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RESUMO

A caracterizagdo molecular e morfofisiologica de 28 isolados de Metarhizium ssp.
foi avaliada por analises de sequéncias do espagador transcrito interno (ITS1 e
ITS2), presenca de elementos dsRNA e taxa de crescimento e esporulagdo em
diferentes temperaturas e pH. A patogenicidade de 19 isolados do fungo
entomopatogénico Metarhizium ssp. foi avaliada para fémeas ingurgitadas do
carrapato Boophilus microplus. As alteragbes cronolégicas durante o processo de
infeccdo Metarhizium anisopliae isolado E6 em B. microplus foi avaliada em
detalhe por microscopia Optica e eletrbnica de varredura e transmissdo. O
sequenciamento do espacador transcrito interno confirmou a identidade
taxonémica dos isolados avaliados como M. anisopliae var. anisopliae ou M.
anisopliae var. majus e mostrou que dois isolados (CG291 e CG423), previamente
classificados como Metarhizium flavoviride, sdo pertencentes a M. anisopliae var.
anisopliae. Os testes sobre a influéncia da temperatura e pH no desenvolvimento
e esporulagdo dos isolados evidenciaram que a melhor temperatura de
crescimento para a maioria desses foi 28°C e que o crescimento foi 6timo na faixa
de pH entre 4 a 9. Os bioensaios mostraram que trés isolados (C14, CG47 e
CG97) foram altamente patogénicos para fémeas ingurgitadas de B. microplus
sendo t&o virulentos quanto o isolado EG, previamente analisado, causando cerca
de 90-100% de mortalidade ao 4° dia de infecgdo. Outros isolados foram menos
virulentos ou ndo mostraram viruléncia para o carrapato. A presenca de dsRNA foi
avaliada em 28 isolados e detectada em 21 isolados. Varios padrdes de dsRNA
foram observados baseados no tamanho molecular analisado por eletroforese em
gel de agarose. Nenhuma correlagao foi observada entre a presenca de dsRNA e
a viruléncia do fungo. As observagdes microscopicas evidenciaram que o fungo
M. anisopliae isolado E6 invade seu hospedeiro por penetracéo direta da cuticula,
sendo que este processo envolveu as etapas de adesdo e germinagdo dos
conidios, formagdo do apressério e penetragdo do fungo na cuticula do
hospedeiro. A adesao e germinacdo dos conidios na superficie da cuticula se
iniciou apos 24 h de infeccdo. Neste mesmo tempo, ocorreu diferenciagdo do
apressorio, estrutura que exerce a pressao mecanica durante o processo de

penetragcdo, sendo que este processo € facilitado pela acdo de enzimas
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hidroliticas secretadas pelo fungo. A penetracdo de algumas hifas ocorreu até 24
h apds a infecgdo do fungo, embora, neste mesmo tempo de infecgdo, a maioria
dos conidios ainda estivesse em processo de germinagdo. A penetracdo em
massa do fungo foi observada 72 h apds a infeccéo e, apdés 96 h, as hifas
emergiram na superficie da cuticula para originarem novos conidios e
assegurarem a perpetuacao do fungo. A intensa invasao das hifas nos tecidos
adjacentes confirmou a eficacia do isolado E6 na infecgdo do carrapato B.

microplus.



ABSTRACT

The molecular and morphophisiological characterization of 28 isolates of the
entomopathogenic fungus Metarhizium spp. was analyzed by sequence data of
the internal transcribed spacer (ITS1 and ITS2), temperature and pH rate and by
the presence of dsRNA elements. The pathogenicity of 19 Metarhizium ssp.
isolates against Boophilus microplus engorged females was also evaluated. The
chronological and histological alterations of Metarhizium anisopliae during the
interaction with one of its hosts, the cattle tick B. microplus, were investigated by
light, scanning and transmission electron microscopy. The molecular
characterization using the analysis of sequence data of internal transcribed spacer
confirmed the taxonomic identity of the isolates as M. anisopliae var. anisopliae or
M. anisopliae var. majus and it showed that two isolates (CG291 and CG423),
considered as Metarhizium flavoviride, clustered as M. anisopliae var. anisopliae.
The temperature and pH tests showed that M. anisopliae isolates grew optimally at
28°C and the growth of isolates were optimal from pH 4 to 9. Bioassays showed
three M. anisopliae isolates (C14, CG47 and CG97) very pathogenic to B.
microplus engorged females. These isolates, likewise the isolate E6, were the
most virulent and it caused around 90-100% mortality on day 4 post infection. The
other isolates evaluated were less virulent or no virulent to B. microplus tick. All
isolates were tested for the presence of dsSRNA genomes and 21 out of 28 isolates
revealed the presence of dsRNA bands. Several dsRNA patterns were observed
based on molecular size determined by electrophoresis. When the virulence of
different isolates with and without dsRNA was compared, no significant differences
were observed. M. anisopliae isolate E6 invades the host B. microplus by direct
penetration through cuticle. This process involves adhesion of conidia on the
cuticle, conidia germination, appressoria formation and penetration itself. Twenty-
four hours post-infection conidia are adhered and germination starts on the host
cuticle surface. At this time, the conidia differentiate to form appressoria exerting
mechanical pressure and trigger hydrolytic enzyme secretion, which leads to
penetration through host cuticle. The penetration of some hyphae occurs within 24
h post-inoculation, although, by this time, most conidia are only starting to

germinate. Massive penetration is observed at 72 h post-inoculation and at 96 h
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the hyphae start to emerge from the cuticle surface to form conidia and ensure
fungal perpetuation. The hyphae intense invasion in adjacent tissues was
observed by light microscopy, confirming the effectiveness of M. anisopliae to
infect the tick B. microplus and to produce significant morphological alterations in

the cuticle.



JUSTIFICATIVA

O controle biolégico de insetos praga da agricultura por fungos
entomopatogénicos, em especial por Metarhizium anisopliae, vem sendo ampla e
continuamente estudado, tendo-se, atualmente, formulagdes comerciais para o
controle de algunsdeles, como a cigarrinha da cana de agucar. Um grande
interesse vem sendo apontado para o controle biolégico de carrapatos, visto que
estes artrépodes sdo ectoparasitas hematdfagos de varias espécies de
mamiferos. A espécie Boophilus microplus é comumente denominada de
carrapato do boi, apresentando grande importancia econémica para a pecuaria
nacional, por causar diversas injurias aos seus hospedeiros e acarretar baixas na
producdo de leite e carne, perda de massa corporal, desvalorizacdo do couro e
transmissao de doencas.

O controle de carrapatos é realizado através da utilizacdo de acaricidas
quimicos, que, por sua vez, ocasionam varios danos, devido a contaminagéo
residual no leite e na carne, além de poluigdo ambiental e desenvolvimento de
resisténcia pelos carrapatos, elevando os custos de sua utilizacdo. Por tantas
desvantagens e em virtude da crescente conscientizagao da opiniao publica sobre
os efeitos deletérios da utilizacdo de produtos quimicos, € cada vez mais
frequente a busca de novas estratégias de controle que possam reduzir ou até
mesmo, substituir a utilizacdo de produtos quimicos. Dentro deste contexto, o
emprego do controle biolégico por fungos entomopatogénicos € uma estratégia
promissora, visto que ja é comprovado que M. anisopliae infecta carrapatos
(BITTENCCOURT et al., 1999; FRAZZON et al., 2000) e seu mecanismo de acao
parece ser o mesmo relatado para os insetos (por pressdo mecanica devido a
formagao do apressorio e por producdo de enzimas hidroliticas que degradam a
cuticula do artropode, além da producdo de destruxinas) (CLARKSON &
CHANLEY, 1996; BIDOCHKA et al., 1997; KERSHAW et al., 1999).

Em se tratando do desenvolvimento de micoinseticidas, varios fatores sao
determinantes para a sele¢ao de novos isolados de fungos entomopatogénicos a
serem utilizados como agentes de biocontrole, como a correta classificagéo,
resisténcia a fatores abidticos como a temperatura, e a presenca de virus dsRNA,

que pode diminuir sua viruléncia. O critério mais utilizado para classificacdo de
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fungos entomopatogénicos € baseado na morfologia e tamanho dos conidios.
Entretanto novas metodologias com base molecular tém auxiliado os critérios
morfoldgicos no reconhecimento de novos grupos ou variedades. E o caso do
sequenciamento da regido ITS ou espagador transcrito interno, cuja sequencia
permite resolver relagdes evolucionarias das espécies e géneros de Metarhizium
(CURRAN et al., 1994; DRIVER et al., 2000).

Associado aos métodos moleculares, a avaliacdo de isolados resistentes a
temperaturas adversas também tém sido utilizada como método de
caracterizagcao de isolados de Metarhizium, assim como é utilizada para
selecionar isolados resistentes a condigdes ambientais adversas e que podem ser
utilizados como agente de biocontrole a campo (YIP et al., 1992; DRIVER et al.,
2000). A temperatura € um fator essencial para o desenvolvimento de fungos
entomopatogénicos na superficie do hospedeiro, podendo influenciar na infecgéo
e tempo de morte do hospedeiro, sendo considerada um fator de patogenicidade
(INGLIS et al.,, 2001). Além da temperatura, outros fatores s&o correlacionados
com a patogenicidade associado a fungos, como a presencga de virus de dsRNA
em seu genoma. Estes micovirus sdo comuns em varios grupos de fungos,
incluindo M. anisopliae. Na maioria das vezes, estas infecgdes sao latentes, no
entanto, a presenga destes elementos esta fortemente correlacionada com
variagdes no fendtipo e, principalmente, com o grau de patogenicidade do fungo.
Tendo em vista que, Metarhizium spp. € um importante patdégeno utilizado como
agente de controle bioldgico, a determinacao dos fatores que possam afetar a sua
patogenicidade, assim como sua correta classificagdo e entendimento do
mecanismo de agao sao de fundamental importancia para a selecao de novos

isolados que possam ser utilizados como potenciais agentes de biocontrole.
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CAPITULO |: ANALISE MOLECULAR E MORFOFISIOLOGICA DE DIFERENTES ISOLADOS DO

FUNGO ENTOMOPATOGENICO METARHIZIUM.

1. INTRODUCAO

1.1. Metarhizium anisopliae

Metarhizium spp. € um fungo filamentoso, entomopatogénico e acaricida.
Sao considerados fungos deuteromicetos pertencentes a classe Hiphomycetes.
Apresenta micélio hialino e septado, com conidiéforos caracteristicos, sobre os
quais surgem conidios (normalmente uninucleados, cilindricos e de dimensdes
variaveis) em colunas compactas, (Figura 1). Seu estudo data de 1879, quando o
patologista russo llya Metschnikoff o isolou de larvas do besouro Anisopliae
austriaca Hbst, classificando-o como Entomophthora anisopliae. Um ano depois, o
mesmo pesquisador o descreve como Isaria destructor. Mais tarde, em 1883, este
fungo foi classificado por Sorokin, como Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin,
permanecendo assim até os dias atuais (LIMA, 1989; ALVES, 1998).

Figura 1. Detalhes morfologicos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae. A) Aspecto da
coldnia do isolado E6 com conidio de coloragao verde. B) Conidiéforo. C) Morfologia do

conidio.
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A taxonomia do género foi revista inicialmente por TULLOCH (1976), que
reconheceu apenas duas espécies: M. anisopliae (Metsch.) Sorokin e Metarhizium
flavoviride Gams & Rozsypal, considerando Metarhizium album Petch como
sinbnimo de M. anisopliae. Entretanto, ROMBACH et al. (1987) restaurou a
espécie M. album, considerando-a diferente de M. anisopliae. A taxonomia
revisada por ROMBACH et al. (1987) se baseia na disposi¢cao das fialides e as
espécies sao distinguidas com base nas caracteristicas morfolégicas dos conidios
(forma e cor) e células conidiogénicas (CURRAN et al.,, 1994). De acordo com
esta classificacdo taxondmica s&o distinguidas trés espécies no género
Metarhizium:

1) M. anisopliae que apresenta fialide cilindrica sustentando cadeias de

conidios cilindricos de cor normalmente verde;

2) M. flavoviride com fidlide em forma de clave com conidios ovoides a

elipticos com coloragao normalmente verde;

3) M. album que apresenta fialides em forma de clave com conidios

ovoides a elipticos de cor branca a marrom (CURRAN et al., 1994).

Na espécie M. anisopliae sao reconhecidas duas variedades, a var. majus,
com conidios com comprimento entre 10-14 x 4-6 um, e a var. anisopliae, com
conidios com comprimento variando de 5-7 x 2-3 um (DRIVER & MILNER, 1998).
Diferencas quanto a especificidade de hospedeiro sao observadas entre as duas
variedades. Desta forma, M. anisopliae var. anisopliae tem um amplo espectro de
hospedeiros, sendo encontrado mais frequentemente infectando insetos tropicais
em todo mundo, e M. anisopliae var. majus infecta preferencialmente larvas de
Oryctes (Coleoptera) (ROMBACH et al. 1987; RAKOTONIRAINY et al., 1994). Na
espécie M. flavoviride, sdo distinguidas duas variedades, var. flavoviride com
conidios com tamanho de 6-11 x 3-5 um e var. minus com conidios com tamanho
de 4-7 x 2-3 um (CURRAN et al., 1994). A espécie M. album apresenta conidios
com dimensdes entre 3-6 x 1,5-2,5 um (DRIVER & MILNER, 1998).

A precisa identificagao de isolados de Metarhizium spp. € um pré-requisito
para registro e patente de qualquer produto comercial (YIP et al., 1992), para
verificar a pureza da produgao e para monitorar a persisténcia e comportamento
de um isolado liberado no meio ambiente. Desta forma, outros métodos, além dos

critérios morfolégicos, tém sido utilizados para caracterizar os isolados de
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Metarhizium spp. e elucidar possiveis relagdes evolutivas entre eles e as espécies
do género. Assim, os critérios morfolégicos utilizados para classificacdo e
taxonomia de M. anisopliae tém sido complementados com novos critérios para
diferenciar as espécies de Metarhizium spp. como: temperatura (YIP et al., 1992;
McCAMMON & RATH, 1994), analises de isoenzimas (ST LEGER et al., 1992,
RAKOTONIRAINY et al., 1994), métodos moleculares baseados em RAPD-PCR
(COBB & CLARKSON, 1993; LEAL et al.,, 1994; BRIDGE et al., 1997), RFLP
(PIPE et al., 1995; MAVRIDOU & TYPAS, 1998), RFLP-PCR (LEAL et al., 1997),
e analises de sequéncias de rDNA (CURRAN et al., 1994; DRIVER et al., 2000).

O rDNA ¢é atualmente utilizado para se obter um estudo detalhado de
comparagdes entre diferentes grupos taxondmicos, fornecendo informacgdes
valiosas para estudos filogenéticos. Essas sequéncias contém regides variaveis e
regides conservadas, permitindo a comparacgao e/ou discriminagéo de organismos
de diferentes niveis taxondmicos. A analise do rDNA é utilizado em uma ampla
variedade de organismos, incluindo leveduras, como Cryptococcus neoformans
(KATSU et al., 2004), e fungos filamentosos, como Trichoderma spp. (HERMOSA
et al., 2004), Beauveria spp. (GLARE & INWOOD, 1998) e Metarhizium spp.
(DRIVER et al., 2000).

O rDNA do fungo é organizado em unidades repetidas organizadas em
“tandem”. Uma unidade inclui 3 genes rRNA (18S, 5,8S e 28S) e em cada
unidade os genes sado separados por espagadores transcritos internos (ITS1 e
ITS2). As sequéncias de rDNA estdo presentes em alto numero de cépias no
genoma do fungo, com consideravel variagdo entre as espécies. Os genes de
rRNA de 18S, 5,8S e 28S evoluem lentamente e sdo, portanto, regides altamente
conservadas entre espécies e géneros, podendo ser utilizadas para comparar
organismos distantes. O espacador transcrito interno, entre esses genes, evolui
bem mais rapido, e sdo consideradas regides menos conservadas e
frequentemente utilizadas como uma fonte de heterogeneidade para comparar
espécies de fungos dentro de um género ou variedades de uma espécie (EDEL,
1998; LIU et al., 2002; SAUFRAMANIEN et al., 2003).

Segundo BRIDGE & ARORA (1998), algumas razdes permitem utilizar a

regido do ITS em estudos de caracterizagdo molecular em fungos, dentre elas:
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1) o pequeno tamanho das regides do ITS (cerca de 500-800pb), que

permite facil amplificagao por PCR;

2) a natureza multicopia da repeticdo rDNA, o que torna estas regides

faceis de amplificar, mesmo em amostras diluidas ou degradadas;

3) a alta variabilidade desta regido entre espécies distintas

morfologicamente.

Levando-se em consideragao analises de sequéncias do rDNA, DRIVER et
al. (2000) reavaliaram a taxonomia do género Metarhizium e encontraram um alto
nivel de diversidade genética entre 123 isolados analisados. Seus resultados
confirmaram o monopdlio do grupo M. anisopliae e os autores reconheceram duas
outras variedades (M. anisopliae var. lepidiotum e M. anisopliae var. acridum),
além de duas novas variedades de M. flavoviride (M. flavoviride var.
novazealandicum e M. flavoviride var. pemphigum). Da mesma forma, utilizando
analises de sequéncias da regiao de ITS do rDNA, LIU et al. (2001; 2002)
identificaram o fungo M. anisopliae var. majus como sendo a forma anamorfa de
Cordyceps brittlebankisoides, classificando M. anisopliae var. majus como um
ascomiceto.

O desenvolvimento do fungo em diferentes temperaturas, quando
associado a caracterizagdo morfolégica dos conidios € um outro critério utilizado
para classificagdo de Metarhizium (YIP et al., 1992 e DRIVER et al., 2000). Desta
maneira, YIP et al. (1992), propuseram um método para classificar e diferenciar
204 isolados de Metarhizium baseado na sua capacidade de germinar e se
desenvolver em diferentes temperaturas, associado a caracteristicas morfologicas
como tamanho e cor do conidio durante a esporulagdo. Estes autores sugeriram
que isolados de M. anisopliae var. anisopliae, podem ser separados em distintos
grupos de acordo com a temperatura de crescimento: os capazes de germinar a
baixas temperaturas (5°C), considerados espécies cold-active; os capazes de
germinar a altas temperaturas (37°C), considerados heat-active; e os que
germinam nas temperaturas intermediarias, considerados meso-thermoactive.

Além de ser um fator utilizado para a classificagcdo de isolados de
Metarhizium, a temperatura, junto com a viruléncia e a especificidade de
hospedeiro, € um importante fator para a selecao de isolados a serem utilizados

como micoinseticidas (MILNER, 2000). A temperatura influencia a taxa de
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germinagao, crescimento e esporulagdo, assim como a sobrevida do fungo.
Também influencia a taxa de infecgdo do entomopatdégeno e o tempo de morte do
hospedeiro (INGLIS et al., 2001). De acordo com McCAMMON & RATH (1994),
as condigdes ambientais onde o fungo sera ativo devem ser levadas em
consideragdo na escolha de um isolado para o desenvolvimento de
micoinseticida. Por outro lado, OUEDRAOGO et al. (1997) relatam que as
limitagbes termais para fungos entomopatdégenos ndo sado apenas as condigdes
ambientais, mas também aquelas relacionadas a termorregulagdo do hospedeiro,
que podem reduzir a incidéncia da doenca.

A temperatura 6tima para o crescimento da maioria dos entomopatégenos
esta entre 20 e 25°C, mas a infeccdo e doenga podem ocorrer a temperaturas
entre 15 e 30°C. ALVES (1998) descreve que M. anisopliae apresenta um
crescimento 6timo em temperaturas entre 24 e 30°C e em pH 6,9, tolerando
variagbes de pH entre 2,0 e 8,5. Acima de 30°C, o crescimento vegetativo é
inibido, cessando, freqiientemente, a cerca de 37°C. A incapacidade dos fungos
entomopatogénicos se desenvolverem em temperaturas acima de 37°C parece
ser um forte indicio de sua inviabilidade de infeccdo em mamiferos (INGLIS et al.,
2001). Normalmente, os fungos entomopatogénicos nao sao termofilicos na
natureza, sendo praticamente incapazes de crescer a temperaturas superiores a
40°C; no entanto, HALLSWORTH & MAGAN (1999) relataram pela primeira vez, a
capacidade de um isolado de M. anisopliae crescer a temperatura de 40°C e
RANGEL et al. (2005) verificaram que isolados de Metarhizium sao
termotolerantes as temperaturas de 40 e 45°C. A capacidade de determinados
isolados de M. anisopliae se desenvolverem em temperaturas extremas pode ser
bastante favoravel para seu uso como agente de biocontrole, desta forma, os
efeitos da temperatura deveriam ser determinados em novos isolados

selecionados para atuar como agentes de biocontrole a campo.
1.2. Micovirus e Metarhizium spp.
A presenca de RNA fita-dupla (dsRNA) no genoma de fungos é um

indicativo comum da presenga de micovirus. Na maioria dos casos, 0s micovirus

existem como simples particulas ribonucleoprotéicas intracelulares contendo um
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genoma, geralmente RNA fita-dupla (dsRNA), incluso dentro de um capsidio, com
cobertura protéica (CASTRO et al., 1999). Geralmente, estes virus sao latentes,
uma vez que muitos fungos infectados por micovirus ndo apresentam sintomas.
Entretanto, a presenca de elementos de dsRNA é correlacionada com variacoes
particulares no fendtipo do hospedeiro.

Virus de dsRNA sdao comumente encontrados infectando diferentes grupos
de fungos, incluindo leveduras e fungos filamentosos e sua presenga ja foi
comprovada em varias espécies, incluindo Penicillium stoloniferum (DETROY et
al., 1978), Pythium irregulare (GILLINGS et al., 1993), Aspergillus (VARGA et al.,
1994; 1998), Saccharomyces cerevisiae (WICKNER, 1996), Beauveria bassiana
(MELZER & BIDOCHKA, 1998), Botrytis cinerea (VILCHES & CASTILHO, 1997;
CASTRO et al., 1999), Rhizoctonia solani (ROBINSON & DEACON, 2002),
Fusarium graminearium (CHU et al., 2002), Monilinia fructicola (TSAI et al., 2004)
além de espécies do género Metarhizium (BOGO et al.,, 1996; MELZER &
BIDOCHKA, 1998; MARTINS et al., 1999; FRAZZON et al., 2000; GIMENEZ-
PECCI et al., 2002).

A principal importancia relatada para a presenca de micovirus inclui sua
provavel influéncia na patogenicidade do fungo, ocasionando hipoviruléncia
(McCABE et al., 1999). O primeiro relato da presenga de virus dsRNA associado
a diminuigdo da viruléncia foi registrado por DAY et al. (1977). Estes autores
relataram que isolados de Endothia parasitica contendo virus de dsRNA exibiram
varias anormalidades morfolégicas e foram menos patogénicos que os isolados
livres de virus de dsRNA. Da mesma forma, CASTRO et al. (2003) relataram que
a presenca de micovirus de dsRNA conferiu hipoviruléncia em B. cinerea,
sugerindo a relagédo entre sua presenga e a diminuigdo da viruléncia do fungo.
Além disso, MELZER & BIDOCHKA (1998), CHU et al. (2002) e TSAI et al. (2004)
relataram que infec¢gdes por micovirus podem alterar a morfologia da colénia e
reduzir a taxa de crescimento e esporulagéo do fungo. ().

