
Rev. Bras. Med. Vet., 38(Supl.3):91-97, dezembro 2016 91

Estudo morfológico de isolados de Beauveria bassiana antes e 
após reisolamento em Rhipicephalus microplus*

Caio Junior Balduino Coutinho Rodrigues ¹, Maria Clemente de Freitas ², Wendell 
Marcelo de Souza Perinotto ³, Fernanda da Silva Santos 4, Jéssica Fiorotti de Paulo2, 

Simone Quinelato 5, Mariana Guedes Camargo 6, Isabele da Costa Angelo 7  
e Vânia Rita Elias Pinheiro Bittencourt 6+

ABSTRACT. Coutinho-Rodrigues C.J.B., de Freitas M.C., Perinotto W.M.deS., 
Santos F.S., de Paulo J.F., Quinelato S., Camargo M.G., Angelo I.daC. & Bit-
tencourt V.R.E.P. [Morphological study and conidia production of Beauveria 
bassiana isolates before and after reisolation in Rhipicephalus microplus.] 
Estudo morfológico de isolados de Beauveria bassiana antes e após reisola-
mento em Rhipicephalus microplus. Revista Brasileira de Medicina Veterinária, 
38(supl.3):91-97, 2016. Departamento de Parasitologia Animal, Anexo 1, Insti-
tuto de Veterinária, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, BR 465, KM 
47, Seropédica, RJ 23890-000, Brasil. E-mail: vaniabit@ufrrj.br

Beauveria bassiana is a cosmopolitan arthropod pathogenic fungus that 
possesses the cattle tick Rhipicephalus microplus as host. In this context, stu-
dies involving morphology and production of conidia on culture medium 
may indicate isolates that have potential for using in wide-scale. The pre-
sent study evaluated the macro and the micromorphology, in addition to 
the conidia production of ten B. bassiana isolates before and after one passa-
ge (development cycle) on R. microplus. Macroscopically, variations in dia-
meter, surface, texture, exudation and reverse coloration were observed af-
ter reisolation. On the other hand, the process did not alter the development 
of conidiophores, the shape and size of conidia. Regarding the conidiation, 
six isolates increased the number of conidia counted per area. Highlighting, 
the isolate Bb 02, which has the tick as the original host, presented an in-
crease of the powdery and conidia production posteriorly of a single pas-
sage. Thus, it is believed that for future commercial evaluations, studies 
involving more passages in potential hosts, as well as their association to 
pathogenicity and enzymatic activity analyzes, may express more relevant 
results for biological control.
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RESUMO. Beauveria bassiana é um fungo artropo-
dopatogênico cosmopolita que possui o carrapato 
dos bovinos Rhipicephalus microplus como hospe-
deiro. Neste cenário, estudos morfológicos e de 
produtividade conidial em meio de cultura podem 
indicar isolados que possuam potencial para pro-
dução em larga escala. O presente trabalho avaliou 
a macromorfologia e micromorfologia, além da 
produção conidial de dez isolados de B. bassiana 
antes e após uma passagem (ciclo de desenvolvi-
mento) sobre R. microplus. Macroscopicamente, va-
riações de diâmetro, aparência, aspecto de colônia, 
exsudação e cor de reverso foram observadas após 
o reisolamento. Por outro lado, o processo não alte-
rou parâmetros como desenvolvimento dos conidi-
óforos, formato e tamanho de conídios. Em relação 
à produção conidial, seis isolados aumentaram sig-
nificativamente o número de conídios contados por 
área. Como destaque, o isolado Bb 02, que possui o 
carrapato como hospedeiro original de isolamento, 
apresentou aumento da pulverulência e produção 
conidial após apenas uma única passagem. Assim, 
acredita-se que para avaliações futuras com cunho 
comercial, estudos que envolvam mais passagens 
em hospedeiros em potencial, bem como sua as-
sociação a análises de patogenicidade e atividade 
enzimática, podem expressar resultados mais rele-
vantes para o controle biológico.
PALAVRAS-CHAVE. Fungo artropodopatogênico, alte-
rações morfológicas, carrapato dos bovinos.

