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Os fungos entomopatogénicos sdo espécies capazes de causar doengas ou a
morte de insetos. Em uma definicdo mais abrangente, considera-se que os fungos
entomopatogénicos também infectam outros artropodes, como aqueles da classe
Arachnida (acaros, carrapatos e aranhas). Hd também os fungos que estabelecem
relagbes neutras ou mesmo positivas com artréopodes, os quais séo denominados,
juntamente com os entomopatogénicos, como fungos de invertebrados.

No presente capitulo, serd apresentada uma revisao atualizada sobre fungos
com potencial de uso no controle de artrépodes-praga, suas caracteristicas biolégi-
cas e ecoldgicas, classificacdo taxondmica e nomenclatura, os mecanismos de agao
e comportamento, as vantagens e limitacdes e alguns exemplos de programas de
controle biolégico com o uso de fungos.

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS E ECOLOGICAS

O conhecimento sobre as doencas que atacam insetos ndo é recente. Séculos
atrds, egipcios e chineses ja observavam e mitigavam algumas das doencas de inse-
tos em criacdes de abelhas e bicho-da-seda. Contudo, em 1835, o italiano Agostino
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Bassi relatou pela primeira vez o caso de um microrganismo como agente causal
de doenca em insetos. Seus estudos, que demonstraram a natureza infecciosa e a
transmissdao de um patdégeno entre larvas do bicho-da-seda, foram feitos com um
fungo, mais tarde denominado Beauveria bassiana. Alguns anos depois, entre 1878
e 1888, os russos Metchnikoff e Klassilstchik foram os primeiros cientistas a sugerir
a aplicacdo do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae como agente de
controle microbiano de pragas. A partir de entdo, entre as mais de 700 espécies
entomopatogénicas conhecidas, diversos fungos de invertebrados vém sendo de-
senvolvidos para uso em programas de controle de pragas.

Os fungos sao organismos eucariéticos, cujas paredes celulares contém quitina
e/ou celulose e glucanas. Sdo heterotréficos, mas a forma de obtencdo de nutrientes
é bastante variavel, indo da saprotrofia (extracao de nutrientes da matéria organica
em decomposicao) a associacdo com organismos vivos. Enquanto os fungos nao
filamentosos (= leveduras) sdo unicelulares, sem a formacdo de estruturas tubula-
res (chamadas de hifas), a maioria daqueles associados aos invertebrados crescem
na forma filamentosa, ou seja, produzem hifas que, quando agrupadas, recebem a
denominacao de micélio. Salvo raras excecodes, as células fungicas sao desprovidas
de flagelos ou outras estruturas propulsoras. Consequentemente, sua dispersao é fa-
vorecida por fatores ambientais, como vento e chuva, ou por transmissdo via outros
agentes e organismos presentes no ambiente. Alguns fungos entomopatogénicos
também podem se dispersar de maneira ativa, por ejecao de seus esporos no ar.

Caracteristicas ecoldgicas e interagdes com artropodes

Do ponto de vista antropocéntrico, a maioria das espécies de fungos associada
a artrépodes é benéfica, uma vez que tais organismos podem ser utilizados como
agentes de controle de pragas. Por causa de seu peculiar modo de acdo, muitos fungos
sdo capazes de infectar invertebrados e causar sua morte em diferentes estagios de
seu desenvolvimento e com os mais diversos habitos de vida. A tipica infeccao do hos-
pedeiro via tegumento permite, por exemplo, seu emprego contra fases de desenvol-
vimento da praga que nao se alimentam, como ovos e pupas. Importantes pragas em
varias culturas, como os pulgdes (Aphididae), moscas-brancas (Aleurodicinae), tripes
(Terebrantia), cochonilhas (Dactilopidae) e acaros (Acari), apresentam aparelho bucal
do tipo perfurador-sugador, o qual é introduzido em células ou tecidos de plantas
hospedeiras e suga a seiva vegetal. Apesar da possibilidade de alguns microrganismos
com acao endofitica atuarem contra insetos sugadores, esse tipo de alimentacdo reduz
grandemente a possibilidade de ingestao de microrganismos que causam infeccéo por
ingestao, como bactérias e virus, mas ndo impede a colonizacao pelos fungos.



Cabe ressaltar que nem toda interacao fungo-artrépode traz beneficio ao
homem. A ocorréncia de doencas flngicas em insetos Uteis, como abelhas, bicho-da-
-seda e inimigos naturais de pragas, pode afetar diretamente a sobrevivéncia desses
insetos e a producado de itens de interesse. Em relacdo aos inimigos naturais, tanto
0s patdgenos de artrépodes quanto os predadores e parasitoides podem contribuir
para a reducao de populagdes de organismos-praga. Em um contexto de interagdes
multitréficas, entomopatégenos e outros inimigos naturais podem interagir de
forma sinergistica, aditiva ou antag6nica, como no caso de parasitismo/infeccdo e
competicdo. Os efeitos negativos das interacdes de fungos entomopatogénicos e
inimigos naturais devem ser evitados, enquanto os efeitos positivos da dispersao
dos entomopatdégenos devem ser valorizados, uma vez que os inimigos naturais
podem aumentar a dispersao dos fungos, principalmente em condicbes de cultivo
em casas de vegetacgdo. Por exemplo, em ensaios em casa de vegetacao conduzidos
por Messelink e Ingegno (2016), afideos infectados com M. anisopliae nao foram con-
sumidos pelo predador Cheilomenes lunata (Fabricius) (Coleoptera: Coccinellidae),
mesmo se ofertados como Unica fonte de alimento. Além disso, observou-se que
C. lunata evitou cadaveres de afideos com esporulacdo do fungo. Para patdégenos,
a interacao positiva é ilustrada pela dispersdao de esporos assexuados (conidios) do
fungo para outros afideos durante a busca de alimentos por C. lunata (Bayissa et al.,
2016). Essa forma de dispersao inspirou uma nova estratégia de liberacdo de agentes
de controle biolégico de pragas, denominada entomovectoring, inicialmente descrita
por Hokkanen e Menzler-Hokanen (2007), a qual vem sendo desenvolvida para o
controle de vdrias pragas, principalmente em cultivos protegidos. Essa tecnologia
envolve o uso de diferentes espécies de insetos como vetores para a disseminacgao de
esporos de fungos ou outros microrganismos, usualmente na forma de pé. Estudos
recentes tém analisado o potencial de uso de abelhas como carreadoras de esporos,
a determinacdo de doses, os tipos de formula¢des dos agentes entomopatogénicos
e as alteracées comportamentais dos entomovetores (Mommaerts; Smagghe, 2011;
Smagghe et al.,, 2012, 2013; Karise et al., 2016).

Caracteristicas ecoldgicas e interagdes com o ambiente

Os fungos entomopatogénicos, exceto se devidamente formulados, requerem
condi¢des ambientais de elevada umidade relativa, temperaturas moderadas e pro-
tecdo contra a radiacdo solar, a fim de que germinem g, consequentemente, causem
doencas nos hospedeiros suscetiveis. As condicdes de microclima encontradas na
superficie das plantas e nos corpos dos insetos-praga sao fundamentais para o es-
tabelecimento da infeccao. Ressalta-se que regides do corpo do inseto, como boca,
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anus e orificios respiratérios, possuem microambiente Umido, propicios a entrada e
ao inicio da infeccdo, podendo influenciar positivamente a eficiéncia do patégeno.
A manutencdo das condi¢bes de umidade apds a aplicacdo do fungo entomopato-
génico parece ser fundamental para sua eficiéncia. Experimentos conduzidos em
laboratério por Mukawa et al. (2011) com B. bassiana mostraram que, para o controle
do tripes Frankliniella occidentalis (Pergande), a condicao climatica 6tima deve ser
mantida por até 2 dias apds a aplicagao de conidios.

Quando aplicados no ambiente, os fungos podem sofrer danos abiéticos que
comprometem sua eficiéncia. O principal deles é causado pela exposicao a radiacdo
UV (ultravioleta), que tem efeito na germinacdo de esporos, bem como na sobrevi-
véncia, reproducao, dispersdo e viruléncia dos fungos. A sensibilidade e a tolerancia
de fungos entomopatogénicos a radiagcdo UV tém sido extensivamente estudadas
em Metarhizium anisopliae, M. acridum, B. bassiana e Isaria fumosorosea e apresentam
grande variagao mesmo entre linhagens de uma mesma espécie. Em alguns casos,
mesmo a exposicao por apenas 30 segundos é capaz de reduzir consideravelmente
a germinacao desses fungos.

