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RESUMO

Examinaram-se a adesdo, a germinacdo, a penetrag@o e a colonizagdo de larvas e ninfas de Rhipicephalus
sanguineus por Metarhizium anisopliae, assim como as lesdes infringidas pelo fungo nas respectivas
fases do ciclo de vida do acaro. Realizaram-se infecgdes experimentais em 11 grupos contendo 250 larvas
e 11 grupos contendo 75 ninfas de R. sanguineus, por meio de banho, durante trés minutos sob agitagio
manual, em suspensio contendo 10® conidios/ml do fungo. Nos grupos-controles, o banho foi realizado
usando o veiculo da suspensdo. Larvas e ninfas foram processadas para um estudo histopatologico e de
microscopia eletronica de varredura nos seguintes tempos apds a infec¢do: uma e 18 horas, e um, dois,
trés, quatro, cinco, seis, sete, nove e 11 dias. A germinacdo dos conidios ocorreu em até 18 horas pds-
inoculagdo, e o fungo penetrou nas larvas e ninfas através do tegumento, dois e trés dias apos a infeccdo,
respectivamente. Apds penetracdo, o fungo invadiu o corpo das larvas e ninfas, promovendo uma
colonizagdo difusa, sem preferéncia aparente por tecidos especificos. Lesdes significativas ndo foram
observadas. A morte das larvas e ninfas ocorreu no terceiro e quarto dias pos-infeccdo, e a esporulagdo do
patdgeno sobre o cadaver foi iniciada no sexto dia pds-infecgao.
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ABSTRACT

The adhesion, germination and colonization of Rhipicephalus sanguineus larvae and nymphs by
Metarhizium anisopliae as well as the lesions caused by the fungus were studied. For this purpose, 11
groups of 250 larvae each and 11 groups of 75 nymphs each were bathed during 3 minutes under manual
shaking in a 10° conidia/ml suspension. Corresponding control groups were bathed only in the
suspension vehicle. Ticks were also submitted to both conventional microscopy and scanning
eletronmicrocopy analyses at several post-infection periods (1 and 18 hours and 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, and
11 days). Conidial germination occurred in less than 18 hours post-inoculation and the fungus
penetration through the tegument into the larvae and nymphs in, respectively, two and three days post-
infection. Following penetration, the fungus invaded the body of the ticks and colonized it diffusely
without a noticeable predilection for tissue, but no apparent lesions were observed. Death of larvae and
nymphs occurred on the 3" and 4™ post-infection days and pathogen sporulation over the dead tick began
on the 6" post-infection day.
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INTRODUCAO

Originario da regido Afrotropical, Rhipicephalus
sanguineus (Latreille, 1806), um carrapato
cosmopolita, ¢ provavelmente a espécie de maior
disseminag¢do mundial na atualidade (Pegram et
al., 1987). Foi introduzido no Brasil
possivelmente a partir do século XVI, com a
chegada dos colonizadores europeus e seus
animais domésticos (Labruna e Pereira, 2001) e
representa a Unica espécie do género
Rhipicephalus no pais (Aragdo e Fonseca, 1961),
pois, apesar de sua ampla distribuigdo, todos os
espécimens coletados de cinco regides foram
identificados como R. sanguineus (Ribeiro et al.,
1996). Sua descricdo tem sido freqiientemente
associada a presenga do hospedeiro natural que ¢
o cdo (Ribeiro et al., 1997; Szabd et al., 2001),
estando adaptado a cdes de domicilios em
cidades.

Compostos quimicos sintéticos (acaricidas) sdao
comumente utilizados no controle desses
ectoparasitos. No entanto, o desenvolvimento de
resisténcia pelo carrapato a alguns principios
ativos utilizados para formulagdes de produtos
(Miller et al., 2001) tende a reduzir sua eficiéncia
no controle do acaro. Uma das alternativas aos
acaricidas sintéticos é o controle bioldgico,
especialmente com fungos, que tem se mostrado
uma técnica eficaz e promissora.

Alguns autores investigaram a agdo de fungos no
controle de R. sanguineus, mas a maioria dos
trabalhos avaliou a patogenicidade de diferentes
espécies de fungos (Bittencourt et al., 1997
Samish et al., 2001) ou o efeito de diversas
concentragdes de conidios nas varias fases do
ciclo de vida do ixodideo (Barbosa et al., 1997,
Monteiro et al., 1998). Poucos estudos foram
conduzidos com o objetivo de conhecer os varios
aspectos envolvidos no mecanismo da infec¢do
de carrapatos por fungos.