O grande numero de micovirus de dsRNA presente em populagdes
naturais de fungos entomopatogénicos foi relatada por MELZER & BIDOCHKA
(1998), constatando que cerca de 35,3% dos isolados estudados (de M.
anisopliae e B. bassiana) apresentavam micovirus. A presenca desses virus em
Metarhizium spp. foi demonstrada por BOGO et al. (1996), MELZER &
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BIDOCHKA (1998), MARTINS et al. (1999), FRAZZON et al. (2000) e GIMENEZ-
PECCI et al. (2002). MARTINS et al. (1999) relataram pela primeira vez a
presenca de micovirus nao relacionada com hipoviruléncia em M. flavoviride. Por
outro lado, FRAZZON et al. (2000), observaram que isolados de M. anisopliae
livres de dsRNA foram mais infectivos para o carrapato Boophilus microplus do
que isolados que continham esses dsRNA; no entanto, estes mesmos autores
nao relataram uma correlacdo entre a presenga destes virus e a viruléncia dos
isolados. GIMENEZ-PECCI et al. (2002), comparando os niveis de secrecdo de
quitinases com isolados livres ou ndo de virus, constataram que os isolados
infectados por micovirus secretam menos endoquitinases do que o0s nao-
infectados, sugerindo uma possivel interferéncia entre o genoma viral e os genes
que codificam endoquitinases.

Pelo fato de M. anisopliae ser um importante patégeno utilizado como
agente de controle biolégico € de grande importdncia a determinagdo de
correlagdes entre o carater de viruléncia e presencga de virus dsRNA, assim como

sua correta classificacdo e caracterizagao quanto as suas limitacdes termais.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

— Caracterizar, em nivel molecular e morfofisioldgico, diferentes isolados de

Metarhizium spp.

2.2. Especificos

— Sequenciar as regides do espacgador transcrito interno (ITS1 e ITS2) do rDNA
dos isolados de Metarhizium spp.;

— Verificar a presenga de virus de dsRNA nos isolados de Metarhizium spp.;
— Avaliar a patogenicidade dos isolados de Metarhizium spp. em fémeas
ingurgitadas de carrapatos Boophilus microplus e verificar a relagado entre a

presenca de virus de dsRNA e o grau de viruléncia de cada isolado;

— Analisar morfologicamente os conidios dos isolados por microscopia eletrénica

de varredura;

— Avaliar o efeito da temperatura e do pH no desenvolvimento e na esporulagao

dos isolados.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Biologico

Os isolados do fungo Metarhizium spp. analisados, bem como seus
hospedeiros e origem geografica estdo listados na Tabela 1.

Os isolados AL, M5, E6, MT e E9 foram cedidos pelo Dr. Jodo Lucio
Azevedo da Escola Superior de Agronomia Luiz de Queiroz (ESALQ), USP. Os
isolados CG foram obtidos da colecao de fungos entomopatogénicos do
Cenargen/EMBRAPA, Brasilia,DF, e os isolados C7, C11, C12, C14 e C19 foram
cedidos pela Dra. Gloria Angelica Gonzales Hernandez, do Instituto de
Investigacion en Biologia Experimental da Universidad de Guanajuato, México. O
isolado RJd € um mutante espontaneo derivado do isolado selvagem RJc.

As fémeas ingurgitadas do carrapato B. microplus foram obtidas da criagéao
de bovinos da Faculdade de Veterinaria da UFRGS.

3.2. Manutencéao dos Isolados

Os diferentes isolados de Metarhizium spp. foram repicados em meio de
Cove completo (MCc) (0,6% NaNOs, 1% glicose, 0,2% peptona, 0,05% extrato de
levedura, 0,15% caseina e 2% de agar) acrescido de 0,04% de elementos-traco
(0,04% NazB407.7H20, 0,4% CuS04.5H,0, 0,01% FeSO., 0,8% MnSO4.2H,0,
0,8% NaMnQO4.2H,0, 0,8% ZnS04.7H20) e 2% de solugdo de sais (2,6% KCI,
2,6% MgSOy, 7,6% KH2POy).

A suspensao de conidios foi preparada a partir de culturas esporuladas. Os
conidios foram coletados em solugao de 0,01% Tween 80, transferidos para tubos
e centrifugados a 5000 rpm (centrifuga CENTRA MP4 International Equipment
Company), por 10 min. O sobrenadante da centrifugagcdo foi descartado e os
conidios foram lavados com agua destilada esterilizada, novamente centrifugados
e entdo mantidos em solugao de glicerol 10%, a 4°C. A contagem dos conidios foi
realizada em camara de Neubauer e a suspensao foi ajustada para uma

concentracdo de 1x10° conidios.ml” com agua destilada esterilizada.



Tabela 1. Lista dos isolados de Metarhizium spp. analisados.
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Isolado Espécie Hospedeiro Origem geogréfica
AL M. anisopliae Mahanarva postigata Alagoas
E6 M. anisopliae Deois flavopicta Espirito Santo
E9 M. anisopliae Deois incompleta Espirito Santo
M5 M. anisopliae Deois sp Pernambuco
MT M. anisopliae Deois sp Mato Grosso
RJd M. anisopliae Mutante esponténeo Cbiot/UFRGS/RS
Nordeste Metarhizium sp Mahanarva postigata Pernambuco
C7 M. anisopliae N&o conhecido México
C11 Metarhizium sp N&o conhecido México
C12 M. anisopliae N&o conhecido México
C14 Metarhizium sp Nao conhecido México
C19 M. anisopliae N&o conhecido México
CcG27 M. anisopliae var. majus Cultura monosporica Brasil
CG30 M. anisopliae var. anisopliae Deois flavopicta Espirito Santo
(E6)
CG31 M. anisopliae var. anisopliae Deois flavopicta Rio de Janeiro
(RJc)
CG33 M. anisopliae var. anisopliae Deois flavopicta Mato Grosso
CG46 M. anisopliae var. anisopliae Deois incompleta Espirito Santo
(E9)
cG47 M. anisopliae var. anisopliae Galactica sp Minas Gerais
(ARSEF 552)
caG87 M. anisopliae var. anisopliae ~ Mahanarva posticata Alagoas
(ESALQ PL43)
CGo7 M. anisopliae var. anisopliae Coleoptera Brasilia
CG125 M. anisopliae var. anisopliae  Monalonion annulipes Para
CG144 M. anisopliae var. anisopliae Piezodorus guildinii Goias
CG291 M. flavoviride Austracnis guttulosa Australia
(ARSEF 324)

CG320 M. anisopliae var. majus Xyloryctes jamaicensis Samoa Ocidental
(ARSEF 297)

CG343 M. anisopliae var. anisopliae Curculio caryae Carolina do Sul/EUA

(ARSEF 23)

CG374 M. anisopliae Oryctes monoceros llhas do Sul do
(ATCC 26471) Pacifico

CG423 M. flavoviride Schistocerca pallens Rio Grande do

Norte
CG4N1 M. anisopliae var. anisopliae Deois sp Parana




31

3.3. Extracdo de Acidos Nucléicos

Frascos contendo 50 ml de meio MCc liquido foram inoculados com uma
suspensdo de conidios suficiente para se obter uma concentracdo de 1x10°
conidios.ml™. A incubagao foi realizada com agitacdo de 100 rpm em shaker (TE-
420 TECNAL), a 28°C, por 48 a 72 h. Apds o tempo de incubagio, o micélio foi
coletado por filtragdo a baixo vacuo e os acidos nucléicos foram extraidos de
acordo com a metodologia proposta por ZHANG et al. (1996), com algumas
modificagdes. Aproximadamente cerca de 0,2 g de micélio foram macerados em
presenca nitrogénio liquido por cerca de 3 min. O p6 resultante da maceragao foi
transferido para tubos e ressuspendido em 600 ul de tampao de extracado (100
mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM EDTA, 2% SDS e 1% B-mercaptoetanol). A esta
suspensao foram adicionados 80 ul de uma solugédo composta de CTAB 10%/0,7
M NaCl e 120 ul de NaCl 5 M. A mistura foi agitada em vortex e incubada a 65°C
por 45 min seguida por incubagéo a 37°C, por 15 min. Apds este procedimento,
adicionou-se 400 pul fenol e 400 pl cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). A mistura
foi agitada em vortex, por 10 min, e centrifugada por 20 min a 14000 rpm
(microcentrifuga JOUAN A14). O sobrenadante da centrifugagcédo foi removido,
misturado com 0,55% do volume com isopropanol e os acidos nucléicos foram
coletados por centrifugagdo a 14000 rpm por 10 min. O sedimento de acidos
nucléicos foi lavado com 500 pul de etanol 70% e seco a temperatura ambiente.

Para uso na reacdo de PCR, os acidos nucléicos, ressuspendidos em 200
ul de agua milli-Q, foram incubados por 30 min a 37°C com uma concentragéo
final de 0,5 mg de RNAse A. O DNA foi re-extraido acrescentando-se o0 mesmo
volume de fenol e cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e precipitado com
isopropanol. Os acidos nucléicos foram entdo ressuspendidos em 20 ul de
tampao TE (50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5). Para uso na digestao
enzimatica com nuclease S1, omitiu-se o tratamento dos acidos nucléicos com
RNAse A, sendo que o sedimento de acidos nucléicos foi ressuspendido em 100
ul de agua milli-Q. A quantidade do DNA, apds extragao, foi estimada visualmente
em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo, a uma concentracgédo final

de 0,5 pg/ml.
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3.4. Amplificacdo do rDNA por PCR

A reacao de amplificagao da regido ITS1-5,8S-ITS2 de todos os isolados foi
efetuada utilizando-se 0s primers especificos TW81 5'-
GTTTCCGTAGGTGAACCTGC -3’ e AB28 5- ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT -
3’, descritos por CURRAN et al. (1994) (Figura 2). A reacao foi efetuada em um
volume de 25 pul, contendo 2-20 ng de DNA genémico, 10 mM Tris pH 8,0, 50 mM
KCIl, 2,5 mM MgCl,, 2,5U Taq DNA polimerase (Cenbiot Enzimas), 3 mM de
dNTPs e 50 pmol de cada primer. A reagao foi efetuada em termociclador PTC-
200 (Peltier Thermal Cycler - MJ Research) programado para uma desnaturagao
inicial a 94°C por 5 min; 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 min; anelamento
a 60°C por 1 min e extensdo a 72°C por 1 min, seguido por uma desnaturagdo a
94°C por 1 min, anelamento a 60°C por 2 min e extens3o final a 72°C, por 10 min.
Os produtos obtidos foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 0,8%
contendo 0,5 ug/ul de brometo de etidio.

Os produtos obtidos da reagcdo de PCR foram purificados pelo método de
freeze squeeze (TAUTZ & RENZ, 1983) ou utilizando o kit de purificacdo GFX™
PCR-DNA and gel bands purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech). A
quantificacdo do DNA, ap6s a purificagao, foi efetuada por eletroforese em gel de
agarose 0,8% corado com 0,5 ug/ml de brometo de etideo e as amostras

encaminhadas para sequenciamento.

ITS1 ITS2

168 5,8 26/28S

133pb 174pb
157pb

PRIMERS TW81 AB28
7 A

l AMPLIFICACAO

TW81 - AB28

521pb
PRODUTO DA PCR

Figura 2. Regido da repeticdo ribossdmica utilizada para amplificacdo do DNA de
Metarhizium anisopliae (modificado de CURRAN et al., 1994).
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3.5. Sequenciamento e Andlises Filogenéticas

O sequenciamento das amostras foi realizado no Laboratério ACTGene
(Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando sequenciador
automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e
polimero POP6 (Applied Biosystems). Os DNAs-molde (30 a 45 ng) foram
marcados por PCR utilizando-se 3,2 pmol do primer TW81 5'-
GTTTCCGTAGGTGAACCTGC -3’ ou AB28 5- ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT -
3’ e 2 ul do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied
Biosystems) em um volume final de 10 pl. As reagbes de marcacao foram
realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)
com uma etapa de desnaturagao inicial a 96°C por 3 min seguida de 25 ciclos de
96°C por 10 seg, 55°C por 5 seg e 60°C por 4 min. Apés marcadas, as amostras
foram purificadas pela precipitagdo com isopropanol e lavagem com etanol 70%.
Os produtos precipitados foram diluidos em 10 ul de formamida, desnaturados a
95°C por 5 min, resfriados em gelo por 5 min e eletroinjetados no sequenciador
automatico. Os dados de sequenciamento foram coletados utilizando-se o
programa Data Collection v1.0.1 (Applied Biosystems) com os parametros Dye
Set “Z”; Mobilty File “DT3100POP6{BDv3}v1.mob”; BioLIMS Project
“3100_Project1”; Run Module 1 “StdSeq50 POP6_50cm_cfv_100"; e Analysis
Module 1 “BC-3100SR_Seq_FASTA.saz’.

Os alinhamentos das sequéncias foram realizados nos programas ClustalX
e Bioedit Sequence Aligment Editor (HALL, 1999). As analises filogenéticas e
moleculares foram realizadas utilizando o programa Mega 2.1 (KUMAR et al.,
2001). O meétodo utilizado para a construcdo da arvore foi Neighbour joing
usando os parametros Kimura-2-parametro e confiangca de 5000 repeti¢cdes de

bootstrap.

3.6. Tratamento com a Enzima Nuclease S1

A nuclease S1 é uma endonuclease que catalisa a degradacao especifica

de DNA ou RNA de fita simples. As condi¢des utilizadas na reacdo com a

nuclease S1 foram os seguintes: a digestdo do RNA fita simples foi efetuada em
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um volume de 20 ul de reacéo, incluindo 5 ul de DNA (aproximadamente 200 ng),
2 ul do tampédo da enzima nuclease S1 (10X), contendo 2,8 M NaCl, 300 mM
acetato de sodio pH 4,5 e 10 mM ZnSO4, 2 ul da enzima Nuclease S1 9U
(Amersham Pharmacia Biotech). A reagao foi efetuada por incubagdo em banho
de agua a 37°C por 3 horas, parada em banho de gelo e em seguida, o produto
da reacao foi visualizado por eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com 0,5
ug/ml de brometo de etideo. Para digestdo com RNAse A, 5 ul de amostra de
DNA (aproximadamente 200 ng) foram incubadas a 37°C por 30 min com 50-200
ug/mL de RNAse A em tampéo TE.

3.7. Caracterizacao Morfologica dos Conidios por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV)

Os diferentes isolados de Metarhizium spp. foram repicados em placas de
Petri contendo MCc sdlido com pH ajustado para 6,0 e incubados em camara de
germinacdo (TE-401 TECNAL) a 28°C até a esporulagdo (cerca de 7 dias).
Pequenos fragmentos de 5 x 5 mm da colénia de cada isolado foram retirados
com o auxilio de um bisturi (LIMA, 2002) e fixados overnight em 2% glutaraldeido,
2% paraformaldeido em tampao cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2 acrescido de
3% sacarose. Apds a fixagcdo, estes fragmentos foram lavados em tampao
cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2 por 4 vezes por 15 min cada e, em seguida,
desidratados em série gradual de acetona (30, 50, 70 e 90%, por 15 min cada, e
100%, por 2 vezes 10 min), secos ao ponto critico (Critical Point Dryer CPD 030
Baltec), cobertos com uma pelicula de ouro no aparelho Sputter Coater (SCD 050
Baltec) e analisados ao microscopio de varredura Jeol JSM 5800, pertencente ao

Centro de Microscopia Eletrénica da UFRGS.

3.8. Bioensaios

Para o bioensaio, foram utilizadas 75 teledginas para cada isolado de
Metarhizium spp. a ser analisado. As fémeas de B. microplus foram mergulhadas
subsequentemente em solugdo de hipoclorito de sédio, solucéo salina 0,87% e

agua destilada esterilizada. Em seguida, cada grupo de teledginas foi mergulhado
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por 30 s nas suspensdes de conidios (1x10® conidios.ml™") dos isolados E6
(controle positivo), Nordeste, C7, C11, C12, C14, C19, CG27, CG30, CG31,
CG33, CG46, CG47, CG87, CG97, CG125, CG291, CG320 e CG374.
Posteriormente, os carrapatos foram acondicionados em camaras umidas (> 90%
de umidade), sendo colocadas 25 teledginas em cada placa de Petri. As placas
foram incubadas em camara de germinagédo (TE-401 TECNAL) a 28°C por 4 dias.
Diariamente foi realizada a observagéo dos carrapatos e a contagem dos animais
mortos. O controle negativo foi realizado imergindo os carrapatos em agua
destilada estéril e mantendo-os nas mesmas condi¢cdes dos grupos tratados.

Carrapatos tratados com os isolados CG30 e CG97 foram coletados com 1
a 4 dias de infeccdo e processados para microscopia eletronica de varredura. As
amostras foram fixadas overnight em 2% glutaraldeido, 2% paraformaldeido 3%
sacarose em tampéao cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2, em seguida lavadas no
mesmo tampao 4 vezes por 15 min cada, desidratadas em série gradual de
acetona (30, 50, 70 e 90%, por 30 min cada, e 100%, por 2 vezes 30 min), secas
ao ponto critico (Critical Point Dryer CPD 030 Baltec), cobertas com uma pelicula
de ouro no aparelho Sputter Coater (SCD 050 Baltec) e analisados ao
microscopio de varredura Jeol JSM 5800, pertencente ao Centro de Microscopia
Eletrénica da UFRGS.

3.9. Avaliacdo do Efeito da Temperatura

Os experimentos para avaliagcdo do efeito da temperatura de diferentes
isolados de Metarhizium spp. foram realizados repicando-se 10 ul de suspensao
de conidios a concentragao de 1x108 conidios.ml”', para cada um dos isolados, no
centro de placas de Petri contendo MCc sélido com pH ajustado para 6,0 com
solugdo de HCI 0,1 M, antes da autoclavagem. As placas foram incubadas em
camara de germinacgao (TE-401 TECNAL) a temperaturas de 2, 10, 16, 24, 28, 34,
37 e 40°C. Foram feitas 3 repeticbes para cada isolado. Duas medidas cardeais
do diametro da colbnia e do diametro da esporulacdo foram realizadas com 10
dias incubagdo para avaliacdo do crescimento da colbnia e o diametro da

esporulacéo.
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3.10. Avaliagdo do Efeito do pH

Para avaliar o efeito do pH no crescimento e esporulacdo de cada um dos
isolados, inoculou-se 10 pl de suspensdo de conidios a concentracdo de 1x10°
conidios.ml™ centralmente em cada placa de Petri contendo meio MCc sélido com
pH 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 € 9,0. O pH do meio foi ajustado antes da autoclavagem
com solucéo de HCI 0,1 M ou NaOH 0,1 M. As placas inoculadas foram incubadas
em camara de germinagdo (TE-401 TECNAL) a 28°C. Foram realizadas 3
repeticoes para cada isolado. Duas medidas cardeais do didmetro da colénia e
esporulacdo foram realizadas com 10 dias de incubagcdo para avaliar o

crescimento da coldnia e esporulagéo.
3.11. Analises Estatisticas
As analises estatisticas (teste de Duncan) foram realizadas no programa

STATISTICA (StatSoft, Inc., 1999) e os graficos correspondentes foram feitos no
programa MICRONAL ORIGIN (Micronal Software, Inc, 1997).



4. RESULTADOS

4.1. Amplificacdo do rDNA e Segiuenciamento

O sequenciamento da regido 1TS1-5,8S-ITS2 foi realizado para obter
diferenciagao entre as espécies de Metarhizium analisadas e, assim, confirmar
sua classificacdo. A partir de todos os isolados analisados foi amplificado um

fragmento de aproximadamente 500 pb, conforme esperado (Figura 3).

M1 2 3 456 7 891011121314151617 1819 2021 222324242627 2829

564 pb

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose (0,8%) do produto da PCR da regido do rDNA
dos isolados de Metarhizium spp. M=Marcador DNAA/Hindlll; 1=CG491; 2=CG423;
3=CG374; 4=CG343; 5=CG320; 6=CG291; 7=CG144; 8=CG125; 9=CG97; 10=CG87;
11=CG47; 12=CG46; 13=CG33; 14=CG31; 15=CG30; 16=CG27; 17=C19; 18=C14;
19=C12; 20=C11; 21=C7; 22=Nordeste; 23=RJd; 24=E9; 25=E6; 26=MT; 27=M5; 28=AL,;
29=Controle negativo (sem DNA). Primers TW81 5’- GTTTCCGTAGGTGAACCTGC -
3 e AB28 5- ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT -3'. Condigdes de amplificacdo:
94°C por 5 min; 35 ciclos de 94°C por 1 min; 60°C por 1 min, 72°C por 1 min,
finalizando com 94°C por 1 min, 60°C por 2 min e 72°C, por 10 min.

As sequéncias obtidas, correspondentes a regidao ITS1-5,8S-ITS2, foram
alinhadas e comparadas com sequéncias conhecidas (BLAST). O alinhamento de
todas as sequéncias encontra-se no apéndice. As sequéncias encontradas
mostraram 98% de similaridade dos isolados CG27, CG320 e CG374 com M.
anisopliae var. majus e 98% de similaridade dos outros isolados com M.
anisopliae var. anisopliae. A analise filogenética destas sequéncias (Figura 4),
revelou agrupamentos que identificaram os isolados analisados apenas em dois

grupos (var. anisopliae e var. majus), confirmando a identidade taxonémica da
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maioria dos isolados utilizados neste trabalho. Os isolados pertencentes a var.
anisopliae mostraram-se filogeneticamente idénticos entre si e com a linhagem
AY387579, padrao de M. anisopliae var. anisopliae, e apresentaram 98% de
similaridade com M. anisopliae var. anisopliae, assim como os isolados AL, EG,
M5, MT, RJd, Nordeste, C7, C11, C12, C14 e C19, que ndo apresentavam
classificagdo em variedade. O isolado CG374 se agrupou com os outros dois
isolados de M. anisopliae var. majus (CG27, CG320) e com a linhagem
AF137061, padrédo de M. anisopliae var. majus e o alinhamento de suas
sequéncias apresentou 98% similaridade com M. anisopliae var. majus. Outros
dois isolados, CG291 e CG423, considerados pertencentes a M. flavoviride (ou M.
anisopliae var. acridum segundo DRIVER et al., 2000), ndo se agruparam com a
linhagem M. anisopliae var. acridum AF516324, ou com as outras variedades de
M. flavoviride: M. flavoviride pemphigum AF139850, M. flavoviride var. minus
AF138272, M. flavoviride var. flavoviride AY387582, M. flavoviride var.
novazealandicum AF139853, M. flavoviride TypeE AF139855, mas sim, com M.
anisopliae var. anisopliae. Além disto, estes isolados também apresentaram 98%
de similaridade com M. anisopliae var. anisopliae, indicando que estes isolados

pertencem a espécie M. anisopliae var. anisopliae e ndo a M. flavoviride.
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Figura 4. Arvore filogenética da regido 1TS1-5,8S-ITS2 do rDNA de 28 isolados e 10
linhagens representativas de Metarhizium spp. com o numero de acesso indicado. O
método utilizado para a construgdo da arvore foi Neighbour joing usando Kimura 2
parametro. A confianga foi confirmada com 5000 repeticbes de bootstrap.
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4.2. Tratamento com a Enzima Nuclease S1

Os acidos nucléicos totais de isolados de Metarhizium spp. foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1,2%, onde se detectou, em 21
dos 28 isolados analisados, moléculas de acidos nucléicos que migraram mais
rapido do que o DNA cromossémico. A presenca destas bandas foi avaliada apés
o tratamento com a enzima nuclease S1 e apo6s tratamento com RNAse A. A sua
resisténcia ao tratamento com nuclease S1 (Figura 5) e sensibilidade ao
tratamento com RNAse A (dados ndo mostrados) indica que estas bandas sao
elementos dsRNA. As bandas apresentaram intensidades variaveis, indicando
diferentes concentracbes de acidos nucléicos. Os isolados que apresentaram
estes elementos foram AL, M5, MT, E9, RJd, Nordeste, C7, C11, C19, CG27,
CG30, CG31, CG33, CG46, CG47, CG87, CGI97, CG144, CG291, CG320,
CG423. Observou-se apos a eletroforese em gel de agarose, diferentes padrées
de bandas dos elementos de dsRNA, levando-se em consideracao as variagdes
no numero e tamanhos das bandas, em todos os isolados analisados. Os isolados
AL, M5, MT, E9, CG144, CG423, apresentaram um padrdo bem semelhante, com
cerca de 4 bandas. Os isolados C7, C11, C19, Nordeste e CG33 apresentaram
um padrao de virus com duas bandas, entretanto, parecem existir dois padrées
distintos de tamanho destas bandas, sendo um padrao similar para os isolados
C7 e C19 e outro para os isolados C11, Nordeste e CG33. Outro padrao de virus,
apresentando trés bandas, foi observado nos isolados CG30, CG46, CG47,
CG97. Outros padrées de virus foram observados nos isolados RJd, CG27,
CG31, CG87, CG291 e CG320. Nao se observou correlacédo entre a presenca de
dsRNA e padrées de bandas e a variedade ou entre as variedades de
Metarhizium analisadas, verificando-se principalmente uma grande variabilidade

de padrdes na variedade anisopliae.
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Nordeste

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose (1,2%) dos acidos nucléicos totais de
Metarhizium spp. apos tratamento com S1 Nuclease. M: ADNA/Hindlll.

