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RESUMO

O uso de inseticidas quimicos tornou importante nos programas de controle do Aedes aegypti.
Com o passar dos anos, os estudos epidemioldgicos demonstraram a ineficiéncia dos inseticidas
sintéticos devido a resisténcia adquirida com a utilizagdo nas atividades relacionadas ao
controle de vetores em doencas tropicais, especialmente dengue. Para uma melhor eficacia dos
programas de controle de vetores, ha necessidade da busca de novas alternativas. O interesse
em fungos entomopatogénicos para controle bioldgico encontra-se em amplo crescimento.
Entretanto, ainda sdo discretos os trabalhos no controle dos diferentes estagios de vida do A.
aegypti, e a transmissdo de micoses entre seus individuos e sua prole. Com o intuito de
contribuir com novos compostos e no controle integrado da dengue, Febre Chikungunya e Zika
virus. O presente projeto tem como objetivo avaliar a atividade entomopatogénica de fungos
isolados de solo da Amazonia em larvas, adultos de A. aegypti, e seus efeitos residual sobre o
ciclo de vida considerando o numero de ovos e larvas e adultos. A metodologia proposta para
esse trabalho visa a utilizacdo de conidios dos isolados fungicos previamente selecionados por
géneros que tenham relevancia no controle biolégico ou que demonstrem resultados positivos
quando utilizados em insetos sonda/triagem, Tenebrio molitor. Para a aplicacdo das
formulagGes foram utilizados conidios em suspensdes aquosas para tratamento em larvas, e para
adultos foi utilizado suspensfes aquosas impregnados em papel filtro colocados em Kit da
Organizacdo Mundial de Saude utilizado para avaliacdo de susceptibilidade de inseticida
quimico. Os bioensaios foram realizados em condicGes de laboratdrio, avaliando-se o grau de
infestacdo e o efeito entomopatogénico sobre as larvas e adultos de A. aegypti, O presente
trabalho propGe uma metodologia pratica para sexagem e separacdo de adultos por meio de
selecdo de pupas, evitando a morte prematura do inseto pelo uso de capturador de Castro no
momento de retirada de adultos da colonia. Os resultados obtidos evidenciaram o potencial de
quatro isolados fungicos, IPC 2.1 e IPS 3.1 isolados de solo da Amaz6nia, e outros dois isolados
de outros insetos e de amostras de solo, IBCB 66 e IBCB 425, amplamente utilizados para
controle de insetos na agricultura, e avaliados para combate de larvas e adultos do mosquito
vetor da dengue, Febre Chikungunya e Zika virus. Os resultados entre as duas metodologias
demonstraram a melhor aplicabilidade para os isolados fungicos e sua utilizagdo no controle do
A. aegypti, responsaveis por grande impacto social na saude publica da Amazonia devido a
transmisséo de diversas arboviroses.

Palavras-chave: Controle bioldgico, vetores, larvicida, adulticida, papel impregnado



ABSTRAT

The use of chemical insecticides becomes important in Aedes aegypti control programs. Over
the years, epidemiological studies have demonstrated the inefficiency of synthetic insecticides
due to the resistance acquired with the use in activities related to vector control in tropical
diseases, especially dengue. For a better effectiveness of vector control programs, the search
for new alternatives is necessary. The interest in entomopathogenic fungi for biological control
Is in great growth. However, the work on controlling the different stages of life of A. aegypti
and the transmission of mycoses between individuals and their offspring are still discrete. In
order to contribute with new compounds and integrated control of dengue, the present project
aims to evaluate the entomopathogenic activity of fungi isolated from Amazonian soil in larvae
and adults of A. aegypti, and their residual effects on the life cycle considering the number of
eggs and larvae and adults. The proposed methodology for this work is the use of conidia of
fungal isolates previously selected by genera that have relevance in biological control or that
demonstrate positive results when used in probe / sorting insects, Tenebrio molitor. For the
application of the formulations conidia were used in aqueous suspensions for treatment in
larvae, and for adults was used aqueous suspensions impregnated in filter paper placed in Kit
of the World Health Organization used to evaluate the susceptibility of chemical insecticide.
The present work proposes a practical methodology for sexing and separating adults through
the selection of pupae, in order to evaluate the degree of infestation and the entomopathogenic
effect on larvae and adults of A. aegypti. avoiding the premature death of the insect by the use
of Castro's catcher at the time of adult withdrawal from the colony. The results obtained
evidenced the potential of four fungal isolates IPC 2.1 and IPS 3.1 isolated from Amazonian
soil, and two other isolates from other insects and from soil samples IBCB 66 and IBCB 425,
widely used to control insects in agriculture, and evaluated for the control of larvae and adults
of the mosquito vector dengue. The results between the two methodologies showed the best
applicability for the fungal isolates and their use in the control of A. aegypti, responsible for a
great social impact on the public health of the Amazon due to the transmission of several
arboviruses.

Keywords: Biological control, vectors, larvicide, adulticide, impregnated paper
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1 INTRODUCAO

Apesar do desenvolvimento tecnoldgico e cientifico, as doencas transmitidas pelo Aedes
aegypti permanecem como um dos maiores problemas de saude publica a ser combatido
(MARCONDES; XIMENES, 2016). Este mosquito € o vetor priméario dos quatro sorotipos do
Virus da Dengue (DENV) e da Febre amarela urbana (FAU), e sua susceptibilidade a mudancas
genéticas entre linhagens virais permitiram melhor adaptacédo ao vetor e a transmissdo humana
(DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017). Entre as arboviroses transmitidas por este vetor, a
FAU representou, no passado um dos mais dramaticos problemas de satde publica registrados
no pais (COSTA et al., 2011), atualmente, estd circulante os quatro sorotipos do DENV
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), Febre Chikungunya (CHIKV) e Zika Virus (ZIKV)
(PUSTIGLIONE, 2016).

O A. aegypti é considerado um mosquito de grande preocupacao para as autoridades
sanitarias devido a sua competéncia vetorial para diversas arboviroses de repercussao mundial.
A incidéncia da Dengue cresceu dramaticamente em todo o mundo nas Gltimas décadas. O
namero real de casos de Dengue esta subnotificado e muitos casos sao mal classificados. Uma
estimativa recente indica 390 milhdes de infec¢des por Dengue por ano (95% intervalo credivel
284-528 milhdes), dos quais 96 milhdes (67-136 milhdes) manifestam clinicamente (com
qualquer gravidade da doenca). Em outro estudo, sobre prevaléncia de Dengue, estima que 3,9
bilhGes de pessoas em 128 paises estdo em risco de infeccdo por virus da Dengue (BHATT et
al., 2013; WHO, 2016).

O primeiro caso de Dengue, confirmado por exames laboratoriais, ocorrido no Brasil
foi registrado em 1981. Atualmente, o Brasil é o pais das Américas mais afetado em nimero de
casos de Dengue, sendo responsavel por, aproximadamente, 70% dos casos notificados. A
circulacdo concomitante dos quatro sorotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) na
maioria dos Estados tem aumentado o numero de casos graves e a taxa de hospitalizacdo
(BERTOLACCI-ROCHA et al., 2014; MACIEL; SIQUEIRA JUNIOR; MARTELLI, 2008;
SIQUEIRA et al., 2005).

Nos recentes anos, com o movimento das populagdes e a globalizagdo, algumas
infeccbes e doencas mudaram seu padrdo endémico para epidémico, € 0 caso do virus
Chikungunya. Segundo dados do Centro para o Controle e Prevengdo de Doengas (CDC), dos
Estados Unidos, até janeiro de 2015 tinham detectado mais de um milh&o de casos suspeitos e

cerca de trinta mil tinham sido confirmados atualmente em 42 paises do Caribe, América
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Central, América do Sul e América do Norte (ZULUAGA GOMEZ; VANEGAS ISAZA,
2016).

O virus Zika é um flavivirus relacionado ao virus da Febre Amarela e Dengue. Este virus
tem causado doenca febril, acompanhada por discreta ocorréncia de outros sintomas gerais. No
entanto, apesar da aparente benignidade da doenga, mais recentemente na Polinésia Francesa e
no Brasil, quadros mais severos, incluindo comprometimento do sistema nervoso central
(sindrome de Guillain-Barré, mielite e microcefalia), associados ao Zika tém sido comumente
registrados, o que mostra qudo pouco conhecida ainda é essa doenca (KOHL, 2016; ZANLUCA
et al., 2015).

