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Resumo: Carrapato bovino determina graves perdas a pecuaria, boa parte decorrente do uso
indiscriminado de carrapaticidas. Na busca por alternativas, nematoides entomopatogénicos
(NEPs) tém se mostrado promissores. Formulacido desenvolvida em etapa anterior foi eficaz na
protecao dos NEPs contra efeitos da dessecacdo, havendo necessidade de aprimoramento para
acdo satisfatoria. Uma solucdo seria associacdo de NEPs na formulacio combinados com outros
agentes. Objetivo deste estudo fol, portanto, avaliar compatibilidade, sobrevivéncia e eficacia
vitro do NEP HP88 em formulacido protetora associado a oleo essencial (OE) de alecrim sobre
carrapato bovino. No primeiro experimento, NEPs em formulacdo foram adicionados ao OE em
concentracoes de 5, 10, e 15%, sendo avaliada sobrevivéncia diariamente. A associacio que
permitiu melhor sobrevivéncia (NEPS em formulacido + OE alecrim 5%, 408 h) foi empregada na
avaliacio sobre carrapato bovino por aspersio sobre adultos, obtendo-se eficacia de 98,78%,
expressivamente superior ao grupo sem associacio (81,83%). Comprovou-se compatibilidade entre
NEP HP88 em formulacio protetora e oleo essencial de alecrim 5%, com repercussoes positivas
na sobrevivéncia e eficacia /» vifro contra carrapato bovino. Embora haja necessidade de estudos 7
vive, as contrbuicoes desta pesquisa representam cenario motivador, sinalizando uso promissor de
formas de controle em associacio.

Palavras-chave: Carboximetilcelulose sodica. HP88. Rhipicephalus microplus. Rosmarinus officinalis.

1 INTRODUCAO

Rbipicephalus micropius (Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae), o carrapato dos bovinos, tem sido
considerado o grande vilao da criacdo de gado e a maior preocupacio dos pecuaristas. A infestacao
por esse carrapato pode causar anemia, perda de peso, queda na producio e morte do animal,
elevando custos na cadeia produtiva de carne e leite e, consequentemente, diminuindo o lucro do
produtor (Andreotti; Garcia; Koller, 2019). Estimam-se perdas de USS 22 a 30 bilh&es anuais no
mundo, sendo US$ 3,24 bilhées somente no Brasil (Lew-Tabor; Rodriguez Valle, 2016). Embora
existam algumas formas de controle, o uso de carrapaticidas sintéticos € o prncipal método.
Entretanto, a aplicacao desses produtos geralmente € feita sem orientacio técnica, o que tem levado
a selecdo de carrapatos resistentes e tornado os produtos comercialmente disponiveis cada vez
menos eficientes (Andreotts; Garcia; Koller, 2019).

A falta de contribuiciao da ndustria com moléculas inovadoras e as pressoes do mercado
para alternativas sustentaveis tem agravado o problema (Andreotti; Garcia; Koller, 2019) e criado
um cenario favoravel para a busca e desenvolvimento de alternativas para o controle do carrapato
em bovino de leite. Nesse contexto, o uso de nematoides entomopatogénicos (NEPs) tem se
mostrado bastante promissor. Em uma linha de pesquisa conduzida na Embrapa Gado de Leite
desde o ano 2000 tém sido obtidos diversos avancos, como determinacio de espécies de NEPs,
doses e tempos de exposicdo mais eficazes para o controle do carrapato dos bovinos (Mendonca
et al., 2019; Monteiro e al., 2020a; Monteiro e7 al, 2020b; Monteiro e7 al., 2021).

Contudo, em experimento fora do ambiente de laboratorio, os resultados nio foram

significativos, mostrando que fatores abidticos, como incidéncia solar, dessecacdo e temperatura,
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afetam a sobrevivéncia, viabilidade e infectividade dos nematoides. Um avanco inovador na busca
de solucdo para este problema foi o obtido por Mendonca ef a/. (2019), que desenvolveram uma
formulacao capaz de proteger os NEPs 7 vifro contra os efeitos da dessecacdo. Quando testada em
bovinos estabulados, a eficacia dos NEPs em formulacao foi significativa, mas ndo satistatoria para
o controle de R. mzcropins. Uma possivel forma de elevar tal eficacia seria associacao de NEPs com
outros agentes controladores. Estudos tém demonstrado em laboratério a eficacia da associacio
de NEPs e substancias de origem vegetal para controle de R. wmicropins (Monteiro ef al., 2014;
Monteiro ef al, 2021). Contudo, ndo ha registros de avaliacoes de NEPs em formulacdo protetora
associados a oleos essenciais, o que constitui a abordagem inovadora desta pesquisa.

