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RESUMO 

 

Triatoma infestans é o vetor principal da doença de Chagas na Argentina, Bolívia e 

Paraguai. Beauveria bassiana se destaca por ser eficiente contra todos os estágios de 

vida de T. infestans. A dinâmica da infecção desse fungo em seus hospedeiros ainda não 

foi muito estudada, e são necessários mais estudos básicos para a elucidação de aspectos 

dessa interação. O presente estudo caracterizou compostos voláteis orgânicos (CVO) 

liberados por T. infestans fisicamente perturbados e infectados por B. bassiana através 

de cromatografia gasosa acoplada à espectrofotometria de massa, e analisou o padrão de 

expressão de genes envolvidos na produção e liberação desses voláteis (Ti-brnq e Ti-

bckdc) em função do progresso da infecção, através de PCR em tempo real. Foi 

estudado também o padrão de expressão de genes envolvidos na biossíntese de toxinas 

de B. bassiana (BbtenS, BbbeaS, BbbslS) durante o processo da infecção em ninfas 

tratadas com conídios ou blastosporos, e de genes envolvidos na resposta imune 

humoral (TiPPO, TiHL, TiDEF) nas mesmas ninfas. Além disso, foi analisada a 

influência de conídios de B. bassiana sobre o comportamento de T. infestans. Não foi 

encontrado efeito claro de repelência de ninfas a conídios. O CVO majoritário 

encontrado foi o ácido isobutírico, mas houve efeito da infecção somente sobre a 

produção do ácido propiônico 1–3 dias após o tratamento (a.t.). A expressão de Ti-brnq 

e Ti-bckdc foi significativamente maior aos 4 dias a.t. que aos 10 dias para as duas 

concentrações de conídios testadas, com efeito significativo somente para o primeiro 

gene. Em indivíduos imersos em conídios na maior concentração, a expressão de BbtenS 

e BbbeaS apresentou um pico 3 e 12 dias a.t., já na menor concentração, o pico de 

expressão ocorreu aos 9 dias a.t. Em insetos injetados com blastosporos, o pico da 

expressão desses genes ocorreu 24 h a.t. e em cadáveres expostos a câmara úmida. Para 

ninfas imersas em suspensão de conídios, foi encontrado efeito significativo do tempo 

sobre a expressão de TiPPO nas duas concentrações testadas. TiDEF e TiHL tiveram um 

pico de expressão aos 6 dias a.t. para as duas concentrações testadas. Em ninfas 

injetadas com blastosporos, a expressão dos três genes de imunidade variou 

significativamente de acordo com o tempo de infecção somente com a menor dose de 

blastosporos. Os resultados ressaltaram a importância de esclarecer melhor a dinâmica 

da infecção de T. infestans com B. bassiana para o desenvolvimento de estratégias de 

controle biológico desse vetor com fungos entomopatogênicos. 



 

 

 

 

     ABSTRACT 

 

Triatoma infestans is the main vector of Chagas disease in Argentina, Bolívia and 

Paraguai. Beauveria bassiana is effective against all developmental stages of T. 

infestans. The dynamics of the host infection with B. bassiana has not been well studied 

yet and more basic research is necessary to elucidate aspects of this interaction. The 

present study characterized volatile organic compounds (VOC) secreted by T. infestans 

physically disturbed and infected with B. bassiana employing gas cromatography 

coupled to mass spectrometry. The expression of genes potentially involved in the 

biosynthesis of this volatiles (Ti-brnq and Ti-bckdc) was analysed according to the 

progress of infection with quantitative reverse transcription real-time (qPCR) 

methodology.  The time-related expression of B. bassiana genes envolved in the 

biosynthesis of fungal toxins (BbtenS, BbbeaS, BbbslS) in nymphs treated with conidia 

or blastospores was measured, as well as the gene expression levels of insect proteins 

belonging to the humoral immune response (TiPPO, TiHL, TiDEF) in the same nymphs. 

Moreover, the influence of conidia on nymphal behavior was analysed. No clear 

repellent effect of conidia was found. Isobutyric acid was the most abundant VOC 

found, however, significant effect of the fungal on propionic acid secretion was found 

1–3 days after treatment (a.t.). Ti-brnq and Ti-bckdc expression was higher 4 d a.t. than 

at 10 d a.t. in both conidial concentrations tested, but a significant effect of the time was 

found only with the first gene. In individuals immersed in the higher conidial 

concentration the expression of BbtenS and BbbeaS peaked 3 and 12 days a.t. 

respectively, and 9 days a.t with individuals treated with the lower concentration. In 

blastospore-injected nymphs, these genes peaked 24 h a.t. and in dead insect exposed in 

humid chamber. A significant effect of time on the expression of TiPPO in nymphs 

immersed in both conidial concentrations was found. TiDEF and TiHL peaked 6 days 

a.t. to both conidial concentration tested. In insects injected with blastospores significant 

increase in the expression pattern of all genes was found at the lower dose tested. 

Results emphasized the importance to elucidate better the dynamics of infection of T. 

infestans with B. bassiana in order to develop biological control estrategies of these 

vectors with entomopathogenic fungi. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Beauveria bassiana é uma das espécies de fungos entomopatogênicos (FE) mais 

utilizada para o controle de pragas agrícolas, e é muito estudada também para o controle 

de artrópodes de importância médica (LUZ et al., 1998, KANZOK; LORENA, 2006,  

FERNANDES; BITTENCOURT, 2008).  

 Já foram feitos vários trabalhos com B. bassiana e Triatoma infestans devido a 

grande importância desse vetor doença de Chagas (DC) na América do Sul. Sabe-se que 

B. bassiana atua sobre todos os estágios de vida de T. infestans, e sua eficiência já foi 

comprovada sobre esse e outros vetores da DC tanto em condições de laboratório 

quanto de campo (LUZ et al., 1998; PEDRINI et al., 2009, LUZ et al., 2004, JUÁREZ 

et al., 2008; FORLANI; PEDRINI; JUÁREZ, 2011). Apesar disso, ainda falta 

elucidação sobre questões chave no processo de infecção desse fungo em seus 

hospedeiros. 

A infecção de um inseto com FE se inicia com o contato do conídio com a 

cutícula (ALVES, 1998). Portanto, um novo hospedeiro deve tocar um indivíduo morto 

por infecção fúngica e micotizado (com micélio e conídios sobre a cutícula), ou uma 

área tratada com conídios A detecção de conídios e posterior comportamento de 

repelência por um possível hopedeiro poderia determinar o fracasso de um 

micoinseticida. Ainda não foi estudado o comportamento de T. infestans ou de outras 

espécies de triatomíneos frente a propágulos de B. bassiana e outro FE. 

Outro fator importante que pode interferir na dinâmica de uma micose em um 

habitat de hospedeiros é a comunicação química entre os hospedeiros. Adultos de T. 

infestans perturbados fisicamente secretam compostos voláteis orgânicos (CVO) que 

atuam como feromônio de alarme e defesa (KALIN; BARRET, 1975, SCHOFIELD; 

UPTON, 1978). Esses CVO afastam ninfas e outros adultos da fonte de liberação. Não 

são conhecidos trabalhos que avaliem sse a infecção de indivíduos por B. bassiana 

induz ou altera a liberação desses voláteis, ou se uma infecção fúngica tem impacto 

sobre o comportamento de defesa de T. infestans que estão nas proximidades de fontes 

com fungo. 

 Em condições favoráveis de umidade e temperatura, os conídios de B. bassiana 

germinam e formam hifas que penetram a cutícula e chegam a hemocele (ST. LEGER et 

al., 1991). Nesses momentos são ativados mecanismos da defesa inata do inseto, 

principalmente a imunidade humoral (PAL; ST. LEGER; WU, 2007). As hifas de B. 
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bassiana produzem metabólitos secundários tóxicos como a tenelina, bassianolida e 

beauvericina, entre outras, mas existem poucas informações sobre quando essas toxinas 

são produzidas durante o curso da infecção fúngica e sua importância na patogênese 

(ELEY et al., 2007, XU et al. 2008; 2009). 

 Conhecimentos básicos que levem a um melhor entendimento do 

comportamento de T. infestans frente a B. bassiana, bem como sobre a atuação desse 

agente de controle biológico contribuirão para o desenvolvimento de micoinseticidas 

mais eficientes contra esse vetor da DC. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Triatomíneos 
 

 

 Triatomíneos são artrópodes pertencentes à classe Insecta, ordem Hemiptera, 

família Reduviidae e subfamília Triatominae. Esta subfamília está representada por pelo 

menos 148 espécies descritas (SCHOFIELD; GALVÃO, 2009), e a maioria delas é 

encontrada na América Latina. No Brasil são popularmente conhecidos como barbeiro, 

chupão, chupança ou bicudo (DIAS, 1989). Os triatomíneos são insetos hemimetábolos, 

com ciclo constituído por ovo, cinco estádios ninfais e adulto, e vivem em média dois 

anos. As ninfas se diferenciam dos adultos pelo tamanho, por não possuírem asas e por 

não serem capazes de se reproduzir. Todos os estádios ninfais e os adultos exercem a 

hematofagia (LAVOIPIERRE, 1959).  

 Os triatomíneos são ectoparasitas temporários, e o contato que mantêm com seus 

hospedeiros restringe-se ao período de repasto. Possuem em sua saliva componentes 

anticoagulantes e vasodilatadores que são injetados no hospedeiro no momento da 

picada (RIBEIRO, 1987). A quantidade de sangue ingerida a cada repasto sanguíneo 

varia de acordo com o sexo, estágio de desenvolvimento e estado nutricional. Uma 

fêmea adulta de Triatoma infestans pode ingerir em uma única refeição até 312 mg de 

sangue (NAKAMURA; RUBIÃO; SIQUEIRA-BATISTA, 2007). Uma ninfa necessita 

de pelo menos um repasto sanguíneo para desencadear a ecdise. Já os adultos 

necessitam da alimentação sanguínea para atividades como dispersão e reprodução 

(LENT; WYGODZINSKI, 1979, DIOTAIUTI, 2007). Uma vez alimentado, um novo 

repasto só será necessário de 7 a 14 dias depois, dependendo do estádio ninfal, das 

atividades do indivíduo, da temperatura e umidade, dentre outros fatores ambientais. 

Muitos triatomíneos podem subsistir sem alimentar-se por longos períodos de tempo 

sem desidratar-se ou sofrer danos fisiológicos aparentes (FRIEND; SMITH, 1985).  

 A maioria das espécies de triatomíneos habita ambientes silvestres, dentro ou na 

proximidade dos abrigos de hospedeiros, como ninhos de aves, esconderijos de gambá, 

tocas de tatu.  Gênereos e espécies apresentam adaptações e preferências. 

 

2.1.1 Comunicação em triatomíneos 
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 Um dos modos de comunicação entre triatomíneos é a emissão de vibrações que 

eles produzem ao esfregar o rostro contra um sulco estriado localizado entre as pernas 

dianteiras. Essa comunicação é denominada estridulação, e a capacidade de triatomíneos 

estridular foi reconhecida há muito tempo (SCHOFIELD, 1977). Algumas espécies 

desta subfamília são capazes de produzir sons que são audíveis para o homem, mas o 

que é biologicamente relevante é a vibração (isto é, ondas que se propagam através do 

corpo do inseto e através do substrato), porque triatomíneos não têm órgãos auditivos e 

nenhuma evidência comportamental indica que eles respondem a sons transportados por 

via aérea (MANRIQUE; LAZZARI, 1994, ROCES; MANRIQUE, 1996, MANRIQUE, 

SCHILMAN, 2000, LAZZARI; MANRIQUE; SCHILMAN, 2006). A ocorrência 

espontânea de estridulação foi observada em fêmeas não receptivas durante as tentativas 

de acasalamento dos machos, (MANRIQUE; LAZZARI, 1994, LAZZARI; 

MANRIQUE; SCHILMAN, 2006) bem como na defesa contra predadores (LAZZARI; 

MANRIQUE; SCHILMAN, 2006). 

 Outro modo de comunicação entre os triatomíneos é a comunicação química, 

que pode estar relacionada ao encontro de parceiros para o acasalamento, 

comportamento de agregação, mecanismos de alarme e defesa e busca de refúgio 

(KALIN; BARRET, 1975, SCHOFIELD; PATTERSON, 1977, SCHOFIELD; UPTON, 

1978, MANRIQUE; LAZZARI, 1995, LORENZO; LAZZARI, 1996). 

  

2.1.2 Mecanismos de quimiorrecepção olfativa e comunicação química em 

triatomíneos 

 

 As antenas dos triatomíneos, assim como as de outros insetos, são o principal 

órgão responsável pela percepção de odores. Moléculas de odores podem ser capturadas 

por pêlos olfativos ou sensilas (Figura 1). Estes órgãos sensoriais possuem um ou vários 

neurônios associados a uma estrutura cuticular que contém um grande número de 

pequenos poros. Através deles as moléculas a serem detectadas penetram nos poros, 

passam à linfa da sensila e, após serem transportados por proteínas solúveis ligadoras de 

odor, estimulam receptores na membrana dos dendritos (CHAPMAN, 1998, NATION, 

2002). Nos dendritos, as moléculas de odor serão reconhecidas por proteínas receptoras. 

A conformação da proteína receptora é alterada pela ligação da molécula de odor, 

levando à abertura de canais de sódio na membrana da célula nervosa e desencadeando 
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potenciais de ação que vão conduzir a informação ao sistema nervoso central 

(CHAPMAN, 1998). 

 

Figura 1. Representação esquemática de uma sensila olfativa 

de inseto. Adaptado de CHAPMAN (1998). 

 

 Substâncias químicas que são relevantes na transmissão de informações entre 

organismos são denominadas semioquímicos. Um infoquímico é um semioquímico que 

carrega informações que disparam uma resposta fisiológica ligada ou não a um 

comportamento que pode ser detrimental ou benéfico para o inseto receptor. Existem 

vários tipos de infoquímicos baseados no tipo de interação: feromônios são 

infoquímicos intraespecíficos, já alomônios (positivo para o emissor e prejudicial para o 

receptor), cairomônios (positivo para o receptor e prejudicial para o emissor) e 

sinomônios (positivo para ambos) são infoquímicos interespecíficos (NORDLUND; 

LEWIS, 1976). 

 Triatomíneos demonstram uma resposta anemotática característica, ou seja, 

orientam-se contra o fluxo de ar quando confrontados com correntes de ar que carregam 

certos odores, como por exemplo os associados ao hospedeiro, como CO2, nonanal e 1-
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octen-3-ol (BARROZO, 2003, GUERESTEIN; GUERIN, 2001). Estudos de 

comportamento sexual em T. infestans sugerem que existe um sinal químico que pode 

ser emitido durante a cópula por ambos sexos, que promove a agregação de machos em 

volta do casal em cópula (MANRIQUE; LAZZARI, 1995, DE BRITO SANCHÉZ  et 

al., 1995). Além disso, triatomíneos usam odores próprios como mecanismos de alarme 

e defesa contra predadores. 

 

2.1.2.1 Feromônios de alarme e defesa 

  

 Triatomíneos adultos possuem as glândulas de Brindley, estruturas como sacos 

simples que estão localizados dorsalmente e se estendem para a parte lateral do segundo 

segmento abdominal. A abertura para o exterior é através de um orifício situado na 

mesopleura. Essas glândulas produzem compostos voláteis orgânicos (CVO) e os 

liberam quando os indivíduos são perturbados fisicamente, como em perturbação 

induzida por agitação em experimentos ou quando atacados por predadores por exemplo 

(KALIN; BARRET, 1975, SCHOFIELD; UPTON, 1978).  

 Os CVO liberados pelas glândulas de Brindley consistem em uma mistura de 

ácidos graxos de cadeia curta (1 a 6 carbonos) que inclui ácido isobutírico, álcoois 

alifáticos, ésteres e compostos aromáticos (HACK et al., 1980, JUAREZ; BRENNER, 

1981).  Com base na resposta comportamental desses insetos para ácido isobutírico 

sintético, WARD (1981) sugeriu que compostos emitidos pelas glândulas de Brindley 

atuam como um feromônio de alarme.  

 Particularmente em T. infestans, esses CVO quando presentes em grande 

quantidade representam um sinal de alarme para outros indivíduos receptores, ninfas e 

adultos, afastando-os da fonte de liberação. A atuação dos CVO das glândulas de 

Brindley ocorre de maneira dose-dependente, pois baixas doses induzem efeitos 

atrativos em ninfas (WARD, 1981, CRUZ LÓPEZ; MORGAN; ONDARZA, 1995).  

 Além de perturbação física não são conhecidos outros fatores que estimulam ou 

influenciam a excreção dos voláteis liberados pelas glândulas de Brindley. Não se sabe, 

por exemplo, se a infecção por Trypanosoma cruzi ou outros parasitos e patógenos, 

como fungos entomopatogênicos alteraria o perfil qualitativo e quantitativo desses 

voláteis durante a infecção. 