Atualmente o eixo dos programas de controle da Dengue e outras arboviroses tem sido
0 combate aos mosquitos vetores mediante a vigilancia vetorial e a aplicacdo de inseticidas
quimicos, que vem apresentando baixa eficiéncia e alto custo. Essas atividades de controle
vetorial tém sido insuficientes para interromper o processo de transmissao dessas doengas
(BARRETO; TEIXEIRA, 2008; BRAGA et al., 2004; HORTA et al., 2011; TAUIL, 2002;
ZARA et al., 2016).

Os fungos filamentosos estdo entre os principais microrganismos utilizados como
ferramenta para controle bioldgico na agricultura e para obtencdo de diversos metabo6litos
devido a facilidade de cultivo e por serem bons produtores de enzimas extracelulares
(GUIMARAES et al., 2006). A maioria dos projetos de pesquisa com controle microbiano de
insetos € realizada com fungos entomopatogénicos, devido as caracteristicas de acdo desses
patdgenos, pois atuam por contato e ingestdo. Estdo presentes em grandes quantidades na
natureza, sendo o solo 0 seu maior reservatorio e apresentam grande variabilidade genética
(HAJEK; DELALIBERA, 2010; SCHOLTE et al., 2004).

O nivel de patogenicidade apresentada por alguns microrganismos, a capacidade de
multiplicacdo, dispersdo no ambiente, carater enzodtico e a ndo toxicidade entre plantas e
animais sdo atributos favoraveis para que este tipo de estratégia possa fazer parte de um
conjunto de medidas que, atuando em harmonia com o0 ambiente, sejam capazes de reduzir
populacdes de insetos indesejaveis para niveis que ndo provoquem prejuizos. O conhecimento
da biodiversidade e da bioprospec¢do microbiana para atividades em controle microbiano de
vetores tornam-se um dos principais recursos da biotecnologia.

Desta forma, a Tese esta estruturada em trés capitulos, o primeiro apresentando uma
revisdo bibliogréfica sobre o A. aegypti, o segundo sobre isolamento e conservacdo de fungos
do solo, e o terceiro sobre atividades larvicidade e adulticida em A. aegypti utilizando fungos

entomopatogénicos isolados de solo da Amazonia.



18

2 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BARRETO, M. L.; TEIXEIRA, M. G. Dengue no Brasil: situacdo epidemioldgica e
contribuigdes para uma agenda de pesquisa. Estudos Avangados, v. 22, n. 64, p. 53-72, 2008.

BERTOLACCI-ROCHA, L. G. et al. Introduction of the dengue virus type 4 in the state of
Mato Grosso do Sul , Brazil. Cad Saude Publica, v. 30, n. 8, p. 1789-1792, 2014.

BHATT, S. et al. The global distribution and burden of Dengue. Nature, v. 496, n. 7446, p.
504-507, 2013.

BRAGA, I. A. et al. Aedes aegypti resistance to temephos during 2001 in several municipalities
in the states of Rio de Janeiro, Sergipe, and Alagoas, Brazil. Memorias do Instituto Oswaldo
Cruz, v. 99, n. 2, p. 199-203, 2004.

COSTA, Z. G. A. et al. Evolucdo historica da vigilancia epidemiol6gica e do controle da febre
amarela no Brasil. Revista Pan-Amazoénica de Saude, v. 2, n. 1, p. 11-26, 2011.

DONALISIO, M. R.; FREITAS, A. R. R.; ZUBEN, A. P. B. VON. Arboviruses emerging in
Brazil: challenges for clinic and implications for public health. Revista de Salde Publica, v.
51, n. 30, p. 10-15, 2017.

GUIMARAES, L. H. S. et al. Screening of filamentous fungi for production of enzymes of
biotechnological interest. Brazilian Journal of Microbiology, v. 37, n. 4, p. 474-480, 2006.

HAJEK, A. E.; DELALIBERA, 1. Fungal pathogens as classical biological control agents
against arthropods. BioControl, v. 55, n. 1, p. 147-158, 2010.

HORTA, M. et al. Resistance of Aedes aegypti (L.)(Diptera: Culicidae) to temephos in Brazil:
A revision and new data for Minas Gerais state. BioAssay, v. 6, n. 7, p. 1-6, 2011.

KOHL, A. A previously slow pandemic spreads rapidly through the Americas Zika virus: a
previously slow pandemic spreads rapidly through the Americas. Journal of General
Virology, 2016.

MACIEL, I. J.; SIQUEIRA JUNIOR, J. B.; MARTELLI, C. M. T. Epidemiologia e desafios
no controle da Dengue. Revista de patologia tropical, v. 37, n. 2, p. 111-130, 2008.

MARCONDES, C. B.; XIMENES, M. DE F. F. DE M. Zika virus in Brazil and the danger of
infestation by Aedes (Stegomyia) mosquitoes. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, v. 49, n. July 2015, p. 4-10, 2016.

PUSTIGLIONE, M. Occupational medicine and emerging, reemerging and neglected diseases:
the conduct in the case of Dengue, Chikungunya and Zika virus/ Medicina do trabalho e
doencas emergentes, reemergentes e negligenciadas: a conduta no caso das febres da Dengue,
do Chik. Revista Brasileira de Medicina do Trabalho VO -14,v.14,n. 1, p. 1, 2016.

SCHOLTE, E.-J. et al. Entomopathogenic fungi for mosquito control: a review. Journal of
insect science (Online), v. 4, p. 19, 2004.



19

SIQUEIRA, J. B. et al. Dengue and dengue hemorrhagic fever, Brazil, 1981-2002. Emerging
infectious diseases, v. 11, n. 1, p. 48-53, 2005.

TAUIL, P. L. Critical aspects of dengue control in Brazil. Caderno de Saude Publica, v. 18,
n. 3, p. 867-871, 2002.

WHO. Media centre: Dengue and severe Dengue fact sheet. World Health Organization, p.
1-7, 2016.

ZANLUCA, C. et al. First report of autochthonous transmission of Zika virus in Brazil.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 110, n. 4, p. 569-572, 2015.

ZARA, A. L. DE SE. A. et al. Estratégias de controle do Aedes aegypti: uma revisdo.
Epidemiologia e Servicos de Saude, v. 25, n. 2, p. 1-2, 2016.

ZULUAGA GOMEZ, M.; VANEGAS ISAZA, D. El virus Chikungunya en Colombia:
aspectos clinicos y epidemioldgicos y revision de la literatura. latreia, v. 29, n. 1, p. 65-74,
2016.



20

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Isolar fungos de solos da Amazénia Central, e selecionar espécies entomopatogénicas
para avaliacdo em controle bioldgico de A. aegypti.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar e selecionar, em laboratério, fungos com potencial entomopatogénico pelo
método “Insect bait” em Tenebrio molitor;

Avaliar a mortalidade em larvas de A. aegypti e A. aegypti Rockefeller com isolados
fangicos do solo da Amazdnia com atividade entomopatogénica;

Avaliar a mortalidade em adultos de A. aegypti com isolados flngicos do solo com
atividade entomopatogénica;

Avaliar a influéncia da infeccdo fungica em adultos de A. aegypti considerando: estagio

de desenvolvimento de imaturos durante ciclo bioldgico ao nimero de ovos, larvas e adultos.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO

O A. aegypti é considerado um mosquito tropical e subtropical com distribuigdo entre
os paralelos de 35° de latitude Norte e 35° de latitude Sul, que correspondem a isoterma de
inverno de 10 °C (FORATTINI, 2002). Nas Ameéricas, € conhecido por seu alto grau de
antropofilia, estando comumente associado a presenca humana. Suas fémeas, além de
provocarem grande desconforto ao hospedeiro devido a picada, podem transmitir varios
patdégenos ao homem e a outros animais, principalmente viroses como a FAU, Dengue, entre
outras doengas (CHAVASSE; YAP, 1997; KRAEMER et al., 2015; PUSTIGLIONE, 2016). A
presenca de suas fémeas nas habitagdes humanas, ou préximas a elas, ocorre com o objetivo de
encontrar abrigo e repasto sanguineo (CHAVASSE; YAP, 1997; EIRAS, 2005; FORATTINI,
2002; MARCONDES, 2011).

O presente capitulo abordou aspectos gerais sobre A. aegypti, seu ciclo de vida,

importancia vetorial e mecanismos de controle bioldgico de vetores

1.1 Aspectos gerais sobre o Aedes aegypti

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762), é um artropode pertencente a ordem
Diptera, familia Culicidae. Como todos os dipteros, apresenta um par de asas funcionais e um
par de asas reduzido, chamadas balancins, importantes no equilibrio do inseto durante o voo.
Tem o corpo delgado e pernas longas. As antenas tém 15 articulos cada, divididos em um
escapo, um pedicelo e o flagelo segmentado. O flagelo nos machos apresenta-se plumoso e nas
fémeas, pilosas (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998; EIRAS, 2005).