Estudos moleculares tém contribuido para a identificacdo de proteinas presen-
tes em conidios e no micélio, em resposta as condi¢cdes de estresses abioticos. As heat
shock proteins (HSP) e as proteinas envolvidas em reacdes de detoxicacdo e biossintese
de pigmentos encontradas em fungos entomopatogénicos estao relacionadas a res-
postas a tolerancia a estresse ambiental (Wang et al., 2013). Além das proteinas, outros
mecanismos como o acumulo de carotenoides e outros pigmentos em conidios, bem
como alguns metabdlitos secundarios, contribuem para a tolerancia a radiacao solar.
Esses mecanismos sao complexos e envolvem varias interacdes e diversos sistemas
fisioldgicos e moleculares relacionados a sobrevivéncia dos fungos. Os efeitos fisiol6-
gicos e moleculares da irradiacdo UV ambiental em conidios de fungos sao descritos
em revisdo de Braga et al. (2015), que aborda as alteracdes da estrutura de conidios,
0s tipos de danos causados pela radiagcao em nivel molecular e 0s mecanismos de
protecdo contra esses danos. A selecdo de linhagens tolerantes a radiacdo UV pode
auxiliar no desenvolvimento de biopesticidas, buscando linhagens adaptadas a re-
gides geograficas de acordo com a intensidade da radiagdo. Uma forma de protecdo
parcial dos conidios contra a radiacao solar é feita por meio de formulacdes, incluindo
aquelas a base de 6leo puro ou emulsionavel, uma vez que essas substancias reduzem
a transmitancia em funcdo da maior absorbancia da radiacdo UV.

Nas ultimas décadas, foi descrita a interacdo endofitica de fungos entomo-
patogénicos com plantas, na qual os fungos sao observados colonizando raizes e
outras partes das plantas, sem sintomas ou danos fisicos aparentes. Linhagens de
B. bassiana sdo reportadas como endofiticas em diversas culturas, como banana



(Musa), feijao (Phaseolus), cacau (Theobroma cacao), algodao (Gossypium), tomate
(Solanum lycopersicum), mandioca (Manihot esculenta), sorgo (Sorghum), arroz (Oryza
sativa), cebola (Allium cepa), milho (Zea mays) e café (Coffea). Em 2002, Hu e St. Leger,
ao utilizarem linhagens de Metarhizium robertsii marcadas com proteina fluorescente,
mostraram a habilidade desse fungo de colonizar raizes e tecidos de repolho. Estudos
acerca da ocorréncia e da persisténcia de entomopatdgenos endofiticos, principal-
mente Metarhizium e Beauveria, tém demonstrado que a persisténcia decresce com
aidade do inéculo do fungo e que algumas linhagens endofiticas apresentam efeito
negativo sobre insetos herbivoros. Vale ressaltar que essas interacdes dependem do
isolado e da espécie de planta hospedeira. Em alguns casos, tem sido observada a
transmissao vertical do fungo, a exemplo de B. bassiana endofitica transmitida por
sementes de Pinus radiata, que causa efeito negativo em insetos que se alimentam
da planta (Lefort et al., 2016). Esses fungos podem apresentar outros efeitos benéfi-
cos, atuando, por exemplo, como promotores de crescimento.

Seguranga para a sadde humana e animal

Uma das grandes preocupacgdes com relacdo ao uso de fungos para o controle
de artrépodes-praga concentra-se na capacidade que eles tém de produzir toxinas
que possam causar danos aos mamiferos. Destruxinas, efrapeptinas, oosporinas e
outros peptideos toxicos sdo conhecidos como metabdlitos produzidos por fungos,
como M. anisopliae, Tolypocladium spp., Beauveria brongniartii e B. bassiana. Existe
grande variagao entre as espécies produtoras de metabélitos toxicos, e as toxinas pro-
duzidas in vivo sdo geralmente em quantidades muito inferiores as obtidas quando
esses organismos sdo produzidos em meio artificial (Strasser et al., 2000). Outro fator
relevante é o fato de os micopesticidas utilizarem estruturas fingicas, como conidios
e blastosporos formulados sem o meio de cultura, normalmente como pds-molhaveis
ou misturados com 6leos. A presenca desses metabdlitos em micoinseticidas comer-
ciais nao deve ser considerada como risco para a saide humana e animal, uma vez
que seus niveis ndo sao altos o suficiente para causarem danos ao ambiente e aos hu-
manos. Por sua vez, sao necessarios estudos adicionais para situacdes que envolvam a
producao de preparacgbes fungicas nas propriedades rurais, em que o meio de cultura
liquido colonizado por estruturas do patégeno seja também aplicado nas lavouras.

Os fungos entomopatogénicos ndo atacam plantas e, raramente, sao encontra-
dos relatos de ataques a mamiferos ou outros vertebrados. Recentemente, Nourisson
et al. (2017) revisaram 19 casos de infeccdes humanas causadas por fungos do géne-
ro Metarhizium. As infeccdes oculares e nao oculares observadas parecem néo ter
correlacao com imunossupressividade, mas somente pacientes imunossupressivos
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apesentaram lesdes com casos comprovados de infeccao. Em dez desses casos,
foi possivel identificar as espécies de fungos envolvidas: M. robertsii, Metarhizium
pingshaense, Metarhizium brunneum e Metarhizium guizhouense. Esta uGltima espécie
contribuiu, junto com outros fatores, para a Unica morte registrada de um paciente
imunodeficiente. As linhagens de Metarhizium estudadas apresentaram alta resistén-
cia aos fungicidas itraconazole e anfotericina B e baixa resisténcia a voriconazole.
As infeccdes humanas com fungos entomopatogénicos sao raras e a complexidade
na identificacdo precisa de espécies e linhagens desses agentes de controle de artré-
podes pode resultar em diagnésticos de infecgdes inespecificas. Em coelhos, testes de
toxicidade dermatoldgica aguda com I. fumosorosea nao mostraram nenhum sinal de
doenca nesses animais, ndo apresentando alteracdes de peso e reacao inflamatéria na
derme exposta a uma dose de 2 g/kg do animal (Brunner-Mendoza et al.,, 2017).

Apesar de a maioria dos fungos usados como agentes de controle biolégico
ser segura para seres humanos, o aumento da exposicao de trabalhadores em biofa-
bricas e operarios rurais pode afetar seu sistema imune. Algumas reagdes alérgicas
estao relacionadas a agentes de biocontrole dos géneros Beauveria (Westwood
et al., 2005, 2006), Metarhizium (Ward et al., 2011) e Isaria (Beezhold et al., 2008), sendo
diretamente ligadas a producao de imunoglobulina E. As respostas e os sintomas da
exposicdo a diferentes espécies de fungos ainda ndo sédo claros e parecem estar rela-
cionados a condigbes preexistentes de ataques asmaticos (Baxi et al., 2016), condi¢oes
essas nao restritas ou relacionadas diretamente aos fungos entomopatogénicos.

O incremento na producao de fungos e o aumento da oferta de biopesticidas
tém levado as agéncias reguladoras a estabelecer protocolos de seguranca para o
registro de produtos comerciais. De modo geral, os produtos comerciais precisam
fornecer as seguintes informacdes: identificacao do agente, descricao das proprie-
dades biolégicas (histérico, ocorréncia natural e distribuicdo geografica, espectro de
hospedeiros, modo de acao, producao de metabdlitos/toxinas, efeito no ambiente);
conhecimento sobre o destino e o comportamento no ambiente (mobilidade e
persisténcia no ar, dgua e solo); efeitos sobre organismos ndo alvo (microrganismos,
plantas, organismos do solo, aquaticos, predadores, parasitoides, abelhas, etc.); efei-
tos sobre vertebrados (peixes, anfibios, répteis e passaros); e efeitos sobre mamiferos
e sobre a saude humana (alergia, patogenicidade/toxicidade) (Zimmermann, 2007).
A legislacao ligada ao registro de biopesticidas e as exigéncias quanto a sua toxicida-
de e periculosidade ambiental variam entre os diferentes paises. No Brasil, o registro
de biopesticidas é regulado pela Lei n° 7.802, de julho de 1989 (Brasil, 1989), pelo
Decreto n° 4.074, de janeiro de 2002 (Brasil, 2002), e por suas normas infralegais,
incluindo muitos dos aspectos mencionados anteriormente.