Bittencourt et al. (1999) mostraram, por meio de
microscopia eletronica de varredura, a adesdo,
germinacdo e formacdo do  apressorio,
confirmando a hipdtese de que Metarhizium
anisopliae penetra em Boophilus microplus pela
cuticula. Arruda et al. (2005) descreveram as
alteragdes morfologicas ocorridas durante a
penetragdo de B. microplus por M. anisopliae,
referindo-se inclusive a secrecdo de enzimas
hidroliticas. A penetragdo e colonizagdo de
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fémeas ingurgitadas e ovos de R. sanguineus por
M. anisopliae foram investigadas por Garcia et
al.  (2004) e Garcia et al. (2005),
respectivamente. Contudo, o mecanismo de
infeccdo das diferentes fases do ciclo de vida dos
carrapatos por fungos precisa ainda ser melhor
conhecido. Assim, este trabalho teve o objetivo
de investigar a adesdo, germinago, penetracao e
colonizagdo de larvas e ninfas de R. sanguineus
por M. anisopliae, assim como as lesdes
infringidas pelo fungo nas respectivas fases do
ciclo de vida do acaro.

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se o isolado E9 de M. anisopliae, obtido
de Deois flavopicta (cigarrinha das pastagens),
mantido em cultura estoque no laboratério de
microbiologia do Departamento de Produgdo
Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Campus de Jaboticabal, SP. O
isolado foi cultivado em placas de Petri contendo
meio de batata, dextrose e agar (BDA),
acondicionadas em estufa a 27°C, no escuro, por
aproximadamente 12 dias.

Larvas e ninfas de R. sanguineus foram obtidas a
partir de colonia mantida no laboratério de
imunopatologia do Departamento de Patologia
Animal da FCAV-Unesp. Os carrapatos da
colonia foram alimentados em coelhos isentos de
contato prévio com o 4acaro e, durante a
alimentagdo, ficaram contidos no interior de
camaras de plastico transparente (Bechara et al.,
1989), fixadas no dorso depilado do animal com
material atoxico. Para ecdise dos instares
ingurgitados, assim como para simples
manutencdo, os acaros foram mantidos em estufa
a 28°C e umidade relativa do ar de 80%.

As suspensdes de conidios foram obtidas a partir
das colonias jovens do fungo. Para proceder as
infeccdes, utilizaram-se 20ml de uma suspensao
preparada em solugio de Tween 80° a 0,1%
v/v), contendo a concentracao de
10%conidios/ml.

As infecgdes experimentais foram realizadas
utilizando-se 11 grupos compostos por 250
larvas e 11 grupos compostos por 75 ninfas de R.
sanguineus, os quais foram banhados em 20ml
da suspensdo de conidios durante trés minutos,
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sob agitacdo manual. Nos grupos-controle, o
banho foi realizado usando o veiculo da
suspensdao. Em seguida, o excesso de liquido foi
retirado com papel de filtro e cada grupo de
larvas ou ninfas foi acondicionado em tubo
transparente etiquetado ¢ mantido em estufa a
27°C. Os tempos de colheita das larvas e ninfas
infectadas e seus respectivos controles foram
estabelecidos em uma e 18h, e um, dois, trés,
quatro, cinco, seis, sete, nove ¢ 11 dias. Apos
colheita em cada tempo preestabelecido, as
larvas e ninfas de R. sanguineus foram
distribuidas em duas parcelas: uma destinada ao
preparo histoloégico e outra para a microscopia
eletronica de varredura.

Os grupos destinados a andlise histologica foram
imersos em formol tamponado por 12-24h. O
material fixado foi submetido a inclusio em
parafina de acordo com técnicas rotineiras de
histologia. Posteriormente, cortes longitudinais
seriados foram realizados para obtengdo de
seccOes representativas dos tecidos do dacaro
infectado e do controle. As secgdes foram
coradas com os corantes hematoxilina-eosina,
adequado para exame das alteragdes gerais dos
tecidos do 4caro, e coloragdo Gomori
Metanamine Stain, especifica para detec¢do das
estruturas fungicas.