INTRODUÇÃO
Beauveria bassiana é um micro-organismo comu-

mente utilizado como pesticida biológico que apre-
senta distribuição cosmopolita e pode ser isolado 
do solo, rizosfera de plantas e artrópodes (Zim-
mermann 2007). Amplas são as pesquisas na área 
agrícola, todavia, o estudo do controle biológico 
na agropecuária ainda carece de informações mais 
detalhadas, especialmente aquelas direcionadas à 
realidade dos atuais sistemas de produção brasi-
leiros. Em carrapatos, excelentes resultados foram 
descritos in vitro (Bittencourt et al. 1997), porém 
tratamentos quando realizados in vivo tendem a 
apresentar redução de eficácia (Campos et al. 2010).

Considerando os aspectos morfológicos, Beauve-
ria bassiana é um fungo filamentoso que apresenta 
células eucarióticas quitinizadas e crescimento sa-
tisfatório em meios de cultura como batata-dextro-
se-ágar (BDA) e Sabourand-dextrose-ágar (SDA). 
Macroscopicamente, as colônias apresentam co-
loração inicial esbranquiçada, podendo variar até 
branco-amarelada, no geral de aparência lanosa e 

superfície levemente almofadada. O diâmetro ge-
ral de crescimento a 23ºC por 10 dias varia de 15-32 
mm, espessura média de 5 mm e reverso variando 
de incolor a branco amarelado (Rehner et al. 2011). 
Microscopicamente, apresenta hifas septadas, hia-
linas e de parede lisa, com tamanho variando de 
1-2 mm. Os conídios encontram-se aglomerados 
(cinco ou mais por grupo), com formato ovóide e 
base variando de subesférica a ampuliforme de ta-
manho médio entre 3 e 6 μm (Rehner et al. 2011).

De maneira geral, o processo de desenvolvi-
mento no ambiente se inicia com a adesão e germi-
nação dos conídios ao tegumento do hospedeiro, 
no qual envolve produção de enzimas e diferencia-
ção celular para garantir uma colonização e disper-
são eficazes (Alves 1998). Embora, na atualidade, o 
uso da biologia molecular facilite a identificação e 
o agrupamento de espécies (Rehner et al. 2011), a 
observação de características morfológicas, desde 
que não utilizada de forma isolada e como única 
diretriz, orienta a seleção de isolados com poten-
cial para produção em larga escala além de indicar 
aqueles que apresentam facilidade de adaptação à 
biotecnologia (Krull et al. 2013).

Para uso rotineiro nos laboratórios, o repique 
contínuo é a técnica de propagação mais utiliza-
da, visto que é considerada de fácil manipulação e 
permite uma rápida obtenção do espécime quando 
necessário. Porém, sabe-se que a constante manu-
tenção de fungos artropodopatogênicos em meios 
de cultura pode afetar diretamente seu fenótipo 
(Crecy et al. 2009), virulência e atividade enzimáti-
ca (Shah et al. 2007). Em contrapartida, passagens 
sucessivas sobre hospedeiros artrópodes podem 
reinstituir tais características consideradas im-
portantes para o processo de colonização (Song & 
Feng 2011).

Assim, o presente trabalho objetivou avaliar a 
influência de uma passagem (ciclo de desenvolvi-
mento) sobre R. microplus na macromorfologia, mi-
cromorfologia e produção de conídios de diferen-
tes isolados de B. bassiana.

MATERIAL E MÉTODOS
Localização de Realização do Experimento

Os experimentos foram conduzidos nas instalações 
do Laboratório de Controle Microbiano (LCM) localiza-
do na Estação Experimental para Pesquisas Parasitológi-
cas Wilhemn Otto Neitz, pertencente ao Departamento 
de Parasitologia Animal da Universidade Federal Rural 
do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica – RJ e do Labo-
ratório de Taxonomia, Bioquímica e Bioprospecção de 
Fungos do Instituto Oswaldo Cruz, localizado na Fun-
dação Oswaldo Cruz , Rio de Janeiro, RJ. Os exemplares 
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de R. microplus utilizados para o reisolamento foram ob-
tidos a partir de infestação artificial realizada pelo LCM 
seguindo diretrizes previamente aprovadas pela Comis-
são de Ética sob o nº 113/2014.

