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Resumo

A grande biodiversidade de fungos patogénicos para invertebrados e o potencial desses
patogenos para controle de pragas até hoje pouco conhecido ressaltam a importancia de se
procurar por novas espécies e linhagens eficazes. O Cerrado ¢ considerado um dos “hotspots”
de biodiversidade e pouco se sabe sobre a ocorréncia e a atividade de fungos patogénicos para
invertebrados encontrados neste bioma. No presente trabalho foi realizado levantamento de
fungos em diferentes areas do Cerrado de Goids. Foram coletadas amostras de substrato,
sedimento, agua e insetos moribundos ou mortos para o isolamento de fungo. Vetores de
importancia médica como triatomineos (7riatoma infestans ¢ Rhodnius neglectus), mosquitos
(Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus), carrapato (Riphicephalus (Boophilus) microplus) e
caramujo (Biomphalaria glabrata), foram usados como isca para isolamento de fungos. Apos o
isolamento de fungos eles foram identificados morfologicamente e incluidos na cole¢do do
Instituto de Patologia Tropical e Satde Publica, Universidade Federal de Goiés. Para alguns
isolados de Eviachovaea e Metarhizium foram realizados uma caracteriza¢ao molecular e teste
de atividade contra 7. infestans. Um total de 561 amostras de solo (440), sedimento (106) e
agua (15) foi coletado em diferentes areas do Estado de Goids. Das amostras coletadas na
Fazenda Santa Branca, foram obtidos 68 isolados de fungos patogénicos que foram
identificados como pertencentes aos géneros Aspergillus, Beauveria, Cladosporium,
Evlachovaea, Fusarium, Gliocladium, Isaria, Lecanicillium, Metarhizium, Paecilomyces,
Pochonia e Trichoderma. Das outras areas de coletas foram detectados 106 isolados de
Metarhizium spp. ¢ 6 de Evlachovaea spp., sendo 65 isolados de Metarhizium e 1 de
Evlachovaea do Parque Nacional das Emas, 33 e 1 da regido Nordeste do Estado de Goias, e 8
e 4 da Floresta Nacional de Silvania, respectivamente. A maioria dos fungos foi isolada de
solos utilizando triatomineos como isca. Em insetos coletados mortos e com desenvolvimento
fungico foram identificados fungos dos géneros Aschersonia, Batkoa, Beauveria, Cordyceps,
Eviachovaea, Fusarium, Lecanicillium, Pandora e Torrubiella. Todos os isolados de
Metarhizium spp. e Evlachovaea spp. testados induziram alta mortalidade em 7. infestans em
umidade relativa (UR) perto da saturagdo. O valor mais baixo de tempo letal de 90% foi de 6,6
d (6,3 — 7,1 (M. robertsii IP 34)) e 7,1 d (6,7 — 7,8 (Eviachovaea 1P 141)), ap6s tratamento de
T. infestans e exposi¢cao a UR > 98%. A concentracdo letal de 50% (CLsy) do IP 34 foi de
2,8x10° (I.C. 4,4 x10>-4,6x10%) ¢ 0 CLoj foi de 7,2x10° (L.C. 4,4x10’-6,4x10°) CFU/cm? aos 10
d ap6s inoculacdo. Em UR de 75% a mortalidade dos triatomineos ndo ultrapassou 20%.
Estudos morfologicos e o seqiiénciamento da regido ITS e TEF dos isolados de Eviachovaea
mostraram que o género Eviachovaea deve ser sinonimizado com Isaria, sendo que o maior

grupo de isolados previamente identificados como Eviachovaea sdo I. cateniannulata e o

il



menor grupo é provavelmente uma nova espécie de Isaria. O seqiiénciamento das regides TEF
e ITS mostrou que os isolados de Metarhizium sdao pertencentes as espécies de M. anisopliae,
M. robertsii, M. flavoviride var. pemphigi € o maior grupo de isolados podem ser uma nova
espécie Metarhizium ou uma variedade de M. anisopliae. Os resultados confirmaram que nos
Cerrados estdo presentes uma alta diversidade de fungos e alguns deles, em especial M.
robertsii (IP 34) e Evlachovaea (IP 141), t€ém potencial para o controle biologico de T.