As larvas e ninfas destinadas a analise em
microscopio eletrdnico de varredura foram
fixadas em glutaraldeido a 3%, em tampdo de
fosfato de potassio a 0,05M e pH 7,4 por 72h.
Em seguida, foram lavadas em solugdo tampao
pura, por seis vezes consecutivas, em intervalos
de 20 minutos. Posteriormente, foram
desidratadas em alcool etilico, secas em secador
de ponto critico em CO,, recobertas com
particulas de ouro (35nm) e eletronmicrografadas
em microscopio eletrdnico de varredura JEOL
JSM 5410, operando em 15 kV (Maia ¢ Santos,
1997).

RESULTADO E DISCUSSAO

A observagdo realizada no primeiro dia apds a
infeccdo mostrou que 78% das larvas
examinadas apresentavam conidios aderidos de
forma difusa em seu tegumento, e, 18h apds a
infeccdo, encontraram-se conidios germinados
em 80% das larvas. Resultados semelhantes
foram obtidos por Garcia et al. (2005), ao
investigarem o mecanismo de infecgdo de M.
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anisopliae em ovos de R. sanguineus. A
penetragdo do fungo e a colonizagdo do
hospedeiro foram detectadas em 67% das larvas
ja no segundo dia apdés a infecgdo, atingindo
100% no terceiro dia apos a infecgdo. A extrusdo
do patégeno e a conidiogénese ocorreram em
47% das larvas no sexto dia pods-infeccdo,
atingindo 87,5% no sétimo dia e a totalidade das
larvas (100%) no nono dia. N&do foram
observadas altera¢des nas larvas do tratamento-
controle, e aquelas que ndao foram processadas
para analise permaneceram vivas até o final do
experimento.

Na analise histologica das larvas do grupo-teste,
a adesdo conidial pode ser observada pela
presenca de pequenos grumos negros, aderidos
na regido posterior do corpo da larva (Fig. 1A),
mas no, grupo-controle, nada foi encontrado
(Fig. 1B). Ao examinar as larvas colhidas 18h
apos a infecg¢@o, observaram-se germinagdo dos
conidios em varias regides do corpo do
hospedeiro (Fig. 1C) e colonizagdo, de forma
generalizada, ja a partir do segundo dia apods a
infeccdo (Fig. 1D e 1E). Garcia et al. (2004)
verificaram que a germinagdo e a penetracdo de
M. anisopliae em fémeas ingurgitadas de R.
sanguineus ocorreram entre 18 e 48h apds a
infec¢do do acaro.

Lacey et al. (1988) estudaram o mecanismo de
infeccdo de M. anisopliae em larvas de Culex
quinquefasciatus e verificaram a morte do
hospedeiro entre seis e 18h apoés a ingestdo de
conidios. Ao estudarem as mudangas e alteragdes
histologicas em larvas de C. quinquefasciatus
causadas pelo fungo Langenidium gigantum, Bao
et al. (1996) observaram alteragdes histologicas
como aberturas nos tecidos da cabega e do torax
e, conseqiientemente, a invasdo dos musculos,
intestinos e do resto do corpo do hospedeiro. As
diferencas encontradas entre as observagoes
deste estudo e as desses ultimos autores sugerem
que o mecanismo de infec¢do e colonizagdo seja
muito diversificado e pode variar conforme as
espécies de fungos e de hospedeiros envolvidos.

As larvas infectadas comegaram a morrer no
terceiro dia apds a infec¢do, atingindo
mortalidade proxima a 70%, e a extrusdo do
patdégeno ocorreu a partir do sexto dia apos a
infec¢do, aumentando gradativamente até cobrir
todo o cadaver do acaro, com grande quantidade
de esporos (Fig. 1F). Ao avaliarem a
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suscetibilidade de R. sanguineus ao fungo M.
anisopliae, Samish et al. (2001) relataram
mortalidade de larvas nao alimentadas a partir do
segundo e do terceiro dia apos a infecgdo, e valor
maximo no sétimo dia.

Nas larvas mortas, apesar de ja colonizadas pelo
fungo, ndo foram observadas alteracdes ou lesdes