Obtenção e Seleção dos Isolados de Beauveria 
bassiana s.l.

A partir de trabalhos prévios realizados por Fernan-
des et al. (2011), foram selecionados dez isolados brasi-
leiros de B. bassiana obtidos de diferentes regiões geo-
gráficas do Brasil (Tabela 1). Como exceção do isolado 
Bb 02, que pertence ao LCM, os demais foram gentil-
mente cedidos pela Escola Superior de Agricultura Luiz 
de Queiroz (ESALQ) e pela Coleção de Fungos de Inver-
tebrados – Cenargen (CG) da Empresa Brasileira de Pes-
quisa Agropecuária (EMBRAPA) - Recursos Genéticos e 
Biotecnologia, Brasília - DF, Brasil.

Manutenção, Reisolamento e Formação dos Grupos 
Experimentais

Para a formação dos grupos experimentais, os isola-
dos foram repicados em meio BDA e crescidos a 25 ± 1ºC 
e U.R. ≥ 80% por 15 dias. Após o completo desenvolvi-
mento fúngico, as placas foram armazenadas sob refri-
geração a 4ºC até a realização dos experimentos (Grupo 
Micoteca). Já para o reisolamento fúngico, fêmeas total-
mente ingurgitadas de R. microplus foram tratadas por 
imersão em formulação oleosa (5% de óleo mineral es-
téril (Vetec®) acrescido em água destilada estéril e Twe-
en 80 0,01%) dos respectivos isolados já esporulados. 
Após 15 dias de manutenção sob as mesmas condições 
controladas acima descritas, aquelas que apresentavam 
crescimento fúngico foram externamente esterilizadas 
em solução de hipoclorito a 1%, álcool 70 GL e água des-
tilada estéril. Como etapa seguinte, foram depositadas 
em placas de Petri contendo BDA acrescido de 0,1 % de 
extrato de levedura (Vetec®) e 0,05% de Cloranfenicol 
(Sigma®) para exteriorização fúngica (Grupo Reisolado). 
A confirmação do reisolamento foi realizada a partir da 
observação das características macroscópicas e micros-
cópicas da colônia (Rehner et al. 2011).

Avaliação macromorfológica
Para a análise macromorfológica, em meio BDA, foi 

realizado a técnica de ponto único de inóculo. Após dez 
dias de crescimento a 25 ± 1ºC e U.R. ≥ 80%, caracte-

rísticas como o diâmetro total, aparência, aspecto e co-
loração da massa conidial, presença de exsudato, além 
de aspecto e coloração do reverso foram observadas em 
ambos os grupos.

Avaliação micromorfológica
A avaliação das características micromorfológicas foi 

realizada a partir da técnica de microcultivo entre lâmi-
na e lamínula em meio BDA, com posterior acondiciona-
mento em câmara úmida por cinco dias a 25 ±1ºC e U. R. 
≥80% (Ridell, 1950).

Avaliação da produção de conídios
A produção de conídios foi realizada segundo des-

crita por Fernandes et al. (2011) em meio BDA acrescido 
de 0,1 % de extrato de levedura. Os experimentos foram 
repetidos três vezes para a obtenção de média e erro pa-
drão das contagens, sendo os dados paramétricos anali-
sados através do teste T-Student (p<0,05) com auxílio do 
programa GraphPad Prism® 5.0. Para uma classificação 
qualitativa do número de conídios produzidos, os va-
lores obtidos foram divididos em três classes distintas 
baseado em estudo prévio realizado por Fernandes et 
al. (2011): baixo potencial (inferior a 5000 x 104 conídios), 
médio potencial (5000 – 10000 x 104 conídios) e alto po-
tencial (acima de 10000 x 104 conídios).

