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OBSERVACOES SOBRE ACAO DO FUNGO METARRHIZIUM ANISOPLIAE
METSCHNIKOFF SOBRE ALGUMAS ESPECIES DE TRIATOMINAE
(HEMIPTERA, REDUVIIDAE)

ftalo A. SHERLOCK (1) e Neide GUITTON (1)

RESUMO

Esporos do fundo Metarrhizium anisopliae (Metsch) em meio de arroz cozido
foram suspensos em dgua destilada e aspergidos sobre ninfas e adultos de Triato-
ma infestans, Panstrongylus megistus, Triatoma brasiliensis e Rhodnius neglectus.
Durante seis meses de observacdes, apenas dois exemplares se mostraram discre-
tamente infectados pelo fungo. A mortalidade dos triatomineos testes foi seme-
lhante a dos controles. Esporos de M. anisopliae no proprio meio de cultura foram
mantidos junto a exemplares de T. infestans e T. brasiliensis em fases de ninfas
e adultos. ApSs 20 dias iniciou se a mortalidade dos triatomineos testes, 80% dos
quais se apresentaram altamente infectados pelo fungo, enquanto que nos con-
troles nada de anormal se verificou. Exemplares mortos de T. infestans altamente
infectados na experiéncia anterior, foram colocados junto a exemplares sadios de
T. infestans e T. brasiliensis, mantendo se outro grupo para controle. Vinte dias
apos, iniciou-se a mortalidade dos triatomineos, mostrando-se a maioria infectada
pelo fungo. Concluiu-se que M. anisopliae quando utilizado em suspensio aquosa
apresenta baixa infectividade para os triatomineos. Entretanto, gquando utilizado
em culturas puras, € altamente infectante, demonstrando possuir também acao
letal para esse reduvideo.

INTRODUCAO

CDU 576.8
616.937.3

O fato de alguns fungos parasitarem natu-
ralmente insetos, tem sido aproveitado por di-
versos pesquisadores para utilizd-los no com-
bate a certas pragas, principalmente nos meios
agricolas (BUCHER !; CAMERON 2; DE BACH 3;
FRANZ7; JENKINSS$; VISHABA & col.?; VEI-
GA & AQUINO 1),

No campo dos vectores de doengas ou pa-
rasitas do homem, COCKBAIM 3 observou o pa-
rasitismo do percevejo Cimex lectularius pelo
Aspergillus flavus e DIAS & LEAOS¢ infectaram
T. infestans, T. vitticeps e P. megistus com o
fungo Beauveria bassiana, ndo constatando en-
tretanto, indices significativos de mortalidade
nos lotes de triatomineos observados. Recente-
mente, (COSTA4) fez a infeccio experimental de
Rhodnius prolixus com o fungo Metarrhizium

anisopliae, tendc-o reisolado desse triatomineo
e observado grande numero de insetos mortos,
0 que julgou devido & acdo do fungo.

Em nosso trabalho apresentamos os resul-
tados de observacbes que realizamos relativas
4 acdo do M. anisopliae sobre algumas espécies
de triatomineos, em laboratoério.

MATERIAL E METODOS

Usamos triatomineos das colénias mantidas
pelo Centro de Pesquisas Goncalo Moniz, ali-
mentados com sangue de aves, em fases de nin-
fas de 4° e 5° estdgios e adultos, das seguintes
espécies: Triatoma brasiliensis, Triatoma infes-
tans, Panstrongylus megistus e Rhodnius ne-
glectus. A cepa inicial do fungo foi fornecida

(1) Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, da Fundacio Oswaldo Cruz. Salvador, Bahia, Brasil
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relo Instituto Biolégico, da Bahia e era man-
tida, em meio de cultura de arroz cozido em
sacos de plastico, na geladeira.

A verificacdo da infecgido do triatomineo
apds ser exposto ao contacto com o fungo era
feita quando esse inseto ja estava morto, para
0 que era colocado em cdmara Umida, permi-
tindo, assim, o desenvolvimento dos esporos.

Realizamos trés tipos distintos de experi-
mentos com algumas espécies de triatomineos,
expondo-os ao contacto com o fungo e obser-
vando-os durante um ano, conforme a seguir
relatamos.