CAPITULO 7 CONTROLE DE ARTROPODES-PRAGA COM FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

MECANISMOS DE ACAO

Ao contrario do que ocorre com outros microrganismos que precisam ser
ingeridos, o processo de infec¢do por fungos entomopatogénicos se da por contato.
Inicia-se com a adesao de estruturas fungicas a superficie do hospedeiro suscetivel,
seguida por germinacao, penetracao e colonizagdo interna (Figura 1).
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Figura 1. Colonizagio de hospedeiro por ascomiceto com ciclo de vida assexvado: adesdo e germinagdo (A); penetragio (B);

colonizaco (C); reproducdio (D); e disseminagdo (E).

Ilustragdo: Rogerio Biaggioni Lopes

Adesdo e penetragdio

A acao dos propagulos infectivos é um processo dinamico que envolve intera-
¢oes eletrostaticas e hidrofébicas. Conidios de muitas espécies da ordem Hypocreales,
como B. bassiana e M. anisopliae, possuem uma camada de revestimento formada
por proteinas denominadas hidrofobinas. Duas delas (Hyd1 e Hyd2), encontradas
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em B. bassiana, sao responsaveis pela hidrofobicidade da parede celular, contribuindo
para adesao e viruléncia. Além das hidrofobinas, as adesinas sdo conhecidas como
importantes proteinas envolvidas no processo de adesao a cuticula dos insetos.
Em M. anisopliae, pelo menos uma das adesinas (Mad1) foi identificada (Wang;
St. Leger, 2007). Em alguns casos, a capacidade de adesao de conidios a cuticula pa-
rece estar relacionada ao tipo e ao tamanho das cadeias de hidrocarbonos presentes
nela. Substancias mucilaginosas produzidas na formacao dos conidios podem ser
determinantes no processo de adesao deles a superficie do hospedeiro, como no

caso de Lecanicillium e Hirsutella.

A germinacao e o crescimento do fungo na superficie e a subsequente pene-
tracdo dependem das condicdes ambientais favoraveis, da especificidade de hos-
pedeiro, do elevado vigor dos propagulos flingicos, entre outros fatores. Conidios
debilitados, caracterizados por lenta germinacao, sao menos virulentos que os
conidios vigorosos (Faria et al., 2015).

Apds a germinacdo, a penetracao do fungo na cuticula de insetos ocorre
preferencialmente nas regides cuticulares menos esclerotizadas, como é o caso das
regides intersegmentares. Em alguns casos, a pressao mecanica envolve a formacao
de estruturas especializadas denominadas apressérios, os quais sao formados a
partir dos tubos germinativos. A estrutura penetrante entra diretamente na cuticula,
formando estruturas fusiformes denominadas hifas, que se estendem lateralmente
entre as camadas da endocuticula.

O processo de penetracao é complexo, uma vez que as cuticulas sdo estruturas
altamente heterogéneas, que variam em composicao de acordo com a espécie e ao
longo dos diferentes estagios de desenvolvimento dos insetos, bem como com o tipo
de dieta que eles tém, entre outros fatores. A epicuticula, camada mais superficial, é
rica em lipidios, tornando-se uma barreira hidrofébica para a penetracdo do fungo.
A procuticula, camada inferior a epicuticula, é rica em quitina e proteinas escleroti-
zadas, constituindo barreira adicional a penetracdo. A camada epidermal reveste as
estruturas internas dos insetos.

Inimeros estudos vém sendo conduzidos para elucidar o complexo enzima-
tico produzido por fungos e seus mecanismos de acdo em diferentes espécies de
insetos. Assim, além das estruturas penetrantes desenvolvidas, os fungos produzem
e secretam enzimas catabdlicas e extracelulares que parecem estar envolvidas no
processo de infeccao. Endoproteases, quitinases, lipases, celulases, -galactosidades,
peptidases e outras enzimas sdo relatadas em diversos fungos, como M. anisopliae,
B. bassiana, Isaria sp. e espécies de Entomophthorales. Essas enzimas sao responsa-



veis pela degradacdo da cuticula do inseto e ajudam no processo de penetracao por
pressao mecanica.

Uma vez que a epicuticula de insetos é composta de misturas de lipidios, alca-
nos de cadeias longas, ésteres e acidos graxos, as lipases atuam por meio da hidrélise
das ligacdes ésteres das lipoproteinas, gorduras e ceras. As lipases atuam na primeira
etapa, ou seja, na adesao dos propagulos a cuticula e na penetragao da epicuticula,
uma vez que a quebra dos lipidios ocorre concomitantemente com a penetracao.
As enzimas lipoliticas potencializam a adesdo dos esporos as cuticulas dos hospe-
deiros por meio da liberacdo de acidos graxos que aumentam a hidrofobicidade e
favorecem a adesao (Ali et al.,, 2010). O complexo de enzimas lipoliticas é amplo e as
enzimas estao envolvidas em diferentes reacbes, o que torna dificil o mapeamento e
ainterpretacao precisa do sistema enzima-artrépode. Mais recentemente, com o uso
de ferramentas moleculares, como o sequenciamento genémico de cDNA, tem sido
possivel melhorar a identificacdo dos sistemas e das familias de lipases produzidas
por fungos entomopatogénicos.

Proteinas sdo componentes das cuticulas de insetos, e as proteases sao impor-
tantes no processo de penetracdo. Estas ultimas fazem parte de um grande grupo
de enzimas hidroliticas capazes de degradar as ligacdes peptidicas, resultando em
pequenos peptideos e/ou aminoacidos. Os fungos entomopatogénicos produzem
grande variedade de proteases, tais como: subtilisina Pr1 serina-protease, protease
extracelular BBP, tripsina do tipo Pr2 serina-protease, cisteina-endoprotease, metalo-
proteinase, carboxipeptidase, esterase, aminopeptidase e prolil-dipeptidil peptidase.
Estudos envolvendo a producdo e os mecanismos de acao dessas proteases sao fun-
damentais para a compreensao das interacdes entre os fungos e seus hospedeiros. De
modo geral, essas enzimas sao produzidas em condi¢des de privacao de nutrientes
e reprimidas quando ha excesso, sendo também inibidas por condi¢bes ambientais,
principalmente relacionadas aos niveis de pH (St. Leger et al., 1992). Recentemente,
Javar et al. (2015) utilizaram PCR quantitativo em tempo real e identificaram genes
de M. anisopliae expressos durante o processo de infeccdo da lagarta Spodoptera
xigua (Hiibner). Esse trabalho permitiu mostrar que o gene Pr1 (subtilisin-like pro-
tease) comeca a ser expresso apds 2 horas de infeccdo, aumentando os niveis de
expressao subsequentemente.

A cuticula dos insetos e dcaros contém quitina, que é um polimero de cadeia
longa, constituido de residuos de N-acetilglucosamina. O tamanho da cadeia pode
variar entre organismos, e, em muitos casos, a quitina esta associada a matrizes de
carbonato de cilcio, fosfatos e proteinas. Esse processo leva em média de 3 a 14
dias apos a infeccdo, dependendo de fatores como espécie de fungo e hospedeiro e
dosagem do patégeno. Além de estar presente na cuticula dos artréopodes, a quitina
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é parte componente da membrana ou matriz peritréfica do intestino médio dos
hospedeiros, sendo formada basicamente por fibras de quitina e proteinas. A matriz
peritrofica é essencial para a sobrevivéncia, protegendo contra infeccdes orais por
varios organismos patogénicos, entre os quais estdo os nucleopoliedrovirus e as to-
xinas de Bacillus thuringiensis. A degradacao por fungos da quitina na cuticula ocorre
pela acado sinergistica e consecutiva de um complexo enzimatico que hidrolisa a
quitina em monoémeros de N-acetilglucosamina.