  

2.1.3 Atividade e busca por abrigos 
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 A maioria dos triatomíneos, tanto ninfas quanto adultos, permanece inativa 

durante o dia, quando podem ser encontrados agregados em lugares protegidos e com 

reduzida iluminação, devido à sua intensa fototaxia negativa. Mesmo assim, durante a 

noite, a maioria dos adultos das espécies de triatomíneos é atraída por luz artificial, que 

os ajuda a guiar-se para o interior de casas (REISENMAN; LAZZARI; GIURFA, 

1998). 

 Durante a noite, triatomíneos são mais ativos aparentemente iniciando a busca 

de alimento nas primeiras horas de escuridão e procurando refúgios ao amanhecer 

(NÚNEZ, 1987, LAZZARI, 1992, LORENZO; LAZZARI, 1998).  

 T. infestans, por exemplo, possui um ritmo circadiano de atividade locomotora, 

com dois picos de atividade controlados de forma endógena: o primeiro no início da 

escotofase e o segundo no começo da fotofase. Foi proposto que os picos de atividade 

mencionados estejam relacionados com a busca do hospedeiro e do abrigo, 

respectivamente (LAZZARI, 1992, LORENZO; LAZZARI, 1998). O nível de atividade 

espontânea de ninfas de T. infestans, ou seja, a atividade promovida por motivação 

endógena na ausência de pistas sensoriais emitidas por hospedeiros aumenta com o 

jejum. Dessa forma, as ninfas apresentam uma maior tendência a permanecerem fora de 

abrigos quando estão em jejum (LORENZO; LAZZARI, 1998). 

 Durante as primeiras horas após a queda do crepúsculo, os triatomíneos 

começam a explorar seu ambiente em busca de potenciais fontes de alimento, ou seja, 

vertebrados de sangue quente. A detecção de fonte de alimento é conseguida através da 

detecção de correntes de ar que transportam odores distintos, vapor de água e calor. 

Quando sinais químicos proveniente de potenciais hospedeiros são detectados em 

estreita proximidade, eles podem estimular indivíduos e atraí-los em direção a fonte. 

Semelhante a praticamente todos os insetos sugadores de sangue CO2 emitido pelos 

hospedeiros pode atrair triatomíneos (BARROZO; LAZZARI, 2004a, GUERESTEIN; 

HILDELBRAND, 2008), bem como outros odores de hospedeiros, tais como nonanal, 

ácido isobutírico, 1-octen-3-ol e amoníaco (TANEJA; GUERIN, 1997, GUERESTEIN; 

GUERIN, 2001, BARROSO; LAZZARI, 2004b). 

 Os esconderijos preferidos de triatomíneos são aqueles com microclimas amenos 

nos quesitos umidade relativa (UR) e temperatura. Foi verificada preferência de T. 

infestans a ambientes mais secos, o que pode prevenir infecções por fungos 

entomopatogênicos (ROCA; LAZZARI, 1994, GUARNERI et al., 2002). Em relação à 

termopreferência, imediatamente após a alimentação, ninfas e adultos preferem 
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permanecer em temperaturas mais altas e se movem em direção a temperaturas mais 

baixas com o aumento do tempo de jejum. Se o contato com um novo hospedeiro não 

for possível, os triatomíneos tendem a reduzir seu metabolismo e mover-se para 

ambientes mais frios (LAZZARI, 1991). 

 As fezes de ninfas e adultos de T. infestans emitem feromônios que atraem 

indivíduos da mesma espécie e, quando depositados próximos a refúgios, constituem 

um sinal de orientação (LORENZO; LAZZARI, 1996). Voláteis emitidos a partir de 

excrementos de triatomíneos guiam outros indivíduos a pontos de acesso aos refúgios 

(LORENZO; LAZZARI 1996, VITTA et al., 2002). Para ser útil, esse sinal deve 

persistir no ambiente e ao mesmo tempo evitar atrair insetos em direção a refúgios 

desabitados. A duração média da atratividade das fezes de triatomíneos é 

aproximadamente 10 dias (FIGUEIRAS; LAZZARI, 2000). 

 Nos refúgios, T. infestans e Rhodnius prolixus apresentam um comportamento 

gregário que é mediado por tigmotaxia (estreito contato com o substrato e entre 

indivíduos da mesma espécie) e feromônios presentes nas fezes (SCHOFIELD; 

PATTERSON, 1977, LORENZO FIGUEIRAS; KENIGSTEN; LAZZARI, 1994). Além 

disso, um sinal agregativo presente na cutícula de T. infestans também é responsável 

pela mediação do comportamento gregário dessa espécie. O sinal depositado por eles 

em substratos permanece como “pegadas”. Esse sinal não volátil é composto por uma 

mistura de hidrocarbonos de origem cuticular e exige contato físico com o receptor 

(LORENZO FIGUEIRAS; LAZZARI, 1998).  

 

2.1.4 Imunidade em triatomíneos 

 

 Triatomíneos, como os insetos em geral, não possuem imunidade adquirida nem 

memória imunológica após infecção por um microorganismo. Suas respostas 

fisiológicas dependem apenas da imunidade inata, a qual inclui basicamente dois 

mecanismos: a) mecanismos humorais, tais como a indução da síntese de moléculas 

citotóxicas como peptídeos e proteínas antimicrobiais (HOFFMANN; HETRU; 

REICHHART, 1993, LOWENBERGER, 2001), produção de lectinas e a ativação da 

cascata proteolítica da profenoloxidase (MUTA; IWANAGA, 1996, GILLESPIE; 

KANOST; TRENCZEC, 1997); b) mecanismos celulares, mediados pelos hemócitos 

(células da hemolinfa), e compreendem a fagocitose, a formação de nódulos e o 

encapsulamento de patógenos (GILLESPIE; KANOST; TRENCZEC, 1997). 
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 A resposta imune humoral se caracteriza por uma limitada variedade de 

receptores que reconhecem componentes específicos da superfície de microorganismos. 

Esses componentes são chamados de “padrões moleculares associados a patógenos”. Os 

mais conhecidos são componentes de membrana celular como lipopolissacarídeos de 

bactérias gram-negativas, ácido lipoteicóico e peptideoglicanos de bactérias gram-

positivas, 1-3 glucanas de fungos e glicosilfosfatidilinositol de protozoários (ASHIDA, 

1990; TEIXEIRA; ALMEIDA; GAZZINELLI; 2002). 

 A resposta humoral de triatomíneos que foi mais caracterizada envolve os 

peptídeos antimicrobianos (PAM), liberados na hemolinfa durante uma infecção.  Os 

PAM mais importantes são as defensinas (DIMARCQ et al., 1997). Em R. prolixus e T. 

brasiliensis já foram reportadas diferentes isoformas de defensinas (LOPEZ et al., 

2003). Outro importante mecanismo da resposta imune humoral é a ativação de cascatas 

proteolíticas (CERENIUS; SODERHALL, 2004). Dentre elas se destaca a cascata da 

profenoloxidase, que irá promover a deposição de melanina sobre o organismo invasor, 

imobilizando-o e/ou impedindo a progressão da infecção e posteriormente promovendo 

a sua eliminação da hemolinfa (BEUTLER, 2004).  A ativação da profenoloxidase é 

desencadeada pela presença de componentes da parede de células microbianas, tais 

como, lipopolissacarídeos e peptideoglicanos, na hemolinfa dos insetos. As serina- 

proteases convertem a profenoloxidase circulante em fenoloxidase. Esta ativação é 

estritamente regulada por serpinas (inibidores de serino proteases), inibidores da 

profenoloxidase e lectinas, restringindo a atividade da profenoloxidase à superfície do 

patógeno (FERRANDON et al., 2007, GILLESPIE; KANOST; TRENCZEC, 1997).   

 

 

2.2 Triatoma infestans 

 

2.2.1 Importância médica de Triatoma infestans 

 

 T. infestans é hoje o principal vetor da doença de Chagas (DC) na Argentina, 

Bolívia e Paraguai. A DC é uma antropozoonose endêmica na América Latina, causada 

pelo protozoário flagelado Trypanosoma cruzi, que é transmitido ao homem através das 

fezes de triatomíneos infectados. A forma mais importante de transmissão vetorial da 

doença é a contaminação do local da picada com fezes contaminadas de triatomíneos 

(adulto ou qualquer dos estádios ninfais). A transmissão também pode ocorrer sem o 
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vetor por transfusão de sangue contaminado, congenitamente, transplante de órgãos 

infectados e mais recentemente divulgada, por ingestão do parasita em açaí e cana-de-

açúcar (OMS, 2013).  

 Estima-se que a DC acomete aproximadamente 8 milhões de pessoas ao redor do 

mundo, a maioria na América Latina. No Brasil predominam os casos crônicos da 

doença, e os casos agudos se concentram na Amazônia Legal, que compreende os 

estados do Acre, Amazônia, Amapá, Rondônia, Roraima, parte do Tocantins, Maranhão 

e Mato Grosso. A maioria dos casos agudos da DC tem sido descritos no Brasil 

relacionado à ingestão de alimentos contaminados com vetores triturados ou seus 

dejetos. No período de 2000 a 2011, foram registrados mais de mil e duzentos novos 

casos, 70% por transmissão oral, 7% por transmissão vetorial e 22% sem identificação 

do modo de transmissão (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015). 

  A infecção afeta o tecido nervoso autônomo e os tecidos musculares do coração, 

esôfago e cólon, além de comprometer o sistema nervoso periférico. Estas lesões 

desencadeiam diversas complicações no sistema circulatório e digestivo (MONCAYO, 

1999, PUNUKOLLU et al., 2007).  

 Não há vacina ou tratamento antiparasítico efetivo para a cura durante a fase 

crônica da DC, portanto o controle dos vetores em áreas domiciliares e peridomiciliares 

é uma das principais estratégias para prevenir infecções humanas em regiões com 

transmissão vetorial até hoje (OMS, 2013). 

 

2.2.2 Aspectos gerais de T. infestans 

 

 T. infestans apresenta a cabeça fusiforme alongada, pescoço nítido unindo a 

cabeça ao tórax, e aparelho bucal contendo probóscida, com origem anterior aos olhos, 

adaptada à picada e sucção (Figura 2) (FORATTINI, 1980). 
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Figura 2. Triatoma infestans adulto sobre 

madeira. Fonte: ARGOLO et al., 2008. 

 

 

 T. infestans teve sua origem geográfica e epicentro de distribuição no Vale de 

Cochabamba, na Bolívia, mas se dispersou pelos países do cone sul da América Latina. 

Após a adaptação a ambientes domésticos, que se iniciou há 3.500 anos (PANZERA et 

al., 2007), o principal mecanismo de dispersão desta espécie se deu através de 

migrações humanas, uma vez que sua capacidade de vôo é reduzida (SCHOFIELD, 

1994).  

 No Brasil, no final de década de 70 essa espécie era encontrada nos estados de 

Pernambuco, Bahia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goiás, Distrito Federal, Minas 

Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (LENT; 

WYGODZINSKI, 1979). Em 2000, os focos se restringiam ao Sudeste do Piauí, Sul do 

Tocantins, Nordeste de Goiás, Oeste da Bahia e Nordeste do Rio Grande do Sul 

(VINHAES; DIAS, 2000). 

 T. infestans era encontrado quase exclusivamente em ambientes domésticos e 

peridomésticos (FORATTINI, 1980), podendo ser vistos em grandes números em frestas 

de paredes, atrás de quadros, dentro de caixas, e em esconderijos no peridomicílio em 

galinheiros, chiqueiros e estábulos, por exemplo (Figura 3a). Acreditava-se que esta 

espécie não se encontrava mais em ambientes silvestres, mas já foram encontrados 

focos silvestres na região do Grande Chaco, compreendendo a Bolívia, Argentina e 

Paraguai (Figura 3b) (BERMÚDEZ; VALDERRAMA; TORRICO, 1993, ROLÓN et 

al., 2011, CEBALLOS et al., 2009). 
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Figura 3. Galinheiro em peridomicílio de casa (a). Região do Grande Chaco, entre o Rio Paraguai e 

os Andes (b) Fonte: ARGOLO et al., 2008 

 

 

         2.2.3 Controle de Triatoma infestans  

 

 Há 30 anos o combate aos triatomíneos encontrados em ambientes domésticos é 

realizado com a aplicação de inseticidas de ação residual. Até hoje ainda são utilizados 

inseticidas do grupo dos piretróides (deltametrina, alfacipermetrina, betacipermetrina) e 

carbamatos em geral com efeito residual maior que um ano (COURA; DIAS, 2009). 

Anteriormente eram utilizados inseticidas organoclorados (como hexaclorobenzeno e 

dieldrin) e organofosforados (como fenitrotion) (ROCHA E SILVA, 1979).  

 Em 1991, os países do cone sul da América Latina endêmicos para a DC, 

decidiram juntar esforços contra a doença, firmando uma cooperação internacional 

denominada Iniciativa dos Países do Cone Sul, envolvendo a Argentina, Brasil, Bolívia, 

Chile, Paraguai e Uruguai (SILVEIRA, 2002). A partir disso, o Programa de Controle 

da Doença de Chagas no Brasil passou a priorizar áreas de ocorrência de T. infestans, e 

a vigilância epidemiológica foi ampliada (DIAS; SILVEIRA; SCHOFIELD, 2002, 

SILVEIRA, 2002). Dez anos de esforços resultaram numa redução de 94% da 

incidência da DC nos países do cone Sul e dessa forma, T. infestans foi efetivamente 

controlado. Em 2006, o Brasil foi declarado livre de transmissão vetorial de DC por essa 

espécie (SCHOFIELD; JANNIN; SALVATELLA; 2006). 

  Entretanto, com o passar dos anos vêm surgindo relatos preocupantes sobre 

populações de T. infestans resistentes a piretróides no Norte da Argentina e Sul da 

Bolívia (PICOLLO et al., 2005, ORIHUELA et al., 2008, CARDOZO et al., 2010, 

a b 
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JUÁREZ et al., 2010). Atualmente, o controle do vetor nessa região voltou a ser feito 

com organofosforados. Além disso, ainda existem populações silvestres dessa espécie 

na Bolívia, e a invasão de ambientes silvestres pelo homem pode levar à infestação e 

nova dispersão do inseto nas casas. Outro problema grave é o processo de 

domiciliarização de espécies silvestres como T. sordida, para ocupar “vazio ecológico” 

deixado por T. infestans, o que ressalta a necessidade de vigilância permanente e 

controle anti-vetorial (GUHL; PINTO; AGUILERA, 2009).  

 

2.2.4 Métodos alternativos de controle 

 

Apesar de um controle com químicos sintéticos ser muito eficiente contra T. 

infestans, esses produtos podem causar danos ao homem e ao meio ambiente, além de 

levar ao desenvolvimento de tolerância e resistência dos vetores a produtos, e assim 

comprometer o sucesso de campanhas (DIAS, 2009). Uma alternativas ao controle 

químico de triatomíneos, inserida em um método de controle integrado, poderia ser o 

uso de bioinseticidas à base de fungos entomopatogênicos (FE). Micoinseticidas já são 

utilizados na agricultura para o controle de pragas, especialmente produtos que contêm 

fungos dos gêneros Beauveria, Metarhizium, ou Isaria (FARIA; WRAIGHT, 2007). 

Esses fungos têm alta efetividade em fases diferentes de desenvolvimento de insetos e 

outros artrópodese podem ser produzidos em larga escala. 

 

2.3 Fungos entomopatogênicos para o controle biológico de insetos 

 

2.3.1 Aspectos gerais 

 

 FE foram os primeiros patógenos utilizados no controle biológico de pragas. 

Muitos FE são patógenos de largo espectro e estão dispersos em diferentes ambientes, 

como solos, vegetais, água e ar (BENZ, 1987, HAJEK; ST. LEGER, 1994, INGLIS et 

al., 2001). São conhecidos cerca de 90 gêneros com 700 espécies de FE. Esses causam 

em torno de 80% das doenças de insetos de interesse na agricultura ou saúde pública, 

sendo que, cerca de vinte espécies de FE incidem sobre pragas de importância 

econômica (FERNANDES; ALVES, 1991, ALVES, 1998). A ordem Hypocreales reune 

importantes FE. São isolados a partir de cadáveres de artrópodes que apresentam 

indícios de morte por infecção fúngica como mumificação e formação de micélio e 
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conídios sobre a cutícula. O interesse em FE para controle de insetos de importância 

médica, como mosquitos, carrapatos e triatomíneos aumentou muito nos últimos anos 

(SCHOLTE et al., 2005, KANZOK; LORENA, 2006,  FERNANDES; 

BITTENCOURT, 2008, SOUSA et al., 2013).  