A cabeca de A. aegypti (Figura I-1), além das antenas, apresenta outras estruturas
importantes como os olhos compostos, a proboscida ou aparelho bucal e um par de palpos
maxilares. Os olhos séo grandes e ocupam grande parte da por¢do antero-lateral da cabeca e
sdo constituidos de pequenos omatideos (unidades Opticas responsaveis pela captagdo de luz).
A proboscida e constituida por estruturas diversas (maxilas, mandibulas, labro, hipofaringe)
recobertas pelo labio que permite a formag&o de um canal pungitivo sugador (Figura 1-2). Os
palpos maxilares sdo estruturas penta-articuladas que se situam lateralmente ao aparelho bucal
dos mosquitos, sendo que nas fémeas sdo mais curtos do que a probdscida e nos machos sao
mais longos (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998).
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Figura I- 1. Cabeca de culicideo em vista superior: A: fémea de Culicinae, com destaque a antena pilosa e o palpo

menor que a proboscida; B: Culicinae, macho, destacando a antena plumosa e o palpo maior do que o aparelho
bucal. a: Antena; Pa: Palpo maxila; pf Probdscida

Fonte: Eiras, 2005

Figura I- 2. Esquema da proboscida de um Culicideo (A, B e C). Ib: Labro; md: Mandibulas; hf: Hipofaringe; mx:

Maxilas; I: Labio; f: Palpo; ca: Canal alimentar. D: Arranjo do aparelho bucal durante a hematofagia, com destaque
ao processo de retracdo do labio (I) e a penetragdo das demais estruturas (a) no capilar (b)

c0op0 0©QDOO

b
D
Fonte: Eiras, 2005
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O térax é dividido em protorax, mesotdrax e metatorax, sendo grande parte tomada pelo
mesotorax, onde estdo inseridas as asas funcionais. Os balancins encontram-se inseridos no
metatdrax. O escudo é caracteristico, apresenta um conjunto de escamas prateadas em forma
semelhante a uma lira, e juntamente com o escutelo compreendem o mesonoto. Os machos tém
a estrutura corporal menor quando comparados as fémeas, o abdome é composto por oito
segmentos evidentes e dois segmentos modificados em a&nus e genitalia (Figura 1-3)
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1998).

Figura I- 3. A: Culicideo em vista lateral com destaque ao escudo (Es) e ao escutelo (E); B: Mesonoto com
evidéncia do escudo e escutelo; C: AAedes aegypti, com destaque para a disposi¢do das escamas prateadas, em
forma de lira, sobre o escudo; D: Diferenca morfolégica entre os sexos do mosquito Aedes aegypti

W\
%

4 3% /e

s .. X
/ N

Fonte: A e B: (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998); C e D: (PINHEIRO, 2017) - Adaptado

1.2 Ciclo de vida do Aedes aegypti

O mosquito A. aegypti tem desenvolvimento holometabdlico, apresentando as fases de
ovo, larva, pupa e adultos. Os ovos sdo eliptiformes e recobertos por uma camada impermeavel
chamada cério. Séo postos de forma isolada em superficies proximas a localidades com agua
represada. Mesmo necessitando de dgua para a eclosao, parte dos ovos de A. aegypti permanece
viavel por mais de 450 dias em ambiente ressecado (DA SILVA; DA SILVA, 1999; LUZ et
al., 2008).

Esse fato contribui com o sucesso adaptativo do vetor, pois aléem de permitir superagédo

de condigbes climéticas adversas ainda auxilia na dispersdo passiva desses ovos para outras
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regides através do transporte de criadouros contaminados (DA SILVA; DA SILVA, 1999).
Apos a eclosdo, as larvas passam por quatro estadios e um periodo pupal, todos eles aquéticos,
para enfim chegarem a fase de adulto (Figura 1-4). A proporcao de sexo dos adultos emergidos
é de cerca de um macho para cada fémea. A longevidade desses mosquitos foi considerada
maior para as fémeas quando comparado aos machos, podendo chegar, em condicGes de
laboratério, a até 50 dias para as fémeas (BESERRA; FERNANDES; RIBEIRO, 2009; DA
SILVA; DA SILVA, 1999). Estudos realizados em Singapura evidenciaram a capacidade de
dispersdo ativa desse mosquito, chegando até cerca de 320 metros (LIEW; CURTIS, 2004),
entretanto, no Rio de Janeiro, essa capacidade ultrapassou 800 metros (HONORIO et al., 2003).

O periodo que compreende a eclosdo dos ovos, o desenvolvimento larvario e fase de
pupa pode ndo exceder sete dias, também em funcdo de condicbes ideais. As pupas ndo se
alimentam, porém respiram. E nessa fase que ocorre a metamorfose do estagio larval para o
adulto. As mesmas se mantém na superficie da dgua flutuando, o que facilita a emergéncia do
inseto adulto. O estagio de pupa dura aproximadamente de dois a trés dias (DEGALLIER; SA
FILHO, 2000; FORATTINI, 2002).

Os adultos, 24 horas apds emergirem, estdo aptos para o acasalamento; uma Unica
copula € suficiente para fecundar todos 0s ovos que a fémea venha a produzir durante a vida.
Cada fémea representa de dois a trés ciclos gonotroficos durante a vida e pode p6r de 100 a 200
ovos por vez (DEGALLIER; SA FILHO, 2000; MARCONDES, 2011).

Figura I- 4. Esquema das fases evolutivas do mosauito Aedes aeavnti
[ 1 2 4 N
8 .'_ 3
MILIMET 05 ] }

FRIMEIRD ESTALIO
D& LARVA

GUARTO ESTADID
DA LARVA

Fonte: (LELES, 2009) — Adaptado
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Durante o desenvolvimento do A. aegypti, 0 inseto passa por quatro estagios: ovo, larva
(com quatro insta), pupa e adulto (LOZOVEI, 2011). As formas imaturas se desenvolvem em
agua doce, parada e com pouca matéria organica. Os adultos apresentam héabitos diurnos e
atividades como acasalamento e alimentacdo ocorrem durante o dia. Machos e fémeas
alimentam-se de seiva, entretanto, a fémea necessita de repastos sanguineos para a maturagdo
de ovos, sendo apenas as fémeas hemat6fagas. O inicio da manha e o fim da tarde sdo os
horarios mais comuns para realizacdo da hematofagia (FORATTINI, 2002).

Os criadouros de A. aegypti estdo fortemente relacionados a ambientes urbanos.
Destacam-se nesses ambientes, materiais reciclaveis capazes de armazenar 4gua de chuvas
como: latas, vasos de plantas, pneus, garrafas, entre outros, bem como em solo ou vegetagcGes
préximos a superficie de agua (KAY et al., 2000; LELES; ALESSANDRO; LUZ, 2012;
REITER, 2007). Outros criadouros encontram-se ainda em locais de estoque de agua, por
exemplo, as caixas d’agua e cisternas. Estes criadouros, sdo capazes de manter a populacéo dos
mosquitos nas cidades mesmo em periodos de menor umidade.

O tempo médio de incubacdo dos ovos (periodo compreendido entre a postura e a
eclosdo das larvas) de A. aegypti apresenta grande variacdo. Cepas goianas do mosquito, criadas
em laboratorio, tiveram esse periodo variando entre 1 e 85 dias (DA SILVA; DA SILVA, 1999).
As larvas eclodem em blocos, contribuindo para a manutencdo da populagcdo, mesmo que em
diferente densidade populacional, durante todo o ano (RIOS-VELASQUEZ et al., 2007).

1.3 Importancia vetorial

Além dos incobmodos gerados pela picada, o A. aegypti é o principal vetor da febre
amarela em seu ciclo urbano, dos quatro sorotipos distintos dos virus Dengue, Febre
Chikungunya e Zika virus. A transmissdo de ambas as doencas para 0s humanos se da a partir
da picada do mosquito fémea infectado. O vetor pode se infectar via repasto em um individuo
previamente infectado (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998; DONALISIO; FREITAS, 2015;
ZANLUCA et al., 2015).

