢Bes

ambientais.

2.5 Controle bioldgico de carrapatos utilizando nematoides entomopatogénicos

Nematoides entomopatogénicos sdo organismos multicelulares que possuem
habilidade de parasitar e causar morte em diferentes artropodes que tenham pelo menos uma
etapa de seu ciclo bioldgico no solo® %, Eles pertencem a ordem Rhabditida (Nematoda:
Secernentea) e sdo classificados em duas familias: Steinernematidae Chitwood & Chitwood,
1937 e Heterorhabditidae Poinar, 1976. A primeira familia € composta por dois géneros:
Steinernema Travassos, 1927 e Neosteinernema Nguyen & Smart, 1994, enquanto a segunda
familia é formada pelo género Heterorhabditis Poinar, 1976.

Os nematoides dos géneros Steinernema e Heterorhabditis possuem, em seu
interior, bactérias simbiontes dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus, respectivamente®: %
Uma vez que os juvenis infectantes de terceiro estadio (forma infectante) penetram o organismo
do hospedeiro via aberturas naturais (abertura oral, anus e espiraculos) ou por penetracéo ativa

através da cuticula (realizada somente por alguns representantes do género Heterohabditis®®),
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liberam as bactérias que inicialmente produzem compostos com a¢do antifungica e antibidtica,
impedindo a competicdo por nutrientes com outros microrganismos® 1%, Logo apds sua
dispersdo e multiplicacdo, estas bactérias causam, por meio da acdo de toxinas, a morte do
hospedeiro® 14101,

Em relacdo as fases de vida dos nematoides entomopatogénicos, existem trés fases
distintas: ovo, juvenis (J1, J2, J3 e J4) e os adultos (fémeas, machos e em alguns casos,
hermafroditas)® 1°2, O ciclo em insetos inicia-se com a penetragdo dos juvenis infectantes (JIs)
de terceiro estadio (J3), que ocorre através das aberturas naturais do hospedeiro ou de sua
cuticula. Os JlIs capazes de encontrar os hospedeiros por meio de diferentes mecanismos, como:
identificacdo de produtos de excrecdo, niveis de CO, e gradientes de temperatura®. Apos
localizarem o hospedeiro, penetram e alcangcam a hemocele do artropode. Uma vez sendo bem
sucedidos, os JIs liberam as bactérias presentes em seu trato alimentar, que se multiplicam e
juntamente com o0s nematoides contribuem para sobrecarregar o sistema imunoldgico do inseto
e, desta forma, levando-o a morte’®>. Em seguida, os Jls se alimentam de tecidos e
consequentemente das bactérias, ap6s um tempo sofrem muda e tornam-se J4 que dardo origem
aos adultos hermafroditas (primeira geracdo). O adulto ira reproduzir e dar origem as proximas
geracOes; assim, estes nematoides podem completar duas a trés geragGes no interior do
artrépode. Quando os nutrientes se extinguem, os J3 recentes (JIs) contendo as bactérias deixam
o cadaver e buscam novos hospedeiros®! 1! (Figura 6-A). Entretanto, quando a penetracéo
acontece nos carrapatos, ela pode ocorrer pelas duas vias: direta e indireta, mas nao ha producéo
de progénie (Figura 6-B). Alguns estudos reportam que ap6s alcancar a hemolinfa do carrapato,

os juvenis liberam as bactérias simbiontes, mas por motivos ainda desconhecidos, morrem 1%,
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Figura 6. Ciclo biologico de nematoides entomopatogénicos pertencente a familia
Heterorhabditidae em larvas de Galleria mellonella L. (A) ou em fémea ingurgitada da
familia Ixodidae (B). Fonte: Artur Franco.
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Entre as diversas espécies de nematoides entomopatogénicos, trés comportamentos
para realizar a busca por hospedeiros susceptiveis sdo conhecidos, sendo eles categorizados em:
1) cruzador, realizam busca ativa pelo hospedeiro no ambiente, realizando pausas curtas para
escaneamento; 2) emboscador, permanece no ambiente realizando nictacdo, comportamento de
erguer o corpo apoiado sobre a porg¢ao posterior no substrato, de modo que a porcao anterior
permaneca livre “escaneando”, ¢ quando o hospedeiro é detectado, “salta” em sua diregdo; 3)
mistos, podem realizar busca ativa pelo hospedeiro ou realizar reconhecimento do ambiente por
nicta(;éol3' 102, 104, 105_

Sabe-se atualmente que a infecgdo por estes entomopatdgenos ocorre em dezesseis
espécies de ixodideos e trés de argasideos® 1% 197 Entre os diferentes estagios dos carrapatos,
0s mais suscetiveis para a infeccdo sdo as fémeas ingurgitadas, seguidas pelos adultos nédo
ingurgitados; por outro lado, ninfas sdo um pouco resistentes, enquanto larvas sdo mais
resistentes que as ninfas e ovos sdo totalmente resistentes® 1% 1% A ytilizacio de nematoides
entomopatogénicos para o controle do carrapato dos bovinos vem sendo bastante estudada; até
0 presente momento, 11 isolados foram testados, sendo cinco do género Steirnernema e seis do
género Heterorhabditis!'®. Destes nematoides testados, os do género Heterorhabditis sdo os
que apresentam melhor eficacial'®. Monteiro et al.}” avaliaram em condicdes controladas a
eficacia do nematoide Heterorhabditis bacteriophora HP88 em reduzir os parametros
biolodgicos das fémeas ingurgitadas de R. microplus e concluiram que este isolado tem alto
potencial para reduzir diferentes parametros bioldgicos das fémeas, além de promover
percentuais de controle superiores a de outros isolados do género Heterorhabditis e
Steirnernema. Outro estudo desenvolvido por Monteiro et al.'® complementou os resultados
obtidos no estudo anterior, e verificou o tempo necessario para maior efetividade na reducao
dos parametros biologicos das fémeas em condicdes laboratoriais e concluiu que 24 horas de
exposicdo sdo necessarias para obter eficacia significativa.

Apesar de diversos resultados promissores, especialmente em condicoes
laboratoriais, assim como os fungos entomopatogénicos, os nematoides também podem ser
prejudicados pela exposicdo prolongada a fatores abidticos extremos, como: temperatura,
radiacdo ultravioleta, umidade relativa e pH do solo®. Para diminuir esse efeito, formulacoes
adequadas podem permitir o uso efetivo desta ferramenta de controle no campo?. A utilizacéo
da formulacao inseto cadaver (larvas de insetos infectadas com nematoides entomopatogénicos)
tornou-se uma abordagem efetiva, econémica e simples quando comparada com outras formas

de tratamento comumente utilizadas no campo, como as aplicac¢6es de JIs formulados em agua,
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realizada por meio de sistemas de irrigacdo ou uso de pulverizadores!'! 112, juvenis infectantes
provenientes destes cadaveres infectados apresentam maior capacidade dispersiva, viruléncia e
sobrevivéncia no solo do que os formulados em agua!" 12, A aplicagio da formulacio inseto
cadaver em ambientes com coberturas vegetais (por exemplo, pastagens) fornecem um
microclima adequado para a sobrevivéncia dos Jls, conferindo protegdo contra fatores abioticos
estressantes!'®,

Trabalhos recentes demonstram a eficacia de nematoides formulados em inseto
cadaver para controlar fémeas ingurgitadas de R. microplus em condic¢Ges controladas ou de
semi-campo. Monteiro et al.1% avaliaram o efeito de nematoides formulados em inseto cadaver
(H. bacteriophora HP88, Heterorhabditis indica LPP1, Steinernema feltiae SN, e S.
carpocapsae ALL) em condicdes controladas contra fémeas ingurgitadas de R. microplus e
concluiram que os nematoides veiculados em formulacdo inseto cadaver séo eficazes contra as
fémeas, com destaque para os nematoides do género Heterorhabditis que foram os mais
eficazes. Monteiro et al.?’ avaliaram a eficacia de quatros espécies de Heterorhabditis (H.
bacteriophora HP88, H. baujardi LPP7, H. indica LPP1 e H. bacteriophora LPP30) contra este
estagio da fase ndo parasitaria de R. microplus em potes contendo Urochloa decumbens. Dentre
os isolados testados, os mais eficazes foram H. bacteriophora HP88 e H. baujardi LPP7; no
dia 12 pds-tratamento, a mortalidade das fémeas ingurgitadas atingiu 90% ou 74%, e a postura
de ovos também foi reduzida em 97,2 e 91,9%, respectivamente.

Além das limitacGes quando expostos a fatores abidticos adversos, 0s
entomopatogenos ao serem utilizados como ferramenta de controle em ambientes voltados para
setores como agricultura e pecuaria podem enfrentar outros limitantes, como sua combinacgéo
involuntaria com diferentes produtos quimicos utilizados para a mesma finalidade!'4. Somadas
a estas adversidades, a presenca de outros entomopatdgenos também pode proporcionar efeitos
a essa combinacéo, sendo eles aditivo, sinérgico ou antagonico? 2% 115,

O efeito aditivo ocorre quando os agentes combinados atuam independentemente
um do outro, em outras palavras, ndo existe interacio entre eles''®. Ja o sinergismo ocorre
quando a soma dos efeitos da combinacdo de dois agentes é superior aos efeitos individuais
guando estes atuam sozinhos, a eficacia de um efeito sinérgico sera maior do que a obtida em
um efeito aditivo®'®, Antagonismo entre dois agentes ocorre quando a sua interagio possui uma
eficacia menor do que a obtida em um efeito aditivo, ocorrendo uma reagdo antagdnica entre
eles, reduzindo a eficacia de sua combinagio®!®. Diversos fatores influenciam essas interacdes,

como o artrépode hospedeiro, as espécies dos agentes que serdo combinados, além da
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quantidade de agentes utilizada e o tempo de aplicacio dos agentes®® 2% 115 Entretanto, os
processos que induzem o sinergismo entre diferentes agentes de biocontrole, ndo séo bem
conhecidos; supde-se que um dos agentes atue como um fator estressante. No caso da
combinacédo entre fungos e nematoides entomopatogénicos, o fungo atuaria como o estressor
debilitando o hospedeiro; desta forma, tornando o hospedeiro mais suscetivel a infeccéo pelos
nematoides?® %,

Alguns atributos dos nematoides entomopatogénicos 0s tornam potenciais
biocontroladores de artropodes: sua producdo possui metodologia barata e simples de ser executada,
sendo necessario apenas um hospedeiro susceptivel ou meio de cultura adequado. Sua fécil
aplicacdo em campo é de simples execucdo, seja por aplicacBes de suspensdes agquosas ou
formulacdo inseto cadaver, ndo necessitando de ferramentas especificas ou onerosas para ser
realizada. Ao ser aplicado no campo, o proprio microrganismo realiza a busca ativa pelo hospedeiro,
no caso o artrépode-praga, além de possuir compatibilidade com outros microrganismos e diferentes
pesticidas, alta especificidade, e por nio ser capaz de infectar vertebrados®® 192,

2.6 Estudos da combinacdo de nematoides e fungos entomopatogénicos para controle de

artropodes

A utilizacdo de fungos entomopatogénicos com o propoésito de controlar pragas é
uma técnica relativamente antiga quando comparada com a utilizacdo de nematoides®. O
primeiro relato do uso de fungo como antagonista de insetos foi em meados dos anos 1800, ja
a comercializacdo deste organismo como um micoinseticida é datada por volta do ano de
19605, A utilizacdo de nematoides entomopatogénicos para 0 mesmo propdsito vem sendo
cada vez mais estudada, com alguns casos de sucesso quando aplicados em programas de
controle bioldgico de pragas!!’. Entretanto, pouca aten¢éo vem sendo designada ao estudo da
combinagao destes entomopatdgenos para controle de artropodes*'®. Atualmente, a maioria dos
estudos que investigou a combinacdo de fungos e nematoides entomopatogénicos para 0
controle de artrépodes foi realizada com insetos pertencentes as ordens Coleoptera e
Lepidoptera26' 29,119-121

De forma a aumentar a eficacia do controle biolégico de pragas utilizando a
combinacédo de fungos e nematoides entomopatogénicos, estudos com estes entomopatogenos
combinados para o controle de diferentes ordens de insetos vem sendo reportados. Ansari et

al.® em ensaios realizados em condicdes controladas ou em casa de vegetacdo observaram



38

efeitos aditivos ou sinérgicos da combinagéo de M. anisopliae CLO 53 com H. megidis VBM30
ou Steinernema glaseri NC sobre o besouro Hoplia philanthus Fuesslin, 1775 (Coleoptera:
Scarabaeidae). Em condigbes controladas, Shapiro et al.*?? investigaram a combinagdo de H.
indica ou S. carpocapsae com M. anisopliae, B. bassiana ou Cordyceps fumosorosea (=
Paecilomyces fumosoroseus) ou com a bactéria Serratia marcescens sobre o besouro Curculio
caryae Horn, 1873 (Coleoptera: Curculionidae), e obteve antagonismo em todas as
combinagbes de patogenos, exceto H. indica combinado com M. anisopliae ou uma das
concentracdes de S. carpocapsae associadas ao fungo ou a bactéria, para os quais foram
observados efeitos aditivos.

Complementando os estudos anteriores realizados em condig0es controladas e em
casa de vegetacdo, Ansari et al.?® avaliaram em condicdes de campo a eficacia da combinacio
de M. anisopliae CLO 53 ou formulacdo comercial de H. bacteriophora para reduzir a
populagdo ambiental de H. philanthus, os tratamentos combinados resultaram em efeitos
aditivos ou sinérgicos, causando percentuais de controle superiores a 95% quando 0s
nematoides foram aplicados quatro semanas apds o fungo. Acevedo et al.*! investigaram, em
condicdes controladas, a eficacia da combinacéo de H. bacteriophora JPM4 com M. anisopliae
(isolados LPP45 ou LPP39) sobre a broca-da-cana Diatraea saccharalis Fabricius 1794
(Lepidoptera: Pyralidae) e observaram que quando os nematoides foram combinados com 0
isolado fangico de menor viruléncia o tempo necessario para matar 50% (TLso) e 90% da
populacdo (TLgeo) foram os menores obtidos, sendo 1,85 ou 2,85 dias, respectivamente.
Entretanto, os autores concluiram que apesar da mortalidade ser mais rapida com este tipo de
combinacdo (nematoide virulento e fungo com menor viruléncia), essa combinagao ocasionou
um efeito negativo sobre a reproducdo dos mesmos. Ansari et al.®® avaliaram a combinagéo de
H. bacteriophora, S. feltiae e Steirnernema kraussei Steiner, 1923 (Rhabditida:
Steinernematidae) com M. anisopliae contra o besouro Otiorhynchus sulcatus Fabricius
(Coleoptera: Curculionidae) e obtiveram efeitos aditivos e sinérgicos nos ensaios realizados
tanto em condicdes controladas quanto em casa de vegetacao.

Ansari et al.12 realizaram um estudo em condigGes de campo avaliando a influéncia
de diferentes métodos de aplicacdo, combinagdes e dosagens de produtos comerciais a base de
M. brunneum Met52® (=F52), H. bacteriophora (Nematop®), S. kraussei (Nemasys®) e um
inseticida a base de organofosforado (Cyren®) para o controle do besouro O. sulcatus,
observaram gue independente do método investigado, as dosagens mais elevadas, associadas

ou nao, causaram os maiores indices de mortalidade do besouro, com percentuais de controle
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alcancando 100% quando S. kraussei e Met52® foram combinados. Shairra et al.1?* realizaram
um estudo em condig¢des controladas para avaliar a eficacia da combinacédo de H. bacteriophora
HP88 e Steinernema riobrave com M. anisopliae ou B. bassiana sobre larvas de terceiro instar
de Spodoptera littoralis Boisduval, 1833 (Lepidoptera: Noctuidae) e os melhores resultados
obtidos pelas combinacGes de B. bassiana + HP88 e M. anisopliae + S. riobrave mostraram que
qguanto maior a concentragdo de esporos ou juvenis infectantes maior a mortalidade larval.
Correa-Cuadros et al.'?® avaliaram em condigdes controladas o efeito da combinagdo de M.
anisopliae Ma9236 e B. bassiana Bb9205 com H. bacteriophora HNI0100 sobre Plutella
xylostella Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Plutellidae), e observaram efeito antagbnico desta
interacdo nos dias 0, 2 e 4 p6s-tratamento, enquanto no dia 6, efeito sinérgico foi observado nos
tratamentos com B. bassiana + H. bacteriophora e M. anisopliae + H. bacteriophora, com
percentuais de controle de 85% e 65%, respectivamente.

Em condicdes laboratoriais, Wakil et al.? estudaram o efeito da aplicagdo isolada
ou combinada de M. anisopliae WG-02 e B. bassiana WG-11 com H. bacteriophora sobre
diferentes instares larvais de Rhynchophorus ferrugineus (Olivier) (Coleoptera: Curculionidae)
aplicados simultaneamente ou apds 1 ou 2 semanas pés tratamento fungico e observaram efeito
aditivo ou sinérgico em todos os tratamentos combinados independente dos diferentes tempos
de exposic¢do, sendo 0s maiores graus de sinergismo obtidos sobre as larvas de menores instares
utilizando o tratamento combinado de B. basssiana + H. bacteriophora. Em ensaios a campo,
Mc Namara et al.*?® avaliaram a eficacia de um bioproduto composto por M. brunneum Met52®
(=F52), B. bassiana, Beauveria caledonica 2c7b combinados com S. carpocapsae EN03 ou
Heterorhabditis downesi K122 sobre o besouro Hylobius abietis Linnaeus, 1758 (Coleoptera:
Curculionidae) e quando aplicados em sub-doses as combinacGes de M. brunneum + S.
carpocapsae, M. brunneum + H. downesi e B. caledonica + H. downesi obtiveram efeito
aditivo, com percentuais de controle de 58, 93 e 86%, respectivamente.