As enzimas que digerem quitina (quitinases, endoquitinases, exoquitinases
e quitobiases) sdo encontradas em fungos entomopatogénicos. Visto que a quitina
constitui um componente da parede celular de fungos, incluindo os entomopatogé-
nicos, o complexo de quitinases apresenta funcdes diversas, tanto na degradacao da
parede celular dos fungos quanto da cuticula dos hospedeiros. Duo-Chuan (2006)
apresenta uma revisao de quitinases produzidas por fungos, incluindo nomencla-
tura, ensaios, purificacao, caracterizacao, clonagem, expressao, familias e estruturas,
bem como genes e mecanismos de regulacao. Técnicas moleculares vém sendo
empregadas para a obtencao de linhagens recombinantes, a fim de reduzir o tempo
de mortalidade dos insetos e permitir a compreensao das funcdes do complexo en-
zimatico no processo de penetracao e colonizacao de hospedeiros (Sanchez-Pérez et
al., 2014). Essas técnicas, associadas ao sequenciamento gendmico e as andlises de
transcriptoma, tém permitido avangos no conhecimento das enzimas expressas no
processo infeccioso. Javar et al. (2015), por exemplo, utilizaram técnicas de PCR quan-
titativo em tempo real e detectaram dois tipos de quitinases (CHI2 e CHI3) 12 horas
apos a infeccao e durante a emergéncia do micélio apés a morte do hospedeiro.

Algumas outras enzimas sdo produzidas por fungos entompatogénicos, entre
as quais se destacam as espécies reativas ao oxigénio (ROS — do inglés reactive oxygen
species), que estao envolvidas na protecao de conidios no ambiente, atuando como
resposta a radiacao ultravioleta e ao calor, e as catalases e peroxidases, que também
estao envolvidas nos mecanismos de protecdo dos conidios e na protecdo contra
produtos citotoxicos dos hospedeiros.

Colonizacdo de artropodes e metabdlitos toxicos

Uma vez dentro dos insetos ou acaros, os fungos passam da fase de hifas
para corpos hifais (= blastésporos), disseminando-se na cavidade interna do corpo
por meio da hemolinfa. Posteriormente, apds extensiva replicacdo, o fungo retorna
a fase de hifas e invade tecidos musculares, corpos gordurosos, tubos de Malpighi,
entre outros drgaos. Apds a exaustdo de nutrientes e morte do hospedeiro, as hifas
penetram a cuticula do interior para o exterior, emergindo na superficie corporal



externa e, sob condicdes ambientais favordaveis, iniciam a ultima fase do ciclo de vida
do fungo (reproducao) com a formacgéo de esporos.

Muitos fungos produzem metabdlitos toxicos com efeito sobre artrépodes.
Esses metabdlitos sdo conhecidos como peptideos nao ribossomais (NRP - do inglés
nonribosomal peptides), policéticos, derivados de lisina, terpenoides e esterdis. Os
principais NRP sdo os seguintes: destruxinas, efrapeptinas, beauvericina, bassiano-
lides e ciclosporinas. As destruxinas A e B, que sdo estruturas ciclicas compostas de
alfa-hidroxiacido e cinco residuos de aminoacidos, foram identificadas em 1960, em
isolados do género Metarhizium. Desde entdo, mais de 38 destruxinas foram relata-
das (Kleinkauf; Doéhren, 1987, 1990; Gupta et al., 1989, 1991; Turner, 2000). Diversas
variantes das destruxinas estao documentadas, das quais trés (A, B e E) sdo reporta-
das como responsaveis pela paralisia muscular aguda em insetos. Meng et al. (2013)
demostraram que essas toxinas causam efeitos nos canais de célcio das membranas
celulares, na inibicdo da atividade de ATPase vacuolar, na alteracao da regulacao do
estresse oxidativo, além de efeito deletério na expressao de proteinas do disco das
asas causando desenvolvimento anormal.

As efrapeptinas constituem um complexo de peptideos téxicos e foram ini-
cialmente descritas por Gupta et al. (1992) no fungo Tolypocladium spp. Apresentam
atividade inibitéria de ATPases, regulam o gradiente de prétons no intestino médio
de insetos e afetam seu sistema imune.

Inicialmente isolada de B. bassiana e Lecanicillium sp. por Suzuki et al. (1977),
a beauvericina é parte do grupo dos ciclodepsipeptideos. Atua no equilibrio i6ni-
co e no pH das camadas de lipidios, resultando em danos a membrana celular dos
hospedeiros. A toxina bassianolide, um octadepsipeptideo também isolado de
B. bassiana e Lecanicillium sp. por Suzuki et al. (1977), possui estrutura semelhante a
beauvericina e é conhecida por induzir atonia muscular aguda em insetos, estando,
portanto, associada a viruléncia. O bassianolide é encontrado comercialmente como
produto quimico com atividade inseticida e nematicida, que atua nos canais idnicos
da juncao neuromuscular, apesar de os mecanismos de acao dos bassianolides ainda
nao serem completamente conhecidos.

Inicialmente isoladas do fungo entomopatogénico T. inflatum na década de
1970, as ciclosporinas constituem outro grupo de NRP. Esse peptideo atua como
imunossupressor, sendo amplamente utilizado na industria médica em tratamento
de pacientes transplantados. Estudos recentes mostram a existéncia de outros me-
canismos de acao, incluindo a reducdo da atividade de peptideos antimicrobianos
(Bushley et al., 2013).
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Entre os peptideos toxicos policéticos, estao descritas a oosporina e a bassiani-
na, ambas isoladas de B. bassiana. Esses peptideos foram estudados por Vining et al.
(1962), Mclnnes et al. (1974) e Strasser et al. (2000). A oosporina atua como inibidor
do sistema de defesa dos insetos e a bassianina inibe as atividades de ATPases.

Além das toxinas mencionadas, podem ainda ser encontrados os peptideos
toxicos derivados de lisina, como o swainsonine, que tem sido bastante estudado em
M. anisopliae, e o acido dipicolinico, encontrado em Beauveria, Isaria e Lecanicillium.
Terpenoides e esteroides sdo observados em fungos entomopatogénicos, incluindo
os terpenoides de Aschersonia paraphysata com potencial de controlar a malaria (Isaka
et al., 2010). Outros metabdlitos, como tolipina, dicetopiperazinas, hirsutelina A e B,
ergosterol peroxidase e torrubiellina B, foram também descritos em fungos entomopa-
togénicos, muitos dos quais sdo utilizados comercialmente (Singh et al., 2016).

O potencial de uso de fungos entomopatogénicos, tanto como biopesticidas
quanto como fornecedores de metabdlitos de interesse para a industria médico-
-farmacéutica, ainda tem vasto campo a ser explorado.

Mecanismos de defesa de insetos e dcaros

Os mecanismos de defesa dos artropodes contra infeccdes por microrga-
nismos patogénicos sdo complexos e parecem envolver processos evolutivos com
adaptacdao comportamental, producao e secrecao de compostos capazes de inibir o
crescimento e o desenvolvimento dos patdégenos, bem como a capacidade de mudar
a cuticula durante o desenvolvimento. Por sua vez, a pressao de selegdo é reciproca,
havendo a selecao de linhagens mais virulentas, capazes de superar as barreiras dos
hospedeiros e as defesas internas.

As cuticulas dos artropodes sao barreiras fisicas e quimicas contra infeccdes causa-
das por microrganismos. Na infeccdo causada pelos fungos, a adesdo e a penetracdo da
cuticula pelo patdégeno sao fundamentais para o processo. Essa etapa pode ser inibida
por meio da melanizac¢ao da cuticula, que é ativada pelas -1,3-glucanas presentes na
parede celular de fungos. As (3-1,3-glucanas ativam as profenoloxidases (enzimas que
catalisam a oxidacao de fendis, resultando em melanina) dos insetos, e alguns fungos
entomopatogénicos parecem possuir a capacidade de suprimir ou inativar a defesa ce-
lular dos insetos suscetiveis. O sistema imunolégico de artrépodes da classe Arachnida,
que inclui &caros, carrapatos e aranhas, é menos estudado. Sabe-se que alguns carrapa-
tos nao possuem o sistema de profenoloxidase que resulte em melanizacao.

Acidos graxos, componentes das cuticulas de insetos, principalmente os poli-in-
saturados, apresentam forte atividade antifiingica, e a atividade antimicrobiana parece



depender dotamanho da cadeia e da presenca de ligacdes insaturadas. Apesar de ocor-
rerem em baixas concentracdes, os acidos graxos apresentam atividade contra fungos.
A combinacao de acidos graxos saturados de cadeia longa, abundantes na cuticula e
nos extratos internos da mosca Sarcophaga carnaria, com acidos graxos poli-insatura-
dos esta envolvida na protecdo contra infeccdo causada por fungos (Gotebiowski et
al., 2014). A quantidade de acidos graxos varia (de tracos a 44% dos componentes da
cuticula) entre diferentes espécies, e essas diferencas estdo relacionadas a resisténcia e
a susceptibilidade dos insetos a patégenos (Gotebiowski et al., 2008).