O processo de infecção do artrópode por fungo ascomicético em fase assexuada 

ocorre basicamente em quatro etapas: adesão de conídios, germinação, penetração e 

colonização (Figura 4). A adesão se inicia imediatamente após contato entre conídios e 

a cutícula do inseto e envolve forças hidrofóbicas, eletrostáticas e interações 

moleculares entre o patógeno e a superfície do hospedeiro (ST. LEGER et al., 1991, 

HAJEK; ST. LEGER, 1994, PEDRINI; CRESPO; JUÁREZ, 2007). A cutícula do 

inseto atua como barreira mecânica e bioquímica de defesa contra a infecção fúngica 

(ST. LEGER et al., 1991). Após a adesão, e em condições favoráveis principalmente de 

umidade, os conídios iniciam a germinação, que se completa entre 12 e 24 horas, em 

condições favoráveis, com formação do tubo germinativo e apressório que auxilia a 

penetração das hifas (ALVES, 1998). A penetração da cutícula por hifas é favorecida 

pela pressão exercida por elas em áreas membranosas ou esclerosadas associada a 

enzimas como proteases, quitinases e lipases produzidas durante a penetração 

(KHACHATOURIANS, 1998) (Figura 4). Proteases (MORAES; SCHRANK, 

VAINSTEIN, 2003) e metabólitos secundários tóxicos (ST. LEGER et al., 1991) são 

considerados fatores chave para a eficiência do processo de invasão. Após a penetração 

das hifas, que dura entre 6 e 12 horas, estas se ramificam e colonizam a cutícula do 

inseto e em seguida atingem a hemocele. Mecanismos de defesa interna do inseto são 

ativados, como estímulo da fagocitose, destruição de plasmócitos, encapsulação do 

fungo e formação de nódulos (HAJEK; ST. LEGER, 1994), para evitar o crescimento 

fúngico. O fungo escapa do sistema imune através da formação de corpos hifais, que 

produzem toxinas as quais suprimem a resposta imune de insetos (PAL; ST. LEGER; 

WU, 2007). Essas toxinas associadas a alterações patológicas na hemocele e bloqueio 

mecânico do aparelho digestivo devido à biomassa fúngica causam a morte do inseto. 

No cadáver, micélio coloniza o corpo gorduroso, sistema digestivo, tubos de Malpighi, 

hipoderme, sistema nervoso, músculos e traquéias. Em condições apropriadas, micélio 

começa a emergir sobre o cadáver e inicia-se a conidiogênese externa seguida pela 

disseminação de novos conídios no meio ambiente, e contaminação e infecção de outros 

indivíduos (ALVES, 1998) (Figura 4). 
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Figura 4. Ciclo de fungo ascomicético em inseto hospedeiro. Fonte: MASCARIN; PAULI 

(2010). 

 

2.3.2 Fungos entomopatogênicos e comportamento de artrópodes 

  

Fungos patogênicos utilizam diversas estratégias para alcançar seu principal 

objetivo no hospedeiro, que é maximizar sua reprodução. A evolução dessas estratégias 

levou a diferentes tipos de interação entre artrópodes e fungos, como por exemplo febre 

comportamental induzida pelo fungo, procura do artrópode por locais mais quentes e  

elevados, resposta reduzida a semioquímicos e mudanças no comportamento 

reprodutivo (ROY et al., 2006). 

A detecção de sinais específicos de inimigos, como químicos voláteis à distância, 

e a capacidade de evitá-los é parte fundamental do comportamento defensivo de muitas 

ordens de insetos (GRIPENBERG et al., 2010, NAJAR-RODRIGUEZ et al., 2010, 

ROHLFSS; CHURCHILL, 2011, TURCOTTE ; CORRIN; JOHNSON, 2012). Ao 

detectar risco de exposição e detecção de um fungo entomopatogênico e evitar o local 

contaminado, ou através de comportamento de limpeza (CORY; HOOVER, 2006), os 
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insetos ganham uma vantagem seletiva. Essas respostas podem reduzir a eficiência de 

fungos como agentes para controle biológico. Em contraste, fungos patogênicos teriam 

a vantagem se atraíssem ou fossem imperceptíveis a seus hospedeiros (BAVERSTOCK; 

ROY; PELL, 2010).  

Comportamentos de repelência a fungos entomopatogênicos foram reportados em 

insetos sociais e semisociais, como várias espécies de cupins (STAPLES; MILNER, 

2000, SUN et al., 2008), abelhas (VILLANI et al., 1994) e grilos (THOMPSON; 

BRADENBURG, 2005). O cupim Macrotermes michaelseni evitou contato físico com 

isolados de M. anisopliae e B. bassiana, e houve correlação entre virulência e repelência 

para diferentes isolados desses fungos (MBURU et al., 2011; MBURU; MANIANIA; 

HASSANALI, 2013). Em outros estudos, foram encontradas claras diferenças 

qualitativas e quantitativas no perfil de voláteis emitidos por dois isolados de M. 

anisopliae e de B. bassiana que demonstraram diferentes níveis de repelência em cupins 

(HUSSAIN et al., 2010, MBURU et al, 2011). Já anofelíneos e culicíneos não foram 

repelidos por superfícies tratadas com conídios de M. anisopliae ou B. bassiana. 

(MNYONE et al., 2010). Fêmeas grávidas de Aedes aegypti não detectaram conídios e 

ovipuseram sobre superfície tratada com M. anisopliae, mesmo tendo a opção de ovipor 

em áreas não tratadas (LOBO, 2011). 

Insetos podem ser atraídos por metabólitos secundários de fungos e outros 

microrganismos. Por exemplo, fêmeas grávidas de Culex quinquefasciatus são atraídas 

por voláteis emitidos pelo fungo não entomopatogênico Trichoderma viride (GEETHA 

et al., 2003). A maioria dos estudos indica que insetos não sociais não são capazes de 

detectar fungos entomopatogênicos, ou podem detectar o fungo, mas não percebem que 

estes podem lhes causar danos (BAVERSTOCK; ROY; PELL, 2010).   

Não são conhecidos estudos de comportamento de atração ou repelência de 

triatomíneos a fungos entomopatogênicos.  

 

2.4 Beauveria bassiana 

 

B. bassiana é um FE terrestre com distribuição ampla. É patógeno de inúmeras 

espécies de artrópodes em seus diferentes estágios de desenvolvimento. Fatores 

abióticos como umidade, temperatura e radiação solar influenciam a germinação na 

cutícula do hospedeiro e a sobrevivência desse fungo no meio ambiente. A germinação 

e o crescimento ocorrem entre 25° e 30° C para B. bassiana (ALVES, 1998). B. 
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bassiana é um fungo facilmente cultivável em meios de cultivo e já é produzido para 

formulações comerciais para o controle de pragas agrícolas (ALVES, 1998, FARIA; 

WRIGHT, 2007). A ocorrência natural desse fungo e poucos casos relatados de efeitos 

tóxicos a animais domésticos e seres humanos (relatos de alergia), bem como ao 

ambiente estimulam o uso de micoinseticidas (FARIA; MAGALHÃES, 2001, 

THUNGRABEAB; TONGMA, 2007, BORGES; NOVA, 2011, OLIVEIRA-FILHO, et 

al. 2011). Temperaturas maiores ou iguais a 35°C são a principal barreira ao 

crescimento desse fungo sobre muitos vertebrados, inclusive o homem (ROBERTS; 

CAMPBEL, 1977). Não existem relatos de infecção, morte de pessoas ou de 

desequilíbrios ambientais provocados por B. bassiana (ZIMMERMANN, 2007, 

COSTA; HAIDA, 2009). 

 

2.4.1 Toxinas produzidas por Beauveria bassiana  

 

Durante a fase patogênica, B. bassiana produz uma grande variedade de 

peptídeos naturais não ribossomais que atuam como imunossupressores, toxinas em 

geral ou toxinas hospedeiro-específicas. Entre eles estão os ciclo-oligômeros não 

ribossomais depsipeptídeos, como tenelina, beauvericina e bassianolida (XU et al., 

2008) (Figura 5). 

A beauvericina possui diversas atividades biológicas, como atividade 

antibacteriana e antifúngica moderada (HAMIL et al., 1969) além de atividade 

antiproliferativa contra linhagens de células humanas cancerosas (JOW et al., 2004). A 

atividade inseticida de beauvericina já foi confirmada em Calliphora erythrocephala 

(Diptera), A. aegypti (Diptera), Spodoptera frugiperda (Lepidoptera) e Schizaphis 

graminum (Hemiptera) (FORNELLI; MINERVINI; LOGRIECO et al., 2004, LELAND 

et al., 2005, JESTOI, 2008). A ação da beauvericina consiste no estímulo a cascatas que 

levam a apoptose (XU et al., 2008). 

Outra toxina, a tenelina, é tóxica para eritrócitos de mamíferos, mas seus 

mecanismos de patogenicidade em insetos não foram demonstrados na infecção do 

lepidόptero Galleria mellonella por B. bassiana (ELEY et al., 2007). 

A toxina bassianolida foi detectada em cadáveres de larvas de Bombyx mori 

(Lepidoptera) mortas por B. bassiana, demostrando que a produção desse metabólito 

coincide com a infecção e morte do inseto (KWON et al., 2000). A bassianolida foi 
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indicada como um fator de virulência altamente significativo para B. bassiana, com 

efeito nas contrações musculares de três diferentes lepidópteros (XU et al., 2009). 

 

 

Figura 5. Estrutura química de algumas toxinas produzidas por 

Beauveria bassiana. Adaptado de XU et al. (2008). 

 

Os genes que codificam para a beauvericina sintetase, a tenelina sintetase e para 

a bassianolida sintetase já são conhecidos (ELEY et al., 2007, XU et al. 2008; 2009). 

Porém, ainda não são conhecidos os níveis de expressão desses genes de fungo em um 

inseto infectado que esteja vivo, ou morto e micotizado. 

 

2.4.2 Controle de Triatoma infestans com Beauveria bassiana 

 T. infestans e outras espécies de triatomíneos são altamente suscetíveis a FE em 

condições de laboratório (ROMAÑA; FARGUES, 1992, LUZ et al., 1998; LUZ; 

ROCHA; NERY, 2004, PEDRINI et al., 2009, ROCHA; SILVA; LUZ, 2011, ROCHA; 

LUZ, 2011, LUZ; RODRIGUES; ROCHA, 2012), inclusive T. infestans resistentes a 

piretróides (PEDRINI et al., 2009). B. bassiana é eficiente ao infectar ovos, ninfas e 

adultos de T. infestans e outros triatomíneos em condições de laboratório, e alta 

umidade aumenta a infecção e induz o fungo a reciclar-se permitindo que a micose se 

espalhe (LUZ et al., 1994; 1998, LUZ; FARGUES, 1998). 
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Em campo, no Brasil, foi testada formulação oleosa de B. bassiana confirmando 

seu potencial para controle de T. infestans, mas com atividade reduzida, ou seja, menor 

mortalidade de indivíduos quando comparada a condições de laboratório (LUZ et al., 

2004). Provavelmente isso se deve as condições deletérias do ambiente, como baixa 

umidade e altas temperaturas. Os propágulos fúngicos devem ser melhor formulados, 

ou seja, misturados a veículos, que podem proteger esses propágulos e aumentar a 

eficiência do FE (BURGES, 1998). 

Uma armadilha baseada em formulação de conídios de B. bassiana com um 

atraente químico já foi testada com sucesso para controle de T. infestans em casas na 

Província de Salta, Argentina (JUÁREZ et al., 2008; 2010). Entretanto, a validação da 

armadilha e do método ainda estão pendentes (JUÁREZ et al., 2008; FORLANI; 

PEDRINI; JUÁREZ, 2011). 

 O característico comportamento de agregação de T. infestans facilita o contato 

entre os indivíduos e consequentemente possibilita a transmissão fúngica por 

autodisseminação ou transmissão fúngica horizontal, o que foi comprovado em 

laboratório (PEDRINI et al,. 2009) e campo (FORLANI; PEDRINI; JUÁREZ, 2011). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

  

 

Triatoma infestans é um inseto modelo importante- fácil de criar em laboratório, 

bem conhecido e estudado - para demonstrar aspectos da infecção com FE, dessa forma 

contribui para o estudo de controle de outras espécies de triatomíneos. 

Tendo em vista a existência de populações silvestres de T. infestans e os relatos de 

resistência desse triatomíneo a inseticidas sintéticos, é necessário estudar medidas 

inovadoras, eficientes, econômicas, e menos tóxicas para o homem e que não causem 

danos ambientais em comparação ao controle químico convencional dessa espécie. O 

agravante fato da domiciliarização de outras espécies de triatomíneos enfatiza ainda 

mais essa necessidade. 

 O uso de agentes de controle biológico específicos, que atuem em todos os 

estádios do desenvolvimento de T. infestans favorecerá seu controle. Resultados 

promissores a nível experimental com B. bassiana, apontam esse fungo para fortalecer 

um controle integrado e sustentável de T. infestans.  

O estudo dos mecanismos envolvidos no processo de infecção do hospedeiro com 

um agente biológico, bem como do comportamento do hospedeiro e seus mecanismos 

de defesa é importante na escolha da melhor estratégia de controle e irá avançar com 

conhecimentos para o desenvolvimento de um micoinseticida de tratamento focal 

contra os vetores da DC. 
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4  OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 

Contribuir com conhecimentos para elucidar processos envolvidos na infecção de 

T. infestans por B. bassiana, e dessa forma colaborar para o desenvolvimento de 

micoinseticidas efetivos para um controle integrado de triatomíneos. 

 

4.2 Objetivos específicos 

  

 Caracterizar CVO liberados por T. infestans infectados ou não por B. bassiana; 

 

 Estudar, em diferentes tempos após o tratamento, o padrão de expressão de 

genes envolvidos: 

• na biossíntese de CVO em  adultos infectados ou não 

• na produção de toxinas produzidas por B. bassiana  em ninfas infectadas 

• na imunidade humoral de T. infestans infectados ou não 

 

 Avaliar o efeito de conídios de B. bassiana sobre o comportamento de ninfas de 

T. infestans não tratadas 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Manuscrito 1 – Efeito da presença de conídios de Beauveria bassiana sobre o 

comportamento de Triatoma infestans 

 

5.2 Manuscrito 2 - Avaliando a expressão gênica durante a patogênese: Uso de qRT-

PCR para acompanhar a produção de toxinas pelo fungo entomopatogênico Beauveria 

bassiana durante a infecção, e  resposta imune do hospedeiro Triatoma infestans. 

(PUBLICADO) 

 

5.3 Manuscrito 3 - Síntese e secreção de compostos voláteis orgânicos liberados por 

Triatoma infestans infectados com Beauveria bassiana. 
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5.1 MANUSCRITO 1 - Efeito da presença de conídios de Beauveria 

bassiana sobre o comportamento de Triatoma infestans 
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Resumo: Propágulos de fungos entomopatogênicos liberam compostos voláteis 

orgânicos (CVO) que podem ser detectados e influenciar o comportamento de alguns 

insetos. O objetivo desse trabalho foi avaliar a resposta comportamental de ninfas de T. 

infestans frente a presença de conídios de B. bassiana. Em ensaio em placa de Petri, 

conídios de B. bassiana foram aplicados em área de papel filtro a 10
8
 conídios/cm

2
, e 

ninfas tiveram opção de escolher entre permancer em área tratada ou não. Em outro 

ensaio, uma ninfa morta por infecção por B. bassiana e apresentando conídios na 

superfície foi colocada em esconderijo simulado e ninfas saudáveis tiveram a opção de 

escolher entre esconderijo contendo a ninfa morta e micotizada ou não. O 

comportamento de escolha de ninfas frente a conídios também foi avaliado em 

olfatômetro em Y. No ensaio em placa de Petri com área de papel filtro tratada ou não, a 

preferência por área tratada com conídios foi significativa somente para ninfas de 1
o
 

estádio (N1) 90 minutos após o início do experimento (χ2 = 6,4; P = 0,01). Já para o 

ensaio com esconderijos simulados e ensaio em olfatômetro em Y, não foi encontrado 

efeito da presença de conídios sobre a escolha das ninfas (0  χ2   0,4; 0,5  P  1; χ
2
 = 

3,5 ; P = 0,06, respectivamente). As ninfas não foram capazes de detectar conídios de B. 

bassiana ou não foram repelidas pela presença do fungo nas condições testadas, o que 

enfatiza a escolha desse fungo para um controle biológico de T. infestans. 

 

Palavras-chave: triatomíneos, micoinseticidas, compostos voláteis orgânicos, 

comportamento de insetos. 

 

1. Introdução 

 Insetos enfrentam uma gama diversificada de inimigos naturais que incluem 

predadores, parasitóides, parasitas e agentes patogênicos. A capacidade de reconhecer e 

responder defensivamente a tais perigos é um traço importante de sobrevivência para 

qualquer espécie. Detecção de semioquímicos específicos do “inimigo” é muitas vezes 

uma parte fundamental da defesa de muitos insetos (DICKE; GROSTAL, 2001). 