Experiéncia I — Esporos de fungo M. ani-
sopliae foram suspensos em dgua destilada e
aspergidos sobre 10 ninfas e 10 adultos de cada
uma das seguintes espécies de triatomineo:
Triatoma brasiliensis, Triatoma infestans,
Panstrongylus megistus e Rhodnius neglectus,
utilizando-se para controle 10 exemplares adul-
tos e ninfas de cada uma das espécies men-
cionadas. Os triatomineos apés aspergidos com
a suspensao do fungo, foram mantidos em co-
pos de plastico forrados com papel filtro e ve-
dados com tecido de nylon, & temperatura do
laboratdrio (26 a 30°C). Semanalmente os tria-
tomineos eram postos para se alimentar em
galos. Os controles foram apenas aspergidos com
dgua dectilada e mantidos em condicbes seme-
lhantes.

Experiéncia II — Esporos de M. anisopliae,
no proéprio meio da cultura de arroz cozido, fo-
ram colocados em copos de plédstico, juntamen-
te com 10 exemplares adultos e ninfas de cada
uma das espécies T. brasiliensis e T. infestans.
Estes copos eram mantidos na temperatura
ambiental (26 a 30°C) dentro de cristalizadores
forrados com algodio umido, de maneira a
proporcionar elevada umidade no interior dos
vasos. Em condi¢cOes semelhantes foram man-
tidos exemplares para controle.

Semanalmente os triatomineos eram pos-
~ tos para se alimentar em galos.

Experiéncia III — Exemplares mortos de
T. infestans altamente infectados por M. ani-
sopliae nas experiéncias anteriores, foram co-
locados junto a 10 exemplares adultos de cada
uma das espécies: T. infestans e T. brasiliensis,
mantendo-se controles em condicOes seme-
lhantes. Semanalmente os triatomineos eram
postos para se alimentar em galos.

RESULTADOS

Experiéncia I (Tabelas I e IV) — Durante
seis meses de observacdes, apenas dois exem-
plares de triatomineo se mostraram discreta-
mente infectados pelo fungo. A mortalidade
dos triatomineos testes foi semelhante a dos
controles, sendo respectivamente 50 e 45% (Ta-
bela IV). Durante um ano de observacoes,
exemplares de todas as espécies dos triatomi-
neos, tanto as “testes” como “controles”, puse-
ram ovos, dos quais nasceram ninfas que se
desenvolveram normalmente e apds sacrifica-
das e colocadas em cAmara umida, jamais mos-
traram a infeccdo pelo fungo. Por outro lado,
alguns dos exemplares contaminados em fase
de ninfas se desenvolveram normalmente e
apos atingirem a fase de adultos, puseram ovos
que estavam vidveis. Deve-se salientar que, até
50 dias de observacéo, apenas 5% dos exempla-
res morreram, indice igual ao observado nos
controles, e que € comum em coldnias manti-
das normalmente em laboratério. Apdés 50 dias
e até o final da observacdo, morreram 50%
do total dos exemplares “testes” e 45% dos
“controles”. Com essa diferenca estatisticamen-
te insignificante, somos levados a admitir a
quase nula acdo do fungo quando usado em
suspensao aquosa.

Experiéncia II — Com excecdo de um
exemplar de T. brasiliensis que morreu no
mesmo dia de exposto ao fungo. e que nio se
apresentou infectado, apés 19 dias em que os
insetcs foram colocados junto a cultura de
M. anisopliae, iniciou-se a mortalidade dos tria-
tomineos, 80% dos quais, apds colocados em
camara Umida, se apresentaram infectados pe-
lo fungo. Os periodos em que se verificaram
mortes de triatomineos foi de 19 a 75 dias para
T. infestans e de 17 a 56 dias para T. brasilien-
sis, enquantc que nos controles, durante 5 me-
ses, nao houve significantemente mortes e nao
houve infecgcdo de triatomineos (Tabelas II e
V).

Experiéncia III — Dez dias apds terem si-
do colocados os exemplares de T. brasiliensis
ndo infectados junto a espécimes infectados
pelo fungo, iniciou-se a mortalidade dos tria-
tomineos, e a maioria dos exemplares mortos,
apos colocada em camara tUmida, se mostrou
infectada. A mortalidade continuou até 3 meses
apds. Os exemplares controles permaneceram
vivos por mais tempo.
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de Metarrhizium anisopliae, de acordo com o passar dos dias

suspensio aquosa

TABELATII

aspergidos com
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Mortalidade de quatro espécies de triatomineos apds

Total

P. megistus (*) R. neglectus (*)

T. brasiliensis (*)

infestans (*)

T.