4.3. Analise Morfolégica de Colbnias e dos Conidios dos Isolados de

Metarhizium

A Figura 6 mostra as morfologias das col6nias dos diferentes isolados de
Metarhizium spp. quando crescidos em placas de Petri contendo MCc sdlido,
evidenciando as diferengas na morfologia, no tamanho e na coloragéo da coldnia
dos isolados analizados, incluindo as variedades anisopliae e majus.

A morfologia dos conidios, observada por MEV, é mostrada na Figura 7.
Todos os conidios observados apresentaram a forma alongada caracteristica do
género. A maioria deles aparentemente apresentam o mesmo tamanho, com
excegao dos isolados CG27, CG320 e CG374 que apresenta conidios grandes,
préprios da var. majus, e dos isolados CG144 e CG291, que apresentam conidios
aparentemente um pouco menores. Alguns conidios apresentaram uma superficie
bastante irregular e aparentemente murcha, como evidenciado para os isolados
AL, M5 e E9 e para os isolados CG144 e CG291 diferenciando de outros conidios
com aspecto intumescido e superficie mais regular, como evidenciado para os
isolados Nordeste, CG31, CG33 e CG97.
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Figura 6. Morfologia da colénia dos diferentes isolados de Metarhizium spp. 1) AL; 2) M5;
3) MT; 4) E6; 5) E9; 6) RJd; 7) Nordeste; 8) C7; 9) C11; 10) C12; 11) C14; 12) C19; 13)
CG27; 14) CG30; 15) CG31; 16) CG33; 17) CG46; 18) CG47; 19) CG87; 20) CGI7; 21)
CG125; 22) CG144; 23) CG291; 24) CG320; 25) CG343; 26) CG374; 27) CG423; 28)
CG491.



Figura 7. Eletromicrografia de varredura dos conidios dos diferentes isolados de
Metarhizium spp. 1) AL; 2) M5; 3) MT; 4) E6; 5) E9; 6) Nordeste; 7) RJd; 8) C7; 9) C11;
10) C12; 11) C14; 12) C19; 13) CG27; 14) CG30; 15) CG31; 16) CG33; 17) CG46; 18)
CG47; 19) CG87; 20) CGI7; 21) CG125; 22) CG144; 23) CG291; 24) CG320; 25) CG343;
26) CG374; 27) CG423; 28) CG491. Bar= 1um.
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4 4. Bioensaios

Os resultados do bioensaio mostraram que trés isolados mais virulentos
(C14, CG47 e CG97), pertencentes a var. anisopliae, para fémeas ingurgitadas de
B. microplus e confirmou a alta eficacia e viruléncia do isolado E6, utilizado como
controle positivo (Figura 8). O isolado E6 é bastante estudado em nosso
laboratorio por sua eficacia como agente de controle biolégico do carrapato B.
microplus. Os resultados obtidos confirmaram que o isolado E6 é altamente
virulento para fémeas ingurgitadas de B. microplus matando, em média 20,5
carrapatos (82%), ao 2° dia de infecgdo, e 23,5 carrapatos (94%), ao 3° dia de
infecgdo, sendo o isolado que apresentou maior taxa de mortalidade do carrapato
B. microplus ao 2° dia de infecgdo (Figura 9). O isolado C14 foi o segundo mais
eficiente, tendo um percentual de mortalidade de 68% (17 carrapatos mortos), aos
2 dias de infecgéao, e 94,4% (23,6 carrapatos mortos), aos 3 dias de infecgéo e o
isolado CG97 obteve um numero de 12,3 carrapatos mortos (49,2%) e 22,6
carrapatos mortos (90,4%) aos 2° e 3° dias de infecgdo, respectivamente. Aos 4
dias de infeccdo, obteve-se cerca de 24,5 carrapatos mortos (98%) para o isolado
E6 e 24,3 (97,2%), 24,9 (99,6%) e 22,6 (90,4%) de carrapatos mortos para 0s
isolados C14, CG97 e CG47 respectivamente, indicando a alta viruléncia destes
isolados, sendo que estes resultados n&do foram significativamente diferentes pelo
teste de Duncan (a=0,05). Os isolados C19 e CG31 foram patogénicos para o
carrapato, mas ndo apresentaram o forte padrao de viruléncia dos isolados EG6,
C14, CG97 e CG47. Os isolados C7, CG46 e CG291, também foram patogénicos,
mas se mostraram pouco eficientes para o controle do carrapato, visto que
mantiveram padrdes de mortalidade relativamente baixos ou de um progresso
mais lento do processo de infec¢ao. Outros isolados analisados, como Nordeste,
C11, C12, CG30, CG33, CG87, CG125, assim como os isolados pertencentes a
var. majus (CG27, CG320 e CG374) nao tiveram qualquer efeito sobre teledginas
de B. microplus, sendo estatisticamente semelhantes ao controle negativo e

portanto, bastante ineficientes para o controle biolégico (Figura 9).
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Figura 8. Patogenicidade de diferentes isolados de Metarhizium spp. (1x10® conidios.ml™)
em teledginas de Boophilus microplus ao 4° dia de infeccdo.. Mesmas letras nas colunas
indicam que as médias nao se diferem significativamente ao teste de Duncan, a=0,05.
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Figura 9. Patogenicidade de diferentes isolados de Metarhizium spp. (1x10® conidios.ml™)
em teledginas de Boophilus microplus do 1° ao 4° dia de infecgao.
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Uma comparacao entre os isolados CG97, considerado um isolado
virulento, e CG30, considerado pouco virulento para B. microplus, foi realizada por
microscopia eletronica de varredura (Figura 10), visando evidenciar padrbes
distintos do processo de infec¢gdo do fungo. O isolado CG97 apresentou intenso
crescimento de hifas sobre a cuticula do carrapato desde o 1° dia de infecgéo .
Neste periodo, se observam as estruturas de penetragdo como tubo germinativo e
apressorio. Observou-se que a maioria dos tubos germinativos era curta, mas
encontraram-se alguns tubos germinativos longos, sendo que processo de
infeccdo pareceu bastante similar ao visualizado para o isolado E6 (Capitulo 2
desta tese), inclusive com a diferenciacdo da ponta terminal da hifa, durante o
processo de penetragdo na cuticula (Figura 11). Aos dois dias pés-inoculagao,
observa-se o processo de germinagdo do conidio na superficie da cuticula e
formagado do apressorio (curtos ou longos). Semelhante ao isolado E6, as hifas
emergiram da cuticula ao 4° dia de infecgdo. O padrdo de infecgdo do isolado
CG30 foi bastante diferenciado dos isolados CG97 e EB6, visto que do 1° ao 4° dia
de infeccdo se observa apenas a formacédo de tubos germinativos curtos que
penetram a cuticula do carrapato. Este padrao de infecgao provavelmente se
deve ao fato deste ser um isolado pouco virulento. Nao se observou a formagéao
de longos tubos germinativos nem a emergéncia de hifas . Como houve a
formagao de tubos germinativos e apressorios e ainda foi observada a penetragéo
de hifas no isolado CG30, podemos supor que a patogenicidade dos isolados
depende nao somente da formagao do apressorio e/ou penetracdo deste na
cuticula, mas também de outros fatores, tais como a produgcdo de enzimas.
Provavelmente, a funcdo desempenhada por estas enzimas durante esse
processo de penetragdo € um fator determinante para a patogenicidade do fungo.

Diferentemente dos fungos fitopatogénicos, ndo observamos qualquer
correlacdo entre a presencga de virus de dsRNA e viruléncia do isolado para o
carrapato B. microplus. Constatamos que existem isolados altamente virulentos
para o carrapato que apresentam varias bandas de virus de dsRNA (por exenplo
CG97), assim como também existem isolados altamente virulentos que nao
apresentam virus (E6). Ainda, existem isolados sem capacidade de viruléncia
detectavel que ndo apresentam virus, como € o caso dos isolados C12 e CG125,

e com a presenca de virus, como os isolados CG30, CG33 e CG87.
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Nao foi observada qualquer correlagdo entre a viruléncia dos isolados
analisados e localizagdo geografica ou tipo de hospedeiro. Observou-se que 0s
trés isolados proprios da var. majus nao foram patogénicos para B. microplus.
Entretanto, houve grandes diferencas na viruléncia dos isolados dentro da

variedade anisopliae; alguns isolados desta variedade nao foram virulentos,

enquanto que outros foram muito ou pouco virulentos.
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Figura 10. Microscopia eletrbnica de varredura do carrapato Boophilus microplus
infectado com Metarhizium anisopliae os isolados CG97 (Figuras A a D) e CG30 (Figuras
E a H). A e E: 1 dia de infecgdo. B e F: 2 dias de infecgdo. C e G: 3 dias de infecgédo. D e
H: 4 dias de infecgdo. A seta indica a emergéncia da hifa na cuticula de Boophilus

microplus. Bar=10um.
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Figura 11. Detalhe do inicio da germinacao (A, seta), tubo germinativo (B e C) e ponta da
hifa (D) durante o processo de infeccao de Metarhizium anisopliae isolado CG97 na
superficie da cuticula do carrapato Boophilus microplus. Dois dias pds-inoculagédo. CO:
conidio. GT: tubo germinativo. AP: apressério. H: hifa. ML: mucilagem. A e B: Bar=1um C
e D: Bar=2um.
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4.5. Efeito da Temperatura no Crescimento e Esporulacdo dos Isolados de
Metarhizium spp.

Os ensaios da avaliacdo do efeito da temperatura no crescimento e
esporulacdo dos isolados de Metarhizium spp. evidenciaram 6timo crescimento
destes isolados nas temperaturas de 24°C e 28°C, quando comparados ao
crescimento mesmos dos isolados em outras temperaturas analisadas (Figuras 12
e 13). No entanto, a maioria dos isolados avaliados teve um melhor crescimento
na temperatura de 28°C, sendo que esta foi considerada padrdo para o
crescimento destes. Comparando-se as temperaturas de 24°C e 28°C, notou-se
que o didametro de esporulagao foi relativamente proporcional ao didametro de
crescimento da colénia nas duas temperaturas e que os isolados CG30, CG33,
CG87 e CG291 tiveram uma melhor esporulagdo na temperatura de 24°C (Figura
13).

O crescimento e, principalmente, a esporulacdo dos isolados foram
consideravelmente diminuidos nas temperaturas de 16°C e 34°C (Figuras 12 e
13). Todos os isolados cresceram na temperatura de 16°C entretanto, os isolados
E6, Nordeste, RJd, C11, C12, C14, C19, CG30, CG33, CG46, CG87, CG97,
CG320 e CG491 ndo esporularam. A temperatura de 34°C somente o isolado C19
nao cresceu (Figura 12). A esporulacdo nesta temperatura foi muito
comprometida, sendo que apenas 11 isolados esporularam apos 10 dias de
incubagao (RJd, C11, C14, CG27, CG30, CG31, CG47, CG97, CG291, CG374 e
CG491).

Observou-se um pequeno crescimento de colénia (1 cm de didmetro) dos
isolados C7, C12 e C14 quando incubadas a 10°C, contudo, nenhum dos outros
isolados cresceram nesta temperatura. Apés 10 dias de incubagéo a 10°C, estes
isolados foram incubados por mais 10 dias a 28°C e todos tiveram otimo
crescimento de colbnia e diametro de esporulagdo, indicando que todos os
isolados permaneceram viaveis. Nao foi observado crescimento de qualquer
isolado a temperatura de 37°C. Entretanto, diferentemente do comportamento dos
isolados a 10°C, alguns isolados ndo cresceram e nao esporularam quando foram
incubados por mais 10 dias a temperatura de 28°C (C7, C19, CG47, CG87).

Provavelmente estes isolados perdem a viabilidade quando incubados em altas
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temperaturas (37°C). Todos os outros isolados se desenvolveram e produziram
conidios apds incubacdo a 28°C. Temperaturas bastante extremas para o
crescimento Metarhizium spp. também foram avaliadas, assim os isolados foram
incubados a 2°C e 40°C, sendo que nenhum dos isolados cresceu nestas
temperaturas. Os isolados incubados a temperatura de 40°C foram novamente
incubados por mais 10 dias a 28°C. Apos este periodo observou-se que apenas
os isolados pertencentes a var. majus (CG27, CG320 e CG374) cresceram e

esporularam, demonstrando grande resisténcia de seus conidios a temperaturas

mais altas.
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Isolados de Metarhizium spp.

Figura 12. Influéncia da temperatura no desenvolvimento da col6nia de diferentes
isolados de Metarhizium spp. . As barras representam o erro padrao.
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Isolados de Metarhizium spp.

Figura 13. Influéncia da temperatura na esporulagdo de diferentes isolados de
Metarhizium spp. As barras representam o erro padrao.
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4.6. Efeito do pH no Crescimento e Esporulacdo dos Isolados de
Metarhizium spp.

Todos os isolados de Metarhizium spp. analisados cresceram bem em
todos os pHs testados. Houve variacao de crescimento entre os isolados e os que
tiveram um maior didmetro da colénia em todos os pHs testados foram AL, M5,
MT, E6, E9, C14, CG144, CG423 e CG491.

A maioria dos isolados nao apresentou alteragdes do desenvolvimento da
colénia ou didmetro da esporulacédo (ou estas foram minimas) quando se
comparou cada um dos isolados dentro de cada pH. Algumas variagdes
significativas (ao teste de Duncan a=0,05) foram observadas no pH 7,0, onde os
isolados C11 e CG343 cresceram e esporularam bastante, fazendo parte das
isolados que mais cresceram e esporularam em todos os outros pHs (Figuras 14
a 19). Neste mesmo pH, observou-se o menor crescimento da colbénia e didmetro
da esporulagéo do isolado C14, e o maior diametro da esporulagao dos isolados
Nordeste e CG47. O isolado E6 teve elevacdo do desenvolvimento da coldnia e
diametro da esporulacdo quando em pH 8,0, em relagdo aos outros pHs
analisados e o isolado CG30 teve aumento apenas do didmetro da esporulacéo.
O isolado CG31 aumentou o diametro da esporulacdo em pH 4,0, enquanto que o
isolado CG47 teve redugdo do diametro da colénia no mesmo pH. Os isolados
CG27, CG320 e CG374 pertencente a var. majus tiveram aumento do didmetro da
colbénia no pH 9,0 sendo que os isolados CG27 e CG374 apresentaram aumento
do diametro da esporulagdo. Estas variacbes na esporulagdo podem ser
importantes quando se deseja produzir grande quantidade conidios para o

desenvolvimento de formulagdes.
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Figura 14. Influéncia do pH 4,0 no desenvolvimento da colbnia (A) e esporulacéo (B) de
diferentes isolados de Metarhizium spp. As barras representam o erro padrao.
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Figura 15. Influéncia do pH 5,0 no desenvolvimento da colénia (A) e esporulagdo (B) de
diferentes isolados de Metarhizium spp. As barras representam o erro padrao.
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Figura 16. Influéncia do pH 6,0 no desenvolvimento da colbénia (A) e esporulagéao (B) de
diferentes isolados de Metarhizium spp. As barras representam o erro padrao.
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Isolados de Metarhizium spp.
Figura 17. Influéncia do pH 7,0 no desenvolvimento da colénia (A) e esporulacédo (B) de
diferentes isolados de Metarhizium spp. As barras representam o erro padrao.
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Isolados de Metarhizium spp.
Figura 18. Influéncia do pH 8,0 no desenvolvimento da colénia (A) e esporulagéao (B) de
diferentes isolados de Metarhizium spp. As barras representam o erro padrao.
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Figura 19. Influéncia do pH 9,0 no desenvolvimento da colbnia (A) e esporulacéo (B) de
diferentes isolados de Metarhizium spp. As barras representam o erro padrao.



5. DISCUSSAO

A taxonomia fungica é extremamente importante devido ao papel que os
fungos desempenham na natureza, particularmente os entomopatogénicos, que
sao utilizados no controle biolégico de insetos-praga da agricultura (LIMA, 1989).
Dentre os fungos entomopatogénicos mais utilizados, encontra-se M. anisopliae,
ja existindo formulagdes comerciais que tem como base conidios desta espécie. A
correta identificacdo de suas variedades é extremamente importante quando se
avalia seu potencial como um biocontrolador e quando se utilizam formulagdes a
serem aplicadas a campo, visto que, a precisa identificacdo dos isolados é um
pré-requisito para o registro e uso de um produto comercial que tem como base o
fungo (YIP et al., 1992).

A classica taxonomia do género, baseada em critérios morfologicos e
descrita por TULLOCH (1976) e ROMBACH et al. (1987), tem sido continuamente
revista, associando-se métodos moleculares para identificacdo das espécies e
para tentar elucidar possiveis relagdes entre variedade e espécies do género.
Técnicas baseadas em RAPD-PCR (LEAL et al., 1994; TIGANO & MILANI, 1995),
RFLP (PIPE et al.,, 1995; LEAL et al., 1997) foram utilizadas e consideradas
bastante discriminatérias para diferenciar isolados de M. anisopliae. Entretanto,
analises filogenéticas, baseadas na sequéncia da regido ITS, possibilitam uma
identificacdo mais precisa de grupos de variedades (CURRAN et al.,, 1994).
DRIVER et al. (2000) reavaliaram a taxonomia de Metarhizium spp. baseando-se
em analises de sequéncias da regido ITS e moldes de RAPD. Estes autores
encontraram um alto nivel de diversidade genética entre os isolados e revelaram
novas variedades dentro de Metarhizium spp.. Desta forma, 10 grupos distintos
sdo atualmente reconhecidos: M. anisopliae var. anisopliae; M. anisopliae var.
majus; M. anisopliae var. lepidiotum e M. anisopliae var. acridum (as duas ultimas
sdo considerados novas variedades de M. anisopliae); M. album; M. flavoviride
var. flavoviridae; M. flavoviride var. minus; M. flavoviride var. novazealandicum; M.
flavoviride var. pemphigum e M. flavoviride Type E (sendo que as trés ultimas

representam novas variedades de M. flavoviridae).
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A regidao ITS é constituida por 500-800pb sendo bastante utilizada em
caracterizagdes moleculares. De acordo com PANTOU et al., (2003) o rDNA de M
anisopliae contém 8118pb, incluindo os genes de rRNA de 18S, 5,8S e 28S.

O sequenciamento da regido do ITS permite uma comparagdo com
sequéncias de outras linhagens de Metarhizium spp. ja conhecidas e o
alinhamento e a analise filogenética confirmam a identidade taxondémica do
isolado analisado. Nossos resultados mostram claramente que dois dos isolados
identificados como M. flavoviride ou M. anisopliae var. acridum (DRIVER et al.
2000) (CG291 e CG423) agruparam junto com M. anisopliae var. anisopliae,
divergindo portanto, da sua classificagdo original. Um dos isolados analisados
(CG423) foi previamente identificado como M. flavoviride, baseado na técnica de
RAPD por MAGALHAES et al. (1997). Segundo estes autores, este isolado
brasileiro apresentou um alto padrdo de homogeneidade (> 83% similaridade)
com o isolado australiano CG291. Estes autores também relataram que estes
isolados (CG291 e CG423) foram primeiramente classificados como M.
anisopliae, levando-se em consideracdo seus caracteres morfologicos. Nossas
analises identificaram estes dois isolados como sendo pertencente a espécie M.
anisopliae var. anisopliae e ndo a M. flavoviride (ou atualmente segundo DRIVER
et al., 2000, M. anisopliae var. acridum). A similaridade encontrada entre as
sequéncias da regido do rDNA destes isolados com M. anisopliae var. anisopliae
foi de 98%, sendo que a analise da arvore filogenética confirmou esta clara
separacgao. Estes resultados estdo de acordo com a classificagao original destes
isolados, ou seja, M. anisopliae e ndo M. flavoviride.

Nossas analises confirmaram a identidade taxonémica dos isolados CG27
e CG320, considerados M. anisopliae var. majus, e determinou a variedade do
isolado CG374, classificado apenas como M. anisopliae. Esta linhagem, isolada
de espécies de Coledptera: Scarabeidae, nas Ilhas do Sul do Pacifico, é
identificada como M. anisopliae (ATCC 26471), e ficou claramente agrupada com
M. anisopliae var. majus, confirmando os resultados da analise morfologia de
seus conidios, através da MEV.