Embora fungos entomopatogênicos possam causar mortalidades significativas em 

populações de insetos suscetíveis, poucos estudos têm relatado as respostas olfativas 

desses insetos para tais fungos. O comportamento de evitar contato com fungos 

entomopatogênicos já foi demonstrado principalmente para insetos sociais, como os 

cupins (MBURU et al., 2009, MBURU; MANIANIA; HASSANALI, 2013). 
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 O controle biológico de Triatoma infestans, principal vetor da Doença de 

Chagas em alguns países da América do Sul, com o fungo entomopatogênico Beauveria 

bassiana tem sido amplamente estudado, como uma alternativa para um controle 

integrado desse vetor. A eficiência de B. bassiana sobre todos os estágios de vida de T. 

infestans já foi confirmada em condições de laboratório e de campo (LUZ et al., 1998; 

PEDRINI et al., 2009, LUZ; RODRIGUES; ROCHA, 2012, JUÁREZ et al., 2008; 

FORLANI; PEDRINI; JUÁREZ, 2011). A maioria desses estudos se baseia em uma 

aplicação indireta de propágulos fúngicos para controle, ou seja, em tratamento sobre 

uma área que o indivíduo entrará em contato posteriormente, uma abordagem mais 

realista que um tratamento direto sobre os vetores.  

O processo de infecção de B. bassiana em seus hospedeiros se inicia com 

contato do conídio com a cutícula, dessa forma, o comportamento de vetor de se 

aproximar ou se afastar de uma fonte com fungo é determinante para o estabelecimento 

ou não de uma infecção. Ainda não são conhecidos estudos específicos sobre 

comportamento de T. infestans frente presemça de propágulos de B. bassiana. 

 O objetivo do presente estudo foi avaliar o comportamento de ninfas de T. 

infestans em relação a presença de conídios de B. bassiana em área tratada ou em ninfas 

mortas e micotizadas. Além disso, foi avaliado o efeito de compostos voláteis orgânicos 

(CVO) de conídios de B. bassiana sobre ninfas. 

 

2. Material e métodos 

2.1 Origem e criação de Triatoma infestans 

A colônia teve origem em T. infestans cedidos pelo Laboratório de 

Comportamento de Vetores e Interação com Patógenos, do Centro de Pesquisas René 

Rachou, Fundação Oswaldo Cruz, Uberlândia, Minas Gerais. Os indivíduos foram 

criados em frascos cilíndricos de plástico transparente, com 15 cm de diâmetro, altura 

de 20 cm, e fundo forrado com papel filtro. Dentro de cada frasco foi colocada uma tira 

de cartolina dobrada em forma de sanfona para aumentar a superfície interna. Os frascos 

com os triatomíneos foram mantidos a 27 ± 5 º C e 60 ± 10 % de UR e fotofase natural. 

Os insetos foram alimentados semanalmente em camundongos conforme LIMA, et al. 

(2009).  

 

2.2 Origem e cultivo de Beauveria bassiana 
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 B. bassiana GHA foi isolada originalment de larva-alfinete de milho (Diabrotica 

speciosa) em milho, em Oregon, Estados Unidos e está depositada como ARSEF 201 na 

Coleção de Culturas de Fungos Entomopatogênicos do Serviço de Pesquisa em 

Agricultura do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (ARSEF), Ithaca, 

Estados Unidos e na coleção de culturas de fungos entomopatogênicos do IPTSP, UFG. 

Antes dos testes foi realizada uma passagem de fungo em ninfa de terceiro instar (N3) 

de T. infestans com o objetivo de padronizar a virulência do fungo (LUZ et al., 1999). O 

fungo foi reisolado da N3 morta, e cultivado em placa de Petri de vidro (100 mm de 

diâmetro × 20 mm de altura) com meio de batata, dextrose e ágar (BDA) (HiMedia
®
, 

Mumbai, India) a 25
o 
C, 75 ± 5 % de UR e fotofase de 12 h por 15 dias.  

 

2.3 Preparo de inóculos e avaliação da viabilidade de conídios  

 Aproximadamente 5 mg de conídios de GHA foram coletados da superfície da 

cultura com o auxílio de uma espátula. Os conídios foram suspensos em 10 ml de 

Tween 80 (mono-oleato de polioxietileno sorbitano) estéril a 0,01%, colocados em tubo 

de vidro (1 cm de diâmetro x 14 cm de altura) com ± 20 pérolas de vidro (2 mm de 

diâmetro) e agitados em vórtex por 3 min e filtrados em algodão hidrófilo. Após 

diluição, o número de conídios foi quantificado em câmara de Neubauer e a 

concentração de conídios/cm
2
 ou de conídios/ml foram ajustadas às concentrações finais 

requeridas para os testes. 

 No início de cada teste a viabilidade dos conídios foi verificada pela inoculação 

de 100 µl de conídios suspensos em água (10
6
 conídios/ml) em meio SDAL (Sabouraud, 

Dextrose, Ágar, Extrato de levedura a 1%) em placas de Petri. Entre 6–24 h de 

incubação do meio a 25
o 

C, 75 ± 5 % de UR e fotofase de 12 h, a germinação foi 

quantificada em 100 conídios em quatro diferentes áreas do meio. Conídios foram 

considerados germinados quando os comprimentos dos tubos germinativos foram 

superiores aos diâmetros dos conídios (LUZ; FARGUES, 1998). 

 

2.4 Produção de ninfas mortas por infecção fúngica  

 Para produção de ninfas de terceiro estádio (N3) mortas por infecção fúngica, 

cada indivíduo vivo foi mergulhado por 6 s em 5 ml de suspensão aquosa de conídios a 

10
8 

conídios/ml com auxílio de pinça, e imediatamente colocado sobre papel absorvente. 

Em seguida, entre 5–10 ninfas tratadas foram transferidas para uma placa de Petri de 

vidro (90 mm de diâmetro e 15 mm de altura) com papel filtro no fundo, e as placas 
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incubadas a 28°C, UR > 98% e fotofase de 12 h. A mortalidade das ninfas foi avaliada 

diariamente por até 10 dias, as ninfas mortas foram retiradas e colocadas em nova placa 

estéreis, e estas incubadas nas mesmas condições anteriormente descritas. O 

desenvolvimento de micélio e novos conídios na superfície dos indivíduos mortos foi 

avaliado diariamente com estéreomicroscópio. 

 

2.5 Avaliação do comportamento de ninfas expostas a conídios 

2.5.1 Ensaios de escolha em placa de Petri 

 Em uma primeira série de experimentos, a parte superior e inferior de papel filtro 

circular (37,7 cm
2
) foram divididas em dois semicírculos iguais de 18,8 cm

2
 cada. Um 

dos semicírculo em cada superfície foi tratado com auxílio de pincel, com conídios 

puros e recém raspados a 10
8
 conídios/cm

2
. O papel filtro foi cuidadosamente perfurado 

com ponteiras cortadas (20 mm), e 4 foram colocadas na periferia do papel filtro e 

opostas em forma de cruz, e uma em posição central (Figura 1a) e o papel filtro foi 

ajustado a 10 mm do fundo. Cada papel preparado dessa forma foi colocado em uma 

placa de Petri (140 mm de diâmetro e 20 mm de altura) permitindo livre acesso das 

ninfas a ambas as superfícies do papel dentro da placa (LUZ; RODRIGUES; ROCHA, 

2012) (Figura 1a). Em cada placa foi colocada no centro uma ninfa de primeiro estádio 

(N1), N3 ou ninfa de quinto estádio (N5), 10–15 dias após a muda (ou eclosão, no caso 

de N1). As placas com as ninfas foram mantidas a 27 ± 5 º C e UR a 70 ± 10 % e 

fotofase de 12 hs. Os ensaios foram procedidos das 20:00–22:00 h, correspondente ao 

pico de atividade de T. infestans, em total escuridão (exceto durante um intervalo de 

aproximadamente 60 s que foram  usados para achar a posição das ninfas nas placas). A 

posição das ninfas foi avaliada 30, 60, 90 e 120 min após o início do teste. Uma placa 

com cada estádio ninfal com papel filtro sem tratamento em ambos os semicírculos foi 

utilizada como controle para avaliar o comportamento das ninfas nas condições 

experimentais. 

 Em outra série de experimentos, o comportamento de escolha de esconderijo de 

ninfa de T. infestans foi monitorado em esconderijos simulados colocados em placas. 

Papéis filtro (50 cm
2
) foram enrolados em forma de tubo e colocados dentro tubos 

Falcon cortados na altura dos 30 ml constituindo um esconderijo padronizado simulado 

para T. infestans (Figura 1b). Em seguida, uma N3 morta por infecção fúngica e com 

desenvolvimento de conídios na superfície do cadáver foi colocada em um dos 

esconderijos. Um esconderijo com o cadáver e outro sem (controle) foram colocados em 
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placa de Petri (140 mm de diâmetro e 2 mm de altura) (Figura 1b). Em cada placa foi 

colocada no centro uma N1, N3 ou N5, 10–15 dias após a muda (ou eclosão, no caso da 

N1). As placas com os esconderijos e ninfas foram mantidas a 27 ± 5 º C e UR 70 ± 10 

% e fotofase de 12 hs. Os ensaios foram procedidos e avaliados da mesma forma que o 

ensaio anterior. Ninfas encontradas nas placas, mas fora de esconderijos, foram 

consideradas presentes no esconderijo controle (sem conídios). Uma placa para cada 

estádio ninfal com dois esconderijos sem a presença de ninfa morta foi utilizada como 

controle para avaliar o comportamento das ninfas nas condições experimentais. 

 Foram feitas 10 repetições (cada uma com uma ninfa diferente) para cada um 

dos bioensaios. 

 

2.5.2 Ensaio em olfatômetro em Y  

A resposta comportamental de T. infestans a CVO liberados por B. bassiana foi 

avaliada em olfatômetro em Y feito em acrílico, com 36 cm total de comprimento, cada 

braço com 13 cm, corpo de 18 cm e 6 cm de diâmetro (Figura 2). Cada abertura dos 

braços foi conectada com mangueira de silicone de 1 cm de diâmetro a dois kitasatos de 

50 ml. Um dos kitasatos foi preenchido com água destilada enquanto o outro servia para 

a liberação do odor. A evaporação da água presente nos kitasatos cria uma atmosfera de 

alta umidade no interior do olfatômetro, o que facilita a percepção dos químicos pelos 

artrópodes em teste. No fim da conexão do último kitasato de cada lado havia um 

fluxômetro regulado em 100 ml/min e um filtro de carvão ativado (Fluka, Sigma 

Aldrich
®
, St. Louis, Estados Unidos). O fluxo de ar foi gerado por um compressor 

(Diapump/Fanem
®
, São Paulo, Brasil) conectado à abertura do corpo do olfatômetro por 

uma mangueira de silicone, com comprimento de 2 m e 1 cm de diâmetro (OLIVEIRA 

FILHO, 2014). 

Papéis filtro foram recortados em retângulos de 6 cm
2
. Cada papel foi tratado, com 

auxílio de pincel, com conídios de B. bassiana a 10
8
 conídios/cm

2
 e imediatamente 

colocado em um dos kitasatos para a liberação de odor. No outro kitasato de liberação 

de odor foi colocado papel filtro sem conídios (controle).  

N3 (n=56) foram colocadas delicadamente e individualmente na área de liberação 

do olfatômetro, em seguida, foram observadas entre 10 s e 2 min para registro do braço 

de escolha. As ninfas que não optaram ou não caminharam na haste durante esse 

período foram retiradas e reintroduzidas mais uma vez posteriormente. Durante os 
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ensaios o olfatômetro foi limpo com álcool etílico (99,5 %) no intervalo de três testes. 

Também a foi feita a inversão do braço tratado e controle a cada três testes. 

Antes dos testes com conídios, foi testada a atração de ninfas (n=88) a CO2 para 

padronização da técnica.  

 

2.5.3 Análise estatística 

 Para todos os ensaios foi feito o teste do qui-quadrado (χ
2
), com diferenças entre 

os grupos consideradas significativamente diferentes  com P < 0,05. 

 

3. Resultados 

 

3.1 Ensaios em placa de Petri 

 No ensaio em placa de Petri com área de papel filtro tratada ou não com conídios 

de B. bassiana não foi encontrado efeito da presença de conídios sobre a escolha das 

ninfas independentemente do tempo (0,4  χ2  1,6; 0.2  P  0,5) (Tabela 1). 

 Já para o ensaio com esconderijos em placa de Petri, não foi encontrado efeito da 

presença da ninfa morta e micotizada sobre a escolha de esconderijo pelas ninfas, 

independentemente do estádio ninfal testado ou do tempo (0  χ2  0,4; 0,5  P  1 ) 

(Tabela 2). 

  

  

3.2 Ensaio em olfatômetro em Y 

 No ensaio em olfatômetro em Y, ninfas demonstraram preferência significativa 

para o CO2 (χ
2
=5,5 ; P=0,02). Testando conídios, não foi encontrado efeito significativo 

dos voláteis de conídios de B. bassiana sobre a escolha das ninfas para um braço do 

olfatômetro, 41,1% das ninfas escolheram o braço referente aos voláteis de conídios 

(χ
2
=3,5 ;P = 0,06). 

 

4. Discussão 

A infecção de um inseto com B. bassiana se inicia com o contato do conídio 

com a cutícula. Portanto, um novo hospedeiro deve estar próximo de um indivíduo 

morto por infecção fúngica e micotizado (com micélio e conídios sobre a cutícula), ou 

ter contato uma área tratada com conídios. A detecção desses conídios e posterior 

comportamento de repelência por um possível hopedeiro poderia determinar o fracasso 

de um micoinseticida. É notável nos esconderijos de T. infestans tanto no domicílio 
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quanto no peridomicílio a presença de centenas de indivíduos de todos os estágios e o 

comportamento de agregação dos mesmos, inclusive com cadáveres. Dessa forma, um 

cadáver com presença de conídios e micélio na superfície é importante fonte de 

contaminação e estabelecimento de uma epizootia induzida em condições favoráveis 

para o fungo. 

Os testes de escolha por áreas tratadas com conídios de B. bassiana ou por 

esconderijos com presença da ninfa morta e micotizada indicaram que as ninfas não 

foram capazes de detectar os conídios em ambos os casos, ou não tiveram sua escolha 

influenciada pela presença do fungo. Outros insetos já apresentaram o mesmo 

comportamento: fêmeas grávidas de Aedes aegypti não detectaram conídos de M. 

anisopliae sobre papel filtro úmido e ovipuseram nesses locais em testes de laboratório 

e campo (LOBO; RODRIGUES; LUZ, 2016) e o mosquito Anopheles gambiae não 

dectectou conídios de B. bassiana e pousaram sobre substratos tratados (MNYONE et 

al., 2010).  

Já foi observado efeito repelente de fungos entomopatogênicos em insetos, como 

por exemplo A. gambiae adultos foram repelidos por conídios secos de M. anisopliae 

(SCHOLTE; KNOLS; TAKKEN, 2004). Também foi observado efeito repelente de B. 

bassiana ao hemíptero Anthocoris nemorum e da joaninha Coccinella septempunctata 

(OMOND, 2007). KRAMM; WEST; ROCKENBACH (1982) demonstraram que 

Reticulitermes virginicus (Isoptera: Rhinotermitidae) saudáveis não entraram em 

contato com cadáveres infectados com M. anisopliae, sugerindo mediação de um sinal 

volátil.  

O perfil de voláteis liberados por B. bassiana já foi caracterizado, e pode variar 

de acordo com o isolado fúngico, e outros fatores, como se conídios estão em cultura ou 

secos, e o meio em que são cultivados (CRESPO et al. 2006, MBURU et al., 2009). No 

presente trabalho, tanto em ensaios de placa quanto em olfatômetro Y foram utilizados 

conídios recém raspados da superfície de cultura BDA, um meio simples e comumente 

utilizado para o cultivo de alguns fungos entomopatogênicos, e o fungo foi passado em 

hospedeiro antes do repique para os testes. Condições de crescimento diferentes de B. 

bassiana ou mesmo preparo diferentes dos conídios, poderiam alterar o perfil de CVO 

liberados e consequentemente a resposta das ninfas. Não se sabe ainda se a liberação 

desses voláteis pelos conídios pode variar qualitativamente ou quantitativamente em 

função do tempo. 
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A concentração do inóculo também pode influenciar na resposta comportamental 

de um hospedeiro artrópode a fungos. A formiga Coptotermes formosanus, por 

exemplo, é capaz de diferenciar M. anisopliae, Isaria fumosorosea e B. brongniartii por 

seus odores específicos, e as respostas da antena por eletroantenografia aumentaram 

com o aumento da concentração de conídios na suspensão, que variou de 10
3 

a 

10
7 

conídios/ml (YANAGAWA; YOKOHARI; SHIMIZU, 2008). O presente estudo 

teve caráter qualitativo, portanto foi utilizado de 10
8
 conídios/cm

2
, quantidade de 

conídios suficiente para a infecção de um triatomíneo em condições favoráveis ao 

fungo. Mesmo com esse inóculo alto, ninfas de T. infestans não foram repelidas por 

conídios de B. bassiana nas condições testadas, reforçando seu potencial para controle 

biológico desse vetor. 
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Figura 1. Ensaios em placa de Petri. Representação esquemática de placa com papel 

filtro circular dividido em dois semicírculos e apoiado sobre ponteiras cortadas, 

permitindo livre acesso das ninfas a superfície inferior e superior do papel (a). Placa 

contendo dois esconderijos simulados (b). Fonte: arquivo pessoal, 2014. 
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Figura 2. Olfatômetro em Y em acrílico. Área de liberação das ninfas (a), haste 

ou corpo (b), braços para escolha das ninfas (c). Fonte: arquivo pessoal, 2014. 
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Tabela 1. Porcentagem (%) de ninfas de primeiro, terceiro ou quinto estádio (N1, N3, 

N5) de Triatoma infestans encontradas sobre área tratada com conídios de Beauveria 

bassiana a 10
8
 conídios/cm

2
, em diferentes tempos após o início do ensaio. 

