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DETECCAO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA NA HEMOLINFA DE
Rhipicephatus microptus INFECTADO COM FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS
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O trabalho avaliou alteragbes na resposta imune de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus apos o desafio microbiano com os entomopatogenos Metarhizium anisopliae ¢
Beauveria bassiana ¢ com Fusarium oxysporum. Os fungos foram cultivados em meio BDA,
incubados (25°C ¢ UR 2 80%) ¢ apos 14 dias os conidios foram suspensos em dgua destilada
estéril ¢ Tween 80 0,1%. Os tratamentos utilizados foram imersdo (fémeas imersas em
suspensdo conidial durante trés minutos) ou inoculagio da suspenséo conidial no forame
localizado entre o capitulo ¢ o escudo. Para cada tratamento formou-se o grupo controle
constituido por dgua destilada estéril ¢ Tween 80 0,1%. A hemolinfa foi coletada do dorso das
fémeas 24 e 48 horas apds os tratamentos. O plasma foi separado dos hemécitos por
centrifugagdo e os hemocitos resuspensos em tampio fosfato pH 7,2. A quantidade de
proteina total foi determinada em ambas as fragdes da hemolinfa e os hemdcitos
quantificados. O plasma da hemolinfa foi filtrado em membrana de 100 kDa ¢ em
membranas de 10 kDa, sendo analisados por eletroforese (condigdes nativas e SDS-PAGE) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Foram observadas variagdes na quantidade
de proteina total de ambas as fragdes da hemolinfa, tanto na quantidade de hemacitos bem
quanto na intensidade de proteinas/peptideos expressos no plasma da hemolinfa, O plasma
da hemolinfa teve sua atividade antimicrobiana testada contra as bacténas Escherichia colie
Staphylococcus aurens ¢ contra o fungo utilizado no respectivo tratamento das fémeas
ingurgitadas, A hemolinfa coletada 48 horas ap0s o tratamento de imers&o com B. bassiana
apresentou atividade anti-B. bassiana com 48 horas de avaliagio, Esta hemolinfa foi
submetida 4 coluna Superose de CLAE ¢ o pico coletado foi analisado na coluna analitica
C18. As fragdes coletadas da C18 apresentaram atividade anti-8. hassiana, porém ndo
apresentaram atividade contra Candida albicans. As fragdes que apresentaram atividade
antimicrobiana foram analisadas diretamente por espectrometria de massas em um MALDI-
Tof, Entre os fons detectados nas fragdes, o fon m/z 1195.5 destacou-se por estar presente na
maioria das fragdes. As anélises seguintes de espectrometria de massas em série (MS/MS)
confirmaram a origem protéica ¢ o sequenciamento destes possiveis peptideos
antimicrobianos estd em andamento. No entanto, maiores estudos sdo necessirios para a
identificagdo deste peptideo com atividade antimicrobiana bem como para o entendimento
da resposta imune do carrapato, o que contribuiria para o sucesso do controle de R.
microplus.
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PATOGENICIDADE DE Heterorhabditis indica, COM DIFERENTES PERIODOS
DE ARMAZENAMENTO SOBRE FEMEAS INGURGITADAS DE Rhipicephalus
microplus
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O presente estudo teve como objetivo avaliar a patogenicidade do nematoide
entomepatogénico (NEP) Heterorhabditis indica LPP1 com diferentes periodos de
armazenamento sobre a biologia reprodutiva do carrapato dos bovinos, Rhipicephalus
microplus. Fémeas ingurgitadas foram divididas em seis grupos com pesos previamente
homogeneizados. sendo esses grupos um tratamento contendo 10 carrapatos, Cada grupo foi
dividido em dois subgrupos com cinco fémeas devidamente identificadas com tinta atdxica e
distribuidas em placas de Petri (6 cm) contendo 15g de areia esterilizada, sendo cada
teledgina uma repeticdo, Formados os subgrupos, foi feita a aspersio de 4 ml de solugdo de
nematoides em dgua destilada, na concentragio de 300 NEPS/carrapato com periodos de
armazenamento de 42, 35, 28, 21 e 15 dias em camara climatizada (18+1°C). O controle foi
constituido de 4 ml de dgua destilada isenta de toides. Os grupos foram mantidos em
clmara climatizada a 27+1°C e UR>80% durante um periodo de 72 horas. Apos esse
periodo, as fémeas ainda vivas foram afixadas com a parte dorsal voltada para baixo em
placas de Petri (12 cm) e mantidas em cimara climatizada nas mesmas condigdes
anteriormente citadas, para o acompanhamento dos pardmetros reprodutivos, Os valores
referentes ao peso das fémeas, peso da massa de ovos ¢ pereentual de eclosfio foram
utilizados para calculo do percentual de controle, As médias dos tratamentos foram
comparadas por teste nio paramétrico de Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls. Os
pesos das massas de ovos dos grupos tratados variaram entre 24,3 e ),8 mg, evidenciando que
a aglo dos nematoides resultou na redugio significativa (p<0,05) da postura, em relagio ao
controle (129.0 mg). O percentual de eclosdo de larvas foi de 66,3% para o grupo tratado com
nematoides com 42 dias de acondicionamento, sendo semelhante (p>0,05) ao observado
para o controle (88%). Nos demais grupos os percentuais de eclosio larval variaram entre
36,9% ¢ 30% (p<0,05). A cficicia dos tratamentos foi superior a 95% para todos os
tratamentos, com exceg¢do do grupo tratado com nematoides com 42 dias de
acondicionamento (85%). Conclui-se que o perfodo de acondicionamento a partir de 42 dias
leva aredugdo da viruléncia de H. indica LPP1 sobre R. microplus.