Entretanto, pouca atengdo vem sendo designada ao estudo da combinacdo destes
entomopatogenos para controle de carrapatos. Monteiro et al. destacam 23 trabalhos realizados
em condi¢cBes de campo ou semi-campo reportando a eficacia de diferentes formulacGes
contendo fungos entomopatogénicos para controlar diferentes estagios de vida de carrapatos
seja na fase ndo-parasitaria ou parasitaria (Monteiro et al., dados néo publicados). Em relacdo
aos nematoides entomopatogénicos, Monteiro et al. reportam 10 trabalhos realizados em
condicBes de campo e semi-campo utilizando diferentes espécies formuladas ou ndo para o

controle de carrapatos (Monteiro et al., dados ndo publicados). Em relacdo aos estudos
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utilizando a combinacdo de entomopatdgenos para o controle de carrapatos, alguns autores
reportam esta combinagcdo como promissora, Visto que os estagios imaturos dos carrapatos séo
mais suscetiveis a infec¢des causadas por fungos, enquanto os adultos sdo mais susceptiveis a
infeccdes causadas por nematoidest?’ 128,

O Brasil possui atualmente 82 bioprodutos registrados para o controle de
artrépodes-praga, entre eles 60% é composto por fungos e apenas 1% por nematoides; no
entanto, nenhum destes bioprodutos esta registrado para controle de carrapatos?*. O biocontrole
de R. microplus é basicamente estudado com formulac6es de conidios voltadas para as fases
parasitarias®® ®. Em condicdes de semi-campo, novas tecnologias vendo sendo testadas para
aprimorar o controle de carrapatos em sua fase ndo-parasitaria; como a utilizacdo de
formulacGes granulares ou peletizadas, que podem abrir novas possibilidades para o controle
em larga escala em pastagens?*. Até o presente momento somente dois trabalhos em laboratdrio
foram realizados investigando a o efeito desta combinagdo de fungos e nematoides
entomopatogénicos sobre R. microplus. Monteiro et al.3? avaliaram em condicdes controladas
a eficacia da combinacdo de M. anisopliae s.l. IBCB 116 e B. bassiana ESALQ 986 com H.
bacteriophora HP88 ou H. indica LPP1 em reduzir os parametros bioldgicos de fémeas
ingurgitadas de R. microplus e observaram efeitos aditivos nos grupos combinados, com
percentuais de controle superiores a 90% nos grupos tratados apenas com nematoides ou nos
grupos combinados. Golo et al.'?® detectaram alteragdes no perfil proteico de fémeas
ingurgitadas de R. microplus tratadas com a combinacdo de M. anisopliae s.l. IBCB 116 e 0
nematoide H. indica LPP1.

Sendo assim, 0 presente estudo apresenta uma avaliacdo desta combinacdo, além
de trazer novas informacOes sobre a interagdo nematoides-carrapatos e sobre o controle de
carrapatos em condi¢cbes de campo. Mediante as prerrogativas apresentadas, torna-se de
fundamental importancia o estudo das associacGes de diferentes entomopatogenos para o

controle bioldgico de carrapatos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar a eficacia de fungos e nematoides entomopatogénicos, combinados ou

n&o, contra fémeas ingurgitadas de R. microplus em ensaios laboratoriais ou de campo.

3.2 Objetivos especificos

- Determinar a eficicia de H. bacteriophora HP88 sobre fémeas ingurgitadas apresentando

diferentes niveis de ingurgitamento;

- Determinar a eficacia de H. bacteriophora HP88 sobre fémeas ingurgitadas provenientes de

diferentes populacgoes;

- Determinar a eficacia de H. bacteriophora HP88 formulados em cadéveres de T. molitor em
reduzir a populacdo ndo parasitaria de R. microplus presente em pastagens artificialmente

infestadas, em condicGes de campo;

- Determinar uma combinacgdo prospectiva entre Metarhizium spp. e H. bacteriophora HP88
em condigdes laboratoriais;

- Determinar uma formulacdo multiparticulada contendo microesclerédios de M. robertsii IP

146 eficaz em produzir conidios em condicdes adversas;

- Determinar em diferentes condicdes climaticas (chuva ou seca) a eficacia da combinacao de
formulagdo multiparticulada de microesclerddios de M. robertsii IP 146 e juvenis infectantes
(terceiro estadio) de H. bacteriophora HP88 sobre populacdo ndo parasitaria de R. microplus

presente em pastagens artificialmente infestadas, em condi¢des de campo;

- Determinar a persisténcia do nematoide e do fungo no solo no experimento de campo.
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RESUMO

Nematoides entomopatogénicos (NEPs) s3o organismos que possuem capacidade de
parasitar e causar morte de diferentes artropodes, incluindo carrapatos. O presente estudo
avaliou, em laboratorio, a patogenicidade do nematoide Heterorhabditis bacteriophora
HP88 sobre fémeas de Rhipicephalus microplus com diferentes niveis de ingurgitamento
(150, 200, 250, 300 e 350 mg), e sobre fémeas provenientes de diferentes populagdes (1 a
8). Cadaveres de Tenebrio molitor colonizados por H. bacteriophora HP88 foram
preparados, e foi avaliada a eficacia deste nematoide em reduzir a populagdo de R. microplus
em pastagens sob condi¢cdes de campo. Os testes de patogenicidade do nematoide para
fémeas de R. microplus com diferentes niveis de ingurgitamento foram conduzidos em
grupos formados por dez fémeas ingurgitadas acomodadas em placas de Petri, contendo solo
estéril, previamente tratado por aspersdo com 3 mL de suspensdo contendo 150 juvenis;
diferentes pardmetros biologicos das fémeas foram avaliados (peso das fémeas e da massa
de ovos e percentual de eclosdo — para calculo do percentual de controle). Reducao (P <0,05)
dos parametros biologicos avaliados foram observados em todos os grupos tratados com
nematoides, ndo sendo observada grande variacdo no percentual de controle entre estes
grupos (valores entre 98,4% e 97,5%). Em relacdo ao teste com fémeas de diferentes
populagdes, 16 grupos foram formados, 8 tratados com NEPs (conforme descrito acima) e
seus respectivos controles. Quando comparado os dados de parametros bioldgicos das
fémeas dos grupos tratados com os seus respectivos grupos controle, foi observado redugao
nos parametros bioldgicos; no entanto, ndo foram observadas diferencas entre os grupos
tratados, evidenciando que as populagdes apresentaram susceptibilidade similar ao
nematoide (percentuais de controle entre 89% e 99%). O ensaio em condi¢des de campo foi
realizado em parcelas de 1 m? de Panicum maximum expostas a condi¢des ambientais
naturais. Dois grupos, com 8§ parcelas cada, foram formados: 1) o grupo nematoide, que
recebeu tratamento no dia -7 por meio da aplicagdo de oito cadaveres de 7. molitor infectados
com H. bacteriophora HP88, e 2) o grupo controle, que nao recebeu tratamento. No dia 0,
seis fémeas ingurgitadas foram distribuidas em cada parcela. Nos dias +42 a +63 a parte
apical das gramineas com a presenga de larvas de R. microplus foram retiradas,
acondicionadas em saco pléastico devidamente identificado e congelados a -20°C para
posterior contagem. A populagdo nao parasitaria de R. microplus foi reduzida em 73,1% nas
parcelas tratadas com H. bacteriophora HP88. Conclui-se que H. bacteriophora HP88 ndo

apresentou diferencas de susceptibilidade em fémeas de diferentes pesos, e de diferentes



54

populagdes, além de promover reducdo no ntimero de larvas de R. microplus em condigdes

de campo.

Palavras-chave: carrapato dos bovinos, controle bioldgico, nematoides entomopatogénicos

1. INTRODUCAO

Nematoides entomopatogénicos (NEPS) pertencentes aos géneros Heterorhabditis
e Steirnernema (Rhabditida) sdo agentes de controle bioldgico capazes de reduzir
populacdes de diferentes espécies de artropodes pragas (Doucet et al., 1998; Ehlers, 2001,
Kaaya et al., 2006; Noosidum et al., 2021). A associacdo mutualistica com bactérias
patogénicas, responsavel por ocasionar rapida septicemia e morte de carrapatos infectados
(Samish et al., 2008; Monteiro & Prata, 2015) e o fato de habitarem o solo, ambiente onde
95% da populacdo de carrapatos esta presente, sdo algumas das caracteristicas que tornam
0s NEPs potenciais candidatos para o biocontrole dos carrapatos (Monteiro & Prata, 2015;
Monteiro et al., 2020).

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888), conhecido popularmente como
carrapato dos bovinos, é responsavel por ocasionar perdas econdémicas severas na pecuéria
em diferentes paises. Estima-se que somente no Brasil, este parasito seja responsavel por
perdas anuais de 3,4 bilhdes de ddlares (Grisi et al., 2014). Essas perdas decorrem de danos
diretos (relacionados a hematofagia e suas implicacdes) e indiretos (relacionados a
transmissdo de patdgenos e custos de controle), ocasionando em queda de produtividade
(carne e leite) (Furlong et al., 2004; Higa et al., 2016; Nicholson et al., 2019).

Atualmente, o controle das populagdes de R. microplus vem sendo realizado
majoritariamente por meio da aplicacdo de acaricidas quimicos. Entretanto, o uso continuo
desses produtos resultou na selecéo de populacGes de carrapatos resistentes a todas as classes

quimicas disponiveis no mercado (Reck et al., 2014); algumas populagdes foram registradas
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inclusive como multirresistentes (Klafke et al., 2017). Além disso, existem preocupacfes a
respeito da presenca de residuos de carrapaticidas quimicos em alimentos de origem animal,
que pode intoxicar humanos consumidores, além de contaminarem animais e 0 meio
ambiente (Monteiro & Prata, 2015). Assim, é evidenciada a necessidade de desenvolvimento
de novas tecnologias para controle de carrapatos, e nesse aspecto, o uso de agentes bioldgicos
€ uma alternativa que vem ganhando mais espaco na agricultura e também merece ser
investigada para o controle de carrapatos (Kaaya et al., 2006; Monteiro & Prata, 2015).

Diferentes estudos, em condi¢des laboratoriais, demonstraram patogenicidade dos
NEPs sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus, especialmente de NEPs do género
Heterorhabditis (Monteiro et al., 2010; 2014, Silvaetal., 2012; Singh et al., 2018). Contudo,
alguns aspectos a respeito da interagdo entre carrapatos e NEPs ainda ndo foram totalmente
elucidados. Ja foi demonstrado que alguns estagios de desenvolvimento dos carrapatos séo
mais resistentes a infecgdo por NEPs, sendo as fémeas ingurgitadas a fase mais susceptivel
a infecgdo (Samish et al., 2008); contudo, ainda ndo existem dados comparando a
susceptibilidade de fémeas em diferentes niveis de ingurgitamento.

Diferencas de susceptibilidade entre populacdes de insetos utilizando
entomopatogenos vem sendo relatadas desde a década de 1970, em estudos laboratoriais
(Burges, 1971) e em condic¢des de campo (Mcgaughey, 1985). Também existem dados na
literatura demonstrando que existe uma grande varia¢do na susceptibilidade de diferentes
populacdes de R. microplus a infeccdo por fungos entomopatogénicos (Fernandes et al.,
2011; Perinotto et al., 2012; Webster et al., 2017); contudo, ainda ndo existem investiga¢oes
nesse sentido, em relacdo a susceptibilidade de diferentes populacdes de R. microplus a
infeccdo por NEPs.

O uso de NEPs a campo para controle de carrapatos pode ser realizado a partir da

aplicacdo no solo, uma vez que fémeas ingurgitadas no momento da oviposi¢do buscam



56

ambientes com alta umidade e protegido da radiagdo solar, caracteristicas que também s&o
favoraveis a sobrevivéncia dos juvenis infectantes (JIs) (Samish et al., 2008). Resultados
obtidos em estudos que simulam essas condi¢des tém demonstrado que diferentes espécies
de NEPs foram eficazes contra fémeas ingurgitadas de R. annulatus e R. microplus
(Alekseev et al., 2006; Monteiro et al., 2020). Para esse tipo de aplicacdo, a formulacdo em
inseto cadaver tem apresentado resultados interessantes. Nessa abordagem, cadaveres de
insetos infectados por NEPs séo liberados no ambiente, servindo de fonte para liberacdo de
JIs no solo (Dolinski, 2006; Monteiro et al., 2014, 2020; Shapiro-llan & Dolinski, 2015).

O objetivo desse estudo foi determinar em condi¢des controladas a eficicia de H.
bacteriophora HP88 sobre fémeas de R. microplus em diferentes niveis de ingurgitamento e
a susceptibilidade de fémeas ingurgitadas pertencentes a diferentes populacdes. Além disso,
0 presente estudo teve como objetivo investigar a eficacia de H. bacteriophora HP88,
veiculados em cadéveres de Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758), sobre a fase ndo-parasitaria

de R. microplus, em condi¢6es de campo.

2. METODOLOGIA

2.1 Obtencdo e manutencao de Heterorhabditis bacteriophora, isolado HP88

O nematoide Heterorhabditis bacteriophora Poinar, 1975, isolado HP88 foi cedido
pelo Laboratério de nematologia da Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF)
Darcy Ribeiro Campos de Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil. O isolado foi mantido em
garrafas de cultivo celular (40 mL), em aliquotas de 20 mL, e incubado em estufa do tipo
B.O.D (Eletrolab®) a 18°C e multiplicados in vivo em larvas de Tenebrio molitor Linnaeus,
1758 (Coleoptera: Tenebrionidae) de acordo com Lindegren et al. (1993) e Kaya and Stock

(1997).
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2.2 Avaliagao da susceptibilidade de fémeas de Rhipicephalus microplus com diferentes
niveis de ingurgitamento a infec¢do por Heterorhabditis bacteriophora HP88

Foram testadas fémeas ingurgitadas de R. microplus, cepa Porto Alegre,
provenientes de infestacdo artificial em bezerros mantidos na Fazenda Experimental da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA Gado de Leite - CEUA 11/2013).
As fémeas ingurgitadas foram distribuidas em cinco grupos contendo dez fémeas
ingurgitadas com diferentes médias de peso, a saber: 150, 200, 250, 300 e 350 mg. Para
cada média de peso foi formado um grupo controle e um grupo tratado e as fémeas foram
acondicionadas individualmente em placas de Petri (6 cm de diametro) preenchida com 15
g de solo estéril. O tratamento foi realizado sobre o solo com a aplicacdo de 3 mL da
suspensdo de H. bacteriophora HP88, ajustada para a concentracdo de 150 JIs/fémea, de
acordo com Monteiro et al. (2013). Essa concentracao foi definida por apresentar eficacia
superior a 90% (Monteiro et al., 2010). No grupo controle foi feita a aspersdo de 3 mL de
agua destilada estéril, com auséncia de nematoides.tran

Ap0s tratamento, as placas foram mantidas em estufa do tipo B.O.D (Eletrolab®) a
27 £ 1°C e UR > 90% para acompanhamento dos pardmetros bioldgicos. A coleta da postura
das fémeas foi realizada diariamente durante 15 dias e os ovos foram acondicionados em
tubos de ensaio de 10 mL, vedados com algodao hidrofilo e incubados nas mesmas condigdes
citadas anteriormente. Apo6s 21 dias do término da oviposicdo, foi feita a avaliacdo do
percentual de eclosdo larval por estimativa visual (Figueiredo et al., 2018). Os seguintes
pardmetros biologicos das fémeas foram avaliados: peso da fémea antes da oviposicao, peso
da massa de ovos e a eclosdo larval. Os valores dos parametros obtidos foram utilizados para
calcular o indice de producédo de ovos (Bennett, 1974), reproducéo estimada e percentual de

controle (Drummond et al., 1971).
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2.3 Avaliagao da susceptibilidade de diferentes populacgdes de Rhipicephalus microplus
a infeccdo por Heterorhabditis bacteriophora HP88

Fémeas ingurgitadas provenientes de diferentes populacbes foram testadas:
populacdes POA (Cepa susceptivel aos carrapaticidas - Populacdo 1) e Seropédica
(Populacéo 2) foram obtidas por meio de infestacdes artificiais em bovinos na Embrapa
Gado de Leite (CEUA 11/2013) e Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ -
CEUA 23083.009241/2011-16), respectivamente. Carrapatos das outras seis populagdes (3,
4,5, 6, 7 e 8) foram obtidos por meio de coleta em bovinos naturalmente infestados, em
propriedades rurais de diferentes localidades no Brasil (Figura 1).

Dezesseis grupos foram formados, cada um contendo 10 fémeas ingurgitadas. Para
cada populacdo testada foi estabelecido um grupo tratamento e um grupo controle. O
experimento seguiu 0 mesmo delineamento mencionado no topico 2.2. Os carrapatos foram
tratados com a mesma concentracdo de H. bacteriophora HP88, e 0s grupos experimentais
mantidos nas mesmas condi¢bes de temperatura e umidade relativa; a avalicdo da
suscetibilidade de R. microplus ao isolado HP88 foi realizada a partir dos mesmos

parametros bioldgicos mencionados acima.
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Figura 1. Locais de origem das diferentes populagdes de Rhipicephalus microplus utilizadas
no experimento descrito no tépico 2.3. Populacdo 1 - POA: Porto Alegre — RS; Populagdo 2
- Cepa UFRRJ: Seropédica — RJ; Populacdo 3 - Sacramento — MG; Populagdo 4 - S&o
Sebastido do Alto — RJ; Populacéo 5 - Pompeu — MG; Populacdo 6 - Lima Duarte — MG;
Populacao 7 - Aiuroca — MG e Populagéo 8 - Ivinhema - MS.

2.4 Avaliacdo da eficacia de Heterorhabditis bacteriophora HP88 para controle de

Rhipicephalus microplus em condic¢des de campo

2.4.1 Obtencao de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus

Foram testadas fémeas ingurgitadas de R. microplus (Cepa Gyn) obtida por meio

de infestacgoes artificiais em bovinos alocados em baias da Escola de Veterinaria ¢ Zootecnia

(EVZ) da Universidade Federal de Goias (UFG) (CEUA 032/17) (Anexo ).



60

2.4.2 Local de realizagédo do estudo e preparacéo dos canteiros de Panicum maximum

Os ensaios de campo foram realizados na Embrapa Arroz e Feijao, Santo Antonio
de Goias - Goias, Brasil (16°30'50,1"S 49°16'33,8"0), entre os dias 22 de julho e 03 de
outubro de 2019, durante a estacdo seca. O clima desta regido, segundo a classificacdo de
Koppen, é Aw, tropical semi-imido, com invernos secos e frios e verdes quentes e itmidos,
com precipitacdo média anual em torno de 1354 mm e temperatura média anual em torno de
23 £ 0,5 °C. As condigdes climéticas (temperatura maxima e minima do ar, precipitacéo e
radiacdo solar global) do ambiente foram obtidas diariamente pela estacdo meteoroldgica
localizada a aproximadamente 1 km de distancia do local do experimento. Os dados de
umidade relativa do ar do interior da vegetacdo foram coletados pelo periodo da manhé a
cada 7 dias por meio de um termohigrémetro AK28 (Akso®, Sdo Leopoldo, RS, Brasil),
instalado no interior das parcelas.