Estes dados reafirmam que a variabilidade detectada nas sequéncias de
ITS1 e ITS2 € uma ferramenta muito util para discriminar diferentes espécies de

fungos, incluindo Metarhizium spp..
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Isolados de Metarhizium ssp. tém sido amplamente utilizados para o
controle de pragas da agricultura (ALVES, 1998; SHAH & PELL, 2003) e,
atualmente, sua patogenicidade tem sido avaliada para carrapatos B. microplus,
sendo candidatos promissores para seu biocontrole (CORREIA et al., 1998;
MONTEIRO et al., 1998; BITTENCOURT et al., 1999; FRAZZON et al., 2000;
ONOFRE et al., 2001). Desta forma, neste estudo, 15 isolados deste fungo ainda
ndo testados em bioensaios, foram avaliados quanto a patogenicidade em
carrapatos B. microplus. O desenvolvimento do fungo sobre a cuticula do
carrapato tratado, mas nao no controle negativo, sugere que o fungo causou a
morte do carrapato. M. anisopliae exibiu diferentes graus de especificidade.
Assim, alguns isolados, apesar de crescerem sobre a cuticula do carrapato, nao
provocaram a morte dos mesmos. A patogenicidade do fungo foi demonstrada
pela diferenga significativa da mortalidade entre os carrapatos controle e tratados.
Trés isolados classificados como M. anisopliae var. anisopliae (C14, CG47 e
CG97) foram considerados bastante patogénicos para B. microplus. Nenhum dos
isolados pertencentes a var. majus foi patogénico para B. microplus,
provavelmente devido a sua especificidade de hospedeiro (preferencialmente
para larvas de Oryctes, Coleoptera) (ROMBACH et al. 1987; RAKOTONIRAINY et
al., 1994).

O isolado EG6, considerado nosso controle positivo, teve sua patogenicidade
avaliada anteriormente por FRAZZON et al. (2000). Estes autores relataram que a
taxa de mortalidade do isolado E6 foi de 50% em 5 dias. Entretanto, nesse
estudo, a patogenicidade desse isolado foi aumentada para cerca de 100% dentro
de 4 dias, apods passagem pelo carrapato, confirmando a hipotese de que a
infectividade do isolado € aumentada com seu re-isolamento. Nossos resultados
confirmam alta taxa de mortalidade, 98% aos 4 dias de infecgado para o isolado E6
e mostram a alta patogenicidade, sem re-isolamento, dos isolados CG97, C14 e
CG47, cerca de 99,6%, 97,2% e 90,4%, respectivamente, aos 4 dias de infecgao,
indicando portanto, que estes isolados sdo bastante efetivos para controle de B.
microplus. Outros trés isolados, CG30, CG46 e CG291, tiveram sua
patogenicidade previamente avaliada por ONOFRE et al. (2001) também em
fémeas de B. microplus. Estes autores relataram que os isolados CG30 e CG46

foram menos patogénicos do que o isolado CG291, com 57,17%, 60,02% e
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75,91% de mortalidade aos 7 dias de infeccdo com inoculagdo de 1x10°
conl’dios.ml'1, respectivamente. Diferentemente destes autores, em nossos
experimentos, o isolado CG46 foi estatisticamente mais patogénico do que os
outros dois isolados (teste de Duncan, 0,05%), tendo uma taxa de mortalidade de
26,64% (média de 6,66 carrapatos mortos) ao 4° dia de infecgdo com a mesma
concentracao de conidios.

M. anisopliae invade seu hospedeiro pela direta penetragao da cuticula e
pela secrecao de enzimas tais como proteases, quitinases e lipases que auxiliam
o processo de penetracdo (HEGEDUS & KHACHATOURIANS, 1995; KRIEGER
et al., 2003). A penetracdo mecanica do fungo na cuticula do hospedeiro é
iniciada pela formacgao de estruturas diferenciadas na ponta da hifa denominadas
de apressorio. Estas estruturas se aderem firmemente a cuticula e fazem presséao
sobre esta permitindo a entrada do fungo. Nés observamos, por MEV, a presenca
do apressoério em dois isolados, um patogénico e um nao patogénico para B.
microplus (CG97 e CG30). Estes apressorios penetraram na cuticula do carrapato
apos 1 dia de infecgao. Entretanto, sé o processo de penetragdo do fungo né&o foi
suficiente para causar a morte do hospedeiro, confirmando que outros fatores, tais
como as enzimas e/ou toxinas (destruxinas) secretadas pelo fungo, exercem
papel fundamental para a patogenicidade do fungo e que, determinados isolados,
sdo realmente espécie-especificos quanto sua patogenicidade.

A presenca de virus de dsRNA é amplamente correlacionada com a
diminuicao da viruléncia do fungo, principalmente para fungos fitopatogénicos
(CHU et al., 2002; CASTRO et al.,, 2003). Entretanto, MARTINS et al. (1999)
relataram pela primeira vez, que diferentemente dos fungos fitopatogénicos, a
presenca de dsRNA nao causa hipoviruléncia em fungos entomopatogénicos.
Seus experimentos com isolados isogénicos de M. flavoviride, com e sem dsRNA,
nao mostraram hipoviruléncia dos isolados contendo dsRNA nos testes de
patogenicidade contra gafanhotos. Diferentemente, FRAZZON et al. (2002)
verificaram que isolados livres de dsRNA foram mais infectivos para B. microplus
do que isolados com dsRNA, porém, ndo encontraram correlagao entre viruléncia
e a presenga ou ndo de dsRNA. Nés avaliamos a patogenicidade de diferentes
isolados de Metarhizium ssp. que apresentavam ou ndo dsRNA em carrapatos B.

microplus e apesar de avaliar diferentes isolados, ndo observamos correlagao
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entre a presenca de dsRNA e o grau de patogenicidade do fungo. O isolado EB6,
assim como o isolado CG97 foram altamente virulentos para o carrapato B.
microplus. Entretanto, o isolado E6 ndo contém elementos dsRNA, enquanto que
o isolado CG97 os contém. Por outro lado, os isolados CG33 e CG87, que contém
elementos de dsRNA, n&o foram virulentos para o carrapato B. microplus, assim
como os isolados C12 e CG125, livres de dsRNA. Levando em consideragao
estes resultados, podemos acreditar que a presenca de dsRNA em isolados de
Metarhizum ssp, nado interferiu na sua patogenicidade para carrapatos B.
microplus e que outros fatores, tais como a especificidade do fungo para
determinado hospedeiro, possam estar envolvidos no grau de viruléncia destes
isolados.

A alta incidéncia de elementos dsRNA em populacdes naturais e
pertencentes a cole¢des de fungos entomopatogénicos como B. bassiana e M.
anisopliae, foi demonstrada por MELZER & BIDOCHKA (1998), relatando que
38,4% dos isolados de M. anisopliae, em populacdes naturais, continham virus. A
presenca de dsRNA no fungo sugere infecgdo por micovirus. RNA dupla fita foi
detectado por eletroforese em gel de agarose, apds tratamento com a enzima
nuclease S1 em 21 de 28 isolados estudados. A presenga das bandas apds o
tratamento com a enzima Nuclease S1 indica que estas sdo elementos de RNA
fita dupla, visto que esta enzima ndo degrada RNA fita dupla. Além disto, estes
elementos foram completamente degradados quando o DNA foi tratado com
RNAse A. Nossos resultados confirmam os resultados obtidos por BOGO et al.
(1996), FRAZZON et al. (2000) e GIMENEZ-PECCI et al. (2002) que verificaram a
presenca de elementos de dsRNA nos isolados Al, RJd, M5, CG144 e CG423 e
por MARTINS et al. (1999) que encontraram bandas extras, de dsRNA, nos
isolados CG291 e CG423. Entretanto, nossos resultados ndo confirmam a
relatada auséncia de dsRNA nos isolados E9 e MT, observada por FRAZZON et
al. (2000). Em nossas observagdes por eletroforese em gel de agarose dos acidos
nucléicos dos isolados E9 e MT, nota-se claramente a presenca de uma banda
extra de acidos nucléicos, localizada logo abaixo do DNA gendmico. Esta banda
permaneceu apoés tratamento com a enzima nuclease S1 e que foi degradada

pela RNAse A, portanto, considerada um elemento de dsRNA.
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Varios tipos de padrdes de dsRNA foram observados nos isolados
estudados, com ocasional isolados contendo 0 mesmo padrao. A variabilidade de
padroes de dsRNA é uma indicacdo do numero de micoviroses de dsRNA
presente em populagbes naturais (MELZER & BIDOCHKA 1998) e diferentes
polimorfismos de dsRNA ja foram relatados para fungos entomopatogénicos,
incluindo M. anisopliae (BOGO et al., 1996; MELZER & BIDOCHKA, 1998;
GIMENEZ-PECCI et al., 2002). Segundo MELZER & BIDOCHKA (1998), cerca de
18 diferentes tipos de perfis de dsRNA foram observados em isolados de M.
anisopliae, M. flavoviride e B. bassiana, os quais apresentavam consideravel
variagao no numero e tamanho das bandas.

Fatores ambientais, como temperatura e umidade relativa, podem diminuir
a eficacia de fungos entomopatogénicos utilizados como agentes de controle
bioldgico, pelo simples fato de limitarem o seu desenvolvimento na superficie do
inseto (FARGUES et al.,, 1997; ARTHURS & TOMAS, 2001). A maioria destes
fungos requer cerca de 90% de umidade relativa e uma temperatura adequada de
crescimento para germinagao, formagédo do tubo germinativo e infecgdo (INGLIS
et al., 2001). Desta maneira, a temperatura € um fator determinante para a taxa
de germinagdo, crescimento, esporulacdo e sobrevivéncia de fungos
entomopatogénicos (GOETTEL & INGLIS, 1997). Segundo HYWEL-JONES &
GILLESPIE (1990), os efeitos da temperatura devem ser considerados quando se
escolhe um novo isolado para desenvolvimento de um micoinseticida.

A avaliacdo do efeito da temperatura no crescimento de fungos
entomopatogénicos pode ser facilmente realizada utilizando a medida do diametro
da colénia em placa de Petri. Estudos a este respeito podem verificar a possivel
existéncia de isolados resistentes a condigdes ambientais extremas e desta
forma, selecionar isolados mais eficazes e mais adaptados as condi¢des de
campo, que possam vir a serem utilizados como agentes de biocontrole. De
acordo com WALSTAD (1970) e ALVES (1998) a temperatura 6tima para o
desenvolvimento do fungo Metarhizium ssp. varia entre 25 e 30°C e, segundo
HALLSWORTH & MAGAN (1996), OUEDRAOGO et al. (1997) e DIMBI et al.
(2004), a melhor temperatura para o crescimento de isolados de Metarhizium ssp.
€ 25°C. Diferentemente destes autores, em nossos estudos a melhor temperatura

de crescimento da col6nia e esporulacédo, para a maioria dos isolados, foi 28°C. A
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resposta de crescimento e esporulacdo em todas temperaturas avaliadas foi
variavel entre os isolados analisados, nao existindo correlagdo entre variedades e
didametro da col6nia. Similares resultados foram relatados por DIMBI et al. (2004),
que mostraram que a taxa de crescimento micelial foi significantemente afetada
pela temperatura. YIP et al. (1992) propuseram a separagao de isolados de M.
anisopliae var. anisopliae baseada primariamente no crescimento dos isolados a
5°C (espécie cold-active) e 37°C (espécie heat-active). HALLSWORTH & MAGAN
(1999) relataram pela primeira vez a presenga de isolados de Metarhizium ssp.
capazes de crescer a 40°C em meio SDA. Diferentemente destes resultados, os
isolados utilizados neste estudo foram incapazes de se desenvolverem em
temperaturas extremas (2°C, 37°C ou 40°C). Entretanto, varios dos isolados
permaneceram viaveis quando mantidos a 37°C, sendo esta viabilidade verificada
por nova incubacdo do isolado na temperatura de 28°C. Dois destes isolados
(C14 e CG97) foram bastante patogénicos para o carrapato B. microplus. Ainda,
cabe ressaltar que o isolado C14 foi capaz de se desenvolver a temperatura de
10°C. Estes resultados indicam que estes isolados podem ser mais resistentes em
situacdes extremas, o que pode favorecer sua utilizagao a campo.

Nenhuma correlagao foi observada entre o crescimento da colénia ou
esporulagdo do fungo a temperatura 6tima de crescimento (28°C) e a presencga de
dsRNA entre os isolados. Estes resultados s&o condizentes com os descritos por
MELZER & BIDOCHKA (1998). Estes autores fizeram uma comparagdo entre
isolados de M. anisopliae que apresentavam ou nao virus dsRNA com variagao do
fendtipo, incluindo patogenicidade, e n&do encontraram correlagédo entre a
presenca ou auséncia de dsRNA com variagdes na taxa de crescimento ou
variabilidade fenotipica entre os isolados de Metarhizium ssp.. Diferentemente, a
presenca de dsRNA pode alterar o fenoétipo de fungos fitopatogénicos como, por
exemplo, em Fusarium graminearum (CHU et al.,, 2002). Estes autores
detectaram diferengas significativas na taxa de crescimento micelial entre isolados
livres ou ndo de dsRNA, sendo que isolados que apresentavam dsRNA se
desenvolviam mais lentamente e, consequentemente, apresentavam menor
diametro da colénia do que isolados livres de virus. Entretanto, estes autores n&o
verificaram correlagao entre isolados que apresentavam ou nao virus com a taxa

de esporulagao.
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Outros fatores, tais como o pH, também podem alterar o desenvolvimento
de fungos entomopatogénicos. Para M. anisopliae o melhor pH de
desenvolvimento segundo ALVES (1998) é pH 6,9. Entretanto, este fungo pode
tolerar uma ampla variagédo de pH (de 2,0 a 8,5) (ALVES, 1998), sugerindo que
estes fungos podem regular o pH citosélico mais efetivamente que muitas outras
espécies que tém restrita faixa de pH para desenvolvimento (HALLSWORTH &
MAGAN, 1996). HALLSWORTH & MAGAN (1996) relataram a grande vantagem
da capacidade destes fungos crescerem em pHs abaixo de 7,0, visto que pode
facilitar a produgdo em massa do fungo em condi¢gdes de pH que reduzam ou
inibam a proliferagao de outros microrganismos ou contaminantes como bactérias.
Estes autores ainda relataram que o o6timo crescimento de isolados de
Metarhizium ssp. foi alcancado na faixa de pH entre 5,0 e 8,0, sendo que o
crescimento declinou acima ou abaixo destes valores. Em nossos estudos,
observamos que os diferentes isolados de Metarhizium ssp. analisados toleraram
bem a variacao de pH entre 4,0 e 9,0 e que todos os isolados se desenvolveram
em todos os pHs, ndo havendo grandes declinios de crescimento ou da

esporulacéo dos isolados nos pHs 4,0 ou 9,0.
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CapPiTULO Il: ANALISE MORFOLOGICA DO PROCEsSsO DE INFECCAO DO FUNGO
ENTOMOPATOGENICO METARHIZIUM ANISOPLIAE SOBRE O CARRAPATO BOOPHILUS

MICROPLUS

1. INTRODUCAO

1.1. Controle Bioldgico

O controle biolégico de pragas e patdogenos agricolas por microrganismos
vem sendo considerado como uma importante alternativa ao controle quimico.
Este método oferece algumas vantagens em relagéo ao uso de produtos quimicos
como: a) especificidade e seletividade, evitando desequilibrios biolégicos de
importancia no agroecossistema, por ndo afetarem parasitas, predadores e
polinizadores e impedindo a contaminagdo do meio ambiente com produtos
quimicos téxicos; b) atoxicidade e n&o poluentes do meio ambiente, se
manuseados e selecionados corretamente; c) raro desenvolvimento de resisténcia
dos insetos aos patdgenos utilizados no controle; d) custo relativamente mais
baixo; e) capacidade de multiplicacdo e dispersdo no meio ambiente. Entre as
desvantagens encontradas estdo: a) necessidade de condi¢bes ambientais
favoraveis como temperatura, umidade e luminosidade para que determinados
patdbgenos sejam eficientes; b) desenvolvimento de técnicas de formulacdo
viaveis; c) acdo mais lenta; e) maiores cuidados no armazenamento, para que
nao ocorra perda de viabilidade (MESSIAS, 1989; ALVES, 1998). Varios fatores
tém contribuido para a utilizagdo de patdbgenos como agentes de controle
bioldégico, sendo o principal deles, a conscientizagdo da populagdo sobre os
problemas e riscos do uso indiscriminado de produtos quimicos, incluindo a
qualidade ambiental.

O controle bioldgico, portanto, € uma estratégia de emprego de organismos
vivos para reduzir a populacédo de determinada praga. Produtos a base de fungos

podem desempenhar um importante papel na agricultura sustentavel, visto que o
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controle por agrotéxicos fatura em todo o mundo mais de US$ 27 bilhdes/ano e,
no Brasil, cerca de US$ 2 bilhdes/ano (ROMERO, 2003).

Varios microrganismos podem ser utilizados para o controle de pragas
agricolas, como fungos, virus e bactérias (AZEVEDO, 1998). Os fungos
filamentosos sdo os microrganismos mais importantes para o controle bioldgico
de insetos-praga, tendo em vista que praticamente todas as ordens de inseto, sdo
susceptiveis ao ataque de fungos entomopatogénicos. Entre os fungos mais
importantes utilizados para o controle biolégico no Brasil encontram-se
Metarhizium spp., Beauveria spp., Nomurea rileyi, Aschersonia e Enthomophora,
Verticillum lecanii e Cladosporium ssp. (LIMA, 1989; ALVES, 1998).

O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae é bastante utilizado no
controle bioldgico, sendo conhecido por infectar naturalmente mais de 300
espécies de insetos de diferentes ordens (ALVES, 1998). Apesar de varios fatores
ambientais afetarem a eficacia de fungos entomopatégenos contra insetos-praga
€ na sua sobrevivéncia quando aplicado a campo, como radiagdo solar,
temperatura, umidade relativa e ventos (INGLIS et al., 2001), varios fungos ja sao
utilizados para aplicagdo a campo. Formulagdes a base de Metarhizium ssp. ja
sao utilizadas comercialmente no mundo todo para o controle de varias pestes,
como cupins (Bioblast®, Biostop® e MetaGuard®) e gafanhotos (Green-Muscle®),
que freqiientemente causam sérios danos para plantacdes na Africa e na Asia
(MILNER, 2000; WRAIGTH et al., 2001; KASSA et al., 2004). No Brasil, Metabiol®
e Metarril® sdo os bioinseticidas formulados com conidios de Metarhizium ssp.
disponiveis no mercado (WRAIGTH et al., 2001) (Tabela 1). A maioria dessas
formulagdes é apresentada como pé, grénulo ou concentrado em 6leo. Por outro
lado, BATTA (2003) relata que conidios de M. anisopliae, quando formulados em
uma emulsao invertida (agua-6leo), sdo mais eficientes do que quando aplicados
em simples suspensao de conidios. Este tipo de mistura reduz a area de
superficie da agua que esta diretamente em contato com o ar e disponivel para
evaporagao, permitindo que o conidio germine e penetre no hospedeiro. Este
autor demonstrou que os conidios formulados em emulsao invertida e utilizados
para controle de Bemisia tabaci e Tetranychus cinnabarimus aumentaram a taxa

de mortalidade das duas espécies, tanto em condi¢cbdes laboratoriais como a
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campo, ressaltando que nestas condigdes, o fungo mantém sua eficacia e
viruléncia.

No Brasil, Metarhizium ssp. tem sido usado em grande escala para o
controle de algumas pragas da agricultura, como a cigarrinha da cana-de-agucar
(Mahanarva posticata), a cigarrinha das pastagens (Deois flavopicta e Zulia
enteriana), o percevejo da soja (espécies dos géneros Nezara e Piezodorus) € a
broca da cana (Diatraea saccharalis) (MESSIAS, 1989; ALVES, 1998). O primeiro
relato de controle de cigarrinhas utilizando M. anisopliae no Brasil data do final
dos anos 60, na regiao Nordeste, sendo que, até hoje, se utiliza M. anisopliae
para o controle desta praga nessa regiao. Desde entao, a producédo do fungo em
larga escala para controle de pragas agricolas vem crescendo a cada ano. Em
2003 a BIOCANA produziu 25 toneladas do fungo M. anisopliae, para atender
produtores da cana que utilizam este tipo de bioinseticida para o controle da
cigarrinha, sendo a previsao para 2004 de cerca de 50 toneladas para suprir a
demanda (MELLO, 2004).

Além de infectar insetos pragas agricolas como M. posticata, D. flavopicta e
Z. enteriana (ALVES, 1998), Glossina ssp. (KAAYA & MUNYINYI, 1995),
Frankliniella occidentalis (LOPES et al., 2000) e Hoplia philanthus (ANSARI et al.,
2004), varios estudos mostram a capacidade de Metarhizium infectar outros
artrépodes, como cupins (Coptotermes acinaciformis) (MILNER et al., 1998),
carrapatos Boophilus microplus (CORREIA et al., 1998; MONTEIRO et al., 1998a,
BITTENCOURT et al.,, 1999a; FRAZZON et al., 2000; ONOFRE et al., 2001),
Ixodes scapularis (ZHIOUA et al., 1997), Rhipicephalus sanguineus (MONTEIRO
et al., 1998b) e Amblyomma maculatum (KIRKILAND et al., 2004) e, ainda,
vetores de doengas humanas, como Culex quinquefasciatus (RIBA et al., 1986;
LACEY et al., 1988), Aedes aegypti (DAOUST & ROBERTS, 1982), Anopheles
gambiae (SCHOLTE et al., 2003), Triatoma ssp. e Rhodnius ssp. (LUZ et al.,
1998).
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Tabela 1. Produtos a base de Metarhizium ssp. registrados ou em desenvolvimento

comercial.
Produto Empresa Alvo principal Patégeno
Bio-Blast EcoScience, USA Cupins M. anisopliae
BioGreen Bio-Care Technology, Besouros M. anisopliae
Australia
Bio-Path EcoScience, USA Besouros M. anisopliae
Bio 1020 Bayer AG, Alemanha Gorgulho (da videira) M. anisopliae
Cobican Probioagro, Venezuela Cigarrinha da cana de agucar M. anisopliae
Metabiol Plan Terra, Brasil Cigarrinha das pastagens M. anisopliae
Metarril Plan Terra, Brasil Cigarrinha da cana de agucar M. anisopliae
Metarhizium Eric Schweizer Seeds, Lagarta branca M. anisopliae
Schweizer Suica
Meta-Sin Agrobionsa, México Broca da cana de acucar M. anisopliae

Green Muscle

Metaquino

BioCane

Biological Control
Products, Africa do Sul

Brasil

BioCane Technology Pty

Ltd, Queensland

Gafanhotos

Cigarrinha da cana de agucar

Lagarta da cana

M. anisopliae
var. acridum

M. anisopliae

M. anisopliae
var. anisopliae

Adaptado de MILNER (2000), BUTT et al. (2001) e WRAIGHT et al. (2001).
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1.2. O Processo de Infeccao

Os fungos, inclusive M. anisopliae, sdo em sua maioria, patdégenos
altamente especializados na penetracdo via tegumento, sendo esta uma grande
vantagem deste grupo, quando comparados a outros sistemas utilizados em
controle biolégico, como virus e bactérias produtoras de toxinas, que sé penetram
no hospedeiro por via oral (AZEVEDO, 1998). Desta maneira, os fungos
apresentam como vantagem um mecanismo especializado de infecgéo
independente da ingestao, que ocorre pela penetracdo ativa nos hospedeiros,
sendo capazes de infectar diferentes estagios de desenvolvimento destes
hospedeiros, geralmente por penetracdo direta da cuticula. Esse mecanismo de
penetracdo € uma combinagéo de pressdo mecanica e degradagao enzimatica.