infestans.
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Abstract

The high biodiversity of fungi pathogenic to invertebrates and their potential to control
pests until today not well known emphasize the importance to look for new effective species
and strains. The Cerrado is considered one of the “hotspots” of biodiversity and little is known
about the occurrence and the potential of fungi pathogenic to invertebrates found in this biome.
In the present study a survey of fungi was carried out in different areas of the Cerrado of Goids.
Samples of soil, slurry, water and moribund or dead insects were collected for isolation of
fungi. Vectors of medical importance such as triatomines (7riatoma infestans and Rhodnius
neglectus), mosquitoes (Aedes aegypti and Culex quinquefasciatus), ticks (Riphicephalus
(Boophilus) microplus) and snails (Biomphalaria glabrata) were used as baits for isolation of
fungi. After isolation fungi were morphologically identified and included in the collection of
Institute of Tropical Pathology and Public Health, Federal University of Goids. Some isolates
of Evlachovaea and Metarhizium were molecularly characterized and activity tested against 7.
infestans. A total of 561 samples of soil (440), slurry (106) and water (15) was collected in
different areas of Goias State. Concerning samples collected at Fazenda Santa Branca, 68
isolates of pathogenic fungi were obtained and identified as belonging to the genera
Aspergillus, Beauveria, Cladosporium, Evlachovaea, Fusarium, Gliocladium, Isaria,
Lecanicillium, Metarhizium, Paecilomyces, Pochonia and Trichoderma. An total of 106
isolates of Metarhizium spp. and 6 of Eviachovaea spp. were sampled in other areas, being 65
isolates of Metarhizium and 1 of Eviachovaea from the Ema National Park, 33 and 1 from the
Northern portion of Goids state, and 8 and 4 from the Silvania National Forest, respectively.
Most fungi were isolated from soils using triatomines as baits. Fungi from genera Aschersonia,
Batkoa, Beauveria, Cordyceps, Evlachovaea, Fusarium, Lecanicillium, Pandora and
Torrubiella were isolated from mycosed cadavers. All tested isolates of Metarhizium spp. and
Evlachovaea spp. induced high mortality of 7. infestans in relative humidity (RH) close to
saturation. The lowest values for lethal time of 90% were 6.6 d (6.3 — 7.1 d; M. robertsii IP 34)
and 7.1 d (6.7 — 7.8 d; Evlachovaea 1P 141), after treatment of 7. infestans and exposure to RH
> 98%. The lethal concentration to obtain 50% mortality (LCs) of IP 34 was 2.8x10° (C.1. 4.4
x10%-4.6x10%) and the LCoy was 7.2x10° (C.I. 4.4x10°-6.4x10°) CFU/cm?® at 10 d p.i. In RH
75% mortality of triatomines did not exceed 20%. Morphological studies and sequencing of the
ITS and TEF region of Eviachovaea isolates showed that genus Eviachovaea must be
synonymized with Isaria, and that the largest group of isolates previously identified as
Evlachovaea are I. cateniannulata, whereas the smaller group is probably a new species of
Isaria. The sequencing of the TEF and ITS regions showed that Metarhizium isolates belong to

species M. anisopliae, M. robertsii, M. flavoviride var. pemphigi, and the largest group of



Metarhizium isolates can be a new species of Metarhizium or a M. anisopliae variety. The
results confirmed that in the Cerrado a high diversity of fungi is present and some of them, in

special M. robertsii (IP 34) and Eviachovaea (IP 141) have potential for biological control of

T. infestans.
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Justificativa

As diferentes areas tropicais dispdem de um grande niimero de microrganismos
patogénicos para invertebrados, cuja uma grande parte ainda ¢ desconhecida do homem. Estes
organismos ¢ seus metabolitos secundarios, com atividade toxica, tém grande utilidade para o
controle biologico de pragas encontradas no Brasil. A utilizacgdo de microrganismos
patogénicos, como fungos, bactérias e virus, abriu novos caminhos para o controle de
invertebrados nocivos nas areas agraria, médica e veterinaria (Alves & Lopes 2008).

