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PREFACIO

Embora os pesticidas quimicos sejam usados com relativo sucesso
na agricultura, seus efeitos sobre organismos ndo-alvo, os problemas
de contaminacdo de aguas superficiais e subterraneas, residuos em
alimentos e o surgimento de populacdes de pragas resistentes tém
incentivado o desenvolvimento de métodos alternativos de controle.

Institutos de pesquisa, universidades e empresas privadas tém, ul-
timamente, envidado esfor¢os para desenvolver novos biopesticidas,
incluindo bactérias, virus, fungos e nematdides.

Historicamente, o Brasil tem mantido a tradicdo em praticas de
controle bioldégico com um significativo quadro de pesquisadores de-
dicados exclusivamente as diversas areas do conhecimento do bio-
controle.

O treinamento de estudantes em cursos de pos-graduacao, disse-
minados em algumas universidades brasileiras, com certeza despertara
interesse e maior divulgagdo dessa modalidade de controle de pragas
junto aos agricultores e a sociedade em geral. Este livro vem, pois,
preencher uma lacuna com textos cientificos escritos em lingua portu-
guesa por profissionais ativamente envolvidos em pesquisas sobre con-
trole biolégico.

H4, hoje, um grande interesse na exploracdo da variabilidade natu-
ral, visando o aproveitamento de novas linhagens microbianas para
proteger as culturas agricolas contra insetos, fitopatégenos, ervas dani-
nhas e vetores. As interacOes negativas (predacdo, amensalismo e pa-
rasitismo) formaram a base para o controle biol6gico. Ademais, a
biotecnologia tem avancado na busca de tornar algumas linhagens
microbianas mais eficientes e adaptadas, bem como em uma maior
compreensdo dos mecanismos envolvidos no biocontrole. O capitulo
7 discute o potencial da engenharia genética aplicada ao controle bio-
l6gico, e o capitulo 6, 0 melhoramento de microrganismos.



Uma lacuna que ainda permanece deficiente em pesquisas na area
de controle bioldgico diz respeito a ecologia dos proprios agentes
microbianos, principalmente em microhabitats extremamente hetero-
géneos. Outra &rea que tem recebido pouca atencéo inclui problemas
de doencas transmitidas por vetores. O capitulo 4 € devotado ao con-
trole de vetores transmissores da doenca de Chagas, e o capitulo 5, ao
controle de vetores de doengas de plantas.

Desde que varios biopesticidas estdo comercialmente disponiveis,
o capitulo 8 discute 0 uso e comercializacdo desses produtos. O capi-
tulo 1 discorre sobre o potencial de alguns agentes microbianos para
controle de doencas de plantas; o capitulo 2 discorre sobre o controle
microbiano de insetos e o capitulo 3, sobre o controle microbiano de
ervas-daninhas.

Os editores desejam expressar seus sinceros agradecimentos ao
autores que, com entusiasmo e esmero, se esforcaram para preparar
seus capitulos, as colegas da Embrapa Maria Amélia de Toledo, Maria
Cristina Tordin, Regina S. Rodrigues e Ivanilde Dispato pelo inestima-
vel apoio e a chefia da Embrapa Meio Ambiente, que empenhou todos
os esforcos para a publicacdo desta obra.

Itamar Soares de Melo
Jodo Lucio de Azevedo
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AGENTES MICROBIANOS

DE CONTROLE DE FUNGOS
FITOPATOGENICOS

Itamar Soares de Melo

INTRODUCAO

Alguns dos problemas associados com o uso de pesticidas inclu-
em, frequentemente, falhas no controle de patégenos (resisténcia de
populacBes de patdgenos), contaminacdo ambiental e danos a salde
humana. Os fungicidas, por serem aplicados em muitos casos no solo,
tém atingido e contaminado aguas superficiais e subterraneas. Esses e
outros motivos como, por exemplo, a pressdo da sociedade por pro-
dutos livres de agroquimicos, tém exigido dos pesquisadores e da in-
dastria maior empenho em programas de controle bioldgico. O con-
trole bioldgico de fitopatdgenos pode ser alcangado através de préti-
cas de manejo para favorecer antagonistas nativos e também através
da introdugdo de microrganismos selecionados. Nesse ultimo caso, es-
tratégias de isolamento de um eficiente agente de biocontrole devem
ser adotadas.

A introducédo de antagonistas adaptados ao microhabitat do patégeno
é um aspecto relevante para muitos sistemas planta-patégeno. No en-
tanto, com algumas excec¢bes, antagonistas podem ser introduzidos
em outro ambiente diferente daquele onde foi isolado, se estabelecer e
parasitar o patdgeno. O sucesso do biocontrole, no entanto, depende-
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ra da natureza das propriedades antagonisticas e mecanismos de acéo
do hiperparasita. Muitos fungos e bactérias inibem fitopatdégenos atra-
vés da competicdo por nutrientes, do parasitismo direto e da producéo
de metabdlitos secundéarios (enzimas liticas e antibioticos).

Os microrganismos agentes de controle de fungos fitopatogénicos
tém mais chances de sucesso no controle de patdgenos de solo. E
nesse ambiente que indmeros microrganismos, com atividade anti-
fangica, tém sido isolados, apesar de pouquissimos produtos a base
desses organismos serem comercializados. Uma comprovacédo de que
isso € verdade, é verificada pela relacdo de trabalhos cientificos publi-
cados e o numero de produtos a base de agentes de biocontrole em
uso. Avaliando o numero de artigos cientificos sobre controle biolégi-
co de doencas de plantas, por um periodo de cinco anos, publicados
pela revista Phytopathology, Becker (1993) concluiu que 80% deles
relacionavam-se com o controle de doencas de solo.

Atualmente o mercado global de biopesticidas estd em torno de 75
milhdes de délares por ano (Lisansky & Coombs, 1994). Isso represen-
ta muito pouco (menos de 1%) quando comparado com o mercado de
pesticidas quimicos que, em 1991, alcancou a cifra de 26.800 milhdes
de délares (Powell & Jutsum, 1993). Dessa quantia, os biofungicidas
representam 21% do volume de vendas, cujos produtos sdo represen-
tados pelos seajuntes microrganismos: Agrohacterium, Peniophora,
Pseudomonas,"Jchoderma e Streptomyces. A maior penetracdo no
mercado mundial é dominada pelos bioinseticidas (Tabela 1), sendo
os produtos a base da bactéria Bacillus thuringiensis os mais comer-
cializados (cerca de 80%), vindo a seguir os bioinseticidas a base de
Bacillus sphaericus, Beauveria spp. e Metarhizium spp. A Tabela 1
compara o volume de vendas de pesticidas quimicos e de biopesticidas.

Muitos fungos patogénicos, por exemplo, habitam raizes de seus
respectivos hospedeiros e podem sobreviver por muito tempo. Em
geral, eles sdo extremamente suscetiveis aos agentes de controle biol6-
gico quando na fase saprofitica (Garrett, 1956). Os patdégenos nao-
especializados, como Rhizoctoniasolani, Pythium spp., Fusarium solani
etc. podem ser controlados com mais facilidade do que os patégenos
especializados. O ambiente solo ndo esta sujeito as variacGes extremas
de temperatura, umidade ou radiagdo, consequentemente ¢ um ambi-
ente mais estavel, apesar de complexo.
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TABELA 1. Volume de vendas de pesticidas e biopesticidas'.

Produto Venda de biopesticidas (US$ milhdes)
1985 1991

Inseticidas 4.970 7.635

Bioinseticidas 31 120

Fungicidas 2.800 5.560

Biofungicidas <1 <1

Herbicidas 7.000 11.905

Bioherbicidas <1 <1

‘Fonte: Powell & Jutsum (1993)

Com base no exposto, pode-se inferir que as chances de sucesso
de controle bioldgico, entre outros fatores, estdo fundamentadas na
escolha do patossistema apropriado e da escolha acertada do agente
de biocontrole para as condi¢cdes onde a doenca é prevalecente. O
controle biolégico classico ndo tem sido empregado com sucesso em
fitopatologia. Um agente de biocontrole ideal seria aquele que coloni-
zasse e fosse competitivo no microambiente (rizosfera, filosfera, rizo-
plano e espermosfera) do patégeno. Nessas condi¢Bes, as chances de
selecionar um agente mais adaptado seriam maiores. Por exemplo,
alguns patégenos de solo, como Sclerotinia minor, S. sclerotiorum e
Pythium spp., sdo favorecidos por condi¢des sub-6timas de tempera-
tura e umidade para germinacéo e parasistismo e, portanto, a selecéo
de antagonistas deveria ser feita nessas condigdes.

Embora um nimero relativamente expressivo de importantes do-
encas de plantas possa ser controlado biologicamente, em termos pré-
ticos poucas doencas tém sido controladas, dada as limitagcbes impos-
tas aos produtos bioldgicos, tais como sensitividade aos fatores am-
bientais, extrema especificidade, problemas de formulacéo, tempo de
aplicacdo, persisténcia do efeito etc.

Por sua vez, no tocante & comercializagdo de agentes de biocontrole,
ha um namero de fatores criticos que contribuem para o modesto
desenvolvimento e o insucesso de formulagBes bioldgicas, a saber:
confiabilidade dos agricultores, custo-beneficio, registro do produto
por 0rgdos governamentais etc.
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MICRORGANISMOS UTILIZADOS NO CONTROLE
DE FUNGOS FITOPATOGENICOS

Fungos, bactérias e actinomicetos tém sido envolvidos no controle
de fitopatdgenos. Alguns com sucesso comprovado e muitos outros com
potencial de uso. Assim é que, para o controle de alguns patégenos, o
isolamento seletivo de um determinado antagonista pode abreviar o
arduo trabalho de selecdo. Nesse caso, tem-se descrito como potenciais
agentes de biocontrole os seguintes fungos: Trichoderma sp., Gliocla-
dium roseum, Gliocladium virens, Coniothyrium minitrans, Tala-
romycesflavus, Pythium oligandrum, Sporidesmium sclerotivorum, Pe-
niophoragigantea, Ampelomyces quisqualis, Penicillium spp.; e bacté-
rias: Bacillus subtilis, Pseudomonasputida, P.fluorescens, Agrobacte-
rium radiohacter e Streptomyces spp.

TABELA 2. Alguns biopesticidas disponiveis comercialmente para controle de doencgas de
plantas.

Organismo Produto Organismo-alvo Fabricante
Agrobacterium Norbac 84-C; Agrobacterium tumefaciens Bio-care technology
radiobacter’ Agtrol; Galltrol; Conn, agente causai da galha (Australia)

Diegall da coroa
Bacillus subtilis Kodiak Rhizoctonia spp., Pythium spp.

e Fusarium spp. agentes
causadores de podridoes

radiculares
Pseudomonas Blue Circle; Rhizoctonia spp., Pythium spp. Gustafson, Inc.
cepacia Intercept e Fusarium spp. (Dallas, Tx)

= tombamento de plantulas
Pseudomonas Dagger Rhizoctonia spp. e Pythium spp. Ecogen
fluorescens, EG 1053
Pseudomonas Pseudomonas spp. ativas
fluorescens, A506 para nucleagdo de gelo - INA*
Pseudomonas Conquer Podriddo bacteriana Bums Phillps
fluorescens, de cogumelos comestiveis
NC1B 12089
Pseudomonas Gaeumanomyces graminis Monsanto, St. Lois,
aureofaciens? agente do mal-do-pé em trigo MO
Peniophora Heterobasidium annosus, Ecological Labs
gigantea em plantas florestais
Pythium Polygandron Pythium ultimum Trow
oligandrums3 em beterraba agucareira

—>
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Organismo Produto Organismo-alvo Fabricante
Trichoderma BINAB-T Verticillium malthousei
harzianum e fungos causadores
de podriddes de madeira
Trichoderma F-Stop; Heterobasidium annosus Bio-Inovation,
harzianum* Trichodex; e doengas causadas por Eastman Kodak
Supravit Rhizoctonia spp., Pythium spp.,

Fusarium spp., Botrytis cinerea
e Sclerotium rolfsii

Arthrobotrys Royal 300 Ditylenchus mycelisphagus
robusta, antipolis Goodey
Arthrobotrys Royal 350 Meloidogyne spp.
superba
Pseudomonas Pseudomonas spp. ativas
syringae, 742PS para nucleacéo de gelo - INA*
P. syringae, Pat6genos que ocorrem
ESC 10 pos-colheita
Streptomyces Mycostop Alternaria sp. e Fusarium spp. Kemira Oy
griseovirides em plantas ornamentais
Ampelomyces Sphaerotheca fuliginea (oidio) WR Grace
quisqualis
Coniothyrium Coniothyrin Sclerotinia sclerotiorum
minitans em girassol
Gliocladium Glio Gard Rhizoctonia spp. e Pythium spp. W.R. Grace
virens agentes de tombamento
de plantulas

| Registrado para uso nos Estados Unidos, Australia e Nova Zelandia e comercializado em outros paises, como Franga,
Japao e Noruega. Na Australia, a companhia Bio-Care Technology recebeu aprovagéo em 1989 para vender o produto
No Gall contendo uma linhagem geneticamente modificada de A. radiobacter deletada para um gene de resisténcia a
antibidtico (Agron, 1989).

2 Isolada na Universidade do Estado de Washington (Weller & Cook, 1983). A Companhia Monsanto recebeu aprovagao
do governo americano para testar uma nova linhagem recombinante contendo o gene lac 7X que facilita o monitoramento
dele no ambiente (Drahos et al.. 1986).

3 Registrado para uso na Russia e também comercializado na Republica Tcheca.

4 Registrado para uso em Israel.

Muitos desses agentes tém demonstrado certa especializagdo em
parasitar determinadas classes de patdgenos, como pode ser visto na
Tabela 2, que mostra exemplos dos principais biopesticidas disponiveis
para controle de fitopatdgenos. Alguns fungos antagdnicos tém sido
relatados como parasitas de uma gama de patégenos que, no entanto,
mostram-se mais efetivos em parasitar um grupo em particular. Spori-
desmium sclerotivorum, por exemplo, é capaz de parasitar esclerodios
de Scletotinia sclerotiorum, S. trifoliorum e Sclerotium cepivorum, mas
é incapaz de parasitar esclerddios de Macrophomina pheaeolina, Scle-
rotium rolfsii e Rhizoctonia solani (Ayers & Adams, 1979).
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Este capitulo examina e descreve agentes microbianos de controle
de fungos fitopatogénicos. Particular atencdo é dada aqueles agentes
onde ha maior volume de trabalho publicado e que, além de represen-
tarem grande potencial de uso, alguns ja se encontram disponiveis
comercialmente. Muitos outros agentes, como Acremonium spp., Pae-
cilomyces spp., Hansfordia puluinata, Aspergillus spp. e Penicillum
spp. ndo foram considerados neste capitulo, mas merecem destaque
especial pelo seu potencial de uso.

Ampelomyces quisqualis

Ampelomyces quisqualis Ces. é um Deuteromiceto, Coelomiceto,
Dematiaceae. Produz conidios e picnidios que parasitam muitas espé-
cies dentro de Erysiphaceae (oidio), ndo sendo, portanto, especializa-
do em atacar um hospedeiro em particular.

Controle biolégico. O controle do oidio CSphaerothecafuliginea)
com A. quisqualis aparece como uma excelente oportunidade de con-
trole para algumas importantes espécies agricolas cultivadas em condi-
cOes de casa-de-vegetacdo. Alguns autores utilizaram o micoparasita
para controlar o oidio em trevo (Yarwood, 1932), em macé (Odintsova,
1975), em cucurbitaceas (Jarvis & Slingsby, 1977; Sundheim, 1982), em
cenoura e manga (Sztejnberg et al., 1989), em quiabeiro (Fernandes &
Leal, 1985) e em ipé (Rezende & Ferreira, 1988).

Hashioka & Nakai (1980) em observacdes ultraestruturais de A.
quisqualis verificaram que o fungo penetra de célula para célula através
de poros septados de S.fuliginea. Também, utilizando-se de microscopia
eletrdnica, Sundheim & Krekling (1982) notaram que em até 24 horas
apos a inoculagdo de A. quisqualis, esse germinou e os tubos germinativos
desenvolveram estruturas semelhantes a apressorio no ponto de contato
com o hospedeiro. Em 5 dias, A. quisqualis produziu picnidios com
conidios maduros sobre as hifas e conidiéforos de S. fuliginea.

Aplicagdes foliares em plantas de pepino com suspensdes de esporos
de A. quisqualis reduziram o ataque do oidio (S fuliginea) e aumenta-
ram a producdo de frutos (Jarvis & Slingsby, 1977). Do mesmo modo,
Sztejnberg (1979) e Philipps & Criiger (1979) relataram o controle des-
se patdgeno em pepino, melancia e em outras culturas sob condi¢des
controladas de casa-de-vegetacdo. Também observaram que o hiper-
parasita infectava o hospedeiro sob condi¢des de alta umidade.
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Uma maior eficiéncia no controle de S. fuliginea em pepino foi
alcangada combinando-se a aplicagdo de A. quisqualis com o fungicida
triforine (Sandheim & Amundsen, 1982). O hiperparasita é resistente
ao fungicida, que efetivamente controlou o patdgeno em dosagens
reduzidas (um terco da dose recomendada). O hiperparasita sozinho
nao apresentou uma completa protecdo contra o patégeno. O controle
integrado resultou em producdes superiores quando comparado com
plantas tratadas com triforine.

Consideracdes gerais. O controle do oidio (S. fuliginea) por A.
quisqualis tem sido relatado com razoavel sucesso em condi¢des con-
troladas. Em estufas, € possivel manipular o ambiente para favorecer o
antagonista, cujo crescimento e parasitismo sdo favorecidos por perio-
dos prolongados de alta umidade.

Cuidado deve ser tomado quanto ao fato de que algumas linha-
gens de A. quisqualis podem causar infeccdes moderadas em frutos
maduros de pepino (Jarvis & Slingby, 1977).

Bacillus spp.

O género Bacillus compreende um grupo heterogéneo de bacté-
rias quimiorganotréficas. Sdo Eubactérias Bacillaceae, geralmente Gram-
positivas,- formadoras de endosporos, aerébias ou anaerébias facultati-
vas. Uma das suas principais caracteriticas é a capacidade para produ-
zir endosporos resistentes ao calor. O género contém um numero de
espécies de importancia industrial, como: B. subtilis, B. cereus, B. thurin-
giensis, B. sphaericus, B. megaterium, B. pumilis e B. brevis. Bacillus
spp. podem secretar metabolitos comercialmente importantes como:
enzimas amiloliticas, enzimas proteoliticas, antibiéticos, muitos dos quais
com atividades antifungicas etc.

Ecologia. O maior reservatério de espécies de Bacillus é o solo,
onde se tém encontrado isolados de ambientes extremos, como deser-
tos e geleiras. Além do solo, Bacillus spp. tém também como habitat
ambientes marinhos, adgua doce (Allen et al., 1983), sedimentos, se-
mentes, rizosfera, folhas (Ercolani, 1978; Norris et al., 1981) e amén-
doas de cacau (Ostovar & Keeney, 1973). B.popilliae, B. thuringiensis,
B. sphaericus e B. lentimorbus sdo freqiientemente isolados de insetos
(Bulla etal., 1978; Hernstadt et al., 1986). Aguas do mar n&o poluidas
parecem ser dominadas por B. licheniformis seguida por B. pumilis.
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Segundo Priest (1989), solos com baixo teor de matéria organica
apresentam uma flora restrita dominada por B. subtilis, B. licheniformis
e B. cereus, porém, com o aumento da fertilidade muitas outras espe-
cies podem ser encontradas.

Controle biolégico. B. subtilis tem sido testado em uma série de
culturas agricolas para controlar fitopatégenos. E uma bactéria com
grande potencial de uso como inoculante, pois produz endosporos
que sdo termotolerantes e resistentes a dessecacgdo, irradiacdo UV e
solventes organicos (Roberts & Hitchins, 1969), além de produzir uma
gama de antibidticos com atividade contra fitopatégenos. B. subtilis
A13, isolado por Broadbent etal. (1971) a partir de micélio lisado de 5.
rolfsii, produz metabdlitos toxicos ativos contra varios patdégenos de
plantas e tem promovido o crescimento de muitas espécies de plantas
(Broadbent et al., 1971, 1977).

Tratamento de sementes de aveia com uma suspensao de células
de B. subtilis A13 proporcionou um aumento de 40% na producgéo de
gréos. Peletizacdo de sementes de cenoura com este mesmo isolado
aumentou em 48% a producéo de raizes (Merriman et al., 1974).

B. subtilis pode ser aplicado tanto no tratamento de sementes e de
propagulos vegetativos, como pode ser introduzido no solo para contro-
lar doencas de planta. Aplicacdo de antagonistas a substratos para pro-
ducdo de mudas antes ou imediatamente apos o plantio, especialmente
guando o solo é previamente esterilizado, contribui para o sucesso de
controle. Baker & Cook (1982) empregaram B. subtilis para proteger
mudas de plantas ornamentais do ataque de R. solani, P. ultimum e
Fusarium roseum. Tratamento de mudas de cravo com suspensao de
células de B. subtilis foi efetivo contra F. roseum (Aldrich & Baker, 1970)
e também contra Botryodiplodia solani (Thirimalachar & O’Brien, 1977).

Uma linhagem de B. subtilis (OG), isolada do rizoplano de plantas
sadias de feijoeiro, tem reduzido a podridao radicular do feijoeiro cau-
sada por Fusarium solani f.sp. pbaseoli (Figs. 1 e 2) e promovido o
crescimento de plantas e a producgdo de graos (Melo & Valarini, 1995).
Uma formulacdo de células de B. subtilis (OG), com um polimero
natural, a pectina, tem sido desenvolvida e se mostrado eficiente no
controle de F. solani (Brand&o et al., 1998).

Estudos de biocontrole, filtrados de cultura de B. subtilis, tém prova-
do ser efetivos contra o agente da ferrugem do feijoeiro, Uromyces



AGENTES MICROBIANOS DE CONTROLE DE FUNGOS FITOPATOGENICOS 25

FIGURA 1. Inibicdo micelial de F. solani por B. subtilis, linhagem OG. A placa a esquerda da fo-
tografia mostra o crescimento normal do patégeno.

FIGURA 2. Controle da podrid&o radicular do feijoeiro (Fusarium solani f. sp. phaseoli) por Bacillus
subtilis. O vaso a direta continha somente solo infestado com o patégeno e o vaso a esquerda
solo infestado com o patégeno e sementes de feijdo tratadas com uma formulagéo a base de B.

subtilis.

phaseoli-, contra o cancro foliar da macd, Nectriagalligena (Swinburne et
al., 1975); contra a requeima da batata, Alternaria solani (Vasadeva &
Chakravanthi, 1954); contra a podridao da batata, Macrophominaphase-
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lina e Botryodiplodia solani-tuberosi-, contra as podriddes de frutos de
pera e de macd, por Moniliniafructicola (McKeen etal., 1986) e contra
muitos outros fungos fitopatogénicos (Asante & Neal, 1964; Babad etal.,
1952; Landy etal., 1948). O género Bacillus também é utilizado como
potencial agente de controle de patdgenos de parte aérea de plantas. B.
cereus, quando aplicado em folhas de alho, reduziu o nimero de pustulas
formadas por Puccinia allii (Doherty & Preece, 1978). B.pumilus redu-
ziu a incidéncia da ferrugem em cereais causada por Puccinia recéndita
(Morgan, 1963) e B. subtilis controlou mais de 75% da ferrugem do
feijdo causada por U. pbaseoli (Baker et al., 1983). Muitos outros paté-
genos, tanto de solos como de parte aérea de plantas tém sido controla-
dos por espécies de Bacillus (Tabela 3), sendo B. subtilis a espécie mais
bem estudada e onde ha o maior nimero de relatos.

TABELA 3. Espécies de Bacillus utilizadas como agentes de controle de fungos fitopatogénicos.
(Tabela ampliada, baseada na revisdo de Edwards et al., 1994)

Espécies de Bacillus/Patégenos Cultura Referéncia

B. subtilis

Monilinia fructicola pera ‘Pusey & Wilson, 1984
Monilinia fructicola cereja ‘Utkhede & Sholberg, 1986
Alternaria alternata cereja ‘Utkhede & Sholberg, 1986
Rhizoctonia solani solo ‘Olsen & Baker, 1968
Rhizoctonia solani algodao ‘Kloepper, 1991

Uromyces appendiculatus feijdo ‘Baker eta/., 1985
Verticillium dahliae Acer spp. ‘Hall eta/., 1986
Sclerotium cepivorum cebola ‘Utkhede & Rahe, 1983
Puccinia pelargonii-zonalis geranio ‘Ryther et al., 1989
Phytophthora cactorum maca ‘Utkhede & Smith, 1991
Eutypa lata uva ‘Ferreira et al., 1991
Fusarium reseum f.sp. dianthi cravo ‘Baker & Aldrich, 1970
Monilinia fructicola péssego McKeen et al., 1986
Botrytis cinerea uva Rodgers, 1989

Uromyces phaseoli feijdo Centurion, 1991

Hemileia vastatrix café Bettiol et al., 1989
Phytophthora citrophthora citrus Amorin, 1997

e P. parasitica
Fusarium solani f.sp. phaseoli feijdo Melo et al., 1995
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Espécies de Bacillus/Patégenos

Phytophthora cactorum
Alternaria solani
Macrophomina phaseolina
Botryodiplodia solani-tuberosi
Nectria galligena

Fusarium solani

Bipolaris sorokiniana

Fusarium graminearum
B. mycoide

Gaeumannomyces graminis
var. tritici

B. cereus

Puccinia allii

Alternaria alternata

Sclerotium cepivorum
Phytophthora megasperma f.sp.
medicaginis

B. megaterium

Fusarium roseum
Alternaria alternata

Sclerotium cepivorum
B. pumilus

Puccinia spp.
Penicillium digitatum

Gaeumannomyces graminis
var. tritici

B. licheniformis

Sclerotium cepivorum

Pyrenophora teres
B. brevis

Botrytis cinerea

Rhizoctonia solani
B. penetrans

Meloidogyne javanica;
M. incégnita;
Pratylenchus scribneri

Referéncias citadas por Edwards et al., 1994.

Cultura

maca
batata
batata
batata
maca
pepino
trigo

milho

trigo

alho
tabaco
cebola

alfafa

arroz
arroz

cebola

trigo
citrus

trigo

cebola

cevada

alface

alface

varias
culturas

Referéncia

Utkhede, 1984

Vasudeva & Chakravarthi, 1954
Thirumalachar & 0'Brien, 1977
Thirumalachar & 0'Brien, 1977
Swinbume et al., 1975

Melo & Valarini, 1995

Luz, 1994

Chang & Kommedahl, 1968

Rovira (1985)

‘Doherty & Preece, 1978
‘Fravel & Spurr, 1977
*Wong & Hughes, 1986
‘Handelsman et al., 1990

‘Islam & Nandi, 1985
‘Islam & Nandi, 1985
‘Wong & Hughes, 1986

‘Morgan, 1963
‘Huang et al., 1992
Capper & Campbell, 1986

‘Wong & Hughes, 1986
‘Scharen & Bryan, 1981

‘Wood, 1951a
‘Wood, 1995b

Imbriani & Mankau, 1977,
Mankau, 1975; Mankau & Pragud,
1977

27
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Segundo Shoji (1978) Bacillus spp. produzem quatro classes de
antibioticos: 1) oligopeptideos ciclicos-bacitracina; 2) oligopeptideos
lineares ou ciclicos (gramicidina e polimixina); 3) peptideos basicos
(edeina) e 4) aminoglicosideos (Tabela 4). De acordo com Bérdy (1974),
mais de 100 antibidticos tém sido identificados no género Bacillus.

TABELA 4. Antibiéticos produzidos por Bacillus spp., suas caracteristicas e atividades (resumido
de Kleinkauf & Von Dbhrem, 1985).

Nome/Estrutura Espécie Atividade Comentarios
Alboleutina B. subtilis AF8 Antifangico ativo contra fungos
fitopatogénicos
B-344/ciclopeptidio B. subtilis G*. G*, antifangico
Fluvomicina B. subtilis
Ituricina B. subtilis G*. G*, antifungico
Subtilina B. subtilis G*, antiviral conservante de
alimentos
Toximicina/bacilomicina B. subtilis G*, antifingico, ativo contra fungos
antitumor, antiviral fitopatogénicos
B-43/polipeptina B. circulans G*. G-
Johpeptina/polipeptina B. polymyxa G*. G-
- colistinus
Octapeptina B. circulans G+, G", antifingico, antihelmintico
ATCC 31805 micobacteriano
Polimixina B. polymyxa G+ G- ativo em membrana
Tiocilinas/micrococinina B. cereus G~ G*. G- ativo em membrana
15, B G*
8. megaterium
1-13

G* = Gram-positiva; G* = Gram-negativa

Além de antibidticos, certas espécies de Bacillus produzem subs-
tancias reguladoras de crescimento de plantas, como auxinas, giberelinas
e citocininas (Tabela 5), bem como siderdforos (Neilands, 1984). B.
megatherium var. phosphaticum tem sido encontrada também so-
lubilizando fosfato, podendo ser usada como inoculante para o trata-
mento de sementes com o objetivo de aumentar a producdo agricola.
O mecanismo de agdo dessa bactéria inclui aumento da solubilizagédo
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de fosfato organico via acdo da fosfatase ou por solubilizacdo de fosfatos
inorganicos com acidos organicos e subsegliente incremento na absor-
cdo desse elemento pelas plantas (Suba Rao, 1984; Cooper, 1959; Mar-
kina, 1956).

TABELA 5. Produc¢éo de substancias reguladoras de crescimento de plantas por Bacillus spp.

Espécie Hormdnio Referéncia

Bacillus spp. auxina Kampert et al., 1975

B. brevis IAA, giberelina Mahmoud et al., 1984

B. cereus IAA, giberelina Mahmoud et al., 1984

B. megaterium IAA, ICA Kaunat, 1969

B. megaterium giberelina Hussain & Vancura, 1970

B. circulans auxina Strzelezyk & Pokojska-Burdziej, 1984
B. circulans citocinina Kampert & Strzelezyk, 1984

IAA — &cido indole acético; ICA - acido indolecarboxilico

Embora existam relatos demonstrando a promocéo de crescimento
de plantas por Bacillus spp., Kloepper (1993) comenta que a maioria
das espécies de Bacillus ndo sdo colonizadoras de raizes, apesar de
Turner & Backman (1991) terem demonstrado colonizagdo de raizes
por uma linhagem especifica de Bacillus. Poucos organismos sao ver-
dadeiramente adaptados a rizosfera. Rovira (1963) inoculou individu-
almente sementes de milho com Azatobacterchroococcum, B.polymixa,
Clostridiumpasteurianum e P. fluorescens. A. chroococcum mostrou-
se ineficaz na colonizagdo de raizes, mesmo com nenhuma competi-
¢do. B. polymixa e Clostridium chegaram a alcancar uma populacéo
moderada na rizosfera e somente P. fluorescens alcangou um numero
populacional consideravel no rizoplano.

Colonizacdo de raizes ¢ um atributo fundamental de um eficiente
agente de biocontrole. Como também o é a colonizacdo da rizosfera.
Assim, dada a gama de substancias importantes sintetizadas por Bacillus,
que, direta ou indiretamente, estdo associadas ao biocontrole de fito-
patdgenos e com a saude da planta, fica evidente que existe uma
grande lacuna sobre estudos ecolégicos dessa bactéria no rizoplano e
na rizosfera.
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Formulac@o. Uma preparagdo comercial denominada “Kodiak”, a
base de B. subtilis, linhagem GBO03, é comercializada pela Gustafson,
Texas, para tratamento de sementes de algodoeiro e feijoeiro. E um
biofungicida em po eficiente contra Fusarium e Rbizoctonia solani,
além de promover o crescimento de plantas (Turner & Backman, 1991).

Uma outra formulagdo pé molhavel contendo esporos de Bacillus
spp. € eficiente no controle de Cercospora que ataca o amendoim. O
produto apresentou uma viabilidade de varios meses a temperatura
ambiente (Knudsen & Spurr, 1987).

Considerag0es gerais. A rizobactéria B. cereus tem sido conside-
rada como deletéria as plantas. E o agente causai da doenca de fumo
(Nicotiana tabacum L.) conhecida como “frenching” (Woltz, 1978).
Outros isolados de Bacillus spp. tém sido identificados como deleté-
rios, causando reducédo no crescimento de plantas e, consequentemen-
te, afetando a producdo (Bowen & Theodoron, 1979; Andrade et al.,
1995). Segundo Dowson (1957) e Gorlenko (1961) citados por Schroth
& Hancock (1981) linhagens de B. subtilis e de B. polymyxa podem ser
patogénicas em algumas situaces.

Bacillus spp., por possuirem esporos de resisténcia, sdo adequa-
das para formulacdo e comercializacdo, podendo ser empregadas no
tratamento de sementes, de parte aérea e também podem ser in-
troduzidas no solo, para o controle de fitopatdgenos e para a promo-
cdo de crescimento de plantas. Esporos de Bacillus spp. podem per-
manecer metabolicamente dormentes por longos periodos, fazendo
aumentar sua sobrevivéncia em condi¢des desfavoraveis, como por
exemplo, deficiéncia nutricional temporéria. E um organismo que se
apresenta como um promissor agente de biocontrole, com grandes
chances de obter sucesso quando a sele¢do de um bom isolado e um
adequado conhecimento de sua ecofisiologia forem determinados.

Coniothyrium minitans

Coniothyrium minitans Campbell € um Deuteromiceto, Coelomices,
Sphaeropsidales. Ndo é considerado um habitante do solo (Tribe, 1957).
Produz picnidios globosos superficiais de cor palida a marrom escuro,
uninucleares. Picnididsporos exsudando de ostiolos, com massa preta;
esporos marrons, elipsoidais, com tamanhos que variam de 4-6 x 3,5-
4 |xm.
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A temperatura exerce efeito importante quanto ao seu parasitismo.
A temperatura étima para genninacao de esporos e infeccdo de esclerodios
estd em torno de 20°C. Temperaturas abaixo de 7°C afetam negativa-
mente o crescimento micelial e o controle bioldgico. A umidade relativa
do ar minima para o crescimento é de 95% (Cook & Baker, 1983).

Controle bioldgico. C. minitans é hiperparasita de fungos forma-
dores de esclerddios como: Sclerotinia sclerotiorum, S. minor, S.
trifoliorum, Botrytisfahae, B. cinerea, B. narcissicola, Sclerotium cepi-
vorum e Clavipspurpurea (Ayers & Adams, 1981; Turner & Tribe, 1976).
Hifas de C. minitans penetram as hifas S. sclerotiorum diretamente, com
nenhuma estrutura de penetracdo especializada. O que se observa, no
entanto, € uma depressao na parede celular do patégeno precedendo a
penetracdo. H& formacdo de numerosos picnidios nas camadas superfi-
ciais dos esclerodios, os quais se tornam moles e se desintegram com
facilidade. Segundo Campbell (1947), esclerddios de 5. sclerotiorum tor-
nam-se infectados e cobertos com picnidios até 10 dias ap0s a inoculagéo.
A Fig. 3 ilustra um bioensaio para avaliar e selecionar linhagens de C.
minitrans eficientes no controle de S. sclerotiorum. Esclerddios do
patdgeno, depois de infectados por C. minitrans, sdo inoculados em
segmentos de cenoura que, apos incubacgdo, sdo avaliados.

FIGURA 3. Bioensaio utilizando-se de segmentos de cenoura para avaliar o parasitismo de
Coniothyrium minitans a esclerédios de S. sclerotiorum. A placa a esquerda da fotografia mostra
segmentos de cenoura nao infestados cujos esclerédios foram parasitados pelo antagonista. A
placa a direita mostra os segmentos de cenoura apodrecidos pela agdo do patégeno (controle).
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Através de observagbes com auxilio de microscépio eletrénico,
Phillips & Price (1983) e Tu (1984) mostraram crescimento inter e
intracelular de C. minitans em esclerddios de 5. sclerotiorum. Phillips
& Price (1983) relataram que o parasita penetra as células de esclerodios
por pressao fisica, concluindo, todavia, que enzimas liticas produzidas
por C. minitans ndo teriam muito significado no processo de infeccéo.
Em contraste, Jones & Watson (1969) e Jones et al. (1974) demonstra-
ram que as enzimas endo e exo-3-(1"3)-glucanases e quitinase de C.
minitans eram as responsaveis pela destruicdo de esclerédios de 5.
sclerotiorum. Mais tarde Huang & Kokko (1987) demonstraram evi-
déncias de que a penetracdo de células de S. sclerotiorum por C. mi-
nitans requer atividade quimica. Esses autores observaram que os teci-
dos da medula de esclerédios infectados mostraram sinais de plasmalise,
agregacao e vacuolizacao do citoplasma e dissolugéo das paredes ce-
lulares.

C. minitans ndo é um fungo exigente nutricionalmente. Cresce e
esporula bem em meio BDA, em arroz triturado e numa mistura de
sementes de cevada, de centeio e de girassol, a 20°C (Ahmed & Tribe,
1977; Huang, 1980).

Em condi¢gbes de campo, mais de 65% dos esclerédios de 5.
trifoliorum foram destruidos ap6s inoculagdo com uma formulagéo de
C. minitans a base de picnidios (Turner & Tribe, 1976). Os tratamentos
de solos e de sementes de cebola com esse hiperparasita foram efica-
zes no controle de Sclerotium cepirovum (Ahmed & Tribe, 1977). Tam-
bém em condi¢des de campo, em ensaios conduzidos por um periodo
de 3 anos, Huang (1980) mostrou que a introducdo de C. minitans em
solos infestados com 5. sclerotiorum diminuiu a incidéncia da murcha
de esclerotinia de girassol e reduziu as perdas na producao.

Consideracdes gerais. C. minitans € um fungo que encontra con-
dicOes ideais para germinacdo de esporos e parasitismo de esclerédios
a temperaturas em torno de 20-22°C e, em condicdes tropicais, com
temperaturas superiores a essas, 0 patdgeno S. sclerotiorum ataca de-
zenas de culturas agricolas importantes. Nesse caso, o controle biol6-
gico ndo teria o sucesso esperado. A selecdo de linhagens de C. minitans
adaptadas e/ou melhoradas geneticamente, visando obter linhagens
eficientes em condicOes de temperaturas mais elevadas, seria uma al-
ternativa possivel.
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Também, C. minitans é um fungo que apresenta uma taxa lenta de
crescimento em meio de cultura. A producdo de picnidios em grande
guantidade chega a levar cerca de seis semanas. Sabe-se que uma carac-
teristica importante de um agente de biocontrole é a producéo rapida de
biomassa e a auséncia de requisitos nutricionais onerosos.

Gliocladium roseum e Gliocladium virens

Gliocladium spp. pertencem a classe dos Deuteromicetos, sub-
classe Hifomicetos, Moniliaceae, Gloiosporae. Duas espécies se desta-
cam no controle bioldgico, G. roseum Baibnier e G. virens Miller;
Giddens & Foster. O estadio perfeito de G. virens é Hypocrea gelatino-
sa e de G. roseum € Nectria gliocladioides. Uma outra espécie, G.
catenulatum Gilmar & Abott tem se mostrado eficiente no controle de
Fusarium spp. e de 5. sclerotiorum (Huang, 1978). Gliocladium é um
fungo micoparasita facultativo, habitante natural do solo, que pode
viver saprofitica ou parasiticamente sobre outros fungos.

Controle bioldgico. G. roseum tem sido observado parasitando
inimeros fungos, entre eles: Botrytisallii, B. cinerea, Eutypa ameniacea,
Phomopsis sclerotioides, S. sclerotiorum, Ceratocystis fimbriata, Hel-
minthosporium sativum, Tricbotecium roseum, Thamnidium elegans
(Barnett & Lilly, 1962; Gindrat et al., 1977, Walker & Maude, 1975;
Makkonen & Pohjakallio, 1960). Por sua vez, G. virens tem um poten-
cial antagdnico com relacdo a outros fungos fitopatogénicos: Fusarium
spp., Pythium ultimum, S. sclerotiorum, Phytophthora cactorum, R.
solani (Tu, 1980; Tu & Vaastaja, 1981; Howell, 1982; Smith et al., 1990;
Howell, 1982).

G. roseum tem sido observado sempre parasitando esclerddios de
B. allii em campos de cebola (Walker & Maude, 1975).

G. roseum reduziu a incidéncia da podridao preta de raizes de pepi-
no (Phompsis sclerotioides) em solos naturalmente infestados por um
periodo de dez semanas (Moody & Gindrat, 1977). G. roseum é comum
em folhas de moranguinho, cultivados no Canada e Estados Unidos, e
aplicagOes desse fungo para controle do mofo cinzento causado por B.
cinerea sdo uma maneira de aumentar a populacédo desse antagonista.
Segundo Sutton (1994), populacdes residuais de G. roseum em frutos
colhidos provenientes de plantas tratadas sdo geralmente baixas ou nao-
detectadas. Varios isolados de G. roseum de diferentes regides geografi-
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cas tém mostrado eficacia no biocontrole do mofo cinzento. No Canad4,
trés ou quatro aplicacGes semanais de 5 x 106 ou 107 conidios/ml supri-
miu B. cinerea nos frutos de oito cultivares de moranguinho. Esse trata-
mento foi tdo eficiente quanto o tratamento com o fungicida Captan
(Sutton, 1994). G. roseum diminuiu a incidéncia do mofo cinzento de
90-100% e foi consistentemente tdo efetivo quanto o fungicida Clorotalonil
(Braun & Sutton, 1984). A consistente efetividade de G. roseum no con-
trole de B. cinerea esta relacionada, segundo Sutton & Peng (1993), com
sua capacidade de suprimir o patégeno em condi¢cBes de temperaturas
baixas (10-15°C), assim como em temperaturas mais elevadas (20-25°C).

Antibiose e hiperparasitismo ndo parecem ser 0S mecanismos co-
muns de controle de B. cinerea por G. roseum. Peng (1991) obteve
mutantes de G. roseum que produziram altos, intermediérios e bai-
xissimos niveis de metabdlitos antifungicos. Quando os mutantes fo-
ram testados contra o patdgeno, eles foram individualmente efetivos.
Também néo foi verificada evidéncia de parasitismo de B. cinerea por
G. roseum. Esses dados levaram Sutton (1994) a concluir que competi-
¢do por substrato € o principal mecanismo pelo qual G. roseum inibe
B. cinerea em morango.

Enzimas liticas produzidas por Gliocladium sp. também tém sido
relatadas no controle bioldgico. Altos niveis de atividades quitinoliticas
e p-l,3-glucanoliticas em filtrados de cultura de G. virens (Roberts &
Lumsden, 1990) e G. roseum (Pachenari & Dix, 1980) tém sido repor-
tados. Di Pietro etal. (1993) isolaram e caracterizaram diferentes tipos
de quitinases produzidas por G. virens com atividades contra B. cinerea.

Modo de agéo. Gliocladium virens produz varios metabdlitos ex-
tracelulares, incluindo gliovirina (Howell & Stipanovic, 1983), viridina
(Jones & Hancock, 1987) e gliotoxina (Weinding & Emerson, 1936).
Gliovirina é um epitiodieetopiperazina que inibe o crescimento de P.
ultimum e Phytophthora sp. Mutantes deficientes na producédo desse
antibiotico ndo inibem P. ultimum, fato esse que sugere o envolvimento
de antibidtico no controle biolégico. Um mutante com producéo supe-
rior de gliovirina mostrou maior atividade inibitoria. Aluko & Hering
(1970) verificaram que os antibioticos de G. virens podem matar escle-
rédios de R. solani. Mais tarde, Howell (1987) isolou mutantes de G.
virens incapazes de parasitarem hifas de R. solani in vitro. Esses mutantes
mantiveram a mesma producdo de gliotoxina ou viridina encontrada
na linhagem parental e mostraram eficacia similar no controle de R.
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solani em algodoeiro, indicando, desse modo, que 0 micoparasitismo
ndo é essencial no processo de biocontrole.

Peniophora gigantea

Peniophoragigantea (Fr.) Karst. € um Basidiomiceto, Himenomiceto,
Corticiaceae. E comum em madeira e cerne de coniferas, em regides
temperadas, considerado um invasor primario de cortes de arvores
resultantes de podas.

Controle bioldgico. A aplicacdo de esporos de P. gigantea para
controlar Heterobasidium (Pomes) annosus € um dos exemplos prati-
cos de sucesso de um agente de controle biol6gico com registro para
uso aprovado pela Agéncia de Protecdo Ambiental - EPA, dos Estados
Unidos. H. annosus causa podriddo radicular em coniferas. Em flores-
tas onde P. gigantea € um colonizador natural de toras de madeira e de
cortes de ramos podados, o fungo tem evitado a infecgdo causada por
H. annosus por se desenvolver e colonizar os tecidos expostos resul-
tantes de podas de arvores, principalmente aquelas com infecgées ini-
ciais provenientes de enxertia (Fig. 4).

Quando o antagonista é aplicado na parte aérea, ele cresce e se
estende até as raizes, onde pode invadir as raizes de arvores adjacentes.

O mecanismo pelo qual o fungo antagdnico atua €, principalmente,
por competicdo fisica nas superficies dos tecidos e/ou por nutrientes.

Comercializacdo. O inéculo comercial de esporos de P. gigantea
tem sido distribuido em pequenas embalagens por Ecological
Laboractories Ltd. (Inglaterra). O produto € vidvel por até 4 meses, a
20°C. Cada embalagem contém um minimo de 5 x 106 conidios/via-
veis. A aplicacdo do produto, em condi¢Bes de campo, é feita diluin-
do-se o contetdo de um pacote em 5 litros de agua e a suspensao de
esporos é aplicada sobre as superficies dos ramos cortados, utilizando-
se, para isso, um pincel (Rishbeth, 1975).

Segundo Rishbeth (1963), o custo do tratamento é de US$0.07 por
corte, incluindo o valor do in6culo e o trabalho dispendido.

O fungo é comercializado nos Estados Unidos pela Bio Basic Ltd.

Consideracfes gerais. Como P. gigantea pode causar declinio
em pinheiros, cuidado especial deve ser tomado ao se inocular o fun-
go, evitando a base do tronco.
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FIGURA 4. Peniophora gigantea previne infeccdo causada por esporos de Heterobasidium
annosum. Uma vez estabelecida a populacéo de P gigantea em tocos provenientes de cortes
para aproveitamento de madeira, ele pode restringir a disseminacdo do patdégeno de areas
infestadas para raizes ndo infectadas (Deacon, 1983).

Pseudomonas putida e P fluorescens

Pseudomonas sp. sdo Eubacterias, Pseudomonadaceae. Duas es-
pécies tém sido estudadas mais intensamente no controle bioldgico, P.
putida e P.fluorescens. S&o encontradas comumente no solo, mas tam-
bém podem colonizar o filoplano das plantas e competir ativamente
por nutrientes nesse ambiente (Blakeman & Brodie, 1977). No entanto,
é na rizosfera que certas linhagens de Pseudomonas sdo competidoras
eficientes, podendo interferir e controlar microrganismos nativos colo-
nizadores de raizes (Kloepper & Schroth, 1981). Segundo Loper et al.
(1984), as rizobactérias sao distribuidas na rizosfera obedecendo a um
padrdo de “log” normal. Bahme & Schroth (1987) concluiram que elas
sdo dispersas, esporadicamente, ao longo das raizes em microcol6nias.
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As Pseudomonas sdo favorecidas por alta umidade e crescem numa
faixa ampla de temperatura.

Certas linhagens de Pseudomonas, efetivas no biocontrole de
fitopatdgenos, sdo conhecidas por promoverem o crescimento de plan-
tas, aumentarem a germinacdo de sementes e elevarem a produgao em
algumas culturas. Essas bactérias sdo chamadas de rizobactérias pro-
motoras de crescimento de plantas (RPCP), assim como outros géne-
ros: Serratia (Kloepper et al., 1986), Artbrobacter (Kloepper et al.,
1990) e Bacillus (Backman & Turner, 1989).

Mecanismos de acdo e controle biologico. O mecanismo de
acao pelo qual certas linhagens de Pseudomonas promovem o cresci-
mento de plantas esté ligado, indiretamente, & reducédo de populacdes
de microrganismos deletérios, caracterizados por causarem inibi¢do do
crescimento de plantas e deformacdes de raizes (Schippers etal., 1985;
Bakker etal., 1987). Kloepper (1983) mostrou que uma Pseudomonas
fluorescente, responsavel por um aumento significante na producéo
de tubérculos de batata, reduziu em 95-100% a populacdo de Erwinia
carotovora.

Uma caracteristica benéfica das RPCPs com impacto direto na agri-
cultura é o fato de que algumas delas, denominadas rizobactériaspro-
motoras de emergéncia, podem aumentar a emergéncia de plantulas,
melhorando, assim, o nivel de germinacdo de sementes em baixas
temperaturas (Kloepper et al., 1986; Hofte et al.,, 1991; Melo & Lucon,
1995).

Varios mecanismos estdo envolvidos no controle biolégico de al-
guns patdgenos por Pseudomonas sp., incluindo a produgdo de com-
postos inibitérios ou metabdlitos, tais como antibidticos (Tabela 6) e
sideroforos. As Pseudomonas fluorescentes produzem uma variedade
de metabolitos com atividades inibitorias contra outros microrganismos,
incluindo patogenos de solo e de parte aérea de plantas. Os estudos de
controle bioldgico de patégenos foliares com Pseudomonas ndo sado tao
intensos quanto aqueles relacionados com patdgenos que infectam raizes,
mas Newhook (1951) verificou que linhagens de Pseudomonas isoladas
de folhas de alface infectadas com B. cinerea produziram zonas de ini-
bicdo contra o patdégeno e controlaram a doenca em condic¢des naturais.
P. cepacia, isolada de milho, produziu zonas de inibicdo contra Drechslera
maydis in vitro (Sleesman & Lehen, 1976) e controlou Cercospora sp.
em amendoim e Alternaria sp. em fumo (Spurv, 1981). E, no entanto,
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com doencgas de raizes que os trabalhos de biocontrole, utilizando
Pseudomonas spp., tém sido mais intensos. Ademais, uma linha que
ganha importancia a cada dia é o controle bioldgico em condigfes con-
troladas, onde se pode manipular as condigbes ambientais para favore-
cer a sobrevivéncia dos antagonistas. Esse € 0 caso de doengas que
ocorrem em estufas e doengas que ocorrem em camaras frias. Mantova-
nello & Melo (1990) identificaram uma linhagem de P. putida, isolada da
rizosfera de cenoura, capaz de reduzir, em camara fria, mais de 30% a
podriddo mole da batata causada por Erwinia carotovora. A Tabela 7

TABELA 6. Exemplos de antibidticos produzidos por Pseudomonas putida-fluorescens.

Metabdlitos Patdgenos Doengas Comentarios Referéncia
Pyoluteorina Pythium Tombamento O antibidtico é Howell &
ultimum de plantulas inativado no solo Stipanovic, 1980
de algodoeiro e sua agéo
é somente efetiva
no tratamento
de plantulas
Pyrrolnitrina Verticillium Tombamento Antibidtico inativo Howell &
dahliae, de plantulas contra P. ultimum Stipanovic, 1979
Thielaviopsis de algodoeiro
basicola,
Alternaria spp.,
Rhizoctonia
solani
Fenazina (acido =~ Gaeumanno- “Mal-do-pé” Thomashow &
1- carboxilico myces de trigo Weller, 1988
fenazina) graminis
var. tritici
C-acetil- G. graminis “Mal-do-pé” Kell & Vicent,
phloroglucinois var. tritici, de trigo e 1991, citados
T. basicola podriddo de por David &
raizes de fumo O'Gara, 1994
Amobnia Pythium spp. Tombamento Howell et al.,
de plantulas 1988
Acido T. bassicola Podriddo negra  E toxico as Voisard et al.,
Clanidrico de raizes plantas em altas 1989;
de fumo concentragoes Bakker &
e Pseudomonas Schippers, 1987
pode ser
responsavel pela
reducéo na

producéao agricola
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sumariza alguns exemplos de biocontrole de fitopatdbgenos com
Pseudomonas spp. Metabdlitos antimicrobianos, produzidos por
Pseudomonas, tais como fenazinas e C-acetil-floroglucindis sao efetivos
contra G. graminis var. tritici, agente do “mal-do-pé” de trigo (Thomashow
& Weller, 1988; Brishane & Rovira, 1988). Pesquisas tém evidenciado o
papel dos antibiéticos no controle do “mal-do-pé” por linhagens de P.
fluorescens, inclusive in vitro. Mutantes negativos na sintese de fenazina
foram obtidos através de DNA clonado, a partir da linhagem parental 2-
79 de P.fluorescens contendo as sequiéncias necessarias para a produ-
¢do do antibiotico (Thomashow & Weller, 1988). Uma outra linhagem de
P.fluorescens, a Pf-5, produziu um antibi6tico denominado pioluteorina,
efetivo no controle de tombamento de plantulas de algodoeiro, causado
por Pythium ultimum (Howell & Stipanovic, 1980). Este metabolito foi
efetivo somente no tratamento de sementes, sendo considerado inativo
no solo e ndo-ativo contra outros patégenos. No entanto, Howell &
Stipanovic (1979) isolaram uma linhagem de P.fluorescens que néo ini-
biu o crescimento P. ultimum, contrariamente ao observado in vitro
com V. dahliae, Thielaviopis hasicola e Alternaria spp. e in vivo com R.
solani, que por sua vez, produziu o metabolito pirrolnitrina.

TABELA 7. Relacéo de fitopatégenos que tém sido controlados por Pseudomonas spp.

Agente Patégenos Doencas/ Mecanismos Referéncias
de biocontrole culturas de acéo
P. fluorescens Gaeumanno- Mal-do-pé Antibiose Poplawsky
myces graminis de trigo e sideroforos & Ellingboe,
1989; Weller
etal., 1988
P fluorescens, Pythium ultimum Tombamento Antibiose Howie &
linhagem Hv de plantulas Suslow, 1991
371R2 de algodao
P. putida, P ultimum Tombamento Competicdo Osbum etal.,
linhagem R20 de plantulas 1989
de beterraba
Pseudomonas Fusarium Murcha vascular Sideréforos Elad & Baker,
spp. oxysporum em varias - competicéo 1985; Scher
culturas por ferro. & Baker, 1982
Influéncia na

germinagéo de
clamdésporos

—>
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Agente
de biocontrole

Pseudomonas
fluorescens

P. fluorescens

P. fluorescens
(C12)
P. fluorescens
(A2)e
P. multivorans

P. fluorescens

P. fluorescens
Pf-5

P. putida

P fluorescens
Pseudomonas
spp.

P. cepacia

P cepacia

P. putida

P. syringae
-INA

(ice nucleation
activity)

Pat6genos

P. ultimum

Thielaviopsis
basicola

P tolaasii

R. solani, S.
sclerotiorum,

Phymatotrichum
omnivorum,
Phytophthora
megasperma

e Pythium

aphanidermatum

S. homoeocarpa
Drechslera poae

F. oxysporum
f.sp. tini

Drechslera
dictyoides

Botrytis cinerea

Drechslera
maydis

Cercospora
Sp. ou spp.

F. oxysporum f.

Sp. cucumerinum

P. syringae

- INA”,

Erwinia
herbicola - INA’

Doencas/
culturas

Tombamento
de plantulas
em algodéao

Podridao
radicular
em fumo

Mancha marrom
do cogumelo
comestivel

"dollar spot’
“melting out’/
grama

Murcha vascular/

linho

Mancha foliar/
lolium

Mofo cinzento

Milho/
mancha foliar

Mancha foliar/
amendoim

Mancha foliar/
fumo

Murcha/pepino

Geadas leves,
em diversas
culturas
agricolas

Mecanismos
de acéo

Sideroforos
- competicao
por ferro

Producéo de
acido cianidrico

Competicao
por nutrientes

Sideréforos

Antibiose
(pioluteorina,
pirrolnitrina

e 2,4-diacetil-
phloroglucinol
Sideréforos
Antibiose
Antibiose

Antibiose

Antibiose

Sideréforos

Antibiose e/ou
competicao
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Agente
de biocontrole

Pseudomonas
spp.

Pseudomonas
spp.

P chlororaphis

P. fluorescens
P. fluorescens
Pseudomonas

sp.
P. fluorescens

Pseudomonas
sp.
P. cepacia

P cepacia

P aureofaciens

Patdégenos

Phytophthora
megasperma
f.sp. glycinea

B. cinerea
e Phoma betae

Fusarium
culmorum

Pseudomonas
avenae

Septoria
lycopersici
P ultimum

P. ultimum

F. oxysporum
f.sp. dianthi
Fusarium
moniliforme

F. oxysporum
f.sp. cepae

G. graminis
var. tritici

Doencgas/
culturas

Podridéo
radicular/soja

Podridao
radlcular/
beterraba
Podridao
radicular/trigo

Mancha foliar/
milho

Mancha foliar/
tomateiro
Podridao
radicular/tulipa

Tombamento de
plantulas

Murcha vascular/
cravo

Podridées de
sementes, raizes
e murcha de
plantulas/milho

Podridéo de
plantulas e de
bulbos/cebola

Mal-do-pé/trigo

Mecanismos
de acédo

Competicao

Possivelmente
pigmentos de
cor amarela
alaranjadas

Nao estudado

Competicéo
por ferro

e antibiose
Competicéo
por ferro

Antibiose

Antibiose

Antibiose (1,
2,6-trihidroxi-
2,4-diaceto
-fenona)
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*As estirpes de P. syringae e £ herbicola - INA* catalizam a formagé&o de cristais de gelo a temperaturas de 0°C ou abaixo
dessa, iniciando prematuramente a solidificagédo da 4gua. Algumas estirpes dessas bactérias nédo catalizam aformagéo de
gelo (INA), colonizam o filoplano de plantas mais sensiveis a geadas brandas e suprimem as estirpes INA*.

Pseudomonas spp. que induzem aumentos no crescimento de plan-
tas, produzem siderdforos extracelulares que quelam o ferro, tornan-
do-o indisponivel a certos grupos da microbiota nativa. Sideroforos
sao compostos de baixo peso molecular, com alta afinidade pelo ion
férrico (Fedt), que transportam o ferro dentro de células bacterianas
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(Leong, 1986; Neilands, 1981). Quando desenvolvidas sob condig6es
limitantes de ferro, Pseudomonas fluorescentes produzem sideréforos
fluorescentes, amarelo-esverdeados, do tipo pioverdina e proteinas re-
ceptoras de membrana, que reconhecem e absorvem o0 complexo
sideréforo-ferro (Hohnadel & Meyer, 1986). Elas também produzem
uma gama de compostos que quelam ferro, como: acido salicilico,
pioquelinas, pseudobactinas, ferribactina, ferroxamina B e ferricromo
(Dowling & O’'Gara, 1994). Sideréforos tém sido isolados do solo, evi-
denciando o envolvimento desses compostos no biocontrole de fito-
patdgenos (Bakker & Schippers, 1987; Elad & Baker, 1985; Klopper et
al., 1980; Scher & Baker, 1980; Sneh eia/., 1984; Wong & Baker, 1984).
O mecanismo pelo qual os sider6foros atuam funciona somente sob
condicdes de baixa disponibilidade de ferro, cuja concentragdo na so-
lugdo do solo esta relacionada diretamente com o pH. A medida em
gue o pH diminui abaixo de 6,0 a disponibilidade de ferro aumenta, e
consequentemente, os sider6foros tornam-se inefetivos.

Producéo de inoculo e formulagdo. Pseudomonas spp. crescem
e produzem células em abundancia em cultura submersa (Connick ei
al., 1989). Esse método de crescimento tem sido usado para a produ-
¢do de produtos microbianos, tais como antibidticos, vitaminas, enzimas,
acidos organicos, proteinas e aminoacidos. No entanto, inoculantes
microbianos, onde a biomassa celular e, freqientemente, esporos sédo
ativos no biocontrole podem ser produzidos em cultura submersa
(Browers, 1982). Biomassa de inimeras bactérias é produzida por fer-
mentacdo em meio liquido. A biomassa é recuperada do meio de cul-
tura ou por centrifugagdo ou por filtracdo. Mais recentemente, fermen-
tacdo direta de bactérias em dois diferentes meios sélidos, suple-
mentados com nutrientes tem sido relatada (Graham-Weiss et al., 1987;
Somasegaran & Holliday, 1982). Esses processos ndo Sao ONnerosos e
resultam em produtos que estdo prontos para uso imediato, eliminan-
do a necessidade de concentrar e formular os organismos fermenta-
dos.

Varias empresas estdo tentando desenvolver RPCPs como agentes
de controle bioldgico. O interesse fundamental é aproveitar os efeitos
benéficos das rizobactérias que colonizam as raizes, utilizando exsu-
dados para seu crescimento, ao tempo que protegem a planta hospe-
deira contra varios patdgenos de solo. Uma delas, a Ecogen, introduziu
no mercado um fungicida denominado “Dagger” a base de P.fluorescens



AGENTES MICROBIANOS DE CONTROLE DE FUNGOS FITOPATOGENICOS 43

para o controle de tombamento de plantulas de algodoeiro. A formula-
cdo, & base de turfa, é similar a formulacdo de Rhizobium, usada no
tratamento de sementes de leguminosas. Entretanto, devido a baixa
viabilidade da bactéria durante o armazenamento do produto, a em-
presa teve que retirar o fungicida do mercado (Powell & Futsum, 1993).