1.3.1 Virus da Dengue (DENV)

A Dengue € caracterizada como uma das principais arboviroses de repercussdo mundial.
Casos da doenca ja foram notificados em mais de 140 paises. Os surtos exercem uma enorme

carga sobre populacdes, sistemas de salide na maioria dos paises tropicais do mundo. O
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surgimento e propagacéo de todos os quatro sorotipos do virus da Dengue da Asia para as
Américas, Africa e as regides do Mediterraneo Oriental representam uma ameaca pandémica.
Embora o fardo global da doenca ainda € incerto, os padrdes sdo alarmantes tanto a salde
humana como para a economia. Durante as Gltimas cinco décadas, a incidéncia de Dengue
aumentou 30 vezes (figura I-5). Cerca de 50 100 milhGes de novas infecgdes séo estimadas para
ocorrer anualmente em mais de 100 paises endémicos (WHO, 2012).

A disseminacdo da DENV nas Américas de 1995 a 2010 resultou em maior incidéncia
de infeccdo no Brasil, comparou ao encontrado no Equador, Paraguai, Peru, Costa Rica,
Bolivia, Argentina, México e Nicaragua. Um total de 2.756.622 casos da DENV foram
relatados no Brasil entre 2002 e 2007, sendo 98,5% do total em Cone Sul. Os dados disponiveis
demonstram a disseminacao de A. aegypti, a circulacdo de quatro sorotipos DENV e dificuldade
em erradicar ou controlar o mosquito (MARCONDES; XIMENES, 2016).

Figura I- 5. Distribuicdo do risco global de Dengue (determinagdo do estado do risco com base em relatérios
combinados da WHO, dos Centros de Controle e Prevencdo de Doencgas dos Estados Unidos, Gideon online,
ProMED, DengueMap, Eurosurveillance
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Fonte: WHO, 2012

O primeiro caso de Dengue confirmado por exames laboratoriais ocorrido no Brasil foi
no ano de 1981, no Estado de Roraima. A partir desse momento até o ano de 1993 a doenca
seguiu em ondas epidémicas em areas isoladas do pais. De 1994 em diante o Dengue virus

passou a gerar epidemias e endemias em praticamente todo o Brasil (SIQUEIRA et al., 2005).
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Em 2016, da Semana Epidemioldgica (SE) 1 a SE 52, foram registrados 1.483.623 casos
provaveis de Dengue, e em 2015, 1.688.688 (Figura 1-6). Em 2017, (1/1/2017 a 30/12/2017),
foram registrados 252.064 casos provaveis de Dengue no pais, com uma incidéncia de 122,3
casos/100 mil hab., e outros 247.206 casos suspeitos foram descartados. Em 2017, até a SE 52,
a regido Nordeste apresentou o maior nimero de casos provaveis (86.386 casos; 34,3%) em
relacdo ao total do pais. Em seguida aparecem as regides Centro-Oeste (78.729 casos; 31,2%),
Sudeste (59.601 casos; 23,6%), Norte (22.660 casos; 9,0%) e Sul (4.678 casos; 1,9%)
(BRASIL, 2018).

A anélise da taxa de incidéncia de casos provaveis de Dengue (nimero de casos/100 mil
hab.), em 2017, segundo regiBes geograficas, evidencia que as regides Centro-Oeste e Nordeste
apresentam as maiores taxas de incidéncia: 502,7 casos/100 mil hab. e 151,8 casos/100 mil
hab., respectivamente. Entre as Unidades da Federacdo destacam-se GO (947,3 casos/100 mil
hab.), CE (453,0 casos/100 mil hab.) e TO (331,2 casos/100 mil hab.). Em 2017, até a SE 52,
foram confirmados 271 casos de Dengue grave e 2.590 casos de Dengue com sinais de alarme.
No mesmo periodo de 2016, foram confirmados 919 casos de Dengue grave e 9.153 casos de
Dengue com sinais de alarme (BRASIL, 2018).

Figura I- 6. Casos provaveis de Dengue, por semana epidemioldgica de inicio de sintomas, Brasil, 2015, 2016
e 2017
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1.3.2 Febre Chikungunya (CHIKV)

Recentemente, CHIKYV foi relatado nos Estados Unidos (Florida), EI Salvador, Costa
Rica, Panama, llhas do Caribe, Venezuela e as Guianas, e causou um grande numero de
infecgBes no Brasil nos Estados brasileiros do Amapa, Bahia e Minas Gerais em 2014. Testes
de 22 populagdes de A. aegypti e 13 de A. albopictus do Brasil e outros nove paises mostraram
alta susceptibilidade e capacidade de transmissdo do CHIKYV. Contudo, 96,7% de uma
subpopulacédo de A. albopictus do Rio de Janeiro foram capazes de transmitir CHIKV. Grandes
competi¢cdes internacionais, Copa do mundo em 2014 e os Jogos Olimpicos em 2016
promoveram a introdu¢do de novos virus no Brasil. A ocorréncia de CHIKV indicou a
possibilidade de introduzir patdgenos de regiGes com climas diferentes, desde que vetores
adequados estejam disponiveis (MARCONDES; XIMENES, 2016).

A CHIKV se caracteriza por quadros de febre associados a dor articular intensa e
debilitante, cefaleia e mialgia. Embora possua sintomas semelhantes aos da Dengue, chama a
atencdo a poliartrite/artralgia simétrica (principalmente punhos, tornozelos e cotovelos), que,
em geral, melhora ap6s dez dias, mas que pode durar meses apos o quadro febril. Embora
quadros severos ndo sejam comuns e nao ocorram choque ou hemorragias como na Dengue,
manifestagcdes neuroldgicas (encefalite, meningoencefalite, mielite, sindrome Guillain Barré),
cuténeas bolhosas e miocardite podem trazer gravidade aos casos; principalmente, em bebés e
idosos (DONALISIO; FREITAS, 2015).

Métodos moleculares utilizados na Coréia permitiram o diagnostico de infec¢do por
CHIKYV em pacientes originalmente suspeitos como sendo infectado pela DENV. Assim, essas
doencas precisardo ser adequadamente diagnosticadas no Brasil, onde ambos os casos venha a
ser relatados (MARCONDES; XIMENES, 2016).

Em 2016, da SE 1 a SE 52, sendo registrados no pais 277.882 casos provaveis de febre
de Chikungunya (Figura I-7). Foram confirmados 216 6bitos por febre de Chikungunya, nas
seguintes UFs: PE (55), CE (40), RN (39), PB (36), RJ (16), MA (11), AL (10), BA (3), SE (2),
AP, PI GO e DF com (1). Em 2017, foram registrados 185.737 casos provaveis de febre de
Chikungunya no pais, com uma taxa de incidéncia de 90,1 casos/100 mil hab.; destes, 151.966
(81,8%) foram confirmados. A analise da taxa de incidéncia de casos provaveis, por regioes
geograficas, mostra a regido Nordeste com a maior taxa de incidéncia — 249,7 casos/100 mil
hab. —, seguida da regido Norte, com 93,6 casos/100 mil hab. Entre as UFs, destacam-se CE
(1.271,0 casos/100 mil hab.), RR (795,0 casos/100 mil hab.) e TO (207,1 casos/100 mil hab.).

Foram confirmados laboratorialmente 173 dbitos por febre de Chikungunya, nas seguintes UFs:
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CE (137), MG (12), PA, TO (4), RJ, SP, ES, BA, PB, RN, PI (2), PE, AP, GO e MT (1)
(BRASIL, 2018).

Figura I- 7. Casos provaveis de Chikungunya, por semana epidemioldgica de inicio de sintomas, Brasil, 2015, 2016
e 2017
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1.3.3 Zika Virus (ZIKV)

O ZIKV provavelmente foi introduzido no Brasil durante a Copa do Mundo de 2014,
guando muitos turistas visitaram as capitais do Brasil, possivelmente contribuindo para a
infeccdo de mosquitos Aedes (Stegomyia). Viagens domésticas e comerciais ligam centros
urbanos, contribuindo para 0 movimento rapido de varios mosquitos vetores e humanos
infectados. Comumente, os seres humanos facilitaram o estabelecimento generalizado dos
vetores. A partir de 2011 até 2014, infec¢Bes concomitantes com DENV, CHIKV e ZIKV (cepa
asiatica) foram observados na regido do Pacifico, como poderia ser esperado, j& que esses Vvirus
usam 0s mesmos vetores (MARCONDES; XIMENES, 2016).

A apresentacdo clinica da infeccéo por ZIKV € inespecifica e por essa razdo, pode ser
confundida com outras doencas febris, principalmente DENV e CHIKV. Esse aspecto dos
achados clinicos associado ao fato de 80% dos pacientes apresentarem um quadro assintomatico

ou leve, somado a indisponibilidade de testes diagnosticos especificos nas unidades
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hospitalares, esta contribui para a subnotificacdo dos casos e desconhecimento da real
incidéncia do ZIKV. O Ministério da Saude do Brasil chama a atencdo para casos de febre
acompanhada de exantema pruriginoso como indicativos de suspeita desta infeccdo (LUZ;
IGOR; VIEIRA, 2015).