 

Tempo (min)
a
 % de ninfas encontradas em área tratada 

 

 N1 

 

N3 N5 

30 30 

 

50  60 

60 30 

 

50  60 

90 20 

 

30  60 

120 40 

 

60 60 

a) min = minutos  
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Tabela 2. Porcentagem (%) de ninfas de primeiro, terceiro e quinto estádio (N1, N3, 

N5) de Triatoma infestans encontradas em esconderijo com a presença de ninfa morta e 

micotizada com conídios de Beauveria bassiana, em diferentes tempos após o inícios do 

ensaio. 
 

 

Tempo (min)
a
 % de ninfas encontradas em esconderijo com cadaver micotizado 

 

 N1 

 

N3 N5 

30 50 

 

50 50 

60 50 

 

50 60 

90 50 

 

40 60 

120 50 

 

40 60 

a) min = minutos 
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5.2 Manuscrito 2 - Avaliando a expressão gênica durante a patogênese: 

Uso de qRT-PCR para acompanhamento da produção de toxinas pelo 

fungo entomopatogênico Beauveria bassiana durante a infecção e  

resposta imune do hospedeiro Triatoma infestans. 

 

Lobo et al. Assessing gene expression during pathogenesis: Use of qRT-PCR to follow 

toxin production in the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana during infection 

and immune response of the insect host Triatoma infestans. Journal of Invertebrate 

Pathology, v. 128, p. 14–21, 2015. 
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Resumo: Fungos entomopatogênicos secretam metabólitos secundários tóxicos durante 

a invasão na hemocele do inseto, como parte do processo de infecção. Esses compostos 

não são frequentemente mencionados como fatores de virulência, e o papel da maioria 

deles é insuficientemente compreendido, além disso, a expressão desses metabólitos 

durante a infecção ainda é questionada. Um grande obstáculo à elucidação desses 

questionamentos ainda é a baixa sensibilidade das técnicas de detecção bioquímicas 

(por exemplo, HPLC) em amostras complexas que podem conter apenas traços de 

moléculas fúngicas dentro do inseto. No presente estudo, PCR quantitativa em tempo 

real (qRT-PCR) foi utilizada para medir os níveis de transcritos do fungo 

entomopatogênico Beauveria bassiana que codificam para as enzimas sintetases dos 

metabólitos secundários tenelina (BbtenS), beauvericina (BbbeaS) e bassianolida 

(BbslS) durante a infecção em Triatoma infestans, vetor da doença de Chagas. Foi feita 

quantificação absoluta em tempos diferentes após o tratamento dos insetos com várias 

concentrações de propágulos, tanto pela imersão de indivíduos em suspensão de 

conídios, quanto pela injeção de blastosporos. BbtenS e BbbeaS foram altamente 

expressos em indivíduos tratados com conídios, 3 e 12 dias após o tratamento. Nos 

indivíduos injetados com blastosporos, a expressão de BbtenS e BbeaS  teve um pico 24 

horas após a injeção e também foram grandemente expressos em cadáveres. Os níveis 

de transcritos de BbbslS foram muito menores em todas as condições testadas. Os 

padrões de expressão de genes que codificam para proteínas da imunidade humoral de 

T. infestans foram também avaliados pela mesma técnica. Essa metodologia baseada em 

qRT-PCR pode contribuir para decifrar, a nível molecular, as dinâmicas da infecção por 

fungos entomopatogênicos. 

 

Palavras-chave: metabólitos secundários, peptídeos não ribossomais, vetor da doença 

de Chagas, imunidade humoral, interação fungo-inseto. 

 

1. Introdução 

 Beauveria bassiana s.l. é um fungo entomopatogênico generalista utilizado em 

programas de controle microbiano em todo o mundo. Esse fungo representa uma 

ferramenta promissora para o controle de artrópodes vetores com importância médica 

(FERNANDES; BITTENCOURT; ROBERTS, 2012, GEORGE et al., 2013, JUÁREZ 

et al., 2000; LUZ et al., 1998, 2004, PEDRINI et al., 2009, ROMAÑA & FARGUES, 

1992), porque assim como outros fungos Hipocreales, não precisa ser ingerido para 
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iniciar a infecção, e pode invadir os insetos hospedeiros através da cutícula. Existe 

abundante informação bioquímica sobre a habilidade de B. bassiana degradar proteínas, 

quitinas e lipídeos cuticulares (a maioria hidrocarbonetos) (FANG et al., 2005, 2009, 

PEDRINI; CRESPO; JUÁREZ, 2007, PEDRINI et al., 2010, 2013, ST. LEGER; 

COOPER; CHARNLEY, 1986, ST. LEGER; CHARNLEY; COOPER, 1986, ST. 

LEGER; COOPER; CHARNLEY, 1988, ZHANG et al., 2012). Hifas penetram na 

hemocele, onde o fungo coloniza e se prolifera pelo hospedeiro, replicando-se como 

corpos hifais (LEWIS; ROBALINO; KEYHANI, 2009, WANCHOO; LEWIS; 

KEYHANI, 2009). 

 Durante o processo de invasão, muitas linhagens de fungos secretam compostos 

tóxicos ou imunossupressores, frequentemente considerados metabólitos secundários 

que facilitam e/ou protegem o processo de invasão fúngica, ou ainda conferem 

resistência contra os mecanismos de defesa do hospedeiro, respectivamente (FERRON, 

1985, ROBERTS; GUPT; ST. LEGER, 1992, TRIENENS; ROHLFS, 2012). Esses 

compostos têm sido bem caracterizados em uma variedade de fungos filamentosos e 

incluem policetídeos e peptídeos não ribossomais (GUPTA et al., 1991, MOLNAR; 

GIBSON; KRASNOFF, 2010). B. bassiana s.l. produz os peptídeos ciclo-oligômeros 

não-ribossomais beauvericina e bassianolida, a dicetomorfolina bassiatina, o peptídeo 

cíclico beauverolides, a dibenzoquinona oosporina e a 2-piridona tenelina (GIBSON  et 

al., 2014, MOLNAR, GIBSON, KRASNOFF, 2010). As biossínteses de tenelina, 

beauvericina e bassianolida são bem conhecidas, e os genes que codificam para tenelina 

sintetase (BbtenS), beauvericina sintetase (BbbeaS) e bassianolida sintetase (BbbslS) já 

foram caracterizados (ELEY et al., 2007, XU et al., 2008, 2009). Apesar de alguns 

desses compostos não serem requeridos para uma infecção, é provável que metabólitos 

secundários não letais contribuam para o processo da doença no inseto de várias formas 

sutis, por exemplo, perturbando processos bioquímicos e fisiológicos que tenham o 

potencial de exercer efeitos na infecção fúngica como um todo; ao enfraquecer sistemas 

de defesa do hospedeiro, e/ou limitando microrganismos competidores. Abordagens 

moleculares com alta sensibilidade em amostras biológicas complexas são necessárias 

para um melhor entendimento de onde e como esses compostos atuam durante várias 

fases do processo patogênico (ROHLFS; CHURCHILL, 2011). 

 Após uma invasão microbiana, o inseto inicia dois tipos de reações imunes 

inatas: as respostas celulares e as humorais. As primeiras envolvem fagocitose, 

agregação de hemócitos e encapsulação do patógeno. As segundas incluem a indução de 
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vários peptídeos antimicrobianos (AMPs), lectinas e a cascata da profenoloxidase. A 

transcrição de AMPs é regulada principalmente pela via de transdução de sinal por 

receptor tipo Toll, e os peptídeos resultantes são então secretados na hemocele para 

prevenir a proliferação microbiana (PAL; WU, 2009). Rhodnius prolixus (Hemiptera: 

Reduviidae), um vetor importante da doença de Chagas na América Central, induz 

AMPs, por exemplo defensinas, tanto na hemolinfa quanto no intestino do inseto após a 

infecção bacteriana (LOPEZ et al., 2003). Entretanto, infecção com o protozoário 

parasita Trypanosoma rangeli não modifica a expressão de defensinas, mas ativa 

lectinas, afetando a motilidade do parasita e sua sobrevivência, além de ativar a cascata 

da profenoloxidase (GARCIA et al., 2009). 

 B. bassiana é efetiva contra todos os estádios de Triatoma infestans, vetor 

importante da doença de Chagas em alguns países da América do Sul, tanto em 

laboratório quanto em campo (LUZ et al., 1998, PEDRINI et al., 2009). Utilizando uma 

formulação em pó contendo B. bassiana e terra diatomácea, mortalidades de ninfas 

variaram de 80–100%, com tempos letais entre 5 e 9 dias, enquanto 90% dos adultos 

morreram entre 10–11 dias (FORLANI; PEDRINI; JUÁREZ, 2011). Uma armadilha de 

“atração-infecção” baseada nessa mesma formulação em pó combinada com uma 

substância química atrativa (CO2) para T. infestans foi testada em casas para controle 

desse vetor em uma zona endêmica na divisa da Argentina com a Bolívia. A população 

de insetos foi reduzida em 50% após 30 dias de intervenção (PEDRINI et al., 2009). 

Além disso, a transmissão horizontal de conídios foi dependente da densidade de 

indivíduos, demonstrando sua contribuição para a infecção da população (FORLANI; 

PEDRINI, JUÁREZ, 2011). 

 O objetivo do presente estudo foi o desenvolvimento de uma metodologia útil 

para avaliar a expressão de genes envolvidos na produção de toxinas de B. bassiana 

como tenelina, beauvericina e bassianolida, em função do tempo, durante a infecção em 

ninfas de T. infestans. Também foram investigados os níveis de expressão gênica de 

proteínas pertencentes à resposta imune humoral de insetos, incluindo profenoloxidase, 

hemolectinas e defensinas, a fim de ajudar no entendimento a nível molecular de seus 

papéis na interação inseto-patógeno. 

 

2. Materiais e métodos 

2.1 Origem e criação de Triatoma infestans 
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Ninfas de T. infestans utilizadas foram provenientes de colônia do Instituto de 

Investigações Bioquímicas (INIBIOLP) da Universidade Nacional de La Plata, La Plata, 

Argentina. Os indivíduos foram criados em frascos cilíndricos leitosos de plástico, com 

10 cm de diâmetro, 15 cm de altura e com tiras de cartolina dentro dos frascos. Os 

frascos foram fechados com filó e elástico e mantidos a 30° C, 50 ± 10% de umidade 

relativa (UR) e fotofase de 12 h. Os insetos foram alimentados em ratos de laboratório 

tranquilizados e anestesiados.  

 

2.2 Origem e cultivo de Beauveria bassiana 

 B. bassiana GHA foi isolada originalment de larva-alfinete de milho (Diabrotica 

speciosa) em milho, em Oregon, Estados Unidos e está depositada como ARSEF 201 na 

Coleção de Culturas de Fungos Entomopatogênicos do Serviço de Pesquisa em 

Agricultura do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (ARSEF), Ithaca, 

Estados Unidos. GHA (produto em pó molhável Botanigard 22 WP 
®
, Laveland 

Internacional, Butte, Estados Unidos) foi cultivada em placas com Meio Completo 

líquido contendo 0,4 g de KH2PO4, 1,4 g de Na2HPO4, 0,6 g de MgSO4.7H2O, 1,0 g de 

KCl, 0,7 g de NH4NO3.7H2O, 10 g de glicose, 5 g de extrato de levedura e  15 g de ágar 

em 1000 ml de água destilada (ALVES, 1998). As placas foram incubadas a 26
o 

C, 75 ± 

5 % de UR e fotofase de 12 h por 12 dias. 

  

2.3 Preparo de suspensão aquosa e avaliação da viabilidade de conídios  

 Conídios de GHA foram coletados da superfície da cultura com o auxílio de uma 

espátula, suspensos em 10 ml de Tween 80 (mono-oleato de polioxietileno sorbitano) 

estéril a 0,01%, colocados em tubo de vidro (1 cm de diâmetro x 14 cm de altura) com ± 

20 pérolas de vidro (2 mm de diâmetro) e agitados em vórtex por 3 min e filtrados em 

algodão hidrófilo. Após diluição, o número de conídios/ml foi quantificado em câmara 

de Neubauer e as suspensões foram ajustadas às concentrações finais requeridas para os 

testes. 

 No início de cada teste a viabilidade dos conídios foi verificada pela inoculação 

de 100 µl de conídios suspensos em água (10
6
 conídios/ml) em meio SDAL (Sabouraud, 

Dextrose, Ágar, Extrato de levedura a 1%) em placas de Petri. Entre 6–24 h de 

incubação do meio a 25
o 

C, 75 ± 5 % de UR e fotofase de 12 h, a germinação foi 

quantificada em 100 conídios em quatro diferentes áreas do meio. Conídios foram 
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considerados germinados quando os comprimentos dos tubos germinativos foram 

superiores aos diâmetros dos conídios (LUZ; FARGUES, 1998). 

 

2.4 Produção de blastosporos 

 Para produção de blastosporos, B. bassiana GHA foi cultivada em meio líquido 

SDL (20g de glicose, 5 g de peptona, 5 g de triptona e 5 g de extrato de levedura) em 

1000 ml de água destilada. Os frascos foram fechados com tampas de algodão hidrófobo 

e gaze, e autoclavados por 20 min a 121° C. Posteriormente conídios extraídos de um 

cultivo em BDA e suspensos em água foram inoculados no meio, na concentração final 

de 5 x 10
5
 conídios/ml. Em seguida foram acrescidos 100 µl de ampicilina, e os frascos 

mantidos em agitador a 200 RPM e 26 °C.  

 Após 72 h de agitação, o meio com blastosporos foi filtrado em membrana 

Miracloth (Merck Milipore
®
, Darmstadt, Alemanha), transferido para tubos de plástico 

tipo Falcon e o filtrado centrifugado a 3000 RPM por 4 min. O líquido sobrenadante no 

tubo foi retirado com auxílio de uma pipeta. Os blastosporos foram resuspendidos em 

10 ml de água destilada estéril, a suspensão centrifugada novamente como descrito 

anteriormente e os blastosporos resuspendidos em 10 ml de NaCl a 0,9 %. Os 

blastosporos foram contados em câmara de Neubauer, e doses requeridas para o teste 

foram ajustadas. 

 

2.5 Aplicação de suspensão aquosa de conídios em ninfas 

 Ninfas de quarto estádio (N4) de T. infestans foram mergulhadas por 6 s em 5 ml 

de suspensão aquosa de conídios a 10
4
 ou 10

6
 conídios/ml, ou em água + Tween a 

0,01% (controles) com auxílio de pinça, e imediatamente colocadas sobre papel 

absorvente. Os indivíduos foram então mantidos a 25 ± 1ºC, 75% ± 10 de UR, e 12 h de 

fotofase.  

 

2.6 Injeção de blastosporos  

 Para injeção de blastosporos, 3 µl de suspensão foram injetados na hemocele do 

abdomen de N4, na parte mediana do primeiro segmento abdominal com uma seringa de 

5 µl (Hamilton®, Reno, Estados Unidos) nas concentrações de finais de 4 x 10
4
 ou 4 x 

10
6 

blastosporos/ml (doses finais de 120 ou 12000 blastosporos por indivíduo, 

respectivamente). Para o controle, cada ninfa foi injetada da mesma maneira com 3 µl 
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de NaCl a 0,9%. As ninfas foram então mantidas a 25 ± 1º C, 75% ± 10 UR, e 12 h de 

fotofase. Após a morte das ninfas, um grupo foi exposto à câmara úmida (UR > 98%). 

 

2.7 Bioensaios de mortalidade 

 Para os ensaios de mortalidade, diferentes lotes de ninfas foram tratadas com as 

mesmas concentrações de suspensão de conídios como explicado anteriormente no item 

2.5; ou injetadas com as mesmas doses de blastosporos, como explicado anteriormente 

nos intens 2.6. A mortalidade foi checada diariamente por quatro semanas para ninfas 

tratadas com conídios e durante uma semana para ninfas injetadas com blastosporos. As 

ninfas mortas foram colocadas em câmaras úmidas individuais. O tempo letal de 50% 

(TL50) foi estimado por Ʃ (diasn x ninfas mortasn)/ total  de ninfas mortas (MOORE et 

al., 1995). 

 

2.8 Extração de RNA total  

 Foi feita a extração de RNA total (inseto + fungo) das ninfas inteiras aos 3, 6, 9 e 

12 dias após a inoculação tópica de conídios (e controles topicados com água) e 12 h, 24 

h e 48 h após a injeção de blastosporos (e controles injetados com solução salina 0,9%). 