A cuticula dos artrépodes €, portanto, uma barreira quimica e fisicamente
complexa para os fungos penetrarem, sendo a principal barreira para parasitismo
e doenca (VINCENT & WEGST, 2004). A cuticula é secretada por uma unica
camada de células epidérmicas e € composta por duas camadas, a epicuticula e
a procuticula. A epicuticula € uma camada fina, ndo-quitinosa, localizada sobre a
procuticula, recoberta por uma camada de cera composta por acidos graxos,
lipidios e esterdis. A procuticula compreende a maior parte da cuticula e é
composta principalmente de quitina e proteinas, sendo que toda quitina se
apresenta ligada as proteinas, nao existindo quitina isolada no tegumento dos
artropodes. Usualmente a procuticula € sub-dividida em exocuticula e
endocuticula (HADLEY, 1982; GALLO, 1988; CLARKSON & CHARNLEY, 1996)
(Figura 1). Exceto pela camada epicuticular, a cuticula dos artrépodes é, portanto,
uma camada de material composto por quitina cristalina embebida em uma matriz
de proteinas, polifendis e agua, com pequena quantidade de lipidios (HACKMAN,
1973, VINCENT & WEGST, 2004), sendo que a maioria das propriedades da
cuticula depende da quantidade, organizacao e interagées destes componentes
(ANDERSEN, 1979). Nos carrapatos, assim como nos insetos, a procuticula &
composta por proteina e quitina, entretanto, diferentemente dos insetos, a
proporgao de quitina € muito menor (HACKMAN & FILSHIE, 1982). A quantidade
usual de quitina presente na procuticula dos insetos varia entre 20 e 50%, sendo
relatada a presenca de 30,1% em gafanhotos (BIDOCHKA et al, 1997). Por outro
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lado, na cuticula abdominal de Boophilus é descrito a presenca de apenas 3,8%
de quitina (ANDERSEN, 1979).

Figura 1. Esquema da cuticula dos artrépodes. ENDO: endocuticula. EXO: exocuticula.
EPI: epicuticula. CER: cerda. PC: canal do poro. DGB: ducto da glandula dérmica. MB:
membrana basal. CEPI: célula epidérmica. OEN: oendcitos. GD: glandula dérmica
(WIGGLESWORTH, 1972).

Devido a complexidade da cuticula dos artrépodes, os patdgenos que
penetram via tegumento, como os fungos entomopatogénicos, produzem enzimas
hidroliticas como lipases, proteases e quitinases que possibilitam a abertura de
orificios de penetragdo nas cuticulas dos hospedeiros (ST LEGER et al., 1986a,
1986b; KRIEGER DE MORAES et al., 2003).

As proteases tém um papel importante na degradacgao da cuticula. Estudos
com M. anisopliae demonstram que as proteases sao as primeiras enzimas
produzidas pelo fungo no momento da penetragdo, sendo as responsaveis pela
penetracdo do fungo na cuticula de insetos (ST LEGER et al., 1988). Ja foram
descritas trés proteases produzidas por M. anisopliae, denominadas PR1, PR2 e
PR4 (SAMUELS & PATERSON, 1995; BRAGA et al., 1999). A PR1 ¢é a principal
protease, por ser capaz de degradar as proteinas da cuticula e por ser produzida
em grande quantidade pelas estruturas de penetracédo, sendo indicada como um

dos fatores responsaveis pela viruléncia do fungo (ST LEGER et al., 1988;
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BRAGA et al., 1999). Desta forma, a PR1 assume um papel importante na
degradacao da cuticula durante o processo de penetracdo (ST LEGER et al.,
1987; PATERSON et al., 1994). Por outro lado, o papel da PR2 na patogenicidade
do fungo ainda ndo esta bem esclarecido, sendo esta protease relacionada com
mecanismos de controle celular, podendo, junto com a PR4, exercer um papel
regulador da PR1, faciltando assim a sua rapida ativacdo (SAMUELS &
PATERSON, 1995).

Assim como as proteases, as quitinases também sao produzidas pelo
fungo, visto que as microfibrilas de quitina também sdo componentes estruturais
da cuticula do inseto e, portanto, uma barreira para a penetragdao do fungo.
Entretanto, as quitinases n&o sédo detectadas nos estagios iniciais da penetragao,
mas sim apods a secreg¢ao das enzimas proteoliticas. Em meio de cultura contendo
quitina, as proteases s&o sintetizadas rapidamente e em grande quantidade
quando comparadas com as quitinases, sendo que nenhuma producdo de
endoquitinase é observada antes ou durante a penetracédo da hifa na cuticula dos
hospedeiros (ST LEGER et al., 1987). Obviamente, o fato da cuticula dos insetos
apresentar uma predominancia de proteinas (cerca de 70%), aliado ao fato da
quitina existente na cuticula estar embebida na matriz de proteinas, € necessario
haver inicialmente a degradagao das proteinas para haver liberacdo e posterior
degradacgédo da quitina (ST LEGER et al., 1986¢). M. anisopliae produz varias
enzimas quitinoliticas, dentre elas a CHIT1 (ST LEGER et al., 2001) e a CHIT30
(PINTO et al., 1997; SILVA et al., 2005). Assim como as proteases, as quitinases
sdo determinantes de patogenicidade, entretanto, diferentemente das proteases
onde a superproducao da PR1 exibiu 25% de redu¢ado no tempo de morte de M.
sexta (ST LEGER et al.,, 1996c), a superproducdo de quitinases parece néao
alterar a viruléncia do fungo atacando o mesmo inseto (SCREEN et al., 2001).
Outras enzimas como lipases (HEGEDUS & KHACHATOURIANS, 1995) e B-
glicanases (LUBECK, 2004) também tém sido relacionadas com o mecanismo de
penetracado de M. anisopliae.

Associada as enzimas hidroliticas, a producido de toxinas, denominadas de
dextruxinas € apontada como um fator de viruléncia de Metarhizium ssp., visto
que estas toxinas sao conhecidas por acelerarem a morte dos insetos
(ROBERTS, 1969; WANG et al., 2004). Os efeitos das destruxinas incluem
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paralisia de musculos e inibicdo das fungdes dos hemdcitos e tubulos de Malpighi
(KERSHAW et al.,, 1999). Desta forma, os fatores apontados como possiveis
determinantes de viruléncia de M. anisopliae sdo: a producdo e secrecado de
enzimas hidroliticas como quitinases, proteases e lipases que auxiliam o
mecanismo de penetragcdo mecanica do fungo (CLARKSON & CHARNLEY, 1996)
e a producgao de toxinas (KERSHAW et al., 1999).

1.2.1. Ciclo Patégeno-Hospedeiro

O processo de infeccdo do inseto por fungos entomopatogénicos €
dependente das condi¢gdes ambientais, como temperatura, umidade, luz, radiagao
UV, assim como das condi¢gdes nutricionais e da susceptibilidade do hospedeiro.
Este processo é bem estudado para M. anisopliae infectando a cuticula de insetos
e apresenta as seguintes fases: adesdo, germinagdo, formagdo de apressorio,
formagdo do grampo de penetracédo, penetragdo, colonizagdo, reprodugédo de
patdogeno e disseminacdo do fungo (ST LEGER et al.,, 1991; ALVES, 1998;
CLARKSON et al., 1998).

A adesao representa um evento complexo, que ocorre apds a deposi¢ao do
fungo sobre o hospedeiro, visando a preparagdo do local para a fase de
penetracdo. Esta etapa € dependente da presencga de enzimas como esterases e
proteases, que ocorrem na superficie dos conidios n&do-germinados e alteram a
superficie do tegumento do hospedeiro, favorecendo a nutrigdo e a germinagao
do fungo (ST LEGER et al., 1991). Alguns autores sugerem que forcas
eletrostaticas, interacées hidrofébicas e ligacbes especificas a lectinas possam
auxiliar o processo de adesao do conidio a superficie da cuticula (HEGEDEUS &
KHACHATOURIANS, 1995; BIDOCHKA et al., 1997).

Apds a adesao, inicia-se o processo de germinagao, onde, em condigoes
favoraveis de umidade, temperatura, pH, O, e nutricdo, o fungo germina sobre o
inseto, produzindo o tubo germinativo. A germinagdo pode ser beneficiada pela
presenca de nutrientes, como aminodacidos, esterol e hexoses, e ser afetada por
substancias quimicas existentes na superficie do hospedeiro, como acidos
graxos, lipidios, fendis e pela microflora saprofitica. O apressoério, considerado

uma dilatagdo da hifa, ocorre na extremidade do tubo germinativo. Neste ponto, o
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conteudo citoplasmatico migra para o tubo germinativo, transformando este local
em um centro de elevada atividade metabdlica, caracterizado pela presenca de
mitocdndrias e ribossomos (ZACHARUK, 1970b). Na parte inferior do apressorio,
forma-se uma saliéncia denominada de grampo de penetragdo, que inicia o
processo de penetracido na cuticula.

A fase de penetracdo envolve um processo fisico, onde ha pressao
mecénica da hifa terminal, e um quimico, referente a producdo de enzimas
hidroliticas (proteases, lipases e quitinases) pelo tubo germinativo, facilitando a
penetracdo mecanica do fungo. Desta forma, proteases estdo envolvidas nos
processos de formacdo e germinacdo dos conidios e hidrolise das cadeias
polipeptidicas em moléculas menores, que serdo absorvidas pelas células; lipases
fracionam os lipidios existentes na superficie dos artrépodes, para posterior
metabolizagdo pelos microrganismos; e quitinases hidrolizam a quitina presente
na cuticula.

Assim que o fungo penetra a cuticula do hospedeiro, inicia-se a etapa de
colonizagdo, onde a hifa penetrante se espessa e se ramifica no tegumento e
hemocele. Durante este processo os fungos podem secretar toxinas na hemocele,
que afetam a resposta imune ou causam disturbios nas células e reacgdes do
hospedeiro (ROBERTS, 1989). Nao ocorre grande crescimento da hifa antes da
morte do hospedeiro, entretanto, apés sua morte, o fungo se desenvolve
penetrando todos os tecidos. Em seguida, as hifas emergem através do
tegumento, ocorrendo o inicio do processo de esporulagao do fungo na superficie
da cuticula, onde, em condigdes favoraveis, novamente € reiniciado o ciclo de
infeccado patégeno-hospedeiro (ROBERTS, 1989; CLARKSON et al., 1998).

1.3. O Carrapato Boophilus microplus

O carrapato B. microplus (Canestrini, 1887) é um artropode pertencente a
ordem Acarina, subordem Ixodides, familia Ixodidae, subfamilia Rhipicephalinae.
Sao ectoparasitas hematofagos obrigatérios de vertebrados, preferencialmente de
bovinos, sendo comumente conhecidos como “carrapatos do boi”, embora

possam parasitar outros animais domésticos e selvagens.
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Os carrapatos do género Boophilus passam por quatro estadios de
desenvolvimento (ovo, larva, ninfa e adulto), exigindo apenas um Unico
hospedeiro para o seu desenvolvimento. Seu ciclo de vida pode ser dividido em
duas fases, uma de vida livre e uma de vida parasitaria. Na fase de vida livre, as
fémeas depois de fecundadas e ingurgitadas (teledginas), desprendem-se do
corpo do hospedeiro, caem no solo e procuram um local para a postura. A
duracao do periodo entre a queda e a postura do primeiro ovo é de cerca de 3 a
40 dias, dependendo das condicbes de temperatura e umidade. O periodo de
postura dura cerca de 15 a 20 dias e cada fémea pode produzir cerca de 3000 a
4000 ovos. Quando estdao pondo seus ovos, as fémeas sdo chamadas de
quendginas.

Os ovos sao pequenos, ovais e de cor ambar e sdo recobertos por uma
secrecao que os mantém unidos e protegidos da dessecacgédo (BITTENCOURT,
2000). Passam por um periodo de incubacgao de cerca de 25 dias, no verao, ou 80
dias, no inverno, antes de eclodirem as larvas, denominadas hexapodas. As
primeiras larvas sdo chamadas de neolarvas e estas se tornam infestantes apés 4
a 6 dias quando migram para as extremidades da vegetagao para localizar um
hospedeiro. Encontrando seu hospedeiro, as larvas fixam-se nas regides de pele
mais fina e realizam hematofagia para iniciar o processo de ecdise,
transformando-se em ninfas octopodas. Em seguida, realizam nova hematofagia e
desenvolvem-se em adultos machos (gonandros) ou fémeas (nedginas). Os
machos adultos nunca permanecem no mesmo local e podem ser encontrados
préximos as fémeas. Estas, depois de fecundadas, continuam se alimentando de
sangue (sendo chamadas de partendginas) até se tornarem completamente
ingurgitadas, recomegando o ciclo (Figura 2) (NUNES et al.,, 1972; FORTES,
1987). Todas as fases do ciclo de desenvolvimento do carrapato sdo dependentes
de condi¢des climaticas, como temperatura e umidade, inclusive o periodo de
tempo que as larvas sobrevivem sem se alimentarem na vegetacéo, o qual pode

chegar até 6 meses.
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Acasalamento:
Apds o acasalamento a fémea

aumenta de volume cerca de 200x

Nedgina Gonandro

Dimorfismo sexual @ %—j Partenégina
7 dias . ;

Teledgina

Cai no solo e faz a postura, apos

3 dias, em condigdes favoraveis

Larvas

Ovos

As larvas, por geotropismo - e fototropismo +,
migram para a extremidade do pasto a espera

de um hospedeiro suscetivel (bovino).

Figura 2. Ciclo de vida do carrapato Boophilus microplus (LUBECK, 2004).

Carrapatos da espécie B. microplus sao de grande importancia econémica
para a pecuaria nacional (GONZALES, 1993), pois, devido ao seu alto
hematofagismo (cada fémea pode sugar cerca de 2ml de sangue do seu
hospedeiro), grandes infestagbes podem provocar anemia, levando a perda de
peso, baixa produtividade de carne e leite e até a morte. O efeito de B. microplus
na perda de peso corporal dos bovinos da regido de Bagé/RS foi verificado por
ALVES-BRANCO et al. (1987), ressaltando que ha um aumento de peso corporal
de cerca de 27,2 Kg em animais Hereford banhados em relagdo aos animais nao-
banhados com carrapaticidas, confirmando os prejuizos provocados aos bovinos
pelo carrapato. Além da perda de peso, infestagdes intensas causam outras

injurias como, irritacdo da pele e ainda provocar inquietagdo e desvalorizagdo do
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couro. O carrapato também pode atuar como vetor de agentes patogénicos, como
Babesia bigemina, Babesia bovis e Anaplasma marginale, agentes causadores da
tristeza parasitaria bovina, babesiose e anaplasmose, doengas que causam alta
taxa de mortalidade nos rebanhos bovinos e sido fatores limitantes para a
comercializacao dos animais.

B. microplus é originario da Asia e é encontrado em torno dos paralelos 32°
Norte (que passa ao sul dos Estados Unidos) e 32° Sul (préoximo ao municipio de
Rio Grande/RS). No Brasil, € encontrado em quase todos os estados com
excecgao de algumas regides do Rio Grande do Sul e do sertdo nordestino, visto
que as condi¢des climaticas do Brasil sdo bem favoraveis ao desenvolvimento de
B. microplus durante a maior parte do ano (REVISTA ANGUS, 2004). O Brasil
possui 0 maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com cerca de 170
milhdes de cabecas, sendo 140 milhdes exploradas para a producido de carne e
30 milhdes para a produgao de leite (MARTINEZ et al., 2004). O Rio Grande do
Sul contribui com aproximadamente 11 milhdes de cabegas de gado destinadas a
bovinocultura de corte (ALVES-BRANCO, 2000). As perdas provocadas pelos
ectoparasitas provocam reducdes drasticas nas produgdes de carne e leite. O
Brasil deixa de produzir 26 milhdes de arrobas de carne/ano e 4 milhdes de litros
de leite/ano, refletindo prejuizos da ordem de R$ 2,24 bilhdes (MARTINEZ et al.,
2004). Além disso, a infestagdo por carrapatos e bernes contribui
significantemente para a perda de qualidade do couro, sendo que somente 8% do
couro é comercializado como de primeira qualidade. Além destas perdas, estima-
se que os gastos anuais com produtos quimicos para combate aos parasitas
sejam da ordem de R$ 800 milhdes (MARTINEZ et al., 2004). A estimativa é de
que, no Brasil, o B. microplus provoque um prejuizo de aproximadamente US$ 1 a
2 bilhdes anuais, incluindo consumo com acaricidas, instalagbes e equipamentos
para tratamentos, perdas da producdo de carne e leite, mortalidade e
investimentos para controle de doencas como babesiose e tristeza parasitaria
bovina (REVISTA ANGUS, 2004).

1.3.1. Métodos de Controle
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Atualmente, o controle de B. microplus se da por aplicagao de produtos
quimicos injetaveis ou por banhos. Entretanto, o uso intenso e desordenado
destes produtos quimicos pelos produtores rurais, algumas vezes sem orientagéo
técnica, faz surgir cepas de carrapatos resistentes aos acaricidas, além de
provocar poluicdo do meio ambiente. O desenvolvimento de resisténcia aos
acaricidas pelos carrapatos € um grande problema mundial, visto que o
desenvolvimento de resisténcia a uma classe de acaricida leva a introducédo de
uma nova classe para minimizar o problema. Os carrapaticidas podem ser de
contato ou sistémicos e os grupos quimicos estao listados na Tabela 2.

Os primeiros grupos de carrapaticidas quimicos utilizados foram os
compostos clorados, na década de 40. Em seguida, com o surgimento de cepas
resistentes, surgiram os compostos organofosforados que também, devido ao seu
uso intenso, culminou com o aparecimento de resisténcia, e foram substituidos
por outros compostos, como os piretréides e formamidinas. A deteccado de cepas
de B. microplus resistentes a organofosforados foi comprovada por testes
bioquimicos (BAXTER et al., 1999; VILLARINO et al., 2002) e a resisténcia de
cepas a piretroides foi relatada por MENDES et al. (2001). Atualmente, os mais
recentes grupos de produtos quimicos disponiveis para controle do carrapato séo
formamidinas e avermectinas (LEAL et al., 2003). Além do desenvolvimento de
resisténcia aos acaricidas pelos carrapatos, métodos quimicos de controle estao
relacionados com eventuais danos causados pela contaminacao residual da carne
e do leite e poluicdo do meio ambiente, além do alto custo (CASTRO & NEWSON,
1993).

A procura por novas alternativas de controle do carrapato B. microplus se
torna uma necessidade crescente devido a exigéncia do mercado de consumo por
alimentos cada vez mais livres de residuos quimicos e por produtos que nao
contaminem o meio ambiente, além dos altos custos gerados pelo controle
quimico. Dentre os métodos alternativos promissores para o controle de
carrapatos, podemos citar o controle imunoldgico pelo desenvolvimento de
vacinas (BOUE et al., 1999; JONSSON et al.,, 2000; LEAL et al.,, 2003) e o
controle biolégico por fungos entomopatogénicos (KAAYA & HASSAN, 2000;

GINDIN et al.,, 2002). Possivelmente, as desvantagens do controle quimico
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poderao ser minimizadas com o0 uso de novas estratégias de controle como o
controle biologico.

Tabela 2. Produtos quimicos utilizados para o controle do carrapato Boophilus microplus.

Grupo Quimico Principio ativo Mecanismo de acao Classificacéo
Organofosforados Clorpiriflés, Diclorvos, Inibicdo da De contato
Malation, Diazinon acetilcolinesterase
Carbamatos Carbaril Inibicao da De contato

acetilcolinesterase

Piretréides Flumetrina, Cipermetrina, Inibicdo de sddio e De contato
Deltametrina potassio no SN*

Diamidinicos e Imidazinas (Amitraz) Inibicdo da monoamino De contato
Formamidinas oxidase (MAO)

Fenilpiralozona Fipronil Em nivel do GABA** De contato

Benzonilfenilurea Fluaruzon Inibidores de crescimento Sistémico

Avermectinas Abamectin, lvermectin, Em nivel do GABA Sistémico

Doramectin, Moxidectin
Dados compilados de GONZALES (1993); BALDINI et al. (1999); FURLONG & PRATA

(2003).

*SN: sistema nervoso; **GABA: acido gama amino butirico.

1.3.1.2. Controle Biolégico

Apesar de existirem muitos predadores de carrapatos, como algumas
espécies de formigas, aranhas e aves (BITTENCOURT, 2000; SAMISH &
REHACEK, 1999), pesquisas com o uso de microrganismos para o controle
biolégico de carrapatos ainda sao incipientes (SAMISH & REHACEK, 1999). Sao
relatados casos de infeccdo de espécies de carrapatos por nematéides, virus,
bactérias e protozoarios (BITTENCOURT, 2000; SAMISH & REHACEK, 1999), no
entanto, os fungos entomopatogénicos sao os principais patégenos de carrapatos
na natureza e s&o o0s organismos mais frequentemente utilizados para seu
controle biolégico (KAAYA & HASSAN, 2000; GINDIN et al., 2002). Entre os
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fungos entomopatogénicos avaliados para controle de carrapatos, encontra-se M.
anisopliae e Beauveria bassiana, como o0s mais patogénicos, causando
mortalidade para B. microplus (FRAZZON et al., 2000), B. annulatus, Hyalomma
excavatum e Rhipcephalus sanguineos (SAMISH et al., 2001; GINDIN et al.,
2002) e Amblyomma maculatum e A. americanum (KIRKLAND et al., 2004).

M. anisopliae tem sido bastante utilizado no controle biolégico de insetos-
praga da agricultura e, nos ultimos tempos, sdo freqientes as pesquisas que
avaliam seu potencial para uso no controle biolégico de vetores de doencgas
animais, como o carrapato. Estudos laboratoriais sugerem que M. anisopliae
apresenta grande potencial para o controle do carrapato B. microplus, se tornando
uma potencial alternativa ao controle quimico. A reducédo da eclosdo de ovos e
aumento de mortalidade foram dependentes da concentracdo de conidios nos
resultados da avaliagdo da patogenicidade de M. anisopliae sobre ovos e larvas
de B. microplus realizados por BITTENCOURT et al. (1994), onde a mais alta taxa
de mortalidade (94,67%) e menor taxa de eclosdo dos ovos (6%), foram
encontradas quando os carrapatos foram infectados com uma suspensao de
conidios de 5,8 x 10° (conidios/ml). Da mesma forma, os efeitos de M. anisopliae
sobre fémeas e ovos de R. appendiculatus e A. variegatum evidenciaram alta taxa
de mortalidade e reducdo da fecundidade e eclosdo das larvas (KAAYA et al.,
1996) e também induziram 100% de mortalidade de larvas de Ixodes scapulares,
diretamente relacionada com concentragao de conidios (ZHIOUA et al., 1997). Os
efeitos de M. anisopliae sobre B. microplus in vitro e a campo resultaram em alta
taxa de mortalidade de fémeas infectadas, desenvolvimento e esporulagdo do
fungo sobre os carrapatos e redugcdo na taxa de oviposigdo, mas infelizmente,
pouca redugdo da populagédo de carrapato a campo (CORREIA et al., 1998;
MONTEIRO et al.,, 1998a). Alta infectividade e eficacia da patogenicidade de
diferentes isolados de M. anisopliae foram observadas em fémeas ingurgitadas de
B. microplus, comprovando assim a eficiéncia deste fungo (FRAZZON et al.,
2000; ONOFRE et al., 2001).