O objetivo deste estudo foi, portanto, avaliar a compatibilidade, sobrevivéncia e eficacia i
vitro de Heterorhabditis bacteriophora Poinar, 1975 1solado HP88 em formulacdo protetora associado a

Oleo essencial de alecrim em diferentes concentracdes sobre fémeas ingurgitadas de R. wucroplus.

2 MATERIAL E METODOS

Todas as atividades de manutencido de colonias e experimentos foram realizadas no
Laboratorio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil)
(SISGEN AB410AB e SISBIO 46662).

2.1 Carrapatos e nematoides entomopatogénicos (NEPs)

As fémeas ingurgitadas de R. mucroplus utilizadas nos experimentos foram provenientes de
amostras de populacoes de carrapatos de rebanhos comerciais sem contato com carrapaticidas ha
pelo menos 25 dias. O nematoide entomopatogénico (NEP) H. bacterigphora isolado HP88 foi
tornecido pela Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil) e

mantido no Laboratorio de Parasitologia, de acordo com metodologia de Kaya e Stock (1997).

2.2 Formulagao protetora e 6leo essencial de alecrim

A formulacido protetora de NEPs foi composta por carboximetilcelulose sodica (CMC),
glicerina e agua, conforme Mendonca e7 a/ (2019). O oleo essencial de Rosmarinus officinalis L.
Labiatae (Lamiaceae), popularmente conhecido como alecrim, foi adquirido comercialmente
(Pharmes, lote 9715; Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil). Foram preparadas solucoes contendo oleo
essencial de alecrim a 5, 10 e 15%. Apos a preparacio, em separado, da formulacao gel-base e do

oleo essencial, procederam-se as associacoes necessarias com a finalidade de obter volume

suficiente para as atividades experimentais.
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2.3 Experimentos

Foram realizados dois experimentos. No primeiro foi avaliada a sobrevivéncia zz vifro de H.
bacterigphora 1solado HP88 em formulaciao protetora associada a oleo essencial de alecrim em
diferentes concentracbes. No segundo experimento foi avaliada a infectividade iz wifro de H.
bacterigphora 1solado HP88 em formulacio protetora + oOleo essencial de alecim da melhor

concentracio selecionada no experimento I sobre fémeas ingurgitadas de R. wzcroplus.

2.3.1 Experimento I: sobrevivéncia in vitro de Heterorhabditis bacteriophoraisolado HP88
em formulagdo protetora + 6leo essencial de alecrim

Foi utilizada formulacido protetora e oleo essencial de alecrim (5, 10 ou 15%) para
incorporacio e avaliacdo da sobrevivencia de H. bacteriophora isolado HP88. Previamente a adicio
na formulacio, a suspensdo aquosa de NEPs fo1 agitada manualmente para impedir acamulo de
nematoides nos frascos. A formulacao protetora contendo oleo essencial de alecrim (5, 10 ou 15%o)
foi adicionada a suspensio aquosa de nematoides (2000 NEPs/mL) na proporcdo de 1:1. Dessa
forma, a formulacao final (formulacao protetora + oleo essencial de alecrim 5, 10 ou 15% + NEPs)
teve a concentracdo final ajustada para 1000 NEPs/mL. Além disso, foram feitos grupos controle
agua destilada + H. bacferiophora 1solado HP88 e formulacao protetora + H. bacteriophora 1solado
HP88, ambos preparados na proporcio de 1:1 e com 1000 NEPs/mL na concentracio final. Apos
a diluicdo, os tratamentos foram homogeneizados por 15 minutos no Agitador Kline a 30% e, em
seguida, armazenados em camara climatizada (16 = 1 °C e 80 £ 10% UR). Para permitir a aeracdo
dos frascos contendo os tratamentos, também foram realizadas agitacdes trés vezes na semana.
Antes de cada avaliacdo de sobrevivéncia, as formulacdes foram homogeneizadas no Agitador
Kline a 30%. Os nematoides foram contados coletando, para cada tratamento, 10 aliquotas de 10
uL cada. Essas foram montadas em laminas para microscopia e os nematoides vivos e mortos
contados no microscopio. A porcentagem de sobrevivéncia foi calculada dividindo-se o nimero
de NEPs vivos pelo total de NEPs e multiplicando por 100. As avaliacdes de sobrevivéncia foram
realizadas a cada 24 horas durante cinco dias (24, 48, 72, 96 e 120 h); apos esse periodo, foram
realizadas duas avaliacoes em intervalos de 3 dias (192 e 240 h) e, em seguida, as avaliacoes

