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MECANISMO DE INFECCAO DO FUNGO Metarhizium anisopliaeNO

CARRAPATO Boophilus micropluseM

CONDICOES EXPERIMENTAIS

THE PENETRATION OF THE FUNGUS Metarhizium anisopliae
ON Boophilus microplusiN EXPERIMENTAL CONDITIONS

Vania Rita Elias Pinheiro Bittencourt® Andréa Gemal Mascarenhas Jodo Luiz Horacio Faccint

- NOTA -

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o meca-
nismo de penetragdo do fungtetarhizium anisopliaeem Boo-
philus microplusem condicdes experimentais. As infec¢Ges foram
realizadas tilizando amostra d®. anisopliaeisolada de carra-
patos. A suspenséo de conidios do fungo foi prepartilizando
agua deslada e espalhante adesivo Tween 80 e foi tjfieada
na concentracdo de 10 conidios/ml. As fémeas ingurgitadas
foram banhadas nesta suspensé&o durante cinco minutos e, apds
este periodo, foram levadas a cAmara climatizada. Trés dias ap6s
a infeccdo, as fémeas foram fixadditiazando tetréxido de 6smio
e glutaraldeido, posteriormente desidratadas em bateria de
alcool etilico com acena. Apos a desidratacéo, esse material foi
levado a metalizagdo e ao microscopio eletrénico de varredura,
onde se observou a fixagcdo dos conidios na cuticula das fémeas,
havendo germinacéo e a dilatagdo da extremidade do tubo ger-
minativo em todas as amostras. Esta dilatacdo observada foi
devido a formacdo do apressorio, apesar de ndo ser possivel
observar esta estrutura sobre a cuticula das fémeas ingurgitadas.
O tetréxido de 6smio mostrou ser um excelente fixador para
fungos, enquanto o glutaraldeido mostrou ser eficiente na fixacao
do artropode. Conclui-se que a forma principal de penetragao
deste entomopatégeno dn microplus é através da cuticula.
Cabe aqui frisar que esta é a primeira vez que é descrito 0 meca-
nismo de penetracdo dié. anisopliaeem carrapatos.

Palavras-chave:Metarhizium anisopliag Boophilus microplus
controle biolégico.

SUMMARY

The objective of the present communication has been
to draw attention to the mode of penetration of the fungus
Metarhizium anisopliae through the cuticle ofBoophilus
microplus under experimental coitibns. Samples ofM.

anisopliae isolated from naturally infected ticks were used to
prepare a suspension of L@onidia/ml in a destilled water with

2% of Tween 80. The engorged females were submergged in this
suspension for five minutes, then transferred tat2I°C and >

80% RH in climatized chamber. Three days after the infection,
females were fixed in either osmium tetroxide or glutaraldehyde,
and dehydrated in alcohol / acetone for SEM. Fixation of conidia
in the cuticle, formation of germinative tube and appressoria
were seem. It was suggested that the penetration of this
entomopathogenic fungus is primarily through the cuticle. The
fixation of the fungus for SEM was best accomplished by the
osmium tetroxide whereas the glutaraldehyde was more efficient
fixative for the tick. It is the first time that the penetration’s
mechanism df1. anisopliaeis described in ticks.

Key words: Metarhizium anisopliae Boophilus microplus
biological control.

