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Colonizagdo elesdo em fémeasingur gitadas do carr apato Rhipicephalus sanguineus
causadas pelo fungo Metarhizium anisopliae

Colonization and lesionson engor ged female Rhipicephalus sanguineus, caused by
Metarhizium anisopliae

MarcosValerioGarcial AntonioCarlosMonteiro®> MatiasPablo Juan Szabé®

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo verificar
a forma de penetracéo do fungo Metarhizium anisopliae
[METSCH. (SOROKIN, 1883)] em carrapatos da espécie
Rhipicephalus sanguineus (LATREILLE, 1806), assim como
as lesBes infringidas nos tecidos internos do acaro. A forma
de aderéncia e penetracdo do fungo foi estudada através da
microscopia eletrénica de varredura e a acdo do fungo nos
tecidos internos avaliada em sec¢fes histologicas
convencionais. Para observacdo destes eventos, realizaram-
se infecgbes experimentais em 11 grupos de fémeas
ingurgitadas do carrapato R. sanguineus contendo 12
fémeas ingurgitadas cada. Para tal, as fémeas ingurgitadas
foram banhadas durante 3 minutos, sob agitagdo manual,
em suspensdo com concentragdo 10® conidios/mL. No caso
dos grupos controle o banho foi realizado apenas no veiculo
da suspensdo. Os carrapatos foram processados para
histopatologia e microscopia eletrénica em diversos tempos
apo6s a infecgdo, a saber: 1 e 18h, e um, dois, trés, quatro,
cinco, seis, sete, nove e onze dias. Observou-se que a maior
parte dos conidios germinou em até 18h apds a inoculagéo
e que o fungo penetrou no acaro através do tegumento 48h
apods a infecgdo. Apd6s a penetracdo, o fungo invadiu o
corpo do hospedeiro promovendo uma colonizagdo difusa,
sem preferéncia aparente por tecidos especificos. Dentre as
lesdes nos tecidos internos do acaro, ressalta-se o rompimento
da parede intestinal e vazamento do contetdo para a
hemocele. A morte do hospedeiro ocorreu entre 96 e 120h
poés-infecgdo, e a esporulagdo do patégeno sobre o cadaver
do acaro iniciou-se em torno de 120 a 144h poés-infeccéo.
Espera-se, com este trabalho, contribuir para o
desenvolvimento e viabilizagcdo de técnicas de controle
biolégico dos carrapatos por fungos como alternativa ao
uso de acaricidas.

Palavras-chave: controle biolégico, controle microbiano,
fungo entomopatogénico, histopatologia,
microscopia eletronica.

ABSTRACT

The objective of this work was to verify the
penetration of the fungus Metarhizium anisopliae [ METSCH.
(SOROKIN, 1883)], in to the Rhipicephalus sanguineus ticks
(LATREILLE, 1806), as well as the lesions caused in the tissues
of the acarus. The form of adherence and penetration of the
fungus in the deep tissue was studied through scanning
microscopy and the fungus action on the internal tissues was
evaluated in conventional hystological sections. In order to
evaluate these events, experimental infestations were
conducted in 11 engorged females groups of the tick R.
sanguineus, containing 12 engorged females in each. Aiming
this goal the engorged females were submited to a bath in a
conidial suspension in a concentration of 108 conidia/mL
during three minutes under manual agitation. In case of
control groups the bath was done only in the suspension
vehicle. Ticks were processed for histological and scanning
microscopy surveys at different intervals after the infection: 1
and 18h and one, two, three, four, five, six, seven, eight, nine
and eleven days. It has been observed that the major part of
the conidians have germinated within 18h after the inoculation
and that the fungus the penetrated the acarus body, trough
it’s tegument 48h after the infection. After the penetration the
fungus colonized the tick’s body in a diffuse manner, without
any preference for a specific tissue. Among the lesions caused
by the fungus, rupture of the tick’s intestinal wall and the
dispersion of the fluid into the hemocel were the most
outstanding features. Death of the host occurred 96h pos-
infection and the sporulation of the pathogen over the dead
acarus began 120 to 144h pos-infection. This work aims to
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contribute to the establishement of techniques for biological
control of the ticks by fungus as an ecological alternative for
acaricides.

Key words: biological control, entomopathogenic fungus,
histopathology, microbialcontrol.