ocorreram a cada sete dias (408, 576, 744 h, etc.) até a morte de todos os NEPs do grupo ou trés

repeticdes com a mesma sobrevivéncia.
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2.3.2 Experimento II: infectividade in vitro de Heterorhabditis bacteriophoraisolado HP88
em formulagdo protetora + oleo essencial de alecrim sobre fémeas ingurgitadas de R.
microplus

A partir dos resultados do experimento I, fo1 selecionada, para avaliacio da acdo contra o
carrapato dos bovinos, uma concentracio da associacao (H. bacterigphora 1solado HP88 em
formulacao protetora + o6leo essencial de alecrim) considerando o critério formulacio com menor
concentracdo que possibilitou maior taxa de sobrevivéncia por maior tempo de exposicio. A
suspensio aquosa de NEPs (600 NEPs/mL) foi agitada manualmente e adicionada a formulacio
protetora + oleo essencial de alecrim na concentracdo selecionada na proporcao de 1:1. Sendo
assim, a formulacao final (H. bacterigphora 1solado HP88 em formulacido protetora + o6leo essencial
de alecrim na concentracio selecionada) teve a concentracdo final ajustada para 300 NEPs/mL
(Monteiro e al, 2014). Além disso, fo1 feito grupo controle contendo agua destilada, formulacio
protetora + H. bacterigphora 1solado HP88 e formulacao protetora + oOleo essencial de alecrim na
concentracao selecionada, com os dois ultimos preparados na proporcao de 1:1 e altimo com 300
NEPs/mL na concentracio final. Cada tratamento foi constituido por 10 fémeas ingurgitadas de
R. micrgplns com pesos homogéneos (p>0,05), sendo cada fémea uma unidade experimental (uma
repeticao). Cada carrapato fo1 pesado e colocado individualmente em placa de Petr1 (6 x 6 cm)
etiquetada e forrada com duas folhas de papel filtro. Foi pipetado 1 mL da formulacio testada em
cada fémea e, em seguida, as placas foram tampadas e envoltas com filme plastico (policloreto de
vinila) e armazenadas em camara climatizada (27 £ 1 °C e 80 £ 10% UR) durante 24 horas. Esse
processo garantiu que os papéis filtro permanecessem umidos e possibilitassem a locomocido dos
nematoides, constituindo 24 h de exposiciao aos NEPs. Apos este tempo, foi retirado o papel filtro
e filme pléstico, e os tratamentos foram armazenados em camara climatizada nas mesmas condicoes
anteriores para avaliacdo da biologia reprodutiva de fémeas ingurgitadas de R. wicroplus (Monteiro
et al., 2014). Foram feitos quatro grupos experimentais: 1) controle agua destilada, 2) controle
tormulacao protetora + H. bacteriophora 1solado HP88, 3) controle formulacdo protetora + oleo
essencial de alecrim na concentracio selecionada e 4) formulaciao protetora + H. bacteriophora
isolado HP88 + dleo essencial de alecrim na concentracio selecionada. Passados 15 dias do inicio
da avaliacdo da biologia reprodutiva, a massa de ovos de cada fémea foi pesada, depositada em
seringa plastica descartavel (5 mL) e armazenada em camara climatizada (27 = 1 °C e 80 * 10%
UR). Apos 20 dias, foi realizada a estimativa visual da eclosdo larval. As seguintes variaveis

reprodutivas foram avaliadas: 1) peso da fémea ingurgitada, 2) peso da massa de ovos, 3) indice de

producdo de ovos, 4) eclosdo larval, e 6) eficacia de controle (calculada segundo Monteiro ef al.,