Foi confirmada transmissdo autdctone de ZIKV no pais a partir de abril de 2015. Até a
SE 52 deste ano, 19 Unidades da Federacdo confirmaram laboratorialmente autoctonia da
doenca (BRASIL, 2016). Em 2016, da SE 1 a SE 52, foram registrados 265.207 casos provaveis
de febre pelo ZIKV no pais (Figura 1-8). Foram confirmados laboratorialmente oito 6bitos por
ZIKV —RJ (4), ES (2), MA e PB (1) (BRASIL, 2017, 2018).

Figura I- 8. Casos provaveis de Zika virus, por semana epidemioldgica de inicio de sintomas, Brasil, 2016 e 2017
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Em 2017, foram registrados 17.452 casos provaveis de febre pelo ZIKV no pais, com
taxa de incidéncia de 8,8 casos/100 mil hab.; destes, 8.839 (50,6%) foram confirmados. A
analise da taxa de incidéncia de casos provaveis de Zika, segundo regides geogréficas,
demonstra que as regides Centro-Oeste e Norte apresentaram as maiores taxas de incidéncia:
39,3 casos/100 mil hab. e 12,4 casos/100 mil hab., respectivamente. Entre as UFs, destacam-se
MT (65,0 casos/100 mil hab.), GO (57,8 casos/100 mil hab.), TO (44,9 casos/100 mil hab.) e
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RR (39,5 casos/100 mil hab.). Até a SE 52, foram confirmados laboratorialmente dois 6bitos
por ZIKV, nos Estados de S&o Paulo e Rondonia (BRASIL, 2018).

Em relacdo as gestantes, foram registrados 2.160 casos provaveis, sendo 949
confirmados por critério clinico-epidemioldgico ou laboratorial. Ressalta-se que o0s 6bitos em
recém-nascidos, natimortos, abortamento ou feto, resultantes de microcefalia possivelmente
associada ao ZIKV, foram acompanhados pelo Boletim Epidemiol6gico sobre o
Monitoramento dos Casos de Microcefalia no Brasil. Em 2017, até a SE 52, ndo foi confirmado
laboratorialmente nenhum 6bito por Zika virus (BRASIL, 2018).

1.4 Mecanismos de controle do Aedes aegypti

O controle do A. aegypti tem constituido um importante desafio, especialmente nos
paises em desenvolvimento. Mesmo considerando-se situacdes em que 0s recursos destinados
ao controle do vetor sejam apropriados para a implementagdo de programas, muitas vezes ndo
se tem alcancado sucesso. A Unica forma de controle das arboviroses transmitidas pelo A.
aegypt, € o combate sobre o vetor, reduzindo suas populacfes a niveis que nao representem
risco para a satde publica (LAURA DE SENE AMANCIO ZARA et al., 2016), e tem como
principais objetivos: (a) Manejar os problemas existentes como surtos, epidemias, alta
mortalidade e alta morbidade; (b) Prevenir epidemias ou a reintroducdo das doencas; e (c)
Reduzir os fatores de risco ambiental da transmissao. Para que esses objetivos sejam atingidos
é necessario ter informacgdes sobre o hospedeiro humano, a doenca, o vetor e 0 ambiente e
dispor dos recursos necessarios para a aplicacdo oportuna (BRAGA et al., 2004; FUNASA,
2001a).

1.4.1 Campanhas educativas

As campanhas e agdes educativas tem como objetivo a conscientizacdo dos agentes de
campo e da populacdo sobre medidas de prevencao da Dengue através do controle do vetor. A
participacdo da populagéo é essencial para o controle do mosquito uma vez que dela depende a
diminuicdo do nimero de criadouros artificiais (FUNASA, 2001a, 2001b). A conscientizacao
da populacdo pode ser feita por meios de comunicacdo, das escolas, de associacOes
comunitarias, cursos, propaganda em radio e televisio (DONALISIO; GLASSER, 2002).
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1.4.2 Controle mecéanico

Consiste na adocao de praticas capazes de eliminar o vetor e os criadouros ou reduzir o
contato do mosquito com o homem. Essas praticas visam o controle de vetores a partir de acdes
voltadas para o saneamento béasico (qualquer modificacdo do meio que reduza as populacGes
de vetores) e educacdo ambiental para remogao ou destrui¢do dos insetos, por meio da reducgéo
do namero de criadouros artificiais no ambiente (pneus, vasos de plantas, coleta adequada de
lixo) (LAURA DE SENE AMANCIO ZARA et al., 2016).

Segundo a OMS, o saneamento pode ser feito com trés objetivos: (1) Modificagdo do
meio como, por exemplo, adequacdo dos servicos de agua potavel; (2) Manipulacdo do meio
com tratamento de dejetos solidos; (3) Saneamento basico: coleta de lixo, tratamento de esgoto
e agua encanada; e (4) Medidas para reduzir o contato humano com o vetor, como a instalacéo

de telas em janelas, mosquiteiros e uso de repelentes (OPAS, 2011; WHO, 2013).

1.4.3 Controle quimico

O controle quimico, com inseticidas de origem organica ou inorganica, € uma das
metodologias mais adotadas como parte do manejo sustentavel e integrado para o controle de
vetores em Salde Publica (BRAGA; VALLE, 2007). Esse tipo de controle é realizado para o
A. aegypti desde o inicio do século passado, com a primeira campanha contra a febre amarela
realizada em Cuba e no Panama quando as residéncias foram tratadas com petréleo e piretrina.
Na decada de 1940 o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) se destacou como o principal agente
quimico utilizado nos programas de erradicacdo do mosquito realizados no continente
americano (PONTES et al., 2015).

A partir do surgimento de resisténcia ao DDT, na década de 1960, inseticidas
organofosforados comecgaram a ser utilizados. Atualmente o emprego desse método € limitado,
sendo a ultima alternativa de controle a ser utilizada, uma vez que a¢cbes menos agressivas e
eficazes devem ser prioritarias. Seu uso é recomendado em caso de emergéncia ou quando ndo
houver outra ferramenta disponivel (FUNASA, 2001a, 2001b; OPAS, 2011; WHO, 2013).

1.4.4 Controle biologico

O termo controle bioldgico é empregado como a agdo de predadores, parasitdides e

patdgenos que mantém as densidades das pragas e doencas numa média mais baixa do que
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ocorreria na sua auséncia, sem a necessidade de intervencdo humana, por organismos Vivos
(antagonistas) da populagdo de outras espécies animais. Este tipo de controle ndo deve ser
subestimado, ja que populacdes de muitos protozoarios, artropodes e helmintos parasitos
podem apresentar crescimento descontrolado na auséncia de seus respectivos antagonistas
naturais (SHAHID et al., 2012).

Com base neste comportamento natural, surgiu o conceito de controle bioldgico, agora
com a intervencdo humana, para controlar e/ou combater as chamadas pragas parasitarias,
observadas tanto na agricultura quanto em medicina veterinaria (ALVES, 1998).

A alta patogenicidade apresentada por alguns microrganismos, a capacidade de
multiplicacdo e dispersdo no ambiente, o carter enzodtico e a ndo toxicidade sdo atributos
favoraveis para que este tipo de estratégia possa fazer parte de um conjunto de medidas que,
atuando em harmonia com o ambiente, sejam capazes de reduzir populacdes de insetos
indesejaveis para niveis que ndo provoquem prejuizos. Além disso, o controle biol6gico
possibilita a associacdo de microrganismos com formulagdes medicamentosas sem residuos ou
toxicidade para animais e ambiente, bem como 0 menor custo e diminui¢éo da possibilidade de
aparecimento de resisténcia, haja vista a variedade de mecanismos envolvidos e compostos
produzidos e empregados por estes agentes no controle de pragas alvo (ALVES; FARIA, 2010;
ALVES, 1998; BARROS et al., 2010).