Um més antes de iniciar o experimento de campo, doze parcelas de Panicum
maximum BRS Quénia medindo 1m? cada (1 metro x 1 metro; largura x altura) foram
delimitadas por uma fita de fibra de 100 m de comprimento, com uso de estacas de ferro e
corda. Em seguida, a altura da grama foi padronizada em aproximadamente 30 cm
(superficie do solo até o apice das folhas). Todas as parcelas estavam em area com incidéncia
direta de sol e chuva, de forma a garantir as condi¢cdes ambientais mais homogéneas
possiveis. Trés semanas antes do inicio do experimento, as folhas mortas foram retiradas e
as parcelas e corredores delimitados (Figura 2). A altura da vegetacdo e a manutencéo dos

corredores entre as parcelas foram mantidas durante todo periodo de experimentacéo.
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Figura 2. Parcelas de Panicum maximum BRS Quénia (1 x 1 metro) em éarea da

Embrapa Arroz e Feijao, Santo Antonio de Goias - Goias, Brasil.

2.4.3 Delineamento experimental

O experimento foi composto por dois grupos: 1) Grupo controle, ndo recebeu
nenhum tipo de tratamento e 2) Grupo nematoide, tratado com H. bacteriophora HP88. Para
cada tratamento, foram realizadas seis repeticdes. A distribuicdo dos grupos nas 12 parcelas
foi realizada de forma randomizada. Para a producéo e aplicacdo de H. bacteriophora HP88
nos canteiros, foi utilizada a formulacdo inseto cadaver, utilizando larvas de T. molitor, de
acordo com Del Valle et al. (2008) e Monteiro et al. (2014).

Uma semana antes do experimento (dia -7), oito larvas de T. molitor infectadas com
H. bacteriophora HP88 foram enterradas separadamente de forma aleatéria (profundidade
de 5 cm) em cada parcelas referentes ao tratamento com NEPs (Monteiro et al., 2020). O
grupo controle foi formado por parcelas sem a adicdo de cadaveres de T. molitor infectados

por NEPs. Foram formados dois grupos (tratamento e controle), cada um com 36 fémeas
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ingurgitadas, distribuidas homogeneamente por peso (P > 0,05). No dia 0, seis fémeas
ingurgitadas foram adicionadas em cada parcela.

A partir do dia +7 até o dia +35 visitas na area de experimentacdo foram realizadas
para verificar a presenca de larvas de R. microplus na vegetacdo e coletar os dados de
umidade no higrémetro. Nos dias +42, +49, +56 e +63, a parte apical das gramineas com a
presenca de larvas de R. microplus foram retiradas, acondicionadas em saco plastico
devidamente identificado, e congeladas a -20 °C para posterior contagem (Figura 3). As
larvas foram quantificadas enquanto eram aspiradas por um aspirador de fluido cirargico
(Aspiramax®, Kyoto, Japao). Para certificar a auséncia total de larvas nas parcelas apos o

63° dia desde a introducéo das fémeas, foi realizada uma Gltima inspecdo nas parcelas.

Figura 3. Larvas infestantes de Rhipicephalus microplus em uma das parcelas de Panicum

maximum BRS Quénia.

2.4.4 Caracteristicas do solo

Analise granulométrica e microbiolégica do solo da area experimental foram
realizadas a partir de amostras coletadas em quatro parcelas (profundidade de 10 cm), de

modo aleatério, e armazenadas em sacos plasticos. As amostras foram identificadas,
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transportadas e armazenadas em condicdo ambiente no Laboratério de Patologia de
Invertebrados e apds uma semana, enviadas ao laboratdrio Solo & Companhia e JEM anélise

agricola para analise (Anexo Il - 111).

2.5 Analises estatisticas

As analises dos resultados do presente trabalho foram realizadas com auxilio do
software R versdo 3.3.2 (R Core Team, 2019). Os dados laboratoriais foram analisados com
0 pacote easyanova (Arnhold, 2013), sendo os dados de peso inicial das fémeas tiveram
distribuicdo normal e foram comparados por meio de analise de variancia (ANOVA) seguida
de Student-Newman-Keuls (SNK), e os dados de peso da massa de ovos, indice de producgéo
de ovos (IPO) e o percentual de eclosdo tiveram distribuicdo ndo-normal e foram analisados
por meio do teste de Kruskall-Wallis seguido do teste de comparacdo de meédias False
discovery rate (FDR) (P <0,05). Para as contagens dos carrapatos no teste de campo frente
a aplicacdo de nematoides comparado com o controle sem nematoides, os dados foram
ajustados a um modelo linear generalizado (GLM) com distribui¢cdo binomial negativa
(funcdo log link), com o pacote ‘MASS’ (Venables ¢ Ripley, 2002), incluindo bloco,
tratamento, tempo (semana) e suas interacdes (tratamento x semana) como fatores fixos no
preditor linear. Apos anélise da interacdo, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey

HSD a 5% de significancia, utilizando o pacote‘emmeans’ (Lenth, 2020).
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3. RESULTADOS

3.1 Avaliacao da susceptibilidade de fémeas de Rhipicephalus microplus com diferentes

niveis de ingurgitamento a infeccdo por Heterorhabditis bacteriophora HP88

N&o foram observadas diferencas significativas no peso médio das fémeas antes da
oviposicdo, comparando os grupos controle e tratamento, dentro da mesma classe de peso
(150 mg - F1,18 = 0,028; P = 0,869 /// 200 mg - F1,18 = 0,1205; P = 0,7326 /// 250 mg - F1,18
=0,4506; P = 0,5106 /// 300 mg - F1,1s= 0,1938; P = 0,6651 /// 350 mg - F1,18= 0,1589; P=
0,6949), o que indica que as alteracfes detectadas estdo correlacionadas com o efeito dos
tratamentos. Foi observado que as fémeas dos grupos tratados com H. bacteriophora HP88
produziram menores quantidades de ovos quando comparado com 0 grupo controle,
pertencente a mesma classe de peso (150 mg - y? = 14,3288; P = 0,0002 /// 200 mg - y* =
13,8660; P = 0,0002 /// 250 mg - y* = 14,3288; P = 0,0002 /// 300 mg - »* = 14,3939; P =
0,0001 /// 350 mg - * = 14,9137; P = 0,0001). O mesmo foi observado em relagdo ao indice
de producdo de ovos (IPO), sendo observados percentuais superiores a 50% nos grupos
controle e inferior a 7% nos grupos tratados (150 mg - y* = 14,3288; P = 0,0002 /// 200 mg
- ¥? = 13,8660; P = 0,0002 /// 250 mg - ¥* = 14,3288; P = 0,0002 /// 300 mg - ¥* = 14,3939;
P =0,0001 /// 350 mg - * = 14.9137; P = 0,0001) (Tabela 1).

Em relacdo ao percentual de eclosdo, também foram observadas diferencas
significativas entre grupos tratados (< 40%) e controle (> 88%), dentro da mesma classe de
peso (150 - ¥2 = 10,4612; P = 0,0012 /// 200 mg - ¥* = 10,6352; P = 0,0011 /// 250 mg - *
= 11,6054; P = 0,0007 /// 300 mg - x> = 14,3939; P = 0,0001 /// 350 mg - x> = 7,280; P
=0,007). A reducdo na quantidade e viabilidade de ovos produzidos resultou em percentual

de controle superior a 97% em todos os tratamentos (Tabela 1).
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Tabela 1. Peso médio de fémeas ingurgitadas (mg), peso da massa de ovos (mg), eclosdo larval (%), indice de producdo de ovos (%),

reproducdo estimada e percentual de controle (%) de Rhipicephalus microplus tratados com juvenis infectantes de Heterorhabditis

bacteriophora HP88 sob condigdes controladas (27+1 °C e UR > 90%)).

Pesos (Mg) Tratamento Peso inicial das Peso da massa de IPO* Percentual de REY Percentual de
fémeas (mg) ovos (mg) ecloséo (%) controle (%) §
150 Controle 157,9 + 4,782 82,5+25° 52,4 + 1,222 88,4 £ 52 919569,3477
HP88 157 +0,49? 6,8 +1,85° 43 +1,16° 21,6 +8,74° 18698,91789 98
200 Controle 203,7+0,4? 114 + 5,372 55,9 + 2,592 93,3+ 3,192 1044300,442
HP88 203,5+0,49? 12,3 +9,56° 6,1+4,72° 21,8 +5,56" 26352,82555 97,5
250 Controle 252,3+ 12 142,8 + 3,72° 56,6 + 1,372 93,1+2,4° 1061381,933
HP88 251,4 + 0,742 7,5+ 3,25P 3,0+1,28° 28,9 + 8,87° 17151,47176 98,4
300 Controle 300,4 £ 0,512 178 + 5,822 59,2 + 1,942 96,5+ 0,782 1143989,344
HP88 300,7 £ 0,542 8,7 +4,08° 2,9+1,35° 353+11,12° 20426,33854 98,2
350 Controle 351 + 3,528 193,9 + 7,222 55,2 + 2,052 90,1 + 6,68° 994950,4274
HP88 349,5 + 1,522 8,3 +5,29° 2,3+1,50° 39 +11,54° 18523,60515 98,1

(*) IPO: indice de producio de ovos = peso da massa de ovos (g) / peso inicial da fémea ingurgitada (g) x 100 (Bennet, 1974).

(1) RE: Reprodugio estimada = peso da massa de ovos (g) / peso inicial da fémea ingurgitada (g) x percentual de ecloséo larval x 20,000 (constante que se refere ao nimero de larvas por grama
de massa de ovos de R. microplus) (Drummond et al., 1971).

(1) PC: Percentual de controle = RE média do grupo controle — RE média do grupo tratado / RE média do grupo controle x 100 (Drummond et al., 1971).

Meédias (+ erro padrdo) dentro da mesma classe de peso seguidas por letras diferentes diferem significativamente (P > 0.05).
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3.2 Avaliacéo da susceptibilidade de diferentes populagdes de Rhipicephalus microplus
a infeccdo por Heterorhabditis bacteriophora HP88

N&o foram observadas diferencas significativas (Fis140 = 0,9787; P= 0,4808) em
relacdo ao peso das fémeas ingurgitadas antes do inicio da oviposicdo (Tabela 2), nos grupos
tratados e controle, nas diferentes populacGes, indicando que as demais alteracdes estdo
relacionadas aos tratamentos. Comparando cada populacao individualmente (tratamento e
controle), foi observado que as fémeas dos grupos tratamento com H. bacteriophora HP88
produziram menor massa de ovos do que as dos grupos controle (y~ = 128.0765; P < 0.0001).
Uma comparacdo do tratamento entre as diferentes populacdes de R. microplus, demonstrou
que as fémeas dos grupos tratados (valores entre 0 e 16 mg) produziram menos ovos (x~ =
128.0765; P < 0.0001) do que as fémeas do grupo controle (valores entre 97 e 117 mg)
(Tabela 2).

Reducdo do IPO nos grupos tratamento também foi demonstrado em cada
populacdo de R. microplus testada (x2 = 129.9798; P < 0.0001) e também na comparag&o
incluindo todas as populagdes (- = 129.9798; P < 0.0001), com valores entre 46 e 56% nos
grupos controles, e 0 a 7,9 nos grupos tratados. Também o percentual de eclosdo apresentou
reducdo na comparacéo individual das populagdes (x> = 76.8261; P < 0.0001) com valores
entre 83 e 95% nos grupos controle e 0 a 64% nos grupos tratados (Tabela 2). Em todas as
populacdes testadas foram observados percentuais de controle superiores a 95%, exceto na

populacdo 8 (89,6%).
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Tabela 2. Peso inicial de fémeas (mg), peso da massa de ovos (mg), percentual de eclosdo (%), indice de producdo de ovos (%), reproducdo estimada e percentual de controle

(%) de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus tratadas com juvenis infectantes de Heterorhabditis bacteriophora HP88 sob condi¢oes controladas (27 £1 °C e UR >

90%).
Populacéao Tratamento Peso inicial das Peso da massa de IPO* Percentual de REf} Percentual de
fémeas (mg) ovos (mg) ecloséo (%) controle (%)%
1-POA Controle 208,71 £ 4,96° 117,5+5,36% 56,4 + 2,47° 93,6 + 3,20? 1047196,933
HP88 208,58 + 4,98? 13,7 + 9,46 6,6 + 4,67 25,9 + 7,28° 32837,9674 96,9
2 - UFRRJ Controle 208,16 + 12,66° 110,8 + 8,67% 52,6 £ 1,57%® 87,9 £ 3,24 925994,2363
HP88 208,95 + 10,822 1,1 + 19 0,5 + 1,5%f 5 + 5¢f 526,5677358 99,9
3 Controle 208,68 + 5,40? 111 +4,05% 53,1+ 1,07%® 86,8 * 3,44 914805,9415
HP88 208,67 + 9,612 1,6 +0,9¢%f 0,8 + 1,3¢%f 10 + 8,16°f 159,3070145 99,98
4 Controle 208,03 £ 14,782 112,2 £ 9,692 53 +1,85% 95+ 1,152 1023427,748
HP88 208,3 + 22,132 4,8+2,13%* 2,3+1,03%* 59 +13,27% 27191,55065 97,3
5 Controle 208,6 £ 7,172 97,0+£7,37° 46,4 +3,07° 90,3 + 3,16* 845982,575
HP88 209,57 £9,79? 1,3 +1,29¢ 0,8 +0,84°f 45 + 45%f 5582,061069 99,3
6 Controle 208,46 £ 12,672 105,8 + 7,76 50,4 +1,28° 91,1 +2,90%® 923529,976
HP88 208,28 + 11,412 0+0f 0+0f 0+0f 0 100
7 Controle 208,91 + 7,212 108 + 9,49% 51,2 + 3,52% 83,9 + 4,84 858209,6697
HP88 209,27 + 8,66° 4,1 + 2,74%f 2,1+ 1,39¢%f 31,25 + 18,75°f 12145,24606 98,6
8 Controle 208,92 +10,09? 111,7 £ 10,98% 52,7 + 3,90° 95+ 1,022 962470,0814
HP88 209,47 £ 9,762 16,4 + 4,52¢ 7,9 +2,26° 64,1 + 12,10¢¢ 100200,4773 89,6

(*) IPO: indice de producéo de ovos = peso da massa de ovos (g) / peso inicial da fémea ingurgitada (g) x 100 (Bennet, 1974).

(1) RE: Reprodugio estimada = peso da massa de ovos (g) / peso inicial da fémea ingurgitada (g) x percentual de ecloséo larval x 20,000 (constante que se refere ao nimero de larvas por grama
de massa de ovos de R. microplus) (Drummond et al., 1971).
(1) PC: Percentual de controle = RE média do grupo controle — RE média do grupo tratado / RE média do grupo controle x 100 (Drummond et al., 1971).
Médias (+ erro padrdo) dentro da mesma coluna seguidas por letras diferentes diferem significativamente (P > 0.05).
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3.3 Avaliacdo da eficidcia de Heterorhabditis bacteriophora HP88 para controle de
Rhipicephalus microplus em condic¢des de campo

Entre os dias -10 e +63, as médias (+ desvio padrao) de temperatura diaria (maxima e
minima), precipitacao, radiacéo solar global e umidade relativa foram: 31,82 + 3,21 °C e 18,47

+2,53°C, 0 £ 0 mm/dia, 17,39 £ 2,89 MJ/m2 e 23,72 £ 10,63%, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Dados climéticos da regido dos experimentos coletados diariamente pela estagdo meteoroldgica ou com higrémetro. A) Temperatura
méaxima e minima do ar (°C); B) Precipitacdo (mm/dia); C) Radiacdo solar global (MJ/m2). D) Umidade relativa do ar (%) medida por um
higrometro a cada sete dias no interior de uma das parcelas de Panicum maximum.
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O solo utilizado para a realizacdo dos ensaios de campo apresentou textura argilosa,
sendo classificado como solo argiloso, contendo 62% de argila, 10% de silte e 28% de areia
(Anexo I1). Em relacédo a analise microbioldgica foram detectadas bactérias do género Bacillus
na quantidade de 1,2 x 10° UFC/g de solo. Fungos habitantes do solo como Fusarim
solani, Fusarium sp., e Trichoderma sp. foram encontrados nas seguintes quantidades 1,667,
3,667, 2,000 UFC/g de solo, e Rhizoctonia sp. com 5 UFC/100 g de solo. Os nematoides
fitopatogénicos Helicotylenchus sp. e Heterodera glycines também foram identificados nas
amostras de solo (198 e 11 em 200 mL de solo, respectivamente - Anexo I11).

O numero de larvas de R. microplus recuperadas nas parcelas tratadas com H.
bacteriophora HP88 foram menores em todas as coletas, quando comparadas ao numero de
larvas obtidas nas parcelas do grupo controle (P < 0,05 - Figura5- A), o que resultou em

eficacia de 73,1% (Figura 5- B).
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Figura 5. Nimero médio (+ 95% IC) de larvas recuperadas dos grupos tratado e controle durante as quatro semanas de estudo (A) e nimero médio
cumulativo (+ 95% IC) de larvas ap6s 4 semanas (B). Os tratamentos foram realizados por meio da formulagao inseto caddver (larvas de Tenebrio
molitor infectadas com Heterorhabditis bacteriophora HP88). Figura A: Médias semanais de larvas recuperadas no grupo controle e tratado; B:
Média total de larvas recuperadas.

Médias seguidas por letras diferentes apresentam diferenca significativa entre si (P < 0.05). Na figura A, médias dos grupos controle e tratado
foram comparadas dentro da mesma semana (mesma coleta).
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4. DISCUSSAO

Estudos que demonstram a patogenicidade de nematoides entomopatogénicos
em carrapatos tem sido publicados, especialmente nos ultimos 10 anos, e H.
bacteriophora HP88 tem sido apontado como um dos isolados com maior potencial
devido a sua elevada viruléncia (Monteiro et al., 2010, 2012, 2014b, 2020); entretanto,
alguns aspectos referentes a sua infec¢do ainda ndo haviam sido elucidados. No presente
estudo, apresentamos pela primeira vez, dados a respeito da viruléncia desse isolado sobre
diferentes populacdes de R. microplus e sobre fémeas em diferentes niveis de
ingurgitamento, além de demostrar a eficacia deste isolado para controle de R. microplus
em condig¢des de campo.