2014).
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2.4 Analise estatistica

ANOVA e teste de Twkey foram empregados para avaliar a influéncia dos tratamentos sobre
a sobrevivéncia de NEPs (experimento I) e sobre a biologia reprodutiva do carrapato (experimento
IT) atraves do soffiare BioEstat 5.0 (Ayres ez al, 2007), (p<<0,05). Previamente a aplicaciao dos testes,
os dados expressos em porcentagem foram transformados em Varcseno x e estes foram testados
para normalidade usando o teste Shapzro-IWilk. Em caso de distribuicio ndo normal, foi efetuada a
transformacao de dados (funcio logaritmica ou reciproca) utilizando o soffnare Instat3. Persistindo
a distribuicdo, os testes nao parameétricos de Kruskal-Wallis e Student-INewman-Kenlls toram
empregados em substituicio a ANOVA e Twkey (p<0,05), com a utilizacdo do sgffnare BioEstat 5.0
(Ayres e7 al, 2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Experimento I: sobrevivéncia in vitro de Heterorhabditis bacteriophora isolado HP88
em formulagdo protetora + 6leo essencial de alecrim

Analisando-se a tabela 1, verifica-se que a adicio do Oleo essencial de alecrim nas
concentracdes de 5, 10 e 15% nio afetou a sobrevivéncia de H. bacterigphora 1solado HP88
mcorporado em formulacio protetora por até 120 h (5 dias) de exposicao, tendo sido obtidos
percentuais de sobrevivéncia a partit de 93,5% em todos os tratamentos, estatisticamente
semelhantes aos grupos controle (a partir de 95,9%, p>0,05). Avaliando-se a sobrevivéncia dentro
de cada tratamento ao longo do tempo, destacam-se os grupos contendo H. bacteriophora 1solado
HP88 em formulacao protetora + o6leo essencial de alecrim nas concentracoes de 5 e 10%, em que
somente foram verificadas reducdes significativas (p<0,05) na sobrevivéncia dos NEPs a partir de
576h (24 dias) de exposicao, ao passo que a adicio do Oleo essencial de alecrim 15% afetou
negativamente a sobrevivéncia apds 240 h (10 dias) de exposicio (p<0,05). Deste modo, foi
selecionada para o experimento I, de avaliacio da acdo contra fémeas ingurgitadas do carrapato
dos bovinos, a solucao contendo NEPs em formulacao protetora + oleo essencial de alecrim 5%,
por ter sido a menor concentracdo que possibilitou a sobrevivéncia de NEPs em formulacio por
maior tempo de exposicao. Mendonca ef a/. (2019) demonstraram que a formulacido protetora
constituida pela combinacio CMC 0,1% + glicerina 1%, mesma formulacio utilizada nesta
pesquisa, permitiu taxa de sobrevivéncia de 95% para H. bacterigphora isolado HP88. Os resultados
do presente experimento, que constitui o primeiro estudo de avaliacio de NEPs em formulacio
protetora associados a outro agente controlador, demonstraram que a formulacio protetora

associada ao oleo essencial de alecrim 5% afetou a sobrevivéncia do isolado HP88 somente a partir

de 576 h de exposicao. Esses resultados demonstram que a formulacao protetora associada ao oleo
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essencial de alecrim, um dos vegetais avaliados para o controle de R. wicroplus (Singh ef al., 2022),
permitiu consideravel prolongamento da manutencdo das condicées favoraveis a sobrevivéncia de
H. bacteriogphora isolado HP88. Uma vez que o tempo de exposicdo ao organismo alvo é um fator
critico para a patogenicidade de NEPs a carrapatos (Monteiro ef a/, 2020a), considera-se que a
associacdo selecionada nesta pesquisa, por possibilitar sobrevivéncias de NEPs por periodos

prolongados, aumenta as chances de infeccao e, por conseguinte, de sucesso do controle biologico.