Uma das vantagens de fungos em relacdo aos outros microrganismos, ¢ a invasao do
hospedeiro através da cuticula e ndo por via oral (Lacey & Goettel, 1995). Além disso, existem
fungos de largo espectro e capazes de colonizar diferentes estagios de desenvolvimento de
invertebrados (Alves & Lopes 2008). Mesmo diante do grande potencial de fungos para o
controle bioldgico, esses microrganismos ainda sdo pouco empregados quando comparados
com pesticidas quimicos. Contudo, o interesse em estudar e utilizar fungos no controle
bioldgico no Brasil e em outros paises aumentou consideravelmente nas Ultimas décadas
(Alves & Lopes 2008). Aproximadamente 130 micopesticidas comerciais estdo sendo
produzidos e comercializados em mais de 25 paises (Faria & Wraight 2007). Para o combate de
artrépodes, as principais espécies utilizadas sdo fungos cosmopolitas como Beauveria bassiana
e Metarhizium anisopliae. Na América Latina, o Brasil destaca-se na produgdo e utilizagao de
micoinseticidas para o combate de pragas agricolas (Faria & Wraight 2007, Alves & Lopes
2008). Em 2006, o faturamento no Brasil com produtos a base de fungos atingiu
aproximadamente U$ 10 milhdes (Alves & Lopes 2008). Porém, ainda pouco se sabe sobre a
utilidade desses ou de outros fungos para o combate de invertebrados vetores.

Algumas espécies de fungos dos géneros Beauveria, Metarhizium, Isaria e Hirsutella,
dentre outros, ja foram testadas em condi¢des de laboratorio contra importantes vetores como
triatomineos, mosquitos e carrapatos (Luz et al. 1998 a, b, 2003 b, Scholte et al. 2004,
Fernandes & Bittencourt 2008). Porém, em condi¢cdes de campo, poucos testes foram
realizados e os resultados obtidos nao foram tao satisfatérios como em laboratorio (Fernandes
& Bittencourt 2008).

O desenvolvimento de produtos & base de novos fungos com maior atividade e melhor
adaptagdo as condigdes ambientais onde esses produtos serdo aplicados ¢ de extrema
importancia na consolidacdo de um controle de vetores a base de fungos. Para isso se fazem
necessarios novos levantamentos de fungos em regides onde se pretenda utiliza-los.

Fungos patogénicos sao isolados diretamente de individuos infectados, vivos ou mortos,

ou indiretamente, de substratos contaminados utilizando invertebrados como isca ou meios



seletivos (Almeida & Filho 2001, Luz et al. 2007 a, Rocha & Luz 2009). A utilizagdo de
invertebrados vetores como isca permite um isolamento mais especifico enquanto meios
seletivos ou semi-seletivos sdo empregados para isolamento mais generalizado de fungos.
Poucos trabalhos sobre isolamento de novas espécies e linhagens de microrganismos foram
realizados nos diferentes biomas do Brasil (Shimazu et al. 1994, Luz et al. 2004 a, Monnerat et
al. 2005, Silva et al. 2004). O Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro com
aproximadamente 2 milhdes de km” (Klink & Machado 2005) e considerado um dos “hotspots”
de biodiversidade em todo mundo (Myers et al. 2000). Novas prospec¢des de fungos em areas
ndo antropisadas do Cerrado e testes sobre a atividade de novos isolados contra vetores irdo
contribuir para um maior conhecimento sobre a ocorréncia e o potencial de fungos patogénicos
para invertebrados encontrados no Cerrado.