Fémeas com diferentes niveis de ingurgitamento (150, 200, 250, 300 e 350 mg)
apresentaram susceptibilidade similar ao nematoide H. bacteriophora HP88. Diferengas
de susceptibilidade a infec¢do por NEPs entre os diferentes estagios de desenvolvimento
dos carrapatos sdo descritas na literatura, sendo as fémeas ingurgitadas as mais sensiveis
a infeccao (Freitas-Ribeiro et al., 2005; Samish et al., 2008; Yang et al., 2013; Monteiro
et al., 2014), seguidas pelos adultos (machos e fémeas) nao alimentados (Samish et al.,
2004, 2008), enquanto as ninfas sdo moderadamente susceptiveis (Kaaya et al., 2006;
Hartelt et al., 2008; Cardoso et al., 2013). Larvas, quando comparadas com ninfas,
apresentam maior grau de resisténcia natural a infeccao (Kaaya et al., 2006) e os ovos sao
totalmente resistentes (Samish et al., 2004, 2008). Ao término da fase parasitaria, ao se
desprenderem do hospedeiro, as fémeas ingurgitadas geralmente apresentam peso entre
150 a 360 mg, sendo englobado neste intervalo as fémeas com os maiores indices de
eficiéncia reprodutiva (Borges et al., 2001; Santos & Furlong, 2002). Desta forma, o

controle por H. bacteriophora HP88 sobre as fémeas inseridas neste intervalo de pesos
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reforca o potencial deste isolado como ferramenta de controle de R. microplus em sua
fase ndo parasitaria.

Juvenis infectantes de H. bacteriophora HP88 realizam busca ativa por
hospedeiros susceptiveis mediante detec¢ao de compostos excretados (CO», fezes, fluidos
intestinais e acido urico) (Grewal et al. 1993; Wang & Gaugler, 1998; O'Hallaran &
Burnell, 2003); entretanto, este comportamento pode ser alterado de acordo com o tipo e
a quantidade de compostos emitidos (Lewis et al., 2006; Koppenhofer and Fuzy, 2008).
Um estudo conduzido com fémeas semi-ingurgitadas e totalmente ingurgitadas de R.
sanguineus demonstrou que fémeas com menores niveis de ingurgitamento emitem
menos CO? se comparada com as maiores (Landulfo et al., 2019), desta forma, os
resultados do presente trabalho mostram que ndo houve interferéncia na localiza¢ao das
fémeas pelos JIs, ndo ocorrendo diferenga de efetividade do isolado.

Fémeas ingurgitadas de diferentes populacdes de R. microplus ndo apresentaram
diferenca de susceptibilidade a infeccdo por H. bacteriophora HP88, embora diferencas
na susceptibilidade de populacGes de artropodes a agentes bioldgicos, incluindo virus,
bactérias e fungos entomopatogénicos ja tenham sido documentadas na literatura
(Mcgaughey, 1985; Moscardini, 1993; Webster et al., 2017). Em R. microplus, ja foi
demonstrado que diferentes populagdes apresentam diferentes niveis de susceptibilidade
a infeccdo por fungos entomopatogénicos: Fernandes et al. (2011) mostraram variacdo na
susceptibilidade de larvas de R. microplus de diferentes populacdes a infec¢éo pelo fungo
Beauveria bassiana s.l., enquanto Perinotto et al. (2012) demonstraram diferencas de
susceptibilidade de fémeas e larvas de R. microplus de diferentes populaces a B.
bassiana s.l. (Bb 986) e M. anisopliae s.l. (959). Da mesma forma, em ensaio similar,
Webster et al. (2017) investigaram a susceptibilidade de cepas selvagens de R. microplus

a infecgdo por M. anisopliae s.I. e mostraram grande variabilidade na susceptibilidade das
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populacdes ao isolado fangico testado. Recentemente, estudos comparativos sobre a
eficacia de seis espécies de nematoides entomopatogénicos para controlar uma populagédo
de R. microplus resistente e uma populacdo susceptivel a acaricidas quimicos foram
desenvolvidos em condicdes controladas, e em ambos estudos a eficacia do tratamento
nas diferentes populacdes foram similares (Singh et al., 2018, 2019), e corroboram com
os resultados obtidos no presente estudo.

Em relacéo ao ensaio de campo, cabe destacar que o experimento foi conduzido
no periodo de seca no Centro-Oeste do Brasil, (temperatura média 31,8 °C — umidade
relativa média 23,7%). Ainda assim, foi observado que o tratamento com H.
bacteriophora HP88 ocasionou reducdo do numero de larvas em todas as semanas de
avaliacdo, resultando em eficacia de 73%. Mesmo em condi¢Bes climaticas
desfavoraveis, os JIs de H. bacteriophora HP88 foram capazes de infectar fémeas
ingurgitadas de R. microplus e esta eficacia possivelmente se deve a termotolerancia de
H. bacteriophora HP88. Estudos prévios reportam a capacidade deste isolado em
ocasionar mortalidade em diversas pragas mesmo quando expostos a temperaturas
elavadas (ex: 35 °C) (Selvan et al., 1996; Shamseldean et al., 1996); entretanto,
geralmente temperaturas superiores a 32 °C dificultam sua reproducdo, atividade e
viabilidade (Grewal et al., 1994). Cabe destacar que essa época do ano também é
desfavoravel para o desenvolvimento de R. microplus (fémea ingurgitada, ovos e larvas)
na pastagem durante a fase ndo parasitaria (Nicaretta et al., 2021).

A relevante eficacia da aplicacdo de H. bacteriophora HP88 para controle de R.
microplus em sua fase ndo parasitaria refor¢a o potencial desse isolado como agente de
biocontrole. A viruléncia de H. bacteriophora HP88 para diferentes espécies de
carrapatos tem sido documentada, incluindo registros em condic6es de laboratorio sobre

R. annulatus, Ixodes scapularis, Amblyomma variegatum, Dermacentor nitens e R.
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microplus (Hill, 1998; Kaaya et al., 2006; Monteiro et al., 2014a,b) e em condicdes de
semi-campo para R. annulatus e R. microplus (Samish et al., 1999; Alekseev et al., 2006;
Monteiro et al., 2020). Monteiro et al. (2020) demonstraram que a aplicacdo de H.
bacteriophora HP88 por meio de formulacéo inseto cadaver em vasos contendo Urochloa
decumbens resultou em total mortalidade das fémeas ingurgitadas dezoito dias poés
tratamento e reducdo de postura de 97,2%. Em ensaio de casa de vegetacdo, Samish et al.
(1999) investigaram o efeito do tratamento de nove nematoides entomopatogénicos
pertencentes a diferentes espécies sobre fémeas ingurgitadas de R. annulatus
acondicionadas sobre vasos contendo solo e observaram que H. bacteriophora HP88 foi
o terceiro isolado mais virulento (50 JIs/cm?) causando 82% de mortalidade ap6s 14 dias
do tratamento. Em ensaio similar, Alekseev et al. (2006) utilizaram o mesmo isolado de
nematoide e constataram mortalidade de aproximadamente 70% de fémeas ingurgitadas
de R. annulatus apds trés dias de tratamento. Estes estudos conduzidos em condicGes de
semi-campo, embora apresentem condi¢cBes mais controladas corroboram com 0s
resultados reportados em nosso teste de campo.

O teste de campo do presente estudo expbs os JIs a importantes fatores que
podem ter limitado a eficacia dos NEPs, como o tipo de solo, e a umidade do solo. NEPs
sdo organismos aquaticos e necessitam de uma pelicula de agua ao seu redor para se
moverem (Norton, 1978), assim como o tipo de solo também pode influenciar em sua
atividade (Kung et al., 1990; Dolinski et al., 2010). No presente estudo a auséncia de
chuva pode ter tornado o solo da regido demasiadamente seco desfavorecendo a
movimentacdo dos JIs; além disso, o solo argiloso da regido vem sendo reportado como
redutor da movimentacéo e infectividade dos JIs (Kung et al. 1990; Dolinski et al. 2010).
No estudo de Monteiro et al. (2020), a ocorréncia de precipitacdo durante o periodo de

experimentacdo e o solo arenoso utilizado podem estar relacionados com a relevante
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eficacia de HP88 (98%) no controle de R. microplus, ja que JIs apresentam maior taxa de
movimentacao e infectividade em solo arenoso (Kung et al. 1990; Dolinski et al. 2010).
Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que H.
bacteriophora HP88 nado apresentou diferencas de susceptibilidade em fémeas de
diferentes pesos, e de diferentes populagdes, além de promover redugdo no niamero de
larvas de R. microplus em condi¢des de campo. Novos estudos abordando a combinagéo
de nematoides com outros agentes biolégicos, como os fungos entomopatogénicos,
podem trazer melhorias no controle da populacao da fase ndo parasitaria de R. microplus
em pastagens infestadas. Alem disso, estudos aplicando os NEPs em pastagens destinadas
a criacdo extensiva de bovinos precisam ser conduzidos para determinar a eficacia do

tratamento em reduzir a infestacao de carrapatos nos animais.
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RESUMO
O presente estudo avaliou, em laboratério, o efeito da combinacdo entre fungos
entomopatogénicos pertencentes ao género Metarhizium spp. (IP 46, 119, 125, 146 e 363)
e o nematoide entomopatogénico (NEP) Heterorhabditis bacteriophora HP88 sobre
fémeas ingurgitadas de R. microplus. Em adigdo, apos selecionar o isolado IP 146
(Metarhizium robertsii) avaliou-se sua combinagdo em sub-doses (1 x 10°ou 1 x 107
conidios ml!) com H. bacteriophora HP88 (15 ou 25 NEPs/fémea) sobre fémeas
ingurgitadas de R. microplus. Além disso, diferentes formulagdes granulares contendo
microesclerodios (ME) de Metarhizium robertsii IP 146 foram testadas sobre diferentes
substratos para verificar a producdo e a viabilidade dos conidios. Por fim, o efeito da
combinagdo entre formulagdo granular contendo ME de M. robertsii IP 146 ¢ juvenis
infectantes de H. bacteriophora HP88 sobre a fase nao-parasitaria de R. microplus foi
avaliado em ensaio realizado em condi¢do de campo em diferentes estagdes do ano
(chuvosa ou seca). Nos testes de combinagdo em laboratério, todos os tratamentos
realizados foram eficazes em reduzir os parametros bioldgicos avaliados, sendo os
melhores resultados obtidos pelos grupos nematoide e combinag¢do. Em relagdo ao teste
complementar utilizando sub-doses de M. robertsii IP 146 (10% ou 107 conidios mL™")
combinados com H. bacteriophora HP88 (15 ou 25 NEPs/fémea), todas as combinagdes
testadas apresentaram efeito sinérgico. Nos testes utilizando diferentes formulagdes
granulares (10! microesclerdédios/mg), meio agar-agua (30 mg) ou solo nio esterilizado
(7 mg) foram utilizados como substrato para desenvolvimento flingico nos granulos. Nos
granulos cultivados em meio agar-agua, resultados semelhantes para produ¢do conidial e
alta viabilidade (> 85%) foram obtidos em todas as formulagdes testadas. No solo ndo
esterilizado, a formulagdo multiparticulada composta por celulose, vermiculita, terra
diatoméacea e fibra vegetal foi eficaz em produzir conidios sobre este substrato. No teste
de campo conduzido no periodo chuvoso, todos os tratamentos reduziram a populagdo
ndo parasitaria de R. microplus presente nas pastagens, resultando em eficacia de 54,09%
(fungo), 38,11% (nematoide) e 46,72% (combinagdo). No periodo seco, somente o
tratamento fangico reduziu a populacdo ndo parasitaria de R. microplus presente nas
pastagens, com eficacia de de 26,27%. Conclui-se que a combinacdo de M. robertsii
IP146 e H. bacteriophora HP88 em condic6es controladas oferece melhores resultados
do que seus agentes utilizados isoladamente (sinergismo), a formulacdo multiparticulada

selecionada foi eficaz na produgdo de conidios quando cultivada sobre solo nédo
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esterilizado ¢ por fim, 0s entomopatdgenos M. robertsii IP 146 e H. bacteriophora HP88
quando aplicados no campo atuam como agentes promissores no biocontrole da fase néo
parasitaria de R. microplus, apesar da eficicia do tratamento sofrer variagcdo de acordo

com a época do ano.

Palavras-chave: Metarhizium, Heterorhabditis bacteriophora, carrapato, campo

1. INTRODUCAO

Variaveis bidticas ou abidticas como as condicdes ambientais adversas’=3,
competidores microbianos e a ecologia do hospedeiro podem ser fatores limitantes em
programas de controle microbiano de pragas®. Esforcos vém sendo realizados para
desenvolver ferramentas eficazes para otimizar a aplicacdo destes microrganismos em
programas de controle bioldgico, como o desenvolvimento de metodologias inovadoras
e de baixo custo que permitam a producdo em massa destes biocontroladores®’ e o
desenvolvimento de solucdes tecnoldgicas para conferir protecdo contra estes fatores
limitantes®%, além da utilizacio associada de diferentes entomopatdgenos*?.

Entre os agentes utilizados para o biocontrole de pragas, destacam-se os fungos
(FEPs) e os nematoides entomopatogénicos (NEPs). No que diz respeito aos FEPSs,
espécies do género Metarhizium possuem patogenicidade para uma ampla variedade de
artropodes®®, e também sdo os fungos mais estudados para o controle de artropodes devido
a sua capacidade de penetrar ativamente através da cuticula e causar mortalidade!*®,
Metarhizium spp. sdo capazes de produzir diferentes tipos de propagulos como conidios
e blastosporos'®, e algumas espécies por fermentacdo liquida, produzem estruturas
compostas por agregados de hifas pigmentadas conhecidas como microesclerédios. Os
microesclerodios sdo estruturas mais resistentes a dessecagdo e que ndo apresentam

infectividade direta aos artropodes; entretanto, quando expostos a condic¢des climaticas
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favoraveis, produzem conidios que podem iniciar o processo infeccioso!’. Os NEPs
pertecentes ao género Heterorhabditis (Poinar, 1975) (Rahbditida: Heterorhabditidae)
s&o microrganismos utilizados no controle biologico de diferentes artropodes pragas®*®,
e s30 apontados como os NEPs com maior viruléncia para carrapatos®-22. A infectividade
de Heterorhabditis spp. se d& por meio da penetracdo dos juvenis infectantes (JIs) por
diferentes vias; ap0s alcancar a hemocele, os Jls liberam bactérias simbiontes
responsaveis por ocasionar morte do artrépode por septicemia®®. Ambos agentes ja sdo
produzidos em escala comercial e utilizados no controle de pragas em diferentes regies
do mundo”?3,

Ao longo dos anos, diferentes bioformulagdes contendo entomopatdégenos como
ingrediente ativo vém sendo desenvolvidas para viabilizar o contato de agentes
infecciosos com os artropodes que habitam ambientes sobre ou abaixo do solo?*. Fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) (Acari, Ixodidae), importante
ectoparasito de bovinos®, ap6s o término de sua fase parasitaria, se desprendem de seus
hospedeiros e buscam microambientes com temperaturas amenas e umidade elevada para
realizarem oviposicdo iniciando a sua fase ndo parasitaria; estes ambientes sdo também
propicios para a sobrevivéncia dos FEPs e NEPs®%%6, Partindo deste principio, é de grande
importancia o desenvolvimento de estratégias que utilizem a capacidade infectiva de
ambos 0s organismos para controlar os diferentes estagios de vida de R. microplus
presentes no solo®%2228 Altos niveis de infestacdes sdo frequentemente encontrados nos
bovinos, estes individuos ndo representam toda a populagdo de R. microplus na area.
Estimativas apontam que apenas 5% dos carrapatos parasitam o gado, enquanto 95%
estdo dispersos nas pastagens?’ 28,

Apesar dos resultados promissores empregando estes biocontroladores de forma

isolada, poucos estudos séo desenvolvidos avaliando a combinagédo entre FEPs e NEPs
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no controle de carrapatos®®®, Essa combinagdo entre diferentes agentes de controle
bioldgico tem sido utilizada como um método de otimizacdo de resultados, visto que as
aplicacdes combinadas de entomopatdgenos pode ser uma alternativa para aumentar a
eficacia dos agentes de biocontrole!. A maioria dos estudos que vem sendo conduzidos
investigam a combinacao sobre insetos de importancia agricola, especialmente das ordens
Coleoptera e Lepidopteral¥35 Neste contexto, at¢é o momento, nenhum estudo foi
conduzido para investigar o efeito da combinacéo destes microrganismos formulados para
controlar a fase ndo parasitaria do carrapato bovino em condic@es de campo.

Desta forma, este estudo teve como objetivo determinar uma combinacéo eficaz
entre fungos e nematoides entomopatogénicos sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus.
Em segundo lugar, o presente estudo buscou selecionar uma formulacdo granular
contendo microesclerédios de M. robertsii IP 146 que permita a esporulacdo fungica em
solo ndo esterilizado, e determinar a eficacia da aplicacdo combinada da formulacgéo
granular e juvenis do nematoide H. bacteriophora HP88 contra R. microplus durante a
fase ndo parasitaria. Em paralelo, também foi investigado a persisténcia do nematoide e

do fungo no solo.

2. METODOLOGIA

2.1 Origem dos carrapatos

Fémeas ingurgitadas de R. microplus (Cepa Gyn) foram obtidas de infestacdes
artificiais em bovinos (protocolo CEUA/UFG N° 032/17). As fémeas ingurgitadas
recuperadas da infestacdo foram selecionadas de acordo com sua integridade, mobilidade
e ingurgitamento. As fémeas foram pesadas e distribuidas por peso da forma mais

homogénea possivel entre os grupos tratamento e controle (P > 0,05).
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2.2 Fungos e nematoides entomopatogénicos

O isolado de Heterohabditis bacteriophora HP88 utilizado no presente estudo
foi selecionado devido sua alta viruléncia para fémeas ingurgitadas de R. microplus?.
Este isolado foi cedido pela Dra. Claudia Dolisnki, do laboratério de Nematologia, da
Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, Rio de
Janeiro, Brasil e mantido no Laboratorio de Patologia de Invertebrados (LPI) por meio de
multiplicagio em larvas de Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758) (Coleoptera:
Tenebrionidae)®-%". As suspensdes de nematoides foram preparadas com dez aliquotas de
10 pL retiradas de frasco de cultura de células de 40 mL, contendo 20 mL de suspenséao
aquosa. Em seguida, foi realizada contagem em microscépico Optico e calculado o
namero médio de JIs por amostra, e na sequéncia, foi realizado o ajuste para as
concentracgdes testadas.

Os isolados de Metarhizium spp. (Tabela 1) foram obtidos a partir de colecéo
fangica mantida no LPI. Foram cultivados em placas de Petri (90 x 15 mm) contendo
meio batata dextrose agar (Difco®, Maryland, EUA) acrescido de extrato de levedura
(0,1%) (Difco®, Maryland, EUA) a 27 + 1 °C e umidade relativa (UR) > 90% por 15 dias

com fotoperiodo de 12 h.