Controle

Teste (**)

Controle Teste Controle Teste Controle Teste Controle

Teste

Dias ap0Os aspersio
dos triatomineos

% to-
tal

mor-  vi-

tos

% to-

vi-
vos

vi-  mor- vi- mor- vi- mor- vi- mor- vi-  mor- wvi- vi-  mor- wi* mor-
vos tos tos vos vos tos

mor-
tos

“mor-
tos

vos

tal

tos vos

VoS

tos

tos

vos

tos

vos

vOs

40

1,2

10 20 10 20 10 20 10 9

19

0 — 10

11 —20

40

2,5

ki

10

20

10

10

20

10

17

38

10 ki

20

20

10

1

21 — 30

20

38

ki

10

20 10 20

17

31 — 40

38

1,2

76

10

20

10

16

41 — 50

40

22

16

40 45,0

36

14

11

11

10

mais de 50

de cada espécie

y

(") Foram utilizados 20 exemplares para testes e 10 exemplares para controles

{™") Prova do qui-quadrado X2

0,104 P > 0,05

Ja os exemplares de T. infestans, depois de
colocados com os exemplares infectados, s6 co-
mecaram a morrer 28 dias apds, tendo os ul-
timos exemplares morrido apds 3 meses da ex-
posicdo. Muitos dos controles perduraram po:
mais de seis meses.

Infeccio pelo M. anisopliae

Nos triatomineos mortos e colocados em
camara umida, o fungo podia ser visto a par-
tir do segundo dia. Em geral, com sete dias,
havia proliferacio abundante em quase todas
as articulacdes do corpo do inseto. O desenvol-
vimento do fungo se processava da seguinte
maneira. Inicialmente, se percebiam goticulas
transparentes, talvez de hemolinfa, que trans-
bordavam pelas articulacdes das pernas, jun-
¢80 mole das coxas e ligagbes moles das pla-
cas quitinizadas dos segmentos abdominais,
principalmente nas porcdes mais apicais do cor-
po do inseto (cabeca e abdomen); depois, subs-
tituindo as goticulas liquidas, apareciam mas-
sas brancas nesses tecidos moles interseg-
mentares e articulares. Com o passar dos dias,
o fungo ia desenvolvendo-se, tornando-se amare-
lo esverdeado, até adquirir a cor verde musgo.
Cobria entdo quase todo o corpo do triatomineo,
estando entretanto implantado nas partes mo-
les das juncbes e articulagdes do corpo do inse-
to. Apds meses, como que feixes de esporos,
que ao microscopio lembravam formacoes es-
ponjosas, se desprendiam do inseto e calam
no chéao do vasilhame. Com o tempo mais
avancado ainda, o fungo ia adquirindo colora-
¢do mais escura, até atingir o negro grafite
(Fig. 1). )

Observaram-se duas tonalidades (amarela-
da e esverdeada) de colonias desse fungo com
a mesma idade, em diferentes exemplares de
triatomineos da mesma espécie, infectados na
mesma, oportunidade, tratando-se provavelmen-
te de cepas diferenciadas da mesma colénia,

Apesar de poder infectd-lo com exuberante
proliferacdo de esporos, o fungo ndo parece
ser muito contagioso para o triatomineo, pois
da mesma forma que os controles, jamais ti-
vemos mortes e infeccdo de triatomineos, em
nossas colonias que eram mantidas em sala
contigua e das observacées como foram de-
monstrados nos triatomineos em experiéncia.
Sua acdo letal também ndo parece ser muito
acentuada, pois permitiu sobrevida bastante
longa para alguns exemplares de triatomineos,




TABELA II
Mortalidade de T. infestans e T. brasiliensis ap6s colocados junto a culturas de Metarrhizium anisopliae

T. infestans (*) T. brasiliensis (*)
Dias apds a
exposicio dos Teste Controle Teste Controle
triatomineos (**) (**)
mortos vivos mortos vivos mortos vivos mortos vivos
0— 10 0 10 0 5 1 9 0 5
11 — 20 0 10 1 4 3 6 0 5
21 — 30 2 8 0 4 4 2 0 5
31 — 40 0 8 0 4 0 2 0 5
41 — 50 6 2 0 4 0 2 0 5
Mais de .
51 até 120 2 0 2 2 2 0 5 0