Bashan (1986) desenvolveu um método de encapsulamento utili-
zando alginato de sddio e leite desnatado, para formar pequenas esfe-
ras contendo uma mistura de células da ordem de 109 ufc/ml de
Azospirillum e de Pseudomonas. Esse produto, assim formulado, per-
mitiu uma liberacéo controlada da bactéria e um maior tempo de vida
de prateleira. Uma outra formulacdo granulada foi desenvolvida por
Trevors etal. (1992), acrescentando bentonita a formulacéo de Bashan
(1986). Essa formulagdo resultou em excelente sobrevivéncia da P.
fluorescens no solo. O microhabitat formado pelo complexo bentonita/
alginato protege as células da bactéria contra condi¢Bes adversas, como
seca e a presenca de bacteriofagos liticos (Smit et al., 1996; Trevors et
al., 1993)

Consideracgdes gerais. Em geral, os problemas mais frequentes
encontrados em produtos a base de Pseudomonas spp. sdo sensibili-
dade a dissecacdo e a luz ultravioleta, quando o produto se presta para
o controle de patdgenos foliares. Quando o propdsito é o controle de
doencas de solo, o maior problema ¢é o tipo de solo e pH. E, pois,
possivel selecionar Pseudomonas spp. ou melhora-las geneticamente,
capazes de crescerem em uma gama maior de condi¢Ges ambientais.

Pythium oligandrum e Pythium nunn

Pythium oligandrum Drechsler € um Mastigomycotina, Oomiceto,
Pythiaceae. Varios estudos tém comprovado o parasitismo necrotrofico
de P. oligandrum sobre espécies de Pythium e de outros fungos, como:
Gaeumannomyces graminis var. tritici, Phialophora radicicola, Bo-
tryotrichumpiluliferum, Fusarium nivale, Psalliota spp., Phialophora
graminocola, Arthrobotryssuperba (Deacon, 1976) e Rhizoctonia solani
(Al-Hamdani & Cooke, 1983). No entanto, P. oligandrum foi descrito
primeiramente como um patégeno de plantas, causando podridao
radicular em ervilha e em outras culturas. O fungo esta quase sempre
associado a P. debaryanum e outras espécies de Pythium spp. como
um invasor secundario dos tecidos vegetais. A natureza da relacdo de
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P. oligandrum com raizes de plantas ainda ndo esta clara. Pieczarka &
Abawi (1978) encontraram P. oligandrum associado comumente a raizes
de feijoeiro, porém sem causar sintomas. O fungo, todavia, ndo tem
sido reconhecido como fitopatdgeno, mas ha relatos de que alguns
isolados podem causar pequenos efeitos deletérios em certas culturas
(Kilpatrick, 1968; Martin & Hancock, 1986).

Controle bioldgico. Com relagdo aos mecanismos pelos quais P.
oligandrum age sobre seus hospedeiros, h& evidéncias comprovadas
de que o antagonista pode detectar e localizar as hifas de espécies-
alvo no seu microhabitat. Por exemplo, P. oligandrum cresce em dire-
cdo a hifas de fungos suscetiveis, presumivelmente em resposta a um
estimulo quimico produzido pela hifa-alvo (Lutchmeah & Cook, 1984).
Além de causar deformagdes na hifa de seus hospedeiros, P. oligandrum
provoca uma degeneracao citoplasmatica poucos minutos apds o con-
tato com Sclerotium cepivorum (Lutchmeah & Cook, 1984).

As paredes de células de Oomicetos, como Pythium spp. e Phy-
tophthora spp. sdo compostas na sua maioria de [3-glucanas, celulose e
menos de 1,5% de quitina (Dietrich, 1973; Novaes et al., 1967). Em
contraste, paredes de células dos Basidiomicetos e Ascomicetos con-
tém uma concentracao relativamente superior de quitina, assim como
de p-glucanas. Ja as paredes de células dos Mucorales contém quitina
e quitosan. Evidencia-se que a producéo de celulases e glucanases por
P. oligandrum que degradam paredes de células pode ser um impor-
tante fator no controle bioldgico de Pythium spp.

Uma forte agressividade de P. oligandrum (isolado IMI 133857) con-
tra P. ultimum foi observada por Al-Hamdani et al. (1983) através da
incorporacdo do micoparasita a sementes de agrido (Lepidium sativum
L.) impregnadas com carboximetil celulose. O tombamento de plantulas
causado por P. ultimum em solos naturalmente infestados foi sensivel-
mente reduzido. Esse fato foi atribuido a germinagdo de oosporos do
micoparasita na superficie das sementes com subsequiente geracdo de
uma camada protetora de micélio na espermosfera e rizosfera.

Uma outra espécie de Pythium, P. nunn Lifshitz, Stanghellini &
Baker tem sido descrita como micoparasita de Pythium spp., Phy-
tophthora spp. e de outros fungos fitopatogénicos (Lifshitz etal., 1984b).
O fungo foi primeiramente isolado de um solo supressivo a P. ultimum
(Lifshitz et al., 1984a).
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Tem-se verificado que P. nunn produz [3-1,3-glucanase e celulase
guando ele é crescido em meio de cultura suplementado com paredes
de células de P. ultimum e produz quitinase e |3-1,3-glucanase na pre-
senca de paredes de células de Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii
(Elad et al., 1985). Essas enzimas hidroliticas foram produzidas em
culturas pareadas de P. nunn com varias espécies de Pythium, Phyto-
phthora, Mucor, Rhizopus, R. solani e 5. rolfsii, mas ndo foram detec-
tadas com 10 fungos Deuteromicetos ndo-hospedeiros. Essa diferenca,
segundo Elad et al. (1985) pode ser devida a camada externa de mu-
cilagens da parede celular associada com esses fungos nao-hospedei-
ros. Isso sugere que a gama de hospedeiros de P. nunn é limitada.

Supressao de P. ultimum em plantulas de pepino foi induzida quan-
do inéculo de P. nunn foi adicionado a um solo suplementado com
folhas de feijao trituradas. Quando somente o indculo de P. nunn foi
adicionado ao solo, ndo houve crescimento saprofitico do antagonista
e nenhuma supressividade a P. ultimum (Paulitz & Baker, 1987). Essa
evidéncia indica que P. nunn pode competir com P. ultimum pelos
mesmos substratos.

Sporidesmium sclerotivorum

Sporidesmium sclerotivorum Vecker, Ayers & Adams € um Deu-
teromiceto, Hifomiceto, Dematiaceae. Foi primeiramente descrito como
hiperparasita de esclerddios de Sclerotinia mznor (Vecker etal., 1979).

Controle bioldgico. Segundo Ayers & Adams (1979), mais de 95%
dos esclerddios de 5. minor tornam-se parasitados dentro de 10 dias. O
fungo € potencialmente ativo como micoparasita de células sem melanina,
atacando, portanto, 5. sclerotiorum, Sclerotium cepivorum, Sclerotinia
trifoliorum e Botrytis cinerea. Observou-se, no entanto, que esclerddios
de Macrophomina phaseolina, Sclerotium rolfsii e Rhizoctonia solani
ndo sdo parasitados por esse micoparasita (Ayers & Adams, 1979).

5. sclerotivorum € um parasita com habito extremamente especi-
alizado, cujos esporos somente germinam na presenca de esclerédios
(Adams & Ayers, 1983). Uma outra caracteristica € que S. sclerotivorum
infecta esclerddios sem formar qualquer estrutura de penetracdo. Uma
vez dentro do esclerddio, a hifa penetra intracelularmente, tornando o
esclerddio mole, o qual se desintegra com o tempo (Adams & Ayers,
1983; Ayers & Adams, 1979). O parasita sobrevive no interior do es-
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clerddio utilizando para isso enzimas produzidas pelo esclerodio, que
auxiliam na sua auto-digestao. 5. sclerotivorum € ativo como parasita
em solos com temperaturas entre 20-25°C e numa faixa de pH que
varia entre 5.5 a 7.5. O fungo cresce no solo com um potencial de agua
de -8 bares ou superior a este (Adams & Ayers, 1980). Em seus expe-
rimentos, Adams & Ayers (1981) ndo encontraram nenhuma evidéncia
de que o fungo exista como sapréfita na natureza.

Em condig¢bes naturais de campo, uma unica aplicacdo de esporos
do fungo desenvolvido em areia esterilizada, contendo 1% de esclerodios
vivos de 5. minor, reduziu o desenvolvimento da podridao de alface
causada por Sclerotinia minor em 40-80% em quatro cultivos sucessi-
vos, durante dois anos (Adams & Ayers, 1982; Adams et al., 1984).
Esses mesmos autores, estudando a dinamica populacional de
Sporidesmium sclerotivorum, observaram que um numero tdo baixo
de in6culo na ordem de cinco macroconidios por grama de solo, ou 22
kg/ha é suficiente para infectar esclerddios. Cada esclerddio infectado
suporta a producdo de aproximadamente 15.000 novos macroconidios
no solo (Adams et al., 1984).

Consideracdes gerais. S. sclerotivorum mostra-se como um po-
tente agente de controle de 5. minor e 5. sclerotiorum. No entanto,
alguns fatores podem limitar, em parte, seu uso como agente de bio-
controle em condicdes tropicais. Um deles é a temperatura, pois o
fungo cresce e infecta esclerddios no solo em uma faixa de 20-25°C e
sabe-se que 5. sclerotiorum ataca muitas espécies de plantas em tem-
peraturas mais altas. E possivel, no entanto, selecionar linhagens mais
adaptadas a essas condicoes.

Streptomyces

Streptomyces sdo bactérias Gram-positivas classificadas como
Eubactérias, Actinomicelates, aerdbias estritas encontradas no solo, em
restos de culturas vegetais e em agua, com um ciclo de vida complexo,
alternando a formacéo de esporos e micélio. Sdo bactérias dominantes
em quase todos os solos (Williams et al., 1984), sendo a maioria das
espécies de Streptomyces saprofiticas. Sdo capazes de crescer em po-
tencial de agua tdo baixo quanto -60 bares, a uma temperatura 6tima
de 25-37°C e em pH alcalino e neutro.

Streptomyces é o0 género mais bem estudado, em termos biotec-
noldgicos, dentre os membros da familia Actinomycetales. Espécies de
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Streptomyces sdo produtoras de antibidticos, enzimas e inibidores
enzimaéticos, com aplicacBes nas &reas de medicina, agricultura e vete-
rinaria. De acordo com Willians & Vickens (1988), cerca de 3.477 anti-
bidticos produzidos por Streptomyces foram descobertos e patentea-
dos até 1984.

Producao de antibidticos. Estreptomicina, o primeiro antibidtico
aminoglicosideo descoberto, foi isolado a partir de uma cultura de 5.
griseus (Schatz et al., 1944). Outras espécies de Streptomyces produ-
zem estreptomicina em produtos da mesma familia, como: mano-
sidostreptomicina, dihidroestreptomicina, manosidodihidroestreptomi-
cina, N-dimetilestreptomicina, hidroxistreptomicina. Entre estes, somente
estreptomicina e seu derivado, dihidroestreptomicina, produzidos in-
dustrialmente através da reducdo catalitica da estreptomicina, sdo usa-
dos diariamente.

Na area agricola, alguns metabdlitos secundarios produzidos por
actinomicetos tém sido comercializados como fungicidas. A maioria
destes € produzida por Streptomyces (Tabela 8).

TABELA 8. Fungicidas a base de antibiéticos produzidos por actinomicetos.

Organismo Composto Alvo
Streptomyces caespitosus-detoxicus Blasticidina bruzone (arroz)*
S. hygroscopicus Validamicina requeima (arroz)
S. kasugaensis Kasugamicina bruzone (arroz)
S. auvochoromogenes Ploixina (A-K) requeima (arroz)
Streptoverticillium rimofaciens Mildiomicina oidio

Fonte: Lange etal. (1993)
*A bruzone tem como agente causai o fungo Pyriculana oryzea.

O potencial dos estreptomicetos para produzirem pesticidas € evi-
denciado pelas avermectinas, um grupo de metabdlitos produzidos
por S. avermitilis. As avermectinas e seus derivados semi-sintéticos sdo
ativos contra certos nematéides em doses extremamente baixas, mas
apresentando, no entanto, baixa toxicidade em mamiferos (Heisey et
al., 1988). Entre as avermectinas, avermectina Bl e, em menor exten-
sdo, avermectina B2a tém sido estudadas contra Melodoigyne incognita.
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Vérios outros grupos fitopatogénicos sdo inibidos por diferentes
espécies de Streptomyces. Macrophomina phaseolina, que causa tom-
bamento de plantulas e podriddes de raizes, caules e vagens em mais
de 400 espécies de plantas (Dhingra & Sincliar, 1975), foi inibido porS.
griseus e 5. noursei (Ghaffar, 1971). A sobrevivéncia de M. phaseolina
na rizosfera de plantas de juta foi baixa na presenca de S. fradiae
(Mukhopadhya & Nandi, 1978). Significante reducdo na infeccédo do
algodoeiro causada por M. phaseolina foi conseguida com a utilizagdo
de 5. alhus e S. griseus, sem efeitos deletérios no crescimento de plan-
tas (Ghaftan, 1971).

Rhizoctonia solani também é inibido por Streptomyces sp. O tomba-
mento de plantulas de alface foi controlado por 5. lavenclulae quando
o solo foi suplementado com matéria orgéanica (Wood, 1951).

Embora a variabilidade inter e intraespecifica de Streptomyces exis-
tente seja grande para muitos caracteres de importancia biotecnoldgica,
é possivel, através de técnicas de genética classica, proceder ao me-
Ihoramento de linhagens, visando aumentar a capacidade de controlar
patdégenos. E o que fizeram El-Abyad & EIl-Batanoiny (1993). Esses
pesquisadores isolaram de solos egipcios duas espécies de Streptomyces,
S. corchorusii e S. spiroverticillatus antagbnicas, a Fusarium oxysporum
f.sp. phaseoli e Pseudomonas solanacearum, respectivamente. Numa
tentativa de melhorar as atividades antimicrobianas dessas bactérias,
0s autores obtiveram, através de irradiacdo com luz ultravioleta, mutantes
com eficiéncia superior no biocontrole. Um mutante de 5. corchrusii
destruiu completamente as hifas de F. oxysporum f.sp. phaseoli e redu-
ziu a incidéncia da podridao de raizes de feijoeiro em um grau superi-
or a linhagem selvagem.

Considerag0Oes gerais. Os actinomicetos sdo relativamente resis-
tentes & dessecacdo e podem sobreviver sob condi¢cdes de seca em
solos desérticos. Sdo favorecidos em pH alcalino e neutro (7.0-8.0). No
entanto, Streptomyces sdo tolerantes as condi¢fes acidas (Davies &
Williams, 1970), enquanto solos &ridos de pH alcalino tendem a ter
uma baixa populagdo de Streptomyces e um ndmero bem maior de
outros géneros raros, como Actinoplanes e Streptosporangium. Assim,
num programa de selecdo de actinomicetos para fins de biocontrole, é
fundamental selecionar espécies/genéros adaptados aquelas condic¢des
onde a doenca é prevalecente.
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Poucos trabalhos tém se referido a utilizacdo de actinomicetos para
o controle bioldgico, apesar da enorme quantidade de metabdlitos
secundarios produzidos por esse grupo de bactérias. As razdes para
isso sdo vérias, a comecar pelas dificuldados de isolamento de acti-
nomicetos com potencial de uso. Actinomicetos sdo bactérias de cres-
cimento lento e, portanto, devem ser incubadas por até semanas, para
visualizacdo de espécies “raras”, com potencial biotecnoldgico.

Um meio de cultura que tem se mostrado eficiente para isolamento
de actinomicetos do solo € o que contém quitina coloidal, desenvolvi-
do por Hsu e Lockwood (1975). Em geral, esses meios possuem fontes
complexas de carbono e nitrogénio, tais como amido, caseina, acido
hamico etc. Portanto, com altas taxas de carbono-nitrogénio, reduz-se
0 numero de bactérias quando do isolamento de actinomicetos em
meio de cultura, pois as bactérias se desenvolvem melhor em meio
com baixa taxa carbono-nitrogénio e sdo incapazes de atacar polimeros
resistentes de alto peso molecular (Gray & Willians, 1971).

Talaromyces flavus

Talaromycesflavus (Klocker) Stolk & Samson (anamorfo Penicillium
vermiculatum. Dangeard) € um Ascomiceto, comum em solos cultiva-
dos. Caracteriza-se por possuir cleistotécio pequeno (100-500 p) globoso
ou subgloboso, superficial, ndo ostiolado, de coloracdo amarelada. Os
ascosporos sdo na sua maioria granulados, raramente ornamentados,
continuos, hialinos, variando em tamanho de 3,0-6,0 |xm (Stolk & Samson,
1972). As estipes de conididforos nascidos de hifas aéreas, chegam a
medir de 20 a 80 pm de comprimento. Nesse estadio Penicillium é
tipicamente biverticilado, simétrico e comumente menos monoverticilado,
com medula de 10-15 pm de comprimento, fidlide acerosa de 10-16 pum
de comprimento, conidios elipsoides ou fusiformes, com medidas de
2,2-3,5 x 2,0 x 2,5 pm, paredes enrugadas e espinhosas.

As coldnias de T.flavus, em meio MEA, usualmente sdo amarelas e
produzem exsudados de cor vermelha, que sdo melhor visualizados
no reverso da placa de Petri.

Os ascosporos de T. flavus, termotolerantes, podem suportar uma
temperatura de 100°C por 30 min. (Van der Spy et al., 1975).

Controle bioldgico. O fungo T. flavus é um parasita natural de
Verticillium dahliae, importante patégeno que afeta centenas de cultu-
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ras agricolas, causando murcha vascular. A adicdo de esporos de T.
flavus a solos naturais foi seguida por um aumento na respiragdo do
solo e um aumento na populacdo do fungo (Marois & Fravel, 1983).
Fahima & Henis (1990) observaram a formacdo de conidiéforos de T.
flavus sobre microesclerédios de V. dahliae na superficie radicular. T.
flavus inibe o crescimento micelial e afeta a germinacdo de micro-
esclerédios de V. dahliae através da producdo de metabdlitos tdxicos,
entre eles o talaron (Mizuno et al., 1974). O fungo produz também
metabdlitos extracelulares que tém forte efeito inibidor contra fungos,
bactérias e protozoarios (Kim et al., 1986; Fravel et al., 1987; Saito &
Melo, 1997). Um desses metabolitos, uma enzima identificada como £-
D-glucose oxigénio redutase (Kim et al., 1988), cataliza a oxidacéo de
glucose a gluconato e peroxido de hidrogénio. Glucose oxidase na pre-
senca de glucose inibe e destrdi microesclerddios de V. dahliae, tanto in
vitro como no solo (Kim etal., 1987). T.flavus é conhecido também por
produzir outros antibidticos, como vermicilina, vermiculina, vermistatina
e acido 2-metil sorbico (Freska etal., 1972; 1979; Proska etal., 1992).

O micoparasitismo esta envolvido no controle de 5. sclerotiorum
(McLaren et al., 1986) e 5. rolfsii (Madi & Henis, 1989) por T.flavus.
Em condic¢des controladas e em condi¢cdes de campo T.flavus dimi-
nuiu sensivelmente a murcha de Verticillium em berinjela (Saito etal.,
1994; Marois etal., 1982). A Fig. 5 ilustra o efeito de uma linhagem de
T.flavus no controle da murcha em berinjela.

O antagonista coloniza raizes de batata e de berinjela e se move a
partir de sementes tratadas com ascdsporos para raizes em desenvolvi-
mento, incluindo as pontas das raizes. Nagtazaam & Bollen (1997) suge-
rem que esse transporte passivo seja um dos principais fatores envolvi-
dos na colonizacdo pelo fungo. O controle biologico deveria objetivar o
estabelecimento de altas densidades do antagonista sobre a raiz no ini-
cio do plantio, em particular perto das pontas e pélos radiculares.

Producédo de in6culo e formulagédo. T.flavus se desenvolve bem,
com uma biomassa abundante em meio liquido a base de melaco de
cana-de-acgucar e levedura de industria (Papavizas et al., 1984). Uma
formulagdo granulada a base de alginato e argila foi desenvolvida por
Fravel etal. (1985). Os autores observaram que a formulacéo a base de
ascosporos apresenta uma maior viabilidade do que a formulagdo a
base de conidios. A estes ingredientes Papavizas etal. (1987) acrescen-
taram farelo de trigo no desenvolvimento dos “pelets”. Estes, por sua
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FIGURA 5. Bioensaio realizado em casa-de-vegetagdo sobre o controle de Verticillium dahliae
em berinjela com uma linhagem de Talaromyces flavus, T4. O vaso a esquerda da fotografia
continha somente solo artificialmente infestado com o patégeno e o vaso a direita, solo infesta-
do com o patégeno e indculo de T. flavus.

vez, quando introduzidos no solo, resultaram em uma maior atividade
no biocontrole, apresentando uma germinacgédo mais rapida de conidios.
Os beneficios do farelo de trigo estdo associados ao fornecimento de
uma base alimentar prontamente disponivel para o crescimento do
antagonista no solo, onde este invade completamente o substrato an-
tes que os microrganismos ndo desejaveis possam coloniza-lo.

Trichoderma spp.

Trichoderma spp. € um Deutoremiceto, sub-classe Hifomiceto,
ordem Moniliales, familia Moniliaceae. E um fungo que produz conidios
em abundéancia a partir de conidiéforos que se originam diretamente
das hifas (Fig. 6). O estado Teleomérfico, quando conhecido, pertence
a Hypocrea ou a um género relacionado. Rifai (1964) descreveu nove
agregados de espécies: 1) Trichodermapiluliferum, 2) T. polysporum,
3) T. hamatum, 4) T. koningii, 5) T. aureoviride, 6) T. pseudokoningii,
7) T. harzianum, 8) T. longibrachiatum e 9) T. viride. Bissett (1984)
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fez uma reviséo do género Trichoderma e estabeleceu Longibrachiatum
como uma secdo do género na qual incluia T. viride, T. koningii, T.
pseudokoningii e T. longibrachiatum e adicionou duas novas espé-
cies, T. citrinoviride e T. atroviride. As espécies de Trichoderma den-
tro de um mesmo grupo ou sec¢do apresentam caracteristicas sobrepos-
tas, o que torna dificil a classificagdo de isolados.

O genéro Trichoderma é natural do solo, especialmente em solos
organicos, e pode viver saprofiticamente ou parasitando outros fun-
gos. Ha relatos, embora muito poucos, de ocorréncia de doencas de
plantas causadas por Trichoderma.

Controle bioldgico. Trichoderma sp. € um micoparasita necro-
trofico eficaz no controle de inimeros fungos fitopatogénicos, princi-
palmente aqueles com estruturas de resisténcia consideradas dificeis
de serem atacadas por microrganismos. T. harzianum tem sido a es-
pécie mais estudada do ponto de vista do biocontrole, mas outras
espécies como T. koningii, T. viride, T. hamatum e T. pseudokoningii
também tém sido isoladas e estudadas. Sucesso maior com o uso de
Trichoderma tem sido documentado para patégenos de solo, como:
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Fu-
sarium spp. e Pythium spp. No entanto, diversos trabalhos tém docu-
mentado o parasitismo de Trichoderma a uma vasta gama de fungos
fitopatogénicos (Armillaria, Colletotrichum, Verticillium, Venturia,
Endothia, Phytophthora, Rhizopus, Diaporthe, Fusicladium, Botrytis,
Poria monticola, Stereum purpureum).

Modos de agdo. Trichoderma pode atuar, via de regra, através de
um ou da associagdo dos seguintes mecanismos: parasitismo, antibiose
e competicéo.

Revisdes abordando os mecanismos de acdo e exemplos de bio-
controle por Trichoderma podem ser encontradas em Cook & Baker
(1983), Papavizas (1985), Chet (1987), Wells (1988) e Melo (1996). Muitas
espécies ja estudadas possuem a capacidade de produzir metabdlitos
secundarios toxicos, tais como antibidticos e enzimas liticas capazes
de inibir e destruir propagulos de fungos fitopatogénicos. Nao se co-
nhece, no entanto, o papel desses antibidticos in situ. Em condig8es
de laboratério, Trichoderma produz uma gama de antibioticos com
efeitos pronunciados contra fungos e bactérias, tanto de interesse agri-
cola como de interesse na medicina. A Tabela 9 sumariza alguns an-
tibidticos produzidos por Trichoderma, muitos deles ja comercializados.
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Um novo antibio6tico produzido por T. koningii, com atividade contra
fungos fitopatogénicos, foi identificado recentemente por pesquisado-
res da EMBRAPA Meio-Ambiente (Frighetto & Melo, 1996).

TABELA. 9. Antibiéticos produzidos por Trichoderma sp., caracteristicas e atividades.

Nome

Ciclosporina

Tricopolinas

Tricorzianina

Tricotoxina
A-40

Alameticina

Isonitrinas

Tricorziani-
nas
(peptaibol)

Dermadina

Tricoviridina

Acido
Heptelidio
(4cido
koningico)

Espécie

7? polysporum

T. polysporum

T. harzianum

T. viride
NRAL 5242

T. viride

T. viride

T. harzianum

T. harzianum

T. koningii

T. koningii

T. koningii

Estrutura/
caracterizacao

peptideo

peptideo
contendo 9
aminoacidos

dipeptideo

octadeca-
peptideo
peptaibol

peptideo com
19 aminoé&cidos
isocianida
ciclopentil
(provavelmente
idéntico a
dermadina)
peptideo com
19 aminoécidos

pertence ao
grupo isociani-
drico

pertence
ao grupo
isocianidrico

terpenoide
(lactona
sesquiterpeno)

Atividade

antifingico, antiviral,
imunossupressor
G+ fungos
fitopatogénicos,

quelante de Fe3’

antiviral, modificador
de membrana

G+, antiprotozoario

G+ G~, propriedades
hemoliticas

antibacteriano

modifica a polaridade
e permeabilidade de
membranas,

ativo contra fungos
fitopatogénicos

G+, G~, antifingico

ativo contra Escherichia
coli e Trichophyton
asteroides

antifangico e antibacte-
riano, ativo contra

R. solani, Bacterioides
fragilis, tem efeito
citostatico em células
de ratos, potente
inibidor de ATP

Referéncias

*Bruckner
etal., 1985
Brewer et al.,
1987
Fujiwara et al.,
1982

El-Hajii etal.,
1987,

Merlier et al.,
1984;

Bodo etal.,
1985
Tamura et al.,
1975;

Pyke & Dietz,
1966
Yamano ef al.,
1970

Endo et al.,
1985

Itoh et al.,
1980
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Nome Espécie
Pirona T. koningii
Isonitrinas T. hamatum
Pirona T. hamatum
Paracelsinas T. reesei

(7? longibra-

chiaturri)
Trichobra- T. longibra-
quina chiatum
Sorbivilinas T. longibra-

chiatum
Pirona T. harzianum
Antraqui- T. harzianum
nona
Piridona T. harzianum

‘Fonte: Baseado na revisdo de Kleinkauf & Von D&hren (1985)

Estrutura/
caracterizacado

6PP-1 e 6PP-2

metabolismo
de aminoacido

6PP-1

peptibol,
produzido por
um mutante

peptaibol

poliketideos

G-n-pentyl-2H-
pyran-2-pne
(6PP-1)e6-n-
pentenyl-2H-
pyran-2-one
(6PP-2)

1 -hidroxy-e
1,8-dihidroxy-
3-metilanthra-
quinona

metabolismo
de aminoacido

Atividade

G+ G~, leveduras
e fungos
filamentosos

ativo contra
Gaeumannomyces

atividade contra
Mycena citricolor

controle de fungos
fitop. (Botrytis cinerea,
Ceratocystis ulmi),
entre outros

controle de
Gaeumannomyces
graminis

antifingico, controle de

R. solani e B. cinerea
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Referéncias

Simon et al.,
1988
Ghisalberti et al.,
1990

Fugiware et al.,
1982;

Okuda et al.,
1982

Ghisalberti
etal., 1990

Bruckner et al.,
1985

Bruckner et al.,
1990

Andrade, 1989

Cladton et al.,
1987

Ghisalberti et al.,
1990;

Alamassi et al.,
1991

Dickinson et al.,
1989

“Peptideo contendo uma alta proporgéo de acido a-aminoisotritirico, com um N-terminal acetilado e um C-terminal amino

alcool.

Enzimas liticas extracelulares degradadoras da parede celular de
muitos fungos, tais como quitinases, celulases, £-1,3-D-glucanases, p-
1,4-glucosidase e proteases estéo envolvidas no processo de parasitismo
de Trichoderma (Ridout et al., 1986; Elad etal., 1982). A parede celu-
lar de muitos fungos é composta de p-1,3-glucana e quitina (Sclerotium



AGENTES MICROBIANOS DE CONTROLE DE FUNGOS FITOPATOGENICOS 55

rolfsii, Rhizoctonia solani) e de celulose (Pythium sp., Phytophthora
sp.). T. harzianum € capaz de se desenvolver nas paredes das células
de R. solani como Unica fonte de carbono (Hadar etal., 1979). Harman
et al. (1981) melhoraram a eficacia de T. hamatum para controle de
Pythium spp. e R. solani incorporando quitina ao solo. Segundo 0s
autores, pressup@e-se que a indugdo desse polimero tenha aumentado
a atividade da quitinase produzida por Trichoderma. Para provar que
h&4 uma atividade enzimatica maior nos pontos onde T. harzianum
parasita 5. rolfsii ou R. solani, Elad et al. (1983) usaram com sucesso
microscopia de fluorescéncia, observando nos pontos de ataque gram-
pos de conexdo e enrolamento de hifas”™s fases do micoparasitismo
envolvem localizagdo, reconhecimento, contato e penetra¢do, bem como
aquisicdo de nutrientes. Trichoderma pode detectar e localizar hifa de
fungos suscetiveis, crescendo em sua direcdo, presumivelmente em
resposta a estimulos quimicos produzidos pela hifa hospedeira, geral-
mente enrolando-se fortemente em toda a sua extensao (Fig. 7), para
depois haver, entdo, penetracdo da hifa.

Elad et al. (1982) sugeriram que linhagens de Trichoderma spp.
podem ser selecionadas como agentes de biocontrole, com base na
atividade de 1,3-[3-D-glucanase e quitinase, com quitina e glucana sen-
do, talvez, os substratos mais provaveis de ataque nas paredes de
células de fungos fitopatogénicos.

Um outro mecanismo de acdo de Trichoderma, ainda ndo muito
bem compreendido cientificamente, é a capacidade de certos isolados
promoverem o crescimento de planta e aumentarem a germinacao e
emergéncia de sementes (Baker etal., 1989; Lynch etal., 1991; Martins
& Melo, 1989, Windham et al., 1986). Também tem-se descoberto que
certas linhagens de Trichoderma harzianum que colonizam a rizosfera
sdo denominadas linhagens “competentes na rizosfera” (Ahmada &
Baker, 1987; Melo etal., 1997).

Verticillium lecanii

Verticillium lecanii (Zimmermann) Viegas € um Deuteromiceto,
Hifomiceto, Dematiaceae, Gloiosporae. Apresenta estadio teleomorfico
(estadio sexual), tendo Torruhiella sp. descrito por Evans & Samson
(1986) como teleomorfo de V. lecanii. Conidios podem ser produzidos
a partir de micélio vegetativo.
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FIGURA 6. Elétron-micrografia de varredura da morfologia de Trichoderma harzianum. Visualiza-
se conidiéforos com fidlides e esporos.

FIGURA 7. Elétron-micrografia de varredura do parasitismo de Trichoderma harzianum sobre
Rhizoctonia solani.
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O hiperparasita requer alta umidade relativa do ar para o crescimen-
to sobre pustulas de ferrugem de Puccinia striiformis, sendo que a
condicdo 6tima de umidade é de 95 a 100%. Temperaturas entre 15 e
18°C sdo ideais para o bom desenvolvimento de V. lecanii sobre pUstulas
de P. striiformis, assim como altas intensidades de luz favoreceram o
parasitismo (Mondgen, 1981). O fungo é extremamente sensivel a irradi-
acdo ultravioleta (Conus & Melo, 1989), fato esse que pode impedir o
desenvolvimento normal quando ele é aplicado no filoplano de plantas.

Controle bioldgico. V. lecanii vem sendo descrito como hiperpa-
rasita de urediniosporos e tubos germinativos de fungos causadores de
ferrugens. Linhagens de V. lecanii produzem grandes quantidades de
proteases e quitinases em meio de cultura liquido (St. Leger etal., 1986a).

Leal & Villanueva (1962) observaram o ataque de V. lecanii sobre
urediniosporos de Hemileia vastatrix, Pucciniagraminis e Melampsora
sp. Segundo os autores, a desintegracdo dos urediniosporos ocorreu
devido a producdo de enzimas liticas.

V. lecanii foi descrito também como hiperparasita de Puccinia
striformis (Mendgen, 1981), Uromyces appendiculatus (Grabsky &
Mendgen, 1985), P. bordei, U.jabae e U. trifolii (Silveira & Rodrigues,
1972).

O hiperparasita é capaz de penetrar em espermécia e uredinios-
poros, mas raramente em teliésporos de ferrugens macrociclicas. Fato
este que impede, portanto, sua utilizacdo no biocontrole de ferrugens
macrociclicas de culturas agricolas cultivadas em casa-de-vegetacao.
Todavia, Srivastava et al. (1985) observaram colonizagdo de télio de P.
boriana em folhas de crisantemo (Chrysantbemum lencathemum) e
P. diantbi em folhas de cravo (Dianthus caryopbyllus L.). Em condi-
¢Oes controladas, Spencer (1980) obteve resultados significativos quanto
ao controle da ferrugem de cravo usando conidios de V. lecanii. O
namero de urédias por planta foi reduzido de 84 a 90% quando V.
lecanii foi aplicado conjuntamente com urediniosporos (Spencer &
Atkey, 1981).

Producado de inoculo. V. lecanii pode ser produzido em meios
de cultura, sélidos e liquidos. Esporos sdo produzidos com facilidade a
partir de micélio vegetativo em sementes de mileto. Apés crescimento
do fungo, as sementes sdo trituradas e 0s esporos sdo suspensos em
agua. Em meio de cultura liquido, o fungo chega a produzir mais de
102 esporos/litro de meio (Spencer, 1980; Spencer & Atkey, 1981).



58 CONTROLE BIOLOGICO

Algumas linhagens de V. lecanii produzem muitos blastésporos
em meio de cultura liquido e estes podem ser colhidos por centrifugacgéo,
secos e formulados. Esses esporos, no entanto, apresentam uma so-
brevivéncia extremamente curta, requerendo armazenamento em bai-
Xas temperaturas.

V. lecanii é comercializado em alguns paises com 0 nome de Mycotal
para controle de afideos e Vertalec para controle de mosca branca. Os
dois produtos sdo derivados de duas diferentes linhagens. Um outro
produto comercializado pela “Crop Genetics International” tem se
mostrado promissor em ensaios de campo para controle de nematoéides
gue atacam a cultura da soja (Rodgers, 1993).

Considerag0Oes gerais. Uma das principais limitagdes do uso de
V. lecanii em condicdes brasileiras estd relacionada as condicdes cli-
maticas de temperatura e umidade. O fungo se desenvolve melhor e
hiperparasita seus hospedeiros em baixas temperaturas, em torno de
18-22°C e com alta umidade relativa do ar entre 95-100%. CondigGes
estas que ocorrem somente em curtos periodos do ano em &reas pro-
dutoras de café, onde o fungo pode ser visto, naturalmente, parasitando
H. vastatrix. Desse modo, o hiperparasita ndo cumpre seu papel no
biocontrole, porque quando as condi¢Ges ambientais sdo ideais para o
desenvolvimento da ferrugem (H. vastatrix), ndo o sdo para seu pro-
prio crescimento.

V. lecanii apresenta crescimento micelial muito lento em meio sé-
lido, como também uma baixa producdo de conidios em meios semi-
sélidos e liquidos, o que limita a producéo de inéculo.

CONCLUSOES

Apesar do grande volume de trabalhos cientificos na area de con-
trole bioldgico de doencas de plantas, poucos produtos a base de
microrganismos sdo disponiveis no mercado. Algumas areas do co-
nhecimento, como a Biotecnologia e a Biologia Molecular sdo acessi-
veis para melhorar a eficacia de muitos biopesticidas, mas ha muitas
lacunas a serem vencidas no sentido de se alcancgar o pleno sucesso do
controle biologico em condigBes naturais de campo. Uma dessas lacu-
nas refere-se a um melhor entendimento sobre ecologia tanto dos
agentes de controle, como do proprio patdégeno-alvo. Fungos, por exem-
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plo, se desenvolvem melhor em solos menos imidos do que bactérias,
as quais sob tais condi¢des podem ser fracos antagonistas. No entanto,
bactérias como Bacillus, Pseudomonas e Streptomyces sdo 0s agentes
mais preferidos, dadas as suas caracteristicas peculiares de amplo es-
pectro de acdo, de produzirem antibidticos e, no caso de Bacillus, por
ser resistente aos fatores ambientes estressantes, como UV, dessecacdo
e altas temperaturas. Por sua vez, a luz solar, particularmente a luz UV,
e a temperatura podem limitar o uso de fungos no controle de doencgas
foliares. A irradiacdo UV pode reduzir a sobrevivéncia de conidios.

Devido a possiveis mutaces e contaminacdo de produtos bioldgi-
cos, eles deixam de cumprir sua finalidade maior e passam a diminuir
em eficiéncia e também em credibilidade perante os agricultores. A
instabilidade genética é inerente a organismos vivos. E bem conhecido
gue certos fungos e bactérias agentes de biocontrole, quando cultiva-
dos em fermentadores, podem perder caracteres genéticos importan-
tes ligados a patogenicidade ap0s sucessivos ciclos de reproducgdo in
vitro. E, pois, fundamental proceder observacdes detalhadas sobre tal
fendbmeno com o agente com que se esté trabalhando. Fungos do solo,
por exemplo, devem ser mantidos em solo esterilizado ou liofilizados,
ao invés de meios de cultura. Em organismos onde se tem comprova-
do perda de infectividade e/ou outras caracteristicas, € primordial pro-
ceder sempre & inoculagdo em meio de cultura utilizando-se material
da coldnia parental. Reisolamentos periddicos também devem ser fei-
tos, apos inoculacdo do organismo em seus respectivos hospedeiros.
O que se percebe é que o controle de qualidade de produtos biolégi-
cos deve ser extremamente rigido, e cuidado especial deve ser tomado
desde a producéo do in6culo até a formulagcdo e armazenamento.

Além das caracteristicas intrinsecas dos agentes de biocontrole,
muitos outros fatores tém limitado a comercializacdo dos biopesticidas.
Entre esses fatores encontram-se a suscetibilidade relativa de organis-
mos vivos aos fatores edaficos e mudancgas nas condigdes ambientais.

A exemplo do que ocorre no controle integrado de pragas, 0s
agentes de controle de doengas devem tolerar os pesticidas quimicos,
ou melhor, devem ser usados em conjunto onde os fungicidas quimi-
cos poderiam ser usados em dosagens reduzidas, associados a agentes
de biocontrole resistentes a esses mesmos fungicidas. Combinacdo de
agentes de biocontrole também pode ser usada para aumentar o nivel
de controle. T. harzianum e Pythium nunn foram combinados para
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reduzir a incidéncia de Pythium ultimum em pepino. Nelson et al.
(1986) mostraram que a atividade de Trichoderma contra Pythium foi
melhorada pela adicéo de lectina produzida por Enterobacter cloaceae.
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CONTROLE MICROBIANO

DE INSETOS-PRAGAS )
E SEU MELHORAMENTO GENETICO

Joao Lucio de Azevedo

INTRODUCAO

Os danos causados por insetos-pragas da agricultura, em plantas
cultivadas, sdo enormes e de dificil avaliacdo, especialmente em regi-
Oes tropicais. Os insetos competem com 0s seres humanos e outros
seres vivos na busca de alimentos, alem de serem os responsaveis pela
transmissdo de doengas em plantas e animais, inclusive na espécie
humana. Os insetos constituem o0 grupo mais numeroso dentre todos
0s seres vivos encontrados em nosso planeta, com uma estimativa de,
no minimo, seis milhdes de espécies existentes. Embora muitas delas
sejam Uteis e até mesmo indispensaveis para a manutencdo do equili-
brio bioldgico, outras causam severos prejuizos. O controle desses
insetos é feito, especialmente a partir dos anos 40, pelo uso de inseti-
cidas quimicos, o que é, sem davida, eficiente em muitos casos. Entre-
tanto, o uso em larga escala desses inseticidas quimicos, realizado muitas
vezes de uma maneira inapropriada, tem levado & emergéncia de resis-
téncia genética dos insetos a muitos deles, a semelhanca do que ocor-
reu e tem ocorrido com relagdo a resisténcia bacteriana aos antibioti-
cos e a resisténcia de fungos patogénicos a fungicidas. O uso de inse-
ticidas leva fatalmente também a desequilibrios bioldgicos causados
pela destruicdo de outros insetos Uteis, como os polinizadores e 0s
controladores naturais de pragas. Devido a isso, a situagdo com respei-
to aos insetos-pragas da agricultura em geral € agravada em anos sub-
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sequentes ao uso desses produtos. Finalmente, produtos quimicos séo,
em geral, téxicos inclusive para os aplicadores dos mesmos, 0 que
resulta em perda de vidas humanas. Com relacdo a emergéncia de
resisténcia de insetos a inseticidas, 0 nimero de espécies onde resis-
téncia ja foi constatada vem subindo constantemente. No final dos
anos 70 era de cerca de 350 espécies, chegando atualmente a milhares
de espécies. Em insetos que causam danos para a agricultura, resistén-
cia aos principais inseticidas utilizados ja foi constatada em pragas de
cereais, algod&o, hortalicas e plantas frutiferas entre muitos outros ve-
getais uteis. No setor de salde publica a situagdo também ¢ altamente
preocupante, pois resisténcia de anofelinos e outros vetores de doen-
¢as humanas aos inseticidas ja foi verificada em praticamente todo o
mundo. Isso vem resultando em um aumento de dezenas de vezes de
casos de doencas transmitidas por insetos como maléria, por exemplo.
Com relagdo ao envenenamento e morte causados por agroquimicos
no mundo, a Organizacdo Mundial de Saude vem divulgando nimeros
alarmantes, que envolvem até meio milhdo de seres humanos, o que,
em certos paises, € nimero superiore ao de Obitos causados por um
conjunto de doencas como malaria, tétano, poliomielite e difteria. As
vitimas sdo geralmente trabalhadores rurais com pouca experiéncia na
manipulagdo dos inseticidas e que ndo tém equipamentos e roupas de
protecdo ou que mesmo tendo a disposicédo essa protecdo, ndo a utili-
zam, especialmente em paises de clima tropical. Nesses paises, como €
o caso do Brasil, com condic¢6es climéticas distintas daquelas onde os
produtos foram desenvolvidos, e com culturas extensivas abrangendo
vastas areas agriculturaveis, a situacdo fica ainda mais dramética. Mui-
tas vezes os resultados ndo sao tdo favoraveis como os esperados e 0
processo torna-se inclusive antieconémico.

Apesar disso tudo, os produtos quimicos sdo ainda a principal
opcdo no combate a pragas agricolas e vetores de doencas. A situacéo
esta, entretanto, tornando-se incontrolavel, pois os problemas acima
mencionados estdo ficando mais graves. O desenvolvimento de um
novo inseticida é cada vez mais dispendioso, o que faz aumentar o
custo do insumo quando usado na agricultura, especialmente em gran-
des areas cultivadas. Os produtos, para funcionar bem, tém sua to-
xicidade aumentada e com isso tornam-se mais perigosos para 0 pes-
soal encarregado da sua aplicacdo. Também animais e pessoas que
ingerem esses produtos, seja através de alimentos contaminados, seja
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indiretamente, sofrem as consequéncias do uso abusivo e indiscriminado
de produtos quimicos na agricultura . Mesmo as normas de protecao
contra esses tipos de acidentes e os testes de seguranca empregados
tornam ainda mais elevado o custo de producéo e de aplicagéo racio-
nal dos inseticidas.

Uma alternativa viavel é o controle bioldgico de insetos, isto €, o
envolvimento de outros seres vivos para controlar insetos-pragas. Esse
controle pode ser feito de muitas maneiras e empregando diferentes
espécies, inclusive outros insetos controladores de pragas agricolas.
Entretanto, € o controle microbiano que vai ser abordado no presente
capitulo. O uso de microrganismos para o controle de insetos-pragas
da agricultura ndo é novo e vem sendo empregado, principalmente
apos os anos 70, devido aos problemas advindos da utilizagdo dos
inseticidas quimicos. Revisdes sobre o assunto ja existem em grande
namero, inclusive livros em portugués. Um livro altamente recomen-
dado para os leitores que desejarem mais informacgdes sobre o assunto
é o de Alves (1986, 1998). Tendo em vista a literatura existente ja
disponivel, o presente capitulo vai dar apenas uma rapida nog¢édo dos
grupos de microrganismos empregados no controle bioldgico, para
depois discutir as vantagens e desvantagens do ponto de vista ecolégi-
co e econbmico do controle microbiolégico. Finalmente serdo aborda-
das algumas técnicas e estratégias empregadas no melhoramento ge-
nético dos microrganismos utilizados no controle bioldgico.

PRINCIPAIS MICRORGANISMOS EMPREGADOS
NO CONTROLE DE INSETOS-PRAGAS DA AGRICULTURA

Muitos microrganismos sdo utilizados no controle de pragas da
agricultura destacando-se os virus, bactérias e fungos. Um resumo dos
mais utilizados vai ser apresentado em seguida salientando-se, como ja
mencionado, que mais detalhes podem ser encontradas em varias revi-
sdes sobre o assunto (Alves, 1986, 1992, 1998; Coutinho, 1996; Azeve-
do & Messias, 1985; Arantes & Azevedo, 1986; Lecuona, 1996).

Virus

Embora muitas viroses ocorram em insetos, € na familia Bacu-
loviridae que se concentram os mais importantes virus empregados no
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controle bioldgico. Esses virus tém sido usados efetivamente ha mais
de 50 anos. E nessa familia de virus que estdo aqueles que possuem
corpos de inclusdo visiveis ao microscopio 6tico ou aqueles que sdo
observaveis apenas por meio de microscopio eletrdnico. Os virus da
poliedrose nuclear (NPV) ocorrem em ortdpteros, neurdpteros, co-
ledpteros, himendpteros e lepiddpteros, entre outros. Os virus da
granulose (GV) sdo especificos para lepidopteros e os da poliedrose
citoplasmatica (CPV) ocorrem também em lepiddpteros, além de ou-
tros insetos.

Os virus contaminam os insetos por via oral sendo ingeridos junto
com 0Orgaos e tecidos foliares, principalmente folhas e caules. Detalhes
sobre os diferentes modos de aplicagéo, formulagbes mais apropriadas
e outros aspectos do controle microbiolédgico de insetos por virus po-
dem ser encontrados em Alves (1986, 1998) e Lecuona (1996).

Bactérias

Bactérias que produzem esporos e mesmo bactérias ndo-espo-
rulantes podem causar doencgas em insetos. As pertencentes ao géne-
ro Bacillus sdo as mais importantes para o controle bioldgico, sendo
o Bacillus popilliae utilizado desde a década de 30 no controle de
coledpteros. Outras espécies do mesmo género produzem cristais
protéicos que sdo tdxicos quando ingeridos por insetos. E o caso do
B. thuringiensis, mais conhecido como Bt, largamente empregado
contra certos dipteros, ortopteros, himenodpteros e principalmente
lepidopteros. Outras espécies como o B. cereus causam doengas em
coleopteros, lepidopteros e himendpteros e o B. sphaericus é muito
ativo contra mosquitos dos géneros Culex, Aedes e Anopheles. Outras
bactérias, além das do género Bacillus, sdo patogénicas facultativas
(Serratia marcescens) ou potenciais, como varias espécies dos géne-
ros Pseudomonas e Proteus.

As bactérias contaminam os insetos por via oral, multiplicam-se no
interior dos mesmos, e no caso de certos Bacillus produzem protoxinas
na forma de cristais. Os cristais atacados por proteases liberam toxinas
gue afetam os insetos com paralisia intestinal e suspensao da alimenta-
cdo. Maiores detalhes sobre aplicacdo de bactérias no controle biol6gi-
co podem ser encontradas nas mesmas referéncias ja mencionadas
para o caso dos virus.
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Fungos

Os fungos sdo os microrganismos mais frequentemente encontra-
dos atacando insetos. Estima-se que os fungos sejam responsaveis por
cerca de 80% das doencas de insetos (Coutinho, 1996). Um dos primei-
ros fungos entomopatogénicos descritos foi o Cordiceps sinensis em
1726, embora a patologia dos insetos por fungos sé viesse a ser estu-
dada com os trabalhos de Agostino Bassi que, alias, foi o primeiro
autor a demonstrar o ciclo patégeno-hospedeiro-patégeno, antes mes-
mo de Koch ter demonstrado seu postulado. No final do século passa-
do, Metshnikov utilizou pela primeira vez o fungo Metarhizium ani-
sopliae no controle biolégico de pragas agricolas. Sdo conhecidas atual-
mente mais de 700 espécies de fungos que atacam insetos. Entretanto,
é de se esperar que esse numero seja ainda muito maior, consideran-
do-se que insetos e fungos sdo os dois grupos mais nuMerosos entre
0s seres vivos. Uma lista de fungos que atacam insetos pode ser en-
contrada nos livros de Alves (1986, 1998) e Lecuona (1996). Dentre o0s
mais usados salientam-se os géneros Metarhizium, Beauveria, Verti-
cillium, Nomuraea, Hirsutella, Entomophthora e Asckersonia.

O processo de infeccdo do inseto pelos fungos é mais bem estuda-
do em certas espécies como o M. anisopliae e tem inicio pelo contato
dos esporos, os conidios, do fungo com a cuticula do inseto. Os esporos
aderem a cuticula, germinam e produzem filamentos, o micélio, cujos
segmentos ou hifas produzem estruturas diferenciadas, os apressorios,
que possuem a capacidade de penetracdo na cuticula do inseto tanto
mecanicamente como produzindo enzimas que auxiliam a penetragéo.
A cuticula do inseto tem duas camadas, a epicuticula e a procuticula,
seguindo-se a epiderme e a hemolinfa. A epicuticula contém lipideos e
proteinas mas ndo possui quitina que fica na forma fibrilar embebida
em proteina junto com lipideos e quinonas. Uma vez atravessando a
procuticula, o fungo atinge a epiderme e a hemolinfa, produzindo
blastosporos. Para maiores detalhes recomenda-se a revisdo de Clarkson
& Charnley (1996). No interior dos insetos, os fungos produzem toxi-
nas como as destruxinas, no caso de M. anisopliae, e colonizam todo o
hospedeiro. O inseto € entdo morto e no seu exterior desenvolvem-se
0s esporos ou conidios que liberados, sdo disseminados pelo vento,
agua ou contato com outros insetos. Fungos como o M. anisopliae
atacam mais de 300 espécies de insetos.
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Como no caso de bactérias e virus, ha excelentes revisGes sobre o
emprego de fungos no controle biolégico, incluindo as formas de apli-
cacdo, as formulacbes mais usuais e 0s processos de conservagao e
estocagem de fungos entomopatogénicos. Em especial recomendam-
se os recentes livros de Alves (1998) e Lecuona (1996).

EXEMPLOS DE EMPREGO DE MICRORGANISMOS
NO CONTROLE BIOLOGICO DE INSETOS

PRINCIPALMENTE NO BRASIL

O controle microbiano de insetos vem sendo empregado desde a
Antiguidade — embora de maneira empirica — pois 0s microrganis-
mos sO vieram a ser descritos ha trés séculos. Entretanto, a partir do
final do século passado e no atual, existem véarios exemplos de em-
prego de microrganismos no controle biolégico de insetos. Na déca-
da de 40, com a entrada dos compostos quimicos no mercado, 0 uso
do controle microbiano diminuiu para ressurgir no final dos anos 50
e inicio da década de 60, devido ao aparecimento de problemas pelo
uso de agroquimicos, especialmente o da resisténcia dos insetos aos
inseticidas mais usados. A partir dai, hd uma tendéncia de constante
aumento do uso do controle microbiano de insetos, devido as pres-
sOes cada vez maiores visando uma protecdo do ambiente contra
produtos quimicos que poluem e causam desequilibrios ecoldgicos.
Recentemente, nos EUA, constatou-se que residuos de 17 diferentes
inseticidas foram encontrados em aguas superficiais e subterraneas
de 23 estados americanos. O National Research Council dos EUA
acredita que cerca de 80% dos casos de cancer dietario provém de 10
inseticidas quimicos encontrados fregiientemente em alimentos. Os
gastos com produtos quimicos no controle de doencgas e pragas agri-
colas em todo o0 mundo sdo estimados em quase 6 bilhdes de ddla-
res, dos quais 2 bilhdes nos Estados Unidos. Por outro lado, s6 o
estado da Flérida perde por ano 2 bilh6es e meio de doélares por
perda de alimentos e compra de insumos para combate a pragas e
doencas, o que significa que patdgenos, pragas e plantas daninhas
custam para cada habitante da Flérida cerca de 250 dolares por ano.
O retorno, é verdade, é de cerca de 3 a 5 dolares para cada dolar
gasto na compra de agentes quimicos. No entanto, estima-se que o
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retorno pelo uso do controle bioldgico possa chegar a 25 dolares por
délar gasto em um periodo de 5 anos, e chegar a 30 dolares/délar
gasto apdés um periodo de 10 anos. S6 com insetos, as perdas mais
gastos com inseticidas por ano na Flérida sdo da ordem de 1,3 bi-
Ihdes de ddblares, ou seja, mais da metade do total, considerando-se
também fungicidas e herbicidas (Meeker, 1987). Exemplos no Brasil
mostram que no Nordeste as cigarrinhas-da-cana-de-agucar causam
severos prejuizos. S6 a Mahanarva posticata, a mais importante das
cigarrinhas da regido, causa 11% de perdas agricolas e 15% de perdas
no rendimento industrial (Alves & Lecuona, 1996). Ndo obstante, es-
ses dados e cifras assustadoras tanto em termos econdmicos como de
impactos negativos no ambiente, estima-se que do total de gastos
com produtos quimicos na agricultura apenas 2% representam gastos
com produtos de controle bioldgico, e desses 2% quase quatro quin-
tos sdo de produtos & base de um Unico microrganismo, o Bacillus
thuringiensis. Ha, entretanto, uma tendéncia de aumento do uso do
controle biolégico ndo apenas isolado, mas em associacdo com o0
controle quimico e outras praticas agricolas, com reducéo da quanti-
dade do agente quimico empregado. Esse manejo integrado de pra-
gas agricolas é bem discutido no livro de Crocomo (1990).

Exemplos de programas bem sucedidos de controle biologico
microbiano de pragas agricolas podem ser mencionados. Os paises
gue mais tém empregado o sistema sao Brasil, China e Russia, todos
com vastas areas agriculturaveis e com problemas econdmicos que
limitam o uso extensivo de agroquimicos. H4, porém, exemplos tam-
bém provenientes de paises do primeiro mundo, como EUA e Europa
Ocidental, onde as pressdes de ordem ecoldgica estdo cada vez mais
fortes contra 0 uso em larga escala de produtos quimicos. Talvez o
caso de maior sucesso registrado no mundo venha ocorrendo no Bra-
sil, pelo uso do Baculovirus anticarsia, um virus da poliedrose nuclear
(NPV) no controle da lagarta-da-soja, a Anticarsia gemmatalis. S&o
tratados anualmente 500.000 ha da cultura da soja com o virus. No
periodo 1989/90 chegou-se ao emprego do virus em cerca de 1 milhdo
de ha, com economia de mais de 50 milhdes de reais. O Centro Nacio-
nal de Pesquisa da Soja da EMBRAPA, em Londrina, no estado do
Parand, ja transferiu a tecnologia la desenvolvida para algumas empre-
sas privadas (Flores, S& & Moraes, 1992). Além das vantagens ébvias
em termos econémicos e ecoldgicos, a producao do Baculovirus pode
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ser feita pelos proprios agricultores a partir de lagartas mortas pelo
virus que sdo trituradas e depois pulverizadas na plantacdo. O proce-
dimento vem obtendo sucesso, e além dos beneficios com relacéo a
custo, eficiéncia e protecdo do ambiente, fornece ainda trabalho a
mao-de-obra ndo-qualificada que é empregada na coleta de larvas
mortas, formulacéo e aplicagdo do produto que, saliente-se, ndo causa
gualquer dano ao aplicador.

Outro virus, o Baculovirus erinnyis, um virus da granulose (GV) é
usado desde 1985 em lavouras de mandioca no controle do mandorova
da mandioca (Erinnys ellé) tanto na Bahia (cerca de 800 ha) como no
Parané (Pecoraro & Schmitt, 1992). Outro virus da poliedrose nuclear é
usado no controle da lagarta-do-cartucho-do-milho {Spodoptera fru-
giperdal) e foi desenvolvido pelo Centro de Milho e Sorgo da EMBRAPA
em Minas Gerais. Essa praga reduz a produtividade em cerca de 20%,
em média, com danos que podem chegar a 34%. SO para exemplificar,
na safra de 1990/91, quando foram produzidos 23 milhdes de tonela-
das de milho no Brasil, se fosse feito o controle de 100% dos danos
causados pela lagarta-do-milho, a producéo teria se elevado para 27
milhdes de toneladas, com pouco custo adicional e sem danificar o
ambiente. H& problemas com o tempo de atuacdo do virus na lagarta,
gue pode ser muito longo, ndo impedindo danos. Entretanto, logo no
inicio da infec¢do pelo virus a lagarta ja& comeca a diminuir sua taxa de
ingestdo (Valicente & Cruz, 1992). Além do Brasil, producdo em escala
piloto de virus contra Spodoptera litorallis estd sendo feita no Egito,
Tailandia e Quénia (National Research Institute, 1992).

Com relagdo a bactérias, o uso do Bt no Brasil cobre uma &rea de
150.000 ha (Alves, 1990) e varios produtos comerciais tém sido utiliza-
dos. Também no controle de mosquitos a EMBRAPA vem desenvol-
vendo trabalhos com B. thuringiensis var. israelensis para Aedes e
Simulidae (borrachudos) e B. sphaericus no controle de Culex e Ano-
pheles. Também prefeituras municipais em associacdo com laboraté-
rios de universidades e institutos de pesquisa tém produzido material
biolégico para controle de Aedes aeglptl transmissor da dengue. Ou-
tros paises, tanto na Africa como na Asia, usam em escala de experi-
mentos em campo o Bt no combate a Hellicoverpa armigera (National
Research Institute, 1992)

Entre os fungos controladores de insetos, os exemplos sdo nume-
rosos. O M. anisopliae era utilizado no Brasil, em cerca de 200.000 ha/
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ano no inicio da década atual, principalmente no controle de cigarrinhas-
da-cana-de-acgucar e das-pastagens. O programa mais conhecido de
controle biolégico com fungos no Brasil e possivelmente em todo o
mundo foi e continua a ser o do controle da cigarrinha-da-cana-de-
acucar no Nordeste brasileiro pelo uso de M. anisopliae. Os primeiros
resultados positivos foram obtidos em 1965, e dez anos mais tarde
foram iniciadas instalacBes de laboratérios regionais (Marques et al.,
1981). Também em cigarrinhas-das-pastagens o M. anisopliae é em-
pregado com estimativas de controle variando de 10 a 60% (Fontes,
1992), o que é razoavel, considerando-se que as cigarrinhas-das-pasta-
gens como Zulia e Deois produzem grandes prejuizos. De fato, as
cigarrinhas-das-pastagens podem causar até 50% de queda na produ-
cdo de leite e carne em rebanhos bovinos.

Uma interessante tabela apresentada por Alves (1990) mostra, den-
tre os 85 géneros de fungos entomopatogénicos ja descritos no Brasil,
os mais utilizados e o nivel de avanco nessa utilizacdo (Tabela 1).

Outros exemplos de controle bioldgico de insetos por fungos sédo:

1. Uso de Beauveria bassiana e B. amorpha no controle da praga
Cosmopolites sordidus que causa até 50% de queda de producédo de
bananas no Brasil, além de favorecer a entrada de patdgenos. O con-
trole com o fungo parece ser bastante eficiente (Batista Filho et al.,
1992).

2. Uso de B. bassiana e M. anisopliae contra térmitas usando-se 3-6 g
de conidios/termiteiro (Fernandes & Alves, 1991) podendo ser obtido
100% de eficiéncia, decorridos 3 meses da aplicacéo.

3. Uso de B. bassiana contra o bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus
grandis) pelo Centro Nacional de Pesquisa do Algodao da EMBRAPA
(Miranda, 1992).

4. Uso de M. anisopliae no controle do percevejo-do-colmo-do-arroz
(Tibraca lombartiventris) com reducdo de até 90% da populacdo dos
percevejos 20 dias apos a aplicacéo.

5. Uso de B. bassiana nos EUA contra pragas do algodoeiro. Os dados
experimentais demonstram uma producgédo de 851 libras/acre com uso
do fungo, 915 com inseticidas, 996 associando fungo e inseticidas e
apenas 167 libras/acre no controle sem inseticida ou fungo (USDA,
1994).
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6. Muitos outros exemplos podem ser citados, especialmente empre-
gando-se B. bassiana e M. anisopliae contra gorgulho-do-arroz, formi-
gas, gorgulho-da-cana-de-acUcar, pragas de citrus, seringueira, café etc.
Para maiores detalhes recomenda-se a leitura da revisdo de Alves &
Lecuona (1996).

TABELA 1. Fungos mais utilizados no Brasil em estudos basicos ou aplicados no controle biol6-
gico e nivel de avanco desses estudos (segundo Alves, 1990).