Tabela 1. Isolados de fungos entomopatogénicos investigados no presente estudo e sua

origem.
Isolados Origem
Metarhizium anisopliae s.l.
IP 46 Solo; Parque nacional das emas, Goias, Brasil
IP 363 Solo; Terezopolis de Goias. Goias, Brasil
Metarhizium anisopliae s.str.
IP 119 Solo; Niquelandia. Goias, Brasil
Metarhizium robertsii
IP 125 Solo; Pirenopolis, Goias, Brasil
IP 146 Solo; Silvania, Goias. Brasil

IP: Instituto de Patologia Tropical e Satde Pablica, Universidade Federal de Goias, GO, Brasil.
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Os conidios foram removidos da superficie do meio de cultura com uma espatula
e suspensos em 10 mL de solugdo Tween 80 0,01% (Sigma Chemical CO.®, St. Louis,
EUA). As suspensdes foram agitadas em vartex, filtradas com gaze estéril, quantificadas
e ajustadas para 5 x 107 conidios mL™.

Para a producdo de microesclerddios, os conidios foram inoculados em meio
liquido com relagdo carbono-nitrogénio (C:N) de 30:1 de acordo com Mascarin et al.>.
Metarhizium robertsii IP 146 foi cultivado em frasco Erlenmeyer (250 mL) contendo 1,5
g de extrato de levedura, 53,5 mL de meio basal (Tabela 2), 36,5 mL de solucéo de glicose
(7,3% p/v) e 10 mL de suspensdo de conidios, totalizando 100 mL/frasco de acordo com
Mascarin et al.>. Os frascos foram selados com tampdes de algod&o hidrofilico e agitados
a 250 rpm por 4 dias em temperatura ambiente. Em seguida, a biomassa foi quantificada

e utilizada em 10* microesclerédios mL™.

Tabela 2. Férmula molecular, componentes e quantidade (g/L) de reagentes que
compdem o0 meio basal, utilizado para desenvolver o meio de cultura para produzir

microesclerédios.

Foérmula molecular Componentes P.A. Quantidade (g/L)
CeH1206 Glucose 200
KH2PO4 Fosfato de potassio 4
CaCl,.2H0 Cloreto de calcio 0,8
MgS04.7H>0 Sulfato de magnésio 0,6
FeS0O4.7H,0 Sulfato ferroso 0,1
MnS0O4.H,0 Sulfato de manganés (II) 0,016
ZnS04.7H20 Sulfato de zinco 0,014

2.3 Combinacdo de diferentes espécies de Metarhizium com Heterorhabditis
bacteriophora HP88 contra fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus sob
condicges controladas
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Os ensaios foram compostos por 12 grupos: um grupo controle tratado com
apenas solucdo Tween 80%®; cinco grupos tratados com conidios dos isolados de
Metarhizium spp. (IP 46, 119, 125, 146 ou 363); um grupo tratato com juvenis infectantes
do nematoide H. bacteriophora (HP88), e os grupos tratados com a combinacdo dos
isolados de Metarhizium spp. e H. bacteriophora HP88 (HP88 + IP 46, 119, 125, 146 ou
363).

Para avaliar os efeitos dos diferentes tratamentos, cada grupo foi composto por
10 fémeas previamente homogeneizadas por peso. Em seguida, cada fémea foi colocada
individualmente em pogcos de placas de cultura de células de 12 pocos (Kasvi®, S&o José
do Pinhais - Parand, Brasil). Cada po¢o continha duas folhas de papel de filtro no fundo.
No grupo tratado com H. bacteriophora HP88, aliquotas de 200 pL da suspensao
contendo 50 Jls/fémea foram pipetadas nas folhas presentes no fundo dos pocos.

No grupo tratado com fungos, 10 mL das suspensdes (1 x 10" mL conidios/mL)
foram distribuidos igualmente em 10 tubos Eppendorf de 1,5 mL (individualizados para
cada tratamento); posteriormente, as fémeas foram imersas na suspensdes por 3 minutos
e, a seguir, transferidas para 0s po¢os. Para 0s grupos das combinacdes, foram utilizados
0s mesmos métodos dos grupos tratados com nematoides e fungos isoladamente. O grupo
controle foi imerso em 1 mL de solugdo 0,01% de Tween 80® e, a sequir, transferido para
0s pocos. Apos o tratamento, as placas foram incubadas a 27 + 1 °C e UR > 90% para
oviposicdo. A massa de ovos de cada fémea foi colhida diariamente e colocada em tubo
de ensaio de 10 mL vedado com tampéo de algoddo hidrofilico e incubado a27 £ 1°C e
UR > 90%. Os seguintes parametros bioldgicos foram investigados: peso da fémea antes
da oviposicdo (mg), peso da massa de ovos (mg), peso residual da fémea (mg) e
percentual de ecloséo larval. O percentual de ecloséo das larvas foi estimado visualmente

com uso de um estereomicroscopio a cada dois dias e avaliado com percentuais variando
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de 0 a 100% com 5% de intervalo conforme relatado por Fernandes et al.** e Bernardo et
al.’>. Os dados coletados foram usados para calcular o indice de produc&o de ovos (IPO)*°,
indice nutricional (IN)* e o percentual de controle (PC%)*. Os experimentos foram

realizados em trés ensaios independentes.

2.4 Metarhizium roberstii IP 146 combinado com Heterorhabditis bacteriophora HP88
para controle de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus sob condicdes

controladas

Para avaliar o efeito de subdoses de M. robertsii IP 146 combinado com H.
bacteriophora HP88 sobre as fémeas ingurgitadas, a mesma metodologia do teste 2.3 foi
utilizada, com adaptacdo do numero de unidades experimentais utilizadas (n=40) e das
concentragdes de ambos entomopatdgenos: 108 ou 107 conidios mL e 15 ou 25 Jis/fémea,

asociados ou nao.

2.5 Desenvolvimento fungico de diferentes formulagdes granulares em meio agar-

agua ou solo nao esterilizado

Diferentes combinac@es de excipientes (Tabela 3) foram selecionadas a partir de
resultados preliminares reportados por Santos et al.!° e Fernandes et al.*!. Estes foram
utilizados para determinar a producédo e a viabilidade dos conidios produzidos sobre os
granulos cultivados em meio agar-agua ou a quantificacdo das unidades formadoras de
colbnias derivadas do desenvolvimento fangico dos diferentes granulos cultivados em
solo n&o esterilizado, de acordo com a metodologia adaptada de Jackson and Jaronski*? e

Paixao*.



91

Tabela 3. Descri¢ao dos excipientes e microesclerodios de Metarhizium robertsii 1P 146

das diferentes formulagdes granulares testadas.

Formulagbes Descri¢ao

1

2
3
4

© 00 N O

16 g celulose + 4g terra diatomacea + 20 mL suspensao

8¢ celulose + 8g vermiculita + 1g SiO2 + 20 mL suspensao

169 celulose + 49 terra diatomacea + 2g SiO2 + 25 mL suspenséo + meio
8g celulose + 8g vermiculita + 1g SiO> + 1g fibra vegetal + 25 mL
suspenséo

8g celulose + 8g vermiculita + 2g terra diatomacea + 1g fibra vegetal +
20 mL suspensdo + meio

69 SiO + 69 fibra vegetal + 20 mL suspenséo

169 celulose + 2g fibra vegetal + 20 mL suspensao + meio

169 vermiculita + 25 mL suspenséo + meio

20 mL suspensdo + meio

Amostras de solo foram coletadas na Faculdade de Agronomia da Universidade

Federal de Goias (16°35'37.0"S 49°16'563.2"0) e armazenadas em sacos plasticos. As

amostras foram levadas para o Laboratério de Patologia de Invertebrados, pesadas e

utilizadas nos ensaios.

Os excipientes das diferentes formulacdes (Tabela 3) foram pesados e

misturados com os microesclerddios cultivado sob condicbes apresentadas no tépico 2.2.

Diferentes pesos e volumes entre as formulagcdes foram distribuidos devido a necessidade

de formar uma massa homogénea que atravessasse uma malha de 1mm para formagéo

dos granulos. Apds processo de passagem na malha, as diferentes formulacGes foram

submetidas a um processo de secagem em leito fluidizado (Labmaq®, Sdo Paulo, Brazil)

durante 25 minutos, até obterem umidade de aproximadamente 5% (Fig. 1).
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Preparo da biomassa A Granulagao e Secagem B

Concentragao
de excipientes

-+

Malha de 1T mm
Granulos ME

—

,.M‘.‘.\.;,i.;.;.

v . |
), Terra diatomécea i

\>/ B vermicuita - J

Quantificagé@o e .
ajuste para Microcelulose \w
1,0 x 10°me mL-'

Psyllium Leito fluidizado

5% UR

Figura 1. Etapas de producao de granulo contendo biomassa de M. robertsii IP 146: A)
Preparo da biomassa em laboratorio, contando com as etapas de quantificagdo dos
microesclerddios produzidos com diferentes excipientes; B) Processo de granulacdo por

passagem em malha de 1 mm e secagem dos granulos em leito fluidizado.

Para realizacdo dos testes em meio agar-agua e solo ndo esterilizado, triplicatas
de cada placa contendo o0 meio agar-agua (2g de agar em 100 mL de agua destilada) ou
5¢ de solo ndo esterilizado previamente pesados, foram utilizadas. Os substratos foram
distribuidos em placas de Petri (60 x 15 mm) e utilizados para avaliacdo do
desenvolvimento fiingico. No teste em meio agar-agua, 30 mg (10 microesclerédios/mg)
das diferentes formulac6es foram distribuidas sobre o substrato, e em seguida as placas
foram incubadas em cdmara climatizadora com 27 £ 1 °C e UR > 90% por 10 dias. Nos
testes em solo néo esterilizado, 7 mg (10 microesclerodios/mg) das formulacdes foram
distribuidas sobre a superficie das amostras de solo colocadas em placas e acondicionadas
em camara climatizada a 27 = 1 °C e UR > 90% por 10 dias.

Ap0s o décimo dia, os granulos presentes nas placas foram coletados com uso
de espatula e despejados em tubos de ensaio de 50 mL contendo 10 mL de agua destilada

estéril com Tween 80® a 0,01%. Os tubos contendo a mistura de solo + granulos e 4gua
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(Tween 80® 0,01%) ou granulos oriundos do meio agar-agua + agua foram agitados em
vortex por 1 minuto. Apds agitacdo, para os testes contendo solo, aliquotas de 100 pL de
cada tubo contendo os diferentes tipos granulares foram pipetadas em 900 pL de agua
destilada armazenada em Eppendorf de 1,5 mL. Desta forma diluida em 107, aliquotas
de 50 pL foram pipetadas no centro de Placas de Petri (90 x 15 mm) contendo meio CTC
(39 g/L BDA; 1 g/L extrato de levedura; 0.5 g/L cloranfenicol; 0.001 g/L tiabendazol e
0.25 g/L cicloheximida)*, e em seguida a aliquota foi espalhada com auxilio de alga de
Drigalski previamente esterilizada. As placas foram incubadas a 27 £ 1 °C e UR > 90%
durante 7 dias.

Para os testes dos granulos crescidos sobre o meio agar-4gua, a producédo
conidial das diferentes formulacGes foi quantificada com auxilio de cdmara de Neubauer,
enquanto para a realizacao do teste da viabilidade conidial, as diferentes suspensdes foram
ajustadas para 1 x 108 conidios mL*. Em seguida, aliquotas de 20 pL foram pipetadas no
centro de placas de Petri (55 x 15 mm) contendo 8 mL de BDAL com adicdo de 0.002%
(p/v) de benomil de acordo com Braga et al.** e Milner et al.*®. As placas foram incubadas
a27+£1° e UR > 90% por 24 h. Apos esse periodo, os conidios germinados foram
quantificados e a partir destes foi calculada a germinacéo relativa de acordo com Braga
et al.*® ou a quantificacéo de unidades formadoras de colonias (UFC) em placas contendo

meio CTC (Fig. 2). Os experimentos foram realizados em trés ensaios independentes.
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Produgao de conidios e Viabilidade Germinagao em solo e Contagem de UFC
\2
’0“\05N\ \os‘r&' =
[\t G(a‘\\) Y = N\

30 mg em agar-agua Contagem de 7 mg em solo ndo Contagem de UFC
por 10 dias a conidios germinados esterilizado por 10 em meio CTC apds
27°C UR>90% em BDAY+C+B apds dias a 27°C UR > 90% 7 dias a 27°C

24h a 27°C UR > 90% UR >90%

Figura 2. Representacdo grafica dos processos dos testes utilizando granulos de
microesclerodios com diferentes excipientes. A) Producdo e viabilidade de conidios
produzidos a partir dos granulos de microesclerodios de M. robertsii IP 146 distribuidos
sobre meio agar-agua e B) Unidades formadoras de colonias a partir dos conidios
produzidos dos granulos de microesclerddios de M. robertsii IP 146 sobre solo ndo

esterilizado.

2.6 Combinacdo de Heterorhabditis bacteriophora HP88 com Metarhizium robertsii
IP 146 para controle da fase ndo-parasitaria de Rhipicephalus microplus em

condicdes de campo com diferentes condicdes climaticas

Os testes em condic¢Bes de campo foram compostos por quatro grupos: 1) grupo
controle, sem aplicacdo de entomopat6genos; 2) grupo tratado com suspensao aquosa do
nematoide H. bacteriophora HP88; 3) grupo tratado com fungo em formulacéo granular
contendo microesclerodios de M. robertsii IP 146 e 4) a combinacdo de ambos

tratamentos, nematoide e fungo (HP88 + IP 146).

2.6.1 Producgdo da formulacdo inseto cadaver, da suspensdo de nematoides e da

formulacéo granular

A producéo de cadaveres infectados por NEPs foi realizada com a utilizagéo de
cinco grupos contendo 80 larvas de T. molitor acondicionadas em placas de Petri (150 x

25 mm), contendo duas camadas de papel filtro (J Prolab®, Sdo José dos Pinhais, Parana,
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Brasil) acondicionadas no fundo da placa. Cinco mL da suspenséo estoque de nematoides
foram distribuidos nos papeis filtro. Apos distribuicdo, as placas foram seladas com
Parafilm® e incubadas a 27 + 1 °C e UR > 90%. Apds o quarto dia, larvas com sinais de
infeccdo por Heterorhabtidis (coloracdo avermelhada) foram transferidas para placas de
Petri (150 x 25 mm) contendo duas camadas de papel filtro, com auséncia de qualquer
fonte de agua e incubadas novamente sob as mesmas condi¢fes. Apds permanecer em
incubadora por mais quatro dias, as placas foram removidas e as larvas distribuidas sobre
canos de PVC acondicionados ao fundo de bandejas de plastico com agua destilada. Apds
0 nono dia, a suspensdo contendo os juvenis infectantes foi coletado e a concentragédo
ajustada para 50 Jis/cm? de acordo com a metodologia reportada no topico 2.2; em
seguida, foram distribuidos em borrifadores manuais plasticos para serem dispersos no
campo.

Em relacdo aos granulos com fungo, a formulagdo de nimero 5 foi selecionada
para 0s testes no campo com base nos resultados em laboratorio. Sua producdo foi
realizada de acordo com a metodologia reportada no topico 2.5. Para o tratamento
utilizando a formulacdo multiparticulada em ambos os periodos estudados foram

produzidos 160g de granulos com 3,75 x 10> ME/qg.

2.6.2 Condic0es climaticas

Os estudos foram desenvolvidos entre 05 de janeiro e 09 de abril de 2021
(periodo chuvoso) e 06 de julho a 21 de outubro de 2021 (periodo seco). A temperatura e
umidade relativa do ar no interior da vegetacdo foram coletadas diariamente com
utilizagdo de um HOBO® data logger U12 durante todo o experimento. As condigdes do

ambiente foram capturadas diariamente pela estacdo meteoroldgica localizada em
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16°28'00"S e 49°17'00"O (aproximadamente 1 km de distancia do local de

experimentacao).

2.6.3 Preparacao das parcelas

Os experimentos foram realizados em area da Embrapa Arroz e Feijdo — Goiania
— Goias, Brasil, em um anexo pertencente a Embrapa Gado de Leite, localizada nas
coordenadas 16°30'50.1"S e 49°16'33.8"0. Com antecedéncia de um més para inicio do
experimento, trinta e duas parcelas contendo Panicum maximum BRS Quénia (oito para
cada tratamento) foram cortadas e padronizadas em 30 cm de altura, da superficie do solo
até o topo das folhas. As parcelas foram preparadas em uma area com incidéncia direta
de sol e chuva, com o intuito de tornar homogénea a exposi¢do as condi¢cdes ambientais
entre todas as parcelas. Trés semanas antes do inicio do experimento, foi realizada a
distribuicdo das parcelas referente ao grupo controle e dos diferentes tratamentos, que
foram distribuidos de forma randomizada. As parcelas foram delimitadas com auxilio de
fita métrica de 100 m, estacas de ferro e barbante, com area de 1m? (Fig.3 A e B). Analise
granulométrica e microbiol6gica do solo foram realizadas a partir da coleta de trés
amostras em pontos distintos com profundidade de 10 cm, posteriormente elas foram
armazenadas em sacos plasticos, identificadas e encaminhadas para analise no

Laboratorio Solo & Companhia e JEM analise agricola (Anexo 11 - I11).
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Figura 3. Area contedo as parcelas de 1 m? de Panicum maximum BRS Quénia utilizadas no
teste de campo em area da Embrapa Arroz e Feijao, Santo Antonio de Goias - Goiéas, Brasil.
Localizagdo: 16°30'50.1" S e 49 °16'33.8" O. A) teste realizado no periodo chuvoso e B)

teste realizado no periodo seco.

2.6.4 Tratamento e recuperacéo de larvas nas parcelas

A formulacdo granular contendo microesclerddios de M. robertsii IP 146 foi
aplicada dez dias antes da distribuicdo das fémeas (dia -10) nas parcelas referentes a este
tratamento ou da combinagédo entre entomopatogenos, através de aplicacdo manual de 10g
(distribuidos da forma mais homogénea possivel), sendo utilizada a dose de 3,75 x 10?
ME/qg.

As suspensdes aquosas com H. bacteriophora HP88 foram aplicadas oito dias
apos a aplicacdo fangica (dia -2) nas parcelas referentes aos tratamentos com nematoide
ou sua combinagéo com fungo. A concentragdo utilizada foi de 50 Jis/cm?. No dia zero,
cinco fémeas ingurgitadas foram distribuidas em cada parcela, referente aos diferentes
tratamentos e grupo controle (ausente de tratamento).