As ninfas foram mantidas em RNA later (Ambion
®
, Austin, Estados Unidos) a - 20º C 

até o momento das extrações.  

 Foi utilizado RNAeasy Mini kit (Qiagen
®
, Hilden, Alemanha) para as extrações. 

Cada amostra foi macerada em homogeneizador de vidro com 600µl de buffer RLT 

fornecido pelo kit. Para remoção de traços de DNA contaminantes, as amostras foram 

tratadas com 20 µl de DNase (RNase-free DNase Set, Qiagen
®

) e incubadas à 

temperatura ambiente por 15 min. A verificação da integridade do RNA total foi feita 

por meio de eletroforese em gel de agarose a 1% (peso/volume). O RNA foi 

quantificado por espectrofotômetro Nanodrop (Thermo
®
, Wilmington, Estados Unidos) 

e em seguida estocado a -80 ºC até o momento do uso. 

 

2.9 Análise da expressão gênica 

2.9.1 Síntese de cDNA 

 Para síntese de cDNA foi feita reação com 1 µg de RNA total por amostra 

(iScript cDNA Synthesis, Bio-Rad
®
). A programação do termociclador (Veriti, Applied 

Biosystems
®
, Califórnia, Estados Unidos) foi: ciclo 1: 25º C, 5 min; ciclo 2: 42º C, 30 

minutos; 85º C, 5 minutos. O cDNA foi estocado a -20 ºC até o momento do uso. 
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2.9.2 Desenho de iniciadores 

 Os iniciadores usados para os genes das toxinas de B. bassiana foram 

desenhados conforme as sequências disponíveis no Genbank para BbtenS AM409327, 

BbbslS FJ439897 e BbbeaS EU886196 (ELEY et al., 2007, XU et al., 2008, 2009) 

(Tabela 1). Os iniciadores para amplificação de genes envolvidos na imunidade de T. 

infestans (TiPPO, TiDEF e TiHL) foram selecionados de biblioteca de expressão EST 

obtidas de tegumento de T. infestans  no INIBIOLP (Calderón-Fernandéz & Juárez, 

dados não publicados) (Tabela 1).  

 Para as reações de qPCR, a amplificação foi feita em Mx3000P QPCR System 

(Stratagene
®
, California, Estados Unidos) empregando 20 ng de DNA total sintetizados 

para cada reação  (iQ SYBR Green Supermix, Bio-Rad
®
). 

 O seguinte programa de amplificação foi utilizado: desnaturação a 95 ºC por 10 

min, seguida por 40 ciclos com três segmentos de amplificação: 30 s a 95 ºC para 

desnaturação, 30 s a 56 ºC para anelamento, e 30 s a 72 ºC para elongação da cadeia de 

DNA.  

 Foi usado o método ciclo limiar (ΔΔCt: threshold cycle - CT) para quantificação 

relativa dos genes da imunidade (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002). A 

quantificação relativa baseia-se na comparação com um gene endógeno estável e 

conhecido (gene de controle). Foi utilizada actina como gene de controle para o inseto 

(Ti actina). Controles negativos foram feitos com cDNA de insetos não infectados. 

Reações contendo pares de iniciadores sem amostras foram também incluídos como 

controles brancos.  

 Foi feita a quantificação absoluta dos genes de sintetase de toxinas BbtenS, 

BbbeaS e BbbslS. A quantificação absoluta baseia-se na comparação com um padrão 

cujo número de moléculas é conhecido. As curvas padrão (Figura 1) foram feitas 

posteriormente no INIBIOLP, de acordo com GÓMEZ-DOÑATE et al. (2012). Cada 

ensaio foi realizado em duplicata, com pelo menos três repetições independentes para 

cada amostra. 

 

2.10 Análise estatística 

 Para os ensaios de mortalidade, as diferenças entre as médias foram 

determinadas pelo tesde t de Student. Para análise da expressão gênica, resultados 

percentuais foram transformados em arcsin e examinados com análise de variância 
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(ANOVA) e teste de comparação múltipla Student-Newman-Keuls (SNK). Médias 

foram consideradas significativamente diferentes com P < 0,05. 

 

3. Resultados 

3.1 Bioensaios 

 Para definir os períodos de tempo que foram analisados nos experimentos de 

expressão gênica, a mortalidade acumulada foi previamente avaliada nas ninfas tratadas 

com conídios ou blastosporos. Nas ninfas tratadas com conídios (Tabela 2), as 

mortalidades acumuladas ao final de 4 semanas foram 57 ± 9 % (10
4
 conídios/ml) e 83 

± 6 % (10
6
 conídios/ml) (P = 0,046). Os TL50 foram 15,4 ± 1 dia (10

4
 conídios/ml) e 

10,3 ± 1, 4 dias (10
6
 conídios/ml) (P = 0,017). A mortalidade dos indivíduos do grupo 

controle foi de 7 ± 3 % no mesmo período. Em ninfas injetadas com blastosporos 

(Tabela 3), a mortalidade acumulada no 7º dia foi de 88 ± 6 % (120 blastosporos/ninfa) 

e 97 ± 1 % (12000 blastosporos/ninfa), e os TL50 foram 4,3 ± 0,1 % e 2,4 ± 0,2 % para 

120 e 12000 blastosporos/ninfa, respectivamente. Não foi observada mortalidade nos 

indivíduos do grupo controle.  

 

3.2 Expressão de genes de Beauveria bassiana que codificam para sintetases de 

toxinas 

 Em ninfas imersas em suspensão de conídios, a expressão dos genes de 

sintetases de toxinas foi dependente da concentração de conídios utilizada e do tempo 

de experimento (F23,48 = 8,4; P ˂ 0,0001). A 10
6
 conídios/ml, tanto BbtenS quanto 

BbbeaS foram expressas no 3º dia após o tratamento (a. t.) alcançando (1334 ± 440, 

1299 ± 475 GC/ng respectivamente) (Figura 2). Após essa expressão inicial, os níveis 

de transcritos caíram no dia 6 (BbtenS: P ˂ 0,001, BbbeaS: P ˂ 0,01) e 9 (BbtenS: P ˂ 

0,01, BbbeaS: P ˂ 0,001). No 12º dia a. t. foi encontrado um segundo pico de 

transcrição, alcançando valores similares aos encontrados para o 3º dia (1432 ± 113 e 

1313,5 ± 459,6 CG/ng de RNA para BbtenS e BbbeaS, respectivamente (Figura 2). Na 

menor concentração de conídios (10
4
 conídios/ml), onde foi antecipado que o processo 

de infecção demoraria mais tempo para começar, os níveis de transcritos de BbtenS e 

BbbeaS atingiram um pico 9 dias a. t., com valores de 882 ± 104 (P ˂ 0,001) e 261 ± 71 

GC/ng de RNA  (P ˂ 0,05) respectivamente. Ao contrário dos valores encontrados para 

a maior concentração, um segundo pico de expressão não foi encontrado aos 12 dias a. t. 

(Figura 2). 
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 Em ninfas injetadas com blastosporos foi encontrado efeito significativo da dose 

e do tempo sobre os níveis de transcritos (F14,3 53,7; P ˂ 0,0001). BbtenS e BbbeaS 

foram significativamente mais expressos na dose de 12000 blastosporos/ninfa do que na 

dose de 120 blastosporos/ninfa (P ˂ 0,001) (Figura 3). O número de cópias de genes de 

BbtenS atingiu o maior valor 24 h após a injeção de blastosporos em ninfas, 

independente da dose (P ˂ 0,001), com valores de 3472 ± 230 CG/ng de RNA (120 

blastosporos/ninfa) e 5028 ± 644 CG/ng de RNA (12000 blastosporos/ninfa).  Em 

cadáveres,  foi encontrado efeito significativo da exposição a  UR > 98% (F5,12 = 8,6; P 

= 0,0012). Foram encontrados valores de 3745 ± 230 (BbtenS) e 2603 ± 780 (BbbeaS) 

CG/ng RNA para os cadáveres expostos a  UR > 98%, com diferença significativa sobre 

os não expostos (P < 0,01 para BbtenS e P < 0,05 para BbbeaS) (Figura 3). 

 Foram encontrados níveis de transcritos de BbbslS muito baixos tanto em ninfas 

tratadas com conídios ou injetadas com blastosporos, independentemente do tempo ou 

da concentração/dose de B. bassiana testada. 

 

3.3 Expressão de genes que codificam para proteínas de imunidade humoral de T. 

infestans 

  Em ninfas imersas em suspensão de conídios, foi encontrado efeito significativo 

do tempo sobre a expressão relativa de TiPPO nas duas concentrações de conídios 

testadas, com diferença significativa 9 dias a. t. na concentração de 10
4
 conídios/ml (F3,9 

= 30; P < 0,01) e diferença aos 3 e 12 dias a. t. na concentração de 10
6 

conídios/ml (F3,10 

= 7,4; P < 0,01) (Figura 4). Embora a expressão relativa de TiDEF e TiHL tenha sido 

maior aos 6 dias para as duas concentrações testadas, não foi encontrado efeito 

significativo do tempo sobre a expressão relativa desses genes (F3,8;3,9  3,59; P  0,054) 

e (F3,9  1,38; P  0,31), respectivamente, independentemente da concentração de 

conídios (Figura 4).  

 Em ninfas injetadas com blastosporos, a expressão dos três genes de imunidade 

variou significativamente de acordo com o tempo de infecção (F3,8  531; P  0,01) 

somente com a menor dose de blastosporos (120 blastosporos/ninfa), com diferença 

significativa 12h a.t. para TiPPO, 12 h, 24 h e 48 h para TiHL e 12 h e 48 h para TiDEF 

(Figura 5). Em contraste, não foi observada indução sobre os controles com 12000 

blastosporos/ninfa. Nessa dose, foram encontrados valores de  0,4 ± 0,2 (12 h) e 1,1 ± 
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0,2 (24 h) para TiPPO; os valores para foram 0,8 ± 0,4 (12 h) e 0,9 ± 0,1 (24 h) para 

TiHL e 1 ±  0,3 (12 h) e 0,5 ± 0,2 (24 h) para  TiDEF (Figura 5).  

 

4. Discussão 

 A biossíntese de metabólitos secundários por B. bassiana ocorre por reações 

iterativas catalisadas por enzimas codificadas por gene clusters, incluindo sintetases 

peptídicas não ribossomais (SPNR), sintetases policetídicas (SPC) e genes híbridos 

SPNR- SPC (SÜSSMUTH et al., 2011). Comparações entre os genomas de fungos 

sequenciados até o momento demonstram que eles são especialmente abundantes nesses 

genes, e a maioria dos produtos dessas vias permanece desconhecida (GIBSON et al., 

2014).  Entretanto, algumas dessas vias foram caracterizadas geneticamente e 

bioquimicamente em B. bassiana, incluindo as da síntese da tenelina, beauvericina e 

bassianolida (ELEY et al., 2007, XU et al., 2008, 2009). Ainda não são conhecidos os 

genes envolvidos na biossíntese de outros metabólitos secundários como beauverolides, 

oosporinas e bassiatina. Tampouco se conhece o papel preciso destes compostos nas 

atividades entomopatogênicas de B. bassiana. Pela abordagem de knockout de genes de 

sintetase, foi demonstrado que bassianolida é um fator de virulência altamente 

significativo contra Galleria mellonella, Spodoptera exigua, e Helicoverpa zea (XU et 

al., 2009). Em contraste, a beuavericina possui um papel importante, porém dispensável 

na virulência de B. bassiana contra os mesmos insetos hospedeiros (XU et al., 2008); já 

a tenelina parece não contribuir na virulência de B. bassiana contra G. mellonella 

(ELEY et al., 2007). Apesar destes dados, ainda não havia sido encontrada nenhuma 

evidência conclusiva de que esses metabólitos secundários seriam produzidos pelo 

fungo dentro do inseto durante a infecção. Um grande desafio a essa questão tem sido o 

fato de que as técnicas usuais utilizadas para a detecção falham ao tentar rastrear essas 

moléculas fúngicas dentro do inseto, embora cromatografia líquida (LC) e 

cromatografia líquida de alta performance (HPLC) foram capazes de detectar 

metabólitos secundários de bolos de micélio e culturas de células livres (GUPTA et al., 

1995, XU et al., 2007), bem como de pools de insetos infectados com os fungos  

entomopatogêncos Metarhizium anisopliae (AMIRI-BESHELI et al., 2000, SKROBEK; 

SHAH; BUTT, 2008) ou B. brongniartii (STRASSER et al., 2000). A análise de insetos 

individuais infectados ao invés de amostras em pool é essencial a fim de providenciar 

uma indicação do padrão de expressão de metabólitos secundários durante o tempo de 

duração da infecção fúngica (MOLNAR; GIBSON; KRASNOFF  et al., 2010). Além 
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disso, a sensibilidade de LC e HPLC não permite a detecção de poucas moléculas que se 

espera que sejam produzidas quando o fungo está crescendo na hemocele dos insetos. A 

respeito disso, a expressão de genes envolvidos na biossíntese desses metabólitos 

quando o fungo cresce dentro do inseto hospedeiro pode ajudar a entender melhor seu 

papel na patogênese. 

 A maioria dos genes centrais de metabólitos secundários é silenciada durante o 

cultivo em meios artificiais, e requerem situações específicas para induzir sua 

expressão, como as que são providas pelo ambiente natural durante a infecção 

(GIBSON et al., 2014). Nesse estudo, foi demonstrado que BbtenS, BbbeaS e em menor 

extensão BbbslS são expressos nos insetos infectados (T. infestans) independentemente 

da metodologia usada para inoculação fúngica. Entretanto, os três genes foram 

expressos diferencialmente em diferentes estágios da infecção sugerindo assim que cada 

um tem um discreto papel em várias fases do processo patogênico. Tanto BbtenS quanto 

BbbeaS foram altamente expressos em insetos tratados com conídios 3 e 12 dias a. t., o 

que coincide com picos de mortalidade previamente observados em T. infestans 

infectados com B. bassiana (LUZ et al., 1998).  Os altos níveis de expressão de BbtenS 

e BbbeaS detectados 12 dias a. t. corrobora com os altos níveis de metabólitos 

secundários encontrados em em insetos moribundos; SKROBEK; SHAH; BUTT (2008) 

reportaram que níveis de destruxina tiveram um pico no momento da morte do inseto.  

 Em insetos injetados com blastosporos, a expressão de BbtenS teve um pico 24 h 

a. t.; esse gene também foi altamente expresso em cadáveres, bem como o gene BbbeaS. 

Esses resultados corroboram com o papel bem conhecido de metabólitos secundários 

que possuem atividade antibiótica. Cadáveres micotizados aparentemente os produzem 

para prevenir o desenvolvimento de outros microorganismos que poderiam 

eventualmente competir pelo mesmo substrato. Foi reportado que cadáveres de larvas de 

bicho-de-seda micotizados com M. anisopliae continham níveis até 30 vezes maiores 

que aqueles detectados 5 dias a. t., quando os insetos ainda estavam vivos (SUZUKI; 

KAWAKAMI; TAMURA, 1971). 

 A expressão de genes da imunidade de insetos demonstrou um comportamento 

diferencial durante a infecção fúngica.  Em insetos tratados com conídios, os transcritos 

correspondentes foram mais abundantes 6 e 9 dias a. t., coincidente com os menores 

níveis de expressão de genes de sintetase fúngica. Esse padrão de expressão sugere que 

as respostas imunes dos hospedeiros são críticas ao tentar limitar ou parar a infecção 

fúngica. Em insetos injetados com blastosporos, foi notada uma correlação entre a 
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expressão de genes da imunidade humoral de insetos e o curso da infecção com a menor 

dose de blastosporos. Esses dados sugerem que as respostas humorais são moduladas 

pela dose, e essa descoberta é uma importante conclusão desse trabalho, pois as 

respostas do hospedeiro podem não ser uniformes, mesmo a um patógeno em particular, 

e é possível que dependam do nível de exposição (inóculo) a um potencial patógeno. 

 Os resultados do presente trabalho demostraram que a qRT-PCR é uma técnica 

útil para acompanhar a expressão de genes de um fungo entomopatogênico dentro de 

um inseto hospedeiro infectado. A metodologia é suficientemente sensível para detectar 

uma ampla variedade de transcritos fúngicos em uma amostra de cDNA mista (inseto e 

fungo). Além disso, a possibilidade de medir os níveis de expressão de genes de fungos 

da mesma amostra expande a habilidade de monitorar o curso de tempo do processo de 

infecção, e poderia potencialmente ser aplicado a outros sistemas fungo-inseto. 
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Tabela 1. Sequências de iniciadores utilizados nas PCR em tempo real. 