Fungo Utilizagdo em Nivel*
Aschersonia alegroides citrus 1
Beauveria bassiana café, cana, banana, outros 3
B. brongniartii cana-de-agucar 3
Conidiobolus obscurus trigo 0
Culicinomyces clavisporus pemilongos (mangues) 0
Entomophthora muscae estabulos, galinheiros 1
Zoophtum radicans caupi 2
Hirsutella thompsoni citrus 2
Langenidium giganteum pemilongos 0
Metarhizium anisopliae cana-de-agucar, pastos, outros 4
Nomuraea rileyi soja 2
Paecilomyces farinosus cana-de-agUcar, caupi, outros 2
Verticillium lecanii café, citrus 2

«0 - incipiente; 1 - estudos de laboratério e pequenos experimentos; 2 - ensaios de campo e pequena produgdo em
laboratério; 3 — ensaios de campo e producéo elevada; 4 — produto comprovadamente eficiente e comercializado.

Um levantamento sobre a forga de trabalho no Brasil atuando no
controle biolégico foi feito recentemente (Dias etal., 1994). Os autores
salientam a implantacdo de 10 programas de controle biolégico, tor-
nando o Brasil lider mundial na area. Por meio de um questionario
foram identificados 127 laboratérios envolvidos no Brasil com controle
bioldgico, onde trabalham 1280 pessoas, incluindo pesquisadores, téc-
nicos, alunos e estagiarios. A maioria dos trabalhos esta concentrada
em grupos de entomologistas, mas ha 35% das linhas mencionadas
envolvendo fungos, seguindo-se bactérias e virus. De fato, estamos
fazendo na presente revisdo, uma comparacio entre os trabalhos apre-
sentados nos principais congressos envolvendo controle microbiano
de insetos no Brasil. Esses dados revelam a estabilizagdo do numero
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de resumos apresentados nos ultimos anos com maior énfase em fun-
gos e bactérias, seguindo-se os virus. Dos fungos, B. bassiana é o mais
utilizado, seguindo-se M. anisopliae. Das bactérias salienta-se o B. thu-
ringiensis, seguindo-se B. sphaericus. Dos virus, destaca-se o da polie-
drose nuclear contra a lagarta-da-soja (Tabela 2).

TABELA 2. Numero de comunicacdes apresentadas em 3 congressos brasileiros envolvendo
controle biolégico, classificados de acordo com o microrganismo usado (porcentagem, entre
parénteses, apds o numero de trabalhos).

Microrganismo Congressos

A B C Soma
Fungos
Metarhizium anisopliae 13(27,1) 17(25,8) 7(25.0) 37(26,1)
Beauveria bassiana 22(45.8) 30(45,4) 11 (39,3) 63(44,4)
Outros 13(27,1) 19(28,8) 10(35,7) 42(29,6)
Total 48(40,3) 66(50,4) 28(50,9) 142(46,6)
Bactérias
Bacillus thuringiensis 40(80,0) 30(71,4) 16(80,0) 86(76,8)
Bacillus sphaericus 10(20,0) 12(28,6) 4(20,0) 26(23,2)
Total 50(42,0) 42(32,1) 20(36,3) 112(36,7)
Virus
NPV 21(100.0) 22(96,5) 7(100,0) 50(98,0)
Outros 0(0,00) 1(4,4) 0(0,0) 1(2,00)
Total 21(17,7) 23(17,6) 7(12,7) 51(16,7)
Total Geral 119 131 55 305

A - SICONBIOL 1994; B - SICONBIOL 1996; C - Congresso Brasileiro de Entomologia 1997

MELHORAMENTO GENETICO
NO CONTROLE BIOLOGICO DE INSETOS

Os microrganismos tém sido muito utilizados na producéo de anti-
bidticos, enzimas, vitaminas e aminoacidos, entre outros. Tém sido
também utilizados em processos de fixacdo bioldgica do nitrogénio,
degradacdo de poluentes e no controle biolégico de pragas e patdgenos.
Assim, da mesma maneira que plantas e animais superiores sdo me-
Ihorados geneticamente, também o0s microrganismos de interesse eco-
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némico tém sido submetidos a processos de melhoramento genético
visando a obtencdo de linhagens mais apropriadas para as finalidades
a que eles se destinam. Microrganismos usados no controle de insetos-
pragas podem entdo ser submetidos ao melhoramento genético. Evi-
dentemente, ndo existe uma férmula geral de melhoramento genético.
Cada microrganismo tem suas caracteristicas e usos proprios, e assim,
cada caso é um caso com peculiaridades proprias. Entretanto, existem
certas regras gerais que sdo sempre validas e que podem ser utilizadas
em um programa de melhoramento genético de microrganismos usa-
dos no controle biolégico. A primeira regra, em geral olvidada nestas
altimas duas décadas, quando novas e poderosas tecnologias de me-
Ihoramento genético foram introduzidas, € de que, sempre que possi-
vel, deve-se empregar em primeiro lugar, processos mais simples e
naturais, e depois de esgota-los, ai sim, partir para os mais sofisticados
e mais dispendiosos. Embora esses ultimos possam também originar
linhagens de valor, eles muitas vezes sdo de dificil adaptacdo em um
ambiente competitivo, como € o caso do meio de atuagdo de microrga-
nismos usados no biocontrole. Nesse caso, 0 microrganismo tem que
ser altamente competitivo, diferentemente do que ocorre em outros
processos, como nas fermentacdes industriais bem controladas, onde
um Unico microrganismo geneticamente modificado é introduzido em
fermentadores, sem outros microrganismos e em condic¢Oes ideais de
cultivo. E por isso que no biocontrole por microrganismos, muitas
vezes processos de melhoramento mais simples tendem a ser mais
eficientes, embora, como sera visto, também as modernas tecnologias
encontrem o seu lugar e tenham sido utilizadas com potencial ou com-
provado sucesso.

No melhoramento genético, o melhorista sempre utiliza a variabili-
dade genética existente na espécie a ser melhorada. Sem ela ndo exis-
te, obviamente, a possibilidade de se conseguir linhagens que sejam
superiores a ja existente. A variabilidade € o fruto das mutagdes, ou
seja, de modificacBes permanentes no material genético dos seres vi-
VOSs e que sdo transmitidas de ascendentes para descendentes. Além da
mutacdo, a recombinacdo € outro mecanismo que amplia a variabilida-
de. Assim, selecdo de formas ji existentes na natureza, indugdo de
mutacdes e processos de recombinacdo, sejam eles naturais ou artifi-
ciais sdo métodos de melhoramento que, usados individualmente ou
em conjunto, levam a obtencgdo de linhagens microbianas melhoradas
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geneticamente. O que sera assunto neste capitulo é apenas um esbogo
da filosofia do melhoramento genético. Mais detalhes podem ser en-
contrados em outros dois capitulos deste volume, o de Paccola-Meirelles
(1998) e o de Valadares-Inglis et al. (1998).

Selecgéo

E muito comum pensar que um Gnico ou um pequeno nimero de
isolados de um mesmo microrganismo representa um padréo da espé-
cie. Este é um engano que, se ndo for corrigido no inicio, pode levar a
um programa de melhoramento pouco eficiente. Como exemplo, a
linhagem original de Penicillium chrysogenum isolada por Fleming
produzia menos de 2 jxg de penicilina por mililitro de meio de cultura.
Se um programa de melhoramento fosse iniciado com esse isolado
sem que fossem procurados antes outros isolados da mesma espécie
na natureza, alta producdo de penicilina seria conseguida com muito
mais dificuldade. De fato, uma busca de outras linhagens explorando a
variabilidade existente na natureza resultou na obtencéo de uma linha-
gem encontrada em um meldo nos Estados Unidos, que ja dava um
aumento de producdo cerca de 100 vezes maior que a linhagem origi-
nal isolada por Fleming. Da mesma forma, em organismos ento-
mopatogénicos, o primeiro microrganismo isolado atacando um inse-
to-praga ndo é necessariamente o melhor. Uma busca de muitos outros
tem que ser realizada e, quase com certeza, isolados mais apropriados
que o primeiro obtido v&o ser encontrados. E essa uma busca aprovei-
tando a variabilidade natural ja existente, selecionando-se entre cente-
nas ou milhares de isolados, os mais apropriados. O processo tem sido
empregado com muitos microrganismos de valor biotecnoldgico, in-
cluindo-se os de interesse no controle biol6gico. Um exemplo da varia-
bilidade encontrada para diversas caracteristicas pode ser observado
na Tabela 3, para diferentes isolados do fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliae. E claro que nem sempre todas as qualidades
que se desejam sdo encontradas em um mesmo isolado. E necessério,
assim, ir-se montando um banco de germoplasma de uma ou mais
espécies. Esse banco sera muito Gtil nas préximas etapas do melhora-
mento genético, como sera visto mais adiante. A manutencdo de um
banco de germoplasma exige que sejam estudados e conhecidos os
modos de preservacdo de cada espécie que faz parte do banco.
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TABELA 3. Variabilidade para diferentes caracteristicas em 4 linhagens de Metarhizium anisopliae
(Segundo Azevedo et al., 1986, modificado).

Linhagens Caracteristicas*

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A4 ++ 215 3,1 44 114 19 0,7 0,7 0,5 0,8 4 6
C + 14,0 2.8 11 18 9 1,0 0,7 0,7 0,6 5 12
E9 +++ 12,0 2,8 183 253 30 0,7 0,7 0,7 0,8 5 30
K ++ 11,5 2,8 1 7 5 1.0 0,8 0,8 0,5 4 3

1 - eficiéncia em atacar insetos (+ = baixa; ++ = média; +++ = alta).

2 - volume médio do conidio em m3.

3 - crescimento da coldnia em meio de cultura (diametro em cm).

4 até 6 — producgao de conidios x 10 em: 4 - auséncia de luz; 5 - luz azul; 6 - luz amarela.

7 a 10 - producédo de enzimas medida em placas pelo diametro de colénias/diametro do halo de degradacéo.
7 - amilases; 8 - lipases; 9 - quitinases; 10 - proteases.

11 - nimero de bandas em eletroforese isoenzimatioa (esterases).

12 - porcentagem de sobrevivéncia para a mesma dose de luz ultravioleta.

Também é importante, além de verificar e conservar a variabilida-
de j& existente, ver se ela se mantém, ou seja, se é estavel e se transmi-
te aos descendentes. Um exemplo de estudo desse tipo pode ser en-
contrado em M. anisopliae para atividade proteolitica encontrada pela
capacidade de degradar caseina e elastina por filtrados de cultura dos
isolados. Constatou-se no caso uma alta herdabilidade para a carac-
teristica estudada, indicando que ganhos substanciais podem ser con-
seguidos por selecdo e reproducéo clonal (Braga etal., 1994).

Uma maneira de se fazer o isolamento para explorar a variabilida-
de natural no caso de microrganismos entomopatogénicos € coletar
insetos atacados de diferentes regides, e mesmo a partir de insetos
ndo-alvos. Assim, eles podem atacar insetos de outras regides as vezes
com maior eficiéncia. E claro que se eles ja existem em regides onde o
inseto estd causando danos, as linhagens la existentes ndo sdo tao
eficientes, pois ndo estdo conseguindo debelar a praga. Um exemplo
interessante é o do fungo Entomophaga maimaga, um patégeno do
lepidéptero Lymantria dispar, que isolado no Japéo, foi introduzido
nos Estados Unidos por volta de 1910. Em 1989 esse fungo iniciou uma
epizootia, e no ano seguinte ja atacava larvas de insetos-pragas de 10
estados norte-americanos. A partir dai tem sido introduzido, com su-
cesso, em outras areas (Hajek et al., 1990).
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Mutacéao

Uma vez explorada e praticamente esgotada a variabilidade natu-
ral, e isoladas e conservadas as linhagens mais apropriadas, pode-se
pensar em um processo para aumentar a variabilidade por meio de
mutacdes induzidas. Véarios sdo 0s agentes mutagénicos que tém sido
empregados para induzir mutantes tais como a luz ultravioleta, os raios
gama, agentes quimicos como a nitrosoguanidina, o acido nitroso, 0s
anadlogos de bases nitrogenadas e muitos outros (para revisdo, ver
Azevedo, 1985, 1998). Pela facilidade de ser encontrada em laborat6-
rios, eficiéncia, simplicidade e seguranga no uso, a luz ultravioleta é
recomendada para inducdo de mutacBes. Assim, se for necessario ob-
ter um fungo entomopatogénico resistente a um fungicida como o
benomil, por exemplo, a irradiagdo com doses apropriadas de luz
ultravioleta e semeadura dos conidios irradiados em meio com o
fungicida, aumenta e facilita a obtencdo dos mutantes requeridos. Tam-
bém o mesmo procedimento pode ser usado para se obter bactérias
resistentes a antibioticos, onde a irradiagdo de células e semeadura em
meio com o agente seletivo, no caso um antibiotico, vai, com certeza,
resultar no crescimento de mutantes resistentes. A grande maioria dos
mutantes para diferentes caracteristicas como coloracdo, resisténcia e
auxotrofia em M. anisopliae que permitiram a detecgcdo do ciclo
parassexual e outras particularidades genéticas da espécie, foram
conseguidas com inducédo de mutantes com luz ultravioleta (Messias &
Azevedo, 1980; Azevedo etal., 1986; Kava-Cordeiro etal., 1995). Ja em
Beauveria bassiana a luz ultravioleta nédo foi apropriada, sendo substi-
tuida pelos raios gama como indutores de mutacao (Paccola-Meirelles
& Azevedo, 1991). A nitrosoguanidina é também um excelente
mutagénico, mas possui alguns defeitos como ser extremamente toxi-
Cco e, portanto, perigoso para se manipular e ser tdo potente que, além
da mutacdo que se quer, podem ser introduzidas outras indesejaveis
(Heale et al., 1989).

E interessante que, algumas vezes, perca-se tempo com técnicas
sofisticadas para se obter um resultado que seria facilmente obtido por
mutagdo espontanea ou induzida. Goettel et al. (1989), por exemplo,
para obter linhagens de M. anisopliae resistentes ao fungicida benomil,
introduziram por transformacdo o gene de benomil retirado de outro
fungo, o Aspergillus nidulans. Muito mais apropriado seria isolar mu-
tantes diretamente do proprio fungo, ou espontaneamente, ou por
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inducdo com agentes mutagénicos, como j& havia sido feito com faci-
lidade para 0 mesmo M. anisopliae (Santos & Azevedo, 1982).

Atualmente, as técnicas de obtencdo de mutantes foram enriquecidas
pela “mutacdo sitio-dirigida”. Nesse caso, 0 gene que se deseja modifi-
car € sintetizado ou isolado de um microrganismo e nele introduzidas,
in vitro, as modifica¢Bes dos nucleotidios que necessitam ser trocados
para codificar a cadeia polipeptidica que se deseja. A introducéo desse
gene modificado, substituindo-se o original, vai produzir um microrga-
nismo mutado de acordo com o que se quer. Este processo transforma
um processo empirico de obtencdo de mutantes em outro muito mais
racional e dirigido. Infelizmente o processo é trabalhoso e requer que
0 gene a ser modificado seja conhecido, isolado ou sintetizado, mani-
pulado e retornado com sucesso ao hospedeiro que se quer modificar,
0 que ainda nem sempre € possivel. Para mais detalhes sobre a técni-
ca, recomenda-se o livro de Primrose (1987).

RECOMBINACAO: CICLO SEXUAL E PARASSEXUALIDADE

Recombinacédo Sexual

A existéncia de linhagens coletadas da natureza e conservadas em
um banco de germoplasma, além de mutantes obtidos espontaneamen-
te ou induzidos, constitui um valioso material que pode ser usado para
combinar caracteristicas favoraveis encontradas em diferentes linhagens,
em uma Unica. Para que isso seja possivel, torna-se necessaria a existén-
cia de um sistema de recombina¢do. Em microrganismos, processos se-
Xuais sdo encontrados tanto em bactérias (conjugacdo) como em fungos
(ciclo sexual). Esses processos existem em alguns microrganismos
entomopatogénicos. As caracteristicas dos processos sexuais em fungos
e bactérias podem ser encontradas em varias revisdes, inclusive em por-
tugués (Azevedo, 1985, 1987, 1998). Infelizmente, entretanto, é apenas
uma minoria de fungos usados no controle biolégico que possui o ciclo
sexual. Nesses casos, processos parassexuais tém que ser utilizados.

Processos Parassexuais

Alternativas do sexo, como transformacéo e transdugdo, ocorrem
em bactérias. Também os fungos possuem uma alternativa do sexo, o
ciclo parassexual, e esse ciclo é de grande utilidade no melhoramento
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dos chamados deuteromicetos ou fungos imperfeitos. As mesmas revi-
sOes citadas acima na recombinagdo sexual podem também ser con-
sultadas para se ter maiores detalhes destas alternativas do sexo em
microrganismos. Assim, a descoberta do ciclo parassexual em M. ani-
sopliae foi feita no Brasil por Messias (1979) e Messias & Azevedo
(1980), bem como em B. bassiana por Paccola-Meirelles & Azevedo
(1991, 1994). Isto tem permitido a obtencdo de recombinantes com
utilidade no controle biolégico para essas espécies. Entretanto, podem
haver dificuldades quando se pretende combinar duas caracteristicas
desejaveis em um mesmo fungo, como por exemplo, perda de pato-
genicidade devido ao rompimento de agregados génicos importantes
(Heale et al., 1989). Essa perda de patogenicidade pode, entretanto,
ser recuperada por novos ciclos de recombinacgéo e selecao.

Uma importante caracteristica descrita tanto em M. anisopliae como
em B. bassiana é de que dipldides, tipicos do ciclo parassexual, ndo
sdo encontrados, embora conidios recombinantes ocorram em
heterocarios. O fenbmeno ja havia sido constatado em outros fungos
como o Aspergillus niger e recebeu o nome de parameiose (Bonatelli
Jr. et al., 1983). Em M. anisopliae a parameiose é detectada tanto m
vitro (Azevedo, 1985; Bagalhi et al., 1991) como no interior dos inse-
tos, quando linhagens auxotréficas liberam conidios prototroficos (Heale
etal., 1989). Foi também constatado que heterocarios entre linhagens
de M. anisopliae resultaram em conidios recombinantes com maior
eficiéncia de atacar insetos (Bagalhi, 1986).

Outro processo que permite recombinacéo tanto em fungos como
em bactérias entomopatogénicas é o da transformacgdo. Nesse caso, 0
DNA extraido de uma linhagem pode ser introduzido em outra, levan-
do uma ou mais caracteristicas genéticas que sdo entdo introduzidas
na segunda linhagem. Exemplos de transformacdo em M. anisopliae
sdo encontrados em varios trabalhos como os de Goettel et al. (1989)
e especialmente em Bogo etal. (1996b), que ensaiaram varios proces-
sos de transformacéo na introducao do gene para resisténcia ao benomil,
concluindo que a transformacdo por biolistica é a mais eficiente, pro-
duzindo de 32 até 201 transformantes/|ig de DNA e obtendo até 90%
de estabilidade do gene introduzido nos recombinantes. Mais recente-
mente, Bogo et al. (1996a) detectaram virus de RNA em linhagens
patogénicas de M. anisopliae. Isto pode abrir alguma possibilidade de
transferéncia de caracteristicas genéticas via micovirus.
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FUSAO DE PROTOPLASTOS

Entre os varios processos de recombinacdo descritos em microrga-
nismos nos anos 70, um deles foi o da fusdo de protoplastos. Embora
protoplastos, isto €, células desprovidas de parede celular sejam co-
nhecidas hd mais tempo, sua regeneracdo e fusdo em larga escala so
foi conseguida apds o uso de uma droga fusogénica, o polietilenoglicol
ou PEG. Atualmente é facil produzir e fundir protoplastos pelo uso de
PEG ou de eletrofusédo. Entre as revisdes sobre fusdo de protoplastos e
sua utilizacdo no melhoramento genético podem ser citadas as de
Peberdy & Ferenczy (1985) ou em portugués a de Azevedo (1998). Foi
usando essa técnica que Silveira & Azevedo (1987) foram capazes de
mostrar a possibilidade de cruzar linhagens incompativeis de M. ani-
sopliae e demonstrar a alta variabilidade conseguida entre os re-
combinantes instaveis derivados dos produtos de fusdo.Recombinantes
também foram obtidos do mesmo modo em B. bassiana (Paccola-
Meirelles & Azevedo, 1994).

Uma técnica usada com sucesso empregando-se fusdo de pro-
toplastos foi a do “doador morto”, onde uma linhagem selvagem pode
ser inativada pelo calor e cruzada com linhagem auxotréfica. A linha-
gem inativada pode transferir DNA para a outra e recombinantes po-
dem ser selecionados em meio minimo. Outras marcas, como de resis-
téncia a fungicidas, podem também ser empregadas (Heale etal., 1989).

A fusdo de protoplastos € um processo de melhoramento que deve
ser empregado quando existem linhagens incompativeis e que, por-
tanto, ndo podem ser recombinadas pelo ciclo sexual, se existente, ou
pelo ciclo parassexual. E também um processo que permite a fusdo e
recombinacdo de espécies ou até géneros distintos de fungos com
possibilidade de recuperacdo de recombinantes.

A TECNOLOGIA DO DNA RECOMBINANTE (TDR)

Também chamada popularmente de Engenharia Genética, esta é
uma técnica que permite a manipulacdo in vitro do DNA, quebrando
barreiras de incompatibilidade e permitindo que genes de uma espé-
cie e até de um Reino diferente sejam introduzidos em hospedeiros,
incluindo ai microrganismos entomopatogénicos. Sdo muitas as revi-
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sdes sobre os detalhes da tecnologia do DNA recombinante (ver por
exemplo Astolfi Filho et al., 1985; e capitulo 7 deste volume). Dessa
maneira, serdo mencionados apenas alguns exemplos ilustrativos da
tecnologia para demonstrar sua potencialidade no melhoramento ge-
nético de microrganismos usados no controle bioldgico de insetos.

Exemplos da TDR no Melhoramento
de Bactérias Entomopatogénicas

Até o momento, os principais exemplos da utilizacdo dessa
tecnologia encontram-se na bactéria B. thuringiensis. Varios genes de
producdo das toxinas responsaveis pela morte de insetos, localizados
na maioria em elementos extracromossdmicos, os plasmideos ja foram
clonados em B. thuringiensis, inclusive a partir de linhagens brasilei-
ras (Arantes et al., 1990) e muitos ja foram também seqlenciados. A
partir destes dados, foi possivel a tentativa de transferir genes de pro-
ducdo de toxina para outras bactérias como Pseudomonasfluorescens
que, colocada no solo, foi usada para eliminar insetos ai existentes. Em
seguida, tentativas foram e continuam a ser realizadas para controlar
insetos transferindo gene produtor de toxina, do B. thuringiensis para
bactérias endofiticas, isto é, aquelas que existem no interior de plantas.
A transferéncia destes genes para uma bactéria endofitica de milho, a
Clavlihacter xylii deu resultados promissores no controle de insetos,
embora a quantidade de toxina produzida ainda seja insuficiente para
permitir um controle eficiente. Resultados de alto valor aplicado tém
sido, entretanto, conseguidos pela transferéncia de genes de toxinas
de B. thuringiensis diretamente para a planta, o que ja foi conseguido
em batata, fumo, algodao, tomate e muitos outros vegetais (ver capitu-
lo 7 deste volume). Outra bactéria que vem sendo usada em termos de
novas tecnologias é o Bacillus sphaericus, que também produz protei-
nas toxicas para insetos, cujos genes estdao em plasmideos ou no cro-
mossomo. Transferéncia de seus genes de toxinas para uma bactéria
aquatica, a Caulohacter crescentus, foi empregada visando controle
bioldgico de larvas de insetos, como mosquitos (Thanabalu etal., 1992).

De modo geral, pode-se dizer que destes estudos, alguns resulta-
dos interessantes vém sendo obtidos com a descoberta de que, se
certos genes de producgdo de toxinas sdo colocados na mesma bacté-
ria, ocorrem sinergismos surgindo propriedades novas nas toxinas
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(Tabashnik, 1992). Estudos tém também indicado que certos genes de
producdo de proteinas tipo chaperonas protegem as endotoxinas de
degradacdo dentro de bactérias. Mais detalhes sobre os estudos de
tecnologia do DNA recombinante em bactérias podem ser encomra-
dos na revisdo de Pietrantonio et al. (1996 ). De modo geral, entretan-
to, pode-se concluir que as novas tecnologias estdo contribuindo para
produzir microrganismos potencialmente Uteis no controle biolégico.
Especialmente o processo de melhoramento genético, visando produ-
céo de plantas transgénicas resistentes a insetos pela transferéncia de
genes codificadores de toxinas provenientes de bactérias ja resultou
em variedades comerciaveis, embora surjam problemas de resisténcia
dos insetos as toxinas, 0 que, porém, pode ser contornado de Vérias
maneiras (ver Azevedo, 1998a). De qualquer modo, essas tecnologias
estdo contribuindo para obtencdo de produtos de controle bioldgico
gue poderdo reduzir o uso de agroquimicos.

Exemplos da TDR no Melhoramento
de Virus Entomopatogénicos

Os virus, devido ao pequeno tamanho de seu genoma, sdo muito
apropriados a manipulacéo pelas novas tecnologias. Uma das dificulda-
des do emprego de virus no controle de insetos é a lentiddo com que se
processa a morte dos insetos atacados. Um programa de melhoramento
de virus, de tal modo que o periodo de tempo decorrido entre a infec-
cdo até a morte do inseto fosse reduzido, seria muito importante. Em
Baculovirus certos genes como os de toxinas, alguns horménios ou
enzimas que afetam o inseto atacado tém produzido resultados anima-
dores. Em Baculovirus da poliedrose nuclear Autographa californica a
introducdo de um gene de veneno de escorpido causou modificagdes
no ataque de insetos, reduzindo o tempo de mortalidade (Stewart etal.,
1991; Cory et al.,, 1994). Enquanto os controles (virus sem o0 gene do
escorpido) inoculados em Aedes aegypti foram ineficientes, a inoculagao
do virus modificado deu 100% de mortalidade em 96 horas (ver revisao
de Carlson et al., 1995). Além do gene de veneno de escorpido, outros
genes como de ecdisona ou de horménio juvenil, carregado por virus,
podem bloquear o desenvolvimento do inseto. Outra estratégia que esta
sendo buscada € a de usar transposons que se espalham em populacées
de insetos, como acontece com o elemento transponivel P de Drosophila
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melanogaster. Se esse transposon levar um gene que inativa insetos, ele
podera ser Util no controle biolégico. Mais detalhes podem ser encontra-
dos na revisdo de Pfeifer & Grigliatti (1996).

Exemplos da TDR no Melhoramento
de Fungos Entomopatogénicos

Infelizmente, em comparacdo com o0s virus e bactérias, o progres-
so no melhoramento de fungos entomopatogénicos tem sido bem menos
acentuado, o que é compreensivel considerando-se 0 tamanho e a
complexidade do material genético dos fungos em relagdo ao de virus
e bactérias. Técnicas de transformacdo em fungos entomopatogénicos
tém sido melhoradas constantemente (Bogo etal., 1996b) e genes tém
sido clonados nestes fungos, desde o inicio desta década por St. Leger
etal. (1992); Barreto etal., 1995; Valadares & Peberdy (1995); Valadares
et al. (1997), entre outros. Mais recentemente, St. Leger et al. (1996a)
tentaram aumentar a velocidade de mortalidade de insetos atacados
por M. anisopliae colocando cépias adicionais de um gene, o Prl, que
codifica uma protease que degrada a cuticula de insetos. Assim, essa
proteina foi superproduzida constitutivamente na hemolinfa de
Manduca sexta ativando o sistema de profenol oxidase. A combinagao
dos efeitos causou reducdo de 25% do tempo de morte dos insetos e
reducdo de 40% na quantidade de alimento ingerido em relacédo ao
controle. Outro gene estudado em M. anisopliae foi o Pr2, que produz
uma proteinase envolvida na patogenicidade (St. Leger et al., 1996c¢).
Também quitinases extracelulares sdo sugeridas como fatores de viru-
Iéncia em fungos entomopatogénicos. Novamente, St. Leger et al.
(1996b) estudaram a producgédo de quitinases de 3 fungos, frente a
diferentes substratos. Puderam assim constatar os niveis de producéo
das enzimas durante a penetracdo do fungo no hospedeiro. Esses ni-
veis parecem aumentar, dependendo do acesso ao substrato. Todos
esses dados podem levar a estratégias positivas para o melhoramento
genético de fungos para um controle bioldgico mais efetivo.

Entretanto, na penetracdo do fungo no inseto e patogenicidade
sdo muitos 0s genes atuantes, além dos ja citados, como 0s que produ-
zem carboxipeptidases, N-acetilglucosaminidase, cisteina endoprotease
e muitos outros. Assim, qualquer tentativa de melhoramento € bastan-
te complexa e de resultados ainda limitados. Para uma revisdo do
assunto sugere-se consultar Clarkson & Charnley (1996).
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Outras AplicacOes da TDR e Técnicas Dela Derivadas
no Controle Biolbgico

Além da tecnologia do DNA recombinante, outras técnicas que
resultaram do notavel avanco da biologia molecular podem ser empre-
gadas na identificacdo, caracterizacdo, mapeamento genético e estima-
tiva da biodiversidade existente dentro de espécies de interesse no
controle biolégico. Todas elas sdo de inegavel valor também para o
melhoramento genético.

Uma dessas técnicas € a de caracterizagdo de linhagens por padrdes
eletroforéticos, isoenzimaticos ou zimogramas como utilizado por De
Conti et al. (1980) e Sosa Gomes & Alves (1983) para M. anisopliae.
Entretanto, os resultados obtidos apresentam variagbes com modifica-
¢des do meio-ambiente, idade da cultura analisada, tipo de estrutura
gue esta sendo analisada, entre outros fatores (Penalva da Silva & Aze-
vedo, 1983)- Existem atualmente diferentes técnicas de analise direta do
DNA que séo conhecidas por siglas tais como RFLP e RAPD, que s&o as
mais comumente usadas. Detalhes dessas técnicas e seus empregos po-
dem ser encontradas em Maurer etal. (1996); Fungaro & Vieira (1998) e
Azevedo (1998a). Foi por meio da técnica de RFLP que Walsh et al.
(1990) e Hajek et al. (1990) puderam concluir que a linhagem de
Entomopbaga maimaga encontrada nos Estados Unidos atacando o in-
seto Lymantria dispareva. proveniente de linhagem japonesa introduzida
em 1910 nos Estados Unidos. Essa técnica permitiu também a anélise de
DNA mitocondrial de Metarhizium caracterizando-se isolados tanto de
M. anisopliae como M. flavoviride. Bridge et al. (1993) e Typas et al.
(1992) por meio dessa técnica puderam distinguir entre Verticillium lecanii
entomopatogénicos e fitopatogénicos. Por sua vez, com a técnica de
RAPD, Stringman & Mackay (1993) distinguiram duas variedades do fun-
go entomopatogénico Hirsutella, a H. longicolla e H. comuta. No Bra-
sil, Fungaro et al. (1996) utilizaram RAPD para demonstrar que M.
anisopliae isolados de diferentes regibes possuem padrbes de RAPD
semelhantes se provenientes da mesma espécie de inseto, mostrando
que existe provavel correlacdo entre determinados genotipos do patégeno
gue sdo hospedeiro-especificos.

Finalmente, uma outra técnica que utiliza o DNA para caracteriza-
cdo de isolados, linhagens, ragas e espécies € a da separacdo de cro-
mossomos por eletroforese em campo pulsado. Detalhes da mesma
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podem ser encontrados em Pizzirani-Kleiner & Azevedo (1989). Ela ja
foi empregada com sucesso em alguns fungos usados no controle de
insetos como M. anisopliae (Kava-Cordeiro et al., 1993), demonstran-
do no caso alta variabilidade cromossémica na espécie.

Todas essas técnicas, aléem de caracterizar bem os isolados e linha-
gens ou mesmo variedades dentro de espécies, sdo importantes auxi-
liares do melhoramento genético, pois permitem que em cruzamentos,
linhagens mais ou menos varidveis sejam empregadas, conforme o
gue se quer obter. Também como as linhagens possuem padrdes bem
definidos identificados por essas técnicas, elas podem ser aplicadas
em campo e recuperadas de insetos atacados, sendo assim possivel
distinguir linhagens aplicadas deliberadamente em uma éarea, de ou-
tras ja& naturalmente existentes ali. Finalmente, esses marcadores sao
de valor 6bvio em caso de patentes e disputas forenses.

PERSPECTIVAS DO MELHORAMENTO GENETICO
NO CONTROLE BIOLOGICO

O melhoramento genético de microrganismos empregados no con-
trole bioldgico de insetos, como visto, tem utilizado técnicas desde as
mais simples como busca e selecdo de isolados mais apropriados, até
as modernas tecnologias. De modo geral, as técnicas mais naturais
tém-se prestado melhor a esse tipo de melhoramento pois, como ja
citado, o microrganismo melhorado é, no caso de biocontrole, utiliza-
do em espaco aberto, competindo ferozmente com outros |4 existen-
tes. Assim, como esperado, se ele ndo for altamente adaptado a essas
condicdes, ele fatalmente 14 ndo permanecerd. Um exemplo tipico é o
dado por St. Leger et al. (1996a) que produziram por tecnologia do
DNA recombinante uma linhagem de M. anisopliae mais eficiente no
ataque aos insetos, reduzindo seu tempo de morte, mas que era inca-
paz de se disseminar a partir de insetos infectados. Os autores tentam
valorizar essa modificacdo indesejavel salientando que ela seria vanta-
josa por impedir que um agente manipulado geneticamente fosse es-
palhado no ambiente. Fica evidente, entretanto, que nesse caso, a ma-
nipulacdo genética em M. anisopliae retirou de um fungo usado no
biocontrole uma das vantagens mais importantes desse tipo de contro-
le, qual seja, a disseminacdo e manutencdo de esporos de fungos no
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ambiente. Por outro lado, Bagalhi (1986) chegou a obter linhagens de
M. anisopliae com reducé@o do tempo de mortalidade de insetos ataca-
dos, pelo menos em bioensaios, com um método muito menos sofisti-
cado e menos dispendioso, qual seja, o de realizar cruzamentos entre
linhagens e infectar com um conjunto de recombinantes (composto)
os insetos dos quais os isolados de fungos mais aptos eram seleciona-
dos. Esse exemplo apenas indica que métodos tradicionais ndo podem
ser esquecidos no melhoramento genético mas, por outro lado, néo
significa também que resultados favoraveis ndo sejam obtidos com 0s
processos mais sofisticados de melhoramento, como alids exemplos
citados acima estdo a demonstrar. Entretanto, para caracteres multi-
génicos, como é o caso de patogenicidade, a técnica do DNA recom-
binante ainda estd longe de produzir resultados de aplicagdo imediata,
embora estudos nesse sentido possam levar a um maior conhecimento
dos processos de infeccdo, como j& salientavam Heale et al. em 1989.
Seguramente essas metodologias estdo em constante desenvolvimen-
to, e é de se esperar que problemas menores possam ser sobrepuja-
dos. Possivelmente apGs a virada do século ja deverdo existir diversos
produtos oriundos das novas tecnologias disponiveis no mercado.

Por fim, alguns pontos de ataque no melhoramento genético de
microrganismos entomopatogénicos podem ser mencionados. Em pri-
meiro lugar, o processo de adesdo do fungo ao inseto tem que ser
melhor estudado e suas particularidades esclarecidas, pois sabe-se que
linhagens pouco ativas tém pouca adesdo. Outras caracteristicas que
podem ser melhoradas sdo: alta porcentagem de germinacéao de conidios
de fungos entomopatogénicos, maior atividade de enzimas que degra-
dam a cuticula dos insetos, maior produc¢édo de toxinas pelos microrga-
nismos usados no controle biolégico, maior tolerancia a condicdes de
estresse pelos microrganismos empregados, maior taxa de esporulagéo
e dispersdo do patégeno dos insetos e muitas outras caracteristicas
gue, se bem conhecidas, poderéo ser passiveis de melhoramento por
técnicas convencionais ou modernas.

CONSIDERACOES FINAIS

Concluindo, o controle microbiano de pragas agricolas representa
um processo que pode substituir, pelo menos em parte, outros tipos
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de controle, especialmente o quimico, com vantagens econdmicas e
de preservacdo do ambiente. Em paises de clima tropical e com vastas
areas plantadas como € o caso do Brasil, sua importancia é ainda mais
acentuada. Felizmente o Brasil tem um bom contingente de pesquisa-
dores envolvidos em controle biolégico e detém quase que uma su-
premacia no setor tanto em termos de pesquisa basica como principal-
mente aplicada. Pode ser notado que das referéncias citadas na pre-
sente revisdo, cerca de 75% delas envolvem pesquisadores brasileiros,
e iSso sem que se esgotassem as muitas outras contribuicdes ofereci-
das pelos brasileiros nesta area. E de se esperar, portanto, que nos
proximos anos o controle bioldgico se encontre ainda mais difundido
€ que novos processos e produtos de valor econdmico e principal-
mente ecoldgico venham a ser desenvolvidos em nosso pais.
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ESTRATEGIAS DE CONTROLE BIOLOGICO
DE PLANTAS DANINHAS COM FITOPATOGENOS

Atualmente, existem duas principais modalidades de estratégias
estabelecidas de controle biolégico por meio de fitopatdgenos: a estra-
tégia classica, que consiste na importacéo e liberacdo de patdégenos da
regido de origem de plantas daninhas, e a estratégia inundativa ou do
bioherbicida, baseada na multiplicacdo massal e aplicagbes periodicas
do patégeno, a semelhanca dos herbicidas quimicos (Schroeder, 1983;
Mortensen, 1986; Charudattan, 1993a). Como os agentes utilizados nesta
estratégia tém sido sempre fungos, o produto desenvolvido é chamado
micoherbicida.

Existe ainda uma terceira modalidade de estratégia, menos utiliza-
da, denominada aumentativa, que requer o periddico restabelecimento
do agente de controle, porém com menor intensidade e frequéncia do
gue os micoherbicidas (Hasan & Ayres, 1990).

Estratégia Classica

Teoricamente, uma planta que passa a desenvolver-se na auséncia
do patdgeno, apOs vérias geracOes tende a ser mais vulneravel, se
restabelecido o contato com o mesmo (Charudattan, 1988). Na estraté-
gia cléassica de controle bioldgico, busca-se ndo a erradicacao de espé-
cies de plantas daninhas, mas a estabilizacdo permanente de popula-
cOes dessas espécies em niveis aceitaveis (Zwoelfer, 1973; Schroeder,
1983; Watson, 1991). A partir de uma Unica liberacdo em pontos deter-
minados, o agente de biocontrole deve ser capaz de se estabelecer e
autoperpetuar na nova area, sem nenhuma manipulacdo apés a ino-
culagéo inicial. Por ser a quantidade de doenca determinada pela ca-
pacidade de sobrevivéncia, multiplicacdo e disseminagdo do patdgeno,
podem decorrer meses ou até anos até que se atinja um nivel significa-
tivo de controle. E impossivel prever o aumento ou o decréscimo da
eficicia de um agente, apds a liberacdo no ambiente. Também é prati-
camente impossivel parar a atividade desse agente, depois de libera-
do, sem uma campanha de erradicacdo macica (Charudattan, 1988;
Charudattan, 1993a).

O sucesso do estabelecimento do agente introduzido depende em
grande parte do grau de semelhanca do novo ambiente com seu ambi-
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ente de origem. Entretanto, ndo apenas as caracteristicas fisicas do
ambiente sdo importantes. Mesmo que o clima do novo ambiente lem-
bre o ambiente de origem do agente, este pode falhar devido a falta,
na area, de um hospedeiro alternativo, ndo-adaptacdo ao biotipo da
planta-alvo ou presenca de hiperparasitas nativos que podem adaptar-
se a ele e limitar sua eficiéncia. Assim, um completo entendimento da
etiologia da doenga, conhecimento das condi¢Bes 6timas de ambiente
para completa infeccdo e a disponibilidade de material hospedeiro
suscetivel sdo essenciais para otimizar a liberagdo do in6culo no con-
trole bioldgico classico (Van den Bosch et al., 1982; Watson, 1991).

Devido ao seu custo relativamente baixo, a estratégia cléssica é
geralmente preferivel em areas extensas com baixos rendimentos ou
de retorno econémico incerto (Evans, 1987; Charudattan, 1988; Charu-
dattan, 1990a; Charudattan, 1990b). Os agentes selecionados sao
usualmente fungos, cujos esporos sdo disseminados pelo vento e
que caracteristicamente apresentam rapidez de esporulacdo, desen-
volvimento de doenca e disseminacdo (Charudattan, 1985; Mortensen,
1986).

Estratégia Inundativa

Um controle bioldgico de plantas daninhas bem sucedido é de-
pendente dos trés fundamentos da epidemiologia: in6culo inicial (Xo),
taxa de reproducéo (r) e tempo (t) (TeBeest, 1991). As epidemias de-
senvolvem-se tdo répido quanto maior for a quantidade inicial de in6culo
para comecar a infeccdo e a velocidade de multiplicacdo do patdgeno,
incrementando a quantidade de doenga no tempo. A maioria dos pa-
tégenos sobrevive de uma estacdo de cultivo a outra em restos de
cultura deixados no solo. Entretanto, em culturas anuais, as praticas
culturais normalmente adotadas destroem ou removem muito do ma-
terial vegetal, restando pouco inéculo para o desenvolvimento de uma
epidemia na estacdo seguinte. Portanto, o cultivo massal e libera¢des
de indculo adicionais, de modo a utilizar efetivamente os curtos perio-
dos de tempo durante os quais 0 hospedeiro é suscetivel e as condi-
¢cOes ambientais sdo favoraveis a infeccdo (janelas de infecgédo), po-
dem promover o desenvolvimento de epidemia capaz de eliminar uma
populacdo de plantas de maneira idéntica aos herbicidas quimicos
(Mortensen, 1986; TeBeest, 1991).
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Diversos séo 0os mecanismos pelos quais 0 homem pode superar
as limitagGes do desenvolvimento de doenca: pelo incremento da quan-
tidade de indculo, pelo aproveitamento de curtos periodos de tempo
durante os quais o hospedeiro € suscetivel e as condi¢des ambientais
sao favoraveis a infeccdo (janelas de infecgdo), pela formulagdo de
propégulos infectivos ou pelo suprimento de irrigacdo para superar
obstaculos ambientais (Watson, 1991). Os efeitos sdo restritos a area de
aplicacdo, uma vez que, geralmente, os organismos utilizados apresen-
tam limitado potencial de dispersdo e sobrevivéncia.

Embora tanto organismos exéticos como nativos tenham potencial
para bioherbicidas, a maioria das pesquisas tem envolvido patégenos
fangicos nativos (Templeton & TeBeest, 1979; Evans, 1987). Um grau
mais elevado de especificidade é exigido para organismos introduzi-
dos. Entretanto, os patégenos considerados para uso como bioherbicidas
devem ser suficientemente especificos para ndo prejudicar as culturas
nas quais a planta-alvo vai ser controlada. Além disso, os agentes para
herbicidas microbianos, ao contrario do controle classico, ndo devem
disseminar-se rapidamente e ndo devem causar epidemias na estacdo
seguinte (Mortensen, 1986).

O agente inundativo é cultivado em larga escala, formulado, padro-
nizado, empacotado e registrado como um virus. Sua comercializacdo
fundamenta-se na periodicidade de aplicacdo, a semelhanca dos herbicidas
convencionais. Essa estratégia, ao contrario do que foi exposto em rela-
cdo a estratégia classica, enfatiza a manipulagdo do patégeno no tocante
ao seu estabelecimento, controlando a quantidade de doenca causada
na populacdo especifica de hospedeiro (TeBeest et al., 1992).

Estratégia Aumentativa

A estratégia aumentativa é uma abordagem que vem sendo
pesquisada para patdgenos nativos nao-cultivaveis em meio de cultu-
ra, como ferrugens e carvdes. O potencial de inéculo é periodicamen-
te aumentado pela reintroducdo do fungo em pontos determinados,
visando atingir niveis significativos de doenca a partir de um nimero
de plantas infectadas. Um exemplo de aplicacdo dessa alternativa é o
controle da tiririca amarela (Cyperus esculentus) utilizando Puccinia
canaliculata (Phatak et al., 1987), onde o indculo coletado de plantas
infectadas é concentrado e reaplicado. Na década de 1980 foi registra-
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do nos Estados Unidos um produto a base desta ferrugem, sob o nome
de Dr. BioSedge, ndo despertando, entretanto, interesse para a produ-
¢do comercial (Charudattan, 1996).

A estratégia aumentativa é similar a estratégia inundativa, quanto
ao aspecto da intervencdo humana na distribuicdo de indculo. Porém,
neste caso, o inéculo ndo é produzido artificialmente nem aplicado
macigamente sobre populacdes de plantas (Charudattan, 1991).

CONSIDERACOES BASICAS PARA O DESENVOLVIMENTO
DE UM PROGRAMA DE CONTROLE BIOLOGICO
COM FITOPATOGENOS

O controle bioldgico de plantas daninhas no passado era conside-
rado como um ultimo recurso, quando os métodos convencionais de
controle ndo podiam ser aplicados, tinham falhado ou eram anti-eco-
némicos. Hoje, apls inimeras experiéncias passadas e devido a consi-
deracdes cientificas e econdmicas, é geralmente aceito que esse méto-
do de controle pode ter aplicacdo mais ampla, e que o inicio de um
projeto deve ser precedido de uma anélise cuidadosa e cientificamente
fundamentada do problema (Andres et al., 1976; Schroeder, 1983;
Watson, 1991).

O ponto crucial para o inicio de um projeto de controle biolégico,
com utilizacdo de fitopatdgenos, é a escolha da estratégia a ser adota-
da. Em geral, existe um consenso de que o uso de bioherbicidas de-
senvolvidos a base de patdgenos nativos € o método mais indicado
para situacGes em que a liberacdo de organismos exoticos possa gerar
conflitos de interesse. Entretanto, um argumento em favor do controle
bioldgico cléssico tem sido a constatacdo de que ele, ao contrario dos
métodos mecénico e quimico, provoca uma reducdo gradual no nu-
mero de plantas daninhas e a erradicacdo dificilmente ocorreria. Por-
tanto, se a planta benéfica puder ser mantida a um nivel mais baixo de
abundancia e como parte de uma comunidade mais diversificada, o
conflito de interesses estara resolvido (Andres etal., 1976).

O valor do uso do controle bioldgico classico para controle de
plantas daninhas em areas perturbadas tem sido questionado (Andres
etal., 1976). Entretanto, o controle de C.juncea na cultura de trigo na
Australia (Cullen etal., 1973) e de Senecio vulgaris nos Estados Unidos
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e na Australia (Paul et al., 1993) mostram que essa estratégia pode
também ser aplicada como um componente do manejo integrado em
sistemas de cultivo intensivo (Watson, 1991).

Os passos seguidos no desenvolvimento de programas de controle
biolégico com fitopatdgenos foram revistos por Hasan (1980) e sdo
essencialmente idénticos aos descritos por Harris (1971), para insetos:
1) determinar a planta daninha alvo para o controle; 2) conduzir levan-
tamento de inimigos naturais no centro de origem da espécie-alvo; 3)
selecionar os inimigos naturais mais efetivos; 4) estudar a especificidade
desses organismos para determinar a seguranca de introducgdo na area
de controle; 5) introduzir e estabelecer os organismos selecionados; 6)
avaliar os efeitos do organismo introduzido na populacdo da espécie-
alvo.

Definicdo da Espécie Daninha Alvo

O processo de definigdo da espécie-alvo deve envolver a sua iden-
tificacdo correta, distribuicdo geogréfica, informacg@es sobre a sua biolo-
gia, ecologia e interacdes com a flora e fauna nativas e caracteristicas das
areas colonizadas. Estudos ecoclimaticos sdo importantes para determi-
nar as condic¢des que favorecem o seu crescimento. A distribui¢io eco-
eiiméatica da planta daninha na éarea introduzida deve ser comparada
com sua distribuicdo no centro de origem para determinar a regido em
que a procura de inimigos naturais deve ser iniciada. Na coleta de dados
climaticos, os valores extremos sdo mais importantes do que valores
medios, pois determinam a habilidade de um agente sobreviver e multi-
plicar-se em uma localidade particular (Harley & Forno, 1992).

O primeiro ponto a ser considerado na selecdo de espécie-alvo é a
estimativa de perdas econbmicas e valor de eventuais propriedades
benéficas a ela associado. O custo do controle convencional é geral-
mente melhor conhecido e pode servir de base para estimar a taxa de
custos-beneficios para o controle biologico (Harris & Cranston, 1979;
Schroeder, 1983).

Levantamento de Agentes de Controle Bioldgico

Embora teoricamente todos os tipos de patdégenos de planta, incluin-
do virus, bactérias, nematdides e outros que adversamente afetam o
crescimento e a reproducédo de uma planta daninha, possam ser consi-
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derados como agentes de biocontrole, a maioria dos projetos de pes-
quisa vem sendo conduzida com fungos (Leonard, 1982; Schroeder,
1983; Phatak etal., 1987). Estes sdo encontrados em maior abundancia
na natureza, apresentam maior facilidade de identificacéo e tém posi-
cdo taxonémica melhor definida. Outras caracteristicas dos fungos re-
lacionadas a facilidade de cultivo em meios artificiais para producéo
massal, formulagéo e aplicacdo em larga escala tornam-nos mais atra-
tivos para uso como bioherbicida (Schroeder, 1983; Charudattan, 1985).

No controle bioldgico classico, da mesma forma que no método
aumentativo, os fungos causadores de ferrugem tém sido os agentes
escolhidos quase de forma exclusiva porque, além de particularmente
danosos a seus hospedeiros, sdo com facilidade disseminados pelo
vento, usualmente apresentam grau elevado de especializagdo e séo
em geral bem conhecidos e documentados na literatura (Watson, 1991).
Dentre as ferrugens, as autoécias sdo usualmente preferiveis as
heteroécias, porque estas Ultimas podem envolver plantas Gteis ou
plantas ausentes da area-alvo, como hospedeiros alternativos. Além
disso, os testes de especificidade de hospedeiro com ferrugens he-
teroécias sdo dificultados pela necessidade de conduzirem também
testes com hospedeiros alternativos (Hasan, 1980).

Antes do inicio dos levantamentos de campo, é imprescindivel um
amplo levantamento de literatura, para obter informacdes sobre as
regides de ocorréncia da espécie daninha alvo, seu centro de origem e
doencas a ela associadas (Hasan, 1980). Esse levantamento bibliografi-
co serve de base para indicagdo de possiveis agentes candidatos e para
a selecdo de areas de coletas de patdgenos (Watson, 1991).

Os levantamentos de inimigos naturais devem ter inicio no centro
de origem da planta daninha alvo, onde sdo maiores as possibilidades
de se encontrar em organismos com as caracteristicas desejadas: segu-
ranca para espécies ndo-alvo, efetividade e viruléncia. Além disso, o
ideal é que a area de levantamento tenha caracteristicas ecoclimaticas
anélogas as verificadas nas regifes onde a planta daninha ocorre em
niveis danosos. Entretanto, o centro de origem pode ser incerto ou
inacessivel e areas climaticas homdélogas podem néo existir. Para situa-
¢bes como essas, sugere-se uma pesquisa ao acaso nas regides de
ocorréncia da planta daninha em questdo ou levantamento de inimi-
gos naturais de espécies daninhas relacionadas que sdo ecologicamen-
te homologas a espécie-alvo (Schroeder, 1983).
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Selecao dos Agentes Efetivos de Controle

A escolha ou selecdo de agentes de biocontrole é teoricamente
baseada em dois critérios: eficiéncia e seguranca (Schroeder, 1983). As
abordagens propostas atualmente baseiam-se primariamente na biolo-
gia e na ecologia do agente, porém uma clara indicacdo dos seus
efeitos adversos sobre a planta-alvo é também exigida (Watson, 1991).

Fatores climéaticos e geogréaficos afetam a viruléncia, intensidade
de doenga, infectividade e capacidade de disseminacdo do patdégeno
de uma planta a outra. Se o patdégeno apresenta alta viruléncia e ampla
disseminacdo em &reas do ambiente nativo, quando introduzido em
regido de clima andlogo, pode-se esperar efeito semelhante apoés a
introducdo (Wapshere, 1970).

Em alguns casos, a eficiéncia do patdgeno ja é constatada no am-
biente nativo da espécie daninha, como ocorreu antes da introdugao
de P. chondrillina na Australia para controle de C. juncea. Entretanto,
dificuldade de acesso e limitagdo de recursos no ambiente nativo da
planta-alvo frequentemente levam a necessidade de realizacédo de ex-
perimentos para avaliacdo da eficiéncia dos patdgenos selecionados
sob quarentena (Watson, 1991).

As pesquisas dentro de condi¢des controladas apresentam certas
limitagbes, por exemplo: a morfologia e anatomia de plantas que se
desenvolvem sob estas condi¢bes podem diferir das desenvolvidas sob
condicao natural. Por outro lado, os estudos da influéncia de fatores
abidticos na infeccdo, geralmente, sdo mais rapidos, comparados com
experimentos de campo, onde usualmente ocorre uma Unica oportuni-
dade de conduzir tais experimentos durante um ano (Watson, 1991).

Determinacédo da Especificidade de Hospedeiro

A introducdo de patdgenos exoticos requer especificidade restrita
do agente candidato. Extensivos testes devem ser realizados, nas regi-
Oes de origem do organismo a ser introduzido ou dentro de quarente-
nas especializadas, para se ter seguranca de que ele ndo ird causar
danos a plantas benéficas no pais onde sera introduzido ou em paises
vizinhos (Watson, 1991). Os experimentos devem ser conduzidos sob
condic¢des controladas, onde o patdgeno € testado contra um grupo
selecionado de espécies selvagens e cultivadas, sob condi¢des étimas
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para o desenvolvimento da doenca, previamente determinadas. Usan-
do essa técnica, um numero de plantas selecionadas é exposto ao
patdgeno. Uma planta é considerada imune quando ndo desenvolve
sintomas da doenca (Hasan, 1980).

A maioria dos testes de especificidade segue o método centrifugo
filogenético proposto por Wapshere (1974), que consiste em delimitar
a extensdo do circulo de hospedeiro do agente de biocontrole, testan-
do espécies filogeneticamente relacionadas e outras espécies de risco.
As espécies consideradas de risco incluem: 1) as filogeneticamente
relacionadas a espécie daninha alvo; 2) as ndo-expostas previamente
ao agente de biocontrole; 3) as com limitadas informacdes acerca de
seus inimigos naturais; 4) as que tém compostos secundarios seme-
Ihantes ou que apresentam similaridades morfolégicas com a espécie-
alvo; 5) as que sdo atacadas por organismos relacionados e 6) as rela-
tadas como hospedeiras do agente candidato (Watson, 1991). Estudos
sobre abrangéncia de hospedeiros e testes de especificidade de pa-
tégenos foram desenvolvidos por diversos autores, incluindo Hasan
(2972), Trujillo & Norman (1995), Yang & Jong (1995a) e Yang & Jong
(1995b).

No caso de patdgenos nativos usados como micoherbicidas, a
especificidade restrita ndo € exigida, pois ao longo do tempo de
coevolucdo, plantas invasoras e seus patdégenos desenvolveram meca-
nismos de equilibrio de popula¢des (Shrum, 1982). Além disso, 0s
micoherbicidas, do mesmo modo que os herbicidas quimicos, podem
ser direcionados para areas especificas, evitando riscos para espécies
ndo-alvo. Uma epidemia iniciada pela aplicacdo de in6culo pode ser
facilmente alterada ou reduzida pela interrupcéo das aplicacbes, pos-
sibilitando, desse modo, o uso de patdégenos nativos com estreito cir-
culo de hospedeiro (Charudattan, 1988).

Liberagdo e Estabelecimento de Agentes Selecionados

A introducdo de agentes de controle biologico requer a permissédo
da autoridade quarentendria competente (Schroeder, 1983)- A libera-
¢do, uma vez autorizada, € feita em sitios relativamente ndo perturba-
dos, preservados, onde a planta daninha ocorre em densidades relati-
vamente altas. Os focos de introducéo devem ser escolhidos com base
nos fatores climaticos, para que o organismo encontre condic¢des favo-
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raveis ao seu estabelecimento. As inoculagcBes devem ser feitas em
épocas e horéarios apropriados. Também devem ser tomados cuidados
para a ndo introdugdo simultanea de hiperparasitas do agente de con-
trole (Hasan, 1980; Watson, 1991), os quais iriam certamente interferir
no seu estabelecimento e eficiéncia.

Avaliacdo do Efeito do Agente Introduzido
na Populacdo da Planta-Alvo

As avaliagOes técnicas dos resultados de um projeto de controle
bioldgico sdo muito Uteis, pois servem de base para implementacao de
novos projetos (Watson, 1991). Estudos conduzidos comP chondrillina
em C.juncea (Cullen etal., 1973) e com P. lagenophorae em S. vulgaris
(Paul et al., 1993) evidenciaram o efeito da ferrugem em reduzir a
capacidade competitiva do hospedeiro, sendo o impacto da doenca
mais pronunciado em altas densidades de populacéo e condi¢bes de
seca e frio intenso, porém reduzido por deficiéncia de nutrientes. Ava-
liacBes de ferrugens em programas de controle biolégico devem, por-
tanto, ser baseadas no rendimento das culturas mais do que em funcéo
de injurias ou mortalidade da planta daninha alvo, que ndo levam em
conta a competitividade (Paul & Ayres, 1987).

P. chondrillina foi liberado inicialmente em oito focos diferentes
de infec¢do na populacéo de C.juncea no sul da Australia. O propoési-
to inicial era restabelecer o ataque da ferrugem em outros pontos de
inoculacdo, na primavera seguinte. A dispersdo da doenca foi mo-
nitorada, verificando-se rapida dispersdo do patdgeno, fato que tornou
desnecessaria a realizacdo de novas liberagdes. Nessas circunstancias,
a rapida destruicdo da planta daninha pode ser mostrada por uma
sequéncia de fotografias feitas antes e depois do ataque da ferrugem
(Hasan, 1980).

Os aspectos econdmicos sdo de dificil avaliagdo, mas importantes
para a determinagdo dos custos e beneficios do controle bioldgico.
Entretanto, a decisdo de se iniciar um projeto de controle bioldgico
nem sempre é tomada com base em custos, porque os beneficios de
um projeto bem sucedido, em muitos casos, sdo de dificil expresséo
em termos monetarios, embora isso seja altamente desejavel, quando
apropriado (Schroeder, 1983).
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EXEMPLOS DE APLICACAO DE PATOGENOS
EM CONTROLE BIOLOGICO CLASSICO

Os diversos exemplos de introducéo intencional de patdgenos exo-
ticos para o controle de plantas daninhas encontrados na literatura
provéem uma idéia da importancia desses organismos como agentes
de biocontrole classico. Alguns dos exemplos serdo comentados a se-
guir.

Controle de C.juncea por P chondrillina

P. chondrillina Bubak and Syd., uma ferrugem autoécia macrociclica
foi introduzida na Austrdlia, em 1971, para controle da C. juncea L.,
uma espécie daninha acidentalmente introduzida naquele pais, onde
se tornou importante invasora em cultivos de trigo (TeBeest et al.,
1992). Estudos realizados na Europa mostraram ser o fungo constitui-
do de estirpes que reagem diferentemente com trés biotipos mor-
fologicamente distintos da planta. Os testes de viruléncia e de es-
pecificidade realizados com um isolado italiano, envolvendo 56 espé-
cies de plantas em 30 familias botanicas, foram decisivos para a intro-
ducéo do patdégeno na Australia (Hasan, 1972). CondicGes climaticas
favoraveis, elevada densidade de plantas e alta viruléncia ao biotipo
dominante da invasora (folha estreita) determinaram a rapida dissemi-
nacdo da ferrugem. Assim, apds 12 geragdes o fungo havia atingido
uma distancia de 320 km (Hasan, 1980).

Nos Estados Unidos, onde C. juncea infesta areas montanhosas,
ecologicamente diferentes das encontradas na Australia ou nas regides
do Mediterraneo, duas estirpes do fungo foram introduzidas. Nos dois
anos que se seguiram, o fungo disseminou-se e causou severas infec-
¢cOes em varias populagdes da planta daninha nos estados da California
e Oregon e, posteriormente, em todos os estados do Pacifico (TeBeest
etal.,, 1992). Entretanto, a variabilidade da planta é ainda incerta nos
Estados Unidos (TeBeest et al., 1992), embora tenham sido encontra-
dos quatro padrbes de viruléncia em sete populacdes do patdgeno
(Emge et al., 1981). Esse fato, na medida em que inviabiliza a selecéo
dos isolados mais virulentos a cada biotipo da planta, impede que
sejam atingidos em niveis mais adequados de controle.
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Controle de Rubus constrictus e R. ulmifolius
por Phragmidium violaceum

R. constrictus Lefreve & Mueller e R. ulmifolius Schott sao invasoras
da familia Rosaceae de origem europé€ia, que se tornaram importantes
no Chile e outras partes do mundo. A ferrugem P. violaceum (Schultz)
Winter, encontrada causando severos danos a R. ulmifolius, foi introduzida
no Chile com resultados encorajadores, controlando as duas espécies
daninhas (Hasan, 1980). O ataque foi menos danoso em R. ulmifolius,
mas nenhuma outra planta, além dessas duas, tem sido atacada pelo
fungo na area de introdugdo. Os resultados obtidos no Chile tém moti-
vado outros paises, como a Australia, a considerar a introducéo de P.
violaceum. Estudos vém sendo conduzidos na Franga, com o fim de
delimitar o circulo de hospedeiro do fungo, especialmente com relacao
as rosaceas existentes na Australia (TeBeest etal., 1992).