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ASSOCIACAO DE Heterorhabditis bacteriophora HP88 COM CARRAPATICIDAS
NO CONTROLE DE FEMEAS INGURGITADAS DE Rhipicephalus microplus
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Nematoides entomopatogénicos podem apresentar tolerincia a produtos quimicos como
herbicidas inseticidas e carrapaticidas. Além da tolerdncia, a associagdo dos nematoides com
inseticidas ¢ carrapaticidas pade resultar em sinergismo no controle da praga alvo, Assim, 0
presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficicia de Heterorhabditis bacteriophora
HPB8 associado com amitraz e clorfenvinfos no controle de Rhipicephalus microplus, Para
realizagiio do estudo 60 fémeas ingurgitadas foram separadas em seis grupos com pesos
previamente homogeneizados (p>0,05). Cada grupo foi dividido em dois subgrupos com
cinco fémeas devidamente identificadas com tinta atdxica e distribuidas em placas de Petri (6
cm) contende 15g de arcia esterilizada, sendo cada teledgina uma repetigdo, No grupo
tratado apenas com o nematoide, em cada placa foi feita a aspersdo de 4 ml de juvenis
infectantes de /. bacteriophora HP88 na concentragdo de 150 NEPs/fémea. Nos grupos
tratados com nematoides e carrapaticidas, as fémeas foram imersas por cinco minutos na
dose comercial de cada produto para depois serem colocadas nas placas com nematoides.
Para os tratamentos apenas com os carrapaticidas, apds a imerséo as fémeas foram colocadas
em placas isentas de nematoides. Também foi formado um grupo controle onde os carrapatos
nao receberam nenhum tratamento e foram colocados em placas isentas de nematoides. Os
grupos foram mantidos em cAmara climatizada a 27=1°C ¢ UR>80% durante 72 horas ¢ apds
esse perfodo, as fémeas ainda vivas foram fixadas em decubito dorsal em placas de Petri (12
cm) e mantidas em cimara climatizada nas mesmas condigdes anteriormente citadas. A
postura foi coletada diariamente e com os valores do peso da fémea e peso da massa de ovos
foi feito o calculo de inibigao de postura. Os valores referentes ao indice inibigo de postura
observados para os grupos tratados com amitraz, clorfenvinfbs, . bacteriophora HP88, H.
bacteriophora HP8E + amitraz ¢ I, bacteriophora HP88 + clorfenvinfés foram de 37,1;
38.2; 83,0; 98,1 e 91,9%, respectivamente, evidenciando que a utilizagho do nematoide
associado ao amitraz ¢ ao clorfenvinfés resultou em efeito aditivo no controle de R.
micraplis.
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ACAO DE Heterorhabditis indica LPP1 NO CONTROLE DE FEMEAS
PARCIALMENTE INGURGITADAS DE Dermacentor nitens
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Q) parasitismo por Dermacentor nitens, canhecido como carrapato-da-orelha-do-cavalo,
determina inumeras perdas devide ao estresse dos animais, espoliagdo sanguinea,
predisposi¢io a mifases e infecgdes bacterianas, transmissio de patbgenos e gastos com
tratamento de animais. Um aspecto negativo no controle de carrapatos ¢ a dependéncia quase
que exclusiva da utilizagéio de carrapaticidas quimicos, sendo necessério o desenvolvimento
de novas estratégias que possam ser empregadas no manejo integrado, como alternativas de
controle bioldgico. O presente trabalho objetivou avaliar o efeito de diferentes concentragdes
do nematoide entomopatogénico Heterorhabditis indica LPP1, sobre a biologia reprodutiva de
fémeas parcialmente ingurgitadas de D. nitens, Fémeas foram divididas em quatro grupos com
pesos previamente homogeneizados (p=0.05) (10 carrapatos por grupo), Em seguida esses
grupos foram divididos em dois subgrupos com cinco fémeas devidamente identificadas com
tinta atoxica e distribuidas em placas de Petri (6 cm) contendo 15g de areia esterilizada (cada
carrapato uma repetigdo). Formados os subgrupos. foi feita o aspersio de 4 ml de solugdo de
nematoides nas concentragdes de 0, 75, 300 ¢ 1200 nematoides por fémea. Os grupos foram
mantidos em cdmara climatizada (27 + 1° C ¢ UR>80%) durante todo o experimento. Apos 481
de exposigdo aos nematoides as fémeas ainda vivas foram coladas em deciibito dorsal em
placas de Petri (12 cm) para o acompanhamento da postura. Os ovos foram coletados
diariamente e acondicionados individualmente em seringas, com a parte distal cortada,
vedadas com algodio ¢ mantidas em cAmara climatizada (27 = 1° C e UR=R0%) para avaliagdio
do percentual de eclosdo. Os valores referentes ao peso das fémeas, peso da massa de ovos e
percentual de eclosdio foram utilizados para caleulo do percentual de controle, As médias dos
tratamentos foram comparadas por teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis ¢ Student-
Newman-Keuls. Os pesos das massas de ovos das fémeas dos grupos tratados com as
concentragdes de 75, 300 ¢ 1200 nematoides por fémea foram de 14.2; 14,1 ¢ 3.2 mg,
respectivamente, diferindo significativamente (p<0.05) do grupo controle (39.9 mg). O
mesmo foi observado em relagiio ao percentual de eclosio, onde os valores dos grupos tratados
variaram entre 55 e 44%, valores significativamente inferiores (p<0,05) ao do grupo controle
(89,0%). O percentual de controle nas duas menores concentragdes foi de aproximadamente
77%, chegando a 95% na maior concentragio, H, indica LPP1 apresentou patogenicidade para
fémeas parcialmente ingurgitas de D. nitens, entretanto, apenas a maior concentragio resultou
em percentual de controle acima de 90%.
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