RESULTADOS
Macromorfologia

Após dez dias de crescimento (Figura 1), o di-
âmetro das colônias do grupo Micoteca variou de 
15,47 mm (CG 154) a 32,96 mm (CG 234), apresen-
tando valor médio de 24,35 ± 4,92 mm.  Já para o 
grupo Reisolado, a variação observada esteve entre 
17,40 mm (CG 478) e 26,47 mm (CG 500), com valor 
médio de 22,03 ± 3,50 mm. Dois dos dez isolados 
estudados apresentaram aumento do diâmetro das 
colônias (CG 154 e CG 471) após a passagem e rei-
solamento em R. microplus (Tabela 1).

O aspecto geral apresentado das colônias dos 
grupos Micoteca e Reisolado esteve entre flocoso, la-
noso e aveludado, sendo observado variações após 
o reisolamento de lanoso para aveludado (Bb 02 e 
CG 206) e aveludado para lanoso/flocoso (CG 234, 
CG 481 e CG 500). A forma do crescimento variou 
entre liso e rugoso, sendo observado variações de 
rugoso a liso (Bb 02 e CG 478) e liso a rugoso (Esalq 
986 e CG 500). Todas as colônias apresentaram colo-
ração esbranquiçada, com pequenas regiões varian-
do em tonalidade para branco-amareladas. A pre-
sença de exsudato hialino observada somente no 
isolado CG 471 foi mantida em ambas as situações 
(Figura 1 - 1F e 2F). No mesmo contexto, a coloração 
do reverso variou de branco a amarelo escuro, sen-
do CG 234 o único que apresentou reverso incolor 
antes e após reisolamento (Tabela 2).

Tabela 1. Isolados de Beauveria bassiana, hospedeiros, origem e 
ano de isolamento.

	 Isolado	 Hospedeiro do isolamento	 Origem Geográfica	 Ano

	Bb 02	 Acari: Ixodidae	 Paracambi, RJ	 1999
	Esalq 986	 Acari: Ixodidae	 Piracicaba, SP	 1990
	CG 154	 Homoptera: Cercopidae	 Jataí, GO	 1983
	CG 206	 Hymenoptera: Vespdae	 Costa do Arapapa, AM	 1981
	CG 234	 Homoptera: Cicadellidae	 Ponta Porã, MS	 1983
	CG 471	 Coleoptera: Curculionidae	 Ijuí, RS	 1984
	CG 478	 Coleoptera: Curculionidae	 Campinas, SP	 1983
	CG 479	 Hymenoptera: Vespidae	 Santana do Ipanema, AL	1985
	CG 481	 Coleoptera: Chrysomelidae	 Ribera do Pombal, BA	 1985
	CG 500	 Coleoptera: Chrysomelidae	 Goiânia, GO	 1985
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Figura 1. Colônias dos diferentes isolados de Beauveria bassiana dos grupos Micoteca (1) e Reisolado em Rhipicephalus microplus (2) 
(10 dias). Bb 02 (A); Esalq 986 (B); CG 154 (C); CG 206 (D); CG 234 (E); CG 471 (F); CG 478 (G); CG 479 (H); CG 481 (I) e CG 500 
(J). Notar exsudação hialina do isolado CG 471 em ambas as condições de estudo (seta vermelha).

Micromorfologia
Foi possível observar após dez dias de cresci-

mento que ambos os grupos (Micoteca e Reisolado) 
apresentaram características microscópicas seme-
lhantes, como a presença de hifas septadas e com 
coloração cristalina. Os conídios apresentaram-se 

de formato variando do globoso ao subgloboso (Fi-
gura 2), com tamanho médio de aproximadamente 
2,5 µm de diâmetro. O conidióforo apresentava a 
parte basal levemente dilatada que servia de sus-
tentação para o desenvolvimento das fiálides e 
crescimento dos conídios.
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Além disto, em nenhum dos grupos avaliados 
foi possível observar variações micromorfológicas 
antes e após o reisolamento (Figura 2).