Controle de Ageratina riparia por Entyloma compositarum

O exemplo a seguir ilustra a utilizagcdo de um fungo saprofita facul-
tativo disseminado pelo vento, como agente de controle bioldgico clas-
sico.

Em 1975, o fungo Cercosporela ageratinae foi introduzido no Havali,
provavelmente da Jamaica em 1974, para o controle de A. riparia,
séria invasora de florestas e areas ndo-cultivadas. O fungo reduziu
consideravelmente a densidade da planta daninha, nas areas com 500
a 2.200 m de altitude (Schroeder, 1983).

Estudos de abrangéncia de hospedeiro, envolvendo 40 espécies
pertencentes a 29 familias botanicas, indicaram a especificidade do
fungo para A. riparia. As liberagdes do fungo foram acompanhadas de
novembro de 1975 a maio de 1976 e resultaram na devastacdo dessa
invasora nas areas em que as condi¢des climaticas favoreceram o
patdégeno (TeBeest et al., 1992).

Além desses exemplos, existem numerosos outros em que patégenos
vém sendo estudados para determinacdo do potencial na aplicagdo de
controle bioldgico cléssico de plantas daninhas. Embora os organis-
mos exoéticos venham recebendo maior atencdo para a abordagem
classica, € amplamente aceito que parasitas obrigatérios endémicos
podem ser efetivos, como no caso de P. canaliculata, desde que a
epidemiologia da doenca seja mais claramente entendida. A incapaci-
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dade de sobrevivéncia de uma estacdo a outra ou hospedeira alterna-
tiva ndo presente na area sdo limitagbes que podem ser superadas pela
adocdo da estratégia aumentativa (TeBeest, 1984).

EXEMPLOS DE APLICACAO DE FUNGOS
COMO MICOHERBICIDAS

Dois micoherbicidas foram simultaneamente desenvolvidos nos
Estados Unidos: DeVine® e Collego®, para controle de Morrenia odorata
(H. & A) Lindl., em pomares citricos na Fl6rida e Aeschynomene virginica
(L) B.S.P., em arroz e soja em Arkansas, respectivamente (Charudattan,
1981; TeBeest & Templeton, 1985; Charudattan, 1985; Smith, 1986; Fi-
gueiredo, 1995).

DeVine®, registrado em 1981 e comercializado pela Abbott Inc., é
uma formulacédo liquida de clamidiosporos de Phytophthorapalmivora
(Butler). E aplicado em pds-emergéncia no solo, em volta da planta, e
infecta através das raizes. Chuva ou irrigacdo, antes e apés o tratamento,
sdo importantes para que a infeccdo se estabeleca. Foi observado nivel
de controle acima de 90%, que se estendeu por dois anos, com a persis-
téncia do fungo no solo (Ridings, 1986; Charudattan, 1991). Além de ser
persistente no solo, esse micoherbicida é também inequivocamente
inespecifico, infectando espécies nas familias Solanaceae e Liliaceae,
além de Citrus sinensis (L.) Osbeck e Poncirus trifoliata L. (Sands &
Miller, 1993). Embora diversas espécies de interesse econdmico tenham
se mostrado suscetiveis ao fungo, durante estudos de faixa de hospedei-
ros (Ridings, 1986), o registro do produto foi concedido para uso em
areas da Florida onde ele j& ocorria endemicamente (TeBeest et al.,
1992). Os argumentos técnicos para o registro basearam-se no fato de
gue a mortalidade de plantas somente ocorre quando as mesmas sdo
diretamente expostas a altas dosagens do patdégeno. Apesar do reduzido
mercado e do uso praticamente restrito a areas localizadas na Flérida, o
produto representou a primeira introducdo comercial de um herbicida
microbiolégico (Mitchell etal., 1994).

Collego® é um herbicida microbiano constituido de esporos secos
de Colletotrichum gloeosporioides f.sp. aeschynomene (Penz.) Penz &
Sacc. Esse fungo, causador de antracnose em A. virginica foi registra-
do em 1982 e comercializado pela Ecogen Inc. (Charudattan, 1985). O
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produto comercial consiste de uma formulacédo de esporos secos (15%)
e ingredientes inertes (85%), acompanhado de um reidratante inerte.
Ambos os componentes sdo embalados separadamente e misturados
momentos antes da aplicacdo (TeBeest & Templeton, 1985; Boyette et
al., 1991). Testes de campo realizados em pequena escala revelaram
controle proximo a 100%, quando aplicado sobre plantulas (Daniel et
al., 1973). O fungo ndo ¢é tdo especifico como originalmente descrito,
infectando, conforme se relatou, diversas espécies distribuidas em nove
géneros da familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae. Entretan-
to, sintomas severos, como morte de plantulas, foram verificados ape-
nas em A. virginica. Nas demais espécies suscetiveis, 0s sintomas apre-
sentaram intensidades variaveis, desde pequenas lesdes necroticas ndo-
esporulantes até lesdes com varios centimetros de comprimento,
esporulantes (TeBeest & Templeton, 1985; TeBeest, 1988; TeBeest et
al., 1992).

BioMall® ¢ um micoherbicida a base de C. gloeosporioides f.sp. malvae
desenvolvido pela PhilomBios Corp., no Canada. O produto mostrou-se
altamente eficiente para o controle da Malvapusilla Sm., uma espécie
daninha de dificil controle por meio de herbicidas quimicos (Charudattan,
1990b). O registro ocorreu em 1992 (Figueiredo, 1995).

CASST é um micoherbicida a base de Alternaria cassiae, Jurair &
Khan, desenvolvido nos Estados Unidos pela Mycogen Corp. (Charu-
dattan 1990b, Mitchell etal., 1994). O fungo mostrou-se efetivo contra
Senna obtusifolia (L.) Irwin & Barnaby em diversas condigdes ambientais
(Walker, 1982; Walker & Boyette, 1986; Charudattan, 1986). Apresen-
tou faixa restrita de hospedeiro sendo, entretanto, capaz de controlar
outras duas espécies economicamente importantes, Cassia occidentalis
L. e Crotalaria spectabilis Roth (Charudattan, 1990b).

Colletotrichum orbiculare (Berk et Mont.) v. Arx estd sendo rea-
valiado como agente de controle bioldgico para Xanthium spinosum
halst., na Austrdlia. Esse fungo foi previamente identificado como C.
xantbii Halst. e avaliado em 1951 na abordagem classica. Quando
aplicado como bioherbicida, controlou 50 a 100% de plantulas (TeBeest
etal., 1992).

Varios outros fungos encontram-se em estudos como mico-
herbicidas, alguns ja em fase de registro e outros sendo comercializados
sem registro, como por exemplo Cephalosporium diospyri, fungo cau-
sador de murcha, usado contra Diospyros virginica, nos Estados Uni-
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dos, e Colletotrichum gloeosporioides f.sp. cuscutae, usado contra Cus-
cuta spp. sob o nome de LUBOA Il, na cultura da soja, na China
(TeBeest, 1984; Charudattan, 1990b; TeBeest et al., 1992; Figueiredo,
1995).

Existem ainda inUmeros candidatos a micoherbicidas sendo testa-
dos para desenvolvimento comercial, que incluem Cercospora rodmanii
para aguapé (Eichhornia crassipes) (Freeman & Charudattan, 1984;
Charudattan et al.,, 1985; Charudattan et al., 1990); Colletotrichum
gloeosporioides f.sp. jussiaeae para Jussiaea decurrens (Boyette et al.,
1979), Fusarium solani f.sp. cucurhitae para Cucurhita texana (Boyette
etal., 1984). No Brasil, estdo sendo avaliados um isolado brasileiro de
A. cassiae para 5. obtusifolia (Figueiredo et al., 1992) e Cercospora sp.
para Cyperus rotundus (Figueiredo et al., 1993), dentre outros.

EPIDEMIOLOGIA DO CONTROLE BIOLOGICO
DE PLANTAS DANINHAS

O conhecimento dos fatores epidemiolégicos e ecoldgicos reque-
ridos pelos patdgenos envolvidos desempenha papel-chave na deter-
minacgédo do sucesso de agentes de biocontrole, em qualquer das estra-
tégias consideradas. Muitas das informaces tedricas a respeito da di-
namica de patdgenos no controle de plantas daninhas derivam da
epidemiologia de doencas de culturas. Entretanto, a maior preocupa-
cao dos fitopatologistas tem sido a prevencdo de doencas, enquanto o
controle biolégico de plantas daninhas requer inducdo de doencas
(Shrum, 1982).

As regras que governam a sobrevivéncia, disseminacdo e desen-
volvimento de patdgenos de plantas nao-cultivadas ndo sdo muito di-
ferentes das regras estabelecidas para patégenos de plantas cultivadas.
A maior diferenca, sem duvida, estda na homogeneidade genética das
plantas hospedeiras. Plantas nao-cultivadas séo geralmente mais diver-
sas do que suas semelhantes cultivadas (TeBeest, 1991).

Com relagdo as plantas daninhas aquéaticas, a epidemiologia de
doencas fangicas nas partes aéreas da vegetagdo emergente é similar a
epidemiologia de plantas terrestres. Por outro lado, as informacdes
disponiveis sobre patologia e epidemiologia afetando plantas submersas
sdo muito limitadas, fazendo-se necesséria a realizagdo de pesquisas
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para elucidar os possiveis mecanismos de controle microbiano para
essas espécies (Charudattan, 1990a).

A variabilidade genética e a distribuicdo espacial das populacdes
de plantas daninhas alvos sdo a chave dos fatores relacionados ao
hospedeiro no desenvolvimento de doenca (TeBeest, 1991). McDonald
& Ayala (1974) sugeriram que existe relacdo entre niveis de variagdo
genética e heterogeneidade ambiental. Burdon et al. (1980) relaciona-
ram baixa taxa de recombinacdo com maior uniformidade genética e
suscetibilidade a doencas. Burdon & Marshall (1981) demonstraram
que espécies com reproducdo assexual foram controladas mais fre-
guente e eficientemente do que as que se reproduzem sexualmente.
Presumivelmente, o biocontrole é favorecido por uma baixa variacdo
genética na populacdo de plantas daninhas. Nesse caso, plantas aqua-
ticas que se reproduzem por propagacdo clonal, como E. crassipes,
Elodea canadensis, Pistia stratiotes, Salvinia molesta, Hydrilla ver-
ticillata e Alternanthera phiiloxeroides, seriam excelentes alvos para o
controle biolégico. Entretanto, é possivel que a quantidade de varia-
¢cdo genética ndo seja tdo importante quanto a natureza da variagdo
genética presente na populacdo (Barrett, 1982).

O patdgeno € o aspecto mais intensivamente estudado no comple-
X0 doenga, abordando-se os seguintes aspectos: dispersdo, sobrevi-
véncia, reproducdo e viruléncia. Cada um desses aspectos difere em
importancia, dependendo da estratégia de biocontrole em considera-
cdo. Por exemplo, dispersdo e sobrevivéncia sdo mais criticos para o
controle classico do que na estratégia do micoherbicida (TeBeest etal.,
1992).

A dispersdo tem sido considerada um dos fatores mais importantes
em ambas as estratégias, porém os mecanismos sdo diferentes em cada
uma. Patdgenos promovidos como agentes de biocontrole na estraté-
gia classica sdo tipicamente disseminados pelo ar, a exemplo de P.
canaliculata, estudado no controle de tiririca amarela (Phatak et al.,
1983) e P. chondrillina, introduzido na Australia para o controle de C.
juncea (Hasan & Wapshere, 1973; Cullen et al., 1973). Na estratégia
inundativa, pelo contrario, os patdégenos sdo geralmente disseminados
através de chuvas de vento ou sdo patdgenos de solo, invariavelmente
apresentando limitada capacidade de dispersdo, em ambos 0s casos. A
matriz mucilaginosa dos conidios dispostos em acérvulos das varias
espécies de Colletotrichum, por exemplo, requer suspensdo em agua
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para dispersar-se pelo vento. Assim, a dispersdo entre plantas, depen-
dente de &gua livre, avanca poucos metros por evento de chuva, en-
guanto na planta pode ser também acompanhada por gotas de agua
ou orvalho (Templeton & TeBeest, 1979; TeBeest, 1991; Yang & TeBeest,
1992).

A reduzida capacidade de sobrevivéncia de uma estacdo a outra de
propagulos infectivos determina, em parte, 0s niveis relativamente baixos
de doencas causadas por varios agentes de biocontrole. Por outro lado,
a sobrevivéncia parece depender em grande parte da quantidade de
indculo e estruturas especializadas que cada patdgeno possui. Patdgenos
com estruturas de frutificagdo, tais como teliésporos, o6sporos, ascos-
poros ou esclerddios, geralmente tém maior facilidade de sobrevivén-
cia (TeBeest, 1991).

A reproducdo do patdégeno tem implicacdes nas taxas de infeccdo
secundéria, durante a estacdo de crescimento da planta daninha hos-
pedeira. Organismos de ciclo reprodutivo rapido garantem grandes
populacdes em pouco tempo e podem ser agentes de controle efeti-
vos, em condigBes favoraveis, superando a vantagem seletiva do rapi-
do ciclo de vida das plantas daninhas (Shrum, 1982).

A viruléncia tem dois principais efeitos na populagdo da hospedei-
ra: aumentando a sua mortalidade ou diminuindo a sua reprodutividade.
Patdgenos usados como micoherbicidas geralmente aumentam a mor-
talidade, enquanto patégenos usados na estratégia classica reduzem a
taxa de reproducéo (TeBeest etal., 1992).

Fatores ambientais, como temperatura, umidade, luz, niveis nu-
tricionais e pH, afetam diretamente as interagbes entre hospedeira e
patégeno e a presenca, auséncia, quantidade e duracdo desses fatores
podem atuar, promovendo ou prevenindo a infec¢do e o desenvolvi-
mento de doencas. Indiretamente, condi¢cdes ambientais podem alte-
rar a resisténcia do hospedeiro, efeito referido como predisposicdo
(Bell, 1982).

A eficiéncia do controle biologico de plantas daninhas inclui dois
componentes. O primeiro € o estabelecimento da infecgdo priméria pela
aplicacao do inoculo. O segundo é a infeccdo secundéria pos-aplicacao.
Ambos sdo influenciados pelo ambiente (Yang & TeBeest, 1993).

Os efeitos de umidade e temperatura no numero de infecgdes pri-
marias tém sido relatados em muitos testes com micoherbicidas (TeBeest
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et al.,, 1978; Walker, 1981; TeBeest & Templeton, 1985; Makowski &
Mortensen, 1990; Cartwright & Templeton, 1992; Yang & Jong, 1995).
No decorrer do ciclo da cultura existe um numero limitado de dias
com condic¢des climaticas 6timas para a infeccdo (Yang & TeBeest,
1993). Assim, a idade da planta hospedeira, na qual se torna mais
suscetivel, bem como as faixas de temperatura e tempo de molhamento
mais favoraveis a germinacao de esporos e estabelecimento de infec-
cdo, devem ser definidos para cada associacdo patdogeno/hospedeira.
Agentes de biocontrole bem sucedidos geralmente requerem periodos
de umidade curtos e faixas de temperatura mais amplas para rapido
desenvolvimento de doenca. No caso do micoherbicida, pulverizagdes
aquosas realizadas em épocas e horas adequadas, a possivel oportuni-
dade de uso de irrigacéo e a utilizacéo de formulagbes apropriadas sao
meios para atenuar os efeitos adversos de umidade e temperatura
(TeBeest, 1991).

A importancia de infecgbes secundarias tem sido negligenciada na
estratégia inundativa, em face dos micoherbicidas serem geralmente
tratados como os herbicidas quimicos. Entretanto, muitos patdgenos
estudados nessa estratégia de controle apresentam ciclos sucessivos de
doenca apds aplicacdo, até que niveis epidémicos letais sejam atingi-
dos, evidenciando a importancia deste componente epidemiolégico
como determinante do sucesso ou fracasso do patbgeno em suprimir
uma populacdo de planta daninha. Quanto mais informagdes houver
acerca dos fatores envolvidos (processo de infecgdo, periodo de incu-
bacdo, esporulacédo e dispersdo), melhores estratégias podem ser de-
senvolvidas para reduzir a dependéncia de eventos climaticos dos
micoherbicidas (Yang & TeBeest, 1993).

As interagdes entre planta daninha hospedeira, patdégeno e seu
respectivo ambiente foram discutidas por Shrum (1982). A interacéo
entre hospedeira e patdgeno torna-se codependente, respondendo cada
um deles ao ambiente pelos estimulos fisicos que trocam entre si.
Como a resposta € determinada pelo tamanho dos varios estimulos, a
influéncia de qualquer atividade de manejo pode ser avaliada julgando
sua contribuicdo aos varios aspectos do ambiente funcional de cada
organismo. Pesquisas realizadas por Paul etal. (1993) em ecofisiologia
de S. vulgaris, infectada por P. lagenophorae Cooke, revelaram o quanto
os efeitos da infeccdo podem ser dependentes de fatores ambientais.
Os danos causados pela ferrugem sdo maiores sob condigdes secas,



FITOPATOGENOS COMO AGENTES DE CONTROLE DE PLANTAS DANINHAS 115

durante inverno rigoroso e pela competicdo entre plantas, mas sdo
reduzidos pela deficiéncia de nutrientes.

VARIACAO GENETICA E SEUS EFEITOS
NO CONTROLE BIOLOGICO DE PLANTAS DANINHAS

A heterogeneidade genética permite a obtencdo de cultivares resis-
tentes a doencas e também de novas ragas virulentas de patégenos.
Essas caracteristicas devem ser consideradas ao se utilizar fitopatégenos
para o controle de plantas daninhas, em que a preocupagdo é promo-
ver epidemia (Leonard, 1982).

Variagdo Genética em Plantas Invasoras

Embora espécies de plantas daninhas tenham evoluido indepen-
dentemente em diversos grupos taxonOomicos, elas compartilham
frequentemente locais de adaptacao similares ou histdria de vida (Barrett,
1982). Baker (1974) listou varias caracteristicas comuns de plantas da-
ninhas, entre as quais: dorméncia, germinacao assincrénica, desenvol-
vimento rapido, plasticidade fenotipica, reproducéo clonal, apomitica
ou autégama, alta capacidade reprodutiva, sementes pequenas e de
facil dispersdo, formagéo de racas fisiologicas e poliploidia.

A sobrevivéncia e a evolugdo de plantas daninhas vém de longos
anos. Muitas delas estdo espalhadas e sdo bem sucedidas em diversas
areas agricolas, onde ao longo do tempo evoluiram e desenvolveram
caracteristicas favoraveis a perpetuacdo em &reas perturbadas.

Certas técnicas agricolas, introducdo de novas culturas, alteracfes
no uso de fertilizantes e/ou herbicidas e época de semeadura exercem
pressdo de selecdo sobre as plantas daninhas. No caso do controle
bioldgico, a pressdo de selecdo € bastante especifica, por ser o agente
de controle patogénico a uma espécie em particular (Huffaker, 1971).
Algumas espécies sdo incapazes de adaptar-se e sdo substituidas por
outras mais agressivas. Entretanto, se ha variagdo genética apropriada,
populagdes podem responder com o surgimento de formas adaptadas,
como tem ocorrido com plantas daninhas submetidas a aplicacdo de
herbicidas (Barrett, 1982). Gressel & Kleifeld (1994) relataram que plantas
da espécie Brachypodium distachyon, que se tornaram resistentes a
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s-triazinas, desenvolveram uma monocultura, deslocando as outras es-
pécies que mais tarde também desenvolveram resisténcia ao herbicida
e voltaram a competir. Resisténcia de plantas daninhas a s-triazinas
(Atrazine e Simazina) foi também relatada para Amarantbus retroflexus
(Radosevich, 1977), Senecio vulgaris (Holliday & Putwain, 1977) e Se-
necio spp. (Paul etal., 1993).

Algumas plantas daninhas desenvolvem resisténcia a patdgenos
nativos, mas muitos patdgenos tém potencial genético para ser tdo
bem sucedidos quanto os exéticos (Shrum, 1982). O desenvolvimento
de resisténcia a doenca, apoés liberagdo de patdgenos ou repetidas
aplicacdes de bioherbicidas é abordado por Barrett (1982). Resisténcia
sisttmica induzida devido a infeccao localizada em plantas de fedegoso
(5. obtusifolia’) pelo fungo A. cassiae foi verificada por Weete (1992).

Segundo Barrett (1982), varia¢Oes adaptativamente importantes em
plantas daninhas podem ser conseqiiéncia de plasticidade fenotipica,
mediante mudancas em fatores ambientais. DiferenciacBes genéticas
dentro e entre espécies variam muito em plantas daninhas, gerando
grupos diferenciados, que sdo taxonomicamente tratados como sub-
especies, variedades, ecotipos ou ragas ecoldgicas. Exemplos especifi-
cos de formagdo de ragcas em plantas daninhas foram descritos em
Holm et al. (1977).

Variacdo Genética em Fungos Utilizados
como Agentes de Biocontrole

Fitopatogenos podem apresentar diferentes graus de especificidade.
Alguns organismos sdo patogénicos a uma ampla faixa de hospedeiras,
enquanto outros sdo limitados a certas espécies (Tepper & Anderson,
1984). Isolados de uma mesma espécie patogénica que diferem quanto
a infectividade a espécies hospedeiras, sdo usualmente designadas de
formae especiales (f.sp.) (Bell, 1982). Raga fisiologica refere-se a isolados
apresentando interacdo diferenciada com variedades da hospedeira.

Variabilidade, devido a heterogeneidade genética, ocorrendo natu-
ralmente ou em consequiéncia de trocas de material genético no meio
ambiente, € uma preocupacdo quando se deseja implementar um pro-
grama de controle bioldgico. Portanto, é de extrema importancia a
selecdo para introducdo de ragas geneticamente estaveis de patdgenos
exoticos especificos. No caso de organismos endémicos, usados na
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estratégia inundativa, é aceitavel um menor rigor quanto a especificidade
(Leonard, 1982; Watson, 1985), embora seja recomendada a avaliagdo
da seguranca de cada isolado selecionado (Charudattan, 1990c).

Diferentes reacdes em espécies hospedeiras a isolados de P. xanthi,
em vdérias regides do mundo, sugerem a existéncia de variabilidade
genética na populacdo dessa ferrugem (Morin etal., 1993a). Um isola-
do do fungo foi denominado Puccinia xanthi sp. trifidae, nos Estados
Unidos, com base na capacidade de infectar somente Ambrosia trifida
(Batra, 1981). Reacdo diferencial de isolados do fungo P. chondrillina,
em relacdo a biotipos de C. juncea, foi também demonstrada. Trés
tipos morfologicamente distintos da planta daninha ocorrem na Aus-
tralia, mas apenas o0 mais comum se mostrou suscetivel ao isolado
introduzido (Hasan, 1972; Bruckart & Peterson, 1991).

A estabilidade genética de fungos usados como agentes de bio-
controle de plantas daninhas pode ser verificada através de evidéncias
historicas e por meio de dados experimentais (Charudattan, 1990c).
Cercospora rodmanii, Entyloma compositarum, Puccinia chondrillina
e C. gloeosporioides f.sp. aeschynomene, entre outros, permaneceram
geneticamente estaveis, apds varios anos de uso no campo (TeBeest &
Templeton, 1985; Trujillo, 1985). Também ndo héa relatos de pesquisa,
sugerindo o aparecimento de novas variantes desses patdgenos.

Beneficios e Prejuizos da Variacdo Genética

O risco do uso de fitopatdgenos para controle de plantas daninhas
deve ser muito bem avaliado para qualquer das estratégias de bio-
controle. Na estratégia classica, o patégeno utilizado, além de altamen-
te virulento, capaz de multiplicar-se e dispersar, € importado de outra
regido e liberado em ecossistemas, que possivelmente ndo possuem
mecanismos de controle da populacdo, produzindo assim epidemia e
reducdo da espécie daninha alvo (Leonard, 1982). Na estratégia inun-
dativa, bioherbicidas séo aplicados em altas doses em populacdes jo-
vens de plantas daninhas, ocorrendo em areas cultivadas. Nesse caso,
podem ser usados patdgenos endémicos, que ndo sejam necessaria-
mente capazes de devastar populagdes de hospedeiras, sob condi¢des
naturais (Leonard, 1982). E importante, no entanto, que o patégeno
apresente caracteristicas que propiciem a producgéo de indculo viavel e
suficiente para controle da espécie-alvo.
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Antes da liberacdo de um patdgeno exdtico, uma rigorosa avalia-
cdo de sua especificidade deve ser feita, tanto em relagéo a plantas
cultivadas como nativas. De acordo com Leonard (1982), entre os fun-
gos parasitas obrigatorios, o caso de P. chondrillina, uma ferrugem
importada da Italia para controlar C.juncea na Australia, mostrou que
ocorre variabilidade genética tanto na planta como no patdgeno. Ex-
tensivas coletas do fungo, na area do Mediterraneo, foram feitas até ser
encontrado um isolado altamente virulento para a forma da planta
mais comum na Austréalia. Em fitopatdgenos parasitas ndo-obrigatorios
a adaptacao a novos hospedeiros pode ocorrer mais prontamente, ndo
sendo aconselhavel a introducdo de patdgenos de baixa viruléncia ou
parasitas facultativos para o controle classico, sem extensivos testes de
especificidade e do potencial de adaptacdo do agente a novos hospe-
deiros.

Os riscos do controle biolégico classico podem ser evitados atra-
vés do controle inundativo, uma vez que sao utilizados patdgenos ja
endémicos na &rea, aplicados em altas doses na estacdo de cultivo
para producédo de epidemia local, quando as plantas daninhas ainda
ndo estdo maduras. Os efeitos serdo restritos a area onde o agente de
controle foi aplicado, se organismos de limitado potencial de disper-
sdo e sobrevivéncia forem utilizados, reduzindo o impacto em plantas
nao-alvo. Assim, os riscos dos bioherbicidas podem derivar mais da
duracdo e intensidade de inoculacdo do que de variagfes genéticas do
patdgeno. As mutacBes que poderdo ocorrer no indculo de um herbicida
bioldgico, provavelmente, ndo serdo diferentes das que ocorrem natu-
ralmente na populacdo do patégeno. Além disso, a selecdo natural do
patdégeno a uma espécie de planta ndo-alvo é limitada, porque o in6culo
terd a mesma origem. Dessa forma, os riscos de bioherbicidas sdo
provavelmente provenientes de disseminagdo mais abrangente, que
podem levar o produto a regifes onde o patdbgeno nao ocorre natural-
mente (Leonard, 1982).

A existéncia de variagdo genética em populacdes de patdgenos
permite a selecdo de isolados mais virulentos, através de recombinacéo
dos genes existentes. Na estratégia classica a vantagem principal da
heterogeneidade, havendo extensa area geografica de ocorréncia do
patdégeno, é ser maior a possibilidade de existéncia de diferentes po-
pulacdes do patdgeno adaptadas a varias condigdes ambientais (Leonard,
1982).
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No caso dos bioherbicidas, o organismo pode ser melhorado e
adaptado para propésitos especiais, sem se preocupar com sua sobre-
vivéncia em ecossistemas naturais. Um problema que pode ocorrer é a
resisténcia de plantas daninhas pela selecdo natural. Entretanto, isso
pode ser solucionado pelo aumento da dosagem aplicada ou pela
selecdo de isolado, periodicamente, para aumento da viruléncia, na
populagdo da invasora-alvo (Leonard, 1982).

INTEGRACAO COM OUTROS METODOS DE CONTROLE

A integracdo do controle bioldgico a sistemas de manejo de plan-
tas daninhas foi discutida por Smith Jr. (1982); Charudattan (1985);
Phatak et al. (1987); Charudattan & DeLoach Jr. (1988); Watson &
Wymore (1990); Hasan & Ayres (1990); Charudattan (1990); Morin et
al. (1993b); Charudattan (1993b) e Figueiredo (1995).

O uso de fungos endémicos como micoherbicidas pode ser inte-
grado com outros métodos de controle de plantas daninhas, em areas
agricolas onde se desenvolve um complexo de espécies (Boyette et
al., 1979; Smith Jr., 1982; Watson & Wymore, 1990).

Dois ou mais bioherbicidas podem ser combinados como misturas
em tanques ou usados sequencialmente para controle de varias espé-
cies daninhas, superando o problema da especificidade de hospedei-
ro. Colletotrichum gloeosporioides f.sp. aeschynomene e C. gloeso-
porioides f.sp. jussiaeae, para controle de A. virginica e Jussiae de-
currens em cultura de arroz e C. gloeosporioides f.sp. aeschynomene e
C. malvarum para controle de A. virginica e Sida spinosa, em cultura
de soja, foram usados com sucesso em combinagéo ou sequencialmente
(Boyette etal., 1979; Smith Jr., 1982; Watson & Wymore, 1990).

Forte efeito sinergistico foi observado quando Puccinia xanthii e
C. orbiculare foram aplicados, sequencialmente, para controle de X.
spinosum, resultando em severos sintomas que levaram as plantas a
morte (Morin etal., 1993b). Também a interacdo entre P. lagenophorae
e patdgenos secundarios em plantas de 5. vulgaris foi considerada por
Paul etal. (1993). Os danos causados pela ferrugem sédo intensificados
pela infeccdo secundaria das pustulas por fungos necrotréficos, que
podem matar a planta, reduzindo a dose efetiva de inéculo dos fungos
envolvidos.
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A integracdo de uso de herbicidas quimicos e fitopatdgenos no
controle de plantas daninhas pode ter efeitos sinergisticos ou antago-
nistas. Produtos quimicos podem interferir com a infec¢do e o desen-
volvimento de doenca, alterando o sitio de infec¢éo, fisiologia e siste-
ma de defesa do hospedeiro, propagulos do patdgeno e aumentando
a colonizacdo do hospedeiro pelo patégeno, mas alguns podem apre-
sentar incompatibilidade com agentes de controle bioldgico de plantas
daninhas (Charudattan, 1993b). O autor destaca que mais fungicidas
do que inseticidas ou herbicidas apresentam problemas, quando em
uso combinado com fungos, devendo as associacOes serem analisadas
caso a caso. Entretanto, ele enumera muitos exemplos praticos e expe-
rimentais, e afirma que os mesmos demonstram a possibilidade de
sucesso do uso integrado de pesticidas quimicos e agentes de bio-
controle, na obtencdo de maior eficicia e espectro de controle, redu-
¢do da necessidade de herbicidas e melhoramento do sistema de ma-
nejo integrado de pragas. O uso de fungicida e inseticida reduziu a
acdo de C. gloeosporioides f.sp. aescbhynomene, devendo-se ajustar a
sequéncia de aplicagcdo de defensivos, para que ndo ocorra interferén-
cia na acdo do patégeno (Smith Jr., 1982; Watson & Wymore, 1990).
Charudattan (1993b) salienta a necessidade de entender as intera¢des
gue ocorrem entre pesticidas quimicos e agentes de biocontrole, para
evitar falhas e melhorar a efetividade destes ultimos.

Holmstrdm-Ruddick & Mortensen (1995) avaliaram os efeitos da
aplicacéo de C. gloeosporioides f.sp. malvae no controle de M. pusilla,
em combinagdo com benomil, utilizando uma estirpe resistente ao
fungicida. Eles verificaram que a aplicacdo prévia ou simultanea do
benomil causava decréscimo de infeccéo, enquanto em pds-inoculagéo,
24 horas apdés o patégeno, nenhum efeito foi observado.

O controle de aguapé (E. crassipes) tem sido obtido, nos Estados
Unidos, com a integragdo de C. rodmanii, insetos e herbicidas (Cha-
rudattan, 1986). Testes conduzidos mostraram que o patdgeno ou in-
setos, isoladamente, ndo controlaram completamente o aguapé, tendo
0 uso associado dos agentes afetado as plantas mais severamente, le-
vando-as a morte 6 meses apds a primeira aplicagdo. Os ferimentos
causados pelos insetos facilitavam a infeccdo pelo fungo. Combina-
¢cOes do patdgeno e baixas taxas de herbicidas apresentaram possibili-
dade de seu uso em condi¢des de campo, particularmente a seqiiéncia
patdégeno-2,4-D, que causou danos de 49%, aos 49 dias apos aplicagdo
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do patégeno. No entanto, o uso de herbicidas ndo deve impedir a
infeccdo pelo patdgeno pela destruicdo da &rea foliar da planta, ou
interferindo na suscetibilidade do hospedeiro ou viruléncia do patégeno.

De acordo com Paul et al. (1993), o entendimento das interagdes
entre plantas daninhas, patégenos e o ambiente é muito limitado para
oferecer qualquer retorno rapido. Segundo esses autores, tais interagdes
serdo melhor exploradas em estratégias de controle baseadas no ma-
nejo de populagdes do que naquelas em que ocorre completa elimina-
¢édo das plantas daninhas.

CONFLITOS NO USO DE FITOPATOGENOS
PARA CONTROLE DE PLANTAS DANINHAS

O uso de fitopatdgenos no controle de plantas daninhas traz bene-
ficios, mas requer precaucdes. Quimbyjr. (1982) discute algumas epi-
demias historicamente significantes e os fatores que aparentemente
favoreceram a sua ocorréncia, visando prover informacgdes sobre a
capacidade de os fitopatdgenos alterarem populacdes de plantas e dar
suporte a necessidade de cuidados na aplicacdo do controle biologico
de plantas daninhas. Na maioria dos casos das epidemias discutidas
houve interferéncia do homem na introducdo do patégeno ou do hos-
pedeiro em novos locais, onde a ocorréncia de doenca em grande
escala foi propiciada.

A requeima da batata, causada por Phytophthora infestans, se es-
palhou na maioria das areas cultivadas com essa Solanaceae no mun-
do e, ainda hoje, apesar dos métodos de controle disponiveis, apre-
senta grande importancia. A ferrugem do café, causada por Hemileia
vastatrix, teve origem na Africa e tem tido profundo efeito sobre a
cultura humana, tendo se espalhado rapidamente na América do Sul.
Endotbia parasitica, agente da queima em Castanea dentata, teve
origem na China e levou a extingdo a espécie que era dominante em
grandes areas de florestas na América do Norte. Ceratocystis ulmi, que
causa a doencga do olmo holandés, foi descoberto em 1930 nos Estados
Unidos e disseminado para Europa, China e América, causando gran-
des prejuizos. Phytophthora cinnamomi é aparentemente o agente
causai deJarrah dieback em Eucalyptus marginata na Australia, que
foi registrado pela primeira vez em 1928, e afeta plantas de varias
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familias na floresta Jarrah, tendo causado destrui¢cdo da comunidade. A
substituicdo da vegetacdo pode incluir espécies menos desejaveis de
Eucalyptus. Além disso, o patégeno infecta mais de 190 espécies de
plantas e causa muitas doengas em todo o mundo. Botryosphaeria
tamaricis causou destruicdo em plantios de Tamarix na faixa de 1,5-2
anos de idade na Argentina. O patdégeno tem sido apontado como um
fungo a ser manipulado para controle de espécies desse género, que
foram introduzidas nos Estados Unidos e causaram deslocamento da
flora nativa.

O uso de fitopatdégenos para o controle de plantas daninhas, em-
bora possa ser considerado seguro com base nas experiéncias passa-
das, ainda esta sujeito a debate. Especula-se que, como em qualquer
sistema bioldgico, organismos exdgenos liberados no ambiente po-
dem alterar drasticamente o equilibrio do ecossistema (Freeman &
Charudattan, 1995).

Vaérios agentes de biocontrole foram incluidos em um programa de
controle de C. juncea, na Australia, tendo sido destacado o impacto
de P. chondrillina, que se espalhou e causou epidemia rapidamente
(Cullen et al., 1973). O sucesso no estabelecimento do fungo causou
reducdo na densidade do biotipo da invasora predominante & época
da liberagdo, acompanhado de um aumento na densidade de dois
outros biotipos, menos suscetiveis ao patdgeno (Cullen, 1978; Wapshere,
1978; Freeman & Charudattan, 1985). Essa mudanca na distribuicao,
freqUéncia e abundancia das trés formas de C.juncea no sudeste da
Australia foi documentada para o periodo de 1968-1980, por Burdon et
al. (1981). Puccinia chondrillina causou reducdo da habilidade de
competicdo da forma mais abundante e expansdo das formas menos
competitivas.

Um conflito de interesses pode originar-se quando uma planta
daninha alvo é considerada util em alguma situacdo ou para determi-
nado segmento da sociedade (Julien, 1989). Os conflitos podem ser
classificados em trés categorias: econémicos, ecoldgicos e estéticos
(Andres, 1981).

A solucgéo de conflitos de natureza econdbmica ou estética cabe aos
governantes. Entretanto, é indispensavel a cooperacdo dos pesquisa-
dores para a solugdo de conflitos ecoldgicos, tais como os referentes a
possiveis danos a plantas nativas relacionadas a espécie-alvo, princi-
palmente espécies raras. Os pesquisadores responsaveis por tais proje-
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tos devem, juntamente com ecologistas e taxonomistas, analisar cri-
teriosamente as consequéncias da abundancia e disseminagéo da plan-
ta daninha e os efeitos das aplicacBes de herbicidas quimicos em larga
escala sobre a diversidade da flora nativa, considerando-se a possibili-
dade de que o organismo de controle bioldgico possa ocasionalmente
atacar plantas nativas (Schroeder, 1983).

Segundo Freeman & Charudattan (1985), duas sdo as abordagens
para minimizar a possibilidade de conflitos na utilizagdo de patégenos
exoticos, cada uma apresentando limitagcbes. O enfoque da Australia
tem sido direcionado para determinacgédo da faixa de hospedeiro e po-
tencial de biocontrole do organismo no seu centro de origem. Essa
abordagem é a mais econémica, mas pode ndo possibilitar a realizacdo
dos testes com as espécies, biotipos e variedades da espécie hospedei-
ra ocorrendo na area onde o organismo serd utilizado. Nos Estados
Unidos, o patdégeno é introduzido em quarentena, onde sdo avaliados
sua especificidade e seu potencial de biocontrole. O método facilita a
realizacdo dos testes com plantas nativas para a &rea-alvo, mas apre-
senta a desvantagem de possibilitar escapes de organismos, devido a
erro humano ou instalagdes danificadas.

A aplicagdo do controle biolégico inundativo, utilizando-se paté-
genos endémicos, alternativamente ao controle bioldgico classico, re-
duz o impacto em plantas ndo-alvo, pois os efeitos se restringem a
area onde o agente de controle foi aplicado. Entretanto, permanece o
risco decorrente da pressdo de selecdo exercida pelo elevado nimero
de propagulos liberados no ambiente, embora a experiéncia com o
uso de micoherbicidas indique que as possibilidades de aparecimento
de mutantes com patogenicidade e gama de hospedeiras alteradas se-
jam raras (Freeman & Charudattan, 1985).

CONSIDERACOES GERAIS

As estratégias de controle bioldgico de plantas daninhas, através
de fitopatogenos, diferem basicamente quanto a resposta ecologica, e
sdo utilizadas de acordo com cada situacéo particular. Ambas as estra-
tégias exigem avaliacdo prévia cuidadosa do impacto sobre plantas
ndo-alvo, representando o controle classico um enfoque mais ecologi-
co do uso dos agentes de biocontrole.
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Em geral, o controle classico de plantas daninhas com patdgenos
exoéticos € considerado mais adequado para espécies perenes in-
troduzidas em &reas extensas e pouco perturbadas, como pastagens e
florestas, e em ambientes aquaticos, onde o emprego de herbicidas
seria dificil, antiecondmico ou causaria prejuizo ao meio ambiente.
Entretanto, o controle de C. juncea em campos de trigo na Australia
mediante a liberacdo de P. chondrillina é um exemplo de utilizagéo
bem sucedida desse método em culturas anuais. A importacao de estir-
pes de patégenos de espécies hospedeiras botanicamente relaciona-
das e ecologicamente homdlogas a espécie-alvo pode ser considerada,
na inexisténcia de inimigos naturais associados a planta-alvo no seu
centro de origem.

A estratégia inundativa pode ser utilizada com patégenos tanto
exoOticos como nativos endémicos. Estes Gltimos tém sido os mais uti-
lizados até o momento. A estratégia enfatiza a manipulacdo dos pa-
tégenos e sua utilizacdo de modo semelhante aos herbicidas quimicos,
envolvendo fortemente o aspecto comercial.

O uso de patégenos de plantas daninhas associados a outras prati-
cas de controle permite ao agricultor reduzir as perdas de producéo e
a0 mesmo tempo minimizar os danos causados ao meio ambiente.

O sucesso do controle bioldgico depende em grande parte do
entendimento dos componentes epidemiolégicos envolvidos, embora
0s mecanismos de cada um desses componentes sejam diferentes para
cada uma das estratégias. Quanto mais informacgGes existirem acerca
das interacdes entre patdégeno, hospedeiro e meio-ambiente, maiores
serdo as oportunidades de utilizacdo adequada desse método de con-
trole.
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INTRODUCAO

Os vetores de Doenca de Chagas pertencem a varios géneros com
varias espécies de importancia em diferentes paises, desde os Estados
Unidos até a Argentina (Barreto,1979). A doenca causada pelo Try-
panossoma cruzi, particularmente nos paises sul-americanos, é preva-
lecente na &rea rural, mas, pela vasta distribuicdo neste meio, tem se
expandido para areas urbanas, ocasionada pelo éxodo rural, mostran-
do que esta muito associada aos niveis econémicos da populacéo.

O T. cruzi é transmitido para 0 homem a partir de picadas dos
vetores, conhecidos por varios nomes populares, entre eles os mais
comuns, barbeiro, no Brasil, “kissing bug" nos Estados Unidos. Os
niveis atuais da doenca no Brasil e América do Sul e a prevaléncia de
infeccdo para T. cruzi é de aproximadamente 10.934.000 de infectados.
A Tabela | mostra a distribui¢do por paises. No Brasil, atualmente os
problemas maiores sdo ainda com o T. infestans e as areas mais afeta-
das sdo norte de Minas Gerais, regido do Sdo Francisco a Bahia, 0
distrito de Santa Rosa no Rio Grande do Sul e o norte de Goias. Segun-
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do Tonn (1988), mais de 115 espécies de triatomineos tém sido encon-
tradas infectadas. No entanto, poucas sdo importantes do ponto de
vista de infectarem o homem, dada a sua ocorréncia fora de areas
domiciliares, assim como outras espécies pouco estudadas pertencen-
tes aos géneros Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma, e ainda tria-
tomineos silvestres cujos adultos invadem ocasionalmente os domici-
lios e anexos, podendo trazer a infeccdo para o homem e para oS
animais domeésticos e sinantropicos. Merecem atencdo especial 0s re-
servatérios naturais onde varias ordens com varias familias ocorrem.
Extensa revisdo sobre este assunto é apresentada por Barreto (1979),
particularmente para os hospedeiros silvestres como os gambas (Di-
delphis) e os tatus, citados como 0s principais, enquanto que para 0s
domésticos e peridomiciliares, tém-se cachorros, gatos e roedores.

TABELA 1. Prevaléncia de Doenca de Chagas em varios paises da América do Sul.

Pais Ndmero de infectados*
Argentina 2.640.000
Bolivia 1.333.000
Brasil 6.340.000
Chile 187.000
Paraguai 397.000
Uruguai 37.000
Total 10.934.000

'Dados obtidos da Organizacién Panamericana de la Salud (OPS).encontro realizado de 22 a 24 de margo de 1995, em
Assunc¢éo, Paraguai.

O controle destes vetores nos diferentes paises é realizado por
varias instituicbes, em sua maioria governamentais. A Tabela 2 apre-
senta algumas destas insituigdes, que utilizam basicamente produtos
quimicos para o controle destes vetores. No ano de 1995, segundo
documento da Organizacién Panamericana de La Salud, OPS, mais
de sessenta milhdes de doélares tém sido despendidos na tentativa de
eliminacdo de T. infestans e na interrupgao da transmisséo transfusional
de T. cruzi. Mais recentemente, a literatura tem trazido contribuigtes
de vérios autores quanto a possibilidade de controle bioldgico utilizan-
do-se parasitas, predadores e microrganismos.
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Neste capitulo sera examinada a distribuicdo de vetores, apresen-
tando-se uma possibilidade de controle microbiano a partir de resulta-
dos de pesquisa de campo utilizando-se o fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliae para o controle de Panstrongylus megistus.

TABELA 2. Instituicdes sul-americanas envolvidas no controle de vetores de Doenca de Chagas
e dispéndios aproximados em doélares americanos para o combate.

Pais Instituicao Dispéndios
aproximados em US$

Argentina Ministério de Salud y Accién Social-Servigo 18,000,000
Nacional de Drogas

Bolivia Ministério de Desarrolo Humano/Secretaria 717,035
Nacional de Salud
Direccién Nacional de Vigilancia
y Control de EnfermedadesY Riesgos
da Secr. Nacional de Sallud
Brasil Superintendéncia de Controle de Endemias 50,000,000
“SUCEN" no Estado de Sao Paulo
Fundacao Nacional de Saude-FNS Federativo
exceto Sao Paulo

Chile Ministério de Salud 300,000
Programa de Vetores

Paraguai Ministério de Salud Publica y Bienestar Social 1,250,000

Uruguai Ministério de Salud Programa de Chagas 73,000

Fonte: Informag&es parcialmente obtidas de “Iniciativa dei Cono Sur IV Heunién de la Comision Intergubernamental para la
Eliminacién dei Triatoma Infestans y la Interrupcién de laTripanosomiasis Americana Transfusional". Publicagéo da Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), encontro realizado de 22 a 24 de margo de 1995, em Assuncéo, Paraguai.

ECOLOGIA E DISTRIBUICAO

Os triatomineos tém ampla distribuicdo geografica no Novo Mun-
do, desde os Estados Unidos até o sul do Chile e Argentina, existindo
espécies que sao tipicamente silvestres; e das 118 espécies conhecidas,
105 sdo do Novo Mundo. Todas as espécies sdo vetoras em potencial
para o Trypanosoma cruzi, mas seis ttm importancia epidemiolégica
na América do Sul: Triatoma infestans, T. brasiliensis, T. dimidiata, T.
sérdida, P. megistus e Rhodniusprolixus. A espécie vetora mais impor-
tante, devido ao seu habito quase que estritamente doméstico e tam-
bém com a mais extensa area de distribuicdo, € o T. infestans, encon-
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trado na Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai, Peru e Uruguai. Em
algumas localidades do sul do Brasil (Rio Grande do Sul), sul do Peru,
Bolivia e algumas localidades do noroeste da Argentina, T. infestans
também tem héabito peridoméstico, ocupando galinheiros, currais etc.
As colbnias em ecétopos artificias tém tendéncia a se concentrarem
nas partes mais altas da parede. Neste género, Triatoma, um exemplo
tipico é dado pelo T. arthurneivai que habita fendas de pedras e esta
associado a lagartos e roedores. E encontrado no Brasil nos estados da
Bahia, Minas Gerais e Sdo Paulo. No estado de Séo Paulo, Rodrigues et
al. (1992) encontraram adultos da referida espécie em ecotopos artifi-
ciais e com infeccao natural pelo T. cruzi. Ainda no Brasil, no estado
do Rio Grande do Sul, no Uruguai e no norte da Argentina encontra-se
outra espécie T. rubrovaria, tipicamente silvestre que convive com
roedores em ambientes pedregosos. Apresenta alto indice de infeccéo
natural e invade os domicilios principalmente no verdo. Na Argentina
temos mais duas espécies deste grupo que sdo T. eratyrusiformis e T.
patagonica: criam-se em lugares pedregosos e alimentam-se de pe-
guenos roedores, mas atacam o homem e o0s animais domésticos a
noite. T. brasiliensis com altas taxas de infec¢do pelo T. cruzi é o vetor
mais importante no nordeste do Brasil, e pode ser encontrado com
alguma frequéncia em domicilios. Tem habitos silvestres e perido-
miciliares, onde estd associado com abrigo de cabras, galinheiros e
ecotopos rochosos; no peridomicilio e domicilio tem as aves como
principal fonte alimentar, seguidas por humanos.

A segunda espécie vetora é P. megistus, sendo domiciliada em
algumas regibes, peridomiciliar e silvestre em outras. Também tem
vasta distribuicdo geografica, distribui-se desde as Guianas até a Ar-
gentina. E a espécie responsavel pelos focos mais intensos da endemia
chagéasica em Minas Gerais e Bahia (Brasil). Tem hébito silvestre no
centro do Brasil e leste do Paraguai e esta associado a Didelphideos,
motivo pelo qual os indices de infec¢do para T. cruzi sdo elevados.
Invadem ocasionalmente domicilios e peridomicilios onde se coloni-
zam com facilidade. P. geniculatus, espécie silvestre que também inva-
de ocasionalmente ecétopos artificiais e tem ampla distribuicdo geo-
grafica, estd associada a animais com habitos terrestres (buracos), como
é 0 caso dos tatus. Pode-se citar ainda o P. diasi com distribuicdo na
Bolivia e Brasil nos estados de Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo e Babhia,
ocorrendo neste ultimo estado na regido da caatinga. P. lutzi no nor-
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deste brasileiro e P. tupynambai no Rio Grande do Sul e Uruguai sdo
espécies que nos ultimos anos tém sido encontradas com freqiiéncia
nas habitagGes humanas.

T. sérdida geralmente é encontrada em ecotopos silvestres e no
peridomicilio, invade com freqliéncia o domicilio, mas é considerada
espécie secundaria. Tem distribui¢cdo no Brasil Central (cerrado), par-
tes do Paraguai, noroeste da Argentina, Uruguai e Bolivia. Tem sido
encontrada com baixa taxa de infec¢do natural, a qual esta associada a
roedores. T. dimidiata frequienta o domicilio e é encontrada em diver-
sas tocas silvestres, tais como rocas, grutas ocupadas por morcegos e
ocos de arvores, sendo um importante vetor da América Central, Méxi-
co, Colémbia, Equador e norte do Pem.

Outro género que pertence a este grupo, cujos adultos invadem
ecotopos artificiais, sdo algumas espécies de Rhodnius, principal-
mente R. domesticus, que é encontrado na regido litoranea do Brasil,
R. pictipes nas regides norte e centro-oeste do Brasil e o 7?. brethesi,
com distribuicdo no norte do Brasil e Venezuela, tem hébitos silves-
tres e habita palmeiras de piacaba (Leopoldinia piassaba), ataca o
homem com avidez e, nos ultimos anos, tem invadido com freqién-
cia ecétopos artificiais.

R. prolixus é a espécie vetora mais importante da Colémbia e
Venezuela, onde tem habito doméstico, sendo responsavel pela trans-
missdo natural da Doenga de Chagas. Também é importante em algu-
mas partes da Ameérica Central, particularmente em El Salvador,
Guatemala e Honduras. No ambiente domiciliar, R. prolixus alimenta-
se principalmente de sangue humano e de aves, embora utilize tam-
bém, como fonte alimentar, cdes e gatos. No ambiente silvestre, faz
uso de marsupiais e roedores como fonte de alimento. R. pallescens é
importante vetora no Panama, invade casas com freqiiéncia formando
coldnias e é encontrada também no peridomicilio e em ambientes
silvestres em palmeiras. As popula¢des domésticas na area central do
Panama tém como fonte alimentar o homem (59%), seguido por mar-
supiais e aves domeésticas.

No Velho Mundo, sdo 13 as espécies descritas, necessitando de
esclarecimentos epidemiologicos. Nao se encontrou nenhuma infectada
pelo T. cruzi. A espécie mais conhecida dentre estas é Triatoma
rubrofasciata, que é cosmopolita e encontrada em regiGes portudrias.
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Dada a importancia dos géneros e espécies silvestres de ocorrén-
cia em toda a América do Sul, e particularmente em um pais como o
Brasil, onde além de uma vasta area de matas ha uma grande expan-
sdo de areas agricolas, com retorno de populagBes para areas rurais,
somando-se a isto o desmatamento que ocorre predatoriamente em
toda a América do Sul, torna-se extremamente necessaria a considera-
cdo destas espécies. Entre as tipicamente silvestres temos espécies do
género Psammolestes, particularmente P. arthuri, com distribui¢cdo na
Venezuela, P. coreodes ocorre na Argentina, Bolivia, Paraguai e oeste
do Brasil e P. tertius tem distribuicdo limitada ao Brasil (Bahia, Ceara,
Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Para, Paraiba, Pernambuco e Séo
Paulo).Outro género tipicamente silvestre é o Cavernicola com as es-
pécies C. lenti e C. pilosa, que estd associado a morcegos e como ciclo
silvestre de transmissdo do Tripanosoma cruzi entre morcegos. C.pilosa
foi encontrada em domicilios na regido de Aracatuba, oeste do estado
de Sdo Paulo (Rodrigues, comunicacdo pessoal). Entre o género
Triatoma, encontra-se na Argentina, T. delpontei e T. garciabecei am-
bos habitando ninhos de péssaros e no Panama T. dispar, que tem
héabitos arboricolas e estd associado a Choloepus hoffmanni (pregui-
¢a). Ainda como estritamente silvestres podem ser citados 0s géneros
Belminus, Dipetalogaster, Microtriatoma, Parabelminus e algumas es-
pécies do género Rbodnius.

CONTROLE DO VETOR

A Doenca de Chagas, segundo Tonn (1988), é uma das poucas
doencas onde o controle efetivo € possivel, e este ndo depende so-
mente da acdo de produtos quimicos ou biolégicos, mas também de
forte acdo governamental sobre o aumento populacional e o desenvol-
vimento econbmico, que deve estar associado a uma melhoria em
moradia, investindo nas condi¢fes sanitarias que sdo componentes
fundamentais para uma revolugdo na saude publica, e que ainda nédo
foram atingidos nos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento.

Os piretréides sintéticos tém sido aplicados desde 1980. Um dos
mais utilizados € a deltametrina em pd molhavel ou suspensdo con-
centrada em doses de 25-50 mg/m? ou cipermetrina e piretrina em
liquido ou em p6 em doses de 100-200 mg/m2
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O controle quimico em programa de controle tem sido executado
na Argentina, Brasil e Venezuela. Em grandes areas destes paises, 0
programa encontra-se na fase de vigilancia, caracterizada por moni-
toramento de infestacdo nas casas e onde for necessério faz-se pulve-
rizacdo (ou borrifacéo).

Com relacdo aos vetores do peridomicilio que merecem especial
atencdo, o controle destas espécies pode ser através da combinacéo de
borrifacdo quimica, manejo do ambiente e controle bioldgico.

Vérios produtos quimicos foram utilizados no Controle de Vetores.
Zerba (1988) cita Malathion, Fenitrothion, DDVP, Pirimiphos methyl,
Bendicarb. No entanto, devido ao impacto que causaram, atualmente
0s piretréides sdo os mais utilizados.

No controle biolégico podem ser utilizados parasitas, predadores e
simbiontes (Ryckman & Blankenship, 1984). No Brasil, Rhodnius ne-
glectus tém sido infectados por Telenomus sp. no estado de Minas
Gerais. O género Rasahus é citado por Coscaron (1983) como um
importante grupo dc predadores. Na Argentina, Anastratus charitos é
citado como um importante grupo de parasitas ao T. infestans. Ainda
em controle biologico tem-se a utilizacdo de feromdnios e o microbiano.
O controle microbiano vem sendo potencializado com a utilizagdo do
fungo Metarhizium anisopliae (Messias et al., 1986).

Em todos os tipos de controle, a distribuicdo dos vetores deve ser
fortemente considerada sob o aspecto epidemioldgico, quanto as carac-
teristicas domiciliar, peridomiciliar e silvestre. Com a invasdo de &reas de
florestas para formacgdo de fazendas ou retirada de madeira, ou pela
devastacao de &reas de preservacgdo nas adjacéncias de regides urbanas,
as areas rurais sdo as primeiras a desalojarem os vetores de seus ambien-
tes naturais, quebrando o seu equilibrio com a floresta e 0s animais,
passando entdo ao homem primeiramente em suas adjacéncias, em seus
animais domésticos como galinhas e patos entre outros, e em seguida
passando para a casa. Em muitas propriedades agricolas, os proprieta-
rios proibem a criacdo de galinhas, ou recomendam a construcao de
galinheiros em locais afastados, nos moldes recomendados pelas Insti-
tuicbes de Combate, mantendo-os desta forma longe dos domicilios,
servindo praticamente como uma barreira, tendo em vista o desenvolvi-
mento do vetor, apesar de ndo haver a possibilidade de multiplicagéo do
protozoario. N&o € raro o numero de galinhas vistas em estado de inani-
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cao por terem sido sugadas por um ndmero razoavel de triatomineos,
conforme foi observado em uma propriedade rural no municipio de
Alvorada do Norte, estado de Goias, 200 km ao norte de Brasilia (comu-
nicacdo dos autores).

O controle de vetores da Doencga de Chagas é feito por 6rgdos go-
vernamentais, e tem pouca eficiéncia dadas as distancias e areas a serem
cobertas. O sinal para o controle é dado pela populacdo que verifica a
ocorréncia desses vetores, solicitando, entdo, a intervencdo do 6rgédo
competente. O controle é feito periodicamente no interior da residéncia
com aplicacdo de produtos quimicos. Devido ao comportamento pecu-
liar do inseto, as areas peridomiciliares que nédo forem pulverizadas ade-
quadamente podem servir de reintroducdo do vetor. Assim, um con-
trole mais efetivo seria aquele em que fossem tratadas ndo s as areas
domiciliares como também as peridomiciliares, o que é possivel com
agentes bioldgicos como o fungo Metarhizium anisopliae. O fungo, por
ndo ter acdo sobre animais de sangue quente e nem sobre o homem,
pode ser aplicado sobre animais e ninhos das aves (galinhas) ao redor
do domicilio e, assim, exercer um controle microbiolégico mais eficien-
te e duradouro na reducédo populacional de vetores.

O tratamento com fungos, no caso M. anisopliae, tem sido feito com
aplicacdo de esporos em concentragdes 108 con/ml e com esta prepara-
¢éo tem-se obtido controle de 35 a 40% com as aplicagGes no interior de
residéncias, aos moldes dos produtos quimicos, com uma persisténcia
que pode ser maior que 45 dias (Messias et al., em preparagéo).

Formas de Utilizacdo do Controle Microbiano

Em controle microbiano, o entomopatdégeno pode ser utilizado de
varias maneiras, a saber: a) colonizagdo; b) inseticida microbiano; c)
inoculativo (Roberts et al., 1991); d) ou ainda em sinergismo com pro-
dutos quimicos. No entanto, estes métodos devem ser considerados
em relagdo as caracteristicas biolégicas e abidticas que influenciam a
distribuicdo dos vetores, e no caso particular quanto ao habito domés-
tico, peridomiciliar e silvestre.

Domiciliar. Neste caso, a utilizagcdo deve ser feita nos moldes dos
produtos quimicos, repetindo-a com a devida periodicidade, empre-
gando-se o entomopatdégeno como inseticida microbiolégico. No en-
tanto, a velocidade com que o patégeno mata o hospedeiro é lenta e
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pode levar até 3 a 4 dias em condi¢bes de bioensaios (Messias et al.,
1986), o que em condic¢des de campo pode ocorrer em torno de 10 a
15 dias (Messias et al., em publicacdo).

Esta forma de controle tem apresentado reducdo populacional de
30 a 45% em tempos longos, ao redor de cem dias apos a aplicagéo,
mas que provavelmente podem ser reduzidos em condi¢des de tem-
peraturas mais elevadas, sendo que as condi¢cbes em que foram obti-
dos os resultados foram intencionalmente as mais criticas possiveis, ou
seja, com temperatura em torno de 20 a 25°C e umidade relativa em
torno de 70% e, mesmo nestas condi¢Oes, a sobrevivéncia residual dos
esporos nas paredes tratadas foi superior a 45 dias. A Fig. 1 mostra
estes resultados.

A utilizacéo deste tipo de controle para vetores domiciliados deixa
a desejar pelo baixo nivel de controle de impacto. Entretanto, poderia
ser empregado em conjunto com inseticidas tradicionais como 0s
piretrdides e outros, o que poderia abreviar o periodo de morte dos
hospedeiros, dado que populacgdes estressadas ficam mais sensiveis a
acdo de doencas, mas este tipo de utilizagédo deve ser estudada.

FIGURA 1. Mortalidade acumulada durante os 105 dias de experimentos com 3 introduc¢des de
insetos.
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Peridomiciliar. A ocorréncia do vetor se d4 também além da resi-
déncia, principalmente nas cercanias desta, onde tem-se a criacdo de
aves e outros animais domésticos como caprinos, ovinos e suinos, e
ainda a ocorréncia de pequenos animais silvestres, como por exemplo
0 gamba, que pode ser um reservatério do protozoario, e neste caso
também seriam recomendadas aplicagbes periodicas, empregando-se
0 entomopatdégeno como inseticida microbiano.

O controle dentro de area peridomiciliar deve ser rigoroso por
tratar-se de &reas transitérias ao habito domeéstico dos vetores. Bos
(1988) cita 0 exemplo muito conhecido de Rhodniusprolixas, muitas
vezes introduzidos em ambiente doméstico juntamente com folhas de
palmeiras usadas para cobertura. Segundo Zeledon (1981), tem-se o
caso de Triatoma dimilata que é trazido de regibes silvestres junta-
mente com lenhas que sdo mantidas proximas a casa. O controle nes-
tas areas muitas vezes ndo pode ser feito por produtos quimicos devi-
do ao tipo do impacto ambiental, podendo intoxicar e até mesmo
levar & morte animais domésticos e contaminar 0os mananciais hidricos.
Os fungos, por ndo apresentarem estes efeitos indesejaveis, podem ser
aplicados amplamente nestes locais. Forattini etal. (1979) ja enfatizavam
o cuidado com populacges triatominias em ambiente extradomiciliar,
gue devem ser devidamente consideradas pela vigilancia.