(*) Foram usados 10 exemplares para teste e 5 para controle de cada espécie
(**) Prova de Fisher, P = 0,00001

TABELA III
Mortalidade de T. infestans e T. brasiliensis sadios apés colocados junto a espécimes experimentalmente infestadoé
por Metarrhizium anisopliae

T. infestans (*) ) T. brasiliensis (*)
N.o de dias apds Teste Controle Teste Controle
expostos **) **)
mortos vivos mortos vivos mortos vivos mortos vivos
0 — 10 0 10 0 5 0 ) 10 0 5
11 — 20 0 ) 10 0 4 2 8 0 5
21 — 30 2 8 0 4 2 6 0 5
31 — 40 1 '7' 0 4 0 6 0 5
41 — 50 2 5 0 4 0 6 0 5
mais de 50 5 0 2 2 6 ' 0 0 5°

(*) Foram wusados 10 exemplares para teste e 5 para controle de cada espécie
(**) Prova de Fisher, P = 0,00001

TABELA IV
Mortalidade de algumas espécies de triatomineos contaminadas pelo fungo Metarrhizium anisopliae em trés diferentes

experiéncias
Espécies de Resultados
Tipo de experiéncia triatomineos usadas Condigédo dos N.c de
’ triatomineos  triatomineos Mortos Infectados
utilizados

I — asperséio de suspensio T. infestans, T. brasiliensis, Teste (**) 80 40 2
aquosa de cultura de P. megistus, R. neglectus (50%) (2,5%)
fungo em meio de arroz (*) Controle 40 18 0

(45%)

II — fungo em cultura de meio T. infestans, T. brasiliensis Teste (***) 20 20 15
de arroz em contacto (100%) (75%)
direto com os triatomineos Controle 10 2 0

(20%)

III — triatomineos infectados T. infestans, T. brasiliensis Teste (***) 20 20 16
com o fungo, postos em (100%: (80%)
contacto com os sadios Controle 10 2 0

(20%)

(*) Até 50 dias, apenas 5% dos testes e dos controles morreram; os restantes morreram apds esse periodo
(**) Prova do Qui-quadrado, X* — 0,104 P > 0,05
(***) Prova de Fisher, P = 0,00001
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05 guais, apds morrerem, foram constatados
estar infectados.

Guanto acs efeitos sobre o homem e ou
trog wvertebrados, infelismente, a nao serem
algumas observagdes nio controladas, gquase
nada ainda se fez para verificar se existe ou
nao acio petogénica desse fungo para o or-
ganismo humano e para outros vertebrados, o
gue, fora de divida, @ essencial para uma pro-
vivel utilizagdo prdtica do fungo na camna-
nha contra os vectores da doenca de Chagas.
Contudo, sahemos gue, o fungo & empregado
na agricultura, a larga méio, além de outros,
também pelos servigos da Secretaria de Agri-
cultura do Estado da Bahia, em campanhas de
combate a homopteros que sio pragas de ca-
pim. Tivemos a oportunidade de observar, pes
soalmente, alguns dos manipuladores do fun-
g0, tanto no campo como no laboratdrio, e ne.
les nio constatamos sindromes ou aspectos pa-
toldgicos gue pudessem incriminar ser M. ani.
sopliae o causador.

Desde gue o fungo mostrou possuir acio
letal sobre os triatomineos, acreditamos ser
de muita importincia gue =se realizem mais
ohservacoes sobre esse aspecto, as guais, tal
ver condusam ao aperfeicoamento de armas
menos poluentes para o combate aos triatomi-
neons.

DISCUSSAD
Os esporos de Metarchizium anisopliae nas
experiéncias de laboratdrio que fizemos, mos-

traram-se infectantes para as seguintes espécies
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Fig. 1 — hspecios da infecgo e proliferacio do
Tungn  Metarthizium  anisopliae em  brintomineos  ex-
perimentalmente  infectados

de triatomineos: T. infestans, T. brasiliensis,
P, megistus ¢ R. neglectus, principalmente
quando utilizados em culturas puras, Entre-
tanto, esse grau de infectividade foi drdstica-
mente reduzido, gquando os esporos do fungo
foram suspensos em dgua, Foi possivel trans-
mitir esse fungo, 2 partir do contacto de tria-
tomineos experimentalmente infectados com
exemplares sadios, tendo o fungo nesta opor-
tunidade se mostrado bastante infectante, sig-
nificando que a passagem por triatomineos (su-
hinoculacio) aumenta a viruléncia do fungo
para o inseto. A acdo letal foi observada a par-
tir do 107 dia do contacto do inseto com ©
fungo.