O carrapato Boophilus  microplus
(Canestrini, 1887) possui elevada importancia para a
pecudria brasileira. Essa espécie, além de causar
espoliacdo sangliinea através do hematofagismo, lesa o
couro e é o principal transmissor de agentes
patogénicos para os bovinos. No Brasil, j& foram
realizados experimentos visando ao controle biolégico
do B. microplus utilizando predadores naturais.
Quanto ao controle microbiano desta espécie de
carrapato, apenas dois patégenos foram estudados no
Brasil: o fungoMetarhizium anisopliaefoi avaliado
em laborat6rio por BITTENCOUREt al, (1994a, b),
gue verificaram elevada mortalidade em ovos, larvas e
fémeas ingurgitadas, e a bactéTiedecea lapagdbi
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estudada por BRUM (1989), que afirmou ser a mesma utilizadas no terceiro dia apés a infeccdo com o en-
capaz de destruir o epitélio vaginal de fémeas tomopatégeno, sendo fixadas no vapor de uma solu-
ingurgitadas, levando-as & morte. Deve-se lembrar que ¢éo de tetroxido de dsmio a 1%. Foram utilizados 5ml
o Brasil possui clima do tipo tropical e subtropical, desta solucdo colocada em becker no fundo de um
portanto, ideal para o desenvolvimento de patégenos dessecador, as fémeas ingurgitadas foram colocadas
na natureza de forma endémica. Em paises de climaem placa de Petri neste mesmo dessecador que foi
temperado, varias  espécies de  fungos tampado posteriormente. Todo o processamento foi
entomopatogénicos, que causam infecgdes em realizado em camara de exaustdo, onde o conjunto
carrapatos das familias Ixodidae e Argasidae ja foram permaneceu durante 96 horas (QUATTLEBAUM &
estudados. Entre elas pode-se citarAspergillus CARNER, 1980). A sonicacao do material nao foi
fumigatus A. niger, Beauveria bassiana e realizada para ndo retirar os conidios aderidos na
Penicillium insectivorum LIPA (1971) relatou que a  cuticula das fémeas, portanto, todo o material teve
importancia de patdgenos no controle de acaros e de ser processado com particulas de sujeira, 0o que
carrapatos ja foi demonstrada por varios dificultou a observacdo da germinacdo de conidios.
pesquisadores, citando algumas epizootias causadasPosteriormente, este material foi desidratado em bate-
por virus, protozoarios e fungos. Em resposta a ria de alcool etilico e acetona, ndo sendo submetido &
utilizagdo indiscriminada de produtos quimicos, 0s desidratacdo até ponto critico em C&bfreu impreg-
guais vém provocando danos aos ecossistemas, enacido por particulas de ouro durante dois minutos
aliado a necessidade do homem encontrar novas (Sputter Coater), sendo examinado e fotografado em
alternativas para o controle de artrépodes, o controle microscépio eletrdnico para varredura (Stereoscam
microbiano vem se destacando, principalmente, na 200 — Cambridge), numa velocidade de 25KV, para
area de entomologia agricola. A importancia da avaliacdo da penetracio do fungo através da cuticula.
verificacdo da forma de penetracdo dos fungos no Foi observado durante o exame em
hospedeiro invertebrado esta relacionada principal- microscopio eletronico de varredura das fémeas
mente com a formulagéo do fungo entomopatogénico ingurgitadas deB microplus infectadas com o
a ser utilizada a campo, visando torna-la adequada asjspolado 959 do fung®l. anisopliae que ocorreu: a
necessidades do fungo, para promover a infeccéo dosfixacdo dos conidios na cuticula das fémeas (figura
varios estadios do carrapato no meio ambiente. 1): a germinacéo do conidio (figura 2); a formacéo
BITTENCOURT et al. (1995a) constataram que a do tubo germinativo a partir de conidios germinados
principal forma de penetracdo Nb anisopliacemB. (figura 3) e o inicio da dilatacdo da extremidade
microplus € pelo tegumento, visto que em seu deste tubo, formando uma estrutura denominada de
experimento nao evidenciou a infecgéo dos carrapatos apress()rio (ﬁgura 4)_ Estes achados confirmam a
pelas cavidades naturais através de técnicas hipétese de que este fungo entomopatogénico
histoldgicas. O objetivo deste trabalho foi verificar a penetra no artrépode pela cuticula. Esta é a primeira
forma de penetracdo do fungd. anisopliae na vez que se descreve 0 mecanismo de penetracio do
cuticula doB. microplus através da microscopia . anisopliae em carrapatos. Estes dados s&o
eletronica de varredura, apos infeccdo experimental. similares aos resultados obtidos por ZACHARUK
As fémeas ingurgitadas & microplusfo-
ram coletadas de animais naturalmente infestados, sel
tratamento com carrapaticidas ha mais de vinte dias.
ApOs a coleta, as fémeas ingurgitadas foram acondici-
onadas em sacos plasticos e levadas ao laboratdrio,
onde foram selecionadas, pesadas e acondicionadas
em placas de Petri. As infeccGasvitro foram reali-
zadas utilizando amostras Kle anisopliaeisolada de
carrapatos e identificada como isolado 959. As sus-
pensdes de conidios foram preparadas em concentra{"
cdes de 1Dconidios por mililitro de suspensao, utili-
zando agua destilada e espalhante adesivo Tween 80
As fémeas ingurgitadas foram banhadas nessa suspen
sdo de conidios utilizando metodologia descrita por
DRUMMOND et al. (1971). Apés a infecgdo das
femeas [n_gurgltada,s, as e}mO.StraS forz.am prep.aradaSFigura 1 - Conidios deMetarhizium anisopliae aderidos a
para andlise através de técnica de microscopia ele- cuticula de femeas ingurgitadas cgoophilus
trénica de varredura. As fémeas infectadas foram microplus (802 X).
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Figura 2 - Germinacéo de conidios Metarhizium anisopliae Figura 4- Formacao de apressoério a partir de tubo germinativo
aderidos a cuticula de fémeas Beophilus micro- de Metarhizium anisopliaeem Boophilus microplus
plus (830 X). (1,66 KX).

