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in Anocentor nitens (Acari: | xodidae) engor ged femalesby Metarhizium anisopliae. [Infeccdo de érgdosinternos
de fémeas ingurgitadas de Anocentor nitens (Acari: Ixodidae) por Metarhizium anisopliae.] Revista Brasileira de
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Theaim of thisresearch wasto evaluate theinfection of Metarhizium anisopliae on internal organ of Anocentor
nitens. Coelomatic cavity of engorged femaleswereinoculated with asuspension of 108 conidia/ml. Three, six and
ten days after the inoculation, haemolymph, midgut, Malpighian tubules and uterus were collected and sowed in
BDA medium. To confirm the presence of the fungi in three organs, fragments of sowed medium were mounted
between slide and coverdide and col oured with lactophenol blue, for visualisation and identification of the fungus.
Theresults demonstrated that M. anisopliae were found only in the haemolimph and Mal pighian tubules. Death of
females was observed, from the sixth day after the inoculation, dueto action of the entomopathogenic fungi, being
confirmed by its growth on the ticks maintained in humid chamber.
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RESUMO

Com o objetivo de avaliar ainfecgdo em 6rgados internos, fé-
meas ingurgitadas de Anocentor nitens foram inoculadas via
intracelomética com uma suspensdo de 108 conidios/ml de
Metarhiziumanisopliae. Trés, seise 10 diasapdsainoculacéo,
hemolinfa, al¢as intestinais, tibulos de Malpighi e Gtero fo-
ram coletados e semeados em meio de batata dextrose agar
(BDA). Para a confirmag&o da presenca do fungo nestes or-
gaos, fragmentos do meio de cultura utilizados foram monta-
dosentrel&minaelaminulae corados com azul delactofenal,
paravisualizacdo e identificacdo do fungo. Os resultados de-
monstraram que houve colonizagdo por M. anisopliae ape-
nas ha hemolinfa e nos tlbulos de Mal pighi. Foi observadaa
morte de fémeas, a partir do sexto dia ap6s ainoculagdo, de-
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vido a a¢do do fungo, sendo confirmadas pelo seu cresci-
mento sobre os carrapatos mantidos em camara Umida.

PALAVRAS-CHAVE: Carrapato, Anocentor nitens, fungo
entomopatogénico, inoculagdo intracelomética, tlbulos de
Malpighi.

O carrapato Anocentor nitens € amplamente distribuido
no Brasil e destaca-se por ser responsavel pela transmissao
daBabesia caballi (ROBY; ANTHONY, 1963; HEUCHERT
et al., 1999), além de causar perdas pelaespoliagéo sangiiinea
e propiciar infecgdes secundérias. As técnicas empregadas
no controle dafase ndo parasitaria estéo correl acionadas com
manejo de pastagens e as medidas para o controle da fase
parasitéria baseiam-se principalmente no uso de acaricidas,
causando resisténcia e elevando 0s custos nos programas de
controle (HOGSETTE, 1999), além do impacto ambiental. O
controle microbiano através de fungos entomopatogénicostem
ganhado espago contra varios ectoparasitas e agentes trans-
missores de doencas (HALL; PAPIEROK, 1982; KAAYA;
MUNYINYI, 1995; SMITH et al., 2000). No Brasil, pesqui-
sas realizadas envolvendo o fungo, Metarhizium anisopliae,
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para o controle de ixodideos demonstraram eficiéncia sobre
varios estégios de desenvolvimento de diversas espécies de
carrapatos, comprometendo assim a formagdo de geracoes
sucessivas (BITTENCOURT et a., 1994; MONTEIRO et dl .,
1998; SOUZA et al., 1999). Recentemente, outros pesquisa
dorestestaram a€ficiénciade véariosisolados de M. anisopliae
sobre Boophilus microplus e também concluiram que o uso
do fungo no controle da espécie é promissor (FRAZON et
al., 2000). Porém, os mecanismos de infeccdo dos fungos
entomopatogénicos sobre os 6rgdos internos em carrapatos
nao estdo total mente esclarecidos, sendo necessarios maiores
estudos.