A rota de invasao de M. anisopliae, estudada por técnicas de microscopia,
tem sido amplamente descrita para insetos e pouco relatada para carrapatos.
Assim, ZACHARUK (1970b, c) descreveu a fina estrutura da invasédo de M.

anisopliae em larvas de uma espécie de Coleoptera, sugerindo que a penetragao
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da epicuticula apesar de ser facilitada por pressdo mecéanica, € um evento
primariamente enzimatico, diferentemente da penetracdo da procuticula que é
ocasionada por separacdo mecanica da lamina cuticular e fibrilas e, apenas
facilitada por acao enzimatica. Analises por microscopia Optica, microscopia de
varredura e de transmissao evidenciaram uma extensa invasao de M. anisopliae
em Culex quinquefasciatus com formacgao de apressorio e subsequente reagao de
melanizagao pelo hospedeiro (LACEY et al., 1988). O uso de imunocitoquimica
ultraestrutural revelou que proteases e quitinases sdo produzidas pelo apressorio
durante o processo de penetragao de M. anisopliae na cuticula de Manduca sexta
(ST LEGER et al., 1996a, 1996b). Técnicas de microscopia de fluorescéncia e
eletrbnica identificaram que a infeccdo ocorre por germinacdo, formagédo do
apressorio, penetracdo e consequente colonizacido da hemocele do inseto pelo
fungo (VESTERGAARD et al., 1999). Entretanto, detalhes morfoldgicos sobre o
mecanismo de agao e da rota de invasao do fungo Metarhizium ssp. no carrapato
B. microplus sao bastante incipientes. O unico relato data de 1999, quando
BITTENCOURT et al. (1999a), observaram pela primeira vez, utilizando
microscopia eletrbnica de varredura, a formagédo de apressoério em B. microplus,
revelando que o mecanismo de penetragao na cuticula de B. microplus é bastante
semelhante ao relatado para os insetos. A visualizagdo de interagdes entre M.
anisopliae-B. microplus é importante para conhecer seu mecanismo e desta forma

possibilitar seu uso como agente de biocontrole.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

— Caracterizar o processo de infecgdo do fungo Metarhizium anisopliae isolado

E6 em carrapatos Boophilus microplus.

2.2. Especificos

— Analisar o processo de infeccédo por microscopia 6ptica;

— Analisar as etapas do processo mecanico de infecgdo por microscopia

eletrénica de varredura e de transmisséao;

— Caracterizar alteracbes morfologicas das estruturas de Metarhizium anisopliae

isolado E6 durante a penetragao por microscopia eletrénica de varredura;

— Avaliar a patogenicidade de Metarhizium anisopliae isolado E6 em ovos do

carrapato Boophilus microplus.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material Biologico

O isolado E6 de M. anisopliae var. anisopliae foi obtido da Escola Superior
de Agronomia Luiz de Queiroz (ESALQ). A suspensao de conidios foi obtida de
culturas esporuladas em placas de Petri com Meio de Cove completo (0,6%
NaNOs3, 1% glicose, 0,2% peptona, 0,05% extrato de levedura, 0,15% caseina,
2% agar), acrescido de 2% de solucado de sais (2,6% KCI, 2,6% MgSQ4, 7,6%
KH,PO4) e 0,04% de elementos tragos (0,04% Na;B407.7H20, 0,4% CuS0O4.5H,0,
0,01% FeSOy4, 0,8% MnS04.2H,0, 0,8% NaMnO4.2H,0, 0,8% ZnS0O4.7H,0). Os
conidios foram coletados das placas de Petri com solugéo de 0,01% Tween 80,
transferidos para tubos e centrifugados a 5000 rpm (centrifuga CENTRA MP4
International Equipment Company) ) por 10 min. O sobrenadante foi descartado e
os conidios foram lavados com agua destilada esterilizada, novamente
centrifugados e entdo mantidos em solugcdo de glicerol 10%. A contagem dos
conidios foi realizada em camara de Neubauer. Antes do bioensaio, a suspensao
de conidios foi ajustada para a concentracdo de 1x10® conidios.ml”" com agua
destilada esterilizada.

Fémeas ingurgitadas do carrapato B. microplus foram obtidas da criagdo de
bovinos da Faculdade de Veterinaria da UFRGS. Para obtencdo dos ovos,
fémeas ingurgitadas foram acondicionadas em placas de Petri e incubadas em
camara de germinagédo (TE-401 TECNAL) a 28°C, com cerca de 90% umidade

durante 14 dias, para completa oviposicao.
3.2. Bioensaios

Fémeas de B. microplus ou 0,5 g de ovos de B. microplus foram lavados
em série de banhos em solugdo de hipoclorito de sddio, solugéo salina 0,87%
esterilizada e agua destilada esterilizada. Para o bioensaio, as teledginas ou os
ovos foram mergulhados em suspensao de conidios (1x10® conidios. mI™") por 30

s, posteriormente acondicionados em camara umida (> 90% umidade) e
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incubados em camara de germinagéo (TE-401 TECNAL) a 28°C, para observagdo
do desenvolvimento do fungo (Figura 3). Os carrapatos foram coletados com 1, 2,
3 e 4 dias (24, 28, 72 e 96 horas) apos a inoculagdo do fungo e os ovos foram
coletados 2, 3, 4, 10, 15 e 20 dias apdés a inoculagdo. Posteriormente, as
amostras foram processadas para as analises microscopicas. O grupo controle foi
imerso apenas em solugdo de hipoclorito de sodio, solugdo salina e agua

destilada esterilizada e mantido nas mesmas condigdes do grupo tratado.

i pr
’ Telebginas

—_—
\. 4
Hipoclorito Q’
Solucéo
salina Agua
destilada

B

Suspenséao
de conidios

Voo
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Figura 3. Metodologia utilizada para o bioensaio.



89

3.3. Andlises Microscopicas

Todo material processado, tanto para microscopia Optica quanto para
microscopia eletrénica, foi fixado overnight em 2% glutaraldeido, 2%
paraformaldeido em tampao cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2 acrescido de 3% de

sacarose.

3.3.1. Microscopia Optica (MO)

Os carrapatos infectados e controles foram fixados inteiros, desidratados
em gradiente de etanol (50 a 95%), embebidos e incluidos em resina (Leica
Historesin Embedding Kit). Os cortes foram feitos com espessura de 3 um e
corados com PAS (acido periodico-Schiff)-verde luz. O PAS ¢é um tipo de corante
gradativo, utilizado como método histoquimico para detec¢cédo de polissacarideos
neutros e glicoproteinas corando bem nitidamente a parede celular do fungo,
enquanto o verde-luz é apenas utilizado como contra-coloracio. A reacido de PAS

foi realizada seguindo a seguinte técnica:

Técnica do PAS-Verde Luz (PEARSE, 1961).

— Oxidar o material com acido peridédico 1% por 20 min
— Lavar rapidamente com agua destilada

— Tratar com Reativo de Schiff por 3 a 5 min

— Lavar por 10 min em agua corrente

— Contra corar com verde luz por 30 seg

— Lavar em agua corrente

— Secar e montar com entellan

3.3.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Carrapatos inteiros e ovos, infectados e controles, foram fixados overnight,
lavados por 4 vezes, 15 min cada, em tampao cacodilato de sédio 0,1 M e
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submetidos a desidratacdo em série gradual de acetona (30, 50, 70, 90% por 30
min cada e 2 vezes 100% por 30 min cada para amostras de carrapatos e 30, 50,
70, 90%, por 15 min cada, e 2 vezes 100% por 10 min cada, para amostras de
ovos). Apos este procedimento, as amostras foram secas ao ponto critico,
utilizando-se o aparelho Critical Point Dryer (CPD 030 Baltec), coladas em
suportes de aluminio (stubs) e levadas ao aparelho Sputter Coater (SCD 050
Baltec), para serem cobertas com uma pelicula de ouro e em seguida analisadas
ao microscopio de varredura Jeol JSM 5800, pertencente ao Centro de

Microscopia Eletrénica da UFRGS a uma voltagem de 20 kV.

3.3.3. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As cuticulas dos carrapatos infectados e controles foram dissecadas sob
estereomicroscopio (STEMI 2000C Zeiss) e em seguida fixadas em solugéo
fixadora (2% glutaraldeido, 2% paraformaldeido em tamp&o cacodilato de sédio
0,1 M pH 7,2 acrescido de 3% de sacarose). Apos fixagdo, as cuticulas foram
pos-fixadas por 1 h em tetréxido de 6smio 1% , lavadas por 4 vezes de 15 min em
tampéo cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2 e contrastadas overnight com 0,5%
acetato de uranila aquoso. Posteriormente, as amostras foram lavadas por 2
vezes de 5 min em agua destilada e desidratadas em série gradual de acetona
(30, 50, 70, 90%, por 15 min cada, e 100% por 2 vezes, 10 min cada). A infiltragdo
das amostras foi efetuada gradualmente, utilizando a resina Spurr com baixa
viscosidade (SPURR, 1969). Desta forma, as amostras foram embebidas em série
gradual de acetona 100%:resina nas concentragbes de 1:2, 1:1 e 2:1 (v/v) por
cerca de 6 h cada, a temperatura ambiente, seguindo-se 2 banhos de resina pura.
Apos a infiltragdo, as amostras foram incluidas em resina pura e os blocos foram
polimerizados por cerca de 16 h a 70°C. Os blocos preparados foram cortados em
ultramicrétomo (Leica Ultracut UCT). Cortes semifinos de 800 a 1000 nm foram
realizados utilizando navalha de vidro, colocados sobre ldmina de vidro e corados
com azul de toluidina 1% e fucsina basica 1% - borato de sdodio 1:1 (v/v), para
rastreamento do material ao microscopio 6ptico. Em seguida, foram feitos cortes

ultrafinos de 70 nm que foram colocados em telas de cobre de 200 mesh,
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contrastados com acetato de uranila aquoso 2% por 20 min e citrato de chumbo
por 30 min. Depois de secos os cortes foram analisados no microscopio eletrénico

de transmissao Jeol 2010, do Centro de Microscopia da UFRGS.



4. RESULTADOS

4.1. Infeccao do Carrapato Boophilus microplus

4.1.1. Microscopia Optica (MO)

A observagao macroscopica dos carrapatos-controle e tratados mostrou a
intensa capacidade de infeccdo do isolado E6 de M. anisopliae sobre o carrapato
B. microplus (Figura 4). Apés 72 h de infeccdo, a superficie da cuticula do
carrapato apresentou varios conidios em fase de germinagdo e colbnias
desenvolvidas com projecoes de hifas bem visualizadas sob estereomicroscopio
(Figuras 4B e C). Com a evolugao da infecgdo, o fungo se desenvolveu no interior
do hospedeiro até a completa colonizagdo e consequente exteriorizagdo. Aos 16
dias pos-infecgao, o fungo que penetrou na cuticula do hospedeiro emergiu para a
superficie do tegumento do carrapato, resultando em um processo chamado de
“‘mumificagao”. Este processo é caracterizado pela completa invasdo do fungo na
superficie do carrapato e subsequente produgdo de conidios pelo fungo. Estes
conidios, quando no meio ambiente, poderdo ser disseminados e reiniciar um
novo ciclo de infec¢ao (Figura 4D).

Analises em nivel de MO de carrapatos-controle identificaram as camadas
constituintes da cuticula. O tegumento do carrapato B. microplus é constituido
pela cuticula, células epidérmicas e membrana basal. A cuticula apresentou trés
camadas bastante evidenciadas nos cortes de MO, a epicuticula, a exocuticula e
a endocuticula (Figura 5). A epicuticula € uma camada delgada, destituida de
quitina, que recobre externamente a exocuticula e a endocuticula. A exocuticula e
a endocuticula formam a procuticula e sao constituidas principalmente de
proteinas e quitina. Na endocuticula, os polissacarideos (provavelmente quitina)
sdo evidenciados pela cor majenta pela reagdo histoquimica de PAS.
Normalmente as fibras de quitina e proteina estdo arranjadas em camadas

repetidas mostrando uma estrutura elaborada e orientada denominada de lamela.
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Varias células epidérmicas sao visualizadas abaixo da cuticula e sustentadas pela

membrana basal.

Figura 4. Infeccdo de teledginas do carrapato Boophilus microplus com Metarhizium
anisopliae. A) Controle negativo. B) Apds 3 dias de infecgao com Metarhizium anisopliae
isolado E6. C) Detalhe da cuticula do carrapato apos 3 dias de infecgcdo mostrando a
presenga de col6nias (seta). 8X. D) Apds 16 dias de infecgdo, evidenciando a
exteriorizagédo do fungo, mumificagdo do carrapato e producéo de esporos.
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EPI

Figura 5. Fotomicrografia do tegumento do carrapato Boophilus microplus controle
evidenciando as camadas da cuticula. 640X. EPI: epicuticula. EXO: exocuticula. ENDO:
endocuticula. PRO: procuticula. CE: células epidérmicas. PAS-verde luz.

O intenso processo de infeccdo do carrapato B. microplus pelo fungo M.
anisopliae nas amostras tratadas evidencia que o fungo invade seu hospedeiro
pela penetragao direta da cuticula (Figura 6). Apds a formagao da estrutura de
penetracado o fungo penetrou a epicuticula e se desenvolveu abaixo desta (Figura
6A). As hifas continuaram seu alongamento através das camadas sucessivas da
procuticula e invadiram a hemocele e tecidos adjacentes. Os cortes de carrapatos
tratados mostraram grande quantidade de hifas penetrando na cuticula e
cavidades do corpo. A parede celular do fungo foi intensamente positiva pela
reacao de PAS e foi identificada na cuticula pela coloragdo magenta. Em geral, os
fungos apresentam a parede das hifas rica em polissacarideos, tal como a quitina,
que apresentam uma intensa reagao com o acido periédico-Schiff. Reacdo PAS
positiva foi observada nas Figuras 6B, C e D, onde se visualiza intensa

quantidade e desenvolvimento de hifas de M. anisopliae sobre o tegumento do
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carrapato (Figura 6B), inclusive penetrando através deste e invadindo o tecido
subjacente (Figuras 6C, D). Algumas vezes, a intensa quantidade de hifas no
interior da procuticula e entre a pro e a epicuticula, promoveu a formagao de uma
projecéo na superficie da cuticula (Figura 6A) e uma desordem de toda estrutura
das suas camadas (Figuras 6C, D). O extenso desenvolvimento das hifas de M.
anisopliae entre a epi e a procuticula e a intensa invasao destas hifas em todo o

tecido subjacente e cavidades do corpo de B. microplus podem ser visualizados

na Figura 6D.

Figura 6. Fotomicrografia da cuticula do carrapato Boophilus microplus infectado com
Metarhizium anisopliae. A) 200X. B, C e D) 640X. Setas: hifas de Metarhizium anisopliae.
PAS-verde luz.
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4.1.2. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Uma visdo geral dos carrapatos-controle e tratados na Figura 7. A
preservacdo da estrutura do tegumento do carrapato controle é mostrada na
Figura 7A e a presenga de varias ondas irregulares na superficie da cuticula é
evidenciada na Figura 7C. Diferentemente, os carrapatos inoculados com M.
anisopliae apresentaram-se murchos (Figura 7B) e com intenso desenvolvimento
de hifas na superficie da cuticula infectada, frequentemente formando um micélio
denso na superficie do hospedeiro (Figuras 7D e 8A).

As analises de MEV mostraram que os conidios de M. anisopliae isolado
E6 foram capazes de se aderir e germinar em qualquer local na cuticula de B.
microplus (Figura 8A) e que, algumas vezes, estes conidios aderiram em locais
diferentes do tegumento, tais como as patas (Figura 8B). O primeiro sinal de
germinacao foi o aparecimento de um tubo germinativo em um dos pdlos do
conidio. Cada conidio produziu um unico tubo germinativo, sendo que houve
variagdo do seu comprimento antes da formagcao do apressorio. Desta forma,
alguns conidios produziram um pequeno tubo germinativo (Figura 9A), enquanto
outros conidios produziram um tubo germinativo moderadamente longo, que se
desenvolveu sobre a superficie da cuticula (Figura 9B). O apressorio, com forma
globosa foi produzido na extremidade distal do tubo germinativo e seu tamanho foi
similar ao do conidio (Figura 9B). Alguns apressorios apresentaram-se cobertos
por uma fina e amorfa camada de mucilagem que aderiu firmemente o apressorio
ao tegumento do carrapato (Figuras 9C, D e E). Algumas vezes, alguns tubos
germinativos penetraram diretamente na cuticula sem se diferenciar em
apressorio (Figura 9F).

Os conidios germinaram e iniciaram seu crescimento na superficie da
cuticula do hospedeiro com cerca de 24 h apds a inoculagdo, sendo que o
processo de germinacao continuou até 48 h apds a inoculagdo com o fungo. Apés
48 h de infecgdo, os conidios apresentaram-se aderidos a superficie do
hospedeiro (Figura 10A) e o processo de infecgéo foi continuado pela germinagao
dos conidios e formacédo do apressoério (Figura 10B). Algumas vezes neste

periodo, observaram-se alguns apressorios penetrando na cuticula do
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hospedeiro. O apressério penetrou através da cuticula por um processo mecanico
(pressao do apressorio sobre a cuticula) e por um processo enzimatico (produgao
de enzimas que digerem a cuticula do hospedeiro e facilitam a penetracéo). Este
processo enzimatico pode ser evidenciado por um halo de degradagao ao redor
do apressorio presente na cuticula do hospedeiro (Figuras 9A e 10B). Apesar da
penetracao ter iniciado apds 24 h da inoculagdo do fungo, a penetragdao mais
intensa foi observada apds 72 h de infeccdo, quando a maioria dos conidios
germinou na superficie do hospedeiro e formou longos tubos germinativos que
colonizaram toda a cuticula (Figura 10D). Apds penetrar a cuticula, as hifas
invadiram as cavidades do corpo do carrapato, onde proliferaram. A superficie
interna da cuticula do carrapato apds 48 h de infeccdo, mostrando a penetragao
das hifas, pode ser visualizada na Figura 10C. Apdés 96 h de infeccdo, se
observou extenso crescimento de hifas sobre a superficie da cuticula (Figura
10E). Neste mesmo tempo, as hifas iniciaram o crescimento de volta para a
superficie, emergindo da hemocele do carrapato para a superficie da cuticula
(Figura 10F). N&do se observou um ponto especifico de emergéncia do fungo na
cuticula do hospedeiro.

Os processos mecanicos e enzimaticos que promovem a penetracao direta
do fungo na cuticula do carrapato s&o detalhados nas Figuras 11A a D. Em varios
locais se observou uma suave depressao na cuticula do hospedeiro na regido de
penetracao do apressorio (Figuras 11A e B). Além do processo fisico de pressao
mecanica da hifa, a fase de penetracdo € acompanhada por um processo de
degradacgao enzimatica referente a produgcédo de enzimas hidroliticas, que podem
ser proteases, lipases e quitinases, liberadas pelo tubo germinativo durante a
penetracao da hifa . Desta forma, a porgédo terminal das hifas do fungo mostrou
um aspecto diferenciado, apresentando-se mais espessa e com aspecto mais
rugoso do que a porgao terminal das outras hifas presentes na cuticula infectada
(Figuras 11C e D). Provavelmente, esta morfologia reflete a presenca de enzimas
que sao secretadas pela hifa ou, ainda, representa a elevada atividade metabdlica
deste local, apos a formacgao do apressorio. Este evento nunca foi descrito antes

por técnicas de microscopia eletrénica de varredura.
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Figura 7. Eletromicrografia de varredura de carrapatos Boophilus microplus controle e
tratado com Metarhizium anisopliae. A e C: controle. B e D: apds 24 h de infecgéo. A e B:
Bar=800um: C e D: Bar= 50um.

Figura 8. Eletromicrografia de varredura da cuticula dissecada do carrapato Boophilus
microplus apés 48 h de infeccdo com Metarhizium anisopliae. A) Regido dorsal
evidenciando varias colénias de Metarhizium (C). B) Regido ventral evidenciando o
desenvolvimento do fungo na perna (P) do carrapato. Bar=200um.
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Figura 9. Detalhe da formagao do tubo germinativo, apressorio e penetragdo das hifas de
Metarhizium anisopliae na superficie do carrapato Boophilus microplus. A) Curto tubo
germinativo (GT) e degradacdo enzimatica (ED). Bar=2um. B) Longo tubo germinativo.
Bar=2um. C, D E e F) Processo de penetracdo. C e F: Bar= 1um. D e E: Bar=2um. MC:
camada de mucilagem. AP: apressério. CO: conidio.
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Figura 10. Eletromicrografia de varredura de carrapatos Boophilus microplus infectados
com Metarhizium anisopliae. A e B) 24 h pds-infecgao. Bar= 2um e 1um respectivamente.
C) Parte interna da cuticula 48 h pds-infecgdo, evidenciando a penetragao das hifas.
Bar=10um. D) 72 h pods-infeccao. Bar=10um. E e F) 96 h pés-infecgdo. Bar=100um e
10um respectivamente. CO: conidio. ED: degradagcédo enzimatica. GT: tubo germinativo.
H: hifa.
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Figura 11. Detalhe da penetragdo direta por pressdo mecéanica (MP) e degradacao
enzimatica (ED) da hifa de Metarhizium anisopliae na cuticula de Boophilus microplus. A:
Bar= 5um. B e C: Bar= 2um. D: Bar= 1um. H: hifa.

4.1.3. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Os cortes ultrafinos de amostras controle evidenciaram algumas das
camadas do tegumento do carrapato, como mostrado por microscopia Optica.
Foram distinguidas duas camadas, a exocuticula e a endocuticula (Figura 12). A
exocuticula apareceu como uma camada nao-lamelar, constituida de material
amorfo em toda a sua espessura (Figura 12A), enquanto a endocuticula
apresentou-se constituida por lamelas, que foram visualizadas como regides
pouco eletrondensas, envolvidas por um denso material granular (Figura 12).
Estas lamelas sao formadas pela estrutura quitina-proteina e as regides nao

eletrondensas sao consideradas regides onde existem microfibrilas de quitina,
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enquanto as regides mais eletrondensas, semelhantes a um material granular,
sado consideradas regides da matriz protéica. O limite entre e a endocuticula e a
camada de células epidérmicas foi visualizado na regido basal, sendo que as
células epidérmicas mostraram mais eletrondensidade do que a regido da

endocuticula (Figura 12B).

Figura 12. Eletromicrografia de transmissao da cuticula do carrapato Boophilus microplus
controle. A) regido apical e B) regido basal. EXO: Exocuticula. ENDO: Endocuticula. CE:
Células epidermais. MGE: material granular eletrondenso.
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A presengca do fungo aderido a epicuticula do carrapato pdde ser
visualizada em todos os tempos de tratamento avaliados (Figuras 14, 15, 16, 18 e
23A).