Foram realizadas visitas semanais as parcelas entre os dias +7 ao +28 (periodo
chuvoso) ou +7 ao +35 (periodo seco) para coletar as informagfes climaticas aferidas

pelo HOBO U12®. A recuperacéo das larvas referentes aos diferentes tratamentos foram
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realizadas semanalmente entre os dias +35 ao +85 (periodo chuvoso) e +42 ao +98
(periodo seco). As coletas foram realizadas por meio da deposicdo de flanelas de cor
branca (1,0 x 1,0 m) sobre cada uma das parcelas por um periodo de 15 minutos (Fig. 4).
Em seguida, elas foram removidas, embaladas em sacos plasticos previamente
identificados e acondicionadas a - 20° C para posterior contagem das larvas. As larvas
foram quantificadas com a utilizacdo de um aspirador de fluido cirargico e secrecdes

(Aspiramax®, Kyoto, Jap&o).

e arenle

N4 goues

2 QR |

Figura 4. Parcelas de Panicum maximum BRS Quénia com a presenca de flanelas
utilizadas para recuperar larvas de Rhipicephalus microplus na area da Embrapa Arroz e
Feijdo, Santo Antdnio de Goias - Goias, Brasil.

2.6.5 Persisténcia fungica no solo

A quantificagdo de propagulos fungicos viaveis nas parcelas tratadas com

formulagdo granular foi acessada através de unidades formadoras de colonias (UFC).
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Amostras de solo das parcelas tratadas com fungo foram retiradas de trés pontos distintos
(profundidade de 10 cm), a cada duas semanas de experimento (dia +10, +23, +38, +52,
+ 66 ¢ + 88) e armazenadas em tubos tipo Falcon de 50 mL devidamente identificados;
em seguida, foram acondicionados em caixa térmica e encaminhados para o Laboratério
de Patologia de Invertabrados para processamento das amostras. Do total coletado, cinco
gramas de solo foram misturados com 10 mL de 4agua destilada estéril em tubos tipo
Falcon de 50 mL; desta mistura, uma dilui¢do de 1:10 foi preparada e aliquotas de 50 uL
foram coletadas com auxilio de pipetador automatico e distribuidas no centro de placas
de Petri (90 x 15 mm) contendo meio CTC*. Apés pipetagem as aliquotas foram
espalhadas com auxilio de alga de Drigalski previamente esterilizada. Em seguida, as
placas foram devidamente identificadas e incubadas a 27 + 1 °C e UR > 90% durante 7
dias. Apos desenvolvimento das colbnias a presenca de M. robertsii foi confirmada por

analise microscopica®’.

2.6.6 Persisténcia de nematoides no solo

Amostras de solo das parcelas tratadas com nematoides foram coletadas e
armazenadas nas mesmas condicdes citadas no topico 2.6.5. Para isolar os NEPs do solo,
a técnica inseto-armadilha foi utilizada e para cada amostra 10 larvas de T. molitor foram
adicionadas sobre 5g de solo depositado no fundo de placas de Petri (60 x 15 mm). Apés
realizada esta etapa as placas foram incubadas a 27 £ 1 °C e UR > 90% durante 7 dias.
Apos o sétimo dia, as larvas mortas com sintomas de infeccdo foram desinfectadas
superficialmente com solucdo de hipoclorito de sddio a 0,1%, colocados em placas de
Petri (150 x 25 mm) contendo as duas camadas de papel filtro e incubados em camara
climatizadaa 27 + 1 °C e UR > 90%. Apds trés dias, os cadaveres foram transferidos para

armadilhas de White (White, 1927) para a coleta dos JIs. Em seguida, a presenca ou
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auséncia dos Jls foi confirmada por meio da pipetagem de aliquotas da suspensao com 0s

JIs vivos sobre 1aminas e posterior visualizagdo em microscopio optico.

2.7 Andlises estatisticas

As andlises laboratoriais conduzidas no presente estudo foram realizadas no
software R versdo 4.1.0 (R Core Team, 2019), pacote easyanova*. A normalidade dos
dados foi checada com o teste de Shapiro-Wilk. Dados laboratoriais com distribuicdo
normal foram analisados através do teste Analise de variancia (ANOVA) seguido do teste
de comparacdo de médias Student-Newman-Keuls (SNK). Nos ensaios somente os dados
de peso inicial das fémeas e a viabilidade flangica das diferentes formulacdes
apresentaram distribuicdo normal. Dados laboratoriais com distribuicdo ndo-normais
foram analisados através do teste Kruskal-Wallis seguido do teste de comparacao de
médias False discovery rate (FDR). O peso da massa de ovos, eclosao larval, indice de
producdo de ovos, indice nutricional e o desenvolvimento fangico sobre solo nao
esterilizado apresentaram distribuicdo ndo-normal. Os dados referentes a densidade de
fungo no solo (UFC/g) foram ajustados a um modelo linear generalizado misto com
transformacéo de log10(x+1) para fins de normalizacdo dos dados e com o fator tempo
como variavel aleatoria. Avaliou-se neste modelo os efeitos temporal, da estacdo
climatica, do tratamento aplicado e as possiveis interacdes desses fatores na persisténcia
do fungo no solo. Para os testes de campo, os dados de contagem de larvas de carrapato
foram ajustados com um modelo linear generalizado (GLM) seguindo uma distribuigao
de quasi-Poisson (fungdo de ligacdo log), incluindo os efeitos fixos de bloco, estagéo
climatica, tempo de avaliagdo apds a aplicagdo dos bioagentes, tratamentos com 0s
bioagentes sozinhos ou em combinacdo e as possiveis interacOes desses fatores. Depois

disso, a analise foi realizada separadamente dentro de cada estacdo climatica (Umida ou
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seca) para avaliar o efeito dos tratamentos ao longo do tempo sobre o nivel populacional

de larvas no capim. Apos essas andlises, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey

HSD a 5% de significancia, utilizando o pacote ‘emmeans’*°.
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3. RESULTADOS

3.1 Combinacdo de diferentes espécies de Metarhizium com Heterorhabditis
bacteriophora HP88 contra fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus sob

condicges controladas

O peso inicial das fémeas foi distribuido de forma homogénea entre os diferentes
tratamentos (Fi1,328 =0,6259; P=0,8066) (Tabela 4). As fémeas de todos 0S grupos
tratados produziram menor quantidade de ovos do que as fémeas do grupo de controle
(F11,327=59,2274; P< 0,001). O peso da massa de ovos variou de 5,23 mg (HP88) a 97,08
mg (IP 125) para os grupos tratados, enquanto no grupo controle o peso médio da massa
de ovos foi de 127,35 mg (y*>= 213,6815; P<0,001) (Tabela 4).

Em relacdo a eclos&o larval, todos os grupos tratados tiveram valores inferiores
aos observados no grupo controle (y*>= 87,2048; P<0,001). Os valores do indice de
producdo de ovos (IPO) e do indice nutricional (IN) foram inferiores em todos os
tratamentos em relagdo ao grupo controle (x>=216,1101; P<0,001; y*>=73,6668; P <0,001;
respectivamente) (Tabela 4).

O percentual de controle (PC%) dos grupos tratados com fungo variou de 42,74
(IP 125) a 58,19% (IP 146), enquanto no grupo tratado com nematoides o PC foi de
97,34% (HP88). Em relacdo aos grupos tratados com fungos e nematoides combinados,

os resultados variaram entre 94,51 (HP88 + IP 46) e 98,88% (HP88 + IP 146) (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros bioldgicos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus tratadas com diferentes isolados de Metarhizium spp. (1 x 107
mL* conidios/mL) combinados ou n&o a Heterorhabditis bacteriophora HP88 (50 JIs/fémea) ou tratadas com agua destilada (controle). As fémeas

foram incubadas em temperatura 6tima (27 °C) e umidade relativa > 90%.

Tratamentos Peso inicial das  Peso da massa Ecloséo larval IPO* IN** RET Percentual de
fémeas (mg) de ovos (mQ) (%) controle
(n=30)f
Controle 234,73+7,80° 127,35+537%° 92,76 £ 0,79 53,55+ 1,36 82,22 +1,14%°  994138,26 -

IP 46 232,75+7,84* 63,44 +8,76° 75,18 £4,12° 28,16 £3,72° 46,07 +6,65*  457653,81 53,96
IP 119 235,36 + 8,907 66,5 + 7,84° 79,80 £ 2,67° 29,33 £3,66° 58,76 +9,20  465954,91 53,13
IP 125 25322 +7,438  97,08+8,49%  7350+3,63"  38,06+249"° 64,54+3,03% 569193,63 42,74
IP 146 235,31+7,522 757+ 6,85 66,54 + 4,39 3301+2,89° 63,02+311°  415629,76 58,19
IP 363 235,73 +7,668 76,76 + 5,39 74,83 + 4,72 33,38+ 2,35 52,46 +5,12"  533902,23 46,29
HP88 234,89 + 7,67° 5,23 + 2,36¢ 38,64 + 7,95% 2,18 +0,94% 23,97 +6,50° 26463,26 97,34
HP88 + IP46  23582+7,54® 11,50+ 2,81¢ 45,62 + 7,05% 471+1,15%  44,13+8,22¢ 5454951 94,51
HP88 + IP 119 234,70 + 7,72 8,77 + 3,48¢ 33,08 £ 6,92° 3,73+153¢ 3123+11,28°  30173,11 96,96
HP88 + IP 125 253,78 £8,62° 17,04 + 4,94 25,83 + 6,25° 6,76 + 1,949  43,60+9,20°®  47055,24 95,26
HP88 + IP 146 234,78 + 7,92° 5,14 + 2,02¢ 24,54 +5,20° 2,45+0,98¢  29,64+9,64%  11132,72 98,88
HP88 + IP 363 236,62 + 7,79 8,59 + 2,70¢ 51,43 + 6,43¢ 3,52 +1,079 29,80 £6,72%  29546,02 97,03

(*) IPO: Indice de producéo de ovos = peso da massa de ovos (g)/ peso inicial da fémea (g) x 100 (Bennet, 1974).

(**) IN: Indice nutricional: peso da massa de ovos (g)/ peso inicial da fémea (g) — peso final da fémea (g) x 100 (Bennet, 1974).
(1) RE: Reprodugdo estimada = peso da massa de ovos (g)/ peso inicial da fémea ingurgitada (g) x percentual de eclosdo larval x 20,000 (constante que se refere ao nimero de larvas por grama

de massa de ovos de R. microplus) (Drummond et al., 1971).
(1) PC: Percentual de controle = RE média do grupo controle — RE média do grupo tratado/ RE média do grupo controle x 100 (Drummond et al., 1971). Médias (+ erro padrdo) na mesma

coluna seguidas de letras diferentes diferem significativamente (P < 0,05).
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3.2 Metarhizium roberstii IP 146 combinado com Heterorhabditis bacteriophora HP88
para controle de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus sob condicdes
controladas

Em relacdo ao peso inicial das fémeas, ndo houve diferencas significativas entre
os tratamentos (Fs3s1 =0,0958; P=0,9993) (Tabela 5). O peso médio da massa de ovos
foi menor nas fémeas tratadas com fungo (106 ou 107 conidios mL™t) com valores de 95,67
ou 73,29 mg, respectivamente, ou em suas respectivas combinacGes com as diferentes
concentragdes de juvenis infectantes (15 ou 25), com valores variando de 42,35 (107 +
25) a 57,42 mg (107 + 15), quando comparados com o grupo controle (124,12 mg) (>=
123,7785; P<0,001) (Tabela 5).

Reducdo na eclosao larval dos ovos foi observada nos grupos tratados com fungo
10" conidios mL™' e nematoides, 15 JIs, com valores de 81,15 ou 87,10%,
respectivamente, ou em todas as combinagfes entre 0os entomopatdégenos com valores
variando de 72,29 (10° conidios mL™* + 25 JIs) a 84,31% (10’ conidios mL™ + 25 Jls),
quando comparados com o grupo controle (92,87%) (yx>= 30,5985; P= 0,0002) (Tabela
5). Os valores do indice de producdo de ovos foram menores nos tratamentos com fungo
(10% ou 107), com valores de 40,49 ou 32,9%, respectivamente, ou em suas combinagdes
com as diferentes concentracfes de juvenis infectantes (15 ou 25), com valores variando
de 18,14 (10" + 25) a 25,33% (10° + 15), quando comparados com o grupo controle
(54,78%) (y>= 150,2266; P<0,001) (Tabela 5). Em relacdo ao indice nutricional,
percentuais inferiores foram observados nos grupos tratados com fungo (108 ou 107) com
valores de 59,74 ou 48,51%, respectivamente, ou nas combinagdes com as diferentes
concentracdes de nematoides (15 ou 25), com valores variando de 26,66 (107 + 25) a 37,46
(10° + 15), quando comparados com o0 grupo controle (2= 157,2538; P<0,001) (Tabela

5).
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O percentual de controle (PC%) dos grupos tradados com as diferentes
concentragdes fungicas (10° ou 107) foi de 31,37 e 43,66%, respectivamente; os valores
dos grupos tratados com as diferentes concentracdes de juvenis (15 ou 25) foram de 8,49
ou 7,16%, respectivamente. Nas diferentes combinaces, resultados promissores foram

obtidos com percentuais variando de 57,77 (10°+ 15) a 71,84% (107 + 25) (Tabela 5).
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Tabela 5. Parametros bioldgicos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus tratadas com Metarhizium robertsii IP 146 (10° ou 107 conidios

mL!) combinados ou ndo a Heterorhabditis bacteriophora HP88 (15 ou 25 juvenis infectantes/fémea) ou tratadas com 4dgua destilada (controle).

As fémeas foram incubadas em temperatura 6tima (27 °C) e umidade relativa > 90%.

Tratamentos Peso inicial das  Peso da massa Ecloséo larval IPO* IN** REY Percentual de
fémeas (mg) de ovos (mg) (%) controle
(n=40)%
Controle 22587 £6,47¢8 124,12 + 4,632 92,87 + 2,422 54,78+ 1,31* 7657+157*° 1019867,702 -

108 222 44 + 4 892 95,67 + 6,25° 85,79 + 3,05% 40,49 +2,95° 5974+382° 699919,6378 31,37
107 226,87 + 5,272 73,29 + 5,63¢ 81,15 + 4,04° 32,95+ 251 4851 +3,08° 574527,9412 43,66
15 JIs 228,72 +6,03* 118,34 + 6,892 87,10 + 2,96° 52,11 +2678 72,59+3,29° 933277,9323 8,49
25 Jls 228,13 +6,162 117,06 +558% 89,35 + 2,322 52,08 +2,35  7264+259% 946854,2951 7,16
10%+ 15 JIs 227,06 + 6,012 57,34 + 8,50« 74,14 + 4,95° 25,33 +3,73%¢ 37,46+ 4,89 430713,2302 57,77
107+ 15 JIs 228,10 £ 6,068 57,42 + 7,94% 75,69 + 4,08° 23 + 3,43% 37,34 + 4,84  379261,4986 62,81
106+ 25 JIs 226,94 +7,02¢8 44,72 +9,10% 72,29 + 5,35° 19,24 +3,68° 31,65+5,21% 328472,9939 67,79
107+ 25 JIs 227,47 + 5,802 42,35 + 8,48¢ 84,31 + 3,31° 18,14 + 3,479 26,66 + 4,58  287188,6975 71,84

(*) IPO: Indice de producio de ovos = peso da massa de ovos (g)/ peso inicial da fémea (g) x 100 (Bennet, 1974).

(**) IN: indice nutricional: peso da massa de ovos (g)/ peso inicial da fémea (g) — peso final da fémea (g) x 100 (Bennet, 1974).

() RE: Reprodugdo estimada = peso da massa de ovos (g)/ peso inicial da fémea ingurgitada (g) x percentual de eclosdo larval x 20,000 (constante que se refere ao nimero de larvas por grama
de massa de ovos de R. microplus) (Drummond et al., 1971).
(1) PC: Percentual de controle = RE média do grupo controle — RE média do grupo tratado/ RE média do grupo controle x 100 (Drummond et al., 1971). Médias (+ erro padréo) na mesma

coluna seguidas de letras diferentes diferem significativamente (P < 0,05).
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3.3 Desenvolvimento fungico de diferentes formulagdes granulares sobre meio agar-

&gua ou solo nao esterilizado

Conidios produzidos pelos granulos aplicados sobre meio agar-agua exibiram
alta viabilidade (> 85%) e ndo foram observadas diferencas entre os grupos (Fs1i7 =
1,5381; P=0,2164); da mesma forma, a producéo de conidios de todas as formulacdes
ndo diferiram quando comparadas entre si (y*>= 5,6464; P= 0,6868) (Fig. 5-A).

Em relacdo aos testes de producdo de conidios conduzidos em solo néo
esterilizado, as formulagbes 1 e 5 produziram mais col6nias quando comparadas as
demais (2= 34.1017; P< 0,001); obtendo respectivamente uma producéo de 1,09 x 10* e

1,75 x 10* unidades formadoras de coldnias por grama de solo (Fig. 5-B).
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Figura 5. Desenvolvimento fingico de diferentes grupos de formulagdes granulares de
Metarhizium robertsii IP 146 em meio agar-agua ou solo ndo esterilizado. A) Média da
producdo de conidios (+ erro padrdo) de diferentes formulagdes granulares esporuladas
em meio agar-agua; B) Unidades formadoras de colonia por grama de solo (+ erro padrdo)
de diferentes formulagdes granulares esporuladas em solo nao esterilizado. Barras (£ erro

padrao) seguidas por letras diferentes diferem significativamente entre si (P < 0,05).

3.4 Combinacdo de Heterorhabditis bacteriophora HP88 com Metarhizium robertsii
IP 146 para controle da fase ndo-parasitaria de Rhipicephalus microplus em
condicdes de campo com diferentes condicdes climaticas

O solo utilizado para a realizacdo dos ensaios de campo apresentou textura
argilosa, sendo classificado como solo argiloso, contendo 62% de argila, 10% de silte e
28% de areia (Anexo Il). A andlise microbioldgica detectou bactérias do género Bacillus
na quantidade de 1,2 x 106 UFC/g de solo. Fungos habitantes do solo como Fusarim
solani, Fusarium sp., e Trichoderma sp. foram encontrados nas seguintes quantidades

1,667, 3,667, 2,000 UFC/g de solo, e Rhizoctonia sp. com 5 UFC/100g de solo.
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Nematoides fitopatogénicos foram identificados na amostra como Helicotylenchus sp. e
Heterodera glycines nas quantidades de 198 e 11, respectivamente, em 200 mL de solo
(Anexo I1I).