Avaliação da produção de conídios
Os isolados apresentaram variabilidade na 

quantidade de conídios produzidos (Figura 3). No 
grupo Micoteca, os valores encontrados variaram 

entre 2890 x 104 conídios/mL (Esalq 986) e 13910 
x 104 conídios mL (CG 206). Três isolados (Bb 02, 
Esalq 986 e CG 479) apresentaram baixo potencial, 
quatro isolados (CG 234, CG 471, CG 481 e CG 
500) moderado e três isolados (CG 154, CG 206 e 
CG 478) alto potencial de produção de conídios em 
0,582 cm². Para o grupo Reisolado, os valores varia-
ram entre 4210 x 104 conídios/mL (CG 471) e 18680 

Tabela 2. Características macromorfológicas dos diferentes isolados de Beauveria bassiana s.l. dos grupos 
Micoteca (M) e Reisolado em Rhipicephalus microplus (R) crescidos a 27 ± 1ºC e U. R. ≥ 80% em BDA (10 dias).

	 Isolado	 Condição	 Diâmetro (mm)	 Aparência	 Aspecto	 Coloração	 Exsudato	 Reverso

	Bb 02	 M	 26,92	 lanosa	 rugosa	 branca	 -	 amarelo claro
		  R	 23,50	 aveludada/	 lisa	 branca	 -	 amarelo claro
				    centro pulverulento
	Esalq 986	 M	 20,46	 lanosa	 lisa	 branca	 -	 amarelo claro
		  R	 17,46	 lanosa	 rugosa	 branca	 -	 amarelo claro
	CG 154	 M	 15,74	 aveludada	 rugosa	 branca	 -	 amarelo escuro
		  R	 21,67	 aveludada	 rugosa	 branca	 -	 amarelo claro
	CG 206 	 M	 21,53	 lanosa	 rugosa	 branca	 -	 amarelo médio
		  R	 17,52	 aveludada e	 rugosa	 branca	 -	 amarelo claro
				    centro lanosa
	CG 234	 M	 32,96	 aveludada e	 centro liso/	 branca	 -	 incolor
				    centro flocoso	 borda rugosa
		  R	 22,97	 lanosa	 lisa	 branca	 -	 incolor
	CG 471	 M	 22,94	 aveludada	 rugosa	 branca	 presente	 amarelo claro
		  R	 24,58	 flocosa	 rugosa	 branca	 presente	 amarelo claro
	CG 478	 M	 23,25	 lanosa	 rugosa	 branca	 -	 amarelo claro
		  R	 17,40	 lanosa	 lisa	 branca	 -	 amarelo médio
	CG 479	 M	 23,87	 aveludada	 lisa	 branca	 -	 amarelo claro
		  R	 22,43	 aveludada	 lisa	 branca	 -	 branco
	CG 481	 M	 29,54	 aveludada	 lisa	 branca	 -	 amarelo claro 
		  R	 26,32	 lanosa	 lisa	 branca	 -	 amarelo claro
	CG 500	 M	 26,58	 aveludada e	 lisa	 branca	 -	 amarelo claro
				    centro pulverulento
		  R	 26,47	 lanosa	 rugosa	 branca	 -	 amarelo claro

Figura 2. Isolado de Beauveria bassiana (Bb 02) Micoteca (A) e Reisolado em Rhipicephalus microplus (B). Barras = 10 µm. Notar 
a manutenção das características micromorfológicas através da presença de conidióforo, fiálides e conídios de formato arredon-
dado dispostos aos pares (seta).
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x 104 conídios/mL (CG 154), sendo que um isolado 
(CG 471) apresentou baixo, três isolados (Esalq 986, 
CG 234 e CG 500) moderado e seis isolados (Bb 02, 
CG 154, CG 206, CG 478, CG 479 e CG 481) apresen-
taram alto potencial de produção. O processo de 
reisolamento foi capaz de aumentar significativa-
mente a capacidade produtiva de seis isolados (Bb 
02, Esalq 986, CG 154, CG 478, CG 479 e CG 481).

DISCUSSÃO
Estudos morfológicos (macro e micromorfolo-

gia) de fungos filamentosos possuem a capacidade 
de orientar a identificação taxonômica. Além disto, 
direcionam a seleção de espécimes para a realização 
de testes de patogenicidade (Alves 1998). Contudo, 
seu uso associado à engenharia molecular auxilia e 
complementa na diferenciação das espécies (Reh-
ner et al. 2011). Varela & Morales (1996) relataram 
que a seleção de isolados somente em função das 
características morfológicas não deve ser utilizada 
para B. bassiana, considerando a ampla variação ob-
servada entre linhagens (Liu et al. 2003), embora 
esta ferramenta seja útil como indicadora da taxa 
de crescimento e pulverulência nos meios de cultu-
ra tradicionais (Krull et al. 2013).