Estruturas semelhantes aos conidios puderam ser Vvisualizadas na
superficie da cuticula do carrapato (Figura 13). Estas estruturas apresentaram
diferencas na sua morfologia, provavelmente devido aos varios estagios de
desenvolvimento (germinagao e formagao do apressorio) durante o processo de
infeccdo. Alguns conidios apresentaram parede celular composta por duas
camadas, denominadas de parede primaria do esporo e parede secundaria do
esporo (Figura 13A). A parede primaria do esporo apresentou-se como uma
camada mais interna, aparentemente amorfa e eletrontransparente. Externamente
a esta camada nota-se a parede secundaria do esporo, como uma fina camada
bastante eletrondensa e irregular. Segundo ZACHARUK (1970a), a maioria dos
conidios apresenta uma terceira camada, fina, transparente e coberta por lipidios,
e esta ndo foi bem visualizada nos conidios observados na Figura 12A. O
citoplasma destes conidios apresentou grande quantidade de mitocéndrias com
numerosas cristas (Figuras 13A, B). O nucleo esférico foi bem evidenciado,
embora este nado tenha apresentado membrana nuclear visivel (Figura 13A).
Aparentemente, estes conidios ndo estdo dormentes, mas sim em fase de
germinagdo. Conidios dormentes apresentam no seu citoplasma nucleos
esféricos e centrais, varias pequenas mitocdndrias e dois granulos de lipidios
grandes e eletrondensos em cada lado do nucleo. A medida que a germinacéo
transcorreu, apareceram no citoplasma do conidio grandes vacuolos contendo
granulos grosseiros (Figura 13C), sendo que, ao final do processo de germinacéo,
0 vacuolo preencheu completamente o conidio e este se tornou vazio (Figura
13D). Em alguns conidios, observou-se um leve desprendimento da membrana
plasmatica da parede do conidio em consequéncia do processo de germinagéo e
a presencga de estruturas membranosas (semelhantes aos lomassomos descritos
por ZACHARUK, 1970a), observadas entre a membrana plasmatica e a parede da
hifa (Figura 14). Outros conidios localizados na superficie da cuticula

apresentaram estruturas vesiculadas semelhantes aos dictiossomos (Figura 15).
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Figura 13. Ultraestrutura de diferentes estagios de desenvolvimento (germinagao) dos
conidios de Metarhizium anisopliae presentes na superficie da cuticula de Boophilus
microplus. A e B) Detalhes do conidio evidenciando as camadas que formam a sua
parede : parede primaria do esporo (PPE) e parede secundaria do esporo (PSE).. A
presenga de grande vacuolo contendo material eletrondenso pode ser visualizado em C
e, um conidio vazio, apds o término da germinagdo pode ser visualizado em D. M:
mitocéndria. N: nucleo. V: vacuolo.
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Figura 14. Ultraestrutura das células apressoriais de Metarhizium anisopliae na superficie
da cuticula de Boophilus microplus com 24 h de infecgdo. Notar o desprendimento da
membrana plasmatica da parede do conidio em consequéncia da germinagéao (seta) e a
presenca de estruturas membranosas (semelhantes aoslomassomos) (LO) formadas
entre a membrana plasmatica e a parede da hifa. M: mitocéndria. MC: camada de
mucilagem. PRO: procuticula. EPI: epicuticula.

Figura 15. Eletromicrografia de transmissédo dos conidios de Metarhizium anisopliae na
superficie da cuticula de Boophilus microplus com 24 h de infeccdo. Evidenciar a
presenca de estruturas semelhantes aos dictiossomas (setas) que aparecem como
estruturas lamelares em A e B.
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A presenca de uma estrutura mucdéide, amorfa e bastante eletrondensa foi
observada na regidao de adesdao do fungo préximo a epicuticula (Figura 16).
Entretanto, em outras regides, essa camada de mucilagem apresentou-se menos
eletrondensa e o fungo apareceu completamente envolvido por uma intensa
quantidade de mucilagem (Figuras 14 e 17). Ainda, o citoplasma do fungo, nestes
cortes, apresentou varias mitocondrias, contendo cristas esparsas, e grande
quantidade de ribossomos. Como o apressorio é caracterizado por apresentar
uma espessa camada de mucilagem, que facilita a adesdo do fungo, e certa
quantidade de mitocOndrias, pode-se sugerir que esta regidao faga parte do
apressorio (Figuras 14 e 17). Em outros locais, pode-se evidenciar o espaco
existente no ponto de unido entre o fungo (regido da célula apressorial) e
endocuticula (Figura 18).

Estas estruturas semelhantes ao apressorio (Figuras 14 e 17) e as
diferentes morfologias do conidio, inclusive mostrando seu esvaziamento, foram
observadas nos cortes com 24 h de infecgdo. Neste mesmo tempo, observou-se a
presencga de alguns corpos de hifas no interior da procuticula, indicando que, a
partir de 24 h de infecgao, ocorre a penetragao das hifas no hospedeiro (Figuras
16C, D, E), desta forma, comprovando o que foi mostrado anteriormente com as
analises por microscopia de varredura. Estas pequenas hifas apresentaram-se
bem distintas do restante da cuticula, sendo distinguidas pela evidente parede
celular. O citoplasma apresentou grande quantidade de ribossomos e a presenca
de uma estrutura semelhante ao dictiossoma, ndo sendo visualizadas
mitocdndrias nestes cortes (Figura 16E).

Com o transcorrer do processo de infec¢do o fungo invadiu completamente
a cuticula, sendo que, apos 48 h de infeccado, observou-se o desenvolvimento de
varias hifas (corpos hifais) na procuticula do carrapato (Figura 19). Estas hifas,
com forma alongada estavam, em sua maior parte, localizadas proximas a
epicuticula e aparentemente distribuidas em camadas. Algumas hifas
apresentaram-se bem desenvolvidas dentro da procuticula, inclusive com a
presenca de septos (Figura 19). Os septos das hifas sdo formados quando uma
nova hifa é formada. Um septo completo foi visualizado em um corpo de hifa
recém desenvolvido na procuticula (Figura 20A). Pequenas estruturas

eletrondensas, semelhantes a granulos de lipidios (ou granulos de Woronin),
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foram observadas em cada um dos lados do septo e préximo ao poro septal
(Figura 20B, C). Em corte transversal de outros corpos de hifas, evidencia-se a
presenca de estruturas semelhantes aos dictiossomas no seu citoplasma, rico em
ribossomos (Figura 21), que também foram evidenciadas no citoplasma do fungo
localizado na superficie da cuticula (Figura 15).

Como esperado, com o aumento do tempo de infeccdo houve um
consideravel desenvolvimento do fungo no interior da cuticula e, com 96 h de
infecgdo, observou-se uma intensa quantidade de corpos de hifas que penetraram
e se desenvolveram na procuticula, invadindo esta regido (Figura 22)
semelhantemente ao observado anteriormente por microscopia optica (Figura 6A).
As hifas localizadas na procuticula, neste tempo de infec¢ao, apresentaram-se em
diferentes estagios de desenvolvimento. Somente um nucleo foi observado nos
corpos de hifa e este foi normalmente menos denso que o citoplasma. Entretanto,
algumas hifas apresentaram o nucleo bastante granular, mais eletrondenso,
podendo indicar a alta atividade metabolica da célula (Figura 23A). Outras hifas
mostraram-se aparentemente destituidas de conteudo citoplasmatico, evidenciado
pela pouca eletrondensidade observada no citoplasma. Entretanto, nestas hifas,
ainda observa-se a presenca de mitocéndrias (Figura 23B). Detalhes dos corpos
de hifas podem ser visualizados na Figura 24. Em alguns destes pode-se
observar a divisdo nuclear, que provavelmente ocorre por constricdo do envoltério
nuclear (Figura 24A) e a presengca de mitocéndrias, reticulo endoplasmatico,
vacuolos e estruturas semelhantes aos dictiossomas (Figuras 24B,C, D). Devido a
invasdo e desenvolvimento do fungo no interior da cuticula do carrapato, uma
aparéncia diferente da procuticula, quando comparada com o controle, pode ser
evidenciada em alguns locais e essa diferengca é marcada pela presenca de

grande quantidade de vacuolos (Figura 25).
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Figura 16. Eletromicrografia de transmissao da cuticula do carrapato Boophilus microplus
apos 24 h de infecgdo com Metarhizium anisopliae. Notar em A e B, a aderéncia das hifas
na cuticula do carrapato e a presenca de uma camada de mucilagem (MC). Em C, D e E,
notar a presenga de hifas (H) que penetraram na procuticula (PRO) do carrapato. EPI:
epicuticula. N: nucleo.V: vacuolo.
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Figura 17. Eletromicrografia de transmissao do fungo Metarhizium anisopliae (isolado E6)
na cuticula do carrapato Boophilus microplus apés 24 h de infecgdo. Em A, M. anisopliae
aderido a cuticula do carrapato. Em B, detalhe da camada de mucilagem (MC) que adere
o fungo a cuticula. PRO: procuticula. M: mitocondria.
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Figura 18. Eletromicrografia da cuticula de Boophilus microplus com 24 h de infecgéao
com Metarhizium anisopliae evidenciando o regular espaco existente no ponto de unidao
entre o fungo (regido da provavel célula apressorial) e endocuticula (seta). PRO:
procuticula.

S

Figura 19. Eletromicrografia de transmissao da cuticula de Boophilus microplus com 48 h
de infeccdo com Metarhizium anisopliae isolado E6. Notar a grande quantidade de hifas
(H) na procuticula (PRO) devido ao intenso processo de infecgao do fungo. A seta indica
a epicuticula. S: septo.
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Figura 20. Eletromicrografia de transmissdo de um corpo de hifa presente na procuticula
do carrapato Boophilus microplus com 24 h de infeccdo com Metarhizium anisopliae. Em
A e B, evidenciar a presencga de septos (S), vacuolos (V) e granulos lipidicos (L). Em C,
um detalhe do septo, evidenciando a presenca do poro septal (P) e granulos com
caracteristicas lipidicas semelhantes aos granulos de Woronin (GL). PC: parede celular.

¥

Figura 21. Eletromicrografia de transmissdo de um corpo de hifa presente na cuticula de
Boophilus microplus apos 48 h de infecgdo com Metarhizium anisopliae. Em A, nota-se a
presencga de hifas (corpos hifais) no interior da procuticula (PRO). Em B, detalhe da hifa
evidenciando a presenga de estruturas semelhantes aos dictiossomas (D) e mitocdndrias
(M) no citoplasma. ENDO: endocuticula.
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Figura 22. Eletromicrografia de transmisséo da cuticula do carrapato Boophilus microplus
com 96 h de infeccao com Metarhizium anisopliae isolado E6 evidenciando o intenso
desenvolvimento de hifas (H) na procuticula (PRO).

Figura 23. Eletromicrografia de transmissdo dos corpos de hifas Metarhizium anisopliae
na cuticula de Boophilus microplus com 96 h de infecgdo. Em A, notar a intensa atividade
de alguns nucleos (N) das hifas que aparecem mais eletrondensos. Em B, evidenciar a
degradacao citoplasmatica de algumas hifas neste periodo de infecgao. M: mitocondria.
S: septo. EPI: epicuticula.
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Figura 24. Detalhes ultraestruturais da hifa de Metarhizium anisopliae na cuticula de
Boophilus microplus. Em A, notar o processo de divisao nuclear da hifa. Em B, C e D,
evidenciar a presenga de mitocondrias com cristas esparsas (M), estruturas semehantes
aos dictiossomas (D), vacuolos (V) e reticulo endoplasmatico (seta) no citoplasma da
hifa. N: nucleo.
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Figura 25. Eletromicrografia de transmiss&o da cuticula de Boophilus microplus infectada
com Metarhizium anisopliae evidenciando em A e B, a grande destruicdo da procuticula
ocasionada pela presencga de vacuolos (V) e hifas(H) na procuticula. EPI: epicuticula.
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4.2. Infecgao dos Ovos

Analises da infecgdo dos ovos de carrapatos B. microplus por M. anisopliae
foram realizadas por observagdo macroscoépica (Figura 26) e por microscopia de
varredura (Figura 27). M. anisopliae também ¢é capaz de infectar os ovos do
carrapato, pois, em analises macroscopicas, observou-se crescimento do fungo
na superficie dos ovos (Figura 26B), o que n&o foi observado no controle (Figura
26A). As analises por MEV confirmaram a hipotese de infecgao dos ovos (Figuras
27B, C e D e 28). Na Figura 28 podemos observar que os conidios de M.
anisopliae aderiram, germinaram e penetraram nos ovos do carrapato. Observou-
se a existéncia de camada de mucilagem aderindo os conidios a superficie dos
ovos e a formagdo de curtos tubos germinativos que terminaram penetrando na
superficie do ovo. A penetragdo do fungo na superficie dos ovos parece ter
iniciado apds 2 dias de infecgéo, pois apos este periodo, foram encontradas todas
as estruturas de penetracdo. Um pouco diferente da penetracdo na cuticula do
carrapato, que se inicia apos o primeiro dia de infecgdo. Apds 10 dias de infeccéo,
observou-se um grande desenvolvimento de hifas na superficie dos ovos,
indicando que este foi completamente colonizado pelo fungo (Figura 27D). Nos
ovos controle (Figura 27A) ndo se observou a presenga de M. anisopliae.

A ecloséo dos ovos foi observada tanto em ovos controle como infectados
com M. anisopliae. Praticamente todos os ovos do experimento controle eclodiram
apos um periodo de incubagdo de 12-14 dias em cdmara de germinagdo a 28°C
com umidade de cerca de 90%, enquanto que, os ovos tratados com M.
anisopliae n&o eclodiram quando incubado nas mesmas condi¢des e no mesmo
periodo de incubagao (Figura 29), indicando que, o fungo M. anisopliae, além de
infectar os ovos do carrapato, também reduz a eclosao dos ovos, sendo, portanto

uma maneira eficiente de controle bioldgico.
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Figura 26. Fotomicrografia dos ovos do carrapato Boophilus microplus. A) Controle. B)
Com 3 dias de infecgdo com Metarhizium anisopliae. 12,5X.

Controle. B, C e D) Com 3, 4 e 10 dias de infecgdo com Metarhizium anisopliae,
respectivamente. Bar=50pum.
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Figura 28. Eletromicrografia varredura dos ovos do carrapato Boophilus microplus com 2
dias de infeccdo com Metarhizium anisopliae. Notar a presenga de grande quantidade de
hifas, formacéo de apressorio (AP) e penetragdo do fungo na superficie dos ovos (seta).
A: Bar=50um. B, C e D: Bar=10um. E e F: Bar=2um. CO: conidio.
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Figura 29. Eclosdo dos ovos de Boophilus microplus controle (A) e tratados com
Metarhizium anisopliae (B).



5. DISCUSSAO

Nossos estudos por microscopia Optica e eletrbnica de transmisséo
revelaram que o tegumento de B. microplus é muito similar ao descrito para os
artrépodes (WIGGLESWORTH, 1972) e para os insetos em geral (CLARKSON &
CHARNLEY, 1996), sendo formado pela cuticula, células epidérmicas e
membrana basal. CLARKSON & CHARNLEY (1996) e CLARKSON et al. (1998),
observaram que a cuticula € uma camada acelular que contém duas camadas
principais, uma externa, a epicuticula, e uma interna, a procuticula. A epicuticula é
uma estrutura complexa e fina, que ndo possui quitina e é coberta por uma
camada de cera, que contém acidos graxos, lipideos e esterdis. A procuticula
forma a maior parte da cuticula e € composta por fibras de quitina e proteinas
arranjadas em camadas repetidas formando uma estrutura elaborada e orientada
denominada de lamela.

A cuticula de fémeas de B. microplus apresenta a capacidade peculiar de
expansdo, devido ao ingurgitamento durante o parasitismo. A morfologia
ultraestrutural de suas camadas foi estudada por HACKMAN & FILSHIE (1982)
em diferentes estagios de desenvolvimento. Estes autores observaram diferencas
na procuticula de fémeas, ninfas e adultas, e isto foi correlacionado com a
capacidade de estiramento da cuticula. Nossos resultados ultraestruturais sao
similares aos obtidos por HACKMAN & FILSHIE (1982), que observaram que
cuticulas de fémeas ingurgitadas apresentam uma marcante divisdo entre a epi e
endocuticula e que a endocuticula € composta por lamelas constituidas por
material amorfo envolvido por material granular eletrondenso. Estes autores ainda
sugerem que o material amorfo corresponde a microfibrilas de quitina e que o
material granular é a matriz protéica que envolve as microfibrilas de quitina.

O fungo entomopatogénico M. anisopliae invade seu hospedeiro
primariamente através da penetracao direta da cuticula, que é a primeira barreira
contra infeccdo. Este modo de entrada é similar ao dos fungos fitopatogénicos,
sendo realizado por uma combinagcdo de pressdo mecanica e degradagéo
enzimatica (ST LEGER et al., 1987). Como as proteinas sdao o principal

componente estrutural da cuticula dos insetos (ANDERSEN, 1979), fungos
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entomopatogénicos como M. anisopliae produzem uma variedade de enzimas
hidroliticas, como proteases, quitinases e lipases na superficie da cuticula do
hospedeiro durante o processo de infecgao (ST LEGER et al., 1987; 1988; 1996a;
1996b; PINTO et al, 1997; CLARKSON et al., 1998; TIAGO et al., 2002;
KRIEGER DE MORAES et al., 2003). A especificidade destas enzimas tem
implicagcdes importantes na patogénese. GOETTEL et al. (1989) em seus estudos
ultraestruturais da penetracdo de M. anisopliae em cuticula de Manduca sexta
sugerem que a penetragdo da epicuticula é primariamente por degradagéo
enzimatica, ao mesmo tempo em que a penetracdo da procuticula envolve tanto
degradacao enzimatica quanto separagdo mecanica das lamelas. BIDOCHKA et
al. (1997) observaram que fungos entomopatogénicos utilizam compostos da
cuticula de acrididae como fonte de nutriente. Estes compostos sao muito
importantes, porque a maioria dos fungos entomopatogénicos requer nutrientes
exdgenos da superficie do hospedeiro para germinarem, se desenvolverem e
produzirem varias enzimas para degradacéo da cuticula que facilitam o processo
de penetragdo. E provavel que a penetracdo envolva a producdo de enzimas que
degradam a cuticula, como sugerido por ST LEGER et al. (1987) para M.
anisopliae infectando Manduca sexta. Neste estudo, foram fornecidas evidéncias
de que o modo de penetragdo de M. anisopliae no tegumento de B. microplus
envolve tanto pressdo mecanica quanto degradacdo enzimatica. E provavel o
envolvimento de enzimas hidroliticas secretadas pelo fungo na cuticula do
hospedeiro para facilitar a penetragdo do apressoério. A presenca de uma zona
clara adjacente no local de penetragcdo do apressoério e a morfologia diferenciada
e alteradada porg¢ao terminal das hifas observada por MEV pode indicar este
envolvimento. Este processo nunca foi relatado por estudos usando MEV,
entretanto, alguns trabalhos (McCAULEY et al. 1968) relataram, baseados em
microscopia optica uma zona clara em volta do grampo de penetragdo em insetos
infectados com M. anisopliae e concluiram que as enzimas hidroliticas se
difundiram do apressoério. Por outro lado, ZACHARUK (1970c), estudando a
ultraestrutura do processo de infecgdo de M. anisopliae em larvas de espécies da
familia Elateridae, sugeriu que as enzimas hidroliticas se difundem diretamente do
apressorio para o tegumento, provocando a histdlise das regides da epi e da

endocuticula situadas ao longo da membrana plasmatica.



121

Nossos estudos usando a técnica histoquimica de PAS mostraram que a
hifa de M. anisopliae esta presente na cuticula de B. microplus apés a inoculagao
pelo fungo. Nés observamos que cuticulas infectadas tém uma diminuicdo da
quantidade de polissacarideos (provavelmente quitina) na endocuticula, mas a
reacao de PAS ainda permanece positiva. GABRIEL (1968), em seus estudos
histoquimicos da infeccdo de Galleria mellonella e Bombyx mori com M.
anisopliae, observou que, em casos de invasdo massiva pelo fungo, certas
camadas da lamela cuticular permaneceram PAS-positivas. Considerando que a
presenca de polissacarideos, como quitina, é detectada pela reagao de PAS e ha
intensa reacdo de PAS na parede celular do fungo dentro da cuticula do
hospedeiro, nota-se que o fungo que penetra na cuticula mantém sua parede
celular quitinosa. Ainda em nossos estudos com microscopia de luz, mostramos
uma protuberancia da cuticula causada pelo amplo desenvolvimento da hifa
dentro da procuticula e entre a procuticula e a epicuticula. McCAULEY et al.
(1968) revelaram este fendbmeno, sendo que eles também observaram a ruptura
da epicuticula. A invasdo massiva e o desenvolvimento do fungo dentro da
procuticula, assim como a degradagao da procuticula pela presenca de vacuolos
foi comprovada pelos estudos ultraestruturais.

Antes da penetracdo, os conidios precisam aderir a superficie do
hospedeiro. Isto € possivel pelas interagdes hidrofébicas entre o conidio e a
cuticula do inseto (BIDOCHKA et al., 1997) e pela producédo de uma camada
adesiva de muco. A natureza e funcdo de secrecdo mucdide observada
envolvendo o apressoério de M. anisopliae no presente estudo parecem ser
similares as descritas por ZACHARUK (1970a, b); ST LEGER et al. (1987);
BIDOCHKA et al. (1997) e ASKARY et al. (1999). Estes autores relataram que o
apressorio € envolvido em uma secre¢cao mucilagenosa e adere firmemente sobre
uma ampla area da superficie do hospedeiro, fornecendo uma base de unido.
ZACHARUK (1970a, b) descreveu a ultraestrutura das células apressoriais
relatando que estas se apresentam em alto nivel de atividade metabdlica, em
funcdo da secrecdo da camada de muco e da producédo de enzimas hidroliticas.
Ainda, este autor descreve que estas células sdo completamente envolvidas por
uma espessa substancia amorfa, mucdide e eletrondensa, diferentemente dos

conidios, onde essa substancia amorfa é escassa e irregular. Em outros estudos,
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€ relatado que o substrato mucilaginoso é produzido pela ponta da hifa em
crescimento e ndo € somente uma caracteristica da adesao do apressorio, mas
uma importante caracteristica do crescimento da hifa e formacéo do apressorio
(ST LEGER et al., 1991). Ainda, ST LEGER et al. (1996b) revelaram que a
mucilagem extracelular tem um provavel papel na manuteng¢ao e no transporte de
enzimas de degradacao na cuticula.

Os conidios de M. anisopliae facilmente aderem a superficie da maioria dos
insetos. Observou-se uma frequente adesdo de conidios de M. anisopliae nas
patas de B. microplus, mas apesar dos conidios aderirem mais facilmente a estes
locais, eles sao capazes de se aderirem em qualquer parte da cuticula de B.
microplus. Similares consideragdes foram relatadas por VESTERGAARD et al.
(1999), que mostraram que os conidios de M. anisopliae foram capazes de
aderirem a qualquer local da cuticula de adultos de Frankliniella occidentalis, mas
que estes conidios sao frequientemente presos pelas cerdas nas asas e patas.
Em outros estudos com M. anisopliae, SOSA-GOMES et al. (1997) revelaram que
regides da cuticula de Nezara viridula, com grande numero de cerdas,
representam sitios de alta afinidade de adesao conidios e McCAULEY et al.
(1968) mostraram semelhantes consideragdes quando observaram que houve
variagao dos locais de infeccdo na mesma espécie de hospedeiro e que a maioria
destas infecgdes ocorreram em dobras intersegmentais membranosas.