Silvestre. Estas populacdes sdo dificeis de serem tratadas por causa
do local de ocorréncia, como por exemplo ninhos de passaros em pal-
meiras verivas, e, se usados, devem ser como inseticida microbiano,
com aplicacbes continuas e periodicas. Neste particular, ainda citou-se
as observacgdes de Forattini ef«/. (1979) que permanecem vélidas, dada
a continua expansdo da atividade agropecudria, bolsdes de matas e
restingas que séo, de uma forma inequivoca, reservatorios, por permiti-
rem a sobrevivéncia de populagdes. Este fato tem permitido a expanséo
de alguns tipos de ecotopos, representados por &rvores secas, 0 que
facilitou a distribuicdo de T. sordida. Apesar da persisténcia e da multi-
plicacdo de esporos sobre o cadaver dos hospedeiros, ndo se recomen-
daria uma utilizacdo do tipo colonizagdo, dado o comportamento do
hospedeiro de poder migrar de acordo com sua fonte alimentar.

Obtencéo do Inseticida Microbioldgico

A obtencéo passa inicialmente pelo desenvolvimento de uma ma-
triz que compreende varias fases, até que se tenha obtido seu real
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valor quanto a eficiéncia e expressdo ambiental, considerando-se 0s
fatores abidticos do ambiente, particularmente temperatura e umida-
de, juntamente com os resultados de bioensaios onde os fatores bidticos
de hospedeiro e patdgeno sdo avaliados. Varios hospedeiros, diferen-
tes espécies de triatomineos e estagios de desenvolvimento devem ser
avaliados em bioensaios (Messias et al., 1986), assim como Vérias li-
nhagens do entomopatégeno, passando-se a seguir a uma avaliagdo
de pré-campo onde as melhores linhagens obtidas em bioensaios sédo
avaliadas. Essa condicdo de pré-campo nada mais € que uma forma de
menor escala em relacdo a utilizagdo em larga escala para que se possa
determinar as dosagens.

Aqui no caso serd citada uma forma de obtencdo do inseticida
microbioldgico que tem aplicacdo para ambos, utilizando-se uma for-
ma pura de esporos sem formulagdes.

Selecdo em Bioensaios de Matrizes

Denomina-se matriz a linhagem selecionada em bioensaio quanto
a Tempo Letal 50 (LT50) e Dose Letal 50 (DL50) e outras caracteristicas
culturais, bidticos de espécie pela reinoculacdo de insetos sadios com
esporos de cadaveres dos hospedeiros vindos do campo. No bioensaio,
esporos do fungo sdo produzidos em meios de cultivo e inoculados
com matriz previamente selecionada em meio de cultivo constituido
de arroz cozido em autoclave. Apds o crescimento micelial ocorre a
esporulagéo, cujo ciclo se completa em 15 dias em condi¢fes de tem-
peratura ambiente de +28°C. Os esporos sdo entdo removidos por via
aguosa, por exemplo obtendo-se uma pasta de conidios que pode ser
mantida por longo tempo em congelador -20°C, em suspensao de
glicerol (Destefano, 1993).

Aplicacdo em Area Rural

A aplicacdo dos esporos € feita sobre as paredes de residéncias,
moveis, madeiras ou outro suporte, e nas areas peridomiciliares. O vetor,
caminhando sobre as superficies tratadas, adquire os esporos, que se
fixam em seu corpo, e ao germinarem penetram na cuticula através de
um processo quimico e mecanico (fase de penetracdo), indo entdo se
desenvolver numa forma leveduriforme ja na hemocela com producao
de toxinas (fase de colonizacdo), e levando o hospedeiro a morte (Mes-
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sias, 1992). Sobre o cadaver sdo produzidos novamente esporos, unida-
des infectivas, que poderdo infectar outros insetos na populacdo de
vetores, e assim completar o ciclo de doenga. Para Panstrongylus megistus,
o ciclo estd em torno de 15 dias, para uma linhagem isolada em labora-
torio, M. anisopliae 157P, obtida de selecdo genética de mutantes da
linhagem denominada E9, isolada de cigarrinha-das-pastagens. A Fig. 2
mostra o ciclo de evolugédo da doenca.

Germinagao
e aderéncia

a cuticula

colonizacdo
Formacgao fase fase
de apressoério leveduriforme  micelial

mPara varias linhagens, a morte ocorre jA em 72 horas. (Messias et a/.. 1986)

FIGURA 2. Ciclo de infec¢do causada por Metarhizium anisopliae em Panstrongylus megistus.

Nas areas tratadas tem sido observada uma resisténcia dos esporos
em torno de 45 dias, o que podera ser maior, recomendando-se entdo
a periodicidade de aplicagGes.

CONCLUSAO

O controle de vetores por agentes microbianos como 0s fungos,
particularmente Metarhizium anisopliae, apresenta-se com grande po-
tencialidade e os resultados até agora obtidos para P. megistus reco-
mendariam sua utilizacdo, principalmente em areas peridomiciliares,
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uma vez que ndo apresenta o impacto dos produtos quimicos tradicio-
nalmente utilizados e, nestas areas, podera servir como um cordao e
ser aplicado sobre diferentes superficies e locais. Por outro lado, ainda
nestes locais, o efeito podera se tornar aditivo pela contaminacdo den-
tro da propria populacdo. Junta-se a estes motivos a importancia so-
cial, dados os dispéndios econdmicos que poderiam ser carreados para
outras atividades da saude e da educacdo, dadas as condi¢cbes dos
paises que mais sofrem desse mal.

Deve ser reiterada ainda na utilizacdo destes entomopatdgenos a
sua interacdo ambiental, o que nas condigbes abioticas reinantes na
América do Sul sdo altamente recomendaveis. Sdo recomendaveis tam-
bém estudos ao nivel epizotidlogico, onde a relagdo patdgeno/hospe-
deiro e a interagdo com o ambiente sdo consideradas, procurando-se
linhagens mais eficientes.

Ainda pela facilidade de producdo de fungos entomopatogénicos,
pelo baixo custo de obtencdo e desenvolvimento, é recomendavel o
estimulo aos projetos envolvidos em identificacdo de novos géneros e
espécies que possam ter potencial como agentes de controle microbiano
de vetores.
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INTRODUCAO

Diversas doencgas de plantas de expressdo econdmica estdo associa-
das direta ou indiretamente a artropodos, representados por insetos e
acaros. Na maioria dos casos, esses artropodos tém importancia indireta,
atuando como vetores de microrganismos fitopatogénicos, como virus e
alguns grupos de procariotos, fungos e protozoarios. Neste tipo de asso-
ciacdo, os fitopatdgenos geralmente dependem dos vetores para sua
disseminacao na natureza e penetracdo em plantas hospedeiras. Existem
também artropodos que, embora ndo transmitam fitopatdgenos, sdo
importantes por injetarem substancias toxicas nas plantas, causando
fitotoxemias. Esses organismos se destacam por seus habitos alimenta-
res e a grande capacidade de multiplicacdo e dispersao.

O controle quimico de artrépodos vetores e/ou toxicogénicos tem
resultado em problemas sérios de resisténcia, levando os agricultores a
utilizarem dosagens cada vez maiores de pesticidas. Isso tem como
conseqiéncia quase que imediata a poluicdo ambiental, aumento de
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residuos tdxicos nos alimentos e, principalmente, desequilibrios na
balanca biolodgica, resultando na ressurgéncia de pragas e no apareci-
mento de pragas secundarias.

Assim, ha necessidade de pesquisas sobre o desenvolvimento de
métodos alternativos de controle desses artropodos. Apesar de ser
possivel a utilizacdo de parasitdides e predadores, os entomopato-
genos, por serem facilmente produzidos e por se assemelharem mais
ao uso dos pesticidas, representam alternativas praticas e viaveis para
o controle de vetores, associados ou ndo ao uso de pesticidas quimi-
cos. A utilizacdo de entomopatdgenos deve ser feita dentro de estra-
tégias cuidadosamente estudadas, tendo em vista as caracteristicas da
praga e do entomopatdgeno, além daquelas relacionadas ao ambien-
te, cultura etc.

Em alguns casos, a transmissdo de fitopatdgenos por vetores é
muito rapida, bastando uma Unica picada de prova do vetor para que
ocorra a inoculacdo da planta sadia. Nessa categoria enquadra-se a
transmissao estiletar (ndo-persistente) de virus de plantas por pulgdes.
Em contraste, os entomopatdgenos mais rapidos colonizam vetores
em periodos de, no minimo, 24 horas. Desta forma, o estabelecimento
de uma estratégia adequada de utilizacdo de microrganismos, visando
ao controle de vetores, exige uma analise detalhada das caracteristicas
temporais da transmissdo por esses artropodos.

Apesar da ocorréncia de todos os grandes grupos de microrganis-
mos sobre o0s diversos tipos de artrépodos associados a enfermidades
de plantas, a supremacia dos fungos, que tém como principal via de
penetracdo o tegumento dos insetos, é um fato incontestavel. Ocorren-
do enzodtica ou epizooticamente, dentro dos diferentes agroecossis-
temas, esses agentes devem ser considerados como um fator natural
de grande importancia na reducdo da populacdo desses artropodos.
Assim, a protecdo desses fungos entomopatogénicos através da estra-
tégia de conservacgdo, evitando-se 0 uso de agrotdxicos incompativeis
e utilizando-se técnicas culturais adequadas, é procedimento eficaz,
muito desejavel e economicamente viavel (Alves, 1992).

O principal objetivo deste capitulo é descrever o potencial de mi-
crorganismos entomopatogénicos no controle de vetores de fitopa-
togenos e de artrépodos com acgao toxicogénica.
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ARTROPODOS ASSOCIADOS A DOENCAS DE PLANTAS

Os artropodos podem estar associados a doencas de plantas na for-
ma direta, pela acdo toxicogénica; a doenca é resultante do efeito de
toxinas introduzidas na planta, geralmente via saliva, durante o processo
de alimentagdo. Fitotoxemias tém sido observadas em um grande nume-
ro de plantas cultivadas, em associa¢cdo com insetos sugadores da ordem
Hemiptera e com &caros. Entre os hemipteros, tém sido relatadas inime-
ras espécies toxicogénicas nas familias Miridae, Pentatomidae e Coreidae
da subordem Heteroptera, e nas familias Cicadellidae, Cercopidae, Aphi-
didae, Psyllidae, Coccidae e Aleyrodidae da subordem Homoptera (Cos-
ta, 1973; Gallo et al., 1988). Entre os acaros, um exemplo tipico de
fitotoxemia é o avermelhamento de grdos de milho, causado por fito-
toxinas salivares de Eriophyes tulipae (Nault etal., 1967). Esta doenca foi
considerada por muito tempo como sendo de etiologia viral.

Com relacdo a vetores, existem vérios tipos de fitopatdgenos trans-
mitidos por insetos e &caros, incluindo virus, procariotos, protozoarios e
alguns fungos. Os virus de plantas constituem o grupo mais importante,
sendo a maioria deles dependente de algum tipo de vetor para transpor-
te entre plantas hospedeiras e inoculagdo em tecido vegetal suscetivel.
Os homépteros, particularmente os afideos, sdo os principais vetores de
fitovirus, seguidos de coledpteros, tripés e acaros (Tabela 1).

Alguns grupos de procariotos fitopatogénicos, como bactérias fas-
tidiosa e mollicutes (Phytoplasma e Spiroplasma), sdo obrigatoriamen-
te transmitidos por homaépteros, em sua maioria cigarrinhas (divisao
Auchenorrhyncha), com excecéo das bactérias Erwinia tracheiphila e
E. stewartii, que sdo transmitidas por besouros crisomelideos (Tabela
2). As poucas espécies de protozodrios fitopatogénicos pertencem ao
género Phytomonas e sdo todas transmitidas por percevejos (Hemiptera-
Heteroptera) das familias Pentatomidae, Lygaeidae e Coreidae (Leach,
1940; Bedendo, 1995).

Diversos grupos de artrépodos tém sido identificados como vetores
de fungos fitopatogénicos, incluindo &caros tetraniquideos e insetos das
ordens Coleoptera, Hemiptera, Hymenoptera e Diptera (Tabela 3)- A
maioria desses fungos ndo depende obrigatoriamente dos vetores para
sua disseminacdo, podendo penetrar ativamente nas plantas hospedei-
ras, através de aberturas naturais e ferimentos. Mesmo assim, a associa-
cao de fungos com artropodos vetores é ecologicamente relevante, pois
facilita o transporte desses patdgenos a distancias mais longas.



146 CONTROLE BIOLOGICO

TABELA 1. Grupos de insetos e acaros vetores de virus de plantas (Matthews, 1991; Hiruki,
1992; Nault, 1996).

Ordem Familia NUmero de virus transmitidos

Insetos Hemiptera

Aphididae 275

Aleyrodidae 43

Pseudococcidae 10

Cicadellidae 31

Membracidae 1

Delphacidae 24

Miridae 4

Piesmatidae 1

Thysanoptera Thripidae 8
Coleoptera Chrysomelidae 30
Coccinellidae 7

Cursulionidae 4

Meloidae 1

Acaros Eriophyidae 6
Tetranychidae 1

Tenuipalpidae 2

TABELA 2. Grupos de insetos vetores de procariotos fitopatogénicos.

Grupos de Vetores?

Procariotos! Ordem Familia
Mollicutes
Phytoplasma Hemiptera Cicadellidae, Delphacidae

Psyllidae, Cixiidae
Spiroplasma Hemiptera Cicadellidae

Bactérias fastidiosas

Limitadas ao xilema Hemiptera Cicadellidae, Machaerotidae,
Cercopidae
Limitadas ao floema Hemiptera Cicadellidae, Psyllidae
Bactérias
Erwinia tracheiphila Coleoptera Chrysomelidae
Erwinia stewartii Coleoptera Chrysomelidae

' Listados apenas procariotos cuja transmisséo por vetores é obrigatoria.
2 Referéncias: Tsai (1979); Purcell (1982); Kennedy & Lacy (1982); Purcell (1994).
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TABELA 3. Artrépodos vetores de fungos fitopatogénicos.

Artrépodo vetor
Acaros

Tetranychus

Hemiptera - Heteroptera

Dysdercus sp.
Dysdercus sp.

Oebalus pugnax

Thysanoptera

Frankliniella sp.
e Thrips tabaci

Taeniothrips
incosequens

Thrips obscuratus

Coleoptera

Hypocryphalus
magiferae

Xyleborus ferrugineus
Hylaste nigrinuss

Ips sexdentatus

Diptera

Drosophila sp.
Scatella stagnalis

Bradysia sp.

Fungo

Uromyces sp.

Nematospora coryli e N. gossypii
Fusarium, Cladosporium,
Alternaria e Nigrospora

Fusarium, Alternaria e Curvalaria

Pucinia sp., Cladosporium spp.,
Alternaria ssp., H. vastatrix
e Ustilago maydis

Discula campestris

Botrytis cinerea

C. fimbriatus

C. fimbriata
Hylastes wageneri
Ophiostoma

Hemileia vastatrix
Pythium sp.

F. oxysporum

ENTOMOPATOGENOS ASSOCIADOS
A ARTROPODOS VETORES OU TOXICOGENICOS

Hemiptera: Homoptera
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1980
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Fermaud et al., 1994
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Valarini & Tokeshi, 1980
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Levieux et al., 1989
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Além da mortalidade, ha que se considerar os efeitos dos patdgenos
na biologia dos insetos. No caso especifico dos pulgdes, as fémeas
partenogenéticas e viviparas apresentam um potencial reprodutivo
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bastante elevado, podendo p6r em risco a eficiéncia de um programa
de controle microbiano. Os patdgenos, entdo, poderiam ndo ter uma
acdo direta na reducdo populacional e, consequentemente, na inci-
déncia de fitoviroses, mas indiretamente reduziriam os impactos cau-
sados por estas pragas, diminuindo a fecundidade dos adultos ou sen-
do transmitidos por estes aos descendentes. A simples presenca de
adultos mortos pode se constituir em focos priméarios importantes na
disseminacdo do patdgeno para as ninfas que, pelo seu hébito, estdo
em constante contato com outros individuos da col6nia.

De forma aplicada, existem poucos relatos sobre o controle de
pulgdes por meio de aplicacdes de fungos, seja na forma de suspensao
de conidios ou mesmo formulado, em populacdes de campo ou casa-
de-vegetagdo. A introducdo do fungo Erynia neoaphidis em campos
de feijdo tem levado a grandes éxitos no controle de Aphisfabae, com
significativa reducdo populacional e aumento da produgédo, em com-
paracdo com parcelas néo tratadas, principalmente quando séo utiliza-
dos cadaveres de pulgdes ou insetos vivos previamente infectados pelo
fungo. A aplicagdo de propagulos de patdgeno obtidos em meio de
uma cultura ndo foi eficiente, provavelmente porque o potencial de
in6culo fornecido pelas duas primeiras formas de aplicacdo seja maior,
ou entdo, porque propagulos isolados sdo menos resistentes as condi-
¢Oes ambientais (Wilding, 1981; Wilding et al., 1986).

Diante da problemética dos afideos como vetores de viroses para a
batata, Kish etal. (1994) fizeram um estudo, visando conhecer o nivel
de incidéncia de patdgenos na populagdo de Myzuspersicae em batata
e outras plantas hospedeiras, que servem de abrigo para o pulgéo.
Foram isoladas 5 espécies de fungos, havendo variagdo de acordo com
a planta hospedeira dos pulgdes: Vertici/Z/zzw lecanii, Beauveria bas-
siana, Entomophthora chromaphidis, Conidiobolus coronatus, C. obs-
curus e Pandora neoaphidis-, porém, a porcentagem de individuos
infectados ndo ultrapassou 35%, havendo predominancia do fungo P.
neoaphidis.

O fungo V. lecanii ocorre sobre muitas espécies de cochonilhas e
pulgdes. Como esse fungo aparece com grande intensidade em algu-
mas regides e épocas do ano, ha necessidade de se estudar a epi-
zootiologia dessas doencas com a finalidade de se adotar estratégias
mais adequadas para cada praga. As técnicas de conservacgao e incre-
mentacdo devem ser preferidas nesses casos. Sua importancia pode
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ser constatada pela existéncia de produtos comerciais recomendados
para pulgbes em casa-de-vegetacdo. Sua grande vantagem esta no fato
de ser produzido in vitro e, quando aplicado em ambientes fechados,
persistir sob condi¢des inadequadas. Tem sido verificado que as con-
dicdes favoraveis para o seu desenvolvimento sdo umidade elevada
(acima de 85%) e temperatura entre 20 e 25°C. Foi constatado também
gue os isolados mais virulentos de V. lecanii apresentavam conidios
maiores, observando-se nestes isolados também maior crescimento do
tubo germinativo (germinacdo mais rapida). Isso constitui uma vanta-
gem. pois ha, assim, tempo habil para penetracdo no corpo do hospe-
deiro, antes mesmo de ocorrer a ecdise (Hall, 1981, 1984).

O fungo V. lecanii pode atacar um grande nimero de espécies de
pulgbes, havendo, obviamente, diferencas na suscetibilidade em fun-
cdo das proprias caracteristicas de cada inseto, incluindo-se locais de
abrigo e alimentagdo. Sdo consideradas potencialmente controlaveis
pelo fungo as espécies Diuraphis noxia, Metopolodium dirhodum,
Sitobium avenae, Macrosipboniella sanborni, Bracbycaudus belichrysi,
Mysuspersicae e Aphis gossypii.

No Brasil, ja foi verificada a ocorréncia epizodtica de V. lecanii em
populacdes de cochonilhas de citros e principalmente sobre Coccus viridis
em cafeeiro, mantendo as populacGes dessa praga a nivel de danos nédo-
econdmicos. Esse fungo ja foi isolado de diversas espécies de pulgdes,
ocorrendo epizooticamente em 1985 sobre pulgdes da cana-de-aguUcar,
no estado do Espirito Santo. O fungo parece ser in6cuo ao homem e
outros vertebrados, devido a sua baixa capacidade de crescimento sob
temperatura acima de 37°C. Além disso, ndo tem sido observado coloni-
zando insetos Uteis ou de importancia no controle bioldgico.

Além de V. lecanii, outros fungos tém sido constatados em popu-
lacBes de homépteros e alguns tém sido testados no controle aplicado
desses insetos. Em estudos comparativos desenvolvidos por Feng et al.
(1990) e Hayden et al. (1992), os fungos V. lecanii. B. bassiana, Pae-
cilomycesfarinosus, C. obscururs e Erynia neoaphidis foram avalia-
dos, visando-se determinar a viruléncia para pulgées. O fungo V. lecanii
foi o mais virulento, com CL de 1,3 x 10 conidios/ml e com TL de 2,4
dias.

Comparativamente aos demais homopteros, os pulgdes raramente
sdo encontrados na natureza atacados por fungos entomopatogénicos
do género Beauveria, tendo um dos relatos sido feito em 1983 (Pavlinshiu,
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citado por Feng et al.,, 1990). O potencial do fungo B. bassiana no
controle de pulgdes foi demostrado pelos trabalhos desenvolvidos por
Feng et al. (1990) e Dorshner et al. (1991), que testaram sua pato-
genicidade a diversas espécies de pulg@es, incluindo Schizaphis gra-
minum, Metapolodium dirhodum, Dimaphis noxia, Rbophalosiphum
maidis, Sitobium avenae, R. padi e Pleorodum humuli. Testes em casa-
de-vegetacdo com pulverizacBes sobre plantas de IUpulo revelaram a
persisténcia do patdégeno por até 4 semanas, mantendo o nivel po-
pulacional dos pulgbes praticamente no mesmo patamar observado no
pico de mortalidade (segunda semana ap0s aplicacdo, na concentracao
de 10 conidios/ml). No campo, porém, as condi¢des de baixa umidade
relativa (30%) e temperatura elevada (30°C) inibiram o desenvolvimento
do patdgeno. Formulagbes com umectantes podem ser uma alternativa
para melhorar a eficiéncia do patdégeno nessas condigdes.

Com o objetivo de melhorar o desempenho do patégeno no campo,
foi testada em telados uma formulacdo peletizada, contendo micélio
seco de B. bassiana, sendo os testes iniciais desenvolvidos em telados.
Foi comprovada a estabilidade da formulagdo armazenada em condi-
¢cOes ambiente, por cinco vezes. Nos bioensaios os pulgdes foram inocu-
lados com os “pellets” hidratados previamente por quatro dias, aplica-
dos nas folhas do trigo junto as colénias. As plantas foram mantidas em
alta umidade relativa (90 a 100%), obtendo-se cerca de 15% de mortali-
dade apds nove dias da aplicacdo. Os autores também verificaram ele-
vado numero de cadaveres cobertos de conidios indicando a possibili-
dade de reinfestacdo nos individuos remanescentes (Knudsen etal., 1990).

O fungo Aschersonia aleyrodis € um patdégeno que ocorre natural-
mente sobre aleirodideos e coccideos em pomares de citros e em algu-
mas culturas anuais, deixando os insetos roseo-avermelhados. As
epizootias aparecem em épocas de umidade elevada e podem ser afe-
tadas pela utilizacdo incorreta de defensivos quimicos. E conhecido
como fungo vermelho, sendo considerado um dos mais importantes
entomopatégenos que atuam no controle de pragas na cultura dos
citros. O fungo pode ser utilizado por introducgédo inoculativa, por in-
crementacdo onde ja ocorra, e principalmente, através da manipulagdo
do ambiente, utilizando defensivos seletivos. Testes vém sendo reali-
zados com esse patdgeno envolvendo producdo, bioensaios e testes
de compatibilidade com defensivos quimicos. Ataca cochonilhas (Cocci-
dae) e mosca-branca (dialeurodes citri e D. citrifolii) (Aleyrodidae) na
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fase conidial. O fungo A. aleyrodis é considerado o maior inimigo
natural da mosca-branca em diversas regides, sendo comuns as epi-
zootias naturais (Browning & McCoy, 1994). Ferron (1978) fez referén-
cias a espécies A. aleyrodis como patdgeno de coccideos e aleirodideos
e mencionou o sucesso obtido com A. placenta no controle de D. citri
na Caucésia e regides do mar Negro, causando, sob condicdes favora-
veis, 90% de mortalidade de ninfas.

No Brasil, a ocorréncia do género Aschersonia sobre mosca-branca
é muito comum, aparecendo em todas as regifes onde se cultivam
citros. O fungo ataca a fase imdvel dos coccideos e as ninfas das mos-
cas-brancas. A época mais favoravel as epizootias coincide com a de
maior precipitacdo pluviométrica. Assim, o patdégeno ocorre de no-
vembro a fevereiro, nas condi¢bes do estado de Sdo Paulo, e nos
meses de maio a agosto, nos estados do Nordeste. Para favorecer a
disseminacdo desse patdgeno nos pomares citricos, recomenda-se a
estratégia de incrementacgdo, representada pelo corte de galhos com
insetos atacados e a sua distribuicdo sobre arvores do pomar. Na ex-
Unido Soviética existe o produto comercial a base de Aschersonia de-
nominado “Aseronija”, produzido pela IAM (Kumo et al., 1982).

O controle de coccideo conhecido por piolho-de-Séo-José, Qua-
draspidiotusperniciosus, em rosaceas (péssego, macieira, pereira) pode
ser feito por Podonectria (Sphaerostilhe) e Atractium flammeun. Esses
fungos ocorrem em populacBes elevadas, atacando o coccideo em
pomares onde ndo se efetuam tratamentos quimicos. Assim, nesses
locais s6 devem ser feitas aplicacdes de inseticidas seletivos. Sdo reco-
mendadas introducdes de inéculo usando galhos infestados com
cochonilhas doentes ou aplica¢des de suspensdes de conidios dos fun-
gos (Alves, 1992).

Os Entomophthorales sdo fungos epizodticos, rapidos e de dificil
producéo artificial.

Steinkraus et al. (1995) realizaram, pela primeira vez, estudos epi-
zobticos com Neozygites fresenii em populacdes de Aphis gossypii em
campos de algodéo, pois em observagtes preliminares verificaram a
reducdo populacional de afideos causada por este fungo em 5 a 10
dias, em areas sem tratamento fitossanitario. Foram constatados, inicial-
mente, adultos alados infectados cerca de duas semanas antes da in-
feccdo de fémeas apteras, sugerindo ser a migracdo a forma pela qual
0 patdgeno € introduzido nas diferentes populacdes. A reducdo po-
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pulacional generalizada (formas apteras e aladas) ocorreu apés uma a
trés semanas da constatacdo dos alados infectados. Estudos também
foram conduzidos em laboratorios, com N. fresenii, no sentido de se
estimar os parametros ambientais envolvidos no seu desenvolvimento
sobre A gossypii. Verificou-se que a producdo do fungo nos cadaveres
foi favorecida pela combinagdo de temperaturas entre 20 e 25°C e
umidade relativa na faixa de 89 a 100%, podendo nestas condi¢des
alcancar 100% de esporulacdo, ap6s 18 horas.

Por ndo serem as condicOes exigidas tdo rigorosas, é provavel que
o local em que esses insetos vivem proporcione umidade e temperatu-
ra adequadas para a sobrevivéncia dos capiloconidios, garantindo sua
permanéncia no ambiente como focos primarios (Steinkraus &
Slaymaker, 1994).

As diferentes espécies do género Entomophthora (= Esmpusa) tam-
bém atacam pulgbes de importancia agricola. O género Zoophthora
pode colonizar diversos tipos de hospedeiros, sendo mais comum em
pulgdes. As principais espécies sdo: anglica, anhueinsis, aphidis, cana-
densis, humberi, lanceolata, occidentalis, orientalis, pentatomis, radi-
cans e viridis.

A espécie Zoophthora radicans (= Erynia radicans = Entomophtho-
ra sphaerosperma) € considerada altamente epizoética e predomina
sobre outras espécies de Entomophthorales que ocorrem em um mes-
mo hospedeiro. Esta € mais patogénica para o pulgdo Tberioaphis
trifolii maculata, quando comparada com outras espécies da mesma
classe, necessitando de 11,3 conidios/mm para eliminar 50% da popu-
lacdo tratada, sendo capaz de provocar mortalidade em apenas 3 dias,
apos a inoculagdo (Milner & Soper, 1981; Milner et al., 1984). Para o
pulgdo Acyrthosiphonpisum a CL de diversos isolados foi de 5,1 a 12,1
conidios por mm2, sendo que esse fungo formou rizéides e produziu
esporos primarios e esporos de resisténcia (Papierok et al., 1984). A
faixa de temperatura favoravel ao fungo é de 15 a 20°C, sendo a faixa
Otima de 20 a 25°C. O desenvolvimento da doenca é dependente do
periodo de orvalho e da densidade de insetos atacados pelo patégeno
e em certas condi¢des da densidade do hospedeiro (Leite, 1991).

O fungo Cladosporium cladosporioides é, segundo S. Sudo (co-
municacgéo pessoal), um excelente inimigo natural dos pulgdes do fumo.
Cerca de nove mil produtores ja vém utilizando esse patdégeno para o
controle dessa praga na regido sul do pais.
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Em funcéo de observacdes preliminares de epizootias de Z. radicans
em populacdes da cigarrinha-verde-do-feijoeiro {Empoasca kraemeri),
Galaini-Wraight etal. (1991) realizaram estudos sobre incidéncia e per-
sisténcia do fungo em relacéo as condi¢bes ambientais (umidade rela-
tiva e temperatura), fatores ligados ao hospedeiro e também ligados ao
patdégeno (potencial de in6culo). Dentre as varidveis incidentes, a umi-
dade relativa foi a determinante para a ocorréncia da epizootia, sendo
alcangados 55% de mortalidade de ninfas e 19% de adultos. Segundo
0s autores, apesar da eficiéncia do patégeno, o fato dos maiores danos
causados da cigarrinha se concentrarem nos meses mais quentes e
secos do ano constitui-se em um grande entrave a sua utilizagdo. Estu-
dos de estratégias de controle integrado devem ser desenvolvidos para
se aproveitar o grande potencial desse fungo.

McGuire et al. (1987) realizaram estudos em campos de tomateiro
nos EUA e concluiram que uma epizootia de E. radicans ocorreu na
populacdo de Empoascafahae. O nivel populacional da praga era alto
no inicio do estudo, enquanto que a porcentagem de infeccdo era
baixa. Decorridos 12 dias, a populacéo da praga foi reduzida em 50%,
e o nivel de infeccdo cresceu de 10 a 94%.

Foram testados cinco hifomicetos entomopatogénicos em condi-
¢Oes de campo, visando ao controle da cigarrinha-marrom, Nilapawata
lugens, em arroz. Suspensdes de conidios de M. anisopliae, M.flavo-
viridae, B. bassiana e Hirsutella citriformis foram aplicadas na base
de 4 a 5 x 1012 conidios/ha. Também M. anisopliae e Paecilomyces
lilacinus foram aplicados como preparagfes de micélio seco na dosa-
gem de 1,5 a 2 kg/ha. A mortalidade dos insetos variou de 63 a 98%,
trés semanas apos a aplicacdo. N&o houve diferencas significativas entre
as espécies fungicas. As preparacdes de micélio esporularam na planta
e foram téo efetivas quanto a suspensdo de conidios (Rombach et al.,
1986).

Trabalhando com N. lugens e Sogotodes orizicola em condigdes de
laboratério, Holdon et al. (1988) expuseram macrépteros (machos e
fémeas) a 48 isolados dos fungos E. delphacis, E. radicans e Erynia sp.
Houve diferencas na eficiéncia entre as espécies e isolados, sendo E.
delphacis a espécie mais promissora.

O potencial de fungos da ordem Entomophthorales foi também
avaliado por Feng & Johnson (1991), expondo adultos de pulgdes {D.
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noxia eM. dirhodeum) aos esporos de isolados de Pandora neoaphidis,
Z. radicans, C. thromboidese C. coronatus. Os isolados de Conidiobolus
thromboides e C. coronatus apresentaram-se mais virulentos, além de
outros dois isolados de P. neoaphidis.

Fungos do género Batkoa podem atacar epizooticamente as cigar-
rinhas-das-pastagens e da cana-de-agucar Mahanaravafimbriolata em
diversos estados do Brasil. E muito provavel que ja tenham sido con-
fundidos com Entomophthora (= Empusa).

Por meio de pulverizagbes em ultra-baixo volume, Aguda et al.
(1987) aplicaram diferentes preparacdes de B. bassiana, M. anisopliae
e M. flavoviridae com aproximadamente 7,5 x 1012 conidios/ha, em
areas de cultivo de arroz na Coréia, mantendo insetos adultos de N.
lugens em gaiolas teladas colocadas na cultura. Apos sete dias, verifi-
caram drastica reducdo na populacdo, a qual voltou a elevar-se, nédo
ocorrendo uma segunda infecgdo. A persisténcia prolongada pode
garantir a infeccdo de populacdes imigrantes que colonizaram a &rea.

Visando estabelecer o controle de Aeneolamia vaira saccharina
em cana-de-agucar, Allard et al. (1990) avaliaram, durante 6 meses, a
persisténcia de M. anisopliae, aplicado nos talhdes, na forma de arroz
cozido (substrato de crescimento) + conidios. Nao foram verificadas
diferencas no nivel populacional dos cercopideos entre as parcelas
tratadas e a testemunha. Os autores atribuem esse resultado a baixa
populacdo reinante no periodo de observacdo, que foi atipicamente
precedido de uma época de chuvas com baixo indice pluviomeétrico.
Entretanto, com o passar do tempo, verificou-se um aumento significa-
tivo no nimero de individuos infectados e mortos, que exibiam o
corpo coberto por conidios, constituindo um provavel foco primario
da doenca, importante para desencadear uma epizootia.

Quinze isolados do fungo entomopatogéncio V. lecanii, de varios
hospedeiros e localidades, foram testados no laboratorio a 19+1°C e
umidade relativa acima de 95%, sobre larvas de quarto instar de
Trialeurodes vaporariorum (Drummond et al., 1987). Os isolados mais
patogénicos geralmente vieram de moscas-brancas, por outro lado,
nao havendo correlacdo entre tamanho do conididsporo, taxa de ger-
minacdo em agar e a patogenicidade. O efeito de periodos de baixa
umidade (70% UR), seguidos de 16 ou 96 horas a mais de 95% de UR
depois da colocacéo das larvas em discos de folhas de tomate em uma
suspensdo de 1 x 106 esporos/ml, foi comparado para cinco isolados.
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A diminuicdo progressiva da umidade reduziu significativamente a
patogenicidade de todos os isolados. Assim, o “screening” de isolados
de V. lecanii, em condig¢des limitantes de umidade, promove uma ava-
liacdo mais critica da patogenicidade e do seu potencial no controle de
moscas-brancas, em casas-de-vegetacao.

Novas alternativas tém sido estudadas para o controle de cochonilhas
do coqueiro (Helopeltis sp.), transmissoras do virus CSSV (Cocoa Swolen
Shoot Virus). Assim, Brew (1992) fez uma série de levantamentos em
areas produtoras de coco em Gana. Embora néo tenha identificado o
agente etioldgico, o autor imergiu insetos sadios em uma suspensao
de esporos do fungo isolado de cadaveres coletados. Os insetos trata-
dos viveram por apenas seis dias, enquanto na testemunha a sobrevi-
véncia prolongou-se por vinte dias. O autor sugeriu que, apos a iden-
tificagdo, o fungo fosse produzido em larga escala e aplicado no co-
queiral.

O género Fusarium (= Atractium) reine um grupo de patégenos
muito amplo e pode ocorrer sobre plantas e insetos. Cresce facilmente
em meios de cultura, apresentando coloragdo amarela, laranja ou ver-
melha. Pode atuar como agente secundério de doencas. A fase sexual
corresponde a Nectria.

As espécies de Fusarium, que ocorrem sobre insetos, comportam-
se normalmente como patégenos fracos, exceto as que ocorrem em
coccideos, como F. lateritium, capaz de produzir toxinas semelhantes
a Beauvericina. No Brasil, em pomares de péssego, ocorre com grande
intensidade sobre coccideos a espécie F. lawarum. Também Arantes
& Correia (1995) isolaram fungos do género Fusarium associados a
cochonilha Parlatoria ziziphus em citros, em pomares de citros em
Jaboticabal, SP. Também os géneros Tetracrium e Tetranacrium ocor-
rem em cochonilhas e tém Podonectria como fase telemorfa.

Uma raga de Coletotrichum gloesosporioides que apresenta conidios
com formato de halteres ¢, segundo C. Robbs (comunicacao pessoal),
um excelente inimigo natural de Orthezia, no Brasil. Assim, num estu-
do em pomar de laranja-péra com seis anos de idade, Silva & Melo
(1995) avaliaram a eficiéncia de estirpes de C. glosporiodes, B. bassiana
e B. brongniartii aplicadas em suspensdo aquosa com pulverizador
costal, em concentragbes de aproximadamente 107 conidios/ml, no
controle da cochonilha Orthezia. Os resultados evidenciaram uma taxa
de mortalidade nas parcelas tratadas com os entomopatdgenos, sendo,
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aos 7 dias apo6s a aplicacao, de 84,9%, 87,3% e 86,9% respectivamente
para os fungos testados.

O fungo Aegerita infecta cochonilhas e 0 género Septobasidium é
um basidiomiceto que pode estar associado com cochonilhas. Consi-
dera-se que esse género mantém uma relagdo mutualistica com a po-
pulacdo de cochonilhas, porém, pode infectar ninfas desses insetos e
provocar a esterilidade em fémeas.

Além dos fungos, tém sido relatados na literatura alguns casos de
infeccdes virais, sendo que esses entomopatdgenos, por suas proprias
caracteristicas, exigem estudos mais detalhados.

Estudos preliminares revelaram que tais virus pertenciam ao grupo
dos Picornavirus. Sao virus especificos dos pulgdes, isolados em cria-
¢cOes de laboratério ou casa-de-vegetacdo, ndo sendo encontrados na
superficie ou em extratos das plantas hospedeiras de insetos infectados.
Estudos fisiopatolégicos demonstraram haver relacédo entre a infeccdo
do inseto e a reducdo da longevidade e fecundidade, sendo muitas
vezes as causas do insucesso nas criagbes. Verificou-se, posteriormen-
te, que h& insetos que apresentam distdrbios locomotores e paralisia,
guando infectados pelo virus. Em nenhum caso sugere-se seu empre-
go no controle microbiano de pulgdes.

A transmissdo ocorre principalmente na forma vertical (transo-
varialmente), sendo possivel isolar particulas virais de ninfas recém-
emergidas. Alguns trabalhos citam a possibilidade de transmissdo por
contato, através do “honeydrew” produzido por individuos infectados.
Comum em ambientes artificiais, sua incidéncia esta relacionada a alta
populacéo e grande oscilacdo na temperatura, principalmente na faixa
de 15 a 24°C. Maiores detalhes podem ser obtidos nos trabalhos de
D'Arcy et al. (1981); Williamson et al. (1988); Williamson et al. (1989);
Allen & Bali (1990); Lambsehen & Wechmar (1992).

Hemiptera: Heteroptera

Os efeitos dos fungos entomopatogénicos B. bassiana, M. anisopliae
e Paecilomyces lilacinus em populacdes do percevejo-preto-do-arroz
(Scotinopbora coarctata) foram estudados por Rombach et al. (1986a).
Percevejos adultos foram testados, suspensdes de conidios e micélio
seco. O numero de percevejos foi significativamente reduzido em to-
dos os tratamentos, comparados com a testemunha, ao final de um
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periodo de 9 semanas. O numero de ninfas foi suprimido pelos fungos
nos blocos bem irrigados. A performance geral das diferentes espécies
de fungos foi semelhante, sendo sugerida a implementagcéo de prepa-
racGes de micélio seco dos fungos em programas de controle integra-
do desta praga.

Thysanoptera

Tripés da espécie Taeniothrips inconsequens tém se tornado um
dos principais problemas nos EUA em florestas de Acer saccharum
(“sugar mapple”), atingindo mais de 500.000 ha na regido nordeste do
pais. Em um estudo sobre o manejo integrado da praga, buscou-se no
ambiente de ocorréncia a presenca de inimigos naturais, que pudes-
sem incrementar o controle da praga. Com base em observac®es feitas
na Califérnia, verificou-se a ocorréncia do fungo V. lecanii em ninfas
no solo. Nas regifes amostradas, o maior percentual de infeccéo foi
préximo de 22%, que pode ser considerado satisfatério (Schinner et
al., 1991).

Também isolados de B. bassiana e M. anisopliae podem ser selecio-
nados para o controle das espécies-pragas de tripés. Devido a facilida-
de de producdo, estes dois patdgenos tém grande potencial.

Hymenoptera

A vespa-da-madeira, Sirex noctilio, tem sido combatida extensiva-
mente na Austréalia, a partir dos anos 60, por meio de um programa
nacional, porque é associada simbioticamente ao fungo fitopatogénico
Amylostereum areolatum, inoculado na oviposi¢cdo. Tal programa foi
adaptado e introduzido no Brasil quando a vespa foi aqui detectada, no
final da década de 80, sendo também criado pela EMBRAPA, Ministério
da Agricultura e empresas florestais, um programa de controle de praga
(Ribas Jr., 1993; E.T. lede, comunicacgédo pessoal), relatado no item 4.

Acari

A bactéria Bacillus thuringiensis tem sido estudada como poten-
cial para o controle de &caros, principalmente da familia Tetranichidae.
Testes de laboratorio e um estudo em casas-de-vegetagdo foram con-
duzidos por Hall et al., 1971, para determinar a resposta do acaro
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vermelho dos citros a 0-exotoxina de B. thuringiensis. Os resultados
mostraram que a fungdo toxica produziu alta mortalidade nos &caros
adultos. Ovos e formas imaturas foram igualmente afetados. Os estu-
dos em casas-de-vegetacdo demonstraram que o material testado foi
toxico em pelo menos 45 dias apos a aplicacéo.

Hoy & Ouyang (1987), baseando-se em relatos anteriores, avalia-
ram em laboratério o efeito da P-exotoxina produzida por B. thurin-
giensis, na forma de produto comercial (formulagdo do tipo concentra-
do emulsionavel), sobre as diferentes fases do desenvolvimento do
acaro Tetranychuspacificus. Houve efeito na sobrevivéncia de fémeas
adultas, bem como na sua fecundidade (chegando a auséncia total de
postura na dosagem quatro vezes maior que a recomendada). As lar-
vas expostas sofreram sensivel reducdo na viabilidade, ndo chegando
a fase adulta. Algumas protoninfas foram obtidas dos ovos tratados,
mas também nenhuma chegou a fase adulta.

Visando determinar a toxicidade de Bacillus thuringiensis var.
tenehrionis ao acaro rajado, Tetranichus urticae, Chapman & Hoy
(1991) realizaram ensaios em laboratério, aplicando uma formulagdo
comercial suspensa em aguas sobre discos foliares, que foram forne-
cidos a fémeas adultas e também a formas imaturas. Nao foi observa-
do nenhum efeito na eclosédo e desenvolvimento das larvas e os adul-
tos mostraram-se normais frente ao patdgeno, nédo tendo sua fecun-
didade afetada e nem sendo observada mortalidade que diferisse da
testemunha.

Fungos do tipo Hirsutella (= Synnematium, Desmidiospora etc.)
podem atacar diversos grupos de acaros. O estado sexual (telemorfo)
desse fungo pode ser Cordyceps, Torrubiella etc. A espécie mais co-
mum é H. thompsonii, conhecida desde 1924, quando foi observada
provocando doenga em populacdes do acaro da ferrugem Phyllocoptruta
oleivora, segundo Speare & Yothers, por McCoy (1981).

Esse patdgeno é bastante especifico para &caros e, em especial,
eritofiideos tetraniquideos. Dentre os hospedeiros importantes citam-
se P. oleivora, Eriphyes sheldoni, Eutetranychus Bankii, Panonychus
citri e outros.

O patdgeno desenvolve-se numa faixa de temperatura de 25 a 30°C
com 6timo de 27°C. A umidade relativa favoravel a infeccéo esta entre
90 e 100% e as epizootias naturais estdo diretamente correlacionadas
com épocas chuvosas e com elevada densidade de hospedeiros.
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Os resultados experimentais do uso de H. thompsonii para contro-
le de acaros podem ser considerados razoaveis. Ha necessidade, po-
rém, de epizootiologia, envolvendo condi¢Bes favordveis para a apli-
cacdo como temperatura, umidade e niveis de infestacdo da praga.
Também é importante o desenvolvimento de processos e meios ade-
quados para producdo desse patdgeno, sendo a produgdo em meio
liquido, visando a obtencéo de micélio seco, a mais promissora. Existe
também a possibilidade de aumentar a populacdo do fungo em poma-
res citricos situados em regides ecologicamente favoraveis ao patdgeno,
manipulando o ecossistema. Assim, algumas medidas poderdo ser
adotadas, como a utilizagdo de defensivos seletivos ao patdgeno e a
tolerancia de niveis mais elevados da praga.

Esse fungo ndo tem sido observado infectando &caros predadores.
Silva et al. (1981) evidenciaram a seletividade de H. Thompsonii sobre
0 acaro predador de Phyllocoptruta oleivora, o fitoseideo Iphiseiodes
quadriplis.

O laboratério americano Abbot ja produziu experimentalmente o
produto Mycar, a base de H. Thompsonii. Trata-se de uma formulacao
p6 molhavel recomendada na base de 2,5 a 5,0 kg/ha. Essa formulacao
ja foi utilizada em pequenos experimentos no Brasil e, como a maioria
das formulacdes de fungos, apresentou problemas de estabilidade.

Os fungos do género Neozygites também sdo importantes patégenos
de acaros. As espécies mais comuns sdo N. adjarica, que ataca Tetra-
nycus urticae, e N.fresenii.

No Brasil, esse género também causa doencgas em acaros. No acaro-
verde-da-mandioca vem causando epizootias, com reducédo das popu-
lacBes do &caro em até 85%, tendo sido constatado pela primeira vez
sobre esse hospedeiro nas condi¢cdes da Venezuela (Agudelo-Silva,
1986; Delalibera, 1996). Apesar de sua eficacia em campo, seu empre-
go pratico vem sendo limitado pela falta de estudos epizootiolégicos e
dificuldades de produgdo, tanto no hospedeiro como in vitro, pes-
guisados exaustivamente em projeto que vem sendo desenvolvido pela
EMBRAPA.

Os fungos M. anisopliae, B. bassiana e Paecilomyces spp. surgem
como alternativas bioldgicas importantes para serem utilizadas em pro-
gramas de controle de &caros, usando produtos microbianos (introdu-
¢do inundativa), tanto em casa-de-vegetagdo como em campo.
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UTILIZACAO PRATICA DE ENTOMOPATOGENOS
NO CONTROLE DE INSETOS

Cigarrinhas-da-cana-de-agucar

O controle microbiano das cigarrinhas-da-cana-de-agucar e das-
pastagens é um bom exemplo da utilizacdo préatica de patdgenos no
controle de insetos toxicogénicos. Milhares de hectares dessas gramineas
sdo tratados anualmente com M. anisopliae visando ao controle dessas
pragas.

As cigarrinhas M. posticata e M. fimbriolata (Hemiptera, Cerco-
pidade) sdo as principais pragas da cana-de-agucar. A primeira espécie
é conhecida como cigarrinha-da-folha e ataca a parte aérea das plan-
tas; a segunda é a cigarrinha-da-raiz e o seu ataque se localiza nas
primeiras raizes ao nivel do solo. No Brasil ocorrem causando prejui-
zos econdmicos em culturas localizadas nos estados de S&o Paulo (M.
fimbriolata), Rio de Janeiro, Espirito Santo e regido nordestina, onde
somente a espécie M. posticata incide em aproximadamente 800.000
ha da cultura. Nessa regido causam, em funcéo de seu hébito alimentar
da sua fitotoximia, prejuizos de 11% na producéo agricola e 15% no
rendimento industrial (Marques et al., 1981).

Isolados de M. anisopliae tém sido selecionados para o controle de
Mabanawaposticata. Assim, o Departamento de Entologia da ESALQ/
USP ja selecionou diversas ragas de M. anisopliae para serem utilizadas
no controle de cigarrinha-da-cana-de-agucar no Nordeste, sendo as
mais promissoras PL-43, PL-88, PL-95 e PL-121. As usinas do Nordeste
e a Biotec vém produzindo o isolado PL-43 com excelentes resultados
de controle.

Os primeiros resultados positivos de controle da cigarrinha-de-fo-
Iha com o fungo Metarhizium anisopliae foram obtidos em 1969 e, a
partir de 1975, iniciou-se a instalacdo de laboratorios setoriais para a
producéo do fungo nas usinas de Pernambuco (Marques et al., 1981).

A estratégia utilizada inicialmente foi a introducdo inoculativa, pela
implantacdo de campos de dispersdo do patdégeno. Assim, de 1970 a
1972, foram instalados na regido canavieira do estado de Pernambuco
118 campos de dispersdo, abrangendo uma area de aproximadamente
400 ha, tratados com pulverizadores terrestres, e nove campos com
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112 ha, tratados com pulverizacBes aéreas. Decorridos 15 a 20 dias de
aplicacdo, observaram, para as aplicacdes aéreas, mortalidades de ninfas
e adultos superiores a 80% e para as terrestres foram registradas médi-
as de mortalidade de ninfas de 30 a 40% e de 20 a 30% para adultos
(Guagliumi, 1971; Guagliumi et al.,1974)

Foram produzidos pelo IAA/PLANALSUCAR, IPA e demais labo-
ratérios setoriais instalados no estado de Pernambuco 38.000 kg de
conidios de M. anisopliae, os quais foram aplicados em uma area de
474.000 ha, de cana-de-acucar infestada pela cigarrinha M. posticata.
Na regido canavieira do estado de Alagoas, no periodo de 1977 a 1991,
foram pulverizados aproximadamente 670.000 ha infestados pela
cigarrinha, havendo uma reducéo de aproximadamente 72% nos indi-
ces de manifestacdo da cigarrinha-da-cana-de-agucar, proporcionada
pela aplicacdo do fungo. Inicialmente a &rea tratada com inseticidas
quimicos era de 150.000 ha/ano. A medida em que foi incrementada a
aplicacdo do fungo, a area tratada com quimicos foi reduzida para uma
média de 30.000 ha. Nos ultimos anos essa média foi de aproximada-
mente 12.000 ha, correspondendo a menos de 10% da area tratada
inicialmente (Marques, 1992).

Essa reducdo no uso de quimicos foi determinante na compa-
tibilizacdo do controle integrado das pragas da cana-de-agucar, contri-
buindo para a protecdo dos parasitéides liberados para controle da
broca (Diatraea spp.) e dos predadores de ocorréncia natural.

Epizootiologia e Desenvolvimento da Doenca

O indculo proveniente das aplicagbes do fungo ou propégulos
oriundos das diferentes fontes de indculo servem para contaminar as
primeiras ninfas ou adultos. Assim, a doenca se inicia com a imigracéo
de adultos contaminados que, ap6s a morte, caem no “olho” da cana
ou nas bainhas das folhas superiores do ponteiro. Nesses locais, 0
fungo esporula sobre os cadaveres, sendo os conidios levados pela
agua da chuva, orvalho ou vento para as outras partes da planta (prin-
cipalmente as partes inferiores do colmo). Nessa ocasido, as ninfas
novas que eclodiram dos ovos colocados nas folhas velhas, no solo ou
nas folhas baixeiras das plantas, estdo subindo pelo colmo em direcéo
ao “olho” da cana, quando entram em contato com uma elevada quan-
tidade de indculo produzida pelos cadaveres. Além disso, a espuma
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abundante liberada pelas ninfas cria um ambiente favoravel ao patégeno.
Muitas dessas ninfas morrem, formando os focos primérios da doenca;
outras dao adultos contaminados, que disseminam a doenca pelo ca-
navial.

Em condic¢Bes de campo, o patégeno necessita de umidade relati-
va elevada para causar a doenga, o que coincide com o periodo chu-
voso do Nordeste. Também é importante que ocorram alguns veranicos
dentro desse periodo, para a melhor disseminacdo dos conidios do
fungo. A faixa de temperatura favoravel pode ser considerada entre 25
e 27°C (Alves, 1986).

Aplicacéo do fungo e resultados obtidos

A linhagem que vem sendo aplicada (PL-43) foi selecionada atra-
vés de bioensaios, partindo-se de um grande numero de isolados
coletados na regido. Essa linhagem foi devidamente caracterizada, através
de métodos bioldgicos e bioquimicos. Um estoque do patégeno deve
ser sempre mantido para evitar a perda da identidade da linhagem.
Assim, ndo se deve aplicar o fungo no campo e depois coletar os
insetos infectados para isolamento e sua reutilizagdo. Os bioensaios
para a comprovacdo da viruléncia do material armazenado, que utili-
za-se como inéculo, devem ser feitos em condi¢des controladas em
laboratorios, usando-se insetos constatadamente do patogeno.

A época de aplicacdo do fungo devera coincidir com o periodo
chuvoso do ano, que vai de julho a agosto na regido nordestina, e com
0 aparecimento das cigarrinhas nos canaviais. O indice minimo, a par-
tir do qual devem ser efetuadas as aplicacdes, ainda ndo foi bem deter-
minado. Porém, deve-se ter no minimo 5 ninfas por planta, ndo sendo
consideradas as ninfas do “cartucho”. Com relagdo aos intervalos de
aplicacdo, consideram-se economicos intervalos de 30 dias. O ideal
seria que a aplicacdo coincidisse com o periodo de maior transito das
ninfas nos colmos.

A estratégia utilizada no controle é a incrementacdo, ja que o
patdgeno encontra-se presente na areia. Assim, podem ser utilizadas
doses entre 2,0 x 1012e 5,0 x 1012 ou seja, aproximadamente 200 a 500
gramas de conidios do fungo por hectare.

As aplicacdes podem ser efetuadas via terrestre, usando atomiza-
dores, com gasto de 50 a 200 litros de &gua/ha. Nas aplicacBes via
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aérea, gastam-se 20 a 30 litros de agua/ha, realizando-se voos de dois
a cinco metros acima do nivel superior da cana. O emprego de ultraleves,
devidamente adaptados para essa tarefa, devera facilitar o trabalho de
controle.

Outro tipo de controle que podera ser empregado é a colonizacao.
Consiste na liberagcdo de ninfas e adultos contaminados no inicio do
periodo chuvoso. Esses insetos seriam inoculados no laboratério, com
a raca adequada de fungo, e apo6s dois dias, liberados no campo. Os
adultos doentes, caindo nas axilas das folhas, serviriam de fonte de
indculo para a formacédo dos focos primarios da doencga, importante
para o desencadeamento da epizootia.

E necessario enfatizar que as preparacdes do fungo ainda sdo muito
rudimentares. Assim, trabalhos nessas areas sdo importantes para a
melhoria da eficacia do patégeno.

A formulagdo granulada BIO 1020, preparada com micélio seco
pela Bayer, na Alemanha, poderia resultar em um controle mais efici-
ente, ja que esses granulos conseguiriam esporular facilmente nas axi-
las das folhas, onde ficariam retidos apés a aplicacao.

A introducédo de M. anisopliae para o controle das cigarrinhas-da-
cana-de-agucar no Nordeste vem trazendo resultados positivos. Por ser
a cana uma cultura semiperene e implantada em grandes &reas, a apli-
cacdo continua de inseticidas quimicos, como vinha sendo feita, pode-
ria levar a um desequilibrio biolégico irreparavel a esse agroecossistema.

Os resultados das aplicagdes variam de acordo com a localizagdo
das culturas e com a ocorréncia das chuvas na regido. Assim, no esta-
do de Alagoas, o melhor desempenho na regido do litoral norte se
registra nos meses de maio, junho e julho. Para a regido Centro-sul, o
melhor desempenho do patdgeno ocorre no més de julho. Também
observou-se a influéncia negativa das altas precipitagbes pluviométricas
e dos periodos longos de estiagem sobre o desencadeamento nas po-
pulacdes da praga.

Cigarrinhas-das-pastagens

As cigarrinhas do género Deois, Zulia e Mahanarva fimbriolata
(em capim Napier) sdo as principais pragas das pastagens no Brasil.
Altamente fitotoxicogénicas, sdo responsaveis por até 60% na capaci-
dade de suporte de milhdes de hectares de pasto. Pode-se afirmar que
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reduzem a producgdo de massa verde em cerca de 15% e, em conse-
guéncia, danificam uma area que poderia alimentar milhdes de bovi-
nos por ano.

Controle Integrado

O controle quimico das cigarrinhas pode se tornar antieconédmico
em grandes &reas, em decorréncia da baixa eficiéncia desse produto
sobre as ninfas do inseto e do numero elevado de aplicagcbes que
devem ser executadas.

Além desse aspecto, deve-se considerar o problema da poluicéo
ambiental. As consequiéncias diretas das aplica¢des dos inseticidas qui-
micos sdo os residuos no leite e na carne. Também precisam ser con-
siderados os problemas ecologicos relativos a eliminagdo da fauna
silvestre e dos insetos parasitos e predadores. Por outro lado, sabe-se
gue atualmente ndo existe medida isolada de controle que propicie
uma reducdo do nivel populacional da praga, evitando os problemas
econdmicos.

Por esses motivos, o controle da praga deve ser executado inte-
grando uma série de medidas, englobando o manejo das pastagens, a
protecdo dos inimigos naturais e a aplicagdo do fungo M. anisopliae
em areas ecologicamente favoraveis, visando a reducédo da populagéo
desses cercopideos a niveis de danos ndo-econdmicos.

As principais medidas a adotar podem ser resumidas nas seguintes:
a) manutencdo da vegetacdo nativa nas grotas ou formacéo das pasta-
gens com faixas de arvores, visando dar abrigo aos predadores;
b) adubacgao de formacdo e manutencdo das pastagens;
c¢) divisdo das pastagens;
d) emprego de gramineas nativas ou resistentes em associacdo com
gramineas suscetiveis;
e) manutencdo das gramineas a uma altura minima de 25 cm obser-
vando-se as suas caracteristicas especificas;
f) durante o ciclo da praga, nos locais de postura demarcados anterior-
mente:
e reducdo da populagdo na primeira geragdo, aplicando inseticida
seletivo ao fungo e outros inimigos naturais da cigarrinha;
« aplicacdo de M. anisopliae sobre a segunda e terceira geracoes de
ninfas;



CONTROLE MICROBIANO DE ARTROPODOS ASSOCIADOS A DOENGAS DE PLANTAS 165

 se a populacgdo de adultos for elevada na terceira geragédo, aplicar
inseticida seletivo em associagcdo com M. anisopliae.

Dosagem e Modo de Aplicacdo de M. anisopliae

O fungo pode ser aplicado na formulacdo p6 molhével, na dose
minima de 5,0 x 1012 por ha, que corresponde a aproximadamente 500
g de conidios puros. As aplicacdes devem ser executadas com o apare-
cimento da segunda ou terceira geragao de ninfas. As aplica¢des sobre
as geracOes mais populosas de ninfas tendem a dar maiores indices de
controle. O controle deve, portanto, visar sempre a fase de ninfa, que
é mais suscetivel ao ciclo bioloégico do inseto. As aplicagcdes poderdo
ser executadas com pulverizadores terrestres, gastando 200 a 300 litros
de agua/ha.

O tratamento se torna mais eficiente se for executado em pasta-
gens de 25 a 40 cm de altura, para evitar a acao indesejavel da radiacédo
ultravioleta sobre o fungo. Elevada umidade, seguida de veranicos e
temperatura na faixa de 25 a 27°C sdo condi¢Bes indispensaveis para
obtencdo de bons resultados no controle.

Também é indispensavel determinar quais sdo os topoclimas mais
favoraveis a ocorréncia do patégeno, para que 0 mesmo possa ser
aplicado visando sua maior persisténcia.

Resultados de Controle

Apesar de existirem algumas pesquisas que mostram altas porcen-
tagens de controle de cigarrinha-das-pastagens por M. anisopliae, 0
mais comum € a obtencdo de indices entre 10 e 60%. Esses resultados
sdo excelentes, considerando que, na pratica, executa-se apenas uma
aplicacdo do fungo, com dosagens muito baixas de conideos por hec-
tare (100 a 500 g). Além disso, a eficiéncia do fungo, em regides eco-
logicamente favoraveis, supera o efeito real dos inseticidas quimicos,
em termos de evolugdo da praga. Para a obtencdo de melhores resul-
tados de controle da cigarrinha com M. anisopliae ainda sdo necessa-
rios estudos sobre 0s seguintes aspectos:

a) epizootiologia, envolvendo as condi¢Oes adequadas de temperatura
e umidade por ocasido da aplicacdo, persisténcia em campo e sele-
cao de racas adaptadas para alguns topoclimas;
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b) antecipacdo das epizootias, ja que o fungo normalmente oco-re em
condig¢fes naturais quando a manifestacdo da praga torna-se eleva-
da e os danos ja ocorreram;

c) dosagens que proporcionem controle eficiente em regides ecologi-
camente favoraveis ao patégeno;

d) formulacdo e armazenamento em condi¢cdes ambientes a longo prazo;
e) desenvolvimento de novas estratégias para sua utilizacéo.

Esses estudos, principalmente os que se referem a antecipacéo de
focos primarios, dosagens e formulag@es, serdo decisivos para o futuro
de M. anisopliae como inseticida microbiano.

Também a procura e exploracdo de outros patdgenos, como 0s
Entomphthorales (Batkoa sp.), devem ser estimuladas para o controle
das cigarrinhas.