INTRODUCAO

Rhipicephalussanguineus (LATREILLE,
1806), um carrapato cosmopolita, é provavelmente o
ixodideo de maisampladistribuicdo mundia (PEGRAM
et al., 1987) e representa a Unica espécie do género
Rhipicephalus (ARAGAO & FONSECA, 1961) no
Brasil. Sua descricdo tem sido frequentemente
associada & presenca do hospedeiro cio (ARAGAO,
1936; RIBEIRO et al., 1997; LABRUNA & PEREIRA,
2001; SZABOet d., 2001), estando adaptado acdesde
domicilios em cidade. Diversos microorganismos
patogéni cos podem ser veiculados pel o R. sanguineus
(ESI'RADA-PENA & JONGEJAN, 1999; WALKER et
al., 2000) e alguns sdo potencialmente transmissiveis
a0 homem, como aRickettsiarickettsi, agentedafebre
maculosa e Rickettsia conorii, agente da febre
botonosa, entre outros. E essencial o controle desta
espécie de carrapato como forma de se estabel ecer
mel hores condi ¢Bes sanitari as aos animai s domeésticos,
notadamente o c&o.

O controle de carrapatos é feito
correntemente por meio de compostos quimicos
sintéticos (acaricidas). Recentemente MILLER et
al. (2001) observaram desenvolvimento de
resisténcia do ectoparasita a alguns principios
ativos utilizados nessas formulacdes. Uma das
alternativas aos acaricidas é o controle biol dgico,
especialmente com fungos, que tem se mostrado
umatécnicaeficaz e promissora, como previamente
verificado por BITTENCOURT et al. (1997).
BARBOSA et al. (1997) observaram redugdo no
percentual de ecdise de larvas de R. sanguineus
com 0 aumento na concentracdo de esporos de B.
bassiana. MONTEIRO et al. (1998) demonstraram
gue a concentracdo de 10° con./mL causou morte
em 95% das larvas, 20 dias apés a infeccéo.
Estudando a patogenicidade de M. anisopliae em
diferentes estadios do carrapato R. sanguineus,
SAMISH et al. (2001) constataram altamortalidade
em todos os instares ndo alimentados. Porém,
existem poucos estudos que rel atam os mecanismos
da infeccdo de carrapatos por fungos.
BITTENCOURT et al. (1999) mostraram, por meio
de microscopia el etrénica de varredura, a adeso,
germinacdo e formagao do apressorio, confirmando

a hipétese de que M. anisopliae penetra em B.
microplus pelacuticula.

Nota-se, contudo, que ha falta de maiores
informacdes e conhecimentos a respeito dos
fenbmenos ou eventos que envolvem 0 mecanismo
de patogenicidade de fungos sobre carrapatos. Este
trabal ho objetivou demonstrar a adesdo, germinagéo,
penetracdo e colonizagdo, assim como as lesdes
infringidas pelo fungo no &caro. Espera-se, desse
modo, contribuir para a compreensdo do mecanismo
de patogenicidade de fungos sobre carrapatos, paraa
selecdo de linhagens mais virulentas, e
consequientemente para viabilizagdo de técnicas de
controle de carrapatos por fungos, como alternativa
a0 uso de acaricidas.

MATERIAL E METODOS

O fungo utilizado foi o Metarhizium
anisopliae, isolado E9, obtido de Deois flavopicta
(cigarrinha das pastagens), e mantido em cultura
estoque no Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campusde
Jaboticabal, SP. O isolado foi cultivado em placas de
Petri contendo meio de batata, dextrose e dgar (BDA),
acondicionadas em estufa a 27°C, no escuro, por
aproximadamente 12 dias.

O carrapato utilizado foi o Rhipicephalus
sanguineus, proveniente da colénia mantida no
Laboratério de Imunopatol ogia do Departamento de
PatologiaAnimal daFCAV-UNESP. Paramanutencéo
da col6nia, os carrapatos foram alimentados em
coel hosisentos de contato prévio com o &caro. Durante
a alimentacdo, os carrapatos ficaram restritos aos
hospedeiros por cdmaras de plastico transparente
(BECHARA et al., 1989) coladas com material atdxico
(BritanniaAdhesives P4104 Latex, Inglaterra) ao seu
dorso depilado. Paraecdise dosinstaresingurgitados,
bem como para sua simples manutencdo, os &caros
foram mantidos em estufatipo BOD (temperatura de
28°C eumidaderelativade 80%).

As suspensdes de conidios foram obtidas
apartir dascoléniasjovensdo fungo. Utilizou-se, para
as infecgBes, 20mL de uma suspensdo preparada em
solugdo de Tween 80° a 0,1% (v/v), contendo uma
concentracao de 10° con./mL.