A identificacdo rotineira e classificagdo de fungos sdo baseadas em caracteristicas
morfoldgicas, nem sempre objetivas. Técnicas moleculares, em especial o seqiiénciamento de
genes, tém proporcionado resultados mais seguros na identificagcdo, taxonomia e filogenia de
fungos (Driver et al. 2000, Luangsa-ard et al. 2005, Rehner & Bucckley 2005, Bischoff et al.
2006, 2009). Viarias novas sub-espécies, espécies e géneros de fungos patogénicos para
invertebrados foram propostos desde entdo (Driver et al. 2000, Luangsa-ard et al. 2005,
Bischoff et al. 2006, 2009). Desta forma, para uma identificagdo mais precisa de fungos
encontrados no Cerrado faz-se necessario combinar estudos morfolégicos com o
seqiiénciamento de genes.

O vetor classico da doenca de Chagas no Cone Sul, 7. infestans, apés campanhas
intensas de combate ¢ considerado erradicado em muitas regides, inclusive no Centro-Oeste
brasileiro (Dias et al. 2002). Porém, ja foram encontradas areas re-infestadas por 7. infestans e
casos de resisténcia deste vetor a inseticidas em regides da Argentina e Bolivia (Audino et al.
2004, Picollo et al. 2005, Cécere et al. 2006, Orihuela et al. 2008). Para combates a esse vetor
faz-se necessario a utilizacdo de novos produtos mais eficientes e, de preferéncia, menos
agressivos ao meio ambiente ¢ ao homem. Nessa perspectiva, micoinseticidas destacam-se
como alternativa ao combate de triatomineos. Isolados fungicos altamente virulentos para

triatomineos poderiam ser empregados no controle integrado deste vetor.



Introducado/Reviséo Bibliografica

1- Importéncia de invertebrados na salde humana

Os invertebrados sdo um grupo do reino Animalia formado por espécies que ndo
possuem coluna vertebral. Sdo seres pluricelulares, possuem tecidos especializados, vivem
como organismos heterotroficos e constituem mais de 90% das espécies de animais descritas.
Esses animais estabelecem uma grande diversidade de relagdes com outros animais, incluindo
o homem. Na area de saude, alguns invertebrados como moluscos, carrapatos e especialmente
insetos tém grande importancia por serem transmissores de patdgenos ou parasitos para o
homem e outros vertebrados.

A classe Insecta constitui um dos grupos mais bem-sucedidos do reino Animalia e
individuos pertencente a essa classe podem ser encontrados em quase todos os ecossistemas do
planeta. Os insetos sdo caracterizados por possuirem cabega, toérax e abdome distintos, trés
pares de patas articuladas, pecas bucais externas, por terem onze ou menos segmentos
abdominais e 2, 1 ou nenhum pares de asas. Esta classe contém vetores importantes, sobretudo

culicideos, outros dipteros, triatomineos, pulgas e piolhos.

1.1- Artropodes vetores
1.1.1- Triatomineos e a doenca de Chagas

Triatomineos sdo insetos hemimetabdlicos que possuem trés estagios de
desenvolvimento: ovo, ninfa e adulto. As ninfas se diferenciam dos adultos por ndo possuirem
asas e por ndo serem capazes de se reproduzir. A maioria destes insetos tem habito noturno
exercendo a hematofagia desde eclosdao das ninfas até adulto, tanto os machos como as fémeas.
J& foram descritas mais de 130 espécies que sdo classificadas em 6 tribos e 19 géneros. Com
exce¢cdo do género Linshcosteus e algumas espécies do género Triatoma, todos os outros
triatomineos ocorrem exclusivamente no continente americano, desde a Argentina até os
Estados Unidos da América. Nas Américas sao transmissores de Trypanosoma cruzi, agente
etiologico da doenca de Chagas. Mais de 12 milhdes de pessoas estdo infectadas com o
protozoario e outras 28 milhdes vivem em dareas de risco (Dias et al. 2008). Atualmente, a
doenca de Chagas ¢ endémica em 28 paises. A maioria dos triatomineos ¢ silvestre e associada
com uma ampla variedade de hospedeiros vertebrados, que servem como reservatorio do
parasito. Algumas espécies adaptaram-se a ambientes peridomiciliares ou domiciliares e t€ém
papel importante como transmissores de 7. cruzi para o homem e animais domésticos. No sul
da América Latina o vetor classico intradomiciliar, Triatoma infestans, com vasta distribuicao