Tabela 1 — Taxa de sobrevivéncia (%) de Heterorhabditis bacteriophora isolado HP88 ap6s diferentes
tempos de exposicio nas combinacdes contendo formulacio protetora (FP) e 6leo essencial (OE) de
alecrim em diferentes concentracdes a 16 £ 1 °C e 80 = 10% de umidade relativa. Média * desvio padrio.

Tempos de Tratamentos

Exposic¢io Controle Controle EP FP + OE de FP + OE de FP + OE de
(horas) Agua Destilada alecrim 5% alecrim 10% alecrim 15%
24 98,14 + 43 97,8421+ 49 99242+ 24 96,12 + 6.6 95,842+ 73
48 98,24 + 38 95,942 =70 9758153 99,042 £ 32 93,5421+99
72 100,042 £ 0,0 98,942+ 35 973221538 96,342 + 8.4 94,242+ 11,0
96 99,242+ 2.4 99,122+ 29 96,122 £ 52 96,242 + 71 96,142+ 83
120 100,042 + 0,0 98,342+ 37 96,54+ 48 97,680 + 40 95,842+ 55
192 97,128 + 60 100,042+ 0,0 90,4BC> + 6.3 88,5C> 89 91,1BC: + 84
240 99,422+ 20 98,3421+ 53 95,642 1+ 6,0 93,34Bb + 87 90,98 = 8,6
408 97,18 £ 6.4 96,542+ 48 84 1asbe £ 79 T8 24Babe + (30 4378+ 141
576 94,742 + 7 1 94,122+ 112 59,98bed + 181  68,54Fbe £ 243 (0,0 £ 0,0
744 99,122+ 29 96,242+ 6.4 54,4Bd + 119 18,98 + 153

912 88,44 + 133 96,142+ 52 23,584 £ 16,3 238d+ 48

1080 90,14 =212 88,242 £ 20,5 20,3Bd= £ 11,8 0,684+ 20

1248 94,84 + 9.0 96,342+ 49 0,08 £ 0,0 0,084 + 0.0

Letras maiisculas diferentes indicam diferenca estatistica (p<<0,03) entre as meédias em uma determinada linha,
enquanto letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica (p<<0,03) entre as médias em cada coluna.

Fonte: Autores, 2024,

3.2 Experimento II: infectividade in witro de Heterorhabditis bacteriophora isolado HP88 em
formula¢do protetora + 6leo essencial de alecrim sobre fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus

Analisando-se a tabela 2 e a figura 1, com foco nos grupos H. bacterigphora isolado HP88
em formulacao protetora e H. bacteriophora isolado HP88 em tormulacao protetora + oleo essencial
de alecrim 5%, verifica-se que, embora nao tenha determinado reducdes significativas (p<<0,05) na
producdo de ovos e na eclosido larval, a adicio de oOleo essencial de alecrim 5% a formulacio
protetora contendo NEPs proporcionou consideravel elevacio da eficacia de controle sobre
fémeas ingurgitadas de R. microplus, que passou de 81,83% para 98,78%. Monteiro ef al. (2021)
demonstraram que a acao de H. bacteriophora 1solado HP88, H. indica 1solado LPP1 e 6leo essencial
de Luppia triplinervis Gardner (Verbenaceae) sobre fémeas ingurgitadas de R. wicroplus é

potencializada quando estes controladores sao combinados (NEPs + oleo essencial), especialmente
Ly ; Tad:
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quando comparado a atividade 1solada do 6leo. No presente estudo, de forma similar, a formulacao
protetora + HP88 + oleo essencial de alecim 5% fo1 responsavel por proporcionar elevaciao na
eficacia de controle. Isso demonstra a compatibilidade destes controladores associados e em
formulacdo, em detrimento da baixa (formulacdo protetora + oleo essencial de alecim 5%) ou

moderada (formulacido protetora + HP88) eficacia dos controladores isoladamente em formulaciao

(28,64% e 81,83%, respectivamente).