Controle da Cigarrinha-verde-do-feijao

O Instituto Biologico de Sdo Paulo vem estudando a possibilidade
da utilizagcdo do fungo Zoophthora radicans no controle da cigarrinha-
verde-do-feijdo Empoasca sp. (Homoptera:Cicadelidae). Trabalhos de-
senvolvidos por Leite (1991), na regido de Capdo Bonito, no periodo
da seca, demonstram a possibilidade do controle do inseto pela aplica-
cdo desse fungo na dosagem de 1 g de micélio seco por m, distribui-
dos em 4 pontos de 4 m? cada, por hectare, o que representa 16 gra-
mas de miceélio por hectare. A infec¢do chegou a atingir 80% da popula-
cdo do inseto. A grande vantagem é que esse patdgeno altamente
epizodtico pode colonizar rapidamente qualquer densidade de insetos
existente na sua area, partindo de uma baixa quantidade de in6culo.

Controle daVespa-da-madeira

A EMBRAPA-CNPF desenvolveu um controle da praga e sao utiliza-
das diversas técnicas, integrando o monitoramento constante nas areas
de cultivo, com vista a detectar precocemente a vespa e eliminar as
arvores infestadas. Vem sendo também preconizado o uso de nematoide
entopatogénico da familia Neothylenchidae, Delamus siricidicola. Esse
nematoide ocorre na natureza, infestando as larvas da vespa e causando
infertilidade (castracdo parasitaria) (Bedding, 1984; Mendes, 1992).
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Para atender & demanda de campo, 0 nematoide pode ser produzi-
do em meio artificial, segundo Bedding & Akhurst (1974). O método é
bem sucedido e baseia-se na producédo do fungo Amylostereum areolatum
(simbionte de nematoide), a partir de indculo extraido de glandulas
micetofagas da fémea da vespa, que € distribuido em placas de Petri
contendo meio de cultura (BDA). Quando o fungo coloniza a superficie
do meio, este recebe o nematdiode na forma infectiva, que, entdo, se
alimenta e se desenvolve neste meio-ambiente. O armazenamento do
produto obtido pode ser feito durante 6 a 12 meses a 5°C.

Outro sistema de producdo € baseado na substituicdo do meio
BDA por grdos de trigo. O substrato € autoclavado em frascos de 500
ml (100 g de trigo e 150 ml de agua) e, em seguida, inoculado com o
nematodide e o fungo, sendo possivel produzir de 3 a 10 milhdes de
larvas infectivas/frasco (Evans, 1970; Bedding, 1984).

Segundo Diodato (1995), a aplicacdo do nematdide é feita apos a
deteccdo da vespa na area, usando-se arvores-armadilha. Estas sdo
arvores estressadas pela retirada da casca e pela aplicacdo de herbicidas
no corte, que assim tornam-se atrativas para a vespa. Dentro da &rvore,
0s nematdides movimentam-se pela madeira até encontrarem as larvas
do inseto, infectando-as.

De acordo com o E.T. lede (comunicagdo pessoal), a area atual
atacada pela praga é de 200.000 ha, abrangendo todos os estados do
sul do Brasil, onde ha florestas de Pinus. Seu console, baseado nas
orientacdes do Programa Nacional de Controle a Vespa-da-madeira,
vem aumentando em eficiéncia, partindo dos 10% iniciais (1989) para
30% em 1992. O envolvimento de empresas privadas, pequenos reflores-
tadores e a EMBRAPA-CNPF tem resultado em maior aceitagdo e am-
pliacdo do programa; além disso, novas linhagens vém sendo testadas
(“Kamona”, proveniente da Australia e “Encruzilhada”, isolada no Rio
Grande do Sul) e aguardam-se mais elevados niveis de controle, préxi-
mos de 80%, obtidos em testes preliminares com tais linhagens.

Constatou-se ainda a ocorréncia, no ano de 1989, de um grande
namero de individuos de S. noctilio infectados pelo fungo B. bassiana.
Foram feitos levantamentos, a fim de se avaliar a incidéncia de patdgeno.
Foi constatado maior numero de larvas infectadas (23,8%) que de pupas
e adultos (juntos ndo alcangaram 10%), que pode ser considerado um
bom nivel de controle natural. A maior suscetibilidade foi verificada
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em larvas, nos instares iniciais, com niveis de mortalidade préximos a
100% nas trés concentracOes testadas, 106, 107 e 108 conidios/ml. As
larvas desenvolvidas foram mais afetadas quando submetidas a con-
centracdo de 108 conidios/ml (Diodato, 1995).
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GENETICA E MELHORAMENTO

DE FUNGOS AGENTES
DE CONTROLE BIOLOGICO

Luzia Doretto Paccola-Meirelles

INTRODUCAO

Atualmente sdo descritas mais de 700 espécies de fungos patogénicos
de insetos e antagbnicos de plantas, de diversos géneros. Numerosos
trabalhos de pesquisa séo direcionados, visando a aplicagdo no con-
trole bioldgico e na ecologia desses fungos. A utilizacdo desses agen-
tes em formulagBes comerciais requer, sem duvida, estudos de nature-
za genética para a compreensdo dos mecanismos de penetracdo do
fungo no inseto. No entanto, esses estudos sdo escassos e a falta de
conhecimento basico impede consideravelmente sua aplicacdo no con-
trole bioldgico. A manipulagdo para a obtencdo de linhagens mais
apropriadas, seja através das metodologias classicas de recombinacéo,
seja através de manipulagdes do material genético por meio das técni-
cas de transformacdo em fungos, faz dessas técnicas ferramentas Uteis
em programas de controle bioldgico. Apesar disso, faz-se necesséria a
exploracdo dos processos de recombinagdo para a conducdo de um
eficiente programa de melhoramento nesses microrganismos, a fim de
que se torne possivel a utilizacdo da capacidade maxima que a linha-
gem empregada no controle biologico tem para oferecer.

O primeiro passo para a caracterizacdo genética de um fungo re-
cém-isolado é a adequacdo das condic¢Bes de cultivo e crescimento
desse microrganismo. Os aspectos fisiologicos de seu crescimento e
suas exigéncias nutricionais sdo indispensaveis para 0 progresso da
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genética do mesmo. O segundo passo € a analise da condi¢do nuclear
do fungo de interesse e o terceiro é a avaliacdo da variabilidade pre-
sente na espécie. Essa variabilidade pode ser natural ou induzida. A
natureza, sem duvida, nos oferece todas as ferramentas para a explora-
cdo da variabilidade genética e esta € uma fonte inesgotavel de varia-
bilidade. Porém, muitas vezes, 0 geneticista necessita induzir essa varia-
bilidade em funcdo da caracteristica do trabalho que esta desenvolven-
do. Para isso lanca méo das técnicas de inducdo de mutagdo ou de
técnicas mais recentes de transformacdo, as quais sdo discutidas nos
capitulos 2 e 7 deste volume. Uma vez obtidos e caracterizados esses
mutantes, € possivel, através das técnicas de recombinagdo, conduzir
um programa de estudos genéticos na espécie.

CONDICAO NUCLEAR DO FUNGO

Fungos possuidores de conidios uninucleados sdo extremamente
favoraveis para estudos de natureza genética. No entanto, mesmo aque-
las espécies que ndo possuem esta condicdo nuclear podem ser estu-
dadas através de técnicas especiais, as quais serdo discutidas posterior-
mente.

As técnicas de coloracdo nuclear sédo relativamente simples e nelas
sdao empregados corantes basofilos, como o giemsa e hematoxilina,
entre outros. Um exemplo tipico é dado pelos trabalhos com Beauveria
bassiana, um Deuteromiceto entomopatogénico cujas condi¢cles de
cultivo em laboratério e ciclo de vida foram bem definidos. Com o
objetivo de estudar a genética desse Deuteromiceto, analises da condi-
¢do nuclear foram conduzidas em conidios, em tubos germinativos e
em micélio (Paccola etal., 1984; Araljo & Paccola-Meirelles, 1994). Os
conidios mostraram-se uninucleados, condi¢cdo desejavel para iniciar
os estudos de genética com esse fungo. Aradjo & Paccola-Meirelles
(1994) definiram sete estagios de desenvolvimento no entomopatégeno
Beauveria bassiana. Esses estagios podem ser visualizados nas Figs. 1
a 6. O primeiro estdgio é o conidio uninucleado (Fig. 1). A duracgdo
deste estagio depende do meio de cultivo. Na Fig. 2 os conidios estao
entumecidos, indicando o inicio do processo de germinagdo, 0 que
caracteriza o estagio Il, que tem duracdo de cerca de 8 a 16 horas,
também dependente do meio de cultivo. Apds a emergéncia do tubo
germinativo ocorre a primeira divisdo nuclear (estagio Ill). A Fig. 3
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mostra a liberacdo de tubos germinativos e nucleos em divisdo. O
estdgio IV caracteriza-se pela formacdo do primeiro septo (Fig. 4). O
estdgio V é definido a partir da segunda divisdo mitética e a formacéo
do segundo septo marca o inicio do estagio VI (Fig. 5). Neste estagio

FIGURA 1-6. Os sete estagios de desenvolvimento de Beauveria bassiana em cultura liquida.
FIGURA 1, estagio I: conidio uninucleado. FIGURA 2, estagio Il: emergéncia do tubo germinativo
(seta). FIGURA 3, estagio lll: primeira divisdo nuclear; anafase (seta a) e teléfase (seta b). FIGURA
4, estagio IV: formacéo do primeiro septo (seta ¢). FIGURA 5, estagio V: segunda divisdo nucle-
ar, nicleo em metafase (seta d) e estagio VI: formacdo do segundo septo (seta e). FIGURA 6,
estagio VII: ramificagdo hifal, formagéo do conidio (seta f), migragcéo nuclear (seta g) e um nucleo
em proéfase (seta h). Paccola-Meirelles & Aratjo (1993).
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inicia-se a producéo de conidios e no estagio VII ocorre a ramificacdo
das hifas, a formacdo de conidios e a migra¢do nuclear.

Outro exemplo, mostrado na Fig. 7, é o do Helmintosporium eu-
phorbiae, um fungo isolado e caracterizado por Yorinori & Gaziero
(1989) como sendo um agente biocontrolador do amendoim bravo
{Eupborbia heteropbila), uma erva-daninha invasora da cultura de soja.
Inicialmente, varios trabalhos foram desenvolvidos com o objetivo de
otimizar as condi¢des de crescimento e esporulacdo desse fungo em
laboratério. Diversos isolados foram caracterizados e sua variabilidade
genética avaliada. Com o interesse de se estudar geneticamente essa
espécie, analises citoldgicas foram conduzidas por Silva & Paccola-
Meirelles (1995) visando a determinagdo do numero de nucleos do
conidio e das hifas. Esses autores observaram um numero de nucleos
nos conidios que variou de 4 a 20, o que dificulta a inducdo de muta-
¢do nesses conidios. O tempo de liberacdo do tubo germinativo foi de
cerca de 6 horas e os segmentos hifais permaneceram uninucleados
até 8 horas, passando a trinucleados apés esse periodo de crescimen-
to. Uma alternativa para estudos genéticos desse fungo é a metodologia
de protoplastos. Protoplastos de tubos germinativos com 6 a 8 horas
de crescimento possibilitaram a obtencdo de células uni e binucleadas.

A obtencdo de mutantes em linhagens multinucleadas é mais tra-
balhosa e requer técnicas especiais para seu isolamento.

A avaliacdo da condicdo nuclear é uma caracteristica extremamen-
te importante para a conducédo de eficientes programas de melhora-
mento na espécie.

Alguns fungos, quando cultivados em meio liquido, produzem es-
truturas leveduriformes, os blastdsporos. Essas estruturas se assemelham
aquelas produzidas na hemolinfa dos insetos, quando da infeccdo do
inseto pelo fungo. Os blastosporos apresentam vida média mais curta
gue a do conidio e sua parede também é mais delgada. Apesar dessas
caracteristicas, eles podem ser usados com sucesso no melhoramento
das linhagens e na formulacdo de bioinseticidas. Essas estruturas ja fo-
ram descritas em varios fungos, como Metarhizium anisopliae (Adamek,
1965), Beauveria brongniartii (Cartroux etal., 1970), Beauveria bassiana
(Fargues etal., 1979), Verticillium lecanii(Hall & Latgé, 1980) eNomuraea
rileyi (Riba & Glandard, 1980). Os blastésporos sdo tdo patogénicos
guanto os conidios. Embora menos frequentemente, eles sdo também
utilizados em formulagdes comerciais.
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FIGURA 7. Conidios multinucleados e hifas de H. euphorbiae. A - Formagédo do conidio (48
horas de crescimento). B - Conidio multinucleado. C - Hifas uninucleadas (setas) com 8 horas
de crescimento. D/E - Hifas bi e trinucleadas (setas) com 18 horas de crescimento. F - Hifas
multinucleadias com 18 horas de crescimento.

AVALIACAO DA VARIABILIDADE NATURAL
EM FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

A variabilidade natural em fungos entomopatogénicos é bastante
ampla e é facilmente avaliada através das técnicas hoje disponiveis,
como crescimento e morfologia da col6nia, analises citolégicas do coni-
dio, producédo de exoenzimas, eletroforese de isozimas, quantificacao
do contetdo de DNA, RAPD e PCR. Azevedo & Messias (1985) citam o
importante papel do geneticista no estudo da variabilidade genética
dentro da espécie e na estabilizacdo das linhagens utilizadas. Assim,
como uma etapa inicial de um trabalho de genética, a avaliacdo da
variabilidade natural existente na espécie é fundamental. Vérias carac-
teristicas sdo utilizadas para avaliar tal variabilidade. Entre elas pode-se
citar a germinacédo, o crescimento em diferentes substratos, a produ-
¢éo de conidios, o numero e tamanho de ndcleos, o tamanho de conidios
e a producdo de enzimas exdgenas, como amilases, proteases, celulases,
quitinases, pectinases, lipases e outras. A resisténcia a agentes quimi-
cos, como fungicidas, inseticidas, herbicidas e outros inibidores, ou a
agentes fisicos, como radiagdo ultravioleta e radiacdo ionizante, tam-
bém sdo parametros que podem ajudar na caracterizacao genética das
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linhagens (Hankin & Anagnostakis, 1975; Rosato et al., 1981; Frigo &
Azevedo, 1984; Leite & Messias, 1984; Paccola-Meirelles & Azevedo,
1990). Essas caracteristicas, além de Uteis na avaliacdo da variabilidade
genética entre as linhagens, podem contribuir para o melhoramento
genético, seja na elucidacéo das etapas envolvidas no controle bioldgi-
co, ou na producédo de bioinseticida industrial.

Hoje, técnicas moleculares tém contribuido sobremaneira na ex-
ploracdo da variabilidade genética entre as espécies. Esses métodos
macromoleculares evoluiram desde as metodologias de eletroforese
de proteinas, adotadas ha cerca de 30 anos, para as tecnologias mais
recentes, utilizando o DNA, tais como o RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polimorphisms), o PCR (Polimerase Chain Reaction) e, mais
recentemente, o RAPD (Randomly Amplified Polimorphic DNA).

As técnicas eletroforéticas de isozimas e proteinas sdo ferramentas
simples e acessiveis para avaliar com rapidez e seguranca a variabilida-
de entre linhagens de fungos. May et al. (1979) descreveram a analise
eletroforética em isolados de duas espécies de Entomophtbora, E. vi-
rulenta e E. sphaerosperma, e concluiram que o uso de anélises iso-
enzimaticas permitiu uma base genética segura nos estudos de taxo-
nomia dentro desse género. Isso também ¢é verdadeiro para outros
fungos (De Conti et al., 1980; Boucias et al., 1982; Riba et al., 1986).
Em Beauveria bassiana Paccola-Meirelles & Azevedo (1990) avaliaram
a variabilidade genética entre isolados de diferentes regides brasileiras
por meio de anélises isoenzimaticas, de testes de producgdo de exoen-
zimas e crescimento em diferentes meios. Tigano & Riba (1990), utili-
zando a técnica de eletroforese para a-esterases, diferenciaram 92 iso-
lados do mesmo fungo. St. Leger etal. (1992a) identificaram 146 isola-
dos de Beauveria spp. oriundos de diferentes regides geogréficas, e 0s
classificaram dentro de 47 classes genotipicas distintas, através do per-
fil eletroforético para isozimas.

As albuminas e as globulinas também mostraram-se Uteis na carac-
terizacdo de linhagens de Beauveria bassiana (Paccola-Meirelles etal.,
in press).

St. Leger et al. (1992b) detectaram consideravel variabilidade entre
isolados de Metarbizium spp. pelo uso de isozimas. A varia¢ao aloenzi-
matica dentro e entre 120 isolados de Metarbizium spp. de diversos
paises permitiu a determinacao de 8 loci isoenzimaticos. Quarenta e oito
classes genotipicas foram encontradas entre os isolados analisados.



GENETICA E MELHORAMENTO DE FUNGOS AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO 177

De forma geral, as andlises isoenzimaticas tém sido utilizadas na
diferenciacdo de isolados, que apresentam morfologia semelhante
(Zambino& Harrington, 1989; Soper etal., 1983; St. Leger etal., 1992b),
e na identificacdo de fatores que afetam a variacdo genética, tais como
a falta de reproducéo sexual e a homogeneidade ambiental.

Nos ultimos anos, as técnicas moleculares, utilizando como
marcadores o préprio DNA, passaram a ser um instrumento adicional e
complementar em laboratdrios de genética de fungos. Comparadas as
isozimas, as marcas de DNA apresentam a vantagem de ndo serem influ-
enciadas pelo ambiente ou pelas condig6es de cultivo, permitindo uma
determinacdo mais acurada da diversidade genética de muitos loci.

Para a utilizagdo dessas técnicas moleculares, o primeiro passo é a
extracdo do DNA. Pfeifer & Khachatourians (1993a) reportaram um
método simples e rapido de extracdo de DNA de M. anisopliae, Pae-
cilomycesfarinosus e B. bassiana para analises de taxonomia molecular
de isolados desses géneros.

O RFLP, o PCR e 0 RAPD tém sido empregados com sucesso para
solucionar questdes evolucionarias em uma grande variedade de taxas
(Hillis & Moris, 1990; Tigano-Milani et al., 1995a, 1995b, 1995c). O
método RAPD tem um grande potencial na analise das relagdes filo-
genéticas entre e dentro de espécies relacionadas (Williams etal., 1990).
Difere das técnicas convencionais de amplificacdo, em que 1) as se-
guéncias de DNA gendmico sdo amplificadas com primers de com-
posicdo nucleotidica arbitraria e ndo necessitam de conhecimento pre-
vio da regido gendmica alvo para amplificagdo e 2) apenas um tipo de
primer é usado em cada mistura de reacdo para amplificag&o.

Sédo varios os trabalhos descritos na literatura que utilizam as técni-
cas de PCR e RAPD para caracterizar e confirmar a variabilidade geneé-
tica existente entre os agentes fungicos empregados no controle biolo-
gico. Através do RAPD, Bidochka et al. (1994) e Fegan et al. (1993)
confirmaram a ocorréncia de um alto grau de variabilidade intraespecifica
em isolados de Metarhizium até mesmo entre isolados da mesma area
geogréfica. Essa variabilidade j& havia sido avaliada no género, através
de analises empregando eletroforese de isozimas (Riba et al., 1896; St.
Leger etal., 1992b).

O género Metarhizium estd constituido por 3 espécies, M. ani-
sopliae, M. flavoviride e M. alhum (Rombach et al., 1987). M. aniso-
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TABELA 1. Exemplos de mutagenicidade em fungos entomopatogénicos.

Agente
mutagénic:o

uv

uv

uv
uv

uv

uv

uv

uv

uv

RG

uv

uv
EMS

NG

UV+NG

UV+NG

Fungo

M. anisopliae

M. anisopliae

Trichoderma spp.

T. harzianum

T. pseudokoningii

T. pseudokoningii

T. reesei

T. viride

M. anisopliae

B. bassiana

B. bassiana

B. tenella

M. anisopliae

B. tenella

B. brongniiartii

V lecanii

Método

EF
EF
EF

IT

SN
SN

IT

Tipo de mutante

auxotroficos
morfolégicos
resistentes

auxotroéficos
morfolégicos

resistentes

morfolégicos/
resistentes

auxotroéficos
auxotroéfico/
morfolégicos

resistentes

resistentes

auxotroficos/
morfolégico
morfolégicos

auxotroficos

resistentes UV

resitentes ben

auxotroficos

auxotroficos
morfolégicos

auxotroficos

auxotroficos
Blas negat

auxotroficos

Referéncia

Tinline & Noviello, 1971

Messias & Azevedo, 1980

Gullino & Garibaldi, 1988

Papavizas et al., 1982

Furlaneto & Pizzirani-
Kleiner, 1992

Bensaci & Neumann,
1989

Bagalhi, 1987

Riba eta/., 1985

Paccola-Meirelles
& Azevedo, 1991

Vilas-Boas etal., 1992

Belo (dados néo
publicados)

Paris, 1977

Al-Aidroos, 1980
Bergeron & Messing-
Al-Aidroos, 1982;
Magoon & Messing
Al-Aidroos, 1986

Paris, 1977

Paris & Ferron, 1979
Paris et a/., 1985

Jackson & Heale, '987

IT: Isolamento Total/EF: Enriquecimento por filtragdo/SN: Selecdo pela nistatina/EMS: Etilmetanosulfonado/NG: Nitroso
guanidina/UV: Ultravioleta/blas neg: falta de formacédo de blastésporos/ben: resisténcia a benomyl
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TABELA 2. Sobrevivéncia de Beauveria bassiana ao agente mutagénico UV em diferentes tem-
pos e numero de mutantes morfolégicos obtidos em cada tempo de exposigéo.

Tempo (min) Sobrevivéncia (%) N° de mutantes morfolégicos
0,0 51,95(100,00%) 00
0,5 40,20 (77,40%) 00
1,0 34,74 (66,90%) 00
1,5 24,30 (46,77%) 01
2,0 9,65(18,57%) 01
2,5 4,30 (8,28%) 03
3,0 2,59 (5,00%) 06
3,5 1,56 (3,00%) 06
4,0 0,75(1,44%) 09
4,5 0,52 (1,00%) 11
5,0 0,23 (0,44%) 09

Uma vez definidos o agente mutagénico e a dose necessaria para
obter um maior nUmero de mutantes, é necessario estabelecer o méto-
do de isolamento dos mutantes. O método empregado é dependente
do tipo de mutante que se deseja isolar.

Método de isolamento total. Apds o tratamento mutagénico do
conidio, segmento hifal ou outro material, sao feitas diluicdes apropria-
das e a suspensdo é plaqueada em meio solido. As colbnias crescidas
nesse meio sdo todas isoladas e avaliadas quanto a mutag&o.

Método de enriquecimento por filtracdo. Este é um método
bastante adequado para isolamento de mutantes auxotroficos e resis-
tentes. A porcentagem de mutantes auxotroficos isolados através desse
método é aumentada, em comparagcdo com o método de isolamento
total. Para tal, ap0s tratamento com mutagénico, conidios tratados séo
inoculados em meio minimo liquido sob agitagdo. Ap6s determinado
tempo de crescimento, é possivel observar a formacdo de aglomera-
dos miceliais, que correspondem as col6nias selvagens em crescimen-
to. O material € filtrado, onde sdo retidas as coldnias prototroficas,
deixando passar os conidios mutantes, que nao conseguiram crescer
no meio minimo. Estes sdo deixados para crescer sob agitacdo por
mais algumas horas. Repete-se o procedimento de filtragem por mais
duas vezes e, finalmente, o filtrado é centrifugado. No filtrado concen-
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tram-se 0s conidios auxotréficos incapazes de crescer em meio mini-
mo. Apos a centrifugacdo, o “pellet” é diluido e plagueado em meio
completo. Nesse meio, sdo possiveis a germinacdo e o isolamento de
mutantes auxotréficos em uma freqiiéncia bem superior aquela obser-
vada pelo método do isolamento total.

Com essa metodologia Silveira & Azevedo (1984) obtiveram um
aumento no isolamento de mutantes auxotréficos em M. anisopliae de
2,34% para 6,13%, em comparacdo com o método de isolamento total.

Dependendo do fungo, esse método nem sempre ¢é o ideal. Cite-
mos como exemplo B. bassiana. Este entomopatégeno, quando cres-
cido em cultivo agitado, forma estruturas leveduriformes, conhecidas
por blastésporos. Sdo estruturas semelhantes a esporos, liberadas a
partir das hifas em crescimento. Assim, o0 crescimento sob agitacéo
favorece a formacao dos blastosporos, a partir das colénias prototréficas.
Durante os processos de filtragdo, atravessam os filtros com facilidade,
diminuindo assim a possibilidade de isolamento de col6nias mutantes,
uma vez que a proporcdo de prototroficos aumenta. Paris (1977) apli-
cou o método para a selecdo de mutantes em B. tenella, mas néo
obteve sucesso. O mesmo aconteceu durante o trabalho de Paccola-
Meirelles & Azevedo (1991) para a obtencdo de mutantes auxotréficos
em B. bassiana. Em trabalhos posteriores houve sucesso ao utilizar a
técnica de enriquecimento por filtragcdo, empregando, porém, o culti-
VO estatico para o crescimento de B. bassiana, o que impediu o apare-
cimento de blastésporos no meio de cultura (Paccola-Meirelles & Ge-
naro, 1993). Shimizu (1986), ao contréario, obteve um aumento de 15
vezes na quantidade de isolamento de mutantes em B. bassiana defi-
cientes para aminoacidos através da técnica de enriquecimento por
filtracdo.

Método de isolamento por inibicdo com nistatina. A nistatina
é um fungicida bastante potente, que age nos tubos germinativos, im-
pedindo seu desenvolvimento. Apds tratamento com o mutagénico
apropriado, a suspensdo de conidios é plagueada em meio minimo.
Iniciada a germinacdo das colbnias prototréficas, uma fina camada de
agar contendo nistatina (100 mg/ml de meio) é colocada sobre 0 meio
minimo (Laillier-Rosseau, 1972). A nistatina atua nos tubos germinativos
em crescimento. A seguir, 0 material & exposto a luz e uma fina cama-
da de meio completo é adicionada a placa. A nistatina em presenca de
luz é inativada e as col6nias auxotroficas podem desenvolver-se nesse
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meio. Paris (1977) obteve uma proporcdo de 1 a 3% de mutantes
auxotroficos em B. tenella, através do método. J& Paccola-Meirelles &
Genaro (1993) néo tiveram sucesso com esse método na obtencgdo de
mutantes auxotréficos em B. bassiana.

Método de inativacio pela aplicacéo de enzimas liticas. E apli-
cado tanto para isolamento de linhagens auxotroficas como para linha-
gens termossensiveis ou sensiveis a agentes quimicos. Citemos, como
exemplo, o isolamento de mutantes auxotréficos. Apos tratamento com
0 mutagénico apropriado, a suspensao de conidios é inoculada em meio
minimo por um tempo suficiente para a liberagdo de tubos germinativos
ou blastésporos, quando for o caso. E feita uma centrifugacéo, a fim de
concentrar o material. A seguir, o material € tratado com uma solucédo de
enzimas liticas. Como a parede dos blastosporos é mais delgada e sensi-
vel que a dos conidios, é degradada pelas enzimas liticas, ocasionando a
destruicdo dos blastésporos. O mesmo se aplica aos tubos germinativos
ainda jovens. Estes possuem uma parede delgada, que é facilmente
digerida pelas enzimas. Como 0s conidios sdo geralmente resistentes a
essas enzimas, eles permanecem vidveis durante o processo e posterior-
mente podem ser isolados em meio completo.

N&o se pode perder de vista o fato de que as mutacdes induzidas
por agentes quimicos ou fisicos sdo aleatdrias, de forma que mutantes
indesejaveis podem ocorrer juntamente com aqueles de interesse. As-
sim, é importante o dominio das técnicas seletivas para a obtencéo do
produto desejavel.

A mutagénese seguida de selecdo pode representar uma alternati-
va bastante adequada para o processo de melhoramento em fungos
utilizados no controle biolégico. Muitos desses fungos apresentaram
alteracdo na viruléncia, apos tratamento com mutagénico (Al-Aidroos
& Roberts, 1978; Al-Aidroos & Seifert, 1980). Paris & Ferron (1979)
estudaram a viruléncia de mutantes de B. brongniartii deficientes na
producdo de blastdésporos e mostraram que essa caracteristica esta li-
gada a patogenicidade. Ja Paris et al. (1985) relataram a viruléncia
desse tipo de mutante. A diferenca entre os resultados foi atribuida por
Khachatourians (1991) provavelmente ao tipo de mutagénico utilizado
e a natureza exata dos mutantes obtidos.

Linhagens auxotroficas, em geral, sdo menos virulentas que as sel-
vagens (Jackson & Heale, 1986) e, em alguns casos, observa-se uma
correlagdo direta. Um exemplo é o que acontece com a auxotrofia
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para isoleucina em B. brongniartii. Este entomopatdgeno produz um
ciclodepsipeptideo téxico a alguns insetos, a beauvelidina. A isoleucina
participa na via metabdlica da formacdo deste produto, de forma que
a incapacidade de sintetiza-la interfere diretamente na producdo da
toxina e consequentemente na patogenicidade. Porém, ha relatos na
literatura, mostrando que linhagens auxotréficas de B. bassiana, que
eram avirulentas, ndo recuperaram a viruléncia apds a reversdo das
marcas auxotroficas (Usenko et al., 1973), de forma que o assunto
ainda requer investigacoes.

Mutantes deficientes na producdo de enzimas necessérias para a
penetracdo do fungo no hospedeiro tém sido constantemente isolados
com o objetivo de se esclarecer o processo de infeccdo (Bidochka &
Khachatourians, 1990; Paris et al., 1985; Champlin et al., 1981). Sao
vérios os trabalhos tentando verificar a relacdo entre a producdo de
enzimas extracelulares, como proteases, quitinases, amilases e lipases
com a patogenicidade do fungo, porém ha muitas controvérsias entre
autores. Champlin etal. (1981) e Smith etal. (1981) isolaram mutantes
de B. bassiana com graus variados de atividade lipolitica, quitinolitica
e proteolitica, que apresentaram diferentes graus de patogenicidade,
porém, ndo apontaram correlagdo positiva e direta entre viruléncia e
sintese dessas enzimas extracelulares. Bidochka & Khachatourians (1990)
isolaram mutantes defectivos na producédo de protease e quitinase, 0s
quais apresentaram um LT.) maior que o tipo selvagem. Ja Silva &
Messias (1986) mostraram correlagdo positiva entre atividade amilolitica
e lipolitica com viruléncia, através do uso de mutantes deM. anisopliae
amilase e lipase negativos. Samuel et al. (1989) mostraram que muta-
cOes, afetando a producéo da amilase, lipase, protease e quitinase, tém
um efeito varidvel na patogenicidade.

Outro carater bastante explorado em estudos de natureza genética
é a resisténcia a agentes quimicos. Tinline & Noviello (1971) isolaram
mutantes resistentes a diversos agentes quimicos, como verde malaquita,
cristal violeta e acriflavina, entre outros. Linhagens de M. anisopliae
resistentes a acriflavina foram selecionadas por Al-Aidroos (1980).

Mutantes resistentes a UV foram isolados por Vilas-Boas et al. (1992)
e foram ensaiados a campo. Solos com diferentes tipos de cobertura
foram avaliados e os conidios mutantes permaneceram viaveis no solo
por um periodo bem superior ao observado para os tipos selvagens.
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Além dessas caracteristicas mutantes, existem outras que merecem
atencéo e precisam ser mais exploradas para a elucidacdo do processo
de infec¢do dos fungos empregados no controle biolégico, como por
exemplo mutacdes morfoldgicas, producdo de toxinas, producdo de
pigmentos, viruléncia etc.

Magoon & Messing-Al-Aidroos (1986) mapearam marcas para co-
loragdo de conidios em M. anisopliae. utilizando os mutantes mor-
fologicos obtidos por Al-Aidroos (1980) e por Bergeron & Messing-Al-
Aidroos (1982). No mesmo trabalho os autores propuseram duas vias
metabolicas para a biossintese de pigmentos nesse entomopatégeno
(Fig. 8).

Precursor 1 - verde lemon -+ tan -» amarelo -* verde (tipo selvagem)

Precursor 2 -» marrom -» pigmento X
(sem cor)

FIGURA 8. Via metabdlica proposta para biossintese de pigmentos em conidios de M. anisopliae
(Magoon & Messing-Al-Aidroos, 1986).

RECOMBINACAO EM FUNGOS

Através da recombinacéo, é possivel combinar caracteristicas dese-
javeis em uma unica linhagem. Os processos de recombinagdo conhe-
cidos em fungos séo o ciclo sexual, o ciclo parassexual, fuséo de pro-
toplastos e as técnicas de transformacdo (esta é abordada com deta-
Ihes no capitulo 7 neste volume).

Recombinacéo Sexual

Atraves da reproducdo sexual, os fungos podem combinar diversas
caracteristicas em um s6 individuo. Em fungos, a reproducdo sexual
consiste na fusdo de dois nucleos hapldides, dando origem a um dipléide
que por divisdo meidtica produz nucleos hapléides. Apesar das dificul-
dades em se observar microscopicamente os cromossomos de fungos,
devido ao seu pequeno tamanho, algumas andlises citogenéticas da
meiose de fungos, conduzidas em Neurospora crassa (Singleton. 1953),
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demonstram que o processo é semelhante ao de organismos superio-
res. As informagdes sobre o mecanismo da meiose, na maioria dos
fungos, sdo provenientes de analises genéticas e ndo de observagdes
citologicas.

Considerando que a maioria dos fungos empregados no controle
biolégico sdo deuteromicetos, cujo ciclo sexual ainda ndo foi descrito,
enfocaremos com mais detalhes os outros processos de recombinagéo.

Recombinacdo Parassexual

A parassexualidade é um mecanismo que permite a anélise genéti-
ca em fungos deuteromicetos e também representa uma importante
ferramenta para o melhoramento de linhagens de interesse aplicado.
O ciclo parassexual foi descrito pela primeira vez em Aspergillus ni-
dulans e Penicillium (Pontecorvo, 1953, 1954; Pontecorvo etal., 1953;
Pontecorvo & Roper, 1953; Pontecorvo & Sermont, 1954; Pontecorvo &
Kafer, 1958) e passa por uma série de eventos, que consiste dos se-
guintes passos:

1. Formagcéo do heterocario: Anastomose de hifas entre homocérions
complementares, seguida de migracdo nuclear com consequente esta-
belecimento do heterocério.

2. Fusao nuclear: A fusdo nuclear ocorre em baixa frequéncia (apro-
ximadamente 1 x 10-6), resultando heterozigotos dipléides somaticos,
0s quais podem multiplicar-se por mitose juntamente com os nucleos
haploides do heterocario.

3. Crossing-over mitético: Crossing-over mitotico pode ocorrer no
nucleo diploide em uma frequéncia de 1 x 102 por divisdo nuclear.

4. Haploidizagao: O nucleo dipléide, durante as sucessivas divisdes
mitoticas, pode sofrer ndo-disjuncdes cromossémicas, que ocasionam
a recuperacdo do estado haploide normal do fungo. Durante o proces-
so de haploidizagao, ocorre um “embaralhamento” ao acaso dos
cromossomos parentais, resultando em recombinantes que apresen-
tam em seus cromossomos as mesmas marcas ligadas como nos
parentais, a menos que estas tenham sido separadas por um evento de
crossing-over mitatico.

Nucleos geneticamente idénticos podem passar pelo processo de
parassexualidade, ou seja, sofrer fusdo, recombinacéo e haploidizacao,
porém neles isso ndo tem efeito genético.
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A parassexualidade, em certos casos, € o Unico mecanismo que
permite a recombinacdo genética, de forma que estudos de natureza
genética podem ser conduzidos nesses fungos ditos imperfeitos.

Anastomose de hifas. A anastomose consiste na fusdo de seg-
mentos hifais, com consequente mistura de citoplasma.

A anastomose é um fendmeno complexo e pouco conhecido so-
bre a sua ocorréncia em fungos entomopatdgenos. Como ja citado, a
anastomose entre hifas dentro de uma mesma coldnia é uma indicagao
da possibilidade da ocorréncia de parassexualidade na espécie. Paris
(1977), em estudos de microscopia Optica, observou raras anastomoses
hifais em B. tenella e ndo detectou heterocariose na espécie. Luna
(1985), em avaliac@es citoldgicas, observou anastomoses hifais em li-
nhagens de M. anisopliae. Em nosso laboratorio pudemos observar a
anastomose em alguns pontos do micélio de Helminthosporium eu-
phorbiae, sendo portanto um indicativo da possibilidade de formacéao
de heterocario nessa espécie (Fig. 9).

A ocorréncia de um ciclo parassexual depende da natureza dessa
anastomose. No entanto, certos fatores podem afetar negativamente
essa anastomose. Por exemplo, a dissolucdo da parede celular e fato-
res de incompatibilidade podem ocorrer durante o processo de anas-

FIGURA 9. Anastomose de hifas em Helminthosporium euphorbiae (setas). Em (A) ndcleo em
anafase iniciando a formacdo de um conidio.
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tomose entre as hifas, tendo como consequéncia a repulsdo entre as
duas hifas envolvidas no processo.

Heterocariose e fusao nuclear. A anastomose hifal € um indicativo
da ocorréncia de heterocariose. Entende-se por heterocariose a ocor-
réncia de nucleos geneticamente diferentes em um mesmo citoplasma.
De forma similar a diploidia, a heterocariose permite a heterozigose e,
em certos casos, pode ocasionar vigor hibrido (Baracho et al., 1970). A
heterocariose é o inicio da determinacéo do ciclo parassexual em uma
espécie fangica. Em M. anisopliae a heterocariose foi descrita pela
primeira vez porTinline & Noviello (1971), que obtiveram heterocarios
empregando mutantes auxotroficos. Esses estudos abriram a possibili-
dade da ocorréncia de parassexualidade nesse deuteromiceto, confir-
mada posteriormente pelos trabalhos de Messias & Azevedo (1980) e
Al-Aidroos (1980).

A maioria dos estudos de heterocariose envolve linhagens sele-
cionadas em laboratorio, que diferem na morfologia e em determina-
dos requerimentos nutricionais.

Poucos estudos tém sido conduzidos visando a ocorréncia da
heterocariose na natureza. Jinks (1952) observou que Penicillium pode
existir na natureza na forma de heterocario com vantagens no cresci-
mento, quando comparado com as formas homocarioticas. O mesmo
autor demonstrou que a heterocariose em linhagens selvagens de
Penicillium gera variacdo somaética e adaptacdo natural nesse género.
A partir desta data poucos estudos foram conduzidos nesse sentido.

A fusdo nuclear segue a heterocariose e é considerada um evento
raro (Roper, 1952). Diferentes nucleos hapléides, apés fusdo, dao ori-
gem a dipldides somaticos heterozigotos, que podem permanecer nas
hifas ou formar conidios que sdo diferenciados dos conidios parentais
por diversos métodos seletivos. Os nucleos dos dipldides apresentam
conidios com um volume maior (préximo ao dobro do haploide); quan-
do marcas nutricionais estdo envolvidas, estas séo complementares no
dipldide e, geralmente, este é instavel, ocasionando a liberacdo de
setores.

M. anisopliae apresenta conidios uninucleados com nucleos divi-
dindo-se antes ou durante a germinagdo. Durante o processo de ger-
minacao, € comum ocorrer anastomose entre as hifas com consequen-
te heterocariose (Tinline & Noviello, 1971). A condicdo de heterocariose
em M. anisopliae foi demonstrada, através do uso de marcas auxotroficas
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complementares entre as linhagens envolvidas. Observou-se que, en-
quanto algumas pontas de hifas se desenvolviam normalmente em
meio definido, outras eram incapazes de desenvolvimento, demons-
trando dessa forma a ocorréncia da complementariedade das marcas
em alguns nucleos nas primeiras.

Crossing-over mitotico. A recombinagdo mitética, descrita pela
primeira vez em Drosophila (Stern, 1936) e, mais tarde, em fungos
(Pontecorvo et al.,, 1953; Pontecorvo & Roper, 1953) representa uma
alternativa para a producao de novas combinacdes de material genéti-
CO em organismos que sao incapazes de reproducdo sexual.

O crossing-over mitotico, a semelhanga da meiose, ocorre no esta-
gio de 4 fios. A permuta mitética espontanea é rara; em A. nidulans
observa-se a média de um crossing-over a cada 50 mitoses (Pontecorvo
& Kafer, 1958). Essa frequiéncia pode ser ampliada pelo uso de agentes
indutores, como por exemplo radiagcdo UV, radiagdo X, radiagdo gama,
formalina, p-fluorfenilalanina, EDTA e outros (maiores detalhes em Esser
& Kuenen, 1967).

Haploidizac&o. O nucleo dipldide pode sofrer mitoses regulares,
mas eles também conduzem a producdo de gendtipos irregulares, ou
pela recombinacdo mit6tica ou por sucessivas nao-disjungoes mitaticas,
gue ocasionam a formacdo de aneupldides que podem chegar a um
namero hapldide de cromossomos. A haploidizagdo resulta em um
embaralhamento ao acaso entre cromossomos das linhagens parentais
e as marcas localizadas em um mesmo grupo de ligacdo demonstram
completa ligagdo, a ndo ser que estas tenham sido separadas por
crossing-over mitético. Essas alteracdes sdo visiveis através da libera-
cdo de setores das colOnias. Esses setores sdo isolados e caracterizados
guanto as marcas envolvidas no cruzamento.

A liberacdo dos setores pode ocorrer espontaneamente ou ser in-
duzida por agentes haploidizantes do tipo Benomil, Botran ou p-fluor-
fenilalanina.

Bergeron & Messing-Al-Aidroos (1982) compararam a acdo de
Benomil e de Botran na liberacdo de setores a partir de dipléides de M.
anisopliae. Pela Tabela 3 é possivel observar que diploides de M. ani-
sopliae sdo instaveis, pois liberam setores haploides espontaneamente.
Porém, a liberacdo de setores foi mais rapida quando se empregaram
agentes indutores de haploidizacéo.
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TABELA 3. Indugéo de haploidizagao em dipléides de M. anisopliae.

Linhagem dipléide Tratamentol % de colbnias com setores
d CcM 20,9

CM + Benomil 90,0

CM + Botran 64,3
RMD6 CM 20,9

CM + Benomil 65,8

CM + Botran 72,4

‘CM: meio completo (Dados de Bergeron & Messing-Al-Aidroos, 1982)

Pelos dados apresentados na Tabela 3 observa-se que o namero
de setores a partir dos dipldides aumentou em 5 a 10 vezes com 0 uso
de Benomil ou de Botran.

Anaélises genéticas através do ciclo parassexual sdo realizadas com
sucesso em fungos utilizados no controle biolégico. Messias & Azevedo
(1980), atraves desse ciclo, detectaram a existéncia de pelo menos 4
grupos de ligacdo em M. anisopliae, enquanto que Bergeron & Messing-
Al-Aidroos (1982) propuseram um numero de 5 grupos de ligacdo para
a espécie. Estes ultimos autores relacionaram 8 marcas nos grupos de
ligacdo e, em seguida, Magoon & Messing-Al-Aidroos (1986) confirma-
ram a localizacdo dessas marcas e acrescentaram mais duas nos 5 gru-
pos de ligacdo, as quais sao distribuidas conforme a Fig. 10.

Os simbolosylo, tan, lem, ebrn representam marcas para coloragdo
amarela, dourada, verde limdo e marrom, respectivamente; lys, adel e
ade, met, leu representam deficiéncias para lisina, adenina, metionina e
leucina respectivamente, e Acr2 e Acr? resisténcia a acriflavina.

O mapeamento genético através da parassexualidade é um proces-
so mais demorado e exige a andlise de um numero maior de
recombinantes que as analises envolvendo o ciclo sexual. Apesar de
trabalhoso, é possivel determinar a ordem dos genes e até mesmo
estimar a distancia entre eles. Um exemplo ilustra melhor o uso desse
ciclo em analises genéticas. Um diploide, RMD6, de M. anisopliae, cuja
constituicdo genética esta representada na Fig. 11, apresenta conidios
verdes e pode crescer em meio minimo, porém € heterozigoto para as
marcas lys (requerimento para lisina), met (requerimento para metionina)
e ACR (resisténcia a acriflavina). O dipldéide sofreu haploidizacao e os
setores haploides foram isolados e caracterizados quanto as marcas
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envolvidas. A Tabela 4 mostra a frequéncia dos setores recombinantes,
obtidos ap06s exposicdo do dipldide a agentes haploidizantes.

ylo
T 14+ 28
brn
t 16,1 + 7.8
ade2 meti
7,01 +7,07 F
t 15,1
lys1
lem
t 25, 0
tan +
+ ylo +

lys

Grupos de ligacéao

tan |
t
ade Il
t
Acr2 I}
t
v
Acr5 \Y%
t
+ ACR2
met +

FIGURA 10. Marcas
genéticas e grupos de
ligacdo em M. aniso-
pliae.

FIGURA 11. Constitui-
cédo genotipica do di-
pléide RMD6 de M.

anisopliae.

TABELA 4. Recombinantes hapléides originados a partir do dipléide heterozigoto RMD6 (Bergeron

& Messing-Al-Aidroos, 1982).

ylo

lys

met

tan
R 0+0 }0%
P 48 + 51

R - Fenétipo Recombinante

lys

25 + 27} 53%
21 +26

P = Fenétipo Parental

met

35+ 7 ) 44%
44 + 13

38 + 12 ) 51%
41+8

ACR2

9+ 36 }46%
12 + 42

13 + 38 } 52%
8 + 40

3+2
18+76

I 5%
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Pela Tabela 4 observa-se que a frequéncia de recombinagdo mitética
é baixa e que as marcas ylo e tan encontram-se ligadas, assim como
met e ACR2 (freqiiéncia 5%).

Através da analise dos setores recombinantes e parentais, pode-se
ter uma idéia da distancia entre as marcas analisadas, o que contribui
em muito para estudos de natureza genética em espécies, cujo ciclo
sexual permanece desconhecido.

Recentemente tém sido descritos casos em que a instabilidade do
dipléide obtido via ciclo parassexual é tdo alta que a permuta mitdtica
e a haploidizacdo ocorre ainda no heterocario. A essa alta instabilidade
do dipléide deu-se o nome de parameiose. O termo foi proposto por
Bonatelli et al. (1983) para descrever a alta instabilidade que eles ob-
servavam em cruzamentos realizados com Aspergillus niger. O proces-
so parameiotico é simplesmente uma variacdo do ciclo parassexual e
tem sido descrito em vérios fungos, como Beauveria bassiana (Paccola-
Meirelles & Azevedo, 1991), M. anisopliae (Silveira & Azevedo, 1987,
Bagalhi et al., 1991) e Trichoderma pseudokoningii (Furlaneto &
Pizzirani Kleiner, 1992).

No processo de parameiose, os diploides, sendo altamente instéa-
veis, recuperam seu estado hapléide normal ainda no heterocério, de
forma que este contém conidios com constituicdo genética semelhante
aos parentais, conidios recombinantes hapldides, conidios aneupléides
e raros dipldides.

A andlise genética, por esse processo, € mais trabalhosa e os conidios
recombinantes sdo isolados, a partir do heterocario, em meios seleti-
vos apropriados. Tomemos como exemplo um cruzamento entre duas
linhagens auxotréficas de B. bassiana nic bio e ade ths. Cerca de 107
conidios/ml! de cada linhagem foram inoculados juntos em um tubo
contendo meio liquido para formacdo da pelicula heterocériotica
(Paccola-Meirelles & Azevedo, 1990). Depois de 7 dias de crescimento,
a pelicula formada foi transferida para meio minimo para formacéo do
heterocario. Formado o heterocario, foi feita uma suspenséo dos conidios
e estes foram plagqueados em meios seletivos, onde eliminaram-se 0s
tipos parentais, de forma que séo recuperados nestes meios apenas 0s
segregantes recombinantes representados na Tabela 5.

Pela Tabela 5 podemos concluir que os genes nic ade e ibs encon-
tram-se no mesmo grupo de ligacdo e bio em um segundo grupo de
ligacdo.



GENETICA E MELHORAMENTO DE FUNGOS AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO 193

TABELA 5. Recombinantes de B. bassiana obtidos via parameiose no cruzamento entre uma
linhagem Nic Bio x Ade Ths.

nic ade bio ths
nic R - 13 19,0% 52 78,8% 15 22,7%
P 53 14 51
ade R - - 48 72,7 % 19 28,8%
P 18 47
bio R - - 48 T72,7%
P 18
P = Fenétipo parental R = Fenétipo recombinante

As marcas nic, ade, bio e ths representam deficiéncia para &cido
nicotinico, adenina, biotina e tiosulfato de Na, respectivamente.

A ocorréncia natural de heterocariose em fungos patogénicos, como
j& citado, é muito pouco estudada, mas ela poderia representar um
processo de adaptacdo gradual e os segregantes originados, seja por
crossing-over mitotico, seja pelo processo de haploidizagéo, tornariam-
se mais adaptados e deles se originariam racas ou variantes mais viru-
lentos.

Atualmente, as técnicas moleculares, através de eletroforese em
campo pulsado (CHEF), possibilitaram com certa facilidade a determi-
nacdo do numero de cromossomos em fungos, principalmente nos
fungos imperfeitos (Osiewacz & Ridder, 1991). A técnica permite tam-
bém o isolamento de DNA cromossémico de varios organismos (Orbach
et a/., 1988). Pfeifer & Khachatourians (1993b), através do cariétipo
eletroforético, definiram como sendo 8 o nimero de cromossomos em
B. bassiana. Ja Shimizu et al. (1993), empregando a mesma técnica,
definiram como sendo 6 0 niumero de cromossomos da espécie. Essas
diferencas podem ser atribuidas a adequacgdo da técnica durante a
separacdo das bandas. Por essa metodologia, foram observadas dife-
rencgas significantes no tamanho dos cromossomos entre isolados de
B. bassiana e M. anisopliae (Shimizu et al., 1992, 1993). Caribtipos
eletroforéticos de Paecilomycesfumosoroseus e P.farinosus, no entan-
to, exibiram um alto grau de similaridade entre os isolados (Shimizu et
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al., 1991, 1993). Shimizu etal. (1991) definiram como sendo 6 o niUme-
ro de cromossomos de P.fumosoroseus e Shimizu et al. (1992) deter-
minaram 7 bandas cromossémicas para M. anisopliae.

Até o0 momento, em nossos estudos de genética classica utilizando
a parameiose, identificamos 8 marcas localizadas em 4 grupos de liga-
¢édo de B. bassiana.

A separacdo de cromossomos, pela técnica de CHEF em combina-
¢do com procedimentos de hibridacdo, permite a caracterizagdo do
genoma nuclear e 0 mapeamento de genes especificos, que ndo pode-
riam ser localizados pelas técnicas convencionais. Além disso, auxilia
na identificacdo e localizacdo de genes responsaveis pela especificidade
ao hospedeiro, viruléncia e patogenicidade do fungo.

MELHORAMENTO GENETICO DE LINHAGENS DE FUNGOS
COM ENFASE NO CONTROLE BIOLOGICO DE PRAGAS

Nos itens anteriores foram descritas as ferramentas cléssicas e con-
vencionais de que o geneticista dispde para auxilid-lo na conducéo de
um programa de melhoramento de agentes de biocontrole.

O conhecimento béasico das caracteristicas envolvidas na pato-
genicidade é essencial para o desenvolvimento de um eficiente pro-
grama de melhoramento. Muitas dessas carateristicas estdo sob contro-
le multigénico, porém ha aquelas condicionadas por genes Unicos, 0s
quais permitem com certa facilidade sua manipulacdo genética e sua
transferéncia para linhagens desejaveis. Essas caracteristicas sdo de in-
teresse e devem ser aproveitadas.

Entre as caracteristicas de importancia para o biocontrole pode-
mos citar:

Adesédo de conidios. O conidio de um entomopatdgeno adere-se
a superficie do hospedeiro, através de uma camada mucilaginosa con-
tida no conidio (Fargues, 1984). Al-Aidroos & Bergeron (1981) descre-
veram um gene em M. anisopliae responsavel pela adesdo do conidio
na superficie das larvas. Esse gene estd ligado ao gene brown para
coloracdo do conidio.

Grula et al. (1984) descreveram os fatores responsaveis pela ade-
sdo dos conidios e dos blastosporos de B. bassiana como sendo uma
glicoproteina, que, além de promover a ancoragem e a orientacdo dos
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conidios, facilita a penetracdo dos tubos germinativos na cuticula do
inseto.

Assim, a aderéncia dos conidios ou dos blastésporos € um de-
terminante importante durante o processo de patogenicidade, e deve-
ria ser empregado com mais freqiéncia nos programas de melhora-
mento genético.

Germinacao e penetracdo no inseto. A germinacdo é outra ca-
racteristica de valor no controle biolégico. Drummond et al. (1987)
demonstraram que isolados de V. lecanii altamente patogénicos ger-
minaram mais rapido na superficie do inseto que isolados pouco
patogénicos. Em B. bassiana mutantes com baixa patogenicidade ndo
germinaram ou tiveram crescimento anormal sem penetracdo na Su-
perficie de Heliothis zea (Pekrul & Grula, 1979).

O processo de penetracdo envolve atividades enzimaticas e meca-
nicas. S&0 numerosos os trabalhos tentando relacionar a producéo de
enzimas, como quitinases, amilases, proteases e lipases, com a pato-
genicidade. E certo que esses sistemas enzimaticos estdo envolvidos
na penetragdo do fungo no inseto.

Patogenicidade. A morte do inseto atacado por um fungo ocorre,
devido a colonizacdo interna, acompanhada da utilizacdo de nutrien-
tes. Em alguns casos, foi descrita a producdo de toxinas que inibem a
sintese de DNA e RNA do inseto (Quiot et al.,1985). Em M. anisopliae
essa toxina foi identificada como sendo uma destruxina ciclodep-
sipeptidio (Roberts, 1981). Outro ciclodepsipeptidio foi isolado em B.
bassiana, a beauvericina. A producédo dessa toxina foi correlacionada
com a patogenicidade por Ferron (1978), porém Champlin < Grula
(1979) descrevem a beauvericina como um agente que ndo esta envol-
vido com a patogenicidade do fungo.

A manipulacdo genética contribui para a elucidacdo do processo
de patogenicidade, e associada a selecdo resultaria em um aumento na
producdo de toxinas pelo fungo.

Condig6es ambientais. Na maioria das vezes, o emprego de fun-
gos no biocontrole torna-se invidvel, em funcdo das condices adver-
sas de temperatura e umidade.

A selecdo de linhagens termossensiveis ou de linhagens que cres-
cam a temperaturas abaixo da 6tima é desejavel para o controle biol6-
gico. Nesse sentido, Hall (1981) observou um isolado natural de V.
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lecanii crescendo a 36°C quando a temperatura 6tima de crescimento
estd entre 20 e 25°C.

A luz ultravioleta solar é outro fator que limita o uso de fungos no
controle biolégico. Dessa forma, o isolamento de linhagens resistentes
a UV é de interesse nos programas de melhoramento. Vilas-Boas et al.
(1992), observaram o comportamento e a persisténcia no solo de mu-
tantes resistentes a UV de B. bassiana e de M. anisopliae. A permanéncia
dos esporos resistentes a UV no campo foi bem superior ao do tipo
selvagem. Em trabalho posterior, os mutantes de B. bassiana, resisten-
tes a UV foram avaliados quanto a patogenicidade em lagartas de
Diatraea saccbaralis, e observou-se que esses mutantes perderam a
patogenicidade. A perda foi atribuida a inUmeras irradiagdes sofridas
pelo fungo, durante o processo de obtencdo de mutantes (Paccola-
Meirelles etal., in press). A patogenicidade €, na verdade, determinada
por um conjunto de caracteres que sdo controlados por numerosos
genes. No caso em questdo, o mutagénico pode ter alterado alguns
desses caracteres, a0 mesmo tempo em que ocorreu a mutacao para a
resisténcia a UV. A transferéncia desse carater para linhagens altamen-
te patogénicas, seja através da parassexualidade ou por técnicas de
transformacdo, € de valor para o controle biologico.

Reconhecimento do hospedeiro. O reconhecimento do hospe-
deiro determina a especificidade do fungo ao inseto. M. anisopliae e
B. bassiana sdo patogénicos a uma grande variedade de insetos, po-
rém observa-se que determinadas linhagens sdo mais especificas a
determinados hospedeiros. Isso é resultado da variacdo no grau de
reconhecimento do fungo ao inseto. Esses sinais de reconhecimento
tém sido muito pouco explorados na genética e no controle biologico.

Esporulacéo. A taxa de esporulagdo € outra caracteristica de inte-
resse em um programa de melhoramento de um agente fingico para o
biocontrole. A paralisacdo rapida do hospedeiro, seguida de morte e
liberagdo de um numero elevado de esporos na superficie do inseto
morto, facilita a dispersdo do patégeno no campo.

B. bassiana produz um numero expressivo de conidios que sao
facilmente liberados, secos e altamente hidrofébicos. Esse ento-
mopatdgeno, quando repicado sucessivas vezes em meio sintético,
perde a capacidade de esporulacdo e mostra redugdo acentuada na
patogenicidade. Contudo, quando esse fungo é transferido para um
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meio contendo extrato de lagartas, ou lagartas esterilizadas, ele recu-
pera a taxa de esporulacao.

Linhagens de fungos entomopatogénicos com produgdo aumenta-
da de esporos com fécil dispersdo sdo de interesse para 0s programas
de melhoramento genético e para o controle bioldgico.
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INTRODUCAO

Os microrganismos tém assumido importante papel no controle de
insetos-pragas e doengas de importancia agricola. Virus, bactérias e
fungos sdo utilizados em programas de controle biolégico. Centenas
de virus, pertencentes a diferentes grupos, sdo conhecidos infectando
artropodes. O grupo mais importante é o baculovirus, o qual inclui os
virus da poliedrose nuclear (NPV) e os virus da granulose (GV). A
grande vantagem desses virus reside na sua alta especificidade, o que
denota o potencial de uso de pesticidas microbianos seletivos (ver
revisdo de Enstwistle & Evans, 1985; Moscardi, 1986). Entretanto, de
acordo com Jutsum (1988), do ponto de vista comercial, 0 maior po-
tencial para controle bioldgico reside na utilizacdo de bactérias e fun-
gos, os quais podem ter custo efetivo de producdo comparavel aos dos
guimicos disponiveis no mercado. Dentre as bactérias com potencial
de uso no controle bioldgico de insetos, destacam-se as do género
Bacillus. O Bacillus thuringiensis (Bt) tem sido amplamente estudado
sob o ponto de vista genético. Os cristais toxicos e 0s genes que codi-
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ficam estas proteinas vém sendo isolados e estudados quanto a regulacéo
e expressdo. Os fungos entomopatogénicos, por sua vez, foram os
primeiros organismos a serem usados para o controle de insetos-pra-
ga. Quanto aos fungos, como os mecanismos relacionados ao desen-
volvimento da doencga sdo altamente complexos, os genes envolvidos
na patogenia ndo sdo, até o0 momento, completamente conhecidos.

Microrganismos também apresentam amplo potencial como agen-
tes de controle de doengas de plantas. Agentes de controle biolégico
sao particularmente eficientes contra espécies do género Botrytis, Scle-
rotinia, Typhula e Rhizoctonia, além de outros. Dentre 0s microrga-
nismos efetivos no combate dessas doencas estdo algumas espécies de
fungos dos géneros Trichoderma, Gliocladium e Penicillium, bem como
algumas bactérias, principalmente Pseudomonas. Os mecanismos en-
volvidos compreendem principalmente a competicdo e o parasitismo.
As relagbes entre patdégeno e agente controlador se estabelecem em
varios niveis, e atualmente sdo estudados os antibidticos e enzimas
hidroliticas secretados por esses agentes. Genes que codificam para
enzimas hidroliticas, como celulases e quitinases, estdo sendo isolados
e analisados quanto aos mecanismos de regulacdo e importancia das
enzimas nas interagbes dos agentes de controle e agentes causadores
de doencas.

Com as novas técnicas da engenharia genética, tornou-se possivel
a caracterizacdo de espécies, bem como a criacdo de novos genotipos
com maior capacidade de controlar pragas e doencas. Clonagem e
transferéncia de genes tém permitido abordar os mecanismos de in-
teracdo entre espécies.

BACULOVIRUS

Importancia

Os baculovirus constituem uma familia de virus isolados da classe
Arthropoda, sendo em sua maioria encontrados em insetos, principal-
mente da ordem Lepidoptera. Devido ao seu papel natural como regu-
ladores de popula¢des no campo, seu uso até recentemente estendeu-se
ao controle bioldgico (Bishop et al., 1988). Sua especificidade e segu-
ranca, por ndo infectarem vertebrados ou plantas, além de sua facilidade
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de aplicacdo pelo homem do campo, sdo vantagens que contribuem
para o crescente interesse em seu estudo. Sdo hoje disponiveis varias
revisdes sobre baculovirus relativas a sua biologia (Granados & Frederici,
1986), sua aplicacdo como inseticida (Granados, 1988) e sobre sua apli-
cacdo como vetores de expressdo (Maeda, 1989; Luckow & Summers,
1988).

Uma das principais caracteristicas dos baculovirus é seu grande
tamanho, devido ao cristal protéico que os envolve. Este cristal € cons-
tituido principalmente da proteina poliedrina, que confere a forma de
poliedro ao virus. Essa estrutura é responsavel pela protecdo das uni-
dades virais (nucleocapsideo) nele ocluidos. Além disso, o acumulo de
poliedros no nudcleo é responsavel pela lise celular. Assim, a morte do
inseto ocorre por uma agao mecéanica e ndo quimica (por agao toxica
por parte do cristal da poliedrina).

E um DNA de fita dupla e circular que varia de 80 a 200 kb (Arif,
1986). O DNA é empacotado em nucleocapsideos em forma de bas-
tonetes, que adquirem envelopes através da membrana plasmatica, ou
por um processo de envelopamento nuclear (Miller, 1988).