Para infeccéo das fémeas ingurgitadas,
foram utilizados 11 grupos, compostos por 12 fémeas
ingurgitadas de R. sanguineus. Em cada grupo, as
fémeas foram lavadas em &gua deionizada,
desinfectadas em solucgédo de hipoclorito de sddio a
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3% (v/v), enxaguadas abundantemente com agua
deionizada e secas em papel defiltro. Naseqléncia,
os grupos foram banhados em 20 mL da suspensao
de conidios durante 3 minutos, 0 excesso de liquido
retirado com papel de filtro, e as fémeas
acondicionadas individualmente em tubos
transparentes etiquetados e mantidos em BOD a
27°C. Ostempos de colheita das fémeas infectadas
e seus respectivos controles foram estabel ecidos
em 1 e 18h, um, dois, trés, quatro, cinco, seis, sete,
nove e onze dias. Apos colheita em cada tempo
preestabelecido, asfémeas de R. sanguineusforam
divididas em duas parcelas: uma destinada ao
preparo histolégico e outra para a microscopia
eletrénica.

O material destinado para andlise
histopatol 6gica (6 fémeas controle e 6 fémeas do grupo
teste, em cadatempo) foi imerso em formol tamponado
por 12-24h. As fémeas ingurgitadas tiveram seus
tegumentos cuidadosamente perfurados com agulhas
finas(13x 4,5), parapermitir mel hor difusdo do fixador.
Osmateriaisfixados foram submetidos dinclusdo em
parafina de acordo com técnicas rotineiras de
histologia. Posteriormente cortes longitudinais
seriados foram realizados para obtencdo de secgdes
representativas dos tecidos do &caro infectado e do
controle. As seccBes foram coradas com os corantes
hematoxilina-eosina (visuaizacdo das alteragbes gerais
dos tecidos) e coloracdo Gomori Metanamine Stain
(GMS), especificaparafungos.

As fémeas destinadas a andlise em
microscépio eletrdnico de varredura (6 do grupo
controle e 6 do grupo teste, em cada tempo), foram
fixadas em glutaraldeido a 3%, em tampéao de fosfato
de potéssio a 0,05M e pH 7,4 por 72h. Em seguida,
foram lavadas em solucéo tampdo pura, por seisvezes
consecutivas, a intervalos de 20 minutos.
Posteriormente foram desidratadas em & cool etilico,
secas em secador de ponto critico em CO,, recobertas
com particulasde ouro (35 nm) e el étron-micrograf adas
em microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM
5410, operandoem 15kV (MAIA & SANTOS, 1997).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Eletromicrografias obtidas 1h apés a
infeccdo evidenciaram grande quantidade de conidios
aderidos ao tegumento das fémeas de forma difusa,
sem preferéncia por sitios especificos (Figura 1 A).
Resultado semelhantefoi obtido por VEY et FARGUES
(1977) estudando o processo deinfeccdo do coledptero
Leptinotarsa decemlineata pelo fungo B. bassiana.
Na andlise histopatoldgica, a adeséo dos conidios

ficou evidenciada pela formagdo de corpos escuros
sobre acuticuladefémeasinfectadas (Figura2A) em
comparagdo com asuperficielisaeuniformedacuticula
defémeas ndo infectadas (Figura2 B). A germinagéo
dos conidios foi evidenciada através de
eetromicrografiasrealizadas 18h apésainfeccdo, com
varios conidios apresentando a formacgdo de tubos
germinativos e estruturas similares a apressorios
(Figura 1 B). A formag&o do apressorio tem sido
relatada (BITTENCOURT, 1999; VESTERGAARD et
al., 1999) como um dos eventos principai s no processo
de penetracdo de fungos entomopatogénicos no
tegumento de hospedeiros e & sua formagao associa-
se intensa atividade metabdlica necessaria para a
sintese de exoenzimas que atuam na degradacéo da
cuticula(JOFHI et d., 1997).

A penetraggo do fungo ocorreu entre 18 e
48h apos a infeccdo e foi observada em diferentes
regides do corpo da fémea (Figura 1 C). N&o se
observou a penetragéo por cavidades ou aberturas
naturais do carrapato (aparelho bucal, espiraculos
respiratérios, orificio genital eanal), como descrito em
insetos infectados por diversas espécies de fungos
(ZACARUK, 1970; ALVES, 1986). Contudo,
ESTRADA-PENA et al. (1992) relataram apenetracéo
do fungo Aspergillus ochraceus em fémeas
ingurgitadas do carrapato R. sanguineus, via anus.