A persisténcia do fungo nao foi influenciada pela combina¢ao com o nematoide,
mas foi bastante afetada pela estacdo chuva/seca (F= 7,06, P= 0,0083), particularmente
pela estagao timida (verao), onde foi encontrado maior UFC de Metarhizium do que o
experimento realizado na estagdo seca (inverno). Invariavelmente, o fungo sozinho ou
aplicado junto com o nematoide exibiu diminuicao drastica na persisténcia, conforme
observado pelo nimero de UFC recuperadas do solo ao longo do tempo de amostragem

(F= 80,65, P <0,0001) (Fig. 6).
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Figura 6. Persisténcia fungica de solo tratado em duas esta¢des do ano (seca ou chuvosa)
somente com formulagdo granular de Metarhizium robertsii (FEP) ou combinado ao
nematoide Heterorhabditis bacteriophora HP88 (NEP). Box plot de unidades formadoras
de colonias (UFC) de M. robertsii por grama de solo obtido apds aplicacdo fingica em
condi¢des de campo. As caixas mostram a mediana, 25° e 75° percentis, enquanto as

barras de erro mostram 10° e 90° percentis, € as médias (n = 8) sdo os losangos negros.
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Entre os dias -10 e +84 (periodo chuvoso), as médias semanais (+ desvio padrao)
de temperatura diaria (A) e umidade relativa do ar (B) do interior da parcela foram 23,88
+ 4,08 °C e 86,09 £ 25,47%, respectivamente (Fig. 7). Em relacdo aos dados climaticos
do ambiente, as médias semanais de temperatura didria (maxima e minima) (A),
precipitacao (B) e radiacao solar global (C) foram 29,39 +2,15°C e 19,09 + 1,15 °C, 5,39

+ 9,81 mm/dia, 18,71 £ 5,06 MJ/m2, respectivamente (Fig. 8).
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Figura 7. Dados climaticos de experimento conduzido no periodo chuvoso coletados ao
longo de 14 semanas por data logger HOBO® presente no interior de uma parcela presente
em area pertencente a Embrapa Arroz e Feijdo, Santo Anténio de Goias - Goiés, Brasil.
A) temperatura do ar (°C); B) umidade relativa do ar (%).
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Figura 8. Dados climaticos do ambiente (periodo chuvoso) coletados diariamente pela estacdo meteoroldgica pertencente a Embrapa Arroz e Feijo,

Santo Anténio de Goias - Goiés, Brasil. A) Temperatura maxima e minima do ar (°C); B) Precipitacdo (mm/dia); C) Radiag&o solar global (MJ/m2).
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Os diferentes tratamentos realizados no periodo chuvoso (fungos e nematoides
entomopatogénicos ou sua combinacdo) foram eficazes em reduzir a populacdo nédo
parasitaria de R. microplus na segunda e na terceira semana (Fig. 9), com excec¢do do
tratamento utilizando somente nematoide que apresentou reducéo significativa somente
na segunda semana (Fig. 9). Entretanto, a analise dos dados acumulados (somatério de
carrapatos em todas semanas de avaliacdo) mostrou que todos os tratamentos reduziram
a populacdo ndo parasitaria de R. microplus presente nas pastagens, resultando em

eficacia de 54,09% (fungo), 38,11% (nematoide) e 46,72% (combinacdo) (Fig. 10).
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Figura 9. Impacto de tratamento realizado no periodo chuvoso com fungo (FEP) e nematoide entomopatogénico (NEP) aplicados isoladamente ou
em combinacao na populagdo de larvas de carrapatos recuperadas de pastagens. Os segplots representam a média (+ erro padrao, n = 8) para cada
semana de avaliacdo. Médias seguidas por letras diferentes dentro da mesma semana diferem significativamente entre si (P < 0,05) com base no

teste Tukey HSD.
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Figura 10. Impacto de tratamento realizado no periodo chuvoso com fungo (FEP) e nematoide entomopatogénico (NEP) aplicados isoladamente
ou em combinagdo na populagdo de larvas de carrapatos recuperadas de pastagens. Os segplots representam a média (£ erro padrdo, n = 64) de
carrapatos recuperados para cada tratamento ao longo de todas as semanas de avaliacdo. Médias seguidas por letras diferentes diferem

significativamente entre si (P < 0,05) com base no teste Tukey HSD.



115

Entre os dias -10 e +98 (periodo seco), as médias semanais (+ desvio padrao) de
temperatura didria (A) e umidade relativa do ar (B) do interior da parcela foram
respectivamente, 25,34 £ 11,35 °C e 64,38 = 24,47%. (Fig. 11). Em relagdo ao ambiente,
as médias semanais (£ desvio padrdo) de temperatura didria (maxima e minima) (A),
precipitacao (B) e radiacao solar global (C) foram 32,44 + 3,04 °C e 16,74 + 3,70 °C, 1,45

+ 5,41 mm/dia, 17,21 £ 5,3 MJ/m2, respectivamente (Fig. 12).
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Figura 11. Dados climaticos de experimento conduzido no periodo seco coletados ao
longo de 16 semanas por data logger HOBO® presente no interior de uma parcela presente
em area pertencente a Embrapa Arroz e Feijdo, Santo Anténio de Goias - Goiés, Brasil.

A) temperatura do ar (°C); B) umidade relativa do ar (%).
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Figura 12. Dados climéaticos do ambiente (periodo seco) coletados diariamente pela estacdo meteoroldgica pertencente a Embrapa Arroz e Feijéo,

Santo Anténio de Goids - Goids, Brasil. A) Temperatura maxima e minima do ar (°C); B) Precipitacdo (mm/dia); C) Radiacdo solar global (MJ/m2).
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A prevaléncia de juvenis infectantes de H. bacteriophora HP88 foi reduzida ao
longo do tempo independente do tratamento (somente nematoides ou sua combinacéo
com o fungo) (Fig. 13). Diferenca significativa no percentual de larvas de T. molitor
infectadas por H. bacteriophora HP88 foi observada somente no dia +24, com maior

numero de larvas infectadas no tratamento combinado (NEP + FEP) (Fig. 13).
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Figura 13. Percentual de larvas de Tenebrio molitor infectadas por H. bacteriophora
HP88 (+ erro padrdo, n=10) depositadas sobre solo proveniente de diferentes parcelas
(n=8) tratadas no periodo seco com juvenis infectantes de H. bacteriophora HP88 (NEP)
ou sua combinacdo com formulacdo granular de M. robertsii IP 146 (FEP). Barras

seguidas por letras diferentes no mesmo dia de avaliagdo diferem significativamente entre

si (P < 0,05).

Em relagcdo ao experimento conduzido no periodo seco, ndo foi observada
reducédo significativa das larvas em nenhuma das semanas de avaliagdo por nenhum
tratamento (Fig. 14). Entretanto, quando os dados de larvas recuperadas ao longo de todas
as semanas de avaliacdo foram acumulados, somente o tratamento fingico causou
reducdo significativa na populagdo ndo parasitaria de R. microplus presente nas

pastagens, o que resultou em eficacia de 26,27% (Fig. 15).
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Figura 14. Impacto de tratamento realizado no periodo seco com fungo (FEP) e nematoide entomopatogénico (NEP) aplicados isoladamente ou em

combinag¢do na populagdo de larvas de carrapatos recuperadas de pastagens. Os segplots representam a média (+ erro padrdo, n = 8) para cada semana

de avaliagao.
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Figura 15. Impacto de tratamento realizado no periodo seco com fungo (FEP) e nematoide entomoatogénico (NEP) aplicados isoladamente ou em
combinag¢do na populacdo de larvas de carrapatos recuperadas de pastagens. Os segplots representam a média (+ erro padrao, n = 72) de carrapatos
recuperados para cada tratamento ao longo de todas as semanas de avaliagdo. Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente

entre si (P <0,05) com base no teste Tukey HSD.
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4. DISCUSSAO

Poucos estudos relataram o uso de fungos e nematoides entomopatogénicos para
o biocontrole de carrapatos até o0 momento?=3%°0, A maioria dos estudos que realizaram
0 uso combinado de fungos e nematoides tiveram como foco o controle de insetos das
ordens Coleoptera e Lepidoptera® >4, Neste sentido, este é o primeiro estudo que testou,
em condi¢Oes de campo, a combinacdo de fungos e nematoides entomopatogénicos para
o controle da fase ndo parasitaria de R. microplus em pastagens artificialmente infestadas.

A viruléncia de M. robertsii IP 146 contra fémeas ingurgitadas de R. microplus
foi demonstrada no presente estudo, e destacou o seu potencial promissor como agente
de biocontrole em relagdo aos demais isolados fiingicos testados. Bernardo et al.’®
também investigaram a viruléncia de M. robertsii IP 146 para fémeas ingurgitadas de R.
microplus em condic¢des controladas, e reportaram percentual de controle de 70,97% ou
97,95% em tratamento com conidios e blastosporos, respectivamente. Além de M.
robertsii IP 146, o tratamento com H. bacteriophora HP88 indicou que este nematoide é
um agente de biocontrole promissor, uma vez que foi capaz de reduzir o potencial biético
de fémeas ingurgitadas de R. microplus. Esses dados corroboram com as informagées da
literatura de que H. bacteriophora HP88 é um isolado altamente virulento para fémeas
ingurgitadas de R. microplus em condices laboratoriais?'0>°,

Os grupos tratados com Metarhizium spp. combinado com H. bacteriophora
HP88 foram altamente virulentos contra fémeas ingurgitadas de R. microplus sob
condigdes controladas; no entanto, nenhuma interagéo sinérgica foi observada devido a
alta eficacia obtida no grupo tratado utilizando somente nematoides, o que esta de acordo
com os resultados relatados por Monteiro et al.*. Este estudo realizado em condiges
controladas avaliou a combinacéo da cepa HP88 (H. bacteriophora) ou LPP1 (H. indica)

com IBCB 116 (M. anisopliae) ou ESALQ 986 (Beauveria bassiana) contra fémeas
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ingurgitadas de R. microplus e obtiveram mais de 90% de percentual de controle em todos
0S grupos tratados apenas com nematoides ou nos grupos tratados com 0s
entomopatogenos combinados. Esses estudos demonstram a compatibilidade entre
nematoides e fungos entomopatogénicos para controle de carrapatos, assim como outros
estudos também demonstraram para controle de Hoplia philanthus (Coleoptera:
Rutelidae)'!; Hylobius abietis (Coleoptera: Curculionidae)®® e Curculio caryae
(Coleoptera: Curculionidae)®’.

Fungos e nematoides testados em concentracGes inferiores resultaram em efeito
sinérgico em todas as combinac@es realizadas. De fato, o sinergismo observado a partir
da combinacdo de FEP e NEP para controle de insetos vem sendo reportado em estudos
desenvolvidos em condi¢6es controladas, de semi-campo e campo. Casos de sucesso vém
sendo relatados em ensaios laboratoriais e em casa de vegetacdo com M. anisopliae CLO
53 combinado com H. megidis ou Steinernema glaseri para controlar H. philanthus; além
de estudos em condicBes de campo testando o mesmo isolado fangico combinado com H.
bacteriophora para o controle da mesma praga. Em todos esses casos foi possivel
observar um aumento da eficacial>®. Os mecanismos envolvidos nas interacdes
sinérgicas entre fungos e nematoides entomopatogénicos permanecem obscuros, mas
existe a hipdtese de que o fungo atue como um estressor, afetando a homeostase e
enfraquecendo o hospedeiro, 0 que torna o artropode mais vulneravel a infeccdo por
nematoides'>®. Além disso, os hospedeiros infectados com fungo liberam mais COg;
curiosamente, 0os nematoides usam esse biomarcador para encontrar suas presas e
parasita-las®*. Simultaneamente, outros fatores sio relatados como capazes de influenciar
o efeito obtido pela combinagdo de agentes bioldgicos, j& que diversas variaveis podem
induzir a ocorréncia de sinergismo, como particularidades do hospedeiro alvo, as espécies

entomopatogénicas combinadas, e o seu tempo de aplicacdo (simultaneo ou sequencial)®L,
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As diferentes formulagdes granulares cultivadas em meio &gar-agua
apresentaram resultados semelhantes quanto a producéo conidial e viabilidade fangica,
indicando que os granulos sao eficazes na producédo de conidios em condi¢6es adequadas
de temperatura e umidade relativa®®4?, Por outro lado, algumas formulagdes granulares
cultivadas em solo nédo esterilizado demonstraram maior producao de conidios do que
outras. A formulacdo a base de celulose microcristalina (CM), terra diatomacea (TD),
vermiculita (VMC) e fibra vegetal foi capaz de produzir conidios em numero
significativamente maior do que as demais formulacGes testadas. Este resultado pode
estar relacionado com a alta capacidade desses compostos em reter agua em quantidade
adequada ao desenvolvimento do fungo. A capacidade higroscopica de CM®, TD* e
VMC®? é bem conhecida e sua associagio com fibra vegetal, nas proporcdes testadas,
pode ter garantido condicBGes favoraveis para que o fungo esporulasse em solo ndo
esterilizado, uma vez que a umidade é fundamental para a producdo, germinacdo e
persisténcia ambiental de fungos entomopatogénicos®. Neste sentido, a conidiogénese
nos granulos contendo microesclerédios no microambiente onde a praga alvo habita, deve
levar em consideracdo um fator crucial, como: a necessidade de haver um alto percentual
de umidade relativa do ar. Em cenarios com baixa umidade, o protagonismo dos
carregadores ou aditivos utilizados na formulacdo, podem executar um papel crucial na
absorcdo de agua a partir da umidade do ar ambiente, permitindo assim a esporulacédo
fungica mesmo em condi¢Bes ambientais adversas®.

Nos testes de campo, a persisténcia fungica sofreu um declinio significativo ao
longo do tempo, com grande variacdo entre as estacfes seca e chuvosa. Esta reducdo é
um comportamento tipico em fungos entomopatogénicos®; entretanto, uma reducdo
dréastica foi observada no periodo seco (inverno), que é caracterizado por temperaturas e

umidades frequentemente mais baixas. Além disso, a auséncia de chuva, a baixa umidade
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relativa do ar e alta radiacdo solar sdo fatores comuns nesta estacdo na area estudada e
podem reduzir a persisténcia de fungos entomopatogénicos’=. Desta forma, a baixa
recuperacdo de M. robertsii IP 146 das parcelas neste periodo pode ser explicada pela sua
exposicdo a estes fatores climaticos adversos, pois ao decorrer do experimento o
tratamento ficou exposto a alta radiacéo solar, com meédia de 17,21 = 5,3 MJ/m2, umidade
relativa do ar a 64,38 * 24,47% e auséncia de chuva. Com a auséncia de chuva o solo
tornou-se seco, podendo ter comprometido a germinacdo e a esporulacdo do fungo. No
periodo chuvoso (verdo), caracterizado por clima imido e quente, o fungo se beneficiou
das condicdes climaticas, principalmente da alta umidade do ar encontrada neste periodo,
com média de 86,09 £ 25,47%. Além disso, a temperatura média de 23,88 + 4,08 °C e a
precipitacdo de 5,39 + 9,81 mm/dia podem ter favorecido o desenvolvimento fungico
sobre os granulos de microesclerodios. Alta radiacdo solar foi observada em ambos
periodos estudados; entretanto, este efeito deletério no periodo chuvoso pode ter sido
minimizado com maior eficiéncia pela presenca da vegetacdo abundante, diferente da
época seca em que a cobertura da vegetacdo é reduzida.

Na estacdo chuvosa, todos os tratamentos ocasionaram reducdao do ndmero de
larvas de R. microplus nas pastagens. Embora a persisténcia fingica na estacdo seca tenha
sido reduzida, a formulacdo granular de M. robertsii IP 146 reduziu a populacdo nédo
parasitaria de R. microplus. Uma possivel explicacdo para este resultado seria a tolerancia
natural que este isolado possui para as condi¢des climaticas encontradas no centro de
Goias, pois este isolado é nativo da regido e também devido a protecdo oferecida pelos
componentes da formulagdo granular contra os fatores ambientais adversos®.

A persisténcia dos JIs aplicados nas pastagens no periodo seco também sofreu
declinio significativo ao longo do tempo. No campo, a persisténcia, a sobrevivéncia e o

desenvolvimento dos JIs dependem diretamente de fatores abidticos, como a umidade
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relativa do ar, a textura do solo e em especial a temperatura®®3, As condigGes climaticas
severas enfrentadas durante o periodo seco de experimentacdo e o solo argiloso, com
pouca aeracdo, como o encontrado no local de experimentacdo, pode ter dificultado a
locomocgdo e sobrevivéncia dos juvenis®*®. Desta forma, estes fatores podem ter
influenciado negativamente a eficacia dos JIs no campo e limitado o controle de R.
microplus nas pastagens. Entretanto, embora a persisténcia dos JIs ndo tenha sido avaliada
no periodo chuvoso, reducdo de 38,11% da populacdo nédo parasitaria de R. microplus foi
observada neste periodo nos tratamentos com Jls. Entdo, sugerimos que a ocorréncia de
chuva, torna o solo Umido, e aumenta a umidade relativa do microambiente; além disso,
a cobertura da vegetacdo confere maior protecdo dos JlIs conta a radiacdo solar direta,
proporcionando aos JIs melhor locomocgédo e sobrevivéncia resultando no sucesso da
infeccdo.

Estudos tém demonstrado que a dindmica populacional de R. microplus vem
sofrendo interferéncia do aumento da temperatura global ao longo dos anos®. Carneiro
et al.” estudaram a dinamica populacional de R. microplus na década de 1990 na mesma
localidade onde o presente estudo foi conduzido, e reportaram trés geracGes anuais deste
carrapato. Nicaretta et al.®® em estudo recente desenvolvido nesta mesma regido
reportaram a ocorréncia de cinco gerac6es anuais de R. microplus, sendo trés registradas
no periodo chuvoso e duas no periodo seco.