Alguns insetos secretam substancias quimicas, entre as quais estao alguns
aldeidos, que atuam como feromdnios e/ou cariomoénios e agem na atracdo de pares
ou na atracdo de parasitoides, no caso dos cariomdnios. Algumas das substancias
quimicas encontradas nos feroménios de insetos apresentam efeito fungistatico,
que inibe fungos entomopatogénicos (Borges et al., 1993, Sosa-Gomez et al., 1997;
Lopes et al,, 2015; Ulrich et al., 2015).

Outros mecanismos de defesa dos insetos envolvem a secrecdo de lactona
B, um éster ciclico que é responsdvel pela inibicdo da atividade lipolitica do fungo,
impedindo o processo infeccioso. Em alguns insetos, os lipidios cuticulares apre-
sentam efeito tdxico e inibitdrio de germinacado de conidios, como, por exemplo,
os lipidios de mosca-branca, que inibem a germinacao de B. bassiana (James et al.,
2003), e as longas cadeias de acidos graxos, que inibem I. fumosorosea e B. bassiana.
Outros compostos também previnem a infecgdo, como os dcidos amidicos presentes
em cuticula do psocoptero Liposcelis bostrychophila Badonnel, que atuam na pre-
vencao a adesao de conidios de B. bassiana, I. fumosorosea, Aspergillus parasiticus e
M. anisopliae (Lord; Howard, 2004).

Apds atravessar a barreira cuticular dos artrépodes, os fungos sdo combatidos
por meio de respostas celulares e humorais, que comecam com o reconhecimento de
moléculas e receptores, os quais sao denominados de padrdes moleculares associados
a patdgenos. Esses padrdes envolvem as f3-1,3-glucanas da parede celular do fungo,
que sao reconhecidas durante a penetracao e, posteriormente, quando o patégeno
atinge a cavidade interna do hospedeiro. Essa barreira de reconhecimento pode ser
evitada pelo fungo pela perda da parede celular, quando o fungo cresce na hemocele
do hospedeiro na forma de corpos hifais ou protoplastos. Os protoplastos de fungos
sobrevivem na hemolinfa dos insetos e, embora possam persistir, geralmente nao sdo
capazes de se desenvolver e causar infeccdes (Lastra et al.,, 2001). Artrépodes infectados
podem apresentar mudancas na composicao de lipidios na hemolinfa, com acumulo
de solutos e aumento da pressdao osmética. Estudos envolvendo expressdo de genes
mostraram que a proteina colagenosa é altamente expressa em insetos infectados.
A proteina MCL1(semelhante ao colageno) parece funcionar como uma camada pro-
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tetora antiadesiva, que evitaria a fagocitose e a encapsulacdo das estruturas do fungo,
Cuja carga negativa evitaria a atracdo de hemdécitos, mascarando as 3-1,3-glucanas da
parede celular dos fungos (Wang; St. Leger, 2006).

Algumas espécies de artrépodes eliminam os patdégenos ou atrasam a pro-
gressao da doenca através de febre comportamental, quando a maior exposicdo a
radiacao solar funciona como um mecanismo de termorregulacao e de inativacao
microbiana pela irradiacao UV, limitando ou mesmo inibindo o crescimento de
patdgenos presentes na cuticula. A ocorréncia de febres em insetos infectados por
organismos entomopatogénicos ja foi observada, por exemplo, em gafanhotos
e coleodpteros infectados com Metarhizium e na mosca doméstica infectada com
Entomophthora muscae. A febre comportamental pode induzir mudan¢as compor-
tamentais como busca por locais mais altos (Roy et al., 2006).

Insetos sociais apresentam comportamentos especificos de resposta a conta-
minacgodes. Limpezas pelos companheiros de ninho ou limpeza prépria minimizam os
danos causados por microrganismos patogénicos. Os cupins apresentam comporta-
mento de limpeza mutua para eliminagdo de esporos de fungos, como B. bassiana e
M. anisopliae (Shimizu; Yamaji, 2003; Yanagawa et al., 2008), e apresentam também
resposta a compostos volateis produzidos pelos organismos patogénicos detecta-
dos pelas antenas (Yanagawa et al., 2009, 2012).

CLASSIFICACAO TAXONOMICA E NOMENCLATURA

Até o final do século passado, o reconhecimento de espécies flingicas baseava-
-se preponderantemente em caracteristicas morfoldgicas, e as observaces a olho nu
e microscépicas eram suficientes para a identificacdo. Caracteres como cor de colénias,
tamanho e forma dos conidios e caracteristicas das estruturas que dao suporte aos
conidios (conidiéforos ou células conidiogénicas) eram as mais empregadas nessa
abordagem, embora informacodes sobre hospedeiro e biogeografia fossem relevantes
em muitos casos. Na ultima edicdo do consagrado livro Controle Microbiano de Insetos
(Alves, 1998), por exemplo, o grupo de fungos entomopatogénicos que incluia a maio-
ria das espécies de uso comercial era chamado de Deuteromicetos, assim agrupados
pela inexisténcia ou desconhecimento de uma fase sexuada. Nos ultimos anos, estu-
dos que demonstravam as relagdes evolutivas entre os fungos com base em analises
filogenéticas (representacdes graficas que mostram as relacdes evolutivas entre as
espécies consideradas) passaram a ter grande importancia. Essas andlises consideram
que as espécies evoluem de um ancestral comum, portanto as espécies mais proximas
apresentam mais caracteristicas em comum do que aquelas mais distantes.



As andlises filogenéticas de fungos tém focado principalmente no sequencia-
mento de regides informativas do genoma, chamadas de marcadores moleculares. Ja
no ano 2000, pesquisadores australianos propuseram uma profunda revisao de parte
do género Metarhizium apos a realizacao de estudo que envolveu o sequenciamento
da regiao ITS e o uso de Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD). Em anos
recentes, outras abordagens moleculares, como amplified fragment length polymor-
phism (AFLP), sequenciamento de genoma total ou, mais comumente, sequenciamen-
to de regides especificas do genoma, tém levado a avancos nas propostas filogenéti-
cas para diversos géneros de fungos entomopatogénicos, sobretudo Metarhizium e
Beauveria. Os estudos demonstraram que ambos os géneros sao, na realidade, comple-
x0s de espécies (ver a secao intitulada Principais Espécies Usadas no Controle Biolégico
Aplicado). Nos dois casos, a identificacao das espécies dentro de cada complexo ja ndo
€ mais possivel com a adocao de caracteres morfoldgicos, mas passou a depender de
técnicas de sequenciamento genético e da construcdo de arvores filogenéticas.

A abordagem filogenética ndo se restringiu apenas aos géneros mencionados,
ja que estudos com Lecanicillium (anteriormente Verticillium lecanii) e Isaria (agrupa-
mento composto de diversas espécies entomopatogénicas anteriormente classifica-
das no género Paecilomyces), entre outros, foram também realizados nesse periodo.
Paralelamente, estudos recentes demonstraram a correlacdo entre a fase sexual e
assexual de diversas espécies entomopatogénicas, o que comprova definitivamente
que parte dos fungos antes denominados Deuteromicetos é, na realidade, membro
do reino Fungi, mas esses fungos estao distribuidos em outros filos, principalmente
Ascomycota (Figura 2). Apesar dos inumeros estudos moleculares conduzidos ao
longo de quase 20 anos, muitos estudos adicionais serdo necessarios para elucidar
as relagdes evolutivas dos géneros mais conhecidos e de muitos outros menos estu-
dados. O uso de caracteres morfolégicos continuara sendo muito util, tanto para o
rdpido reconhecimento dos géneros (e, em alguns casos, espécies) mais estudados,
guanto para a identificacdo taxondmica dos taxons menos focados pelos cientistas.
Cumpre ainda destacar que muitas analises filogenéticas ndo tém sido capazes de
propor classificagdes satisfatorias, o que realga a importancia da classificagao tradi-
cional baseada em caracteres morfologicos.

