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Adaptacao de protocolo para

visualizacéao de caracteres
taxonomicos do acaro eriofideo
Aceria tosichella, Keifer em

microscopia eletronica de varredura

M. P. Farias’
D. Navia’
A. C. G. Araujo’

Resumo

Aceria tosichella Keifer, ou “Acaro do Enrolamento do Trigo”, pertencente & familia
Eriophyidae. Trata-se de um acaro com cerca de 0,2 mm de comprimento. Este acaro é o
Unico vetor conhecido para os fitovirus Wheat streak mosaic virus (WSMV) e High plains
virus (HPV), agentes causais de importantes enfermedados de trigo e milho ainda nao
relatadas no Brasil. As principais caracteristicas morfoldgicas utilizadas para distinguir
acaros do género Aceria é o comprimento das setas escapulares; a ornamentacao e
presenca de um lobo frontal no escudo prodorsal; o nimero de raios do empdédio e o
numero de elevacdes longitudinais do epiginio. Inserido no projeto que visa o
desenvolvimento de tecnologias moleculares e de bioseguranca para o desenvolvimento do
agronegécio no Pais conduzido na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF
com apoio da FINEP, este trabalho visa o desenvolvimento e validacdo de metodologias
para permitir a visualizacdo de caracteres taxondmicos importantes para a identificagao de
acaros fité6fagos utilizando a microscopia eletronica de varredura. Aqui estéa relatada a
adaptacao de protocolo e a descricdo de aspectos ultraestruturais observados em
microscopia eletrénica de varredura que permitiram a identificacdo de dcaros do género

Aceria, em particular de A. tosichella.

Palavras chave: ultraestrutura, microscopia de varredura, Eriophyidae, Aceria.
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Abstract

Aceria tosichella Keifer, or the “Wheat Curl Mite”, belongs to the Eriophyidae family. It
refers to a mite presenting around 0.2 mm in length. This mite is only vector known to the
phytovirus Wheat streak mosaic virus (WSMV) and High plains virus (HPV), causal agents
of important wheat and corn diseases, both not yet reported in Brazil. The main
morphological characters used to distinguish mites in the genus Aceria is the scapular
setae length; prodorsal shield ornamentation and presence of a frontal lobe; number of
empodium rays and the number of longitudinal ribs on the epigynium. Within the project
aiming the development of molecular and biosafety technologies for the development of
the Brazilian agribusiness held by Embrapa Genetic Resources and Biotechnology, Brasilia-
DF and sponsored by FINEP, the present work shows the development and validation of
methodologies to allow visualization of important taxonomic characters to the identification
of phytophagous mites using scanning electron microscope. Here is reported the
adaptation of the protocol and the ultrastructural characteristics observed during analysis
using scanning electron microscope which allow the identification of Aceria genus mites,

especially A. tosichella.

Key words: ultrastructure, scanning microscopy, Eriophyidae, Aceria.



Introducéo

O Acaro eriofiideo Aceria tosichella, Wheat Curl Mite (wcm) (Keifer, 1969) pertencente a
ordem Prostigmata, e familia Eriophyidae, e é comumente chamado de Acaro do
Enrolamento do Trigo. Apds a infestacdo da plantacdo com este acaro, as plantas podem
ter seu desenvolvimento comprometido. Entretanto, a maior preocupacao é que este acaro
é vetor de viroses ainda ndo detectadas no Brasil, tais como Wheat streak mosaic virus
(WSMV) e High plains virus (HPV) agentes causais de importantes doencas de milho e

trigo.

O 4acaro A. tocichella ocorre apresenta ampla distribuicdo no mundo, especialmente
América do Norte, Europa e Asia e foi detectado pela primeira vez na América do Sul, na
Argentina, em 2002 (Navia et al., 2006). Como a dispersado de acaros ocorre através do
vento (MURRAY et al, 2005), a entrada deste acaro no Brasil j4 estava sendo aguardada
desde o relato da presenca do virus no pais vizinho. A acurada identificacdo dos acaros
eriofiideos associados ao trigo, milho e diversas outras gramineas, sejam nativas,
cultivadas ou invasoras, é de extrema importancia para a definicao de estratégias de
manejo. O acaro pode apresentar diversas gramineas hospedeiras, além dos cereais, os
quais podem servir como “ponte verde” para infestacdo das culturas na estacdo de plantio
seguinte. Tém sido relatadas no mundo cerca de 60 espécies do género Aceria associadas
a gramineas no mundo (Amrine Jr. & de Lillo, 2003) e algumas espécies sdo
morfologicamente muito préximas, especialmente as do grupo tenuis, ao qual pertence A.
tosichella. Portanto, é extremamente importante dispor de metodologias avancadas que
déem suporte a acurada identificacao das espécies de Aceria associadas a gramineas,

incluindo microscopia eletronica de varredura.

Este trabalho teve como objetivo adaptar protocolo e descrever as caracteristicas
ultraestruturais de A. tosichella observadas ao microscépio eletrénico de varredura. Esta
atividade estd inserida em um projeto mais amplo que propde o desenvolvimento de
tecnologias moleculares e de bioseguranca para o desenvolvimento do agronegécio no Pais
conduzido na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF com apoio da

FINEP.