A avaliação da macromorfologia deve partir do 
exame visual das colônias, com a observação da 
coloração de verso e reverso, presença de pigmen-
tação, detecção de bordas irregulares, avaliação 
do tipo e da velocidade de crescimento, superfí-
cie, textura, topografia, aspecto e diâmetro da co-
lônia. Entretanto, faz-se necessário a associação a 
aspectos micromorfológicos, no qual parâmetros 

como formato e tamanho de conídios, disposição 
e presença de septações nas hifas, desenvolvimen-
to de células conidiogênicas ou observação de for-
mas de resistência complementam informações 
pertinentes para a diferenciação entre gêneros e 
espécies (Sidrim & Rocha 2004). Beauveria bassiana 
possui alta capacidade de preservar suas caracte-
rísticas macroscópicas e microscópicas em função 
de sucessivas passagens em meio de cultura (Safavi 
2012). No presente trabalho, todos os isolados, ava-
liados sob as diferentes condições do estudo, apre-
sentaram características condizentes às reportadas 
por De Hoog (1972), Fernandes et al. (2011) e Reh-
ner et al. (2011), apesar das variações de diâmetro, 
aparência, aspecto de colônia, exsudação e cor de 
reverso que foram observadas. Safavi (2012) notou 
que o desenvolvimento das hifas e a cor da colô-
nia mantinham-se inalterados até a 15ª passagem 
por meio de cultura, embora houvesse redução da 
pulverulência. Por outro lado, passagens sucessi-
vas sobre hospedeiros artrópodes podem interferir 
positivamente na macromorfologia (colônias mais 
pulverulentas) (Fernandes et al. 2011; Santoro et al. 
2015). Aqui, foi observado que o processo de reiso-
lamento em R. microplus alterou em pequena escala 
a morfologia das colônias de B. bassiana. Bb 02, que 
tem o carrapato (Acari: Ixodidae) como hospedeiro 
original de isolamento, apresentou alterações im-
portantes como aumento da pulverulência e pre-
sença de colônia menos lanosa e mais aveludada.

Em relação à produção conidial, seis dos dez iso-
lados avaliados apresentaram aumento do número 
de conídios contados por área. Estudos como os de 
Shah et al. (2007) e Santoro et al. (2015) não obser-
varam aumento significativo após a 15ª passagem 
por Alphitobius diaperinus. Para nossos achados, 
acredita-se existir alguma relação de predileção 
do fungo pelo hospedeiro do estudo (R. microplus), 
visto que somente em um ciclo de crescimento, a 
produtividade foi aumentada. Entretanto, para a 
seleção comercial, testes com crescimento em arroz 
devam ser realizados para garantir resultados mais 
aplicáveis e fidedignos às realidades de mercado 
(alta produtividade e baixo custo) (Santoro et al. 
2015).

Em suma, o efeito de um ciclo de desenvolvi-
mento sobre Rhipicephalus microplus foi capaz de 
alterar a morfologia e a produção conidial de iso-
lados de Beauveria bassiana. Este estudo evidencia a 
importância de estudos morfológicos para fungos 
artropodopatogênicos, todavia, para resultados 
mais expressivos, números maiores de passagens 
devam ser realizados. Como sequência, testes de 

Figura 3 - Média e erro padrão da produção de conídios de 
Beauveria bassiana (Micoteca e Reisolado) em Rhipicephalus 
microplus cultivados em meio BDA acrescido de 0,1% de ex-
trato de levedura a 25 ± 1ºC e U. R. ≥ 80% durante 20 dias.
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patogenicidade para os diferentes estágios (ovos, 
larvas e adultos) dos hospedeiros e avaliação de 
atividade enzimática atuariam como informações 
complementares para a determinação e escolha de 
isolados com possível aplicação comercial.
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