Grupos de fungos associados a insetos e dcaros

Considerando-se o dinamismo dos estudos filogenéticos, nos préximos anos
serd possivel presenciar uma série de alteracdes relevantes na classificacdo e identi-
ficacdo de fungos associados aos artropodes. A Tabela 1 mostra a classificacao atual
dos grupos de fungos, os quais serdo brevemente abordados a seguir.
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Ordem Subfilo Filo
Incertae sedis & Incertae sedis Microsporidia
Harpellales O Kickxellomycotina Incertae sedis
Entomophthorales
O Incertae sedis Enfomophthoromycota
Neozygifales
Blastocladiales Ovl/\ Incertae sedis Blastocladiomycota
Mucorales o Mucoromycotina Incertae sedis
Septobasidiales @O Pucciniomycotina Basidiomycota
Saccharomycefales % Saccharomycotina Ascomycota
Capnodiales
Myrangiales
Pleosporales o
oo ®
Pezizomycotina Ascomycota
Onygenales M
Eurofiales
Laboulbeniales
Hypocreales

Figura 2. Arvore filogenética com as principais ordens e filos de fungos associados a invertebrados.

Ilustragdo: Rogerio Biaggioni Lopes

Subfilo Kickxellomycotina

Kickxellomycotina foi recentemente descrito como um subfilo e engloba
quatro ordens do antigo filo Zygomycota. Uma das ordens, Harpellales, contém
géneros de fungos que sao endossimbiontes obrigatérios em artropodes. Nesse
taxon, destacam-se espécies da antiga classe Trichomycetes, comensais de dipteros
e efemerdpteros. Os géneros Stachylina e Smittium, por exemplo, tém sido frequen-
temente encontrados, respectivamente, nos intestinos posterior e médio de dipteros
das familias Simuliidae e Chironomidae. Parasitismo que resulta na morte de larvas



de mosquitos foi relatado até o momento apenas para uma espécie do segundo
género, S. morbosum (Lichtwardt, 2004).

Subfilo Mucoromycotina

Da mesma forma que o subfilo anterior, o subfilo Mucoromycotina ainda nao
tem um filo definido e contém parte dos representantes do antigo filo Zygomycota.
A ordem Mucorales engloba espécies saproéfitas e algumas que parasitam plantas,
fungos e animais. Sporodiniella umbellata é reconhecida como a Unica espécie do
taxon capaz de infectar insetos, havendo certa especificidade por alguns membros
da subordem Auchenorrhyncha, na ordem Hemiptera. Ha relatos de epizootias
durante periodos chuvosos em lavouras de cacau, quando cigarrinhas da familia
Membracidae sao infectadas. A ocorréncia sobre o tegumento de insetos mortos
pertencentes a outros grupos demonstra que S. umbellata tem potencial saprofitico.

Filo Blastocladiomycota

Membros do filo Blastocladiomycota, que englobam espécies portadoras de
flagelos, sdo adaptados para causar infeccdes em alguns dipteros. Espécies do género
Coelomomyces, por exemplo, convivem com dipteros aquéticos e apresentam ciclo
de vida complexo, com alternancia de hospedeiros, envolvendo a passagem por um
microcrustaceo e duas geracdes de mosquitos. A constante presenca do agente in-
feccioso na populacdo do hospedeiro, em alguns casos de varios anos, pode resultar
na mortalidade de mais de 90% das larvas de mosquitos. Ao contrario da maioria dos
fungos entomopatogénicos, cuja penetracdo ocorre via cuticula, membros desse
género invadem o hospedeiro por via oral, e o sitio de infeccdo se da nos intestinos
anterior e posterior.

Filo Microsporidia

Os microsporidios, até o final do século passado considerados como protozoa-
rios, atualmente sao considerados um taxon do reino Fungi ou, na pior das hipéteses,
sdo filogeneticamente préximos. Sdo parasitas intracelulares obrigatérios de animais
em geral, tanto vertebrados quanto invertebrados. Do ponto de vista entomolégico,
ha espécies que dizimam colbnias de abelhas, enquanto outras sdo empregadas no
controle biolégico de gafanhotos. No Brasil, ha relato da infec¢éo oral de Nosema sp.
no parasitoide Cotesia flavipes Cameron, um importante agente de controle biol4gi-
co utilizado em canaviais, o qual contrai o patégeno ao se alimentar do hospedeiro
previamente infectado, a lagarta Diatraea saccharalis Fabricius (Simbes et al., 2012).
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Filo Entomophthoromycota

O atual filo Entomophthoromycota abriga inumeros representantes do antigo
filo Zygomycota. Na classe Entomophthoromycetes, a ordem Entomophthorales é
bastante estudada, principalmente a familia Entomophthoraceae, na qual todos os
integrantes sdo patdgenos obrigatérios de insetos ou acaros. Curiosamente, em todo
o filo apenas a espécie Conidiobolus thromboides, na familia Ancylistaceae, atingiu
status comercial como micoinseticida. J& a classe Neozygitomycetes abriga fungos
do género Neozygites, composta por patdégenos obrigatérios de insetos ou acaros.

Filo Basidiomycota

Embora numericamente enorme, poucos representantes deste filo sdo entomo-
patogénicos. Espécies dos cinco géneros da familia Septobasidiaceae séo parasitas de
cochonilhas, embora a grande maioria delas (aproximadamente 175) esteja inserida
no género Septobasidium. A relacao resulta no parasitismo de algumas cochonilhas,
mas, do ponto de vista populacional, a relacdo é usualmente benéfica pois confere
abrigo e protecdo a inumeros individuos por meio da estrutura micelial formada nos
ramos e folhas. As cochonilhas que se mantém sob o manto micelial ficam fisicamente
protegidas do ataque de inimigos naturais.

Filo Ascomycota

No filo Ascomycota, o subfilo Saccharomycotina é representado por espécies
de leveduras. Varias espécies de Candida e Geotrichum, por exemplo, residem no
intestino de besouros que se alimentam de cogumelos. Embora a relagao levedura-
-hospedeiro nado seja bem compreendida, acredita-se que as leveduras auxiliam na
digestao de alimentos e, em alguns casos, na desintoxicacao por alguns componentes
ingeridos e, ainda, como fonte de vitaminas. A espécie leveduriforme Symbiotaphrina
kochii, cuja filogenia dentro do filo Ascomycota permanece incompleta (indefinicdo
de classe, ordem e familia taxondmica), apresenta estreita interacdo com o besouro
Lasioderma serricorne, importante praga cosmopolita da industria fumageira, auxi-
liando-o na desintoxicacao de componentes do fumo curado atacado pela fase larval.
Normalmente, as leveduras estdo presentes no intestino de insetos que ingerem
material vegetal, havendo limitada associacao com intestinos de insetos predadores.
Centenas de espécies de leveduras, incluindo Saccharomyces cerevisiae, tém sido isola-
das em baixa frequéncia, o que indica a existéncia de forte associacdo com o alimento
€ nao com o inseto; portanto, as associagcdes com os insetos teriam natureza transitoria.



O subfilo Pezizomycotina é o que apresenta a maior diversidade de taxons as-
sociados a insetos. Embora a classe Dothideomycetes seja pouco estudada por pato-
logistas deinsetos, suaimportancia naregulacao natural de diversos insetos ndo deve
ser menosprezada. A classe Eurotiomycetes engloba fungos do género Aspergillus,
conhecidos pela estreita associacao com insetos estressados que causam, em alguns
casos, elevada mortalidade em criacdes de lepiddpteros e insetos de outras ordens.
Outro representante dessa classe que tem causado vultosos prejuizos econémicos é
0 género Ascosphaera, com a maior parte das espécies associados a abelhas solitarias
ou sociais, que atuam como saproéfitas ou, mais usualmente, patégenos. Ascosphaera
apis é agente causal da ascosferiose em larvas da abelha-europeia, Apis mellifera,
sendo a infeccdo desencadeada pela ingestdo de ascosporos (esporos sexuados) via
alimentos contaminados, incluindo o préprio mel. Essa doenca é também conhecida
Ccomo cria-giz, uma vez que as larvas mortas tornam-se rigidas e mumificadas, assu-
mindo o aspecto de um pequeno bastdo de giz branco. Um dos fatores responsaveis
pela maior suscetibilidade a doenca é o estresse das abelhas e, por isso mesmo, o
correto manejo das colmeias é importante para evitar a reducdo populacional pro-
vocada pela acao desse patégeno.