O experimento foi conduzido no Laboratério de Controle
Microbiano de Carrapatos, na Estacdo para Pesquisas
Parasitol6gicasW. O. Neitz, do Departamento de Parasitologia
Animal, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
Fémeasingurgitadas de A. nitens foram col etadas acampo de
equinos naturalmente infestados, lavadas em solucéo de
hipoclorito de sddio a concentragdo de 1%, secas em papel
filtro e acondicionadas individualmente em placas de Petri
do 100mm de didmetro. Tomou-se 20 fémeas ingurgitadas,
sendo cada uma inoculada via intracelomética com 1ml de
suspensdo de M. anisopliae isolado 959 (Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz-USP), na concentracéo de 108
conidios/ml. Vinte espécimes receberam inoculagéo
intracelomética de 1ml de &gua destilada, para a composicéo
do grupo controle. Estes espécimes foram mantidos em c&
maras do tipo BOD, reguladasa 27 + 1° C eumidaderelativa
superior a80% até o momento da dissecacdo. Trés, seise 10
dias apds ainoculagdo, cinco individuos do grupo controle e
cinco do grupo tratado foram analisados. Para a coleta da
hemolinfa, procedeu-se a sec¢do da coxa do primeiro par de
patas, sendo esta diretamente semeada em placa contendo
meio de crescimento agar-batata-dextrose (BDA). Posterior-
mente fez-se a dissecacdo para a separacdo do tubulo de
Malpighi, al¢as intestinais e Utero, sendo cada 6rgdo juntado
em grupos e submetidos alavagem inicial durante um minuto
sob agitacdo em agitador de tubostipo Vortex, em solucdo de
hipoclorito a 1% e posteriormente foram feitas trés lavagens
de um minuto sob agitagdo em agua destilada estéril. O pro-
duto dos macerados de cada grupo de érgaos foi semeado em
placas contendo meio BDA e acondicionado em camara do
tipo BOD, regulada nas condi¢des j& descritas. A leitura das
culturasfoi feita sete dias apds cada semeadura, com monta-
gem do fungo entre |amina e laminula, e corado com azul de
lactofenol para a visualizag8o das estruturas para identifica-
¢&o da espécie.

O crescimento do fungo foi observado nas culturas de
hemolinfa desde o terceiro dia apds ainfecgdo e nas culturas
detubulo de Malpighi apartir do sexto dia apds ainfecgdo, o
gue ndo foi observado nas culturas de macerados de al¢ain-
testinal e (tero, tanto para 0 grupo controle quanto para 0s
grupostratados (Tabela 1). Entre o sexto e o décimo dia apos
ainoculaco verificou-se que haviam carrapatos mortos den-
tre aqueles que foram inoculados com a suspensdo fangica,
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Tabela 1. Resultado da leitura das culturas em agar, batata,
dextrose de 6rgaos internos de fémeas ingurgitadas de
Anocentor nitens apos a inoculagédo intra-celomatica do fun-
go entomopatogénico Metarhizium anisopliae isolado 959, nos
dias 3, 6 e 10.

Orgéo Tratamento Dias Ap6s a Inoculagéo

3 6 10

Controle
Ma 959

Hemolinfa Negativo

Positivo

Negativo
Positivo

Negativo
Positivo

Controle
Ma 959

Tabulos de Malpighi Negativo

Negativo

Negativo
Positivo

Negativo
Positivo

Controle
Ma 959

Alcas Intestinais Negativo

Negativo

Negativo
Negativo

Negativo
Negativo

Controle
Ma 959

Utero Negativo

Negativo

Negativo
Negativo

Negativo
Negativo

gueforam recol hidos e acondicionados em cAmaraUmidapara
verificagdo do crescimento de M. anisopliae. Os resultados
encontrados no presente ensaio diferem da rota de infeccéo
proposta por Alves (1998), que segue a seqliéncia: corpos
gordurosos, sistema digestivo, tubulos de Malpighi,
hipoderme, sistema nervoso, musculo e traquéia. Os dados
coletados concordaram com Prasertphon e Tanada (1968), que
verificaram a infeccdo do M. anisopliae primariamente na
hemolinfa e afirmaram que os 6rgdos internos so foram colo-
nizados ap6samorte do inseto, corroborando com Bittencourt
et a. (1995), que observaram em B. microplus a presenca do
fungo em l&minas de hemolinfa a partir do segundo dia apés
infeccdo e em superficie externa de érgdos internos por im-
pressdo a partir do quarto dia, porém cortes histol 6gicos dos
0rgdos ndo demonstraram a presenca do fungo no interior
destes. A presenca do fungo apenas nos tubulos de Mal pighi
pode estar relacionada com a fungdo excretora deste érgéo.
Outrosinsetos tém a capacidade de eliminar moléculas estra-
nhas de tamanho moderado contidas na hemolinfa para os
tibulos de Malpighi, viarota paracelular, como um mecanis-
mo de defesa (CHAPMAN, 1998). Apesar da fisiologia dos
tubulos de Malpighi de carrapatos ndo estar totalmente
esclarecida (SONENSHINE, 1993), podemos extrapolar que
0 mesmo pode ocorrer nestes parasitas. Considerando-se que
as condic¢des do experimento foram ideais para o crescimen-
to do fungo, podemos supor que ainvasdo do fungo aos de-
mais 6rgéos, pode ndo ter ocorrido, por falta de tempo habil
a0 seu desenvolvimento, ou devido a reactes do hospedeiro
contra 0 organismo invasor, provocando o encapsulamento
dos conidios (HALL; PAPIEROK, 1982), assim, ndo permi-
tindo a invasio interna dos 6rgdos em questdo. E possivel
gue a utilizacdo de uma concentracdo acima de 108 conidios/
ml possa trazer resultados diferentes aos observados neste
experimento em relacdo aos érgéos infectados, portanto, pes-
quisas posteriores s8o necessérias paradeterminar o perfil do
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mecanismo de invasdo dos 6rgaos internos do carrapato A.
nitens pelo M. anisopliae, bem como sua ag&o sobre os pro-
cessos fisiol4gicos e 0s prejuizos decorrentes.
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