A caracteristica de penetracdo via
tegumento torna os fungos particularmente
promissores no controle de artrépodes sugadores,
visto que o aparelho bucal do artrépode ficainserido
no corpo de seu hospedeiro, tornando inviavel a
infeccdo via oral. A rdpida germinacdo e penetragcdo
no corpo do hospedeiro sdo caracteristicas
importantes paraa viruléncia das linhagens.

A colonizagdo do corpo do carrapato
provavel mente ocorreu entre 48 e 72h apds ainfeccdo
tornando-se evidente pela presenca de &reas de
penetrac@o e escurecimento dos pontos envolvidos,
indicando presumida ag&o enzimética, e aocorréncia
de hifasem distribui¢do centripetanostecidosinternos
do acaro (Figura 2C e D). Resultados semelhantes
foram obtidospor MOHAMED et al. (1978), quando
pesquisaram aacgdo de Nomuraea rileyi em larvasde
Heliothis zea. Todas as fémeas infectadas morreram
entre o0 4° e 5° dias apds a infecgdo, sem realizar
ovipostura. As amostras processadas e coradas com
HE revelaram lesBes na cuticula do é&caro e o
rompimento da parede intestinal, caracterizado pelo
extravasamento do conteido paraahemocel edo &caro
(Figura 2E), enquanto em todos os periodos pos-
infeccdo analisados, nenhuma alteragéo dignade nota
foi observada nos grupos controle (Figura 2F). A
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Figura 1 - Eletronmicrografias de varredura de fémeas ingurgitadas do carrapato Rhipicephalus sanguineus em vérios tempos apds a
infecc@o experimental com suspensdo conidial de Metarhizium anisopliae . A - conidios aderidos a cuticula uma hora ap6s
infecgdo; B — germinacdo e aparente formagdo do apressorio (apontados por setas) 18 horas ap6s a infecgdo; C — formagéo
e aparente penetracdo das hifas na cuticula (apontado por seta) 48 horas ap6s a infecgdo; D — aparente extrusdo (apontados
por setas) do fungo; E e F — esporulagdo do fungo na superficie do cadaver do hospedeiro.
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Figura 2 — Fotomicrografias de fémeas ingurgitadas do carrapato Rhipicephalus sanguineus
em vérios tempos apés a infecgdo experimental com suspensdo conidial de
Metarhizium anisopliae. A - inicio da germinagdo do conidio sobre a epicuticula
(mostrado por seta) 18 horas ap6s a infecgdo (GMS, 20x); B - controle de A,
carrapato ndo infectado. GMS, objetiva 20x; C — colonizag&o dos tecidos inter-
nos do carrapato pelo fungo 48 horas apés a infeccdo (GMS, objetiva 20x); D -
controle de C (GMS, 20x); E — quatro dias ap6s a infecgdo, hemocele de carrapato
preenchida por contetido proveniente de intestino rompido por agdo do fungo
(HE, objetiva 40x); F — controle de E (HE, objetiva 40x); G — extruséo e
esporulagdo do fungo na superficie do &caro (GMS, objetiva 40x).

suscetibilidade de R. sanguineus
ao fungo M. anisopliae foi
investigada por SAMISH (2001)
gue verificou amorte do &caro aos
7 dias apods ainfecgdo.

Logo apos a morte
das fémeas, notou-se os
primeiros pontos de
crescimento externo (extruséo)
do micélio fangico sobre o
cadéver do &caro, crescimento
este que foi progressivamente
se generalizando sobre o corpo
dafémea (FiguralD). SAJAP
& KAUR (1990) relataram a
emergéncia  fungica e
conidiogénese no 4°dia pés-
infeccdo de Coptotermes
curvignathus por M.
anisopliae.

No presente
estudo, a conidiogénese
iniciou-se entre o 6°e 7°dias
apos a infecgdo, e aumentou
progressivamente atingindo
méaxima intensidade no 9°
dia apés ainfeccao (Figuras
1E e F, e 2G). Crescimento
micelial intenso e,
conseqlentemente, grande
producédo de conidios foi
verificada praticamente
sobre todo o cadaver da
fémea.

CONCLUSAO

M. anisopliae é, em
testes “in vitro”, patogénico de
fémeas ingurgitadas de R.
sanguineus. A germinagdo de
conidios sobre aepicuticula, bem
COmo apenetracao atraves desta,
ocorrem rapidamente. O fungo
colonizamassivamente ostecidos
internos do hospedeiro
provocando sua morte em
poucosdias. Intenso crescimento
micelial e alta producado de
conidios sobre o cadaver das
fémeas completam o ciclo de
desenvolvimento do fungo no
acaro.
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