Taxonomicamente, divide-se a familia Baculoviridae nos géneros
Nticleopolhiedrovirus, composto pelos virus de poliedrose nuclear
(NPVs) e Granulovirus, compreendendo os virus de granulose (Gvs)
(Murphy et al., 1995).

O ciclo da doenca é iniciado quando o inseto digere o poliedro
juntamente com seu alimento. A matriz protéica do cristal é dissolvida
no lumen do intestino médio, devido ao seu alto pH (10,5). Uma vez
no interior da célula, o virion se replica e virus extracelulares passam a
infeccdo sistémica do inseto, através do sistema traqueal (Engelhard et
al., 1994) e hemolinfa.

Regulacédo de Expressdo Génica

A analise da regulacdo e expressdo génica na replicacao viral mos-
tra que o0 processo ocorre numa sequéncia ordenada em que cada fase
sucessiva depende da anterior. Estudos de sintese de proteinas virais
em células infectadas e uso de inibidores de sintese de proteinas (Ma-
runiak & Summers, 1981; Kelly & Lescott, 1981) sugeriram inicialmente
o modelo cascata. Analise do RNA mensageiro (mRNA) viral de varios
genes por northern blot, ensaios de protecdo a nuclease Sl e extensdo



204 CONTROLE BIOLOGICO

de primer identificaram classes temporais de transcritos. Sabe-se atual-
mente que a regulagdo ocorre a nivel de transcricdo com produtos de
uma classe temporal de genes virais, transativando a transcricdo de
outra classe (Friesen & Miller, 1986; Guarino & Summers, 1986).

Em cultura de células, o ciclo de infeccdo pode ser dividido em
trés fases (O'Reilly et al., 1992):

Inicial (early - reprogramacgédo celular): Uma vez no nucleo da
célula, o DNA do virus comega a ser transcrito, sendo que 0s RNAs
podem ser detectados 30 minutos apos a infeccdo (Chisholm & Henner,
1988). Durante essa fase, que precede a replicacao do DNA viral, ocor-
rem rearranjos no citoesqueleto e a cromatina da célula hospedeira se
dispersa no nucleo.

Tardia {late - producdo de virus extracelulares): Periodo em que
ocorre replicacao do DNA viral, expressdo de genes tardios e produ-
¢éo de virus extracelulares (ECVs). Compreende o periodo entre 6 e 20
horas poés infeccdo (h.p.i). A producdo de ECVs € logaritmica entre 12
e 20 h.p.i., decaindo em seguida (Knudson & Harrap, 1976). E nessa
fase também que é formado o estroma virogénico, os capsideos sdo
montados e associados ao DNA viral.

Muito tardia {very late - producéo de virus oclusos): Inicia-se
cerca de 20 h.p.i. Durante esta fase ocorre o processo de oclusdo. Os
virions sdo montados no nudcleo, envelopados de novo por um meca-
nismo ainda ndo compreendido e, entdo, envolvidos na matriz de po-
liedrina do corpo de inclusao.

Os poliedros se dispdem em forma de anel no nucleo celular,
onde se acumulam, provocando o rompimento da célula. Numa infec-
cdo tipica de Virus da Poliedrose Multipla Nuclear de Autographa ca-
lifornia (AcCMNPV) em células permissivas, é observada uma média de
70 corpos de inclusdo por nucleo.

Sistemas de Expressao

Dentre as vantagens para utilizagdo de baculovirus como vetores de
expressdo estdo: estabilidade, potencial para expressdo em altos niveis
de genes heterdlogos, existéncia de promotores fortemente ativos du-
rante a fase tardia da infeccdo (n&o interferindo no ciclo viral), capacida-
de para clonagem de grandes insercdes, eficiéncia na expressao de genes
que nao precisam de splicing e simplicidade de manipulagéo.
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O sistema de expressdo de baculovirus de insetos fornece um
ambiente apropriado para a sintese de proteinas eucariéticas, pois é
capaz de oferecer condigdes para que ocorra o dobramento adequado
da estrutura da proteina, formacdo de pontes dissulfidicas, oligome-
rizacdo, modificagdes pds-traducionais (incluindo divagem de peptideo
sinal, divagem proteolitica, N-glicosilacdo, O-glicosilacdo, acilagdo, ami-
dacdo, fosforilacdo e carboximetilacdo), similares as produzidas em
células de mamiferos (O’Reilly et al., 1992).

Construcao de Vetores de Expressao

A existéncia de diferentes fases na regulacéo génica dos baculovirus
oferece oportunidades de expressdo de genes heterélogos, sob dife-
rentes condi¢des celulares.

Altas concentracdes de proteinas heter6logas podem ser produzi-
das, sendo ja conhecidos casos de expressdo a niveis de 25-50% da
proteina total de células infectadas. A maioria é produzida em cerca de
10-100 mg para cada 109 células. A expressdo durante a fase de oclusdo
é vantajosa pelo uso dos promotores fortes e pela possibilidade de
expressdo tardia de genes citotoxicos. No entanto, deve-se considerar
gue ha um declinio na capacidade de processamento pds-traducional
nas células infectadas, em consequiéncia dos danos ao reticulo endo-
plasmatico e ao aparelho de Golgi, responséveis por estes proces-
samentos, ja comprometidos pela infeccdo. O sistema, devido ao nu-
cleocapsideo em forma de bastonete, é capaz de comportar até 100.000
pares de base de DNA adicionais, sendo no momento 0 maior inserto
de 15.000 pares de base. Além disso, mais de um gene heterélogo
pode ser expresso a0 mesmo tempo, permitindo o estudo de interagdo
entre os seus produtos (O'Reilly et al., 1992).

Os genes muito-tardios dos baculovirus ndo sofrem splicing, pro-
vavelmente pelo declinio celular nesse periodo. Genes sem introns
apresentam, portanto, uma expressdao mais eficiente (O'Reilly et al.,
1992).

A tecnologia para construcdo de vetores de baculovirus é baseada
em plasmideos de transferéncia. Estes ultimos sdo unidades replicativas,
gue contém regides flanqueadoras do gene que se pretende substituir
no genoma viral, incluindo ou ndo o gene propriamente dito, regulado
por seu promotor, e um polylinker, que devera ser usado como sitio de
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clonagem. A montagem é toda feita em plasmideos, devido a fragilida-
de do grande DNA viral (80-220 kb). Uma vez construido o plasmideo,
deve-se proceder a cotransfeccdo da célula do inseto utilizando o DNA
viral parental e o DNA plasmidial. Através de recombinacdo homoéloga,
0 gene original no virus é trocado pelo gene de interesse contido no
plasmideo e um novo virus, recombinante, é obtido. Através de suces-
sivas purificagdes, chega-se a um clone viral.

O gene da poliedrina foi inicialmente escolhido para ser substitui-
do, por possuir um promotor forte e por seu produto nédo ser essencial
ao ciclo de infec¢do do virus. Além disso, o fato de o promotor da
poliedrina so ser ativado tardiamente na infeccdo facilita a expressao
de produtos que possam interferir na regulacéo viral.

A localizacdo do gene da poliedrina foi determinada no genoma
do virus do AcMNPV. O fragmento contendo o gene e regides flan-
queadoras foi clonado no plasmideo pUC 8 e, entdo, eliminada a se-
quéncia codificadora da poliedrina. Essa regido eliminada foi substitui-
da por uma sequéncia sintética de sitios para clonagem. Desta forma,
tornou-se fécil a insercdo de genes em substituicdo ao da poliedrina
(Summers & Smith, 1987).

Dependendo da presenca ou ndo da regido codante da poliedrina
no plasmideo, a identificacdo dos virus recombinantes pode ser feita
facilmente através da observacdo dos fenotipos ocluso-positivo (for-
macao de cristais) ou ocluso-negativo (ndo-formacéo de cristais). Re-
combinantes sdo selecionados quanto & presenca de placas de virus
oclusos negativos, ou por dot-blot, utilizando sondas para a sequén-
cia inserida.

Existem também os virus construidos com base no AcCMNPV que
possuem a sequUéncia da [3-galactosidase no local de clonagem. Dessa
forma, a selecdo de um recombinante é facilitada em presenca do
substrato sintético (X-Gal), pois o virus parental devera mostrar-se azul,
enguanto o virus que recebeu o inserto terd o gene da [3-galactosidase
interrompido e ira apresentar-se branco (O'Reilly et al., 1992).

O vetor de baculovirus mais empregado utiliza-se, portanto, do
promotor do gene da poliedrina, que é altamente expressa e finamente
regulada no AcCMNPV. Isso permite a expressdo de genes procariéticos
ou eucaridticos para producgdo de proteinas fusionadas ou ndo. Uma
das grandes vantagens desse sistema sobre os outros, além da alta
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expressdo, € que as proteinas recombinantes sdo, na maioria das ve-
zes, semelhantes as suas correspondentes originais, no que se refere a
antigenicidade e funcionalidade (Luckow & Summers, 1988).

Diversos plasmideos de transferéncia utilizam-se do promotor do
gene que codifica para a proteina tardia e ndo essencial PIO ou mesmo
de promotores que dirigem a sintese da poliedrina, aumentando o
nivel de transcricdo, na ordem de 50% em relacdo ao original (Ooi et
al., 1989), e de combinacgdes de promotores diferentes em seqiiéncia
(Weyer et al., 1990).

Comparacdo da seqiiéncia do gene da poliedrina de varios bacu-
lovirus mostrou ser esta altamente conservada, o que possibilita a sin-
tese de sondas para localizagdo do gene correspondente em outros
virus. A clonagem de promotores desse gene de diferentes virus per-
mite a comparagao entre a eficiéncia deles.

Os promotores dos genes da fase tardia e muito-tardia da infeccdo
apresentam o tetranucleotideo TAAG, localizado no ponto inicial da
transcricdo (Thiem & Miller, 1989; Rohrmann, 1986). Essa seqiiéncia
esta provavelmente envolvida na regulacdo de tais genes. Os nucleo-
tideos acima dessa sequiéncia TAAG parecem ser importantes para a
determinacdo do nivel de expressdo dos genes que se seguem. O
nucleotideo A colocado antes da sequiéncia (ATAAG) torna o promotor
ainda mais eficiente; niveis mais fracos sdo observados em regides
iniciadas em TTAAG e GTAAG (Nissen & Friesen, 1989).

Os promotores da fase tardia sdo insensiveis ao antibidtico a-ama-
nitina, sugerindo que deve haver uma RNA polimerase modificada
(pela producéo de subunidades virus-especificas), ou mesmo uma nova
enzima viral (O'Reilly et al., 1992; Blissard & Rohrmann, 1990).

O uso de vetores de baculovirus é extremamente importante na
producdo em larga escala de substancias que dificilmente seriam ade-
guadamente sintetizadas por procariotos. Mais de trezentos genes, iso-
lados de bactérias, fungos, virus e vertebrados, incluindo humanos, ja
foram expressos por esse sistema (O'Reilly et al., 1992). Além disso,
biopesticidas melhorados podem ser desenvolvidos para aumento da
viruléncia ou aceleracdo do processo de morte do inseto-alvo no cam-
po, como, por exemplo, toxinas especificas de B. thuringiensis ou de
escorpido (Hawtin & Possee, 1993). Para isso, no entanto, uma série de
rigorosos testes deve antes ser executada em laboratorio.
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BACILLUS THURINGIENSIS

Consideracdes Gerais

Nos ultimos anos, tem sido alto o investimento na otimizagdo de
agentes de controle bioldgico (ACB). As bactérias vém-se destacando
entre estes. A maioria pertence as familias Pseudomonodaceae, Entero-
bacteriaceae, Lactobacillaceae, Micrococcaceae e Bacillaceae. A Ultima
familia tem-se revelado a mais promissora para o controle de insetos
noCivos.

Apesar de todos os beneficios, somente alguns biopesticidas tém
sido empregados. Atualmente, apenas 1% das pestes da agricultura e
vetores transmissores de doencas é controlado por compostos origina-
rios de organismos vivos. Entretanto, em mais de 30 anos como ACB,
o Bacillus thuringiensis (Jat) é responsavel por 90-95% desse mercado.
A bactéria foi isolada de larvas mortas de Bombyx mori (bicho-da-
seda) e descrita pela primeira vez, no inicio do século, pelo bacterio-
logista japonés Ishiwata (1901). Sua denominagdo atual data de seu
reisolamento a partir de larvas mortas de Anagastha kuniella, no dis-
trito de Thuringe, Alemanha (Berliner, 1911).

O B. thuringiensis € uma bactéria de solo, Gram-positiva, espo-
rulante e anaerdbica facultativa. A atividade entomopatogénica desse
microrganismo deve-se a presenca de uma inclusdo cristalina produzi-
da durante a esporulacdo. O cristal, composto por proteinas denomi-
nadas 6-endotoxinas ou proteinas cristal (Cry), apresenta acdo extre-
mamente toxica (centenas a milhares de vezes mais potente que agro-
toxicos) e altamente especifica para larvas de insetos de trés ordens:
Lepidoptera, Diptera e Coleoptera. As toxinas contidas no cristal sdo
virtualmente in6cuas para 0 homem, 0s vegetais, 0s animais e outros
invertebrados. A maioria das cepas pode sintetizar mais de um tipo de
cristal (revisado por Lereclus etal., 1993). Os cristais podem ser forma-
dos por diferentes 6-endotoxinas, necessariamente relacionadas, po-
dendo haver casos em que pelo menos cinco toxinas sdo encontradas.
A forma das inclusdes cristalinas é decorrente da composicédo (protei-
nas com massa molecular variando entre 27 e 140 kDa). Dessa manei-
ra, pode-se estabelecer uma correlagcdo parcial entre estrutura e com-
posicdo do cristal. Uma vez que cada tipo de 6-endotoxina é ativa para
um numero limitado de insetos, a correlagdo pode ser estendida para o



ENGENHARIA GENETICA DE MICRORGANISMOS AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO 209

inseto-alvo. Consequientemente, a analise dos cristais protéicos por
microscopia de contraste de fase e do perfil eletroforético d& uma idéia
inicial do espectro de agéo.

Baseado nas seqiiéncias nucleotidicas conhecidas, sondas especifi-
cas de DNA e anticorpos monoclonais séo utilizadas para determinar a
composicao de 6-endotoxinas de uma cepa determinada e, consequen-
temente, sua possivel atividade entomocida (Lereclus etal., 1993). Atual-
mente, primers especificos para cada classe sdo ferramentas potentes e
amplamente utilizadas para a predicdo da atividade (Shin, 1995; Kal-
man, 1993; Carozzi, 1991) via PCR (Polimerase Chain Reactionp. Essa
estratégia permite direcionar os bioensaios, que irdo confirmar a predi-
¢do com grande economia de tempo e material.

Em 1962, De Barjac & Bonnefoi propuseram uma classificacdo ba-
seada em propriedades bioquimicas e na aglutinacdo de antigenos
flagelares (antigeno H). Atualmente, existem catalogados 45 sorotipos
(Lecadet, comunicacdo pessoal), porém essa classificacdo ndo esta re-
lacionada com a atividade entomocida, que é definida pela composi-
¢éo das 0-endotoxinas.

Em 1989, quando 14 tipos diferentes de 6-endotoxinas haviam sido
caracterizadas, Hofte <& Whiteley propuseram uma nomenclatura basea-
da nas sequiéncias de aminoacidos deduzidas e no espectro de ativida-
de. Foram descritas cinco classes principais: Cryl (ativa para Lepidopera);
Cryll (Lepidoptera e Diptera); Crylll (Coleoptera); CrylV (Diptera), e Cyt
(citolisina, associada a CrylV), que, por ndo apresentar homologia com
as demais classes ou atividade especifica, foi distinguida como uma clas-
se a parte. Uma nova toxina com atividade dupla para larvas de Coleoptera
e Lepidoptera foi designada CryV (Tailor etal., 1992).

Atualmente, com mais de 50 tipos de genes de proteinas Cry, clo-
nados e sequenciados, a nomenclatura se tornou inadequada, ja que
genes com sequéncias similares apresentam atividade entomocida dis-
tinta. Diante desse quadro, foi criado um comité internacional, que
esta propondo uma nova nomenclatura baseada apenas nas sequén-
cias de aminoacidos.

A maioria dos estudos sobre 0 modo de acdo das proteinas Cry foi
realizada em Lepidoptera (revisado por Knowles & Dow, 1993). Essas
toxinas, sintetizadas como protoxinas, provocam lesdes no epitélio
intestinal dos insetos sensiveis, em seu estagio larval. Apos a ingestdo,



210 CONTROLE BIOLOGICO

0s cristais sdo solubilizados dentro do tubo digestivo do inseto-alvo,
gracas a um pH alcalino (10, em média). Apds a solubilizacdo, séo
ativados por proteases contidas no fluido intestinal, liberando a porgéo
N-terminal toxica. Uma vez ativada, a toxina se liga de maneira irre-
versivel a receptores especificos, presentes na superficie da membrana
das células epiteliais, culminando na formacao de poros (Sacchi etal.,
1986; Hendrickx etal., 1990), seguida por desequilibrio osmético entre
0 meio intra e extracelular. A alteracdo da permeabilidade da membra-
na faz com que ocorra lise celular (Charles & De Barjac, 1983) e, final-
mente, a morte da larva.

A primeira publicacdo da estrutura molecular de uma proteina cris-
tal, CrylllA, resolvida por cristalografia de raio X (Li et al., 1991), deu
maior impulso para o conhecimento do modo de agdo dessas toxinas.
Sua estrutura consiste em trés dominios que sdo no sentido N-C-termi-
nal: a) dominio I, um bundle de 7 a-hélices claramente equipado para
formacdo de poro na membrana; b) dominio I, que, constituido de trés
estruturas fl-pregueadas e intercaladas com alcas, exibindo padréo de
sequéncia, conferem a especificidade de ligacdo aos receptores celula-
res, ¢) dominio Ill, formado por um conjunto de 3 estruturas pregueadas
do tipo fl-antiparalelas, empacotadas em sanduiche, contendo a regido
C-terminal da maioria das proteinas Cry. Esse dominio é critico para a
integridade da estrutura da proteina. O ndcleo da molécula é construido
a partir dos cinco blocos de sequéncias, 0s quais sdo altamente conser-
vados na maioria das 6-endotoxinas, sugerindo que as demais proteinas
dessa familia adotam dobramento similar.

Localizacdo e Organizacdo Molecular dos Genes cry

O aparente carater nao-essencial, mas adaptativo, das 6-endotoxinas
sugere a localizagdo plasmidial dos genes responsaveis por sua sinte-
se. A correlagdo entre sintese de proteina cristal e a presenca de um
determinado plasmideo foi obtida através de experimentos de cura
plasmidial (Gonzalez etal., 1981). Além do mais, 0s plasmideos porta-
dores de genes cry podem ser transferidos via conjugacéo, de maneira
a restabelecer a producédo de cristais em cepas curadas (Gonzalez et
al., 1982).

Com o uso de sondas homadlogas as seqiiéncias de genes que co-
dificam as 6-endotoxinas, ficou evidente que, na maioria das espécies,
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estes estdo localizados em plasmideos de grande tamanho (40-150 MDa),
gue apresentam remarcada estabilidade segregacional e estdo presen-
tes em baixo nimero de copias (revisado em Lereclus et al., 1993).
Entretanto, uma dupla localizacdo plasmidial e cromossémica ja foi
observada em algumas cepas.

A descoberta de que varias copias idénticas de um mesmo gene
poderiam estar presentes dentro de uma mesma cepa e localizadas em
diferentes replicons indicou que fenbmenos de recombinacdo ou de
transposicdo poderiam estar implicados na disseminacéo e diversidade
dos genes das proteinas cristal (para revisdo recente ver Mahiollon et
al., 1994). De fato, a maioria desses genes esta estruturalmente associada
a elementos mdveis. Atualmente, 17 sequiéncias de insercao (IS) e duas
classes de transposons ja foram identificadas e caracterizadas em B.
thuringiensis.

A associacgdo dos processos de conjugacgdo e mobilizagdo dos genes
de 8-endotoxina, mediada pelos elementos méveis adjacentes a estes,
pode ter contribuido para a origem da multiplicidade e diversidade
das proteinas cristal apresentadas pelas cepas de B. thuringiensis. Por
sua vez, a diversidade confere um potencial adaptativo extremamente
forte a essa bactéria em termos de inseto-alvo.

Regulacdo da Expressao dos Genes do Cristal

As diversas proteinas cristal séo sintetizadas durante a fase estacio-
naria e acumuladas no compartimento da célula-mae (Ribier & Lecadet,
1973; ver também descri¢do da esporulacdo adiante). A expressao é de
tal maneira eficaz que pode representar até 25 a 30% do peso seco
total das células em esporulacdo. O conjunto de observacdes indica a
existéncia de um controle temporal e espacial na expressdo desses
genes, que ocorre de maneira extremamente eficiente.

Controle Temporal e Espacial na Expressao dos Genes cry

De acordo com o inicio da expressdo, em fun¢do da fase do cres-
cimento, os genes podem ser agrupados em dependentes e nao-de-
pendentes da esporulagéo.

Genes dependentes da esporulacdo. Em bactérias esporulantes,
0 processo pode ser dividido em sete estdgios sequenciais, morfo-
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0s cristais sdo solubilizados dentro do tubo digestivo do inseto-alvo,
gracas a um pH alcalino (10, em média). Apos a solubilizacdo, sédo
ativados por proteases contidas no fluido intestinal, liberando a porcéo
N-terminal toxica. Uma vez ativada, a toxina se liga de maneira irre-
versivel a receptores especificos, presentes na superficie da membrana
das células epiteliais, culminando na formacao de poros (Sacchi etal.,
1986; Hendrickx etal., 1990), seguida por desequilibrio osmético entre
0 meio intra e extracelular. A alteracdo da permeabilidade da membra-
na faz com que ocorra lise celular (Charles & De Barjac, 1983) e, final-
mente, a morte da larva.

A primeira publicacdo da estrutura molecular de uma proteina cris-
tal, CrylllA, resolvida por cristalografia de raio X (Li et al., 1991), deu
maior impulso para o conhecimento do modo de agéo dessas toxinas.
Sua estrutura consiste em trés dominios que sdo no sentido N-C-termi-
nal: a) dominio I, um bundle de 7 a-hélices claramente equipado para
formacédo de poro na membrana; b) dominio Il, que, constituido de trés
estruturas ~-pregueadas e intercaladas com algas, exibindo padrdo de
sequéncia, conferem a especificidade de ligacdo aos receptores celula-
res, ¢) dominio Ill, formado por um conjunto de 3 estruturas pregueadas
do tipo P-antiparalelas, empacotadas em sanduiche, contendo a regido
C-terminal da maioria das proteinas Cry. Esse dominio é critico para a
integridade da estrutura da proteina. O nucleo da molécula é construido
a partir dos cinco blocos de seqliéncias, 0s quais sdo altamente conser-
vados na maioria das 6-endotoxinas, sugerindo que as demais proteinas
dessa familia adotam dobramento similar.

Localizacdo e Organizacdo Molecular dos Genes cry

O aparente carater nao-essencial, mas adaptativo, das 6-endotoxinas
sugere a localizacdo plasmidial dos genes responsaveis por sua sinte-
se. A correlacdo entre sintese de proteina cristal e a presenca de um
determinado plasmideo foi obtida através de experimentos de cura
plasmidial (Gonzalez etal., 1981). Além do mais, os plasmideos porta-
dores de genes cry podem ser transferidos via conjugacdo, de maneira
a restabelecer a producdo de cristais em cepas curadas (Gonzalez et
al., 1982).

Com o uso de sondas homdlogas as sequéncias de genes que co-
dificam as 6-endotoxinas, ficou evidente que, na maioria das espécies,
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estes estao localizados em plasmideos de grande tamanho (40-150 MDa),
gue apresentam remarcada estabilidade segregacional e estao presen-
tes em baixo numero de copias (revisado em Lereclus et al., 1993).
Entretanto, uma dupla localizagdo plasmidial e cromossémica ja foi
observada em algumas cepas.

A descoberta de que varias copias idénticas de um mesmo gene
poderiam estar presentes dentro de uma mesma cepa e localizadas em
diferentes replicons indicou que fendmenos de recombinagdo ou de
transposicao poderiam estar implicados na disseminacéo e diversidade
dos genes das proteinas cristal (para revisdo recente ver Mahiollon et
al., 1994). De fato, a maioria desses genes esta estruturalmente associada
a elementos mdveis. Atualmente, 17 sequiéncias de inser¢do (IS) e duas
classes de transposons ja foram identificadas e caracterizadas em B.
thuringiensis.

A associacao dos processos de conjugacado e mobilizagéo dos genes
de 6-endotoxina, mediada pelos elementos mdveis adjacentes a estes,
pode ter contribuido para a origem da multiplicidade e diversidade
das proteinas cristal apresentadas pelas cepas de B. thuringiensis. Por
sua vez, a diversidade confere um potencial adaptativo extremamente
forte a essa bactéria em termos de inseto-alvo.

Regulacao da Expressdo dos Genes do Cristal

As diversas proteinas cristal sdo sintetizadas durante a fase estacio-
naria e acumuladas no compartimento da célula-méae (Ribier & Lecadet,
1973; ver também descric¢do da esporulacao adiante). A expresséo € de
tal maneira eficaz que pode representar até 25 a 30% do peso seco
total das células em esporulacdo. O conjunto de observacdes indica a
existéncia de um controle temporal e espacial na expressdo desses
genes, que ocorre de maneira extremamente eficiente.

Controle Temporal e Espacial na Expressao dos Genes cry

De acordo com o inicio da expressdo, em fungdo da fase do cres-
cimento, os genes podem ser agrupados em dependentes e ndo-de-
pendentes da esporulacgéo.

Genes dependentes da esporulacdo. Em bactérias esporulantes,
0 processo pode ser dividido em sete estagios sequenciais, morfo-
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logicamente bem definidos e distingliveis por caracteristicas bioqui-
micas peculiares (Losick etal., 1986; Betchtel & Bulla, 1976). Essa série
de eventos da origem ao esporangio, que consiste em dois comparti-
mentos celulares designados célula-mée e pré-esporo. Em B. subtilis, o
processo de diferenciacdo celular é regulado de maneira temporal e a
nivel transcricional, gracas a ativacdo de seis fatores sigma (cr): cta, o
principal fator ativo durante a fase vegetativa; e cinco fatores que atuam
na fase de esporulagéo e sdo designados crH, crf, crE, ¢rG e crK, em ordem
de ativacgé@o durante o processo (recentemente revisado em Haldewang,
1995). Os fatores cta e crH atuam antes da formacdo do septo que da
origem & compartimentalizacdo; crf e ctk sdo ativos na célula-mée e crG e
ctk sdo ativos no compartimento do pré-esporo. Esses fatores
transcricionais se ligam ao ndcleo da RNA polimerase (E), conferindo
especificidade por promotores de genes determinados.

Os produtos dos genes de 6-endotoxinas dependentes da esporulagéo
comegam a ser sintetizados a partir de t, (tn € o nimero de horas apos o
inicio da fase de esporulacédo, designado t; em Bt t2 coincidente com o
estagio 1) e sdo acumulados na célula-mée, havendo um incremento no
tamanho do cristal até o tp (Ribier & Lecadet, 1973).

Os dois pontos de inicia¢do da transcricdo do gene c¢rylA(a) de B.
thuringiensis subsp. kurstaki, mapeados por Wong et al. (1983), defi-
niram dois promotores com sequéncias sobrepostas e que sao ativados
de maneira sequencial. BTI, o primeiro desses promotores, é utilizado
a partir do estagio Il da esporulacdo e é reconhecido pela RNA
polimerease, associada ao ct3 (Brown & Whiteley, 1988). BTII é reco-
nhecido pelo complexo Ecr28 a partir do estagio Il (Brown & Whiteley,
1990). Os genes que codificam estes dois fatores sigma foram clonados
e sequenciados (Adams et al., 1991). As sequéncias de aminoacidos
deduzidas dos fatores ct3 e do cr28 apresentam homologia de 88% e
85% com os fatores crit e crk de B. subtilis, respectivamente. Esse alto
grau de homologia e habilidade em conduzir a transcrigdo a partir de
promotores de B. subtilis, especificamente reconhecidos por crE e crk
(Adams et al., 1991), indicam uma homologia funcional entre os res-
pectivos pares de fatores sigma (Tabela 1). Regifes similares contendo
os dois tipos de promotores sdo encontradas upstream a todos os de-
mais genes cryl, e genes das classes cryll, crylVe cyt. Assim, a regulacéo
temporal da sintese da proteina cristal é, pelo menos em parte, assegu-
rada por sucessivas trocas de fatores sigma.
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TABELA 1. Sequéncias nucleotidicas! das regides -35 e -10 dos genes cry e consenso de
fatores de sigma (<r) A, E e K de B. subtilis.

(<) Regido -35 Regido -10 Referéncia

at KMATATT CATACA-T Moran, 1993

03 GCATNT CATANNNT Brown & Whifeley, 1988
<A GKMACA CATANNNT Moran, 1993

an ND TNATANNNTG Brown & Whifeley, 1990
(7a TTGACA TATAAT Moran, 1993

crylllA TTGCAA TAAGCT De-Souza et al. ,1996;

Agaise & Lereclus, 1994

‘Direcdo 5'-¢ 3, K=GouT, M=CouA; N=A. C. GouT; ND = N&o Determinado.

O alto nivel de expressdo, em perfeita coordenagdo com a espo-
rulacdo, faz do B. thuringiensis um modelo notavel para a investigacao
da regulacdo génica em bactérias Gram-positivas capazes de esporular.

Genes nao-dependentes da esporulacéo. O gene crylllA, en-
contrado no B. thuringiensis subsp. tenehrionis, possui atividade para
Coleoptera (Sekar etal., 1987). Em contraste com o0s demais genes cry
descritos, sua expressdo ndo estd associada a esporulacdo. O promotor
desse gene é fracamente ativo, mas de maneira significativa, durante a
fase vegetativa (De-Souza, 1993; Sekar, 1988), e a expressao é iniciada
no final da fase exponencial, permancendo apenas até cerca de t8 A
sequéncia promotora responsavel pela transcrigdo desse gene ndo apre-
senta homologia com as sequéncias dos promotores Btl e Btll, mas é
similar aquelas sequéncias reconhecidas pelo crA (ver Tabela 1; De-
Souza et al., 1996; Agaisse & Lereclus, 1994a). Ademais, a ativacdo da
sequéncia promotora do referido gene ndo é dependente dos fatores
sigma especificos da esporulacdo, nem em B. suhtilis (Agaisse & Lereclus,
1994b), nem em B. thuringiensis (Agaisse & Lereclus, 1995). Além do
mais, a expressao do gene crylllA é aumentada e prolongada em ce-
pas mutantes, que sdo incapazes de esporular (Agaisse & Lereclus,
1995; Lereclus et al., 1995; Agaisse & Lereclus, 1994b). Dessa maneira,
fatores de transcricdo envolvidos na transicdo da fase exponencial para
a fase estacionaria sdo os responsaveis pela regulacdo da expressdo
desses genes. Outrossim, a analise da cinética de producdo de £-ga-
lactosidase, através de fusdes transcricionais (crylllA -lacZ), sugere que
tanto em B. suhtilis (Agaisse & Lereclus, 1994b) quanto em B. thu-
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ringiensis (Agaisse & Lereclus, 1995), h4& um evento que reprime a
expressao desse gene durante a esporulacdo. No entanto, o elemento
envolvido no evento ainda n&o foi identificado.

Estabilidade dos mRNA

A estabilidade dos RNA mensageiros (mMRNA) é um elemento im-
portante na maximizacdo da expressdo génica. Em 1972, Glatron &
Rapoport descreveram que os transcritos especificos dos genes cry
tém uma meia-vida bastante elevada e estimada em torno de dez mi-
nutos. A presenca dos czs-elementos envolvidos na degradacgdo de
mRNA, comumente descritos para E. coli e B. subtilis, nas regides 5 e
3' ndo traduzidas dos mensageiros dos genes cry, pode explicar, em
grande parte, a alta estabilidade dessas moléculas (para uma revisdo
recente ver Agaisse & Lereclus, 1995).

Wong & Chang (1986) descreveram a presenca de sequéncias re-
petidas com orientacdo invertida (Jnverted Repeated, IR), localizadas
na extremidade 3' do mensageiro do gene crylA. O potencial desta IR
em formar estrutura em alga concederia prote¢cdo aos mensageiros contra
degradacdo por exoribonucieases com atividade 3' -» 5’ E importante
observar que esse tipo de estrutura terminadora putativa, denominado
retroregulador positivo, € frequentemente encontrado downstream as
sequéncias codificadoras dos genes cry.

A identificacdo e a analise funcional de uma longa sequéncia de
DNA (fragmento H,-Hs), que se estende até cerca de 600 pb upstream
ao ponto de iniciagdo da tradugédo do gene crylllA, sugerem que a
sequéncia esta envolvida na estabilidade do mensageiro (Agaisse &
Lereclus, 1994a; De-Souza et al., 1993). Fusdes transcricionais com o
gene reporter lacZ revelaram que duas regides distintas estdo envol-
vidas na expressdo do gene. Um fragmento de DNA, localizado entre
os nucleotideos (nt) -635 e -558 (com referéncia ao ponto de inicia-
cdo da traducdo), esta envolvido na transcrigdo e contém o promotor
stricto sensu. A segunda regido, que se estende entre os nt -129 e
-12, exerce um efeito a nivel pos-transcricional, sendo um ponto de
divagem, que permite o acuUmulo de mensageiros estaveis com ex-
tremidade 5 mapeada no nt -129. O provavel elemento estabilizador
é uma sequéncia homologa a sequéncia Shine-Delgarno (SD), con-
senso presente na extremidade 5 do mRNA de crylllA. Esta SD néo
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estd envolvida na iniciacdo da traducgdo, porém andlises de mutagfes
Iintroduzidas na regido sugeriram fortemente que o fendbmeno se deve
a interagdes dessa SD com a extremidade 3' do rRNA 16S. O comple-
xo formado com a ligacdo da subunidade 30S do rRNA a extremida-
de 5’ ndo traduzida do gene crylllA, poderia conferir estabilidade ao
mensageiro. E importante ressaltar que essa SD estd presente em
posicdo similar a de outros dois membros da classe ctylll, crylliB e
cryllIB2 (Donovan et al.,, 1992). Portanto, mecanismos semelhantes
podem estar envolvidos na estabilizagdo de mensageiros de outros
membros da classe crylll.

NUmero de Codpias dos Genes cry
e Diferenciacao na Expresséo

E provavel que o nimero de copias de cada gene cry presente em
uma determinada cepa seja outro fator fundamental na producao rela-
tiva de cada tipo de 0-endotoxina e, consequentemente, no espectro
de atividade entomocida (recentemente revisado em Agaisse & Lereclus,
1995; Lereclus et al., 1993). Estes devem ser considerados individual-
mente, quando se quer entender a toxicidade geral de uma cepa. Efei-
tos de titulacdo, tais como competicdo por fatores de transcri¢cdo, po-
deriam causar condic¢des desfavoraveis aqueles genes portadores de
sequéncias promotoras homaologas e presentes em uma mesma cepa,
porém com numero de cdpias mais baixo que os outros, e explicam,
pelo menos em parte, a diferenciagdo na expresséao.

Organismos Transgénicos

Visando o aprimoramento da utilizacdo de B. thuringiensis como
ACB, diversos programas de isolamento de cepas e identificacdo de
genes cry, com diferentes atividades entomocidas, tém sido desenvol-
vidos em todo o mundo. Essa bactéria € amplamente distribuida na
natureza e tem sido encontrada, frequentemente, associada a larvas
mortas de insetos, aos residuos associados ao armazenamento de graos,
plantas e solo dos mais distintos habitats.

As principais limitagdes das formulagdes convencionais de B.
thuringiensis vém a ser seu restrito espectro de acgdo, dificuldade de
acesso as pragas (tais como aquelas que se alimentam de tecidos inter-
nos de plantas ou raizes), limitada persisténcia no campo (devido a
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degradacdo por fatores ambientais diversos) e seu elevado custo de
producgdo. Entretanto, acredita-se que essas restricbes possam ser su-
peradas através de processos biotecnoldgicos. A emergéncia da tec-
nologia do DNA recombinante (rDNA) e outras técnicas de manipula-
cdo génica tém proporcionado alternativas, quer através da otimizagao
do B. thuringiensis de per si, quer através da criacdo de organismos
transgénicos.

A introducéo da técnica de eletrotransformacéo de B. thuringiensis
por diversos grupos (Bone & Ellar, 1989; Lereclus etal., 1989; Mahillon
etal., 1989; Masson etal., 1989), a transformacao por transducgéo (Lecadet
et al., 1992), o desenvolvimento de vetores bifuncionais (£. coli/B.
thuringiensis) estaveis (Baum et al., 1990; Lereclus et al., 1989) e re-
combinagdo homologa in vivo (Lereclus et al., 1992; Delécluse et al.,
1991) despontam como estratégias promissoras para a otimizacédo do
uso dessa bactéria como ACB. Esse grupo de técnicas, em conjunto
com a engenharia de proteinas, permite que uma mesma cepa de B.
thuringiensis expresse varias combinagfes de 6-endotoxinas com ativi-
dade ampliada (por adigdo de uma nova atividade), ou ainda que haja
sinergismo do efeito toxico.

A composicao de 6-endotoxinas de uma determinada cepa pode
ser ainda otimizada através da manipulagdo genética sem utilizar re-
combinacdo. A estratégia envolve a cura plasmidial, com o objetivo de
eliminar genes com baixo envolvimento na atividade de interesse, e a
conjugacao, que vai permitir a introducdo de plasmideos portadores
de genes com atividade desejada (Carlton et al., 1990). Desde que a
metodologia empregada ndo seja considerada rDNA, ndo ha restricdes
por parte das agéncias que regulamentam produtos de origem bio-
tecnoldgica. Existem varios biopesticidas desenvolvidos a partir desses
principios.

A expressdo dos genes de 6-endotoxinas tem sido analisada em
outros organismos (revisto por Gelernter & Schwab, 1993). Esses siste-
mas sdo utilizados como alternativas mais apropriadas para a produ-
cdo das proteinas Cry e sua veiculagao.

Clavibacterxyly subsp. cynodontis, uma bactéria endofitica (coloni-
zadora do sistema vascular de plantas), é usada para sintese e veiculagao
de toxinas empregadas no controle de pragas que se alimentam de
tecidos internos de planta, como por exemplo a broca-do-milho. O pro-
duto foi registrado como The InCide® system (Crop Genetic International
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Corporation) e é usado para inocular sementes, que vao dar origem a
plantas contendo a bactéria recombinante produtora dessas toxinas.
Pseudomonasfluorescens é utilizada como sistema de encapsulamento
de diversas 6-endotoxinas (CellCap™, Mycogen). Nessa formulacdo, a
bactéria recombinante € inviabilizada durante a fase estacionaria. O tra-
tamento visa a estabilizar as toxinas, aumentando a persisténcia no meio-
ambiente. Por tratar-se de um organismo recombinante, ndo vivo, nao
houve restri¢cdes para a liberacdo do produto e foi o primeiro biopesticida
recombinante liberado comercialmente (Gelernter & Schwab, 1993).

Os biopesticidas derivados de B. thuringiensis apresentam baixa
persisténcia na agua, devido a uma rapida decantacdo, tornando os
produtos imediatamente inacessiveis para as larvas de insetos, que se
alimentam na interface ar/agua. Além desse problema, as 6-endotoxinas
podem adsorver-se as particulas em suspensdo, tornando-se inacessi-
veis como alimento, seja pelo grande tamanho ou por se tornarem
pouco atrativas. Para contornar a questédo, diversos grupos tém transfe-
rido genes das proteinas cristal para cianobactérias. Esse microrganis-
mo, cujo habitat € a interface ar/agua, permite uma eficiente opcéo
para a producdo e veiculagdo de toxinas utilizadas no controle de
larvas de varias espécies de mosquito (Gerlenter & Schwab, 1993).

Plantas transgénicas expressando 6-endotoxinas constituem efetivos
sistemas de combate a insetos. Dentre as inUmeras vantagens na utilizacéo
desses recombinantes como ACB, destaca-se a capacidade de conferir
protecdo a tecidos usualmente inacessiveis, durante o controle com for-
mulacdes convencionais de B. thuringiensis. A essa vantagem pode-se
adicionar ainda a eficacia independente das condi¢des climaticas, a limita-
da distribuicéo, a estabilidade das toxinas, a constante prote¢do por todo
0 periodo de cultivo e a restricdo do controle aos insetos que se alimen-
tam dessas plantas. No entanto, as plantas transformadas geneticamente
podem contribuir para o desenvolvimento de resisténcia dos insetos, atra-
vés da pressdo de selecdo. A alternancia na utilizagdo de formulacdes
contendo toxinas derivadas de B. thuringiensis com outros pesticidas tra-
dicionais, predadores naturais e outros ACB, é uma estratégia promissora
para a prevencao do problema. Em 1996, foi liberada para uso comercial
nos Estados Unidos a primeira planta transgénica. Apés a licenca do toma-
te transgénico, desenvolvido pela Monsanto, em agosto do mesmo ano,
foi liberada a comercializagdo de um milho transgénico engenheirado
pelas empresas Mycogen e Ciba Seeds (Fox & Hodgson, 1995).
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FUNGOS

Estudos Genéticos de Fungos Usados
em Controle Bioldgico

Fungos filamentosos vém sendo aplicados na agricultura, no contro-
le de pragas e doencas de plantas. Esses organismos foram os primeiros
usados no controle bioldgico de insetos nocivos. Seu potencial de utili-
zacao no controle de pragas € conhecido desde o século XIX, quando
Metarhizium anisopliae foi usado para controlar Anisopliae austriaca e
Cleonuspunctiventris. Desde entdo, muitas tentativas vém sendo feitas
no intuito de se incrementar o0 seu uso; no entanto, poucos sdo o0s pro-
dutos disponiveis no mercado. A utilizagdo de fungos entomopatogénicos
tem sido restrita, devido a limitagdo no conhecimento da complexa
interacdo fungo/inseto. Os esporos sdo, em geral, unidade infectiva dos
fungos, penetrando no inseto através do estdmago, trato respiratdrio ou
através da cuticula. O padrdo mais usual de penetracdo € via cuticula,
sendo esta uma das caracteristicas que os tornam atraentes para o con-
trole de insetos sugadores, para 0s quais 0s Vvirus e bactérias ndo apre-
sentam eficiéncia. A penetracdo na cuticula de insetos € auxiliada por
enzimas hidroliticas. Estas Gltimas tém sido objeto de estudos, na tenta-
tiva de se obter uma correlacdo entre secrecdo de enzimas proteoliticas,
quitinoliticas e lipoliticas com a patogenicidade. No entanto, a Unica
evidéncia encontrada do envolvimento de enzimas proteoliticas na di-
gestdo de proteinas cuticulares foi obtida por Goettel et al. (1990), que
utilizaram anticorpos marcados contra a protease PR1 purificada do fun-
go M. anisopliae em ensaios de infecgéo.

Diferente do que acontece com virus e bactérias, o processo de
infeccdo por fungos em insetos é muito mais complexo, sendo ainda
desconhecidos 0os mecanismos envolvidos. Pouco se conhece da geneé-
tica dos fungos entomopatogénicos, principalmente no que se refere a
regulacdo e a expressdo de genes nesses organismos.

Dentre os fungos entomopatogénicos, Metarhizium sp. tem sido o
mais estudado. Ampla variabilidade genética é observada nos fungos
desse género, embora mesmo os estudos relativos a taxonomia ainda
nao sejam muito especificos. Técnicas de RAPD (Random Amplification
of Polymorphic DNA) vém sendo usadas com sucesso na caracteriza-
¢do de linhagens de Metarhizium sp. (Cobb & Clarkson, 1994; Fegan
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etal., 1993), Beauveria sp. (Bidochka et al., 1994) e Paecilomyces sp.
(Tigano-Milani et al., 1995).

O melhoramento genético de linhagens baseia-se na criagdo de no-
vos gendtipos pelo uso de mutagénese e recombinacgéo, a qual pode ser
obtida via ciclo parassexual. Métodos de melhoramento envolvem a
obtencdo de mutantes, obtencéo de hibridos, via heterocariose ou fusdo
de protoplastos e, ainda, a transferéncia de genes especificos. Gracas a
este Gltimo método, tém-se obtido dados relativos aos mecanismos de
regulacdo e expressdo de proteinas relacionadas ao processo de pato-
genicidade e a interacdo entre organismos controladores de doencas.

Clonagem de Genes de Fungos

Diferentes métodos tém sido utilizados para clonagem de genes
em fungos filamentosos. Dentre eles, destacam-se a clonagem por
complementagéo, a hibridizagdo diferencial com cDNA, expressdo de
cDNA e detecgdo de proteinas, oligonucleotideos sintéticos baseados
em sequéncias de proteinas especificas e uso de sondas heter6logas
(ver revisdo de Turner, 1991; Green & Scazzochio, 1985). O uso de
sondas heterélogas é provavelmente o método mais simples e, de acordo
com Turner (1991), responsavel pelo aumento da informacgédo genética
disponivel em espécies fungicas. Mais recentemente, com o advento
das técnicas de PCR, o numero de genes identificados em fungos fila-
mentosos tem aumentado. Esse principio permite rapidez no isola-
mento de seqliéncias homélogas, utilizando primers que anelam com
0s genes de interesse.

Genes clonados de fungos entomopatogénicos. A identifica-
¢do e a clonagem de genes tém sido importantes em estudos do pro-
cesso patogénico. O gene, que codifica para uma proteina estrutural
PR1, foi clonado em M. anisopliae e vem sendo utilizado em estudos
de regulacdo e expressdo, bem como na tentativa de elucidar o efeito
dessa proteina na digestdo da cuticula de insetos (St. Leger etal., 1992a).
Outro gene, caracterizado nesse fungo, esta relacionado ao processo
de estresse pela deplecdo de nutrientes e que codifica uma proteina
tipo hidrofobina (St. Leger etal., 1992b). Genes ligados & producéo de
outras enzimas degradativas tém sido estudados e, mais recentemente,
um gene codificando para producéo de quitinase foi isolado e parcial-
mente sequienciado (Valadares, 1995). A anéalise computacional da re-
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giao sequenciada mostrou intensa homologia deste ultimo, encontra-
do em Metarhizium e outros genes do mesmo tipo, porém, localiza-
dos em outros fungos filamentosos.

Outro fator ligado a viruléncia de linhagens a insetos é a producgéao
de metabolitos toxicos, que parecem ser produzidos durante o estagio
de colonizagdo dos insetos pelo fungo. Estudos moleculares tém sido
conduzidos, na tentativa de se isolar genes envolvidos com a biossintese
de destruxinas em M. anisopliae (Clarkson, comunicagdo pessoal).

Outros genes vém sendo estudados em fungos entomopatogénicos,
com o objetivo de se obter marcadores de linhagens com potencial
comercial. Em Beauveria bassiana, cinco genes mitocondriais foram
clonados e sequenciados, demonstrando a presenca de GGC, diferen-
tes das sequiéncias GGU comumente encontradas na alca D do tRNA
(Hegedus et al., 1991).

Clonagem de genes de fungos agentes de controle de doen-
cas. Os fungos, agentes de controle de doengas de plantas, também
sintetizam enzimas hidroliticas, que estdo sendo objeto de estudos
devido a sua importancia na interagdo com 0s agentes patogénicos,
seja na digestdo da parede celular dos fungos ou na inducédo de meca-
nismos de resisténcia nas plantas infectadas.

Dentre os fungos agentes de controle de doengas de plantas, os
pertencentes ao género Trichoderma tém sido os mais estudados a
nivel genético. Técnicas moleculares vém sendo usadas, tendo sido
clonados cerca de 42 genes de Trichoderma sp. (Tabela 2). Dentre os
genes isolados estdo aqueles que codificam para a producgéo de enzimas
hidroliticas, relacionadas a digestdo da parede celular de organismos
hospedeiros, como por exemplo aqueles relacionados a familia das
celulases e quitinases. Outros genes de importancia, como aqueles
gue codificam as proteinas gliceraldeido fosfato desidrogenase (Wa-
tanabe etal., 1993), orotato fosforibosil transferase (OPRTase) e oritidina
fosfato descarboxilase (OMPdecase) (Berges etal., 1990) e [3-tubulina
(Goldman etal., 1993), foram isolados, visando ao uso em sistemas de
transformacdo homdloga.

Transferéncia de Genes em Fungos

De acordo com Rambosek & Leach (1987), a tecnologia do DNA
recombinante oferece um grande potencial, que possibilita alteracdes
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TABELA 2. Genes isolados e clonados em diferentes espécies do fungo filamentoso, Trichoderma,
importante agente do controle biolégico de doencas de plantas.

Gene

endoglucanase

celobiohidrolase |i
celobiohidrolase i
endoglucanase |l

orotate phosphoribosyl
transferase

orotidine-5'-phosphate
decarboxylase
1,4-beta-D-celobiohidrolase
pyrG

1,4-beta-celobiosidase
beta-glucosidase
3-phosphoglucerate kinase
endo-beta-1,4-xylanase |
protease alcalina

beta-tubulina

mRNA (L32)

beta-D-glucosidea glucohidrolase
fator de elongacéo de traducéo
5.8S ribosomal RNA

pyruvato kinase
beta-mananase
cellobiohydrolase Il (promotor)
endoxilanase Il

glyceraldehidephosphate
dehidrogenase

endoquitinase
endoquitinase

cob4

endoquitinase

mRNA (QID3)

TS !

rRNA

ITS1 e ITS2

proteina mRNA
beta-xylanase (MRNA)
proteha repressora - Cref
actina

INDA1
endo-1,4-beta-glucanase
TS 1

‘GENEBANK Database

Espécie

e e e

— A4 4 A4 A A4 A4 A A A o —~A — — 4 — -

— A4 A4 A4 A A4 A A A A — A — — —

. reesei
. reesei
. reesei
. reesei

. reesei

. reesei

. viride

. reesei

. viride

reesei

. reesei

. reesei

. harzianum
. viride

. harzianum

reesei
reesei

. longibrachiatum

reesei
reesei

reesei

. reesei

koningii

. harzianum
. harzianum
. harzianum
. harzianum
. harzianum
. harzianum
. virens

. harzianum
. harzianum
. reesei

. reesei

. reesei

. harzianum
. longibrachiatum

longibrachimatum
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definidas em um organismo. O isolamento de sequéncias especificas
de DNA de um organismo deve estar associado a um sistema de trans-
feréncia, no qual genes isolados possam ser introduzidos em outro
organismo para analise funcional de genes, bem como dos produtos
génicos envolvidos (Hynes, 1986). Assim, proteinas heterélogas e ho-
mologas podem ser expressas em fungos filamentosos por transforma-
cdo de linhagens receptoras com genes clonados em vetores de ex-
pressdo, os quais permitem uma facil selecdo de novos genotipos.

Sistemas de transformagdo compreendem a existéncia de vetores,
contendo marcas de selecdo e mecanismos de introducdo dos vetores
nos hospedeiros. Vetores usados na transformacdo de fungos fila-
mentosos sdo, em geral, DNA plasmidial de E. coli, nos quais sao
incorporadas marcas seletivas apropriadas para fungos. Grande aten-
¢édo tem sido dada a vetores, que permitem integracdo do gene a nivel
cromossomal, embora muitos esforgos se facam no sentido de se cons-
truir vetores para replicacao autbnoma. Plasmideos, contendo sequén-
cias de replicagcao autdnoma (ARS), sequéncias finais de cromossomos
ou terminal de plasmideos lineares, tém sido usados (Tsukuda et al.,
1988; Samac & Leong, 1989). Recentemente, Gems etal. (1991) descre-
veram um plasmideo de replicacao autdbnoma (belperplasmid), con-
tendo uma sequéncia invertida e repetida C4AL41), que aumenta a efi-
ciéncia de transformacdo em A. nidulans. A eficiéncia de transforma-
cdo estd também relacionada ao destino do DNA transformante, sendo
0s mecanismos de integracdo extensivamente estudados (Fincham,
1989). A introducdo de DNA transformante pode ser conduzida por
diferentes métodos e agentes, como polietilenoglicol (PEG), lipossomos,
acetato de litio, eletroporacdo e bombardeamento das células com mi-
croprojéteis contendo o DNA. A selecdo de fungos transformados é
feita por dois métodos principais: marcas dominantes e marcas auxo-
tréficas. A eficiéncia de transformacéo varia de organismo para orga-
nismo, dependendo também dos meétodos utilizados para introducéo
dos genes, da homologia deste com 0 genoma do receptor, bem como
do método de selecdo de transformantes.

Transformacdo em fungos entomopatogénicos. Metarhizium
e Beauveria tém sido os Unicos estudados no que se refere a sistemas
de transformacédo, e poucos sdo os trabalhos conduzidos com esses
fungos até o momento. Utilizando-se de genes codificando para resis-
téncia a benomil (Benlate), foram estudados sistemas de transforma-
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cdo heterdloga em M. anisopliae. Goettel et al. (1990), usando o plas-
mideo pBENAS3, contendo o gene benAo de A. nidulans, obtiveram
uma freqiéncia de 0,18 transformantes por |xg DNA, apresentando
estabilidade em meio seletivo, ndo-seletivo e em tecidos de insetos.
Dois dos transformantes analisados apresentaram patogenicidade a
Manduca sexta e estruturas de diferenciacdo (apressorio) e producgdo
da enzima (quimioelastase), em presenca de benomil. Resultados simi-
lares foram obtidos por Bernier et al. (1989), utilizando o gene de £-
tubulina de Neurospora crassa para transformar M. anisopliae. Tam-
bém foram observadas baixas freqiéncias de transformantes (0,08
transformantes por |[xg DNA); entretanto, os transformantes, nesse caso,
apresentavam reducdo de viruléncia, comparado ao parental, bem como
reducdo no crescimento e germinagdo de esporos.

Mais recentemente St. Leger etal. (1995) utilizaram cotransformacéao
para introducdo do gene que codifica para a producdo de 3-glu-
curonidase em M. anisopliae. Cotransformantes foram obtidos pela
introducdo dos plasmideos pPNOM102 e pBENAS3, contendo, respecti-
vamente, os genes de [3-glucuronidase e [3-tubulina, por eletroporagéo
e por biobalistica. Esses métodos demonstraram maior eficiéncia que
0s previamente descritos, que usam Ca2t/PEG. Cotransformantes esta-
veis apresentavam integracdo multipla de copias, com crescimento e
capacidade infectiva a Bombyx mori normais.

Experimentos de transformagéo também vém sendo conduzidos com
o fungo entomopatogénico B. bassiana. Gene que codifica para nitrato
redutase (m'«D), isolado de A. nidulans, foi utilizado para transformar
B. bassiana, tendo sido obtida uma frequéncia de 4 transformantes esta-
veis por |xg de DNA (Daboussi etal., 1989). Utilizando-se eletroporacéo,
Pfeifer & Khachatourians (1992) transformaram Beauveria com o gene
heterélogo, fj-tubulina, isolado de N. crassa. Apesar da obtengdo de
transformantes estaveis, pela integragdo cromossomal do vetor, a fre-
guéncia obtida foi bastante baixa (0,6 transformantes por pg DNA).

Os sistemas de transformacdo usados para fungos entomopa-
togénicos ainda ndo podem ser considerados eficientes, principalmen-
te devido a baixa frequéncia obtida nos sistemas heterélogos. Apesar
da importancia destes fungos para a agropecuaria, poucos sao 0s estu-
dos relacionados a caracterizacdo de genes e ainda ndo foram isolados
marcadores, para selecdo, como a exemplo de genes codificando para
nitrato redutase. O-tubulina e pirimidina, dentre outros.
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Transformagédo em fungos, agentes de controle de doencas
de plantas. Dentre os fungos agentes de controle de doencas de plan-
tas, os pertencentes ao género Trichoderma vém sendo 0s mais estu-
dados quanto aos mecanismos de transferéncia e expressao de genes
homdlogos e heter6logos. Genes isolados de outros fungos filamentosos
e mesmo de bactérias, codificando proteinas relacionadas a atividade
bioldgica do parasitismo, sdo transferidos, com vista a aumentar a ex-
pressdo destes em fungos.

Trichoderma reesei vem sendo transformado por genes homaologos
e heter6logos. O plasmideo p3SR2, contendo o gene de amdS, que
permite o crescimento do fungo em presenca de acetamida ou acri-
lamida, foi usado por Pentilla et al. (1987) para transformar a espécie.
Berges et al. (1991) utilizaram os genes ura3 e urab, codificando,
respectivamente, para orotidina 5’-fostato decarboxilase e orotato fos-
foribosil transferase para transformar T. reesei, via CaCI2/PEG, obten-
do altas frequéncias de transformantes com o0s genes homadlogos.
Resultados similares foram obtidos por Gruber et al. (1990a,b) com
alta frequéncia de transformacdo em T. reesei, 12000 transformantes
por |[xg DNA. Mediante utilizacdo do gene homologo, pyrG, obser-
vou-se integragdo ectdpica do gene homologo como responsavel pela
estabilidade genética dos transformantes. T. harzianum passou a ser
estudado recentemente, e varios sistemas tém sido usados para trans-
formar essa espécie. Ulhoa et al. (1992) desenvolveram um sistema
de transformacéo para T. harzianum e T. hamatum, utilizando mar-
cas dominantes seletivas para resisténcia a higromicina B-fosfotrans-
ferase e benomil. Os genes hph de E. coli e bml de Neurospora cras-
sa foram introduzidos nas linhagens via PEG, tendo sido observadas
baixas freqiéncias de transformacéo (6 a 11 para benomyl e 1.3 a 61-
7 |xg DNA).

Visando ao aumento da atividade litica em T. harzianum, gene
codificando para producdo de quitinase chiA., isolado de Serrada
marcensces, foi usado para transformacéo (Chet et al., 1993). Transfor-
magao com um unico plasmideo, contendo o gene chiA de Serrada e
0 gene para selecdo amdS, demonstrou que a integragdo ocorre em
regides ndo-especificas, ndo tendo sido obtida a expressdo do gene de
quitinase. Em experimentos de cotransformacao, utilizando os diferen-
tes plasmideos contendo os genes mencionados acima, observou-se
integracdo do gene chiA provavelmente por recombinacdo homadloga,
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tendo sido também constatado o aumento da secrecdo de quitinase
nos transformantes.

Outras espécies de Trichoderma vém sendo utilizadas em estudos
de transformacgédo. Em T. longibrachiatum, um eficiente sistema de trans-
formacéo foi recentemente desenvolvido, utilizando-se dos métodos de
eletroporacéo e tratamento com PEG, tendo sido observada alta instabi-
lidade mitética dos transformantes, selecionados para resisténcia a
higromicina B fosfotransferase (Sanchez-Torres etal., 1994). Os mesmos
autores obtiveram cotransformantes, contendo mdltiplas copias do gene
codificando para P-(l,4)-endoglucanase e lacZ, de E. coli, sob o contro-
le do promotor do gene gpdA. de A. nidulans. A cotransformagdo tam-
bém foi usada em T. viride, para estudos de expressdo do gene de
takaamylaseK isolado de N. crassa (Cheng etal., 1990).

Novos métodos de transformacdo tém sido estudados. Recente-
mente, Lorito et al. (1993), usando biobalistica e PEG, transformaram
T. harzianum e Gliocladium virens com o0 gene que confere resistén-
cia a higromicina B. Observaram maior freqiiéncia e estabilidade gené-
tica com o método de biobalistica.

O desenvolvimento de linhagens mais eficientes para o controle
de pragas e doencas de plantas requer a compreensdo dos mecanis-
mos pelos quais produtos de genes especificos estdo envolvidos no
processo de interacdo entre organismos. Para tanto sdo necessarios
isolamento, clonagem e uso desses genes em eficientes sistemas de
expressdao. A elucidacdo dos fatores de patogenicidade podera ser
alcancada com estudos genéticos, envolvendo técnicas moleculares no
mesmo nivel desenvolvido para virus e bactérias.
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UTILIZACAO DE AGENTES

MICROBIANOS DE CONTROLE
DE PRAGAS: MERCADO, RISCOS
E REGULAMENTACOES

Elizabeth A. B. De Nardo
Deise M. F. Capalbo

INTRODUCAO

O conceito de controle de pragas com o uso exclusivo de pesticidas
qguimicos esta mudando; métodos de controle menos agressivos ao
ambiente e a salde humana sdo exigidos, principalmente, pela forte
opinido publica e pelas agéncias ambientalistas, acopladas com a a¢do
de varios governos.

Novas opcdes de controle de pragas tornam-se necessarias e, atual-
mente, o Manejo Integrado das Pragas (MIP), que usa diferentes méto-
dos de controle, inclusive os pesticidas quimicos convencionais, esta
ganhando adeptos no ambito global. Dentro dessa nova abordagem,
as tecnologias biologicas que se utilizam de organismos vivos, como
0s inimigos naturais (predadores, parasitéides e microrganismos), sao
as mais utilizadas ou pelo menos desejadas, e apresentam grande po-
tencial de uso futuro. Tais tecnologias representam um novo segmento
comercial e muitas industrias, inclusive produtoras de pesticidas qui-
micos, ja estdo no mercado com varios produtos disponiveis para a
agricultura.
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Dentre os produtos biologicos disponiveis no mercado, os bio-
pesticidas, ou seja, aqueles que contém como ingrediente ativo um
microrganismo que pode ser virus, bactéria, fungo ou protozoario,
formulados ou néo, aplicados de maneira similar a um pesticida quimi-
co, normalmente usado para uma reducdo rdpida da populagdo de
uma praga (FAO, 1996), representam aproximadamente 1% do merca-
do mundial de pesticidas, e tém crescimento anual de 10 a 25% (Newton
et al., 1996).

