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RESUMO

Rhipicephalus microplus é um ectoparasito hematófago que parasita
preferencialmente bovinos e pode transmitir agentes patogênicos causadores de
doenças para estes animais. Seu controle é realizado principalmente através do uso
de acaricidas sintéticos, entretanto seu uso incorreto gera problemas relacionados à
seleção de populações resistentes e contaminação dos produtos de origem animal.
O controle alternativo com o uso de fungos entomopatogênicos tem se mostrado
uma alternativa promissora. Estes fungos atuam nos artrópodes através do contato
com a sua cutícula. Após a adesão do propágulo fúngico, ocorre a germinação e
penetração ativa através da cutícula do carrapato. Qualquer interferência na
germinação dos conídios pode reduzir a virulência do fungo, seja uma interferência
abiótica (como baixa umidade e alta radiação solar) ou biótica (como a presença de
outros microorganismos). O presente estudo objetivou identificar como a assepsia
prévia da cutícula de R. microplus interfere ou não na germinação do fungo
entomopatogênico Metarhizium anisopliae. A germinação de conídios na cutícula de
fêmeas dos carrapatos foi comparada entre cutículas que sofreram assepsia da
cutícula ou não. Seis fêmeas ingurgitadas de R. microplus, três para o grupo que
recebeu assepsia e três sem assepsia (controle), foram coletadas diretamente do
bovino (autorização CEUA/IV/UFRRJ 9714220419). Apenas o grupo de fêmeas com
cutícula assépticas passou por imersão dos carrapatos em hipoclorito de sódio a
0,05%, seguido por imersão em álcool 70%. O grupo controle não sofreu nenhum
tipo de assepsia. Posteriormente, as fêmeas dos dois grupos foram tratadas
topicamente com suspensão conidial de M. anisopliae e mantidas por 72h a 25 °C,
tempo necessário para a germinação do fungo na cutícula do artrópode. As fêmeas
foram então injetadas com fixador [2% glutaraldeído, 2% paraformaldeído, 3% de
sacarose em solução tampão cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,2] utilizando uma
agulha de insulina. Em seguida, cada fêmea foi embebida em um tubo contendo o
fixador e as amostras foram mantidas por 10 dias a 4 °C. Após este período, as
fêmeas tiveram suas cutículas dissecadas, lavadas com tampão Cacodilato de
sódio 0,1M, colocadas em poços de placa de cultivo celular contendo Calcofluor
White  2%, e mantidas overnight no escuro em temperatura ambiente.
Posteriormente, as cutículas foram montadas em lâminas de microscopia, cobertas
com lamínula, analisadas e fotografadas em um microscópio de fluorescência. A
análise de germinação foi feita contabilizando 100 conídios/lâmina. Cutículas com
assepsia prévia apresentaram germinação média menor (3.0 ± 0.0%) que o grupo
de fêmeas que não passou pelo processo de assepsia (29 + 13.6%) (P < 0.05).
Diferente do que se esperava, as cutículas de carrapatos que não passaram pelo
processo de assepsia (i.e., que apresentavam microbiota natural) apresentaram
maior germinação do que as cutículas previamente esterilizadas. Isso sugere que
estudos que envolvam o tratamento tópico de carrapatos usando fungo não devem
realizar procedimento de assepsia dos carrapatos, pois isso pode influenciar
diretamente na germinação dos propágulos na cutícula do artrópode e diminuir a
eficácia do fungo. Concluiu-se que a assepsia superficial das cutículas de R.
microplus impacta negativamente na germinação de conídios de M. anisopliae.
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