histologicas significativas (Fig. 2B e 2D) quando
comparadas com as larvas do grupo-controle
(Fig. 2A e 2C). Possivelmente, as alteragdes
provocadas pelo fungo e que levaram a morte das
larvas ocorreram por processo bioquimico,
provavelmente por a¢do de micotoxinas.
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Figura 1. Larvas de Rhipicephalus sanguineus apds a infec¢do experimental com suspensdo conidial de
Metarhizium anisopliae. A: conidios aderidos (seta) na regido posterior do corpo da larva (GMS, objetiva
20x); B: controle de A (GMS, objetiva 20x); C: germinagdo dos conidios (setas) 18h apds infeccdo,
(GMS, objetiva 40x); D: densa colonizagdo do corpo da larva (seta) trés dias apos a infeccdo (GMS,
objetiva 20x); E: colonizagdo do corpo da larva dois dias apds a infeccdo (GMS, objetiva 10x); F:
extrusdo do patdgeno (seta) seis dias apos a infecgdo (GMS, objetiva 20x).
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Figura 2. Larvas de Rhipicephalus sanguineus apds a infec¢do experimental com suspensdo conidial de
Metarhizium anisopliae. A: larva do grupo-controle (HE, objetiva 20x); B: larva quatro dias apds a
infecgdo (HE, objetiva 20x); C: larva do grupo-controle (HE, objetiva 10x); D: larva trés dias apos a

infeccdo (HE, objetiva 10x).

Eletronmicrografias realizadas 1h apos a
infecgdo de larvas de R. sanguineus mostraram
grande quantidade de conidios de M. anisopliae
aderidos a cuticula. A distribui¢@o apresentou-se
relativamente uniforme em todas as partes do
corpo do acaro, sem preferéncia aparente por
regides ou sitios especificos (Fig. 3A). Este
resultado difere do obtido por Vestergaard et al.
(1999) que, ao estudarem a distribuicdo dos
conidios no corpo de larvas de Frankliniella
occidentalis infectadas por M. anisopliae,
encontraram preferéncia por sitios especificos.
Ademais, relataram germinagdo de conidios
proxima da totalidade no prazo de um dia apos a
infecgdo.

Observagoes feitas 18h apés a infecgdo
evidenciaram a germinagdo de conidios do
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patogeno sobre o corpo do hospedeiro (Fig. 3B)
com grande quantidade de hifas sobre a cuticula
externa do acaro (Fig. 3C). Nesse tempo,
formou-se também o apressorio, estrutura que
desempenha importante papel no processo de
penetracdo do patogeno no hospedeiro (Fig. 3D).
M. anisopliae ndo demonstrou invadir o corpo
das larvas por aberturas, tais como o espiraculo,
orificio anal e aparelho bucal. Fato semelhante
foi relatado por Bittencourt et al. (1999) na
infeccdo de B. microplus por este fungo.
Mohamed et al. (1978) relataram que a
penetracdo do fungo Nomuraea rileyi em larvas
da lagarta Heliothis zea ocorreu no terceiro dia
apos a infecg¢do. A extrusdo e a conidiogénese do
patoégeno ocorreram a partir do sexto dia apos a
infeccdo do hospedeiro (Fig. 3E e 3F).
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Figura 3. Eletronmicrografias de varredura de larvas de Rhipicephalus sanguineus apds a infeccdo
experimental com suspensdo conidial de Metarhizium anisopliae. A: conidios aderidos ao orificio anal
(seta) 1h apds a infecgdo; B: germinagdo dos conidios (seta) 18h apos a infecgdo; C: formagao de corpos
hifais (seta) sobre a cuticula externa; D: formacdo do apressorio e penetragdo do fungo (seta) dois dias
apos a infecgdo; E: extrusdo de M. anisopliae sobre o corpo da larva; F: larva seis dias apos a infeccdo.

Foram analisadas apenas ninfas que se
encontravam totalmente preservadas nas secgdes
histologicas. Nao foram observados conidios
aderidos a cuticula do hospedeiro no periodo de
lh apods infec¢do, bem como sua germinagdo.
Dificuldades inerentes ao processamento das
amostras podem ter contribuido para este
resultado, pois as ninfas sdo muito pequenas e de
dificil manipulagdo. Além disso, ressalta-se o
fato de ter sido utilizado menor nimero de
individuos infectados (75), quando comparado
com as larvas (250). Provavelmente, secgdes
longitudinais de amostras que contenham maior
quantidade de individuos possibilitem melhor
observacao da adesdo e germinagdo dos conidios.
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Observou-se, no entanto, que 67% das ninfas
infectadas apresentavam o corpo densamente
colonizado pelo fungo no terceiro dia apds a
infecgdo, atingindo 100% no quinto dia. O inicio
da extrusdo do patogeno foi observado no sexto
dia apés a infeccdo em 75% das ninfas
infectadas, alcangando 100% no sétimo dia. Nao
se observaram alteragdes nas ninfas do
tratamento-controle, e aquelas que nao foram
processadas para analise permaneceram vivas até
o final do experimento.