Tabela 2 — Biologia reprodutiva (peso da fémea ingurgitada, peso da massa de ovos, indice de producio
de ovos [IPO] e eclosio larval) in vitro de témeas ingurgitadas de Rhbipicephalus niicroplus tratadas com
combinacées contendo Hererorbabditis bacterigphora 1solado HP88 em formulacio protetora (FP) associado a

oOleo essencial (OE) de alecrim 5% a 27 T 1°Ce 80 = 10% de umidade relativa. Média T desvio padrio.

Peso da fémea Peso da

Tratamentos ingurgitada massa de ovos IPO (%) fg;;osﬁo larval
i}
(mg) (mg) -
Controle Agua Destilada 258,362+ 12,48 111,41= £ 4335 jz’gia - 65,33 = 34,70
_ 12,360 £
HPSS8 em FP 253,252 + 26,30 29,835 £ 4551 19.09 24.50P £ 30,04
FP + OE Alecum 5% 253,562+ 29,12 113,612 22721 44742+ 8,87  43,00x £ 3393

HP88 em FP + OE Alecrim
5%
Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica (p<<0,03) entre as médias em cada coluna.
Fonte: Autores, 2024.

250,80: 2224 493>+ 586 206°+253 10,000+ 17,32

Figura 5 — Eficicia de controle (%) i vitro de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus tratadas com
combinacées contendo Hererorbabditis bacteriophora 1solado HP88 em formulacio protetora (FP) associado a

Sleo essencial (OE) de alecrim 5%.
100 - 08,78

81,83

80

60

40

Eficacia de Controle (%)

20
HP88 em FP FP + OE Alectim 5% HP88 em FP + OE
Alecrim 5%

Tratamentos

Fonte: Autores, 2024.

Heterorbabditis bacteriophora isolado HP88 é relatado como um dos 1solados mais promissores
para controle do carrapato dos bovinos em razdo de sua alta viruléncia 7z vifro (Monteiro ef al.,

2021). Até mesmo em estudos em condicoes de campo, ja fol comprovada a acdo deste 1solado ao
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reduzir infestacoes de pastagens em 73,1%, agindo sobre a fase nido parasitania do carrapato
(Filgueiras ef a/., 2023). Embora haja registros de avaliacdo da acio combinada de NEPs em solucio
aquosa associados a outros agentes controladores (Monteiro e al, 2014; Monteiro ef al., 2021) neste
estudo for comprovada pela primeira vez a compatibilidade de NEPs em formulacdo protetora
com outro agente, no caso, oleo essencial de alecrim a 5%, tendo sido evidenciado o efeito positivo
de tal combinacio em prolongar significativamente a sobrevivéncia e elevar de forma expressiva a
eficacia de controle do carrapato dos bovinos 7 vifre. Integrando-se os avancos obtidos nesta com
os resultados ja alcancados e registrados na literatura e amnda com outras etapas a serem
desenvolvidas, pode ser estruturada uma base solida de informacées que podem fundamentar o
estabelecimento de estratégia alternativa para combate ao carrapato dos bovinos por meio de NEPs
em assoClacao com outros agentes, tanto na fase parasitaria como na fase de vida livre. Para o setor
produtivo da pecuaria bovina e sociedade em geral, tais estratégias poderdo garantir eficiéncia no
controle do carrapato associada a reducao de custos, mao de obra e de riscos a satude de tratadores,

animais e consumidores de produtos derivados destes, além de sustentabilidade ambiental.

4 CONCLUSAO

Existe compatibilidade entre H. bacteriophora 1solado HP88 em formulacao protetora e 6leo
essencial de alecrim 5%, com repercussées positivas, tanto no prolongamento da sobrevivéncia
quanto na elevacdo da eficacia z»z wifro da referida associacdo contra o carrapato dos bovinos.
Embora haja necessidade de estudos 7z vive, as contribuicoes desta pesquisa representam um
cenario motivador para reduzir a dependéncia das poucas bases quimicas carrapaticidas disponiveis
no mercado, sinalizando para o uso promussor de outras formas de controle em associacao, que
poderao ser utilizadas tanto em sistemas de producio convencionais como agroecologicos,
contribuindo para o fortalecimento das cadeias produtivas do leite e da carne, com repercussoes

positivas para toda a sociedade.
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