 

Nome do 

gene 

 

        Codifica para Sequências nucleotídicas 

(foward/reverse) 

 

BbtenS 

 

 

      tenelina sintetase 

 

  ACTGTCCGCATTGGCAGCTAAG/ 

 TGTCCTTTGGTGGTGGTGATGG 

BbbeaS 

 

      beauvericina sintetase 

 

 GTTCTTCCTCCGCATTCCGTTC/ 

 TAGAGCGCAACGTCTTTCGGTC 

BbbslS 

 

      bassianolida sintetase 

 

 CAATCGACTGAGACGCCATTCC/ 

 TTTGACCTGCGAATCCATACGG 

TiPPO 

 

      profenoloxidase 

 

 CACGCGGTATTGATATCTTGGG/ 

 GATCATGACAGAGCGCAATGG 

TiHL 

 

      hemolectina 

 

 TCCCACCAAACTTCCACTCC/ 

 GGCAAAGATGAACCGCTACC 

TiDEF 

 

      defensinas 

 

 CGCCCTGGCTTACTCATATC/ 

 CACAGGTGGCTCTCTTCAGAC 

Ti actina       Actina  CACCCCAGCAATGTTATGTAG/ 

 ACCATCAGGAAGTTCGTAAG 
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Figura 2.  Curvas padrão para 

quantificação absoluta dos genes  

BbtenS (a), Bbbeas (b) e BbbslS 

(c). 
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Tabela 2. Mortalidade acumulada média (% ± erro padrão da média, EP) e tempo letal 

de 50% (TL50) (dias ± EP) de ninfas de 4º estádio de Triatoma infestans 7–28 dias após 

imersão em suspensão de conídios de Beauveria bassiana. 

 

Concentração 

(conídios/ml) 

Mortalidade  

 

dia 7               dia 14              dia 21             dia 28 

 

TL50 

(dias ± EP) 

10
4
 10 ± 5 30 ± 5 40 ± 9 57 ± 9 15,4 ± 1 

10
6
 29 ± 7 67 ± 8 81 ± 6 83 ± 6 10,3 ± 1,4 

Controle   3 ± 3   3 ± 3   7 ± 3  7 ± 3         - 
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Tabela 3. Mortalidade acumulada média (% ± erro padrão padrão da média, EP) e 

tempo letal de 50% (TL50) (dias ± EP) de ninfas de 4º estádio de Triatoma infestans 1–7  

dias após injeção com suspensão de blastosporos de Beauveria bassiana. 

 

Dose 

(bl/ninfa) 

                               Mortalidade acumulada 

dia 1       dia 2         dia 3       dia 4        dia 5        dia 6        dia 7 

TL50 

(d ± EP) 

120 4 ± 2 10 ± 4 16 ± 5 36 ± 2 80 ± 7 88 ± 6 88 ± 6 4,3 ± 0,1 

12000 13 ± 5 60 ± 10 89 ± 5 97 ± 1 97 ± 1 97 ± 1 97 ± 1 2,4 ± 0,2 

controle 0 0 0 0 0 0 0 - 

 bl: blastosporos 
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Figura 2. Quantificação absoluta de transcritos de Beauveria bassiana que codificam 

para as sintetases de tenelina (BbtenS), beauvericina (BbbeaS) e bassianolida (BbbslS) 

em ninfas de 4º estádio de Triatoma infestans, 3–12  dias após imersão em suspensão a 

10
4
 ou 10

6
 conídios/ml.  
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Figura 3. Quantificação absoluta de transcritos de Beauveria bassiana que codificam 

para as sintetases de tenelina (BbtenS), beauvericina (BbbeaS) e bassianolida (BbbslS) 

em ninfas de 4º estádio de Triatoma infestans, 12–48 h  após injeção de blastosporos 

(120 ou 12000 blastosporos/ninfa) e em cadáveres de ninfas. O asterisco indica 

cadáveres micotizados previamente expostos a câmara úmida (UR > 98%) por até 5 

dias. A ausência de asterisco indica ninfas recém mortas e não micotizadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 

 

 

 

  

 

   
 

   
  

 

Figura 4. Expressão gênica relativa 

de TiPPO (a), TiHL (b)  e TiDEF 

(c) em ninfas de 4º estádio de 

Triatoma infestans 3–12 dias  após 

imersão dos insetos em suspensão a 

10
4
 ou 10

6
 conídios/ml. 

a 

b 

c 
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Figura 5. Expressão gênica 

relativa de TiPPO (a), TiHL (b)  e 

TiDEF (c) em ninfas de 4º estádio 

de Triatoma infestans, 12–48 h 

após  injeção de 120 ou 12000 

blastosporos/ninfa. 

a 

b 

c 
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5.3 MANUSCRITO 3 - Síntese e secreção de compostos voláteis 

orgânicos liberados por Triatoma infestans infectados com Beauveria 

bassiana. 
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Resumo: Adultos de Triatoma infestans fisicamente perturbados secretam compostos 

orgânicos voláteis (CVO) com função de alarme defesa. Ainda não são conhecidos 

outros fatores que estimulam ou influenciam a secreção desses CVO. O objetivo do 

presente trabalho foi estudar o efeito da infecção de B. bassiana sobre a secreção de 

CVO por T. infestans e estudar a expressão de genes potencialmente envolvidos na 

biossíntese dos CVO em indivíduos infectados ou não. Voláteis liberados por T. 

infestans em diferentes períodos após o tratamento com conídios de B. bassiana foram 

quantificados e identificados empregando cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massa. O padrão de expressão de Ti-brnq e Ti-bckdc foi analisado por 

PCR em tempo real, em indivíduos aos 4 e 10 dias após o tratamento (a.t.). Ácido 

isobutírico foi o CVO mais abundante encontrado (70–78 % do total), sem efeito 

significativo da infecção sobre a secreção quantitativa desse composto. Foi encontrada 

maior expressão de ambos Ti-brnq e Ti-bckdc em indivíduos aos 4 dias a. t. Já aos 10 

dias a. t., não houve indução de ambos os genes. Os resultados ajudam a compreender 

melhor o impacto da infecção fúngica sobre a ecologia química de T. infestans. 

 

Palavras-chave: ácidos graxo de cadeia curta, compostos voláteis orgânicos, glândulas 

de Brindley, fungos entomopatogênicos. 

 

1. Introdução 

 Triatomíneos adultos possuem as glândulas de Brindley que estão situadas 

dorsolateralmente no metatorax, com abertura para o exterior através de um orifício 

situado na mesopleura. Essas glândulas produzem compostos voláteis orgânicos (CVO) 

e os liberam quando os indivíduos são perturbados fisicamente (KALIN; BARRET, 

1975, SCHOFIELD; UPTON, 1978).  

 Os CVO liberados pelas glândulas de Brindley consistem em uma mistura de 

ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) que inclui ácido isobutírico, álcoois alifáticos, 

ésteres e compostos aromáticos (HACK et al., 1980, JUÁREZ; BRENNER, 1981, 

MANRIQUE et al., 2006).   

Além de feromônios de insetos, AGCC e seus derivados são incorporados a uma 

variedade de macromoléculas, como componentes de antibióticos e lipídios de 

armazenamento em plantas. Os AGCC são derivados do metabolismo de aminoácidos 

de cadeia ramificada (aaCR) (VAN DER HOEVER; STEFFENS, 2000).  Os aaCR são 

translocados para a mitocôndria por um transportador específico, a proteína 
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transportadora do sistema de transporte de aminoácidos de cadeia ramificada. Na 

mitocôndria, valina e treonina, por exemplo, são incorporadas aos ácidos 2-metil e 3-

metilbutírico, respectivamente. O ácido propiônico, apesar de ser ácido graxo de cadeia 

simples, é derivado da treonina através dos mesmos processos (VAN DER HOEVER; 

STEFFENS, 2000). As enzimas chave que catalisam ambos os processos fazem parte do 

complexo multienzimático alfa cetoácido desidrogenase mitocondrial (Figura 1).  

 Já foram identificadas e selecionadas de biblioteca de expressão EST obtidas de 

tegumento de T. infestans sequências parciais de um gene envolvido na captação de 

aminoácidos de cadeia ramificada pela mitocôndria (gene Ti-brnq), e de um gene 

envolvido na síntese de enzimas do complexo multienzimático alfa cetoácido 

desidrogenase mitocondrial de cadeia ramificada (gene Ti-bckdc) (Calderón-Fernandéz; 

Juárez, dados não publicados). 

Além de perturbação física, não são conhecidos outros fatores que estimulam ou 

influenciam a secreção dos voláteis liberados pelas glândulas de Brindley. Não se sabe, 

por exemplo, se uma infecção por parasitos e patógenos, como fungos 

entomopatogênicos alteraria o perfil qualitativo e quantitativo desses voláteis durante a 

infecção. 

O objetivo do presente estudo foi caracterizar os CVO liberados por T. infestans 

adultos infectados pelo fungo entomopatogênico B. bassiana e estudar a expressão de 

genes (Ti- brnq e Ti-bckdc) potencialmente envolvidos com a biossíntese desses voláteis 

em indivíduos infectados ou não.  

 

2. Material e métodos 

2.1 Origem e criação de Triatoma infestans 

 Adultos de T. infestans utilizados foram provenientes de colônia Instituto de 

Investigações Bioquímicas (INIBIOLP) da Universidade Nacional de La Plata, La Plata, 

Argentina. Os indivíduos foram criados em frascos cilíndricos leitosos de plástico, com 

10 cm de diâmetro, 15 cm de altura e com tiras de cartolina dentro dos frascos. Os 

frascos foram fechados com filó e elástico e mantidos a 30° C, 50 ± 10% de umidade 

relativa (UR) e fotofase de 12 h. Os insetos foram alimentados em ratos de laboratório 

tranquilizados e anestesiados.  

 

2.2 Origem e cultivo de Beauveria bassiana 
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 B. bassiana GHA foi isolada originalmente de Diabrotica speciosa em milho, 

em Oregon, Estados Unidos e está depositada como ARSEF 201 na Coleção de Culturas 

de Fungos Entomopatogênicos do Serviço de Pesquisa em Agricultura do Departamento 

de Agricultura dos Estados Unidos (ARSEF), Ithaca, Estados Unidos. GHA (produto 

em pó molhável Botanigard 22 WP 
®
, Laveland Internacional, Butte, Estados Unidos) 

foi cultivada em placas com Meio Completo líquido contendo 0,4 g de KH2PO4, 1,4 g 

de Na2HPO4, 0,6 g de MgSO4.7H2O, 1,0 g de KCl, 0,7 g de NH4NO3.7H2O, 10 g de 

glicose, 5 g de extrato de levedura e  15 g de ágar em 1000 ml de água destilada 

(ALVES, 1998). As placas foram incubadas a 26
o 

C, 75 ± 5 % de UR e fotofase de 12 h 

por 12 dias. 

  

2.3 Preparo de suspensão aquosa e avaliação da viabilidade de conídios  

 Conídios de GHA foram coletados da superfície da cultura com o auxílio de uma 

espátula, suspensos em 10 ml de Tween 80 (mono-oleato de polioxietileno sorbitano) 

estéril a 0,01%, colocados em tubo de vidro (1 cm de diâmetro x 14 cm de altura) com ± 

20 pérolas de vidro (2 mm de diâmetro) e agitados em vórtex por 3 min e filtrados em 

algodão hidrófilo. Após diluição, o número de conídios/ml foi quantificado em câmara 

de Neubauer e as suspensões foram ajustadas às concentrações finais requeridas para os 

testes. 

 No início de cada teste, a viabilidade dos conídios foi verificada pela inoculação 

de 100 µl de conídios suspensos em água (10
6
 conídios/ml) em meio SDAL (Sabouraud, 

Dextrose, Ágar, Extrato de levedura a 1%) em placas de Petri. Entre 6–24 h de 

incubação do meio a 25
o 

C, 75 ± 5 % de UR e fotofase de 12 h, a germinação foi 

quantificada em 100 conídios em quatro diferentes áreas do meio. Conídios foram 

considerados germinados quando os comprimentos dos tubos germinativos foram 

superiores aos diâmetros dos conídios (LUZ; FARGUES, 1998). 

 

2.4 Aplicação de suspensão aquosa de conídios em adultos 

 Entre 5–10 adultos de T. infestans foram colocados em placas de Petri de vidro 

(100 mm de diâmetro x 20 mm de altura).  O movimento dos indivíduos foi reduzido 

por exposição da placa em gelo por 10 minutos. Os adultos foram tratados topicamente, 

com auxílio de micropipeta semiautomática com 20 µl suspensão de conídios nas 

concentrações finais de 10
6 

ou 10
8
 conídios, sendo 10 µl do inóculo no abdômen e 10 µl 
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no tórax, totalizando as doses de 20000 conídios/indivíduo ou 2000000 

conídios/indivíduo. 

2.5 Quantificação e identificação dos compostos orgânicos voláteis 

 Adultos tratados topicamente com conídios de GHA a 10
6
 ou 10

8
 conídios/ml e 

em diferentes períodos após o tratamento (1–4 dias, 5–10 dias e 11–16 dias) ou 

controles (tratados com somente água sem conídios) foram cuidadosamente transferidos 

individualmente para frascos de vidro de 4 ml imediatamente cobertos com tampa de 

borracha. Os frascos com o inseto foram agitados por 10 segundos em vórtex a 80 RPM 

para estimular a liberação dos voláteis das glândulas de Brindley, e em seguida 

aquecidos a 30
o
 C por 20 minutos (VILLAVERDE; JUÁREZ; MIJAILOVSKY, 2007). 

Os voláteis foram amostrados do “headspace”, correspondente à fase gasosa em contato 

com o triatomíneo, por microextração em fase sólida (MEFS) (ARTHUR; 

PAWLISZYN, 1990). 

 Para encontrar as melhores condições de análise dos voláteis, foi realizado um 

screening com 3 fibras de diferentes polaridades: uma fibra de divinilbenzeno, 

carboxeno e polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS), e uma fibra de PDMS/DVB, uma 

fibra de CAR/PDMS (Supelco
®
, Bellefonte, Estados Unidos). Todas as fibras foram 

previamente condicionadas de acordo com as instruções dos fabricantes e 

sistematicamente recondicionadas antes de cada análise. Frascos sem insetos foram 

usados como controles.  

Para a quantificação relativa, os voláteis foram dessorvidos a 250°C em um 

injetor operado em modo “splitless” e analisados por cromatografia gasosa capilar 

(CGC) (Hewlett Packard 6890, Hewlett Packard
®
, Little Falla, Estados Unidos) 

utilizando uma coluna capilar Omegawax (Sigma Aldrich
®
, St. Louis, Estados Unidos). 

A temperatura programada foi 40 ºC por 3 min, 5 ºC/min at 80 ºC, 20 ºC/min até 150 

ºC, e 30 ºC/min até 250 ºC, com tempo de espera de 10 min na temperatura final. O 

detector de ionização de chama (FID) foi programado a 280 ºC (CRESPO et al., 2008). 

A identificação dos voláteis foi feita por espectrofotometria de massa acoplada a 

cromatografia gasosa (CGC-MS), utilizando o equipamento 5975C VL (Agilent
®
, Santa 

Clara, Estados Unidos) operado a 70 eV, com uma coluna e programação de 

temperatura similares às descritas para cromatógrafo gasoso. Os compostos foram 

identificados por comparação de seus padrões de fragmentação por padrões analisados 

nas mesmas condições, e os espectros obtidos comparados com os espectros da 
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Biblioteca Digital de Espectros do Instituto de Padronização e Tecnolgia 

(NIST/EPA/NIH).  

 

2.6 Extração de RNA total  

 Aos 4 ou 10 dias após a inoculação tópica de conídios em adultos (e controles 

topicados com água), os indivíduos tiveram seu movimento reduzido como já descrito 

anteriormente no item 2.4 . Com auxílio de pinças e de NaCl a 0,9 % os adultos foram 

dissecados iniciando com a retirada da cabeça e das patas. Foram aproveitados somente 

os três primeiros segmentos abdominais para extração de RNA. A dissecação foi feita 

para facilitar a maceração e aumentar as chances de extração de RNA das glândulas de 

Brindley. Os adultos foram mantidas em RNA later (Ambion
®
, Austin, Estados Unidos) 

a -20º C até o momento das extrações.  

 Foi utilizado RNAeasy Mini kit (Qiagen
®
, Hilden, Alemanha) para as extrações. 

Cada amostra foi macerada em homogeneizador de vidro com 600µl de buffer RLT 

fornecido pelo kit. Para remoção de traços de DNA contaminantes, as amostras foram 

tratadas com 20 µl de DNase (RNase-free DNase Set, Qiagen
®

) e incubadas à 

temperatura ambiente por 15 min. A verificação da integridade do RNA total foi feita 

por meio de eletroforese em gel de agarose a 1% (peso/volume). O RNA foi 

quantificado por espectrofotômetro Nanodrop (Thermo
®
, Wilmington, Estados Unidos) 

e em seguida estocado a -80 ºC até o momento do uso. 