Cada conidio produziu somente um tubo germinativo e ocorreu grande
variagdo no comprimento deste tubo antes da formagado do apressério. O
apressorio foi produzido ao final dos tubos germinativos, longos ou curtos. Ambos
os tipos de tubos germinativos foram encontrados na mesma regido da cuticula. A
diferenciagao da topografia da cuticula pode influenciar o desenvolvimento de M.
anisopliae na cuticula. Isto foi observado por VESTERGAARD et al. (1999) em
cuticula de F. occidentalis, onde somente um apressorio foi produzido ao final de
um curto tubo germinativo nas partes duras do corpo enquanto um longo tubo
germinativo foi produzido em asas membranosas. BUTT et al. (1995) relataram
semelhantes observacgdes para M. anisopliae em cuticula de afideos e ST LEGER
et al. (1991) relataram que a topografia da superficie da cuticula de M. sexta afeta
a formacgao do apressério. Desta forma, o apressorio € produzido sobre o local de

insercdo de cerdas, apdés extenso crescimento da hifa sobre a superficie da
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cuticula e, em superficies planas, a formacao do apressoério é restrita ao conidio.
Nés observamos essas diferencas no comprimento do tubo germinativo nas
mesmas regides da cuticula de B. microplus indicando que provavelmente outros
fatores influenciam esta diferenciagéo.

M. anisopliae é bastante conhecido por infectar diferentes espécies de
insetos, mas sua patogenicidade depende de varios fatores, incluindo o isolado do
fungo e a espécie de artrépode. Pouco se conhece sobre seu mecanismo de
infecgcdo em carrapatos. Desta forma, o presente estudo descreve o processo de
infeccdo do carrapato B. microplus pelo fungo M. anisopliae. Em muitos aspectos
estas observacbes sdo consistentes com a sequéncia de eventos comumente
descrita que caracteriza outras interagcbes de fungos entomopatogénicos
(CLARKSON & CHARNLEY, 1996; ALVES, 1998). Entretanto, nossos resultados
sdao novos em varios aspectos, principalmente no tempo de infecgao, porque
existem poucos estudos que descrevem o processo de infecgao de M. anisopliae
em B. microplus por MEV (BITTENCOURT et al., 1999a) ou MET. Desta forma,
ZACHARUK (1970a, b, c, d) realizou uma detalhada descrigdo ultraestrutural das
estruturas envolvidas no processo de penetracdo do fungo M. anisopliae em
cuticula de coledptera, conseguindo caracterizar todos os estagios de
desenvolvimento do fungo como conidio, tubo germinativo, apressorio e hifa
penetrante, pela presenga de organelas e caracteristicas citoplasmaticas.
Caracteristicas ultrastruturais similares as das estruturas relatadas por estes
autores foram encontradas na superficie da cuticula de B. microplus a partir de 24
h de infecgdo, dentre estas, conidios em germinagédo, as células apressoriais
descritas e corpos de hifas na procuticula. Levando-se em consideracao os
estudos por MEV e MET realizados, podemos sugerir que o processo de infecgéo
de B. microplus por M. anisopliae envolveu os seguintes eventos: a) adesao dos
conidios na cuticula do hospedeiro através de uma fina camada mucilaginosa
apos 24 h de inoculagédo; b) germinagdo do conidio e produgdo de tubo
germinativo que coloniza a superficie da cuticula entre 24 a 48 h apds a
inoculagao; c) penetragao do tubo germinativo no interior da cuticula do carrapato,
entre 24 a 48 h pés-inoculagao; d) colonizagao da cuticula e emergéncia do fungo

na superficie da cuticula, no periodo de 72 a 96 h pds-inoculagao.
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Os primeiros estudos com M. anisopliae infectando larvas de espécies da
familia Elateridae (McCAULEY et al., 1968) relataram que a maioria os conidios
germinaram no periodo de 24 a 48 h apds a inoculagdo. Outros estudos
(GUNARSSON, 1988) revelaram que os conidios germinaram até 12 h pos-
inoculacdo e que eles penetraram na epicuticula entre 12 a 18 h apds a
inoculagdo do fungo M. anisopliae em Schistocerca gregaria. Por outro lado, ST
LEGER et al. (1996a; 1996b) relataram que conidios de M. anisopliae germinaram
formando apressério e penetraram na cuticula de M. sexta cerca de 40 h pds-
inoculaggo e VESTERGAARD et al. (1999), estudando a infeccdo de F.
occidentalis por M. anisopliae, revelaram que os conidios germinaram no periodo
de 24 h pods-inoculagdo, que a formacdo do apressorio ocorreu cerca de 30 h
apoés a inoculacao e que a colonizagao foi observada apés 72 h. Estas diferencas
temporais fornecem evidéncias que a cuticula parece influenciar todos os estagios
do processo de infecgdo e diferencas quantitativas e temporais na adesao e
germinagao sao importantes para a determinagédo da patogenicidade.

A capacidade de M. anisopliae infectar ovos de insetos ou outros
artrépodes é pouco estudada. Pela literatura, M. anisopliae € capaz de infectar
ovos de percevejos (Blissus antillus) que atacam plantagées de milho (SAMUELS
et al., 2002) e ovos de carrapatos, tais como B. microplus (BITTENCOURT et al.,
1994) e R. sanguineus (MONTEIRO et al., 1998b). Em carrapatos, M. anisopliae
pode diminuir a produgdo, taxa de eclosao e viabilidade dos ovos (GINDIN et al.,
2002). De acordo com SAMISH et al. (2001) ocorre reducao na producao de ovos
em cerca de 89% em fémeas de carrapatos R. sanguineus infectada com M.
anisopliae quando comparada com controle. Por outro lado, BITTENCOURT et al.
(1994) mostraram que o percentual médio de eclosao de ovos de B. microplus
infectados in vitro com M. anisopliae € bastante menor (3,3 a 66%) do que o
observado nos ovos controle (91,3 a 94%), sendo que o percentual de eclos&o
das larvas é inversamente proporcional a concentracdo de conidios utilizada. Do
mesmo modo, KAAYA et al. (1996) relataram que a aspersao de suspensio de
conidios de M. anisopliae em rebanho de gado infestados com R. appendiculattus
causou reducgdo na eclosdo dos ovos e MONTEIRO et al. (1998b) observaram
baixo percentual de eclosdo das larvas em ovos tratados com suspensdes de

diferentes isolados de M. anisopliae, quando comparado com os ovos-controle.
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Similarmente, nossos resultados mostraram que os ovos tratados com o isolado
E6 de M. anisopliae ndo eclodiram em um periodo de 12-14 dias de incubagao
diferentemente dos ovos controle. Consistentemente com os resultados obtidos
por SAMISH et al. (2001), as fémeas infectadas diminuiram a taxa de postura,
levando-se em consideracdo que a taxa de mortalidade deste isolado foi de
aproximadamente 98% em 4 dias de infeccdo. O baixo indice de eficiéncia
reprodutiva é de grande importancia para o controle do carrapato, pois demonstra
a possibilidade de reducdo da taxa de crescimento da sua populacdo, inclusive
quando aplicado em testes a campo (BITTENCOURT et al., 1999b).

O processo de infecgao do fungo na superficie dos ovos, observado por
MEV, parece ser bastante similar ao observado na superficie da cuticula dos
carrapatos e descrito previamente por BITTENCOURT et al. (1999a). Apesar da
superficie dos ovos dos carrapatos ser recoberta por uma camada de secrecao
(BITTENCOURT, 2000), o que nao acontece na cuticula e que poderia dificultar o
processo de adesdo ou penetracdo do fungo, houve penetracdo e
desenvolvimento deste sobre a superficie dos ovos, com formacao das estruturas
de penetragdo, como tubo germinativo e apressério. Entretanto, diferentemente
da penetracdo na cuticula do carrapato, o tempo necesario para o surgimento
destas estruturas do fungo na superficie dos ovos foi bem superior ao observado
na cuticula, sugerindo que estas estruturas sejam mais resistentes a agédo de
fungos entomopatogénicos ou que talvez, a camada de secre¢do de alguma
forma retarde essa agao. De qualquer forma, a presenca destas estruturas de
penetracdo e o desenvolvimento do fungo na superficie dos ovos, associados a
diminuicdo da eclosédo dos ovos, indica que M. anisopliae € também patogénico
para ovos de B. microplus. Indiscutivelmente, o grande potencial que M.
anisopliae apresenta como agente de controle biolégico de carrapatos é
aumentado ainda mais devido a sua capacidade de infectar seus ovos e, portanto
reduzir a capacidade de eclosao destes, diminuindo consecutivamente o niumero
de larvas e adultos, visto que uma das maiores dificuldades do uso de inseticidas

quimicos esta em alcancgar os ovos, que nhormalmente sao depositados no solo.
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APENDICE

Alinhamento das sequéncias obtidas da regido ITS1-5.8S-ITS2 dos isolados de Metarhizium

analisados

flavotypeEAF139855 1 T--AC---I1d GEEINAYe SeCAAIIGISR ACATININ®®I 55
flavonovazealandicumAF139853 1 LSRR A ANCTCCCAACCRCCEERTGTCANAGMATACC TR
albumAF137067 1 TTAICGAGT TIREEINO TRICAARCTCCCAARCCRCCIORE TG TGARASERIA TACC TS
c7 1 - SEEN-Ee 558 - TEee 51
c12 1 B AT CCC/ M RO CTC AR TR ACC TG
c19 1 B AT CoCA M RO CTC AR TR AC TG
c627 1 g 1 CCAANCTCCCAARCCICCR TG TGARATRIATACC TSN
06320 1 B A TCCC/ M RO CTC AR TR AC TG
c6374 1 e T CoC A BCCRCORTCTCAL TR TACC TR
var.majusAF137061 1 ST AT CCCABC RO TCTCAL A TR TAcC TR
c11 1 B AT CoCA MR CTC AR TR AC TG
06343 1 - (SOSN8 58-I - TR 51
RId 1 e T CoC A BCCRCORTCTCAL TRCATACC TR
NORDESTE 1 B AT CoCA MR CTCARA TRCA T ACe TG
E9 1 T CoC A BCCRCOR e TCAR A TRCATACC TR
E6 1 B A TCCC BRI CTC AR TRCATACe TG
T 1 T CCC A BCCRCORTC TG AR TRCATACC TR
s 1 ST AT CCC A BC RO TCTCAL A TRCATACC TR
AL 1 B A TCCC/ M RO CTC AR TRCATACe TG
var.anisoAY387579 1 e\ 1 CCAAICTCCCAARCCHCCEERTGTGAATRECATACC TSNS
6291 1 g T CCAANCTCCCAARCCICCR TG TGAJATRCATACCTIESH]
c6144 1 B A TCCC M RO CTC AR TRCATACC TG
c6125 1 B AT CoCA M ORI CTCARA TRCA T ACe TG
ceo7 1 g T CCAANCTCCCAARCCICCRa TG TGAJATRCATACC TSN
cos7 1 B AT CoCA M CRC O CTC AR TRCA T ACe TG
co47 1 T CoC A BCCRCORTCTC AR TRCATACC TR
coa6 1 B A TCCC/ M RO CTC AR TRCATACe TG
co33 1 B AT CoCA M CRC R CTC AR TRCA T ACe TG
coaL 1 T CoC A BCCRCOR e TCAR A TRCATACC TR
cea91 1 B A TCCC BRI CTC AR TRCATACe TG
c6423 1 T CCC A BC RO TC TG AR TRCATACC TR
c630 1 ST AT CCC A BC RO TCTCAL A TRCATACC TR
c14 1 B A TCCC BRI CTC AR TRCATACe TG
flavoflavovirideAY387582 1 LEEE A YA ANCTCCCAACCIICCEERTGTCAACIATACC TIIESK]
var.acridumAF516324 1 e A VYA ANCTCCCAACCICCEERTGTCAACGRIATACC THIESK!
var . lepidiotumAF137066 1 TTAICGAGT TREREALNVYIAANCTCCCAARCCHCCEERTGTGARARIATACC TIIESH]
flavominusAF138272 1 TTAICGAGT TIRISIRITICAANCTCCCAANCCHCCOERTGTGARAIRIATACCTIEESYS
flavopemphigumAF139850 1 T-———- \CAANICTCCCAARCCRCIRERTGTGCARAGIEATACC TSV
Clustal Consensus 1 el alalelaloioialoioiioioliel * 43
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-E-ECCHH
STITCTT
Ii-CCA]
R AATTOTT
RTTAATTOT T
RTTAATTOT T
ETTARTTOT T

B TAATTGTTRGCTTCGGCGG
B TAATTGTTRGCTTCGGCGG
B TAATTGTTRGCTTCGGCGG

BTTAATTOTTRCCTTCoGC00
BTTAATTCTTRCCTTCo0ee]
BTTAATTCTTRCCTTCoGe0]
BTTAATToT TRCCTTCoGC00
BTTAATTCTTRCCTTCo0e0y
BTTAATTCTTRCCTTCo5C00

B TAATTGTTRGCTTCGGCGG
B TAATTGTTRGCTTCGGCGG
B TAATTGTTRGCTTCGGCGG

TTAATTGTTHGCTTCG6000
TTAATTOTTRGCTTCG6000
TTAATTGTTHGCTTCG6C00
WrTAATTCTTRCCTTCC000Y
WrTAATTCTTRCCTTCC000Y
BTTAATTGTTHGCTTCG6C00

BTTAATTGT TlGCT TCGGCGG
BTTAATTGT TGCT TCGGCGG
RTTAATTGT TGCTTCGGCGG

WTTARTTOTT
RTTAATTOT T
RTTARTTGT
WTTARTTOTT
RTTAATTOT
~ClICACEE
~ClICRCSE
e T ARG TG
ClICTRCCEE EeCIEEEE
olicTRCCH]

ECE e & S

GCTCGGCCCC GGGAGCAGGC TCGCCTGCCC C--CCCGAEG
GTCCG--CCC CGGAACAGGT TCGCGAGAGC CGGCCCGGAR
GTATAGCCCC GGGGTCAGGT TCGCAAGAGC CTGCCCGGAR

TACCG--—-= —————————— -ACCCCCCGG GAAACCGG[EHR
TACCG----= —=———————m -ACCCCCCGG GAAACCGGHA

112 [§ojjc-EERRS [EEREREECAR TARAACA-AA CTRIRIEIETE foi-HOETA MR- - c

108 [SCACEHSERES EENEERECAS BARAAC-——- - ICTIETR BE-IRECT THT------6
116 [SCACESERET ENSEERECAS BARAAC-——- —-- CTIET ECHeEce M-
73 L E—
73 O E—
73 O E—
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111
107
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153
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118
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137

ce27 R TTCGCGOYC gAR-——-- O MW----E 118
C6320 EICTTCGCGOYC AR - OE-IE-- M-8 118
C6374 [EIC T TCGCGCUC CAR-————-- [T T T T TT AT A U
var.majusAF137061 FEICTTCGCGCYC gAR-----——- IR - NR----gc 118
c11 73 AR - OE-E-- M-8 118
06343 73 gAR-——-- TR T AR TAA R TREEL:
RJd P& CTTCGCGCCC g ---— [TTTRT T TARSEATAASEESG TIENKE]
NORDESTE [£IC T TCGCGCCC CCAEEEEEE - - WR----& 118
E9 ZEICTTCGCGCCC CGA NI [TTTIT T TARSEATAASE TR EE]
E6 P& CT1CGCGCCC g ---— il-R-- MR8 118
MT [£<JC T TCGCGCCCRGCCGGGGACCIICCAREEEEEE - - WR----& 118
M5 ZEIlCTTCGCGCCC geR----—— [TTTIT T TARSEATAASEETREEKE]
AL [4&IC T TCGCGCCC CCAGEEEEEE - - WR----& 118
var.anisoAY387579 F£IC T TCGCGCCC] CGAGEEEEEE - - NWR----& 118
€G6291 ZeIlCTTCGCGCCC geR----——— [TTTIT T TARSEATAASE TR KE]
CG144 [4&IC T TCGCGCCC CCAEEEEES (TTTR T TTASEATAASEEEC TIMNES]
CG125 F£ICTTCGCGCCC] oen----——-- R -- NR----& 118
cG97 P& CTTCGCGCCC geR-----— [TTTRT T TARSEATAASEESG TIENKE]
CcG87 [£IC T TCGCGCCC CCAEEEEES - - W& 118
cG47 ZEICTTCGCGCCCRGCCGGGGACCHCGA R [TTTIT T TARSEATAAE TR KE]
CG46 P& CTTCGCGCCC g ---— [TTTRT T TARSEATAASEESG TIENKE]
CG33 [£&<ICTTCGCGCCC CCAREEEEE R -- NR----& 118
CG31 ZEICTTCGCGCCC CGA NI [TTTIT T TARSEATAASE TR EE]
CG491 PR CTTCGCGCCO CG AR [TTTRTTTARSEATAARSETEEE:
CG423 F£IC T TCGCGCCC] CGAGEEEEEE DR -- YR 118
C630 73 CoARME TR T T AR TAA R TREEL:
C14 FEIC T TCGCGCCCRGCCGGGGACCICRASEREEEES IR - NR----& 118
flavoflavovirideAY387582 97 [ECACHYqEEe Heuedgean® STRCTA-—-- MNSAUCTIIEM GCH-LCIAT- MENATATGEC 150
var .acridumAF516324 97 [ECACHECEES CEEgEEgAT® STRGTA-—-- REAICTIEN OCU-ICIRT- [MEMTATCEC 150
var . lepidiotumAF137066 77 GCCGGGCHACHCEASEY SRR R-IRRT- T0TR-—-A 125
flavominusAF138272 77 --GETEHEEE HeEECHECAS SHACAAACAA RARICTIEETR I--CIRATC TPTG----- G 128
flavopemphigumAF139850 72 --GTTEeEe e gEcAS SHIACAAATAA R-BICTIETA Il--Cl@TC TTR----- G 122
Clustal Consensus 55 KA KAk Kk Kk K KKK K Kk xk * 75

flavotypeEAF139855 IO NeTCTGAGTGG TR AL S ALY TG AWATCAAAACT TRITCAACAACGG 218
flavonovazealandicumAF139853 154 CATGIIJIINE KEEA--ATCA TRACAAAER 211
albumAF137067 165 PATCIONE HESRTATC MEAGAAAAER 224
c7 119 M-~~~ 174
c12 119 ----AR 174
c19 119 ARG 174
cG27 119 AALEEINATGANATCAAAACT 176
CG320 119 (A AINSRYYYT G AMATCAAAACT ATCTCTTGG TN
CG374 119 (A ALNSRYYYT G AMATCAAAACT TIITCAACAACGGIATCTCTTGGTIENAS
var.majusAF137061 119 A~ - AATTER 176
c11 SREIATC T TCTGAGR TGO T TAAAAARAASSIN T G BN TCAAAACT T CAACAACGGRATCTCT GG JERES
cG343 EER . TCTTCTGACRTG ! TAAAAA A S 173
RId SRR TCT1CTGAGR GG T TAAAAANANSREE ATCAAAACT 173
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NORDESTE ANEWATCTTCTGAGHTGGTTAAAAANA AR 173
E9 SEENATC 1 1CTGAGR TG TAAAAANANSI | G A\ TCAAAACT THTCAACAACGGRATCTCTTGG T JIRRE
E6 R TCTTCTGAGHTGGTTAAAARA SRSy 173
T SRCR A TCTTCTGAGRTGGT TAAAAANA NS 173
M5 119 NEEEEE EOy Mm----- ATCAAAACT TRITCAACAACGG 173
AL ANEWATCTTCTGAGHTGGTTAAAAANA AR ATCAAAACT TRlITCAACAACGG 173
var .anisoAY387579 AKEMATCTTCTGAGHTGGTTAAAAANA AR ATCAAAACT TRlITCAACAACGG 173
€G291 119 NEEEE EORy Mm----- ATCAAAACT TlITCAACAACGG 173
CG144 ANEWATCTTCTGAGHTGGTTAAAAANA AR ATCAAAACT TRlITCAACAACGG 173
CG125 AKEWATCTTCTGAGHTGGTTAAAAANA AR ATCAAAACT TRITCAACAACGG 173
cG97 AEECNATCTTCTGAGHTGGT TAAAAANAACERES ATCAAAACT TRTCAACAACGG 173
cG87 ANEWATCTTCTGAGHTGGTTAAAAANA AR 173
cG47 SEENATC 1 1CTGAGRTGG T TAAAANANSI | G A\ TCAAAACT THTCAACAACGGRATCTCTTGG T JIRRE
CG46 RENATC11CTGAGR TG TAAAAANAASII | G ABATCAAAACT THTCAACAACGGRATCTCTTGG T IERE
CG33 ANEWATCTTCTGAGHTGGTTAAAAANA AR 173
c631 SEENATC 1 1CTGAGR TG TAAAAANANSI | G A\ TCAAAACT THTCAACAACGGRATCTCTTGG T JIRRE
C6491 R TCTTCTGAGHTGGTTAAAARA SRSy 173
CG423 UNEMATCTTCTGAGETGGT TAAAAARAASESES 173
€630 SEENATC 1 1CTGAGRTGG T TAAAAANANSI | G A\ TCAAAACT THTCAACAACGGRATCTCTT6G T JRRE
C14 AEEWATCTTCTGAG AR 174
flavoflavovirideAY387582 WK ATCTTCTGAGRTGGTEHEAAARAAINEEIATGA| 207
var.acridumAF516324 151 TGGTElEEAAARAALSERINTGA 207
var . lepidiotumAF137066 APLEATCTTCTGAGHT GG TIAAEAANA AR 180
flavominusAF138272 129 CATGIIIERE EEAATCACE CRAT-AAAERR 187
flavopemphigumAF139850 123 CATGII[ERE IHEEAATCATR MAC-AAATER TCAACAACGG 181
Clustal Consensus 75 faleioieialoliilolel * el 118
flavotypeEAF139855 219 ATGAAGAACGIICAGCGAAATG TGTGAATTGC 278
flavonovazealandicumAF139853 212 |fejclclonyfec Lyfervcrviee (o lclocrvvlc [TGTGAATTGCHAGAATTCAG 271
albumAF137067 225 [TGTGAATTGC 284
c7 175 TGTGAATTGO 234
c12 175 TGTGAATTGO 234
c19 175 TGTGAAT TG 234
ce27 177 TGTGAATTGO 236
CG320 177 [TGTGAATTGC 236
CG374 177 TGTGAATTG( 236
var .majusAF137061 177 TGTGAATTGQ 236
c11 174 TGTGAATTGC 233
CG343 174 TGTGAATTGC 233
RId 174 TGTGAATTGO 233
NORDESTE 174 [TGTGAATTGC 233
E9 174 TGTGAATTGO 233
E6 174 TGTGAATTGO 233
MT AN TCTGGCATCGATGAAGAACG TGTGAATTGC 233
M5 174 |ejcclenyjec Lyjcrvicrviee o lclecrvvyic [TGTGAATTGCHAGAATTCAG 233
AL AN TCTGGCATCCRATGAAGAACGRICAGCGAAATG [TGTGAATTGCEAGAATTCAG 233
var.anisoAY387579 174 ATGAAGAACGEICAGCGAAATG [TGTGAATTGCRAGAATTCAG 233
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CG291
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CG97
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Clustal Consensus
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