Na analise histologica do grupo-teste, a adesdo
dos conidios ndo ficou evidente, bem como sua
germinacao (Fig. 4A). A colonizacdo das ninfas
infectadas foi detectada a partir do terceiro dia
apos a infeccdo (Fig. 4B e 4C). As ninfas
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infectadas comegaram a morrer no quarto dia
apos a infecgdo, atingindo mortalidade proxima a
75%. Este resultado ¢ semelhante ao obtido por
Samish et al. (2001), que relataram mortalidade
de ninfas ndo alimentadas de R. sanguineus
infectadas por M. anisopliae a partir do terceiro
dia apos a infecgdo, mortalidade esta que atingiu
92,2% no sétimo dia. A extrusdo do patégeno foi
iniciada a partir do sexto dia apods a infeccdo,
aumentando gradativamente até cobrir todo o

cadaver do acaro, com a formagdo de grande
quantidade de micélio (Fig. 4D). Ninfas do
grupo-teste, apesar de mortas e ja colonizadas
pelo fungo, ndo mostraram alteracdes

histologicas dignas de nota (Fig. 4E), em relacao
as ninfas do grupo-controle (Fig. 4F).
Possivelmente, outras causas, como a agdo de
micotoxinas sobre o sistema nervoso do
carrapato, foram responsaveis pela morte das
ninfas.

Figura 4. Fotomicrografias de ninfas de Rhipicephalus sanguineus apos a infeccdo experimental com
suspensdo conidial de Metarhizium anisopliae. A: -ninfas 18h apos a infecgdo (GMS, objetiva 20x); B e
C: colonizagdo generalizada em ninfas trés dias apos a infeccdo (GMS, objetiva 40x); D: extrusdo e
conidiogénese de M. anisopliae seis dias apds a infecgdo (GMS, objetiva 40x); E: ninfa quatro dias apos a
infecgdo (HE, objetiva 40x); F: controle de E (HE, objetiva 20x).
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Na eletronmicrografia realizada na primeira hora
apos a infeccdo, ficou evidente a presenga de
grande quantidade de conidios de M. anisopliae
aderidos a cuticula das ninfas, sem preferéncia
aparente por regides ou sitios especificos (Fig.
S5A). A germinagdo de conidios sobre o corpo do
hospedeiro foi observada 18h apos a infeccdo
(Fig. 5B), com conseqiiente formacdo de micélio
(Fig. 5C, 5D e SE). Tal resultado coincide com o
obtido por Garcia et al. (2004) quando
analisaram fémeas ingurgitadas de R. sanguineus
infectadas pelo fungo M. anisopliae.
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A formacao do apressério bem como os locais ou
sitios por onde ocorreu a penetragdo nao foram
observados nas eletronmicrografias.
Conseqiientemente, ndo foi possivel detectar
preferéncia do patégeno pela penetracdo através
da cuticula ou por aberturas naturais existentes
no corpo das ninfas. Fato semelhante foi
anteriormente observado por Bittencourt et al.
(1999). A extrusdo do fungo ficou evidente pela
formagdo de grande quantidade de micélio e
conidiogénese sobre o cadaver do hospedeiro
(Fig. 5F).
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Figura 5. Eletronmicrografias de varredura de ninfas de Rhipicephalus sanguineus apds a infeccdo
experimental com suspensdo conidial de Metarhizium anisopliae. A: Conidios aderidos a cuticula 1h apos
a infecgdo; B: germinacdo do conidio 18h apds a infecgdo; C, D e E: formagdo de micélio na cuticula; F:
extrusdo e conidiogénese de M. anisopliae na superficie de R. sanguineus morto.
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Os resultados obtidos neste estudo mostraram
que larvas e ninfas de R. sanguineus sdo
susceptiveis a agdo patogénica de M. anisopliae.
A infec¢do inicia-se pela adesdo dos conidios de
forma generalizada sobre a cuticula, seguida de
rapida germinacdo e penetragdo através desta,
sem preferéncia por estruturas ou sitios
especificos. O fungo coloniza intensivamente as
estruturas internas de larvas e ninfas, sem causar
lesdes internas aparentes e sem preferéncia por
tecidos ou orgdos especificos. Apds a morte do
hospedeiro, que acontece em poucos dias, ocorre
a extrusdo do patdégeno sobre o cadaver das
larvas ou ninfas, produzindo intenso crescimento
micelial seguido de abundante formacdo de
conidios.
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