A adogdo de um biopesticida como pratica tem sido mais frequen-
te quando o uso dos pesticidas quimicos nado é possivel devido a resis-
téncia da praga ao produto, baixa demanda de mercado ou porque
economicamente o custo do pesticida quimico é alto demais compara-
do ao valor econémico da cultura. Nessas situacdes as vantagens dos
pesticidas bioldgicos sdo maiores em relagdo aos quimicos convencio-
nais, além de possuirem um historico de segurancga sobre o ambiente e
a salde humana.

Entretanto, ndo se deve esperar que 0s biopesticidas sejam total-
mente indcuos a organismos ndo-alvo. As mesmas propriedades que
Ihes conferem eficiéncia como agentes de controle, ou seja, patogeni-
cidade, toxicidade e deslocamento competitivo, sdo as mesmas que
estdo associadas a seus danos potenciais a organismos benéficos. A
utilizacdo de um biopesticida implica na possibilidade de uma ampla
distribuicdo ambiental do agente microbiano e, consequentemente, na
exposicdo de organismos benéficos, surgindo a necessidade de uma
avaliacdo de risco do uso desses agentes de controle, previamente ao
seu registro para uso comercial. Compete aos 6rgaos publicos ligados
a Defesa Fitossanitaria, Meio-Ambiente e Salde estabelecerem os crité-
rios para a avaliacdo desses produtos, através da elaboracéo de regula-
mentacBes e normas especificas compativeis com os padrdes interna-
cionais que regulamentam o mesmo assunto.

O Brasil disp8e de regulamentagfes proprias relacionadas com a
comercializagdo de produtos contendo agentes microbianos de con-
trole. O Cone Sul também esta implementando regulamentacdes e di-
retrizes harmonizadas para a Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uru-
guai, dentro das diretrizes do Mercosul.

Neste capitulo serdo abordados alguns aspectos relevantes da uti-
lizacdo e mercado dos produtos microbianos para controle de pragas,
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aspectos de riscos, das regulamentacdes vigentes e das perspectivas
de uso.

COMERCIALIZACAO DE AGENTES
MICROBIANOS DE CONTROLE

Segundo Rice et al. (1988), um agente microbiano de controle de
pragas (AMC), para ter sucesso como um produto comercial de prote-
cdo de plantas deve satisfazer os critérios abaixo relacionados:

e Eficiéncia
e Seguranca
Passivel de ser patenteado
Producdo em quantidade suficiente e com baixo custo
Ser vendavel
Permitir retorno financeiro

As exigéncias acima sao justificadas no sentido de proteger o enor-
me investimento exigido para se colocar um novo produto no grande
mercado de protecdo de plantas, de manter a infra-estrutura das
corporagdes, financiar novas &reas de pesquisas futuras e, também,
para atender as exigéncias dos 6rgaos de regulamentacdo durante o
processo de registro do produto, e de garantir a seguranca ambiental.

Uma visdo geral do mercado de biopesticidas sera abordada a se-
guir.

Mercado Global

O mercado ja estabelecido para os AMC representou, em 1995, US$
200 milhdes ou 0,7% dos US$ 30 bilhdes do mercado mundial de pesticidas
(Newton et al., 1996; Congress, 1995). O percentual é aparentemente
pequeno, porém este mercado esta crescendo entre 10 e 25% ao ano, ao
passo que o mercado de pesticidas quimicos vem crescendo a taxas
entre 1 a 2% ao ano (Starnes etal., 1993, Newton etal., 1996).

Segundo Lysansky & Coombs (1992), o mercado mundial dos pes-
ticidas biolégicos esta representado por dois grandes grupos de pro-
dutos, sendo que a grande fatia deste mercado cabe atualmente aos
produtos a base da bactéria Bacillus thuringiensis através de suas dife-
rentes variedades (Tabela 1).
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TABELA 1. Divisdo do mercado mundial de produtos bioldgicos (adaptado de Lysansky & Coombs,
1992).

Agente microbiano Mercado mundial (%)
Bacillus thuringiensis 80

Nematéides 13,3

Outros 6,7

Um panorama mundial de comercializacdo para produtos a base
de B. thuringiensis estabelecido por Lambert (1992) é apresentado na
Tabela 2, e mostra a lideranca do mercado norte-americano para esse
produto.

TABELA 2. Mercado mundial de 8. thuringiensis (adaptado de Lambert, 1992).

Regido ou pais Mercado (US$ milhdes/ano)
América do Norte 57

Leste Europeu 24

Africa e Oriente Médio 12

América do Sul e Central 8

Australia

Europa Ocidental 1

Pelo fato do mercado norte-americano ser muito maior do que o
do restante dos paises, algumas observacdes com relacdo a tendéncias
de mercado futuro podem ser feitas baseando-se naquele pais. Dentre
os diversos produtos biolégicos comercializados nos EUA, a maioria se
aplica ao controle de insetos, diferentemente dos pesticidas quimicos
convencionais, cujo maior mercado é para controle de plantas invaso-
ras, como se observa na Fig. 1. Isto certamente é ocasionado pelo
grande mercado de inseticidas a base de B. thuringiensis.

Um panorama mais abrangente do tipo de microrganismos em uso
nos Estados Unidos é apresentado no Anexo |, onde se encontram 0s
produtos a base de AMCs registrados naquele pais até agosto de 1997.
O que deve ser destacado é o elevado nimero de produtos a base de
bactérias, principalmente Bacillus e a ampla gama de pragas e doen-
¢as a que se aplicam.
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O pesticida
convencional*

mm produto
biol6gico**

Plantas Insetos Doencas
invasoras e nematodldes de plantas

«Pesticida convencional: composto quimico para uso amplo contra pragas e doengas agricolas
"Produtos bioldgicos: inimigos naturais, agentes microbianos e produtos que alteram o comportamento
das pragas

FIGURA 1. Comparacéo entre volume de vendas para pesticidas convencionais e biolégicos
segundo a praga a ser controlada. (Fonte: Congress, 1995)

Paralelamente & producdo comercial atual de biopesticidas, uma
grande variedade de microrganismos esta sendo estudada no mundo,
tanto em instituicBes de pesquisa como em algumas industrias, com o
objetivo de desenvolver novos produtos a base de bactérias e fungos
(Congress, 1995). Quando esses produtos chegarem ao mercado espe-
ra-se que ocorra uma maior expansdo do uso de produtos microbianos.

Em seguida, sdo discutidos, resumidamente, o mercado e as pers-
pectivas para os diferentes grupos de AMCs (bactérias, virus, fungos e
protozoarios), separadamente.

Bactérias

O desenvolvimento de B. thuringiensis como biopesticida marcou o
inicio da prética comercial do controle microbiano. O primeiro produto
a base de B. thuringiensis — Sporeine — foi comercializado na Franga
em 1938. Desde entdo seu mercado cresceu gradativamente até alcancgar
0 patamar atual de lider dos AMCs. Industrias de pequeno e grande
porte estdo envolvidas nesta producgdo, sendo que cerca de 80% da
producdo mundial deste bacilo se concentra em grandes industrias.
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A partir dos anos 80 o mercado de B. thuringiensis tomou novo
impulso quando se verificou que novas linhagens apresentavam um
espectro de atuacdo mais variado, atingindo dipteros, coledpteros e,
mais recentemente, nematdides e acaros. Mais detalhes sobre espectro
de atuacdo das diferentes linhagens desta bactéria sdo apresentados
em Adang (1991).

Também, um maior conhecimento da genética de B. thuringiensis
e seu modo de acdo, no inicio dos anos 90, estimularam a pesquisa
sobre melhoramento de genes, aumentando a producdo de toxinas,
melhorando a viruléncia e ampliando o espectro de agéo contra pragas
(Lacey & Goethel, 1995). Esse conhecimento foi também a base para a
incorporacdo de genes de toxinas em outras bactérias endofiticas e
plantas, surgindo as plantas transgénicas ou plantas-pesticidas que
expressam as toxinas de B. thuringiensis, fornecendo uma protegéo
constante contra as pragas-alvo. As plantas contendo toxinas de B.
thuringiensis ja existem no mercado norte-americano desde 1995~~éf
até meados de 1997, nove delas ja estavam registradas pela Agéncia de
Protecdo Ambiental americana - EPA com acdo contra larvas de lepi-
dopteros jjasculturas de milho, algodado e batata (Anexo I).

O mercado de plantas transgénicas apresenta tendéncia a aumen-
tar consideravelmente, mas é dependente de estratégias de manejo de
resisténcia das pragas as toxinas de B. thuringiensis-, da aprovagao de
regulamentacdes especificas na maioria dos paises permitindo seu re-
gistro comercial; da demonstracdo de sua seguranca a organismos be-
néficos (avaliagdo do impacto ambiental); e da aceitacdo do publico
em geral, para sua adocéo efetiva.

Futuras geracdes de isolados de B. thuringiensis deverdo ter habili-
dade para melhorar a capacidade de producdo da 6-endotoxina através
da mutacgdo genética, potencializar os esporos gerados na fermentacéo e
controlar precisamente o contetdo e o nivel de expressdo dos genes.
Com essas caracteristicas serd possivel construir isolados de B. thurin-
giensis com acdo e espectro de atividade muito além daqueles isolados
atualmente comercializados (Newton et al., 1996).

Além de B. thuringiensis, cinco outros Bacillus sdo comercializados
no ambito mundial: Bacilluspopilliae Dutky, no mercado desde 1948,
sendo o primeiro biopesticida registrado nos Estados Unidos para o
controle de coledpteros-praga; Bacillus lentimorbus, também utilizado
para controle de coledpteros; Bacillus sphaericus, com atividade contra
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larvas de mosquitos principalmente dos géneros Culex, Aedes e Anopheles
(Davidson, 1985; Lacey, 1990); B. subtilis se destaca no controle de
fitopatdgenos; B. cereus com caracteristicas Uteis para controle de cres-
cimento de plantas, pois produz horménios vegetais. Seu mercado é
limitado devido ao espectro reduzido de atuacdo, e em decorréncia
disso, ttm recebido menor atencdo comercial que B. thuringiensis.

Outras bactérias produzidas comercialmente sdo: Serratia ento-
mophila para controle de insetos-pragas em turfas e Pseudomonas sy-
ringae, P.fluorescens, Agrobacterium radiobacter, Candida oleophila
e Bukholderia cepacia, todas com atividade sobre fitopatdégenos.

Virus

Apesar da existéncia de um grande numero de virus entomo-
patogénicos, somente dois grupos tém sido explorados como agentes
de controle de pragas: virus da poliedrose nuclear (VPN) e virus da
poliedrose citoplasmatica (VPC). No entanto, é na familia Baculoviridae
gque a maioria das pesquisas tem sido realizada.

Cerca de 600 espécies de insetos, incluindo lepidépteros, hime-
nopteros, coledpteros e dipteros foram relatadas como susceptiveis
aos Baculoviridae (Granados & Frederici, 1986). Entretanto, a maioria
dos baculovirus é bastante especifica, afetando geralmente uma Unica
espécie de inseto dentro de um género (Gréner, 1986). Devido a sua
alta especificidade séo considerados extremamente seguros, ndo exis-
tindo nenhum relato de efeito adverso de baculovirus em campo sobre
polinizadores, predadores e parasitdides adultos, nem tampouco so-
bre a saude humana (Gréner, 1990). Em condi¢Ges de laboratorio e
condicdes de maximo risco j& foram detectados efeitos adversos em
predadores (Nardo et al., 1997).

Varios virus tém sido registrados para uso nos Estados Unidos (Ane-
xo 1) e na Europa (OECD, 1995), mas na realidade poucos sdo comer-
cialmente produzidos no mundo. O melhor exemplo poderia ser atribui-
do ao uso do virus da poliedrose nuclear de Anticarsia gemmatalis
(VPNAQ) para o controle da lagarta desfolhadora Anticarsiagemmatalis
na cultura da soja no Brasil. Mais de um milh&o de hectares séo pulveri-
zados anualmente com resultados satisfatorios de controle e retorno
estimado de 50 milhdes de dolares/ano (Moscardi, 1986, 1993, 1997). As
principais razGes para a pequena comercializacdo de virus, em geral,
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apontadas por Wood (1994), sdo alto custo de producdo, tanto in vivo
como in vitro. e a demora para matar a praga, caracteristica geralmente
ndo aceita pelos agricultores. Outros fatores negativos apontados séo a
alta especificidade, falta de formulacGes apropriadas, com protecéo a
radiacOes ultravioleta, pequena atividade residual sobre as superficies
das folhas, exigéncias de cuidados na aplicacdo em termos de horéario
do dia e detalhes de conhecimento da biologia da praga-alvo.

Entretanto, devido as caracteristicas positivas apresentadas quanto
a seguranca e seletividade, espera-se um aumento na sua utilizagdo
nos proximos anos dentro do contexto de MIP e para aquelas culturas
de alto valor econébmico e de cultivo em pequenas areas, onde um
produto de protecdo de plantas mais caro € vidvel de ser utilizado.

Como aconteceu com as bactérias, também os Baculovirus tém
sido alvo de estudo da tecnologia de DNA recombinante, com o obje-
tivo principal de reduzir o tempo de mortalidade da praga-alvo e au-
mentar seu espectro de a¢do. Alguns dos estudos realizados envolve-
ram delecdo de genes que atrasam a mortalidade e/ou insercdo de
genes que codificam produtos inseticidas como proteinas, toxinas es-
pecificas para insetos e enzimas modificadoras (Wood, 1995). Um dos
exemplos mais recentes € a incorporacao de genes que codificam uma
parte da neurotoxina do escorpido, especifica para insetos lepidopteros,
reduzindo em 50% o tempo efetivo de mortalidade. Industrias como
DuPont e Cianamid estdo envolvidas com esse projeto. A avaliacdo de
risco dos virus geneticamente engenheirados tem sido uma das maio-
res restricbes que os 6rgdos de regulamentacdo tém imposto para a
liberacdo desses organismos para testes de campo. Até 0 momento
ndo existe nenhum virus engenheirado registrado para comercializacao
no mercado mundial. Outro grande desafio técnico é a producéo dos
virus in vitro, ou seja, por cultura de células. A produtividade necessita
ser melhorada e efetivada em grande escala, empregando volumes de
até 100.000 litros. Sendo este um territorio pouco explorado, ndo ha
ainda garantia de sucesso (Rice et al., 1998).

Fungos

Apesar dos fungos apresentarem um grande potencial para o de-
senvolvimento como AMC, somente alguns tém sido utilizados em uma
escala comercial. Um dos melhores exemplos € o do Brasil com 0 uso
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do fungo Metarhizium anisopliae para o controle das cigarrinhas-da-
cana-de-agucar (Mahanarvafimhriolata e M. posticata) (Marques, 1992).
Outros exemplos de uso podem ser encontrados em McCoy etal. (1988),
Zimmermann (1993) e Feng et al. (1994).

Dentre os fungos mais usados no ambito mundial, estdo os géne-
ros Metarhizium, Beauveria, Verticillium, Nomurae, Entomophthora,
Trichoderma, Aschersonia, Paecylomices e Lagenidium, embora ha-
jam inimeros outros em desenvolvimento. No mercado americano, até
meados de 1997, existiam 31 produtos registrados a base de fungos
(Anexo 1), sendo que aqueles a base de Beauveria e Metarhizium
predominavam com 8 e 5 produtos respectivamente. E nos fungos que
existe maior nimero de produtos utilizados como antagonistas de
fitopatdgenos, sendo aqueles a base de Trichoderma os que predomi-
nam com 6 produtos registrados no mercado americano. Também para
o controle de ervas-daninhas, dentre os AMCs, os fungos sdo 0s mais
utilizados, com 5 produtos registrados nos Estados Unidos (Anexo I).

Quanto as perspectivas de mercado futuro de fungos como AMC,
existem uma série de dificuldades a serem ultrapassadas. Muitas delas
poderdo ser superadas com estratégias de formulacdo e aplicacdo, po-
rém um maior conhecimento da biologia do microrganismo e da praga-
alvo sdo cruciais, envolvendo comportamento do hospedeiro, idade e
vigor do patdgeno, resisténcia a temperatura, radiacdo solar, umidade e
tamanho do in6culo, entre outros (Lacey & Goethel, 1995). Outro aspec-
to ainda pouco explorado é a capacidade que os fungos possuem de
produzir metabdlitos em grande variedade, com agdo antagonica a inse-
tos, fungos e bactérias, com grande potencial de mercado futuro.

Quanto as melhorias na eficiéncia e outras caracteristicas, através
de manipulacdo genética nos genomas dos fungos, elas tém sido bem
menores em relacdo aquelas realizadas com as bactérias e virus. Maio-
res informacdes sobre o assunto podem ser encontradas em Ferron et
al. (1991); Riba etal. (1994) e St. Leger (1994).

Protozoarios

Os protozoarios sdo organismos geralmente hospedeiros especifi-
cos em insetos, de acédo lenta, frequentemente produzindo infeccbes
cronicas caracterizadas pela debilidade do hospedeiro, reducéo de seu
crescimento, vigor, alimentacdo, fecundidade e longevidade.
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Apesar de numerosas espécies de protozoarios serem patogénicas
a insetos, poucas tém sido consideradas ou utilizadas como agentes de
controle, sendo Nosema locustae o0 Unico protozoario registrado co-
mercialmente, utilizado ha varios anos nos Estados Unidos, Canadéa e
Africa no controle de gafanhotos de pastagens (Mason & Erlandson,
1994). As maiores dificuldades relacionadas a esse agente de biocontrole
se referem as técnicas de produgdo, otimizagdo de viruléncia e persis-
téncia aléem dos conhecimentos de epizootiologia.

Quanto as perspectivas de mercado, o interesse maior do uso de
protozoarios é em estratégias de longo prazo, principalmente no con-
trole bioldgico classico, deixando um panorama ainda pouco claro
para 0s pesquisadores da area.

Mercado no Brasil

As informagdes sobre volumes de vendas no mercado brasileiro
de biopesticidas sdo escassas devido a falta de publica¢des sobre o
assunto e a dificuldade de serem obtidas junto aos fabricantes. Dados
apresentados por Dias (1991) mostraram que, para o ano de 1990,
US$ 350 milhdes foram comercializados em inseticidas em geral, sen-
do apenas US$ 2 milhGes referentes aos bioinseticidas. Como um dos
motivos da baixa utilizagdo foi apontado o alto custo de importagéo
e distribuicdo e, também, a incerteza da disponibilidade do produto
qguando necessario. A auséncia de normas adequadas a avaliacdo do
biopesticida, seu registro e comercializacdo no inicio dos anos 90
também podem ter concorrido para os baixos indices encontrados
(Nardo et al., 1995).

Em 1991, existiam 7 produtos microbianos registrados no Brasil,
todos inseticidas a base de B. thuringiensis. Essa situacdo permaneceu
até o ano de 1995, quando uma proposta de regulamentacdo especifi-
ca para registro de biopesticidas foi elaborada para os Orgdos Federais
Registrantes (Nardo et al., 1995) e uma maior aten¢cdo comecou a ser
dada para esses produtos. Novos registros foram concedidos, elevan-
do-se para 18 o numero de formulacBes registradas até fevereiro de
1998. Dessas, 14 formulacdes sdo a base de Bacillus e suas diferentes
variedades e as quatro restantes se referem ao Baculovirus VPN de A.
gemmatalis (Quadro 1). Ndo hd nenhum fungo registrado para comer-
cializagdo como biopesticida no Brasil.
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A producgdo ou comercializagdo de B. thuringiensis se concentra
nas empresas multinacionais (Quadro 1), enquanto que para VPN de
A. anticarsia, diferentes categorias de unidades produtoras estdo en-
volvidas no processo de formulagdo e comercializagéo, tais como em-
presas privadas de pequeno porte e cooperativas. Dentre as empresas
privadas envolvidas, além das apresentadas na Tabela 3, temos a J&A,
que produz “lagarta in natura” e a empresa sucessora da GERATEC,
gue assumiu uma nova razao social.

O conjunto dessas empresas de diferentes naturezas constitui um
pequeno parque industrial instavel, tanto no que se refere a sua per-
manéncia no mercado, quanto no dimensionamento da oferta do pro-
duto e, até mesmo, em relacéo ao tipo de produto oferecido (Echeverria
etal., 1998).

Atualmente, VPN de A. anticarsia é aplicado em cerca de 1 milhdo
de ha/ano, sendo que para 50% dessa area sdo utilizados os produtos
comerciais (Quadro 1) e no restante se utiliza o produto distribuido pela
EMBRAPA ou o extrato bruto produzido localmente pelos pequenos
produtores ou Cooperativas (Echeverria et al., 1998). Estima-se unia
ampliacdo da oferta deste AMC de 732.700 doses produzidas na safra
95/96 para 1.325.000 doses, que estardo disponiveis para venda na safra
97/98 (Moscardi, 1997). Tal previsdo, somada ao niUmero de agricultores
gue utilizam o produto in natura, traz uma perspectiva da area tratada
com esse produto elevar-se para 1.500.000 ha em 1998 (Tabela 3).

Um outro AMC utilizado em larga escala no pais é o fungo M.
anisopliae para o controle de cigarrinha-da-cana-de-acucar. A partir de
1973 foi iniciado estudo para o cultivo massal desse fungo. Resultados
promissores levaram o antigo Planalsucar a executar em 1976 um pro-
grama de controle integrado destas cigarrinhas em diversos estados do
Brasil. De 1970 a 1991, foram produzidos pelo Instituto do Acucar de
do Alcool, Planalsucar e Instituto de Pesquisas Agropecudarias de Per-
nambuco, entre outros laboratérios, aproximadamente 38.000 kg de
conidios de M. anisopliae, possibilitando o tratamento de uma &rea de
mais de 470.000 ha em Pernambuco (Marques, 1992). No estado de
Alagoas, de 1977 a 1991, foram pulverizados 670.000 ha. Esse progra-
ma pode ser considerado, no ambito global, como o maior na utiliza-
¢do de um fungo como AMC. Atualmente, com a diminui¢do do nivel
de ataque das pragas, a utilizagdo do AMC foi reduzida drasticamente
para 12.000 ha e é aplicada somente na época de chuvas (Alves &
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TABEUX 3. Producgéo de VPN de A. anticarsia por unidade produtora (adaptado de Echeverria et
al., 1998).

Unidades produtoras Doses produzidas Doses estimadas
(safra 95/96) (safra 97/98)*
TECNIVITA - 160.000
NOVA ERA** 37.700 60.000
COODETEC** 360.000 450.000
NITRAL** 200.000 450.000
CPAO*** 40.000 80.000
AEE/CNPSo 95.000 125.000
Total 732.700 1.325.000

Estimativa de produgéo de virus safra 97/98: 1.750.000 doses
‘Estimados por Flavio Moscardi - CNPSo.

"Pesquisados junto as unidades produtoras.

"'Estimados junto & unidade de produc&o no CNPSo.

Lecuona, 1996). Para as cigarrinhas-das-pastagens (Zulia enteriana e
Deoisflavopicta), M. anisopliae também tem sido utilizado.

Os resultados animadores e a possibilidade de utilizagdo do fungo
M. anisopliae no controle de cigarrinhas-das-pastagens logo mobiliza-
ram interesses do setor empresarial e de pesquisas financiadas pelo
setor publico (Futino & Salles Filho, 1991). Até meados de 80, sete
empresas de pequeno a médio porte iniciaram a producdo industrial
deste fungo, entretanto apenas uma manteve a producdo até recente-
mente. Os insucessos comerciais deste biopesticida podem ter ocorri-
do por causa da fragilidade do microrganismo no campo, da grande
variabilidade natural do fungo, e principalmente por causa da falta de
uma padronizacéo (controle de qualidade) para sua comercializacdo,
devido a falta de regulamentacBes especificas para o registro de
biopesticidas no pais (Futino & Salles Filho, 1991).

Em termos gerais, um setor com futuro bastante promissor para a
comercializagdo de AMCs no Brasil é o da Saude Publica, para o contro-
le de insetos vetores de doencas como maléria, dengue, oncocercose e
também de pernilongos e borrachudos, pois os 6rgdos ligados a saude
publica demandam urgéncia na substituicdo dos produtos quimicos. B.
thuringiensis var. israelensis e B. sphaericus sdo os AMCs que vém sen-
do utilizados ou estudados para esta area de controle, com resultados
promissores. Além disso, indUstrias estdo se associando aos grupos de
pesquisa nos estudos de .AMCs eficientes (Quadro 1).
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QUADRO 1. Biopesticidas registrados no Brasil até fevereiro de 1998 (adaptado de Jungles,

Orgao’

M.A.A3

Ibama"

M.AA.

M.AA.

M.AA.

M.AA.

Ibama

M.AA.

M.AA.

M.AA.

M.AA

M.AA.

Ibama

Empresa

produtora

Abbott Lab.

Abbott Lab.

Abbott Lab.

Abbott Lab.

Agri-control

Novartis
S.A.
Biociéncias
Novartis
S.A.
Biociéncias

Geratec

Geratec

Nitral

Nova Era

Novartis
S.A.
Biociéncias

Novartis
S.A.
Biociéncias

Nome
comercial

DIPEL

DIPELF

DIPEL

TECNICO

DIPEL PM

BAC-CON
TROLPM

AGREE

AGREE N.A.

PROTEGE

BACTUR
PM

BACULO
VIRUS
NITRAL

BACULO
SOJA

THURICIDE

THURICIDE
PM

Ingrediente Classe

ativo

Bacillus Inseticida
thuringiensis

var. kurstaki.

HD-1

8. thuringiensis Inseticida
var. kurstaki.

HD-1

8. thuringiensis Inseticida
var. kurstaki.

HD-1

8. thuringiensis Inseticida
var. kurstaki,
HD-1

0. thuringiensis Inseticida
var. kurstaki.

3a, 3b

B. thuringiensis Inseticida
var. aizawai.

GCo1

B. thuringiensis Inseticida
var. aizawai,

GCo1

Virus da Polie- Inseticida
drose Nuclear
de Anticarsia

gemmatalis

B. thuringiensis Inseticida
var. kurstaki,
H-3a, 3b
VPNdeA.

gemmatalis

Inseticida

VPNdeA.
gemmatalis

Inseticida

B. thuringiensis Inseticida
var. kurstaki,

HD-1,3a, 3b

B. thuringiensis Inseticida

var. kurstaki

Cultura a que Organismo

se aplica alvo

soja, trigo, Lepidépteros

repolho, citros,

meldo

eucalipto Thyrinteina
arnobia

citros, abdbora, Lepidépteros

abacaxi

soja, algodéo,
gramineas, fumo.
alfafa, mandioca,
amendoim,
cruciferas. tomate,

Lepidépteros

coqueiro, citros

cucurbitaceas,

citros. meldo, Lepidépteros
pepino, tomate,

repolho

eucalipto T. arnobia
soja A. gemmatalis
soja A. gemmatalis
soja A. gemmatalis
soja A. gemmatalis

alfafa, algodao, Lepidépteros
amendoim,

arroz, batata,

cana-de-acgucar,

citros, coqueiro,

cruciferas, fumo,

mandioca, maracuja,

milho, pastagens,

soja, trigo

eucalipto, Lepidépteros
seringueira,

pinus

243

1998).

Ano de
reg.?

1991

1991

1981

1989,

1992

1987,
1991

1995

1995

1996

1996

1996

1995

1991

1997
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Orgéol Empresa Nome Ingrediente Classe Cultura a que Organismo Ano de
produtora comercial ativo se aplica alvo reg.2*

M.AA. Solvay do BACTOSPEIN 8. thuringiensis Inseticida saude emprego 1991
Brasil EPM var. kurstaki publica domissanita-

rio, controle
Aedes aegypti
e culicideos

M.AA. Coodetec COOPER VPNdeA Inseticida soja A. gemmatalis 1996
VIRUS PM gemmatalis
M.AA. Hoechst ECOTECH B. thuringiensis Inseticida Lepidépteros 1998
& Schering  PRO var. kurstaki,
Agrevo EG 2348
M. Novartis TEKNAR 8. thuringiensis Inseticida campanhas Culex, 1989
Saude5 S.A. var. israelensis de saude Aedes.
Biociéncias publica e Anopheles,
entidades simulideos

especializadas

M. Geratec SPHERICO Bacillus Inseticida campanhas Aedes 1995
Saude sphaericus de saude aegypti e

publica e Culicideos

entidades

especializadas

Orgéo Federal Registrante
2Ano em que o registro foi autorizado

Ministério da Agricultura e do Abastecimento
“Instituto Brasileiro do Meio-Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
5Ministério da Saude

AGENTES MICROBIANOS DE CONTROLE UTILIZADOS
E EM DESENVOLVIMENTO NO BRASIL

O Brasil é reconhecido por suas intensas pesquisas em controle
microbiano de pragas, dispondo de 123 laboratdrios trabalhando nesta
area em 1993 (Dias et al., 1993); atualmente, somam-se mais de 150
(Dias, comunicacao pessoal). Embora a maioria dos programas biologi-
cos no Brasil estejam direcionados ao controle de insetos-pragas, ja exis-
tem varios deles para o controle de fitopatdgenos e ervas-daninhas.

Exemplos de agentes microbianos disponiveis no comércio (agen-
tes de uso extensivo) e daqueles que ainda estdo em desenvolvimento
no pais, para diferentes culturas e aplicacGes, sdo apresentados no
Quadro 2.

O quadro mostra alguns exemplos da enorme variedade de mi-
crorganismos em estudo ou uso no pais. Mesmo que apenas uma par-
cela destes venha a se transformar em produto comercial no futuro
proximo, a perspectiva de disponibilidade de AMC para programas de
MIP é bastante promissora.
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QUADRO 2. Exemplos de microrganismos utilizados extensivamente ou em desenvolvimento
para controle de pragas no Brasil.

Patégeno
Bactérias

Bacillus thuringiensis
var. kurstaki
e aizawai

Bacillus thuringiensis
var. israelensis

Bacillus sphaericus

Bacillus subtilis

Agrobacterium
radiobacter

Pseudomonas
fluorescens

Fungos

Metarhizium
anisopliae

Metarhizium
flavoviridens

Beauveria bassiana

Praga

Lepidopteros

Culex, Aedes,
Anopheles
e simulideos

Aedes aegypti
e Culicideos

Uromyces
phaseoli

A
tumefasciens

Deois flavopicta
e Zulia enterrana

Mahanarva
fimbriolata
e M posticata

Panstrongylus
megistis
Sphenophorus
levis

Diploschema
rotundicolle e
Hypothenemus
hampei

Heterotermes
tenuis
Boophilus
microplus

Triatoma infestans

Cornitermes
cumulans e
C. bequerti

Rhammatocerus

schistocercoides

Metamasius
hemipterus

Tetranychus
urticae

Cultura

diversas

saude publica

salde publica

feijao

mal-do-trigo

pastagens

cana-de-agucar

vetor doenga
de Chagas
citros

café

cana-de-agUcar
pecuéria
ambientes
urbanos

cupim

varias
cana-de-agucar

varias

Situagéo*

Referéncia selecionada

Jungles, 1998;

Padilha, 1996

Vilarinhos et al., 1997

Regis, 1996

Bettiol, 1991

citado por Bettiol, 1991

Luz, 1993

Marques, 1992

Marques, 1992

Messias et al., 1998
Campanhola et al.,

1998

Neves, 1997;
Machado et a/., 1992

Neves, 1997

Bittencourt, 1996

Neves, 1997

Alves et al., 1992

Magalhaes, 1997

Neves, 1997

Neves, 1997
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Patégeno

Trichoderma vinde

Trichoderma
harzianum

Duddengtonia
flagrans

Alternaria cassiae
Cercospora sp.

Bipolaris euphorbiae

Gliocladium roseum

Acremonium
alternatum

e A. persiciunum
Monacrosporium
sp., M ellipsorum
e Verticillium
chlamydosporium
Sporothrix
insectorum

Neozygites spp.

Nomurea rileyi

Zoophthora radicans

Praga

Anthonomus
grandis e
Eutinobothrus
brasiliensis

Rhammatocerus
schistocerus
Sitophilus spp.

Rhizoperta
dominica,
Acromyrmex spp.

e Atta spp.

Oryzophagus
oryzae,
Lissorhoptrus
tibialis e
Helodytes
faveolatus
Tombamento

Phytopthora
cactorum

Crinipellis perniciosa
Sclerotinia spp.

S. obtusifolia

Cyperus
rotundus

Euphorbia
heterophyla

Botrytis cinerea

Catacauma
torrendiela
e C. palmicola

Meloidogyne
incognita
raca 3

Leptophensa
hevea

Mononychellus
tanajoaz

A. gemmatalis

Spodoptera
frugiperda

Empoasca sp.

Cultura

algodéo

varias
gréos
armazenados

varias

arroz

fumo
maca

cacau
diversas

nematoide
em gado

erva-daninha
erva-daninha

morango
e roseira

coco

seringueira

mandioca

soja

milho

feijéo e caupi

Situagao*

2

CONTROLE BIOLOGICO

Referéncia selecionada

Neves, 1997

Neves, 1997

Neves, 1997

Neves, 1997

Neves, 1997

Melo, 1991

Valdebenito-Sanhueza,
1991

Bastos, 1996

Cassiolato et al.,
1996

Padilha, 1998

Pitelli, 1996
Pitelli, 1996

Gazziero & Yorinori,
1993

Valdebenito-Sanhueza,
1991

Sudo, 1989

Dalla Pria & Ferraz,
1996

Junqueira et a/., 1987

Delalibera et al., 1992;
Moraes & Delalibera,
1992

Moscardi et al., 1981

Neves, 1997
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Patdégeno Praga Cultura Situagao* Referéncia selecionada
Hirsutella spp. Phyllocoptrura citros 2 Neves, 1997
oleivora

Colletotrichum Orthezia citros 3 Batista & Bezerra, 1966;
gloeosporioides praelonga Cesnik et al., 1996
C. cladosporioides pulgdes fumo 3 Neves, 1997

Virus
Baculovirus erhyne Erynes mandioca 2 Schiditt, 1988
Baculovirus Spodoptera milho 2 Valicente, 1997
spodoptera frugiperda
Baculovirus Anticarsia soja 1 Moscardi, 1986
anticarsia gemmatalis

*1 - uso extensivo
2 - em escala intermediaria de desenvolvimento
3 - em fase inicial de estudo

RISCOS ASSOCIADOS AO USO
DE AGENTES MICROBIANOS DE CONTROLE

A grande preocupacdo associada ao uso de AMCs, seja ele em
pequena ou grande escala, é o fato deles poderem persistir, multipli-
car, disseminar no ambiente e causar doencas e epizootias em organis-
mos benéficos ndo visados. Quatro efeitos adversos potenciais sdo
associados ao uso de AMCs sobre organismos benéficos: alergenicidade,
toxicidade, patogenicidade e deslocamento competitivo. Com excecao
da alergenicidade, todos 0s outros riscos sdo 0s mesmos atributos que
conferem a eficiéncia do agente microbiano no controle da praga-alvo
(Cook et al., 1996).

A probabilidade da ocorréncia de um efeito adverso por um AMC
pode ser em fungdo de sua origem geografica ou de uma caracteristica
geneticamente adicionada ou modificada, mas os riscos associados sdo
0s mesmos, seja 0 AMC nativo, exdético ou geneticamente modificado
(quer seja pelas tecnologias tradicionais ou pela técnica do DNA recom-
binante). Da mesma maneira, a probabilidade de ocorrer algum dano
pode variar com 0 método de aplicacdo (aspersdo, tratamento de solo,
sementes ou iscas) e pode aumentar com a escala de uso, mas o0s
riscos ainda sdo os mesmos (Cook et al., 1996).

Apesar das preocupacdes relacionadas aos danos potenciais dos

AMCs, a pratica tem provado poucos exemplos de efeitos adversos
sobre organismos benéficos. Populacdes de microrganismos aplicados
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no ambiente normalmente diminuem para uma densidade natural de
equilibrio, freqUentemente para niveis nao detectaveis (Podgwaite, 1981;
TeBeest, 1982; Cook et al., 199D-

Os casos mais bem documentados de efeitos a longo prazo no
ecossistema séo os efeitos indiretos de AMCs sobre predadores e para-
sitdides da praga-alvo (Goethel et al., 1990). Algumas preocupacdes
também tém surgido com o uso de B. thuringiensis para o controle de
lagartas desfolhadoras, devido ao fato desta bactéria ser ativa contra
larvas de outros lepidopteros que sdo fontes de alimento para passaros
(Miller, 1990). Entretanto, h& evidéncias de que o efeito é de curta
duracéo e que a populacéo do organismo ndo-alvo se estabiliza relati-
vamente rapido, apés a descontinuidade da aplicacdo (Peacock et al.,
1993; Wagner et al., 1996).

No Brasil, o estudo da avaliacdo de risco de AMCs é bastante re-
cente, alguns trabalhos foram e estdo sendo desenvolvidos em condi-
cOes de laboratorio (Nascimento et al., 1998; Watanabe et al., 1997,
Nardo etal., 1998). Estudos de impacto ambiental no campo sdo prati-
camente inexistentes.

De forma concisa séo apresentados no Quadro 3 alguns exemplos
de riscos potenciais de uso de AMCs; eles indicam que o potencial de
risco existe, porém em varios casos ndo ha relato de impacto detecta-
do e, em outros casos, este impacto é reversivel tdo logo se interrompa
a aplicacdo do AMC.

Os riscos potenciais associados ao uso de AMCs devem ser ade-
guadamente identificados e comparados com o impacto de outras op-
¢Oes de manejo de pragas, inclusive a de ndo se controlar a praga. Aos
orgdos de regulamentacdo cabe avaliar os AMCs e fazer o balanco
risco-beneficio quando do registro dos produtos para comercializagédo
(Nardo & Capalbo, 1998b).

REGULAMENTACOES SOBRE COMERCIALIZACAO

DE AGENTES MICROBIANOS DE CONTROLE DE PRAGAS
NO BRASIL E REGIAO DO CONE SUL

O Brasil dispde de regulamentacBes proprias relacionadas a
comercializacdo de AMCs e, no @mbito regional do Cone Sul, também
estdo sendo estabelecidas regulamentacgdes e diretrizes harmonizadas
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QUADRO 3. Exemplos de riscos potenciais associados ao uso de agentes microbianos no
controle de pragas (baseado em Congress, 1995).

Microrganismo Impactos potenciais
no ambiente na salde humana

Bactérias impactos adversos sobre lepidépteros minimo risco: alguns dados
néo visados e suas aves predadores sugerem possiveis infecgoes
declinio de curta duragdo de certos em individuos imunodeficientes

insetos nao visados

resisténcia da praga ao patégeno
detectada no campo

Fungos possiveis efeitos sobre organismos algumas alergias em seres
néo visados humanos e producéo de
algumas evidéncias de resisténcia metabdlitos toxicos

Virus minimos efeitos sobre organismos nenhum risco documentado
néo visados j& detectado em laboratério

possibilidade de resisténcia ao
patégeno no futuro se o uso se expandir

Protozoarios possiveis efeitos sobre espécies nenhum risco documentado
néo visadas

para a Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai, as quais deverdo
ser implementadas pelas Organiza¢cdes Nacionais de Protecdo Fitos-
sanitaria (ONPF) de cada pais a partir de 1998. Estas regulamentaces
sdo descritas a sequir.

Legislacdo Brasileira

De acordo com a Lei Federal 7.802, de 11 de junho de 1989, os
agrotoxicos, seus componentes e afins, dentre os quais 0s produtos
contendo agentes microbianos de controle, s poderdo ser produzidos
se previamente registrados de acordo com as diretrizes e exigéncias
dos orgaos federais registrantes.

No Brasil, séo trés as instituicdes envolvidas no registro de um
biopesticida. O Ministério da Agricultura e Abastecimento (MA) regis-
tra produtos para uso agricola ou em pastagens, avaliando a eficiéncia
do produto, e solicita para o Ministério da Saude (MS) e Instituto Bra-
sileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) a
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avaliacdo toxicoldgica e ambiental respectivamente. O IBAMA registra
produtos para protecdo de florestas, ambientes hidricos e outros ecos-
sistemas; neste caso, 0 0rgdo avalia a eficiéncia e impacto ambiental,
ao mesmo tempo que solicita para o0 MS uma avaliacéo toxicoldgica. O
MS registra produtos de uso domiciliar, publico ou privado, ou aqueles
utilizados em campanhas de saude publica e em tratamento de agua,
avaliando a eficiéncia e o risco a saude humana e solicita ao IBAMA
uma avaliacdo ambiental.

Dentre os 6rgdos registrantes, somente o IBAMA dispde de uma
regulamentacdo especifica para o registro de produtos contendo AMCs:
a Portaria 131, de 3 de novembro de 1997, que foi totalmente baseada
na proposta elaborada por Nardo et al. (1995) para os 6rgdos federais
registrantes e € valida somente para microrganismos naturais ndo ma-
nipulados geneticamente através de sua molécula DNA.

A legislacdo usada pelo MA e MS para o registro de produtos bio-
I6gicos é aquela estabelecida para a avaliacdo de produtos quimicos,
que nao leva em conta muitas das caracteristicas inerentes aos produ-
tos contendo microrganismos, embora ja exista uma nova regulamen-
tacdo regional sobre o assunto a ser implementada ainda em 1998
(COMITE, 1997).

Organismos Geneticamente Modificados (OGMs)

No caso dos OGMs, a Lei de Biosseguranga n° 8974, de 5 de janei-
ro de 1995, estabelece normas especiais de seguranca (Valle, 1996).
Todo OGM nativo ou exético requer uma avaliacdo inicial da Comis-
sdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIo), ligada ao Ministério
| de Ciéncia e Tecnologia (MCT), antes que o MA aprove o Permite de
introducdo ou uso. A instituicdo solicitante deve possuir um Comité
Interno de Biosseguranca (CIB) e também um Certificado de Qualida-
de em Biosseguranca (CQB) emitido pela CTNBio.

A avaliagdo de microrganismos geneticamente modificados é basea-
da em protocolos harmonizados no ambito mundial, tendo grande
influéncia daqueles utilizados pela Australia. Até o final de 1997, a
CTNBio aprovou a importacdo de 2 espécies de plantas transgénicas:
fumo resistente a fungos e milho resistente a insetos.

Maiores informacdes poderéo ser obtidas na homepage da CTNBiIo:
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Legislacdo Regional

Com o inicio das atividades do Mercado Comum do Cone Sul (Mer-
cosul) entre Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai, foi necessaria
uma padronizacdo de regulamentacdes fitossanitérias para a regido. Tal
harmonizacdo esta sendo buscada pelo Comité de Sanidade Vegetal do
Cone Sul (COSAVE), que é formado pelos responsaveis pelos Servigos
de Inspecéo e Vigilancia Fitossanitaria dos cinco paises, dando subsidio
técnico ao MERCOSUL. O COSAVE é constituido de Grupos Permanen-
tes de Trabalho (GTP), sendo que um deles é dedicado a assuntos de
controle biologico (GTP-CB). O objetivo principal deste grupo é a
harmonizacdo de regulamentacdes na area de controle bioldgico e a
otimizacdo da capacidade regional ja instalada (Dias et al., 1996).

Um dos “standards” elaborado pelo GTP-CB e aprovado pelo Comi-
té Diretivo do COSAVE ¢é sobre “Requisitos para el Registro de Agentes
de Control Biologico Microbiano, Productos Técnicos Microbianos y
Productos Microbianos Formulados” (COMITE, 1997). Esse “standard’
detalha os requisitos exigidos para o registro de um produto fitossanitario
contendo AMC na regido. Com a implementacdo dessa regulamentacdo
harmonizada, espera-se que os testes exigidos para o registro de um
AMC em um dado pais sejam 0s mesmos exigidos pelos outros paises da
regido, e que existam laboratérios credenciados no ambito regional,
aptos para avaliacdo dos AMCs. O objetivo é evitar a exigéncia de
duplicidade de testes e, conseqlentemente, reduzir custos e tempo.

Para maiores informagdes sobre as atividades do COSAVE-GTP-CB
consultar htpp://www.bdt.org.br/bdt/biocontrol.

Avaliacdo de AMCs para Fins de Registro Comercial

As exigéncias para registro de produtos fitossanitarios contendo
AMCs incluem informagGes detalhadas sobre a identificagdo do AMC e
de seu processo de producdo (Analise do Produto), além de testes de
seguranca em mamiferos e organismos benéficos ndo visados (Avalia-
¢cOes Toxicopatoldgicas e Ecotoxicoldgicas, respectivamente) (Nardo
etal., 1995;: Nardo & Capalbo, 1998a,b; COMITE, 1997).

A andlise do produto inclui informacdes e testes necessarios para
identificar o ingrediente ativo e qualquer substancia inerte que tenha
sido adicionada, como também o processo de producdo do agente
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microbiano. O objetivo desta exigéncia é permitir a identificacdo de
possiveis contaminantes quimicos ou biol6égicos que possam aparecer
no processo de fabricacdo do biopesticida.

A avaliacdo toxicopatolégica em mamiferos inclui testes para ava-
liar o potencial de infectividade, patogenicidade e toxicidade dos AMCs
a salde humana. Esses testes sdo realizados em trés fases hierarquicas
excludentes.

A avaliagéo ecotoxicologica inclui testes para avaliar o potencial
de infectividade, patogenicidade e toxicidade dos AMCs a organismos
benéficos ndo-alvo, presentes no ambiente terrestre e aquatico. Essa
avaliacdo também se realiza em diferentes fases hierarquicas excludentes,
utilizando organismos representantes do ambiente terrestre (aves, ar-
trépodes benéficos) e aquatico (peixes e invertebrados).

O objetivo de se trabalhar em fases hierarquicas é a reducdo de
testes, custos e tempo exigido para o registro dos produtos fitossanitarios.
Para maiores detalhes sobre os testes de avaliagdo, recomenda-se a
leitura dos trabalhos de Nardo etal., 1995, 1998; Capalbo et al., 1998,
Jonsson et al., 1998 e Castro et al., 1998.

PERSPECTIVAS DO USO DE AGENTES MICROBIANOS

Varios sdo os fatores que contribuem para o uso e comercializagdo
dos AMCs, e é preciso analisa-los para se poder obter uma perspectiva
realista de seu mercado futuro. Talvez a principal for¢ca propulsora do
controle microbiano seja a resisténcia das pragas aos pesticidas quimi-
cos. Quando resultados razoaveis de controle com os produtos quimi-
cos ndo podem mais ser obtidos, as alternativas bioldgicas tém se mos-
trado muito Uteis. O controle de pragas como Bemisia tabaci, Liriomyza
trifolli, L. buidobrensis e Frankliniella occidentalis sdo alguns exemplos
onde atualmente o controle bioldgico € praticamente o Unico viavel.

Também o desenvolvimento de novos pesticidas quimicos esta se
tornando mais caro, resultante de requisitos mais restritivos para regis-
tro, bem como da maior dificuldade em se detectar novas moléculas
guimicas; consequentemente poucos pesticidas novos estdo entrando
no mercado.

A preocupacdo ambiental tornou-se um assunto de decisdo politi-
ca, e 0s 6rgaos governamentais de fiscalizacdo estdo apoiando a racio-
nalizacdo de uso de quimicos, como é o caso do Programa “Protocolo
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Verde”, implantado pelo governo brasileiro, o que pode resultar em
uma demanda crescente pelos produtos bioldgicos. Aliada a essa de-
manda, uma mudanca de atitude do agricultor, e do préprio consumi-
dor, buscando processos e produtos menos agressivos ao homem e ao
ambiente, favorecera a implementacéo de préaticas do MIP (Ravensvberg,
1994). Outro fator favoravel € o nimero crescente de produtos conten-
do AMCs e de muitos outros em estagio promissor, como apresentado
neste capitulo.

Fatores limitantes ao crescimento do mercado se relacionam aos
aspectos técnicos e legislativos. Uma série de barreiras devem ser su-
peradas, visando a obtengéo de produtos mais competitivos no merca-
do. Para a maioria dos AMCs, a falta de formulacdes e tecnologias de
aplicacdo mais adequadas e o alto custo de producgdo do produto ain-
da sdo os grandes empecilhos para seu desenvolvimento. Uma estraté-
gia de marketing com a mesma agressividade daquela utilizada para
produtos quimicos, além de investimentos na &rea de educacdo sobre
o controle microbiano, podem favorecer o uso de AMCs.

No Quadro 4 sdo apresentados alguns fatores que podem afetar a
aceitacdo e o uso de AMCs no futuro.

Resumidamente, os fatores de mercado que favorecem os produ-
tos contendo AMCs incluem: preferéncia crescente do consumidor por
produtos sem agrotoxicos, aumento de mercado para os produtos de
cultivo orgéanico, desenvolvimento de um sistema agricola mais susten-
tavel usando programas MIP, estabilizacdo e harmonizacao de regula-
mentagdo governamental para registro de biopesticidas contendo mi-
crorganismos de ocorréncia natural ou engenheirados, presenca de
muitas companhias de grande porte no mercado de biopesticidas e
legislacdo adequada.

As industrias de pesticidas tém desenvolvido pesquisa, porém com
pouco marketing especialmente para AMCs, mas muitos outros fatores
influenciam a comercializacdo destes produtos, entre os quais inclu-
em-se programas de manejo e politicas publicas.

Com certeza, a ado¢do do controle microbiano sera maior onde o
uso de pesticidas quimicos for: ineficiente, por resisténcia da praga ou
tamanho reduzido do mercado para aquela cultura; inaceitavel, por
sensibilidade do ambiente ou onde o contato com o ser humano €
muito grande; inviavel economicamente, por custos muito elevados
dos pesticidas em relagdo ao valor econémico da cultura. Nesses ca-
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QUADRO 4. Fatores que afetam o uso de agentes microbianos de controle no futuro (adaptado

CONTROLE BIOLOGICO

de Harris, 1990; Ravensberg, 1994; Watson, 1983; Congress, 1995).

Acédo, evento ou tendéncia

Percepcéao publica

aumento da demanda por alimentos organicos

aumento da preocupagédo com doengas
€ microrganismos

falta de conhecimento profundo do MIP
e da biotecnologia

demanda por produtos sem danos
(plantas ornamentais, frutas e hortalicas)

maior divulgacéo pela midia dos danos
causados pelo uso de pesticidas quimicos

demanda publica por altos padrées
para alimentos e de seguranca ambiental

Setor privado

implementacéo de controle de qualidade
na produgdo de AMC

introducéo de novos pesticidas convencionais,

ambientalmente mais seguros

aumento da confianga do produtor
nos extensionistas e no MIP

indUstrias processadoras de alimentos mais
exigentes quanto a presenca de residuos
de pesticidas

aumento das taxas de juros pelo uso
de pesticidas quimicos

sucesso das plantas geneticamente
modificadas para resisténcia a insetos

Inovagdes tecnolégicas

menores custos de producéo e aplicagéo
de AMC

barateamento no processo de registro
de AMC

Efeito
previsto

positivo

negativo

negativo

negativo

positivo

positivo

positivo

negativo

positivo

positivo

positivo

negativo

positivo

positivo

Causa para o evento

cuidados com a saude
humana

cuidados com a saude
humana

fatores de mercado

cuidados com a saude
humana e o ambiente

transferéncia de
tecnologia mais eficiente
ou presséo dos 6rgdos
regulamentadores

treinamento de
extensionistas em
controle biolégico e MIP
mudancas na rotulagem
de alimentos

politica ministerial

pesquisa ou apoio
a inddstria nacional

politica publica
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Acéo, evento ou tendéncia Efeito Causa para o evento
previsto

maior eficiéncia dos AMC — novos isolados, positivo pesquisa e apoio

melhoria genética, melhor formulacéo, a pesquisa

maior espectro de acao etc.

aumento da oferta de organismos positivo
geneticamente modificados

Politicas publicas

melhoria no processo de registro para AMC positivo mudancgas internas

nos 6rgéos de registro
elevacao dos custos de registro de pesticidas positivo politica ministerial
convencionais por necessidade de revisdo e mudangas nos 6rgaos
dos procedimentos ja estabelecidos quanto de registros
a seguranca de uso
coordenacéo entre o setor publico, positivo politicas internas dos trés
a pesquisa e a industria setores

sos, especialmente, os AMCs tém vantagem comparativa pois apresen-
tam, em geral, historico de seguranca para o homem e o ambiente.

A disponibilizacdo dos AMCs é fator primordial — se um pesticida
nao esta disponivel no mercado, como utiliza-lo?

CONCLUSOES

Microrganismos como agentes de controle de pragas sdo ferramen-
tas valiosas para programas de MIP. Entretanto, para os AMCs de ocor-
réncia natural ou os OGMs alcangarem seu potencial total, uma série
de atividades adicionais sdo necessarias.

Existem vérias consideracdes de regulamentacdo que poderiam ace-
lerar a implementacdo dos AMCs. Certamente uma regulamentacéo cla-
ra e consistente atendendo as caracteristicas dos microrganismos é dese-
javel pela maioria das industrias que comercializam microrganismos.

Para 0 uso de microrganismos geneticamente modificados, além
de legislagbes, o entendimento e aceitacdo publica desses produtos
deve ser levado em consideracdo; institui¢cdes cientificas e pessoas que
representam as indastrias devem tornar-se habilitados para mostrar os
beneficios e seguranca das novas tecnologias.



256 CONTROLE BIOLOGICO

Embora algumas pesquisas bésicas sejam feitas nas industrias, a
maior parte da pesquisa basica é feita em universidades e institui¢fes
de pesquisa. Recursos adequados devem ser alocados para estas pes-
quisas basicas, em tOpicos como: mecanismos de acdo, fatores que
afetam crescimento celular 6timo, fatores ambientais e de viruléncia
gue afetam a eficiéncia, estratégias de monitoramento e manejo de
resisténcia (Starnes et al., 1993). Também pesquisa sobre avaliacdo de
impactos ambientais dos AMCs e metodologias adequadas para os tes-
tes de avaliacdo de risco devem ser fomentados, assim como estudos
do impacto sécio-econémico desta atividade.

O uso de AMCs exige atencdo ao comportamento da praga, biolo-
gia e otimizagdo do uso de microrganismos. Isto significa que os agri-
cultores devem ser educados para entender as diferencas entre produ-
tos quimicos e bioldgicos e que ha a necessidade de atencéo especial
na aplicagdo. Muitos agricultores desejam experimentar tecnologias
novas; se estas falharem na primeira vez, dificilmente tentardo nova-
mente. Da mesma maneira, as inddstrias que comercializardo os agen-
tes de controle microbiano devem apresentar uma figura realistica da
nova tecnologia e incrementar uma rede de técnicos treinados em
repassar essa tecnologia para os extensionistas, que sdo aquelas pes-
soas que estdo realmente junto dos agricultores. Uma estratégia de
marketing similar a dos produtos quimicos é altamente desejavel para
o incremento do uso de agentes microbianos.

A mudanca do manejo de controle de pragas visando reducédo do
uso de pesticidas quimicos depende do desenvolvimento de tecnologias
alternativas. A politica governamental através de seus diversos papéis
na pesquisa, desenvolvimento, implementacédo, regulamentagéo e es-
tabelecimento de padrdes de mercado para exportacdo e importacao
de insumos e produtos agricolas, exerce uma forte influéncia na ado-
cdo de tecnologias bioldgicas. O ajuste de politicas federais e progra-
mas de controle de pragas em varias areas facilitara e incentivara a
utilizacdo de tecnologias bioldgicas, entre elas os AMCs.
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ANEXO |

Agentes microbianos de controle de pragas registrados para uso
nos Estados Unidos até agosto de 1997 (EPA, 1997, comunicagdo pes-
soal).

Agente Microbiano de Controle Ano do N° de Praga ou doenca
registro produtos  controlada pelo AMC

Bactérias

Bacillus popilliae e 8. lentimorbus 1948 2 Larvas de besouro japonés

Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki 1961 127 Larvas de lepidopteros

Agrobacterium radiobacter K84 1979 2 Agrobacterium tumefaciens
(galha da coroa)

8. thuringiensis subsp. israelensis 1981 26 Larvas de dipteros

B. thuringiensis subsp. san diego 1988 1 Larvas de coledpteros

B. thuringiensis subsp. tenebrionis 1988 6 Larvas de coledpteros

Pseudomonas fluorescens strain 1988 2 Tombamento de plantulas

EG1053

P fluorescens A506 1992 2 Espécie de Pseudomonas ativa
para nucleacéo de gelo

P. fluorescens 1629RS 1992 2 Espécie de Pseudomona ativa
para nucleacéo de gelo

P. syringae 742RS 1992 2 Espécie de Pseudomona ativa
para nucleacéo de gelo

8. thuringiensis subsp. kurstaki 1989 4 Larva de lepidépteros

EG 2348

8. thuringiensis subsp. kurstaki 1989 1 Larva de lepidépteros

EG 2424

8. thuringiensis subsp. kurstaki 1990 3 Larva de lepid6pteros

EG 2371
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UTILIZAGAO DE AGENTES MICROBIANOS DE CONTROLE DE PRAGAS

Agente Microbiano de Controle

B. sphaericus

B.subtilis GBO3

B. thuringiensis subsp. aizawai GC-91
B. thuringiensis subsp. aizawai
Burkholderia cepacia type Wisconsin

Streptomyces griseoviridis K61

8. thuringiensis subsp. kurstaki
BMP123

B. subtilis MBI 600
P fluorescens NCIB 12089

B. thuringiensis subsp. kurstaki
EG7673 C

8. thuringiensis subsp. kurstaki
EG7673 L

P syringae ESC 10

P syringae ESC 11

8. thuringiensis subsp. kurstaki M-200

B. thuringiensis subsp. kurstaki EG7841
B. thuringiensis subsp. kurstaki EG7826
Burkholderia cepacia type Wisc., isol. J82
Bacillus cereus strain BPO1

Leveduras
Candida oleophila 1-182
Fungos

Phytophthora palmivora MVW

Colletotrichum gloeosporioides f.sp.
aeschynomene ATCC 20358

Trichoderma harzianum ATCC 20476

Trichoderma polysporum ATCC 20475
Gliocladium virens G-21

Trichoderma harzianum Rifai KRL-AG2
Lagenidium giganteum

Metarhizium anisopliae ESF1

Langerheim ATCC 40199
Ampelomyces quisqualis M10
Beauveria bassiana GHA

Beauveria bassiana ATCC 74040

Ano do
registro

1991
1992
1992
1992
1992

1993
1993

1994
1994

1995

1995

1995
1995
1996
1996
1996
1996
1997

1995

1981
1982

1989

1989
1990
1990
1991
1993

1993
1994
1995

1995

N° de
produtos

1

NN NN
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= W= NN
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Praga ou doenca
controlada pelo AMC

Larvas de dipteros
Tombamento de plantulas
Larva de lepid6pteros
Larva de lepid6pteros

Tombamento de plantulas,
nematoides

Tombamento de plantulas
Larva de lepidépteros

Tombamento de plantulas

Podridéo parda
de cogumelos comestiveis

Besouro-de-batata-do
Colorado

Larva de lepidépteros

Doencgas de pds-colheita
Doencas de pés-colheita
Larva de lepidépteros
Larva de lepidépteros
Larva de lepidépteros
Tombamento de plantulas

Regulador de crescimento
de planta

Doencgas de pés-colheita

Erva-daninha
Erva-daninha

Declinio de plantas arbéreas
(ferimentos)

Podriddo da madeira
Pythium, Rhizoctonia
Tombamento de plantulas
Larvas de mosquitos

Baratas e moscas Puccinia
canaliculate (Schweinitz)

Tiririca
Mildio pulverulento

Gafanhotos, grilos e mosca-
branca

Mosca branca, bicudo-
do-algodoeiro
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Agente Microbiano de Controle

Protozoarios
Nosema locustae
Virus

Heliothis Nucleopolyhedrosis virus (NPV)
Douglas fir tussock moth NPV

Gypsy moth NPV

Beet armyworm NPV

Autographa califomica NPV

Anagrapha falcifera NPV

Cydia pomonella Granulosis virus

Pesticidas Microbianos Nao-Viaveis

Delta-endotoxina de B. thuringiensis
subsp. kurstakiem P fluorescens
n&o viavel

Delta-endotoxina de B. thuringiensis
subsp. san diego em P. fluorescens
nao-viavel

Delta-endotoxina de Bt. CrylA(b)

& Cry I(c) em P fluorescens néo-viavel

Delta-endotoxina de Bt Cryl(c)
em P. fluorescens néo-viavel

Sélidos e sollveis inviaveis da
fermentag&o Myrothecium verrucaria

Plantas Pesticidas

Delta-endotoxina de Bt. CrylllA
e o material genético necessario
para sua producdo em batata

Delta-endotoxina de Bt. CrylA(b)
e 0 material genético necessario
para sua producdo em milho
Delta-endotoxina de Bt. CrylA(c)
e 0 material genético necessario
para sua producdo em algodao
Delta-endotoxina de Bt. CrylA(b)
e o material genético necessario
para sua producéo em milho
Delta-endotoxina de Bt. Cry IA(c)
e 0 material genético necessario
para sua producéo em milho

Ano do
registro

1980

1975
1976
1978
1993
1994
1995
1995

1991

1991

1995

1996

1996

1995

1995

1995

1996

1997

N° de
produtos

— =

_ N = =W

CONTROLE BIOLOGICO

Praga ou doenga
controlada pelo AMC

Gafanhotos

Bicudo-do-algodoeiro
Douglas fir tussock moth
Lagarta cigana

Lagarta soldada da beterraba
Autographa californica
Lepidopteros

Cydia pomonella

Larvas de lepidépteros

Larvas de cole6pteros

Larvas de lepidopteros

Larvas de lepidopteros

Nematoéides

Besouro-da-batata

do-Colorado

Larvas de lepidopteros

Larvas de lepidopteros

Larvas de lepidépteros

Larvas de lepidopteros
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