1.4.5 Controle biologico por fungos filamentosos

Fungos entomopatogénicos foram os primeiros patdgenos utilizados no controle
biolégico de pragas. Muitos fungos sdo patdgenos de largo espectro e estdo dispersos em
diferentes ambientes, como solos, vegetais, agua e ar (HAJEK; DELALIBERA, 2010). As
pesquisas com fungos entomopatogénicos como controladores bioldgicos tém sido realizadas
visando auxiliar o estabelecimento de estratégias racionais e eficazes de controle de artropodes
(ALVES, 1998; LOPES et al., 2007; SCHOLTE; KNOLS; TAKKEN, 2004). Merecem
destaque os fungos dos géneros: Aschersonia, Aspergillus, Beauveria, Entomophthora, Erynia,
Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea, Paecillomyces e Verticillium (SHAH; PELL, 2003).

S&o conhecidos cerca de 90 géneros com 700 espécies de fungos entomopatogénicos.
Esses causam em torno de 80% das doencas de insetos de interesse na agricultura ou saude
publica, sendo que, cerca de vinte espécies de fungos entomopatogénicos incidem sobre pragas
de importancia econdmica. Os fungos sdo capazes de atacar um grande nimero de insetos em

praticamente todos os estagios de desenvolvimento. A maioria dos fungos atua por contato e
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por ingestdo, sendo que sua grande variabilidade genética permite estudos de selecdo de cepas
ou isolados e avaliagdo dos mais virulentos para o controle de pragas (ALMEIDA et al., 2016;
ALVES, 1998; BARROS et al., 2010).

As diferentes estruturas do fungo a serem utilizadas no controle de pragas e suas funcdes
no ciclo natural do patdgeno sdo: conidios, com funcdo de reproducdo e de disseminag&o;
blastosporos, com funcgéo de disseminacdo na hemolinfa do hospedeiro; micélio, com funcédo
de migrar para fora do hospedeiro e permitir a conidiogénese do fungo; e esporos de resisténcia,
com funcdo de permitir a sobrevivéncia do fungo no solo. O ciclo biolégico de fungos

entomopatogénicos, em insetos terrestres, inicia com adesdo de conidios ao tegumento do inseto
(Figura I- 9) (ALVES, 2011).

Figura I- 9. Esquema do ciclo das relacbes patdgeno-hospedeiro (Metarhizium anisopliae x Mahanava
posticata - cigarrinha da pastagem)
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A adesdo é um processo complexo, na maioria dos fungos. Inicia imediatamente apds o
contato entre conidios e a cuticula do inseto e envolve forgas hidrofdbicas, eletrostaticas e
interacdes moleculares entre o patdgeno e a superficie do hospedeiro (SANTI et al., 2010). A
cuticula do inseto atua como barreira mecanica e bioquimica de defesa contra a infeccdo fangica
associada a barreiras comportamentais como a agregacdo de insetos e habitos higiénicos
(HOWARD et al., 2010). Umidade relativa perto da saturacdo e tempos minimos de exposi¢éo
a essa umidade otima foram descritos como fatores-chave em fases extra-tegumentares de
Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae durante a invasdo do hospedeiro e ap6s a morte
de triatomineos e outros insetos (FARGES; LUZ, 2000; PELIZZA et al., 2007; SANTOS et al.,
2009; SOSA-GOMEZ; ALVES, 2000).

Apds adesdo, inicia-se a germinacdo, que se completa entre doze e vinte horas, com
formacéo do tubo germinativo e hifas. Em alguns fungos ha formacéo de apressério e grampo
de penetragdo (“clamp connection”). Apds a germinagdo, as hifas formadas penetram através
do tegumento. A penetracdo é favorecida pela pressdo exercida pelas hifas em é&reas
membranosas ou esclerosadas associadas a enzimas como proteases, quitinases, amilases e
lipases, produzidas durante a penetracdo (BUTT; JACKSON; MAGAN, 2001). Proteases e
metabdlitos secundarios tdxicos sdo considerados fatores-chave para a eficiéncia do processo
de invasdo (SANTI et al., 2010; ST. LEGER; STAPLES; ROBERTS, 1993).

ApoOs a penetracdo das hifas, que dura entre seis e doze horas, estas se ramificam e
colonizam o tegumento do inseto e em seguida atingem a hemocele. O inseto ativa mecanismos
de defesa interna, como estimulo da fagocitose, destruicdo de plasmdcitos infectados,
encapsulacdo do fungo e formacdo de nddulos, para evitar o crescimento fangico (HAJEK;
DELALIBERA, 2010; HAJEK; ST. LEGER, 1994).

O fungo escapa do sistema imune através da formacdo de estruturas como corpos de
hifas e secrecdo de toxinas que suprimem a resposta imune de insetos. Essas toxinas, associadas
a alteracOes patologicas na hemocele, bloqueio mecénico do aparelho digestivo devido ao
crescimento do micélio e inicio do processo de esporulacdo, causam a morte do inseto (ALVES,
2011).

No cadaver, o fungo coloniza o corpo gorduroso, sistema digestivo, tubos de Malpighi,
hipoderme, sistema nervoso, muasculos e traqueias. Em seguida, as hifas emergem atraves de
espiraculos e da cuticula. Associada ao crescimento do micelio, ocorre a esporulagéo do fungo
no cadaver e disseminagdo de propagulos fungicos no ambiente atraveés da agua, ventos e
animais, podendo contaminar e infectar novos insetos em diferentes fases de desenvolvimento
(ALVES, 2011, 1998).
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Apo6s o processo de infeccdo e colonizagcdo do hospedeiro, ocorre a extrusdo e
conidiogénese do patdgeno sobre o cadaver, com grande crescimento micelial e grande
producdo de conidios sobre o corpo do inseto. Além disso, os conidios dos fungos possuem
capacidade de disseminacao horizontal e podem ser levados por diferentes agentes para outros
lugares distantes (ALVES, 1998). Outro fator importante € a produgdo de micotoxinas pelos
fungos, que muitas vezes, contribuem para a morte do hospedeiro, fecundidade e percentagem
de eclosdo dos ovos, sendo estes fatores proporcionalmente relacionados a concentragdo de
esporos depositados sobre os mesmos (KAAYA; HEDIMBI, 2012; MARANGA et al., 2005).

1.5 Controle bioldgico de vetores

Fungos tém sido estudados como ferramenta para controle biologico de vetores
importantes em salde publica. Em ensaios de laboratério, triatomineos, vetores da
tripanossomiase americana em diversos paises da América Latina, mostraram-se muito
susceptiveis a infeccdo por fungos Hyphomycetes (LAZZARINI; ROCHA; LUZ, 2006; LUZ,
BATAGIN, 2005; ROCHA; SILVA; LUZ, 2011). A atividade larvicida e adulticida de B.
bassiana e M. anisopliae em mosquitos ja foram descritas em condicdes de laboratério (ALVES
etal., 2002; SCHOLTE; KNOLS; TAKKEN, 2004; SILVA; SILVA; LUZ, 2004). Esses fungos
foram estudados intensamente para uso contra Culex quinquefasciatus, A. albopictus, A.
aegypti, e Anopheles gambiae (ALVES et al., 2002; SCHOLTE et al., 2005; SCHOLTE;
TAKKEN; KNOLS, 2007).

A atividade de fungos varia de acordo com a espécie. Linhagens virulentas que
conseguem infectar e eliminar rapidamente todos os estagios evolutivos de A. aegypti tém
potencial para um controle mais eficiente desse vetor. Metarhizium anisopliae apresentou
atividade larvicida (SILVA; SILVA; LUZ, 2004), adulticida (PAULA etal., 2011; SCHOLTE;
TAKKEN; KNOLS, 2007) e ovicida (ALBERNAZ; TAI; LUZ, 2009; LUZ et al., 2007, 2008;
SANTOS et al., 2009) em A. aegypti. Outros fungos dos géneros lIsaria, Paecilomyces e
Penicillium também infectam ovos de A. aegypti, semelhante a M. anisopliae (LUZ et al.,
2007).

A busca de alternativas que auxiliem no controle de artropodes com menor impacto
ambiental, diminuindo a utilizacdo de compostos quimicos, tém sido uma constante na pesquisa
nos ultimos anos. As pesquisas com fungos entomopatogénicos como controladores bioldgicos
tém sido realizadas visando auxiliar o estabelecimento de estratégias racionais e eficazes de
controle de artrépodes (ALVES, 1998; ALVES et al., 2002).
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Fungos entomopatogénicos propagam-se em condic¢des naturais por disseminacdo de
conidios formados, principalmente, sobre insetos mortos pela infec¢éo, contaminando o meio
ambiente e novos insetos (ALVES, 1998). A transmissdo acontece indiretamente ou também
pelo contato direto entre insetos sadios e insetos vivos contaminados e/ou infectados ou ainda
insetos mortos com fungos. Ainda existem poucos estudos sobre transmissédo de micoses entre
insetos vivos ou diferentes estagios do mesmo inseto. Melhores conhecimentos sobre a
dindmica de uma micose numa populacdo alvo relacionada a transmissdo horizontal irdo
contribuir para um controle mais efetivo da praga visada (ALVES et al., 2002; SOSA-GOMEZ;
ALVES, 2000).