Os resultados dos testes conduzidos em campo no periodo chuvoso ou seco sdo
de extrema relevancia, uma vez que o controle da populacdo ndo parasitaria de R.
microplus nas pastagens pode resultar em redugdo de milhares de larvas nas geracGes
seguintes. Desta forma, com os resultados reportados no presente trabalho, pode-se
concluir que a combinacao de M. robertsii IP 146 e H. bacteriophora HP88 em condigdes

controladas oferece melhores resultados do que seus agentes utilizados isoladamente
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(sinergismo), a formulacdo multiparticulada composta por celulose, vermiculita, terra
diatomacea e fibra vegetal foi eficaz na producdo de conidios quando cultivada sobre
solo ndo esterilizado e por fim, 0s entomopatdgenos M. robertsii IP 146 e H.
bacteriophora HP88 quando aplicados no campo atuam como agentes promissores no
biocontrole da fase nao parasitaria de R. microplus, apesar da eficacia do tratamento sofrer
variacdo de acordo com a época do ano. Novos estudos utilizando formulagdes com
componentes protetores para 0s entomopatdgenos podem trazer melhorias nos resultados
obtidos no campo, além disso, estudos aplicando fungos e nematoides, combinados ou
ndo, em pastagens destinadas a criacdo extensiva de bovinos precisam ser conduzidos
para determinar a eficacia do tratamento em reduzir a infestacdo de carrapatos nos

animais.
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CAPITULO 4: CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste trabalho demonstram o protagonismo do controle bioldgico
utilizando fungos e nematoides entomopatogénicos, combinados ou nao, sobre a fase nao
parasitaria de Rhipicephalus microplus. A demanda nacional por um método eficaz para
reduzir a populagdo ndo parasitaria de R. microplus € urgente, ndo somente pelos
prejuizos ocasionados anualmente pelo parasitismo deste carrapato, mas também pela
demanda por métodos mais ecologicos que vem crescendo entre a populacao brasileira.
Embora atualmente no mercado brasileiro dos biolégicos ndo exista um produto
comercial voltado para o controle de carrapatos, diversas pesquisas relacionadas a
reducdo da populagdo de vida livre de R. microplus presente nas pastagens vem sendo
realizadas para alcangarmos um produto bioldgico eficaz em seu controle.

Sabe-se que as condigdes climaticas sdo fatores que podem influenciar
diretamente no sucesso da utilizagdo dos entomopatdogenos em campo, no presente
trabalho esta premissa foi confirmada quando as formulagdes foram testadas em
diferentes €pocas do ano; a aplicacdo no periodo chuvoso alcangou eficacia superior do
que quando o tratamento foi realizado no periodo seco. Nestas situagdes, utiliza-se de
métodos tecnologicos que concedam protecdo contra os fatores climaticos deletérios aos
entomopatdgenos, como o uso de formulagoes.

A proposta de formular os biocontroladores demonstrou ser promissora, mas
pode ser melhorada de forma a conferir maior eficacia aos entomopatogenos utilizados.
Ainda existem perguntas a serem respondidas, como se a aplicagdo da formulagdo
granular ou dos juvenis infectantes ira reduzir o nimero de carrapatos sobre os animais.
Entretanto, mediante aos resultados relatados, destaca-se a inovagao deste método
biologico para tratamento em pastagens infestadas de carrapatos e a eficacia obtida, sendo

este um estudo pioneiro a utilizar essa metodologia em testes de campo. Além disso, vale
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ressaltar a importancia de realizar mais estudos com foco na fase livre de R. microplus,
pois estes atuam justamente sobre uma das grandes lacunas do controle de R. microplus,
que ¢ a ausé€ncia de produtos para tratamento sobre as pastagens.

A descoberta de conhecimentos relacionados a interagao patogeno-hospedeiro ¢
de extrema importancia para viabilizar novas formas de controlar populagdes de
artropodes-pragas. Desta forma, o presente trabalho elucidou com sucesso alguns
aspectos referentes a infeccao por fungos ou nematoides entomopatogénicos sobre a fase
ndo parasitaria de R. microplus.

A execugado desta tese foi importante por consolidar parcerias entre diferentes
instituicdes, como a Embrapa Arroz e Feijdo, Gado de Leite e Meio Ambiente, por meio
da colaboragdo de analistas e pesquisadores destas instituigdes. Também foi importante
por contribuir com a operacionalizacdo da colonia de carrapatos com bovinos
artificialmente infestados do Laboratorio de Patologia de Invertebrados e Laboratorio de
Biologia, Ecologia e Controle de Carrapatos da UFG, resultando em dados mais

confiaveis obtidos por meio da utiliza¢do de cepa local.
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com os parametros biolégicos referentes a biologia reprodutiva das fémeas ingurgitadas.

Comissio de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pré-Reitoria de Pesquisa e Inova¢ao/PRPI-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia (Campus II) -
CEP:74001-970, Goiania — Goias, Fone: (55-62) 3521-1876.
Email: ceua.ufg@gmail.com



134

MINISTERIO DA EDUCACAO .‘ &
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS _ 9
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO UFG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

1V - Sumairio do projeto:

0O Discussiio sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do niimero de animais: A
possibilidade de coletar R. microplus de bovinos infestados naturalmente ndo é desejada, visto que grande
parte dos pecuaristas utilizam acaricidas quimicos para controle de carrapatos. E estes acaricidas alteram
a eficiéncia reprodutiva dos carrapatos, podendo interferir nos resultados obtidos.

O Prevé Projeto Piloto: Nio sera utilizado projeto piloto.

0O Espécie animal utilizada/ nimero total de animais/ Nimero de animais por tratamento ou grupo
experimental: Serio utilizados 6 bovinos fémeas de linhagem leiteira com 6 meses de idade.

QO Fonte de obtencio do animal: Fazenda escola da EVZ/UFG

Q Descricio das instalacoes utilizadas e nimero de animais/drea/qualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade), alimentacdo/hidratacdo: Os animais serdo mantidos no galpdo de
experimentacio de grandes animais ou piquete de capim Brachiara decumbens, Baia individual com 10
m2. Piquete: 0,5 ha.

O Utilizacdo de agente infeccioso/gravidade da infeccio a ser observada e anilise dos riscos aos
pesquisadores/alunos: Nio serd utilizado agente infeccioso. Na manipulagio dos animais serd utilizado
EPIs para diminuir o risco aos usudrios.

O Procedimentos experimentais do projeto de pesquisa: Serdo utilizados 6 bovinos (2 animais por ano),
a0s quais passardo por um rodizio mensal de infestacdo, intercalando os bovinos entre infestado
(estabulado) e ndo infestado (piquete). O bovino estabulado serd infestado com 3g (lg por 3 dias
consecutivos) de larvas de carrapatos da espécie Rhipicephalus microplus, para que no 21° dia da
infestacdo as fémeas estejam ingurgitadas e no peso ideal para a realizagiio dos experimentos com os
carrapatos. Se o animal apresentar qualquer alteracdo no exame clinico didrio ou nos exames laboratoriais
(hemograma e hematéerito), serd realizado o tratamento quimico contra a infestacdo de carrapatos com
banho de Deltametrina (25mg/animal, dose unica) e tratamento de possiveis parasitas causadores da
doenca Tristeza Parasitiria Bovina com Tetraciclina (20mg/kg) e Imidocarb (3mg/kg). O ciclo de R.
microplus € todo no animal (monoxeno) ndo correndo risco de infestar outros animais. Apds a coleta
manual das fémeas ingurgitadas, o bovino serd solto em piquete a pasto durante 30 dias anteriores a uma
nova infestacéo.

0O Métodos utilizados para minimizar o sofrimento e aumentar o bem-estar dos animais antes,
durante e apdés a pesquisa. Pontos Finais Humanitarios: Para os bovinos envolvidos na colonia de
carrapatos serdo realizados hemogramas periodos mensais e exame clinico didrio, caso seja detectado os
parasitos (Babesia bigemina, Babesia bovis e Anaplasma marginale) e/ou sintomas referentes a tristeza
parasitaria (mucosas palidas, apatia, emagrecimento, pirexia), os animais serdo tratados com tetraciclina e
imidocarb.

O Grau de invasividade: G2

0O Material utilizado em outros projetos: Serdo utilizados os mesmos bovinos empregados no projeto
“Ac¢do dos fatores de transcrigio CreA, Msn2 e PacC na viruléncia de Beauveria bassiana contra
Rhipicephalus microplus”, cujo processo de manutengdo de colonia de carrapatos ja foi aprovado pela
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CEUA, com nimero de protocolo de 057/16. A metodologia serd exatamente a mesma apresentada no
referido projeto.

0O Método de eutanasia: Os animais nio serdo eutanasiados.

O Destino do animal: Os animais ficaram a disposi¢io da EVZ.

V — Comentarios do relator frente as orientacoes da CEUA:

Q Quanto aos documentos exigidos pela CEUA/UFG: O pesquisador apresentou toda documentagio
necessaria para produgio do parecer.

O Quanto aos cuidados e manejo dos animais e riscos aos pesquisadores: Os cuidados e manejo dos
animai estdo de acordo com o recomendado pelo CONCEA. Os riscos serdo minimizados com as
praticas adotadas pelos pesquisadores.

VI - Parecer da CEUA:
De acordo com a documentacio apresentada a CEUA, consideramos o projeto APROVADO.

Informacao aos pesquisadores:

Reiteramos a importincia deste Parecer Consubstanciado, e lembramos que a pesquisadora responsivel
devera encaminhar 8 CEUA-PRPI-UFG o Relatério Final baseado na conclusido do estudo e na incidéncia de
publicagdes decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei n°. 11.794 de 08/10/2008, e Resolugio
Normativa n°. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal-CONCEA.
O prazo para entrega do Relatério € de até 30 dias ap6s o encerramento da pesquisa, a qual esta prevista para
finalizar suas acoes até 31 de dezembro de 2019.

- I “)(~ .f.)( T, ]
Dra. Marina Pacheco Miguel

Coordenadora da CEUA/PRPI/UFG

VII - Data da reuniao: 20/03/17.
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ANEXO II — Analise fisico-quimica do solo utilizado nos testes de campo

LABORATORIO Avenida Castelo Branco n° 2275 St. Coimbra
(Solo/&(Companhia CEP: 74530-015 - Goiania - GO - CNPJ: 10.702.697/0001-04 -

Interessado EVERTON KORT KAMP FERNANDES Remetente PARTICULAR Cidade/UF GOIANIA-GO
Propriedade EMBRAPA Cultura Entrada  21/08/2020 Emissao  04/09/2020

RESULTADO DE ANALISE DE SOLO

Mg Acidez Total NICriS (Nivel
N* Laboratéri H(CaCl Hi
oratério pH(CaCl,) pH(H,0) P(Melich) P(Resina) K(Potissio)  K(Potéassio) Ca(Célcio) (Magnésio) Al (Aluminio) H+ A S(Enxofre) Critico de S)
ma/dm* mg/dm® mg/dm® cmol,/dm’ cmol/dm’ cmol,/dm’® cmolJdm® cmoly/dm® mg/dm* ma/dm®
1511099 AMOSTRA 1 5,50 0,80 i 140,0 0,36 2,60 1,40 0,00 2.40

Valor T ou Soma de

Identificagio Ca: : ; : Si(Silici Na(Sédi
¢ Bases(s) AL Mg (Silicio) (sédio)
AMOSTRA 1 4,00 6,76 4,36 64,48 0,00 186 728 3,92 3848 20,72 528 35,52 i s
Mn NiCriZn (Nivel P P NiCriP (Nivel
Identificagso MoO. co. Cu(Cobre)  Fe(Fes z B(B: i sitt Arei
ko KCobre) oem)  engants)  A™0) e dezn) (Boro) (Relativo)  (Remanescente) CriticodeP) O 22 =
a/Xg aKg ma/dm’ ma/dm’ mo/dm® mg/dm’ mg/dm® mg/dm’ (%) mg/dm’ mg/dm® a/Xg aXg g/kg
AMOSTRA 1 18,77 10,90 499 45,70 18,00 2,80 il 0,15 Lo o e 620,0 100,0 280,0

Este relatério

orio Sclo & Companhia nac | pela coleta de amostr: tados s3o referentes a amostra conforme foi entregue

6 tem valic do por ¢ d0 garantimos a integri
Ma:rua!de una‘!‘ses»qu{numsdem!as, u!u::!gseferrduan!es. Embrapa (20’7{ _ _ uj_u 7,1 U
P(B?S) ki £ S0 wes Fe ‘Q;mm g 2'0.5'0 cate ,4:8,0'4@.0 Laboratorio Solo & Companhia —4500“" r&
10,0-30,0 S 10,0-200 Mn  20,0-40,0 Ca/k  15,0-20,0 | Mg/CTC 16,0-20,0 o= ;
B 0408 | Mg 0515 Z0 2040 | MoKk 3050 | ke 3050 | A CompanhiaCertado Produtor Rural S
Mat. Org. 1, Ca 2050 Cu_ 1224 |pH(H20) 6,0-65 |pH (CaC2 55-60 CREA-GO 8903/D
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ANEXO III — Analise microbiologica do solo utilizado nos testes de campo

& RESULTADO DE ANALISE MICROBIOLOGICA
- PRODUTO BIOLOGICO -

- 585/20

Rndlive ggtieslin iemagricola@yahoo.com.br - Fone: (62) 3093-7390 Cel.: (62) 99649-8224WhatsApp - (62) 9811-9600

Interessado: CAIO MARCIO DE OLIVEIRA MONTEIRO Proprietario: -
Propriedade: - Municipio: GOIANIA - GO
Responsivel pela coleta: O Interessado. Data de recebimento da amostra: 27/10/2020
N N. REMETENTE — 2
LABORATORIO Bacillus sp  Contaminantes
2415 - 1,2x 00 -

'UFC = Unidade formadora de colonias’g

Observagdo: 1 - O resultado se refere ao material enviado ao laboratorio pelo interessado.
2 - Este resultado ndo tem valor juridico.

Aparecida de Goiania, 06 de novembro de 2020.

/
{4 i/ fe [-¢ /n//

Dr.-Marcos Augusto de Freitas

Eng. Agronomo Fitopatologista
CREA: 18051/D-GO

|Av. Pref. Jodo de Paula Teixeira Filho, Qd. 15, lote 03, Aparecida de Goiania/GO. CEP: 74.935-790
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» RESULTADO DE ANALISE MICROBIOLOGICA: FUNGOS HABITANTES DO SOLO:
andllse agricolo 585/20
E-mail: jemagricola@yahoo.com.br - Fone: (62) 3093-7390 Cel.: (62) 9 99649-8224WhatsApp - (62) 9 9811-9600
Interessado: CAIO MARCIO DE OLIVEIRA MONTEIRO Proprietario: -
Propriedade: - Municipio: GOIANIA - GO
Cultura: - Data de recebimento da amostra: 27/10/2020
Responsavel pela coleta: O Interessado Composicao da amostra: Solo.
N. Laboratorio  N. Remetente UFC/g de Solo' UFC/100 g Solo * UFC/g" Solo MEG’ Solo
Fusarium Fusarium  Fusarium . . . Macrophomina
: Rhizoctonia sp. Trichoderma sp. »? .
OXYSporum solani sp. phaseolina
2415 - 0 1.667 3.667 5 2.000 0

'UFC= Unidade formadora de colonia/g Solo; 2UFC/100 g de Solo; **Analise nio solicitada.

NIVEIS DE TOLERANCIA - INTERPRETACAO DOS RESULTADOS
Os niveis de tolerancia de UFC dos fitopatégenos por grama de solo, NAO DEVEM SER ANALISADOS ISOLADAMENTE. O nivel de tolerancia tanto para as espécies de Fusarium, quanto para
Rhizoctonia sp. varia de acordo com as outras variaveis presentes no sistema de producdo: espécie cultivada, nivel de resisténcia da cultivar, fertilidade e compactacdo do solo, quantidade de
matéria organica e textura do solo, populagéo de microrganismos antagonistas, condi¢des do ambiente, sistema de cultivo (irrigado ou sequeiro) dentre outras.

Observagdo: 1) Os resultados de analise sdo referentes as amostras enviadas pelo interessado.

2) Este resultado ndo tem valor juridico.

3) A interpretacao dos niveis de fitopatdgenos (nematoides e fungos) presentes no solo, ndo deve ser realizada de forma isolada. Esses niveis de tolerancias,
variam de acordo com as outras varidveis presentes no sistema de producido (nivel de resisténcia da cultivar, fertilidade, matéria organica e textura do solo. etc.). Esse servico
trata-se de uma consultoria ¢ serd cobrado a parte.

Aparecida de Goiania, 06 de Novembro de 2020.

(L y Aecdirte - '.(")4'7

C Dr-Marcos Augusto de Freitas
Eng. Agronomo Fitopatologista
CREA 18051'D GO
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RESULTADO DE ANALISE MICROBIOLOGICA: NEMATOIDES:

> - 585/20 -

andalise agricola E-mail: jemagricola@yahoo.com.br - Fone: (62) 3093-7390 Cel.: (62) 9 99649-8224WhatsApp - (62) 9 9811-9600
Interessado: CAIO MARCIO DE OLIVEIRA MONTEIRO Proprietirio: -
Propriedade: - Municipio: GOIANIA - GO
Cultura: - Data de recebimento da amostra: 27/10/2020.
Responsavel pela coleta: O Interessado Composigio da amostra: Solo

= . g v
. . . £ ¥
. . & . o i = 3
& S < 2 2 S S
Q “ ] = 3 s ]
= £ £ T 3 ¢ & %
&g S S Y = 3 8 IS 2
S 3 3 = S = S S 2
= = = ) = <) 3 ~= 3
S = = S e 3 = =
3 S S 2 =2 3 3 S 3
N. LABORATORIO N.REMETENTE = A & = ] T oz A =
2.415 - Solo1 0 0 0 198 0 11 0 0 88
Raiz2 *k ok kK Kk *k *k *ok *k *ok

*Método de extragio: Jenkins (1964); Coolen & D’Herde (1972); 'Solo: 200 ml, **Quantidade de solo insuficiente para anilise (< 200 ml de solo) *raizes: 10 g, **Quantidade de raizes
insuficiente para analise (< 10 g de raizes) ou auséncia de raizes na amostra.

Observagdo: 1) Os resultados de analise sdo referentes as amostras enviadas pelo interessado.

2) Este resultado ndo tem valor juridico.

3) A interpretagdo dos niveis de fitopatdgenos (nematoides e fungos) presentes no solo, ndo deve ser realizada de forma isolada. Esses niveis de tolerdncias,
variam de acordo com as outras variaveis presentes no sistema de produgdo (nivel de resisténcia da cultivar, fertilidade, matéria organica e textura do solo, etc.). Esse servico
trata-se de uma consultoria e serd cobrado a parte.

/ Aparecida de Goiania, 06 de Novembro de 2020.
( ) Aegdife < fice fog
Dr-Marcos Augusto de Freitas
Eng. Agronomo/Fitopatologista
CREA 18051/D GO

|Av. Pref. Jodo de Paula Teixeira Filho, Qd. 15, lote 03, Aparecida de Goidnia/GO. CEP: 74.935-790
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