A classe Laboulbeniomycetes é repleta de fascinantes membros diminutos, e a
quase totalidade dos milhares de espécies conhecidas sobrevive como ectoparasitas
obrigatérios de hospedeiros do filo Arthropoda, principalmente insetos e, em menor
escala, diplépodes e dcaros. Sobrevivem sobre a cuticula dos seus hospedeiros, pre-
ferencialmente coledpteros e dipteros, e, com raras excec¢des, existe certo grau de es-
pecificidade, ja que cada espécie coloniza hospedeiros taxonomicamente préximos.
Esses fungos formam talos que penetram a cuticula e alcancam a hemolinfa para
extragao de nutrientes. Entretanto, efeitos deletérios causados por essa invasao nao
sao sempre evidentes e, em muitos casos, os efeitos negativos estao mais relaciona-
dos a menor mobilidade ou capacidade sensorial que resulta da elevada densidade
de estruturas fungicas sobre as asas ou antenas, respectivamente.

Por fim, a classe Sordariomycetes detém maior nimero e diversidade de es-
pécies de fungos patogénicos a insetos e acaros, sobretudo a ordem Hypocreales, e
nela as familias Ophiocordycipitaceae, Cordycipitaceae e Clavicipitaceae. Do ponto
de vista comercial, essas familias abrigam a quase totalidade das espécies de fun-
gos usadas em programas de controle biolégico de artrépodes-praga no mundo.
Os representantes entomopatogénicos normalmente reproduzem-se de forma asse-
xuada, embora haja também géneros com reproducao sexuada, mas estes ultimos
nao alcancaram o status de micoinseticidas, muito embora sejam apreciados por
inumeras outras razdes. Em alguns paises asiaticos, hd grande demanda pelo fungo
Ophiocordyceps sinensis em razao das propriedades medicinais que abarcam desde
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a recuperagao pos-cirdrgica até o retardamento no processo de envelhecimento,
tornando-o o item mais caro da milenar medicina chinesa. O fungo infecta lagartas
da familia Hepialidae em regides alpinas do Nepal e do Tibete, mas tem havido acen-
tuada queda na biomassa por causa da frenética busca por larvas infectadas.

Nomenclatura de fungos com ciclo de vida pleomorfico

Inimeros fungos ascomicetos e basidiomicetos apresentam ciclo de vida
pleomorfico, isto &, a ocorréncia dos ciclos sexual (fase teleomorfica) e assexual
(fase anamoérfica) se da na mesma espécie. Ha grande diferenca morfolégica entre
as duas formas, e, até recentemente, elas foram consideradas organismos distintos
e, consequentemente, cada qual recebeu um nome cientifico préprio. Ao longo dos
ultimos anos, foi possivel estabelecer relagdes entre as fases sexual e assexual. Liang
e colegas (1991), por exemplo, demonstraram que o cultivo de Metacordyceps taii em
meio com arroz ou a passagem por inseto resultava na formacgao da fase assexuada,
hoje chamada de M. guizhouense. Entretanto, com o advento de técnicas molecula-
res, algumas conexdes entre as fases teleomérfica e anamérfica foram esclarecidas.
Em 2005, o sequenciamento da regiao ITS confirmou que M. taii era mesmo a fase
anamoérfica da espécie M. guizhouense. Outras conexdes foram geneticamente
demonstradas, como entre Hirsutella sinensis e O. sinensis; B. bassiana e Cordyceps
bassiana; e Metarhizium majus e Metacordyceps brittlebankisoides. Além disso, é mui-
to provavel que muitas outras conexodes serao desvendadas nos anos vindouros.

Como o sequenciamento genético das formas sexual e assexual leva a resulta-
dos idénticos, essa redundancia fica evidente nas arvores filogenéticas. Desde 2011,
a pratica de adocao de dois nomes cientificos para o mesmo fungo foi oficialmente
abolida, independentemente do estdgio do ciclo de vida. A partir dessa data, a regra
“um fungo = um nome” passou a ser adotada. Além disso, o nome genérico valido
para cada conexdo anamorfo-teleomorfo devera ser confirmado por especialistas
em congressos especificos, e a tendéncia é que tenha prioridade os nomes publi-
cados ha mais tempo, e a popularidade dos nomes na comunidade cientifica sera
levada em consideracdo. Nomes de muitas espécies de fungos entomopatogénicos
da ordem Hypocreales deverao ser alterados, incluindo aqueles dos géneros Isaria,
Lecanicillium e Hirsutella. Acredita-se que a adoc¢do da regra “um fungo = um nome”
ainda levara muitos anos para ser amplamente aplicada a toda a diversidade de fun-

gos com ciclo de vida pleomérfico.



Principais espécies usadas no controle bioldgico aplicado

Ha um ndmero enorme de artigos cientificos que abordam as espécies de
fungos associadas aos artropodes terrestres, mas apenas uma pequena fracdo destes
fungos foi desenvolvida como principio ativo de micoinseticidas, o que inclui repre-
sentantes dos filos Ascomycota, Entomophthoromycota e Microsporidia.

No filo Ascomycota, o Unico género na familia Ophiocordycipitaceae que
alcancou visibilidade mundial foi Hirsutella. Nos anos 1970, um produto comercial
a base de Hirsutella thompsonii foi desenvolvido e comercializado na Flérida para
o controle de adultos e imaturos do acaro Phyllocoptruta oleivora em pomares citri-
cos, promovendo adequado controle da praga durante os meses chuvosos. Embora
H. thompsonii seja especifico para dcaros das familias Eriophyidae e Tetranychidae,
membros de outras espécies sao patogénicos a diversos insetos, como coledpteros,
dipteros, himendpteros, lepiddpteros e psocépteros. A familia Cordycipitaceae
contempla inUmeros géneros comercialmente relevantes, com destaque para Isaria,
Lecanicillium e Beauveria. Rehner e Buckley (2011) demonstraram que a famosa espé-
cie B. bassiana é, na realidade, um complexo de espécies, também conhecido como
B. bassiana sensu lato, o qual é composto pelas espécies Beauveria amorpha, Beauveria
asiatica, Beauveria australis, B. bassiana sensu stricto, Beauveria brongniartii, Beauveria
caledonica, Beauveria kipukae, Beauveria malawiensis, Beauveria pseudobassiana,
Beauveria sungii, Beauveria varroae e Beauveria vermiconia. Dessas espécies,
B. amorpha, B. bassiana sensu stricto, B. pseudobassiana e B. caledonica ja foram en-
contradas no Brasil. B. asiatica, B. bassiana sensu stricto e B. brongniartii sao o principio
ativo de micoinseticidas em varios paises. Da mesma forma, /. javanica, L. longisporum
e L. muscarium sao ou ja foram o principio ativo de micoinseticidas.

Outrafamiliaque abriga géneros comercialmenterelevantes é a Clavicipitaceae,
com destaque para Aschersonia e Metarhizium. De acordo com Bischoff et al. (2009),
o complexo de espécies conhecido como M. anisopliae, ou M. anisopliae sensu
lato, é composto pelas seguintes espécies: o agrupamento denominado PARB
(M. pingshaense, M. anisopliae sensu stricto, M. robertsii e M. brunneum), outro chama-
do MGT (M. majus e M. guizhouense, este Ultimo corresponde a fase anamorfica de
M. taii), além de M. acridum, Metarhizium globosum e Metarhizium lepidiotae. Outras
espécies desse género foram descritas desde entdo, a exemplo de Metarhizium
alvesii e Metarhizium humberi no Brasil. Entre os micoinseticidas com fungos desse
género, aqueles a base de M. anisopliae senso stricto, M. brunneum e M. acridum ocu-
pam papel de destaque. Com relacdo a Aschersonia aleyrodis, um produto chamado
Aseronia foi desenvolvido na ex-Unido Soviética, visando ao controle de moscas-
-brancas, no entanto nao é mais comercializado. O mesmo fato ocorreu com produto
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comercial a base do fungo Metarhizium rileyi (syn. Nomuraea rileyi), desenvolvido
na Colémbia e destinado ao controle de lagartas, muito embora haja relatos de sua
producao massal em Cuba e, ainda, alguns projetos em andamento no Brasil com o
intuito de desenvolver um lagarticida bioldgico.