Estudando doses variadas de conidios de M. anisopliae em A. gambiae, observaram que
fémeas tratadas contaminaram machos durante o voo de acasalamento. Para A. aegypti,
entretanto, ndo existe relatos sobre uma transmissdo da infeccdo entre estagios
(FARENHORST et al., 2008; SCHOLTE et al., 2004).

Grande parte de fungos entomopatogénicos precisa de alta umidade, sobretudo, durante
o desenvolvimento extra-cuticular como na invasdo do inseto, e propagacéo de conidios apés a
morte do inseto. Formulados a base de éleo, garantem um contato melhor do produto com a
cuticula e ovos do inseto, e assim uma maior contamina¢do quantitativa também com conidios,
dando a caracteristica lipofilica tanto da cuticula como dos conidios (BARRETO et al., 2016).
Além disso, o 6leo aumenta a resisténcia dos conidios a fatores abioticos como umidades sub-
Otimas e luz ultravioleta (ALVES et al., 2002), sendo que formulados oleosos tém mostrado
mais eficiéncia, além de permanecerem viaveis ou mais tempo quando comparados a
formulados aquosos ((BATTA, 2003; MARANGA et al., 2005).

Em estudos sobre transmissdo horizontal entre individuos do mesmo estagio e entre
estagios diferentes, grupos tratados foram expostos a grupos nao tratados ou a sua prépria prole
(SCHOLTE et al., 2004). Fungos entomopatogénicos normalmente ndo estdo relacionados a
quadros infecciosos em humanos. Casos esporadicos foram notificados em individuos
imunossuprimidos (VESTERGAARD et al., 2003). Para M. anisopliae ndo se conhecem efeitos
adversos em organismos nao alvos (ZIMMERMANN, 2007).
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MANUSCRITO 1: O CONTROLE MICROBIANO DE INSETOS E VETORES - UM
MODELO DE APLICACAO BIOTECNOLOGICA E BIODIVERSIDADE
AMAZONICA

Grafe Oliveira Pontes

Luziana de Sousa Xavier

José Eduardo Marcondes de Almeida
Wanderli Pedro Tadei

“Pontes GO, Xavier LS, Almeida JEM, Tadei WP. O controle microbiano de insetos e vetores
—um modelo de aplicacdo biotecnoldgica e biodiversidade amazénica. In: MAFRA, R. Z. et al.
(Eds.). Gestao da Biotecnologia na Amazonia: a inovagao e a exploragdo dos recursos e
ecossistemas naturais para o desenvolvimento de produtos e processos. 12 ed. Manaus:
EDUA / UFAM, 2015. p. 42-56. ISBN: 978-85-7401-802-7.

1. INTRODUCAO

A sociedade, as empresas e 0s mercados tornam-se cada vez mais globais e exigentes,
0 que conduz a um desenvolvimento econdmico cada vez mais veloz. Neste contexto, a
capacidade de liberar conhecimentos e criar novas ideias, diversificar metodologias e aprimorar
técnicas tornam-se fatores fundamentais para atender as variabilidades de tendéncias e
necessidades para produtos de uso e de origem bioldgica (FREIRE, CHAVES E LUZ, 2008).

A Inovacéo, em seu sentido mais amplo, pode ser definida como algo novo, sendo ela o
ponto de partida na relacdo que ha entre empreendedorismo, inovacdo e tecnologia. Estes
procedimentos estdo presentes cada vez mais na realidade corporativa (ROGERS E
SHOEMAKER, 1971).

O termo biotecnologia refere-se a um conjunto de tecnologias habilitadoras (enabling
technologies) que possibilitam utilizar, alterar e otimizar organismos vivos ou suas partes,
células, organelas e moléculas, para gerar produtos, processos e servicos com aplicagdes
econdmicas em sautde humana e animal, agricultura e meio ambiente (JUDICE E BAETA,
2005).

As perspectivas da moderna biotecnologia vém sendo debatidas sob o enfoque das
oportunidades tecnologicas, cuja principal caracteristica é a de procurar, na forca desse novo
conhecimento, possibilidades de investimentos em novas areas de aspectos multidisciplinares
e econdmicos. Os mais otimistas falam no surgimento de um novo setor, o biotecnologico, com
configuracdo propria para se transformar no fenémeno que foi - “e segue sendo” - a informatica,

iniciada nos anos 60.
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O setor biotecnoldgico também participa e inova com sua importancia socioecondmica,
que pode ser ilustrada ao seu mercado mundial, estimado em torno de 50 bilhdes de dolares,
sendo que, somente na agricultura, 30 bilhdes de dolares (BARBOSA, 2000). O agronegocio
brasileiro vem apresentando resultados significativos - a marca histérica de US$ 49,7 bilhdes
em 2007, favorecido pelo desenvolvimento biotecnoldgico (BRANCO E VIEIRA, 2010).

Como exemplo de modelo em inovagdo biotecnoldgica, o programa de controle
microbiano de vetores é 0 método que consiste no combate de pragas por meio de inimigos
naturais, cujos microrganismos mantém os niveis de populacdo dessas pragas em equilibrio. O
controle biolégico deve ser considerado como um componente de programas de Manejo
Integrado de Pragas (MIP), ao lado de outros métodos de controle de insetos e acaros,
associados ou substituindo os defensivos organo-sintéticos que foram utilizados, de maneira
isolada, por longos periodos, causando um grande impacto nas técnicas produtivas agricolas
(GALLO et al., 2002).

Neste sentido, o foco deste estudo pode ser sintetizado como exploratério e descritivo
para os problemas ligados ao controle de insetos-pragas, sua resisténcia aos metodos de
controle, riscos para a agricultura brasileira e a satde publica, e os avancos biotecnolédgicos
para o controle de vetores em doencas que acometem a populacdo em regides endémicas do
Brasil.

2. CONTROLE DA MALARIA E DA DENGUE

Apesar do desenvolvimento tecnoldgico e cientifico, a malaria e a Dengue permanecem
como um dos maiores problemas de satde publica a serem combatidos. A malaria é uma doenca
infecciosa ndo contagiosa, transmitida por mosquitos do género Anopheles Meigen, 1818,
reconhecida como um grave problema de saude pablica no mundo, estando presente nas regides
geograficas de clima tropical e subtropical. Em mortes, a malaria é apenas superada pela AIDS.
De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude - OMS (WHO, 2011), dentre as regides mais
afetadas, destacam-se a Africa, o Sudeste Asiatico e a América Latina.

Cerca de 3,3 bilhGes de pessoas - 1/2 da populagdo mundial - estdo em areas de risco de
contrair malaria. Entre 2000 e 2013, a taxa de mortalidade global da maléaria caiu em 47%. A
grande expansao do pacote de nucleo OMS, a qual recomendou medidas de controle do vetor -
a quimioprevencao, testes de diagndstico e tratamento - revelou-se tanto rentavel e eficiente,
com foco no combate ao Plasmodium falciparum (WHO, 2015b).

No entanto, milhdes de pessoas ainda ndo conseguem acessar a prevengao e tratamento

da maléria, e a maioria dos casos e mortes continua a ndo ser registrada e ndo declarada. Em
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2013, a maléria matou cerca de 584. 000 pessoas. A meta da OMS é reduzir a carga global da
doenca em 40% até 2020, e em pelo menos 90% até 2030. Seu objetivo € eliminar a malaria em
pelo menos 35 novos paises em 2030 (WHO, 2015b).

No ciclo de infeccdo, a maléaria é transmitida ao homem por meio da picada de fémeas
de mosquitos do género Anopheles (Diptera; Culicidae), infectadas por protozoérios do género
Plasmodium, destacando-se o Anopheles darlingi Root, 1926, como o principal vetor da malaria
no Brasil e na Amazénia brasileira (DEANE, 1988; TADEI et al.,1998; 2010).

A Dengue é caracterizada como uma das principais arboviroses de repercussao mundial.
A incidéncia da Dengue tem aumentado 30 vezes ao longo dos dltimos 50 anos. Os dados
referentes & doenca podem inferir que cerca de 50 a 100 milhdes de infec¢Bes sdo estimadas
para ocorrer anualmente, em mais de 100 paises endémicos, colocando quase metade da
populacdo do mundo em risco (WHO, 2012a).