e densidades elevadas, apos campanhas intensas de combate ¢ considerado erradicado em



muitas regides do Cone Sul, inclusive no Centro-Oeste brasileiro (Dias et al. 2002). Porém, ja
foram encontradas areas re-infestadas por 7. infestans e casos de resisténcia deste vetor a
inseticidas quimicos em regidoes da Argentina e Bolivia (Audino et al. 2004, Picollo et al. 2005,
Cécere et al. 2006, Orihuela et al. 2008). Além disso, espécies peridomiciliares e silvestres
estdo invadindo e ocupando ambientes domiciliares e a transmissdo vetorial dessa doenga,
mesmo sendo baixa atualmente, ndo estd banida. Espécies como Triatoma sordida, Triatoma
brasiliensis, Triatoma dimidiata, Triatoma pseudomaculata, Panstrongylus rufotuberculatus,
Rhodnius nasutus, Rhodnius negletus, Rhodnius stali, Eratyrus mucronatus e outras ja foram
encontradas no interior de casas (Noireau et al. 1995; Dujardin et al. 1998, 2000; Schofield et
al. 1999; Matias et al. 2003). No estado de Goias, R. neglectus, T. sordida, Triatoma williami e
Triatoma costalimai sdo espécies com alta adaptagdo domiciliar comprovada (Silveira et al.

1984; Silva et al. 1992).

1.1.2- Culicideos transmissores de doencas

Os culicideos sdo insetos holometabdlicos que possuem quatro estagios distintos: ovo,
larva, pupa e adulto. Dependendo da espécie, ocorrem em ambientes silvestres, rurais ou
urbanos. Somente as fémeas sdo hematdfagas e responsaveis pela transmissdo de diversos
agentes como virus, protozodarios e helmintos. Os trés géneros de maior importancia sao
Anopheles, Aedes e Culex.

Aedes aegypti ¢ uma espécie de origem africana que atualmente estd presente em quase
todos paises das regides tropicais e subtropicais. As fémeas sdo sinantropicas, adaptadas a
ambientes urbanos, e apresentam habitos alimentares diurnos. Os criadouros localizam-se em
ambientes intra e peridomiciliares em pequenas colecdes de agua pobres em matéria organica e
sais. A. aegypti ¢ o principal vetor dos virus da dengue e da febre amarela urbana (FAU) no
mundo. Nas ultimas décadas os casos de dengue aumentaram devido a alta dispersdo
geografica tanto do virus como do mosquito (Gubler 2005). Atualmente a dengue é endémica
em pelo menos 100 paises e cerca de 2,5 bilhdes de pessoas vivem em areas de risco (WHO
2007). Estima-se que a cada ano 50 milhdes de pessoas contraiam a dengue em todo mundo.
Dessas, cerca de 400 mil desenvolvem para dengue hemorragica e o nimero de mortos ¢ de
aproximadamente 24 mil pessoas (WHO 2002, 2007). A dengue ¢ uma das arboviroses mais
importantes por estar associada a aglomeracdes urbanas e apresentar peculiaridades que
dificultam o desenvolvimento de vacinas ¢ medicamentos (Yasui 1993, Khin et al. 1994). No
Brasil, Ae. aegypti tem grande importancia devido a sua vasta distribui¢do, elevada densidade,
pela alta transmissao da dengue e pelo risco da transmissdo e reurbaniza¢ao da febre amarela.

Apesar da existéncia de vacina contra o virus amarilico, a cada ano sao relatados casos de febre



amarela na América do Sul e Africa. A febre amarela ¢ endémica em 33 paises da Africa e 11
da América do Sul (WHO 2005, Barrett & Higgs 2007).