 

2.7 Análise da expressão gênica 

2.7.1 Síntese de cDNA 

 Para síntese de cDNA foi feita reação com 1 µg de RNA total por amostra 

(iScript cDNA Synthesis, Bio-Rad
®
). A programação do termociclador (Veriti, Applied 

Biosystems
®
, Califórnia, Estados Unidos) foi: ciclo 1: 25º 5 min, ciclo 2: 42º 30 min, 

ciclo 3: 85º 5 min. O cDNA foi estocado a -20 ºC até o momento do uso. 

 

2.7.2 Desenho de iniciadores 

  Os genes usados para desenho dos iniciadores do sistema transportador de 

aminoácidos de cadeia ramificada (Ti-brnq) e do complexo enzimático alfa cetoácido 

desidrogenase mitocondrial de cadeia ramificada (Ti-bckdc) foram selecionados de 

biblioteca de expressão EST obtidas de tegumento de T. infestans no INIBIOLP 

(CALDERÓN-FERNANDEZ; JUÁREZ, dados não publicados) (Tabela 1).  
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 Para as reações de qPCR, a amplificação foi feita em Mx3000P QPCR System 

(Stratagene
®
, California, Estados Unidos) empregando 20 ng de DNA total sintetizados 

para cada reação  (iQ SYBR Green Supermix, Bio-Rad
®
). 

 O seguinte programa de amplificação foi utilizado: desnaturação a 95 ºC por 10 

min, seguida por 40 ciclos com três segmentos de amplificação: 30 s a 95 ºC para 

desnaturação, 30 s a 56 ºC para anelamento, e 30 s a 72 ºC para elongação da cadeia de 

DNA.  

 Foi usado o método ciclo limiar (ΔΔCt: threshold cycle - CT) para quantificação 

relativa dos genes (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002), utilizado actina como gene 

de controle para o inseto (Ti actina). Controles negativos foram feitos com cDNA de 

insetos não infectados. Reações contendo pares de iniciadores sem amostras foram 

também incluídos como controles brancos.  

 

2.8 Análise estatística 

 Resultados percentuais foram transformados em arcsin e examinados com 

análise de variância (ANOVA) e teste de comparação múltipla Student-Newman-Keuls 

(SNK). Médias foram consideradas significativamente diferentes com P < 0,05. 

 

3. Resultados 

 

3.1 Quantificação e identificação dos compostos orgânicos voláteis 

 Dentre as diferentes fibras testadas para captação de voláteis por SPME, a que 

melhor definiu os picos dos CVO liberados por T. infestans fisicamente perturbados foi 

a de DVB/CAR/PDMS (Figura 2). 

 Os picos identificados e quantificados por CGC-EM corresponderam aos 

compostos: ácido isobutírico  (IK 1579), ácido propiônico (IK 1569), 2-metil-1- butanol 

(IK 1209), isobutirato isobutírico (IK 1093) e também traços da mistura de 2- e 3-metil-

1 butil isobutirato (IK 1200), da mistura de 2- e 3-metil-1 butil propionato (IK 1195), e  

da mistura de isobutil propionato e isobutanol (IK 1079) (Figura 3). Não foi encontrada 

qualquer diferença qualitativa ou quantitativa entre triatomíneos machos ou fêmeas. 

 A quantificação relativa de cada pico mostrou que em adultos infectados, o ácido 

isobutírico foi o volátil mais abundande (70–78% do total), sem efeito significativo do 

progresso da infecção na sua secreção quantitativa (F5,53 = 0,35; P = 0,9) (Tabela 2) . O 
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único composto que apresentou efeito significativo do tempo na secreção quantitativa 

foi o ácido propiônico. A secreção desse composto foi maior com 1–3 dias após a 

inoculação (18,6 ± 5,8) e decresceu distintamente com o progresso da infecção (F5,53 = 

2,8; P = 0,03), e nesse momento não diferenciou dos valores encontrados para o 

controle (8,2 ± 3,8 % após 4–9 dias e 5,3 ± 1,8 % após 10–15 dias após o tratamento) 

(Tabela 2). 

 Não houve diferença significativa para nenhum dos compostos para insetos 

controle ao longo das duas semanas de teste. 

 

3.2 Expressão de genes relacionados com a síntese e secreção de compostos voláteis 

orgânicos liberados por Triatoma infestans 

 

 O gene Ti-brnq foi significativamente mais expresso aos 4 dias após o 

tratamento (a.t.), independentemente da concentração (F1,6 = 6,9; P = 0,04). Os valores 

de indução sobre os controles encontrados para esse dia foram 1,3 ± 0,5 e 3,0 ± 0,4 para 

ninfas tratadas com suspensão a 10
6
 e 10

8
 conídios/ml, respectivamente. No mesmo 

período, resultados similares foram encontrados para a expressão de Ti-bckdc, mas não 

foi encontrada diferença significativa aos 4 dias a.t. (F1,6  0,83; P = 0,04 (Figura 4). Foi 

encontrado efeito da concentração sobre a expressão de ambos os genes aos 4 dias a.t. 

(F1,6 P = 0,04). 

 Em contraste, não foi observada indução sobre os controles aos 10 dias a.t. para 

nenhum dos genes testados: a expressão de Ti-brnq foi 0,4 ± 0,2 (10
6
 conídios/ml) e 1,1 

± 0,2 (10
8
 conídios/ml), e os valores encontrados  para Ti-bckdc foram 0,8 ± 0,4 (10

6
 

conídios /ml) e 0,9 ± 0,1 (10
8
 conídios/ml) (Figura 4).  

 

4. Discussão 

 

No presente estudo, a infecção por B. bassiana não alterou o perfil qualitativo dos 

CVO liberados por T. infestans perturbados. Os compostos aqui identificados incluem a 

maioria dos compostos encontrados em estudo prévio com T. infestans não infectados, 

utilizando a mesma técnica, mas utilizando outra fibra na SPME, uma fibra de 

CAR/PDMS (MANRIQUE et al., 2006). O ácido propiônico como CVO de 

triatomíneos foi reportado previamente em apenas um trabalho, em Triatoma dimidiata 

(MAY-CONCHA et al. 2015). 
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No trabalho aqui reportado, ácido isobutírico foi o composto majoritário liberado 

por T. infestans infectados ou não, e a infecção fúngica não influenciou a sua liberação 

quantitativa em todo o tempo de experimento. O ácido isobutírico testado isoladamente 

em altas concentrações tem claro efeito repelente sobre adultos e ninfas de triatomíneos 

de diferentes espécies (CRUZ-LÓPEZ; MORGAN; ONDARZA, 1995, GONZÁLEZ 

AUDINO et al., 2006, MANRIQUE et al. 2006, MINOLI et al.2013).  

A secreção quantitativa do ácido propiônico foi alterada pela infecção fúngica 

após uma infecção recente (1–3 dias). O ácido propiônico é um repelente para insetos de 

armazenamento de grão e gorgulhos e é secretada por Coleoptera e alguns pulgões 

(GERMINARA; DE CRISTOFARO; ROTUNDO, 2008), mas a ação isolada desse 

composto sobre o comportamento de triatomíneos ainda não é conhecida. É importante 

ressaltar que nenhum composto químico é responsável por sinalizar o desencadeamento 

de uma resposta comportamental de forma isolada. Apesar de animais serem capazes de 

produzir e emitir compostos químicos em grande quantidade, em geral são aqueles 

encontrados em menor quantidade que provocam o comportamento de repelência em 

artrópodes parasitos (EISNER; GRANT, 1980, BERENBAUM, 1995).  

Não existe informações sobre o mecanismo bioquímico envolvido na síntese de 

AGCC tanto lineares quanto ramificados. Utilizando a informação disponível para 

plantas e mamíferos, foi detectado em T. infestans sequências homólogas aos genes 

brnq e bckdc. Em uma tentativa de compreender seu papel na síntese de compostos 

voláteis, foi avaliado no presente estudo seus níveis de expressão em triatomíneos 

infectados por B. bassiana. 

O gene Ti-bnrq em adultos de T. infestans foi mais expresso aos 4 dias a.t. nas 

duas concentrações de conídios testadas. No início de uma infecção fúngica, com o 

inseto sendo perturbado pela infecção, é notável que possa haver maior produção dos 

AGCC que constituem os CVO liberados pelas glândulas de Brindley. Apesar disso, Ti-

bckdc não teve a expressão relativa influenciada pela infecção fúngica. Aos 10 dias, 

quando há um grande compromentimento dos indivíduos com infecção fúngica, não 

houve indução de ambos os genes sobre o controle. Isto pode ser explicado pelo fato de 

que apesar da infecção, o inseto pôde recompor os níveis de expressão para normalizar a 

síntese de voláteis, correlacionando bem com os níveis detectados por SPME aos 10 

dias de a. t. Apesar disso, pode ser que esses indivíduos que sobreviveram até os 10 

dias, por alguma razão, não estiveram seriamente comprometidos pela infecção fúngica, 

encontrando neles níveis de expressão similares aos detectados em indivíduos saudáveis 



72 

 

 

 

O papel desses genes (Ti-brnq e Ti-bckdc) na síntese de AGCC em adultos de T. 

infestans se confirmará mediante o silenciamento dos mesmos através de experimentos 

com RNA de interferência (iRNA), planejados para realizar-se futuramente. No caso de 

encontrar (em indivíduos knock down) um fenótipo alterado na síntese de voláteis, será 

interessante avaliar sua suscetibilidade a infecção fúngica. 

 De forma geral, é possível afirmar que uma infecção por B. bassiana não alterou 

os componentes dos CVO, mas a redução de um composto em adultos infectados a 

tempos curtos de infecção, o ácido propiônico, pode ser capaz de modificar o feromônio 

de alarme e defesa de T. infestans. Consequentemente o comportamento de ninfas e 

adultos saudáveis que estejam nas proximidades de um inseto infectado poderá ser 

influenciado pela presença do fungo em um micoinseticida. 
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Figura 1. Representação esquemática da biossíntese de ácidos graxos 

de cadeia curta a partir de aminoácidos de cadeia ramificada. O passo 5 

(em destaque) refere-se a participação enzima-chave alfacetoácido 

desidrogenase. Modificado de VAN DER HOEVER; STEFFENS, 

2000. 
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Figura 2. Cromatograma de compostos voláteis orgânicos majoritários liberados 

por Triatoma infestans adultos infectados por Beauveria bassiana após agitação 

do indivíduo em vórtex e extração dos voláteis por microextração em fase sólida, 

empregando diferentes fibras: CAR/PDMS (a) DVB/CAR/PDMS (b) e 

PDMS/DVB (c). 

c 

b 

a 

resposta do detector 

tempo de retenção (min) 

resposta do detector 

dedetectr 

tempo de retenção (min) 
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Figura 3. Cromatograma identificando os compostos voláteis orgânicos majoritários 

liberados por Triatoma infestans adulto infectado por Beauveria bassiana após 

agitação do indivíduo em vórtex e extração dos voláteis por microextração em fase 

sólida, empregando a fibra DVB/CAR/PDMS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1. Sequências de iniciadores utilizados nas PCR em tempo real. 
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Nome 

dadogene 

 

   Codifica para Sequências nucleotídicas  

(forward/reverse) 

 

Ti-bckdc 

 

 

sistema transportador de   

aminoácidos de cadeia 

ramificada 

 

 

ACGCCAGCTGTACGCAGAATAG/ 

  TCGCCCATCCTTTCCAGTTC 

 

Ti-bnrq 

 

alfa cetoácido 

desidrogenase 

mitocondrial  

      

  TGTTAATGCTGCCCGTTCACG/ 

  AGGTCGCCGCTAATTCTCACC 

Ti actina 

 

actina 

 

  CACCCCAGCAATGTTATGTAG/ 

  ACCATCAGGAAGTTCGTAAG 
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Tabela 2. Composição relativa (% ± erro padrão da media, EP) dos 

compostos orgânicos voláteis (CVO) majoritários secretados pelas 

glândulas de Brindley de Triatoma infestans não infectados 

(controles) ou infectados por Beauveria bassiana, em diferentes 

períodos após o tratamento (a.t.).  

 

CVO Dias a. t. 

Composição relativa  

  Controles  Infectados  

 1–3 5,7 ± 2,6 2,1 ± 0,2 

isobutirato isobutírico 4–9 5,0 ± 0,8 5,8 ± 2,4 

 10–15 5,3 ± 1,3 5,4 ± 1,3 

    

 1–3 10,4 ± 3,1   7,2 ± 1,6 

2-metil-1- butanol  4–9   9,9 ± 0,9 14,8 ± 5,1 

 10–15 15,2 ± 2,6 13,7 ± 3,1 

    

 1–3   6,0 ± 1,7
a
   18,6 ± 5,8

b
 

ácido propiônico  4–9   6,0 ± 4,9    8,2 ± 3,8 

 10–15    8,2 ± 3,8    5,3 ± 1,8 

    

ácido isobutírico  

1–3 77,1 ± 5,2 70,8 ± 4,5 

4–9 78,1 ± 3,3 73,7 ± 7,0 

10–15 69,8 ± 4,4 74,1 ± 3,9 
Adultos foram tratados topicamente com 20 µl de suspensão aquosa de conídios de 

B. bassiana na concentração final de 10
8
 conídios/ml, e mantidos a 25 ± 1ºC, 75% ± 

10 UR, e 12 h de fotofase. Médias seguidas por letras diferentes (a - b) foram 

significativamente diferentes entre elas (ANOVA e teste SNK com P < 0,05). 
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Figura 2. Expressão relativa dos genes Ti-brnq (a) e Ti-

bckdc (b) aos 4 e 10 dias  após tratamento tópico de adultos 

de Triatoma infestans com suspensão aquosa de  conídios 

de Beauveria bassiana a 10
6
 ou 10

8
 conídios/ml. 

 

 

 

 

a 

b 
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6 DISCUSSÃO GERAL 

 

 O comportamento de ninfas de T. infestans não foi influenciado pela presença de 

conídios de B. bassiana, tanto sobre área tratada quanto em ninfas mortas e micotizadas. 

A importância de ninfas permanecerem em áreas tratadas se deve ao fato de que 

métodos indiretos de aplicação de micoinseticidas. O tratamento de uma área onde o 

inseto entrará em contato posteriormente parece ser mais indicado para triatomíneos, os 

quais são difíceis de serem tratados diretamente em condições de campo. Um indivíduo 

morto e micotizado é uma importante fonte de disseminação da infecção em um habitat 

como o de T. infestans, que vivem juntos em grande número e em intenso contato uns 

com os outros (FORLANI; PEDRINI; JUÁREZ, 2011). Após a morte por infecção e em 

condições favoráveis e umidade, ocorrerá a extrusão de micélio e conídios na superfície 

do cadáver (ALVES, 1998). Uma parte desses conídios podem ser disseminados pelo ar, 

mas uma maior contaminação quantitativa ocorrerá com o contato de um indivíduo que 

esteja nas proximidades com o cadáver. É importante salientar que fungos 

entomopatogênicos são geralmente aplicados em formulações (LUZ et al., 2004, 

FORLANI; PEDRINI; JUÁREZ, 2011, RODRIGUES et al., 2015), que incluem 

aditivos que devem ser testados quanto ao comportamento dos triatomíneos. 

 Os testes aqui reportados foram os primeiros a utilizar um método baseado em 

qRT-PCR para seguir a expressão de genes que codificam para toxinas produzidas por 

um fungo entomopatogênico e para proteínas da imunidade em um inseto durante o 

curso da infecção. Esse método poderia potencialmente ser aplicado a outros sistemas 

fungo-inseto. Dados do presente estudo sugerem que as respostas humorais são 

moduladas pela dose de propágulos. Genes envolvidos na síntese de toxinas de B. 

bassiana foram expressos diferencialmente em diferentes fases da infecção sugerindo 

assim que cada toxina tem um papel diferente em cada fase da patogênese, incluindo em 

cadáveres micotizados.  

 A infecção fúngica por B. bassiana não foi capaz de afetar a emissão qualitativa 

de VCO com função de alarme e defesa liberados por T. infestans. Não houve diferença 

na secreção do composto majoritário em ninfas infectadas com B. bassiana, mas a 

expressão de genes que participam na síntese dos VCO estão sendo modificados a 

tempos curtos após o tratamento (4 dias), o que pode ter um impacto no comportamento 

de defesa desses insetos. 
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7 CONCLUSÕES 

 

• o comportamento de ninfas de não evitar áreas tratadas ou cadáveres 

micotizados é uma vantagem para estratégias de controle de T. infestans com B. 

bassiana; 

•  o ácido isobutírico não foi secretado diferencialmente em indivíduos infectados; 

• a expressão dos genes relacionados com a síntese de  CVO está sendo 

modificados a tempos curtos após o tratamento; 

• BbtenS e BbbeaS são importantes fatores de virulência na infecção nas 

condições testadas e têm papel antimicrobiano em indivíduos mortos por 

infecção fúngica; 

• genes da imunidade são induzidos durante todo o tempo de infecção de T. 

infestans por B. bassiana, no tratamento com conídios e com dose de 

blastosporos mimetizando uma infecção real.  

•  maior expressão de TiHL e TiDEF coincide com a menor expressão de BbtenS e 

BbeaS em tratamento com conídios. 
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