Permanece obscuro o mecanismo patogé-
nico do fungo para o organismo do triatomi-
neo. Parece-nos contudo que, ha contaminacio
da hemolinfa e dos tecidos moles do inseto
& nio hda gualguer acio sobre as partes quili-
nizadas do artrdpode. Infelizmente, nao tive-
maos condigdes de fager estudos histopatologicos
dos exemplares infectados para esclarecer es
s¢ aspecto ¢ nem de isolar o fungo da hemo-
linfa dos triatomineos.

A cultura em massa do fungo & fdcil e re-
lativamente bharata, inclusive sob a forma de
pd seco para ser aplicado em polvilhamentos, o
QuUe nos pareceu ser 4 maneira mais adeguada
para aplicd-io. O método da aplicacio sugerido
por COSTAY, ou aplicacdo de suspensao aquo-
g3 do fungo, diminuiu a infectividade e a pa-
togenicidade do fungo para o triatomineo, con
forme aqui demonstramos. Entretanto, isto nio
foi o gque parecen demonstrar COSTAY no tra-
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balho que apresentou ao VI Congresso Brasi-
leiro de Microbiologia. Tivemos a oportunida-
de de assistir pessoalmente a apresentacio des-
se trabalho e na ocasido discutimos sobre o
meétodo de trabalho empregado por esse Autor
que nao determinou sequer qual o numero de
exemplares observados, assim como n&o utili-
zou exemplares para controles e nem alimen-
tou os exemplares da experiéncia, os quais po-
deriam ter morrido de fome. Portanto, apesar
de ter o trabalho de COSTA*4 o mérito de de-
monstrar a capacidade do fungo de infectar
o triatomineo, ndo pdde comprovar a acio le-
tal do fungo para o inseto e nem informou so-
bre a localizacdo do parasita nos tecidos moles
do inseto. Pelo seu trabalho tem-se a impres-
sdo de que o fungo implantava-se nas partes
quitinizadas do corpo do inseto. Finalizando,
desejamos salientar que, apesar de termos con-
firmado a infeccio e demonstrado a acfo letal
de M. anisopliae pela primeira vez sobre qua-
tro espécies de triatomineos, julgamos neces-
sdria a realizacio de mais observagbes a res:
peito, inclusive sobre a possibilidade de exis-
téncia de patogenicidade para os vertebrados,
assim, como o melhor método de fazer a con
taminacfo dos triatomineos em a natureza, o
que talvez poderia ser feito por meio da libe-
racdo de machos propositalmente infectados,
ou ainda o polvilhamento do fungo nos ecéto-
pos onde se encontram os vectores da doenca
de Chagas.

SUMMARY

Observations on the action of the fungus Me-

tarrhizium anisopliae METSCHNIKOFF on so-

me species of Triatominae (Hemiptera, Reduvii-
dae)

Adults and nymphs of Panstrongylus me-
gistus, Triatoma infestans, Triatoma brasilien-
sis and Rhodnius neglectus were sprayed with
water suspension of spores of the fungus
Metarrhizium anisopliae (Metsch.). During six
months two single sprayed triatomines were
lightly infected 'with the fungus and mortality
among triatomines were similar both in the
test and control groups. 1) Adults and nymphs
of T. infestans and T. brasiliensis were main-
tained together with cultures of M. anisopliae.
After twenty days, the mortality started in the
test group reaching 80% of the specimens which

were securely infected with the fungus, while
only 20% of the controls (non-infected) died.
2) Adults and nymphs of T. infestans and T.
brasiliensis were maintained together with dead
specimens of T. infestans infected with M.
anisopliae. Twenty days later the mortality of
the tested specimens started, most of them
were seen infected by the fungus. The control
group remained normal. 3) The Authors con-
cluded that M. anisopliae used in water sus-
pension has low infectivity but when in pure
state it is highly infective for triatomines,
when it also seems to have lethal effect for
the vectors of Chagas disease.
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