Culex quinquefasciatus ¢ encontrado em regides tropicais e sub-tropicais. Essa espécie
¢ o maior perturbador do repouso noturno humano. Além disso, transmite a Wuchereria
bancrofti, agente etiologico da filariose linfatica humana. A espécie ¢ altamente sinatropica e
associada a aglomerados urbanos e rurais. Procria principalmente em agua com matéria
organica em decomposicdo. Nas Américas, as fémeas alimentam-se nas horas mais avangadas
da noite, coincidindo com a presenc¢a de microfilarias de W. bancrofti no sangue periférico. No
Brasil, focos endémicos existem até hoje principalmente no litoral norte e nordeste. A
prevaléncia da filariose linfatica aumentou em paises de clima tropical e subtropical tmido,
principalmente pela expansdo ndo planejada da urbanizacdo em areas endémicas. Estima-se em
cerca de 120 milhdes o nimero de pessoas parasitadas em todo mundo. No Brasil, esse nimero
¢ de aproximadamente, 49 mil pessoas e mais de 3 milhdes moram em areas de risco com focos
endémicos nas regides norte ¢ nordeste (Medeiros et al. 2004).

Os mosquitos do género Anopheles sao encontrados em todo mundo exceto em regides
polares. Tém habitos essencialmente silvestres, porém existem espécies adaptadas a ambientes
peridomiciliares e domiciliares. Seus criadouros sdo pequenos ¢ médios cursos de agua e em
imbricamento de folhas. A maioria das fémeas realiza a hematofagia durante o dia
apresentando diferengas nos picos de atividade em fungao da espécie. Os anofelinos sdo os
vetores de maior importancia na area de saude por transmitirem Plasmodium spp., agentes
etiologicos da malaria. A malaria ¢ a doenga parasitdria que acomete o maior nimero de
pessoas em todo o mundo. S6 em 2006 foi estimado que 247 milhdes de pessoas contrairam
essa parasitose. Destes, 212 milhdes foram provenientes da Africa. A mortalidade foi de
aproximadamente um milhdo de pessoas, sendo a maioria criangas com menos de 5 anos
(WHO 2008). Segundo relatorio da Organizagdo Mundial da Satide (OMS), 109 paises foram
considerados endémicos para maldria com 45 pertencendo ao continente africano. Atualmente,
cerca de 3,3 bilhdes de pessoas moram em areas de risco (WHO 2008). Das 40 espécies de
anofelineos, a principal espécie vetora ¢ A. Gambiae, responsavel pela maioria dos casos de
transmissdo na Africa. No Brasil, a principal espécie ¢ o A. darlingi, mosquito altamente
suscetivel aos Plasmodium spp. Esta espécie apresenta acentuada sinantropia, sendo que as
fémeas podem atacar o homem em dreas peridomiciliares, mas preferem fazé-lo dentro das

casas, principalmente ao creptsculo vespertino e matutino.

1.1.3- Carrapatos de importancia na salde humana



Conclusodes

A grande quantidade de isolados e espécies de fungos patogénicos encontrados nas
diferentes areas do Cerrado no estado de Goids estudadas sugere que neste bioma existe uma
alta diversidade de fungos com potencial para ser usado no controle bioldgico de
invertebrados-praga. Fungos, especialmente do género Metarhizium, sdo freqlientes em solos
do Cerrado enquanto Eviachovaea-like ocorrem com menor incidéncia.

O isolamento de fungos foi diretamente ligado aos invertebrados iscas utilizados neste
estudo. Os triatomineos estudados mostraram ter alta suscetibilidade a infec¢do com fungos e
assim tém grande utilidade como isca para o isolamento destes microrganismos.

Os resultados dos estudos morfologicos e moleculares com os isolados de Eviachovaea
deixaram claro que o género Eviachovaea deve ser sinonimizado com o género Isaria. O maior
grupo de isolados de Eviachovaea, grupo 11, sdo I. cateniannulata enquanto os Evlachovaea do
grupo I sdo provavelmente uma nova espécie de Isaria ainda nao descrita.

Os isolados formando o maior grupo de Metarhizium obtidos de amostras coletadas no
Cerrado pertencem provavelmente a uma nova espécie ou variedade de M. anisopliae.

Dentre os isolados testados, M. robertsii IP 34 e I. cateniannulata IP 141 coletados no
Parque Nacional das Emas e na Floresta Nacional de Silvania, respectivamente, t€ém maior

potencial para combate de 7. infestans.
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