(1970), que observou a formacéo do apressorio a crescimento deste fungo (isolado de hemolinfa) em
partir da dilatacdo da extremidade do tubo meio de cultura, a partir do segundo dia apds a
germinativo, obtido de um conidio germinado em infeccdo. Os resultados do presente trabalho
cuticula de uma larva de uma espécie de Coleoptera.corrobora com os resultados obtidos por
BITTENCOURT et al. (1995a) verificaram através  BITTENCOURT et al. (1995 a; b), demonstrando
de trés metodologias distintas que a possivel forma que a forma de infeccdo € através da cuticula.
de penetragdo deste fungo em carrapato é pelo ALVES (1986) também afirma que a penetracdo
tegumento, visto que no segundo dia apos a infeccdonormal dos fungos é pelo tegumento através de
evidenciou hifas dél. anisopliaeem hemolinfa de atividade enziméatica ou pressdo mecéanica exercida
B. microplus a partir do quarto dia evidenciou hifas  pelo tubo germinativo e apressorio. MADEL#Y al.
em laminas de impressdo de 6rgdos, enquanto o (1967) também descreveram a penetracdo de fungos
estudo histolégico dos aparelhos reprodutor, deuteromicetos através do tegumento do hospedeiro
digestivo e sistema respiratorio ndo mostrou serem pela epicuticula e procuticula, e afirmaram que durante
estas vias de penetracédo do fungo no carrapato, nestea penetracdo esta envolvido o processo fisico por
trabalho ficou evidenciado que as outras vias de pressao mecanica. Os resultados obtidos demonstram a
penetracdo que podem ocorrer para fungos capacidade do fungM. anisopliae para invaséo e
entomopatogénicos (oral e espiraculos respiratorios) colonizacdo deB. microplus A confirmagéo da
ndo ocorre em B. microplus Paralelamente, infeccdo do carrapato pelo entomopatégeno, através da
BITTENCOURT et al(1995b) verificaram o cuticula, indica que a forma de utilizacéo indicada para
produtos formulados a partir deste fungo é por
pulverizacio dos instares susceptiveiB.d@icroplus
com as suspensdes contendo conidios viaveid.de
anisopliae
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