Materiais e Métodos

Folhas de plantas de trigo (7riticum aestivum L) oriundas da Embrapa Trigo (RS) contendo
col6nias de A. tosichella foram enviadas em recipientes apropriados para o Laboratério de
Quarentena Vegetal (LQV) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF. No
LQV, espécimens de A. tosichella foram coletados e processadas de trés formas
diferentes, descritas abaixo. Apds a coleta dos acaros, o restante do material vegetal foi

descartado e incinerado.

Parte das amostras foi colocada em microtubos que foram imediatamente imersos em
nitrogénio liquido por 1-2 min para imobilizacao e fixacao fisica e em seguida cinco
individuos foram colados em stubs, metalizados com uma camada de ouro com
aproximadamente 20nm de espessura no Sputter Coater K650 ELMITECH e foram

observados.

Outras amostras foram transferidas para outro microtubo contendo tampao cacodilato de
sédio 0,1 M, pH 6,8 adicionado de glutaraldeido 2,5% por 24h a 4°C. As amostras foram
lavadas no mesmo tampao cacodilato e pds-fixadas em tampao cacodilato contendo
tetréxido de 6smio 2% (1:1, v/v) por 1h, a temperatura ambiente e no escuro. As amostras
foram lavadas com o mesmo tampao e desidratadas em solucdes etandlicas em
concentracao crescente desde 20 até 90% ao longo de 2h e, em seguida, por 1Th em

etanol 100%. Cinco individuos foram montados em cada stub e metalizados.

O restante das amostras foi transferido para outro microtubo imediatamente imerso em
nitrogénio liquido e fixados em solucao de tampao cacodilato de sédio 0,1 M, pH 6,8
adicionado de glutaraldeido 2,5% por 24h a 4°C. As amostras foram lavadas no mesmo
tampao cacodilato e pds-fixadas em tampao cacodilato (contendo tetréxido de ésmio 2%
(1:1, v/v) por 1h, a temperatura ambiente e no escuro. As amostras foram lavadas com o
mesmo tampao e desidratadas em solucdes etandlicas em concentracao crescente desde
20 até 90% ao longo de 2h e, em seguida, por 1Th em etanol 100%,seguida de secagem
utilizando o ponto critico. Os individuos foram montados em stubs e metalizados.
Observacoes e captacado de imagens foram realizadas no microscépio eletrénico de

varredura Zeiss DSM 962.



Resultados

Andlises das amostras de microacaros da espécie A. tosichella em microscépio eletrénico
de varredura, onde etapas de imobilizacao, ou de secagem ao ponto critico precedida de
fixacao e desidratacao nao apresentaram contraste suficiente para formacao de imagem e

mostraram um colabamento generalizado do escudo dorsal e do opistossoma.

Ja as amostras imobilizadas, fixadas e pés-fixadas quimicamente, desidratadas, secas ao
ponto critico e metalizadas permitiram a visualizacdo de caracteristicas ultraestruturais com
importancia taxondmica para identificacdo de A. tosichella (Figs. 1, 2, 3, 4), tais como os
8 raios do empddio (ramo central bifurcado) (Fig. 1); epiginio, apresentando 12 elevacodes
longitudinais; ornamentacao do escudo dorsal, com linha mediana estendendo-se até a
metade do escudo e demais aspectos do escudo dorsal (Fig. 2, 3). A preservacao
morfolégica do escudo dorsal e prodorsal permitiram a visualizagdao da estrutura do
empaddio, do tarso, do solenideo, da tibia, do genu, dos dois pares de pernas, da seta
femoral, e tarsal e parte do gnatossoma (Fig. 4). Detalhes do lobo frontal, ornamentado
com linhas longitudinais e marginais sinuosas; o escudo prodorsal e as setas escapulares

puderam ser observados no dorso do acaro (Fig. b).

Discussao

Algumas espécies de acaros podem ser diretamente montadas para observacao em
microscépio eletrénico de transmissdo sem processamento prévio ou permitem a omissao

de etapa como a de secagem ao ponto critico.

Neste trabalho mostramos que tanto a imobilizacao, fixacdo, desidratacdo e secagem sao
etapas fundamentais para preservacao de caracteristicas morfolégicas com importancia
taxondmica em A. tosichella. A inclusdo da etapa de imobilizacao dos acaros por meio de
congelamento em nitrogénio liquido associado ao processamento provou ser uma

adaptacao metodoldgica que impede o colabamento generalizado da amostra.

As caracteristicas ultraestruturais aqui descritas, principalmente a presenca de oito raios do
empddio, as linhas longitudinais presentes no escudo genital e a ornamentacao do escudo
prodorsal estdao de acordo com aquelas presentes em A. tfosichella segundo a descricao de
Keifer (1969) e que permitem a distincdo desta espécie das demais espécies do género

Aceria (Keifer, 1969).
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Figura 1: Micrografia eletrénica, mostrando os 8 raios do
empadio (a) do acaro Aceria tosichella.

Figura 2: Micrografia eletrdbnica do Figura 3: Micrografia eletrbnica do epiginio de A.
epiginio de A. tosichella, mostrando as tosichella, mostrando as elevagfes longitudinais
elevagdes longitudinais (b). (b).



Figura 4: Micrografia eletrdbnica mostrando o escudo
dorsal (DS), pernas | e Il (f), empddio (e), tarso (t), seta
tarsal (ts), seta do génu (gs), seta femoral (fs) e
solenidio (w) do acaro Aceria tosichella.

Figura 5: Micrografia eletrénica, onde pode-se ver a
ornamentacdo do escudo dorsal (DS) do é&caro A.

tosichella.
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