No filo Entomophthoromycota, o inico membro que atingiu status comercial foi
C. thromboides, previamente conhecido como Entomophthora virulenta. Em levanta-
mento realizado por Faria e Wraight (2007), ¢ mencionado o emprego desse patdégeno
para o controle de alguns hemipteros (pulgdes e cochonilhas) e tripes. Na ocasiao,
havia um produto em desuso na Africa do Sul e outro ativo na Coldmbia e em paises
da América Central.

Uma espécie adotada em programas de controle bioldgico classico é o micros-
poridio Paranosema locustae, que, até 2003, era conhecido como Nosema locustae.
Como o préprio nome indica, é parasita obrigatério em ortépteros e, entre eles, prin-
cipalmente os grasshoppers e locusts, que, na lingua portuguesa, sao indistintamente
chamados de gafanhotos. Apds sua introducdo nos pampas argentinos no periodo
1978-1982, a partir dos EUA, levantamento realizado em 2011 por Bardi et al. (2012)
demonstrou o estabelecimento do patdgeno em populagdes de mais de 20 espécies
de hospedeiros, cobrindo uma area de aproximadamente 90 mil quildmetros qua-
drados. Explosdes populacionais de gafanhotos-praga na drea mencionada sdo raras,
mas espécies ecologicamente benéficas tém sido também infectadas por P. locustae.

PROGRAMAS DE CONTROLE BIOLOGICO

Muitos programas de controle de pragas com micopesticidas em todo o mun-
do vém sendo periodicamente reportados em artigos de revisao e livros, como os
recentemente publicados por Lacey et al. (2015) e Lacey (2017).

Em geral, os micopesticidas ocupam nichos de mercado, ndao raramente sen-
do desenvolvidos para regides geograficas ou culturas e alvos especificos. Muitos
dos produtos comerciais foram desenvolvidos para uso em cultivos protegidos de
hortalicas, ornamentais e algumas frutas e, em alguns casos, usados de forma com-
binada com outros inimigos naturais. Porém, em vdrias regides do globo, existem
outros exemplos bem-sucedidos de controle de pragas em grandes areas de cultivo.
Em paises da Africa e da Austrélia, o desenvolvimento de formulacées oleosas de
M. acridum surgiu como alternativa vidvel para o controle de gafanhotos, incluindo
a temivel espécie Schistocerca gregaria. Outro exemplo de sucesso é o emprego de
B. brongniartii por meio de introducdes inoculativas em areas de florestas e pomares



na Europa contra o besouro Melolontha melolontha (Linnaeus). Aplicacdes desse
fungo podem promover niveis satisfatérios de controle por até 9 anos (Keller et
al., 1997). Bandas de tecido impregnadas com essa mesma espécie de fungo vém
sendo utilizadas no Japao e na China contra o besouro Monochamus alternatus Hope
(Shimazu, 2009; Li et al., 2010). Outra espécie do mesmo género, B. bassiana, também
é usada extensivamente na China desde a década de 1970 para o controle da lagarta
Dendrolimus punctatus (Walker) (Lord, 2005; Li et al., 2010).

E também marcante o histérico de emprego do controle bioldgico em Cuba,
a despeito das dificuldades econémicas do pais. Com o embargo norte-americano e
a crise que se instalou no pais no inicio dos anos 1990, o governo cubano anunciou
drasticas reformas. O Ministério da Agricultura de Cuba concentrou esforcos no
desenvolvimento e na aplicacdo do controle biolégico, envolvendo nesse processo
organizagdes de protecao vegetal, laboratoérios regionais de pesquisa e diagnésticos,
além de cerca de 270 Centros Reproductores de Entoméfagos y Entomopatégenos
(Cree) (Vasquez-Moreno et al.,, 2010). A producao e o emprego de entomopatdgenos
fungicos em Cuba incluem os fungos B. bassiana s.I., M. anisopliae s.l. e Lecanicillium
lecanii, entre outros microrganismos, permitindo o controle de um grande niumero
de pragas na agricultura (Oppenheim, 2001). Porém, como frequentemente aconte-
ce, ndo ha dados sobre medidas de eficiéncia desses programas.

O numero de empresas no Brasil com produtos bioldgicos registrados teve um
aumento de 83% em menos de uma década. Um dos maiores programas de controle
de artrépode-praga por meio de fungos ocorre no Brasil. Mais de 750 mil hectares
de cana-de-acgucar e 250 mil hectares de pastagens sao tratadas anualmente com
M. anisopliae s.I. contra cercopideos, especialmente de cigarrinhas do género
Mahanarva (Li et al, 2010). Outros paises latino-americanos como Guatemala,
Nicaragua, México e Costa Rica também empregam o mesmo fungo para o controle
de cercopideos em cana-de-acucar (Alves et al., 2008). Embora elevada em termos
absolutos, a participacao percentual dos fungos como agentes de controle bioldgico
ainda é timida nas culturas para as quais ha alternativas bioldgicas disponiveis.

O perfil atual da industria de agentes de controle biolégico inclui, em sua
maioria, pequenas e médias empresas especializadas, poucas estabelecidas ha mais
de 15 anos. Grandes empresas tradicionalmente lideres no mercado de agrotéxicos
sintéticos estao adquirindo ou reativando divisdes relacionadas ao desenvolvimento
de biopesticidas, por causa das perspectivas de negdcios no mercado brasileiro.
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DESAFIOS E PERSPECTIVAS

Assim como qualquer outra tatica de controle de pragas, o controle microbiano
com fungos entomopatogénicos apresenta vantagens e desvantagens, e ndo deve
ser enxergado como a Unica alternativa a ser adotada. O tempo relativamente longo
para levar os hospedeiros a morte é considerado uma desvantagem, mas somente
nos casos em que a sobrevivéncia do inseto na lavoura possa resultar em perdas eco-
ndmicas significativas. Ndo raramente, durante a evolucao da doenca, alguns aspec-
tos fisiolégicos sao alterados antes da morte do hospedeiro, entre eles os habitos de
alimentacao e reproducao, os quais reduzem o potencial destrutivo dos organismos
infectados. A necessidade de condi¢des de elevada umidade relativa e a vulnerabili-
dade a radiacao solar sao outros fatores limitantes ao uso dos micoinseticidas. Nesse
contexto, as condi¢bes abidticas no momento da aplicacao devem ser cuidadosa-
mente monitoradas, podendo-se, por exemplo, priorizar as aplicacées ao final do dia
e durante a noite, quando a radiacado solar é menor ou ausente e a umidade relativa
do ar é favoravel a acdo do entomopatdégeno. Em cultivos protegidos, os efeitos
negativos desses fatores podem ser minimizados pelo emprego de coberturas espe-
cificas e sistemas de irrigacao ou aspersao controlada de dgua. Adicionalmente, os
avancos nos processos de producao, a selecdao de linhagens apropriadas que levam
em conta a competéncia ecoldgica e, sobretudo, o desenvolvimento de formulagées
especificas podem auxiliar no combate aos efeitos abidticos danosos aos fungos.

Por sua vez, as vantagens do uso de fungos entomopatogénicos sao numero-
sas. Destaca-se sua seguranca para os organismos vertebrados e o meio ambiente,
além da contribuicdo para o menor emprego de produtos quimicos nas lavouras.
Fungos entomopatogénicos sao organismos componentes do ambiente, que po-
dem ser isolados de solo e de insetos e, normalmente, apresentam bons niveis de
especificidade ao hospedeiro. Podem causar epizootias espetaculares, principalmen-
te em cultivos perenes, semiperenes e em casas de vegetacao, desde que encon-
trem condicdes de umidade relativa propicias ao seu desenvolvimento. Por causa
do complexo mecanismo de acao dos fungos, que envolve a travessia da cuticula
dos hospedeiros, o desenvolvimento de resisténcia por parte de insetos e acaros é
bastante improvavel. Essa vantagem é importante e desejavel no contexto atual de
reducao de opgdes quimicas para o agricultor, tanto pelo cancelamento de registro
dos produtos quimicos mais toxicos quanto pela dificuldade de descoberta de novas
moléculas inseticidas. Além dos aspectos relacionados a resisténcia, o potencial que
os fungos tém de causar a morte de artrépodes sugadores, quando comparado as
bactérias e aos virus entomopatogénicos, que atuam via oral, torna-os agentes de
grande interesse para o controle de moscas-brancas e pulgdes, entre outras pragas.
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