Casos dessa doenca ja foram notificados em mais de 100 paises. O primeiro caso de
Dengue, confirmado por exames laboratoriais, ocorrido no Brasil foi registrado em 1981.
Atualmente, o Brasil é o pais das Américas mais afetado em numero de casos de Dengue, sendo
responsavel por, aproximadamente, 70% dos casos notificados. A circulagdo concomitante dos
trés sorotipos (DENV-1, DENV-2 e DENV-3) na maioria dos Estados tem aumentado o nimero
de casos graves e a taxa de hospitalizagio (OPAS, 2011; SIQUEIRA JUNIOR et al., 2005).

Estima-se que 500 mil pessoas com Dengue grave necessitam de internagdo todos os
anos, uma grande parte dos quais séo criancas. Cerca de 2,5% dos afetados morrem. Casos nas
Américas, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental excedeu 1,2 milhGes em 2008 e mais de 3
milhdes em 2013 (com base em dados oficiais apresentados pelos Estados-Membros).
Recentemente, o nimero de casos notificados continuou a aumentar. Em 2013, foram
notificados 2.350.000 casos da Dengue nas Américas, dos quais 37.687 eram casos da Dengue
grave (WHO, 2015a).

Atualmente o eixo dos programas de controle da malaria e Dengue tem sido o combate
aos mosquitos vetores mediante a vigilancia vetorial e a aplicacdo de inseticidas, que
apresentam baixa eficacia e altos custos. Essas atividades de controle vetorial tém sido
insuficientes para interromper o processo de transmissdo dessas doencas (BARBOSA DA
SILVA et al.,, 2002; BARRETO E TEIXEIRA, 2008; PENNA, 2003; TAUIL, 2002;
TEIXEIRA, 1999).
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3. INSETICIDAS QUIMICOS

O controle quimico, com inseticidas de origem orgénica ou inorgénica, é uma das
metodologias mais adotadas como parte do manejo sustentavel e integrado para o controle de
vetores em Salde Publica (ROSI, 2001). O desenvolvimento de inseticidas que permanecem
ativos por periodos longos foi um dos mais importantes avancos no controle de insetos
acontecidos no século XX. O primeiro inseticida de efeito prolongado, ou propriedade residual,
foi o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), um organoclorado desenvolvido durante a Segunda
Guerra Mundial, que, quando aplicado em paredes e tetos de casas, permanecia ativo contra 0s
insetos por varios meses (BRAGA E VALLE, 2007; ROZENDAAL, 1997).

No setor de salde humana, assistiam-se avangos no combate aos insetos transmissores
de doencas como a Leishmaniose, febre amarela, encefalite, doenca do sono e outros,
propiciando a Paul Muller, o descobridor das propriedades do DDT, o Prémio Nobel de
Quimica em 1948 (ZOMRONE, 1986).

Na década de 40, na esteira do DDT, logo foram lancados novos produtos a base de
cloro, tais como o TDE, o metoxiclor, benzeno hexa-clorado (BHC) e os ciclodienos clorados,
derivados de uma matéria-prima obtida como subproduto da transformacdo do carvao
(TONHASCA JR, 1985).

Todavia, os primeiros sinais da fragilidade no conjunto de inovagfes tecnolégicas
introduzidas no sistema produtivo agricola foram evidenciados pelos agroquimicos utilizados
no combate a insetos. Doses macicas € maior nimero de aplicacbes desses produtos nédo
respondiam as expectativas de menor perda na produtividade por danos de insetos. Constatou-
se que a gradual tolerancia pelos insetos a altas doses de inseticidas quimicos devia-se a
aceleracdo da geragédo de resisténcia dos insetos. Os inseticidas agiam como forca seletiva,
eliminando os mais fracos e conferindo aos sobreviventes maior vigor e capacidade de
crescimento (FUTINO E SALLES FILHO, 1991).

O uso crescente de inseticidas eleva a instabilidade dos ecossistemas na medida em que
rompe a cadeia tréfica alimentar, eliminando maci¢camente os parasitas ou predadores (insetos,
fungos ou bactérias) dos insetos-pragas. Tais parasitas ou predadores, ao ocuparem um nivel
tréfico inferior na cadeia alimentar em relacdo as suas presas, apresentavam-se numericamente
inferiores e, portanto, mais susceptiveis tanto a acdo direta dos agroquimicos, como indireta, ao
ingerirem suas presas contaminadas. Este fato acarretou o ressurgimento mais intenso das
pragas em periodos mais curtos e ocorréncia de novas pragas, anteriormente sem grandes

expressoes de danos econdmicos. A contrapartida de maior uso de inseticidas para combaté-
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las, entretanto, foi limitada pela dindmica incorporacéo de genes de resisténcia na populacédo de
insetos (FUTINO E SALLES FILHO, 1991).

4. ATIVIDADE ENTOMOPATOGENICA EM CONTROLE MICROBIANO DE
INSETOS

Alguns organismos possuem maior potencial para o controle biolégico de pragas, como
os fungos, bactérias, virus, alguns predadores e insetos parasitoides, por ser possivel multiplica-
los em maior escala em laboratérios e ser facil aplica-los ou libera-los no campo (ALVES,
1998a).

Os patdgenos sdo microrganismos causadores de doencas em insetos; neles se
desenvolvem com certa rapidez, terminando por causar a morte da praga. Alguns patdgenos sao
facultativos e outros sdo obrigatérios. Os facultativos se desenvolvem tanto no inseto-
hospedeiro como em meio de cultura artificial. Sdo exemplos: fungos como Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana, Nomuraea rileyi, bactéria como Bacillus thuringiensis,
Bacillus sphaericus, etc (ALVES, 1986).

Quando abordamos o conceito de bioprospeccdo, relacionamos este termo com a
atividade biotecnoldgica e o entendimento a respeito do acesso a biodiversidade. Um exemplo
pratico que estd ganhando espaco na comunidade cientifica sdo as medidas de controle
bioldgico, que visam manipular inimigos naturais para reduzir popula¢des de uma determinada
praga alvo (PEDIGO, 2002). Os fungos filamentosos estdo entre 0s principais microrganismos
utilizados como ferramenta para controle bioldgico na agricultura e para obtencao de diversos
metabolitos devido a facilidade de cultivo e por serem bons produtores de enzimas
extracelulares (GUIMARAES et al., 2006).

O principal mecanismo de infeccdo de insetos por diversos tipos de fungos é através da
cuticula, diferentemente de outros patdgenos que invadem o inseto através da ingestdo de
alimentos contaminados. A invasdo parenteral garante a esse grupo de entomopatogenos a
possibilidade de infectar diversos estagios como ovos, larvas, pupas e adultos (ALVES et al.,
2002; ALVES, 1998b; ALVES et al., 1996).

A extraordinaria atividade desses microrganismos estd notavelmente baseada na
diversidade metabolica e capacidade genética (MONTEIRO, 2012).

O numero hipotético para fungos € cerca de 1,5 milhdes de espécies no planeta, porém
apenas cerca de 70.000 espécies foram descritas, permanecendo 1.430.000 espécies ainda nao
descritas, os habitats inexplorados podem ser uma fonte de muitas espécies desconhecidas,
inclusive o solo (HAWKSWORTH, 1991).
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O solo como micro-habitat € um sistema complexo, dindmico e vivo, podendo ser
entendido como o resultado da combinacdo de matéria organica e mineral inconsolidados que
fornece habitats para uma ampla variedade de organismos no qual interagem (ADL, 2003),
sendo que a complexidade desse sistema ¢ definida pelas diversas e numerosas interacdes entre
0s componentes fisicos, quimicos e bioldgicos que sdo modulados pelas condigdes ambientais
do solo (BUSCOT, 2005).

O nivel de patogenicidade apresentada por alguns microrganismos, a capacidade de
multiplicacdo, dispersdo no ambiente, carater enzodtico e a ndo toxicidade sdo atributos
favoraveis para que este tipo de estratégia possa fazer parte de um conjunto de medidas que,
atuando em harmonia com o ambiente, sejam capazes de reduzir populacdes de insetos
indesejaveis para niveis que ndo provoquem prejuizos (ALVES E FARIAS 2010). O
conhecimento da biodiversidade e da bioprospec¢do microbiana tornam-se um dos principais

recursos da era biotecnoldgica.

5. BIODIVERSIDADE AMAZONICA PARA BIOTECNOLOGIA

A diversidade da vida € um dos aspectos mais marcantes do planeta Terra; portanto,
saber quantas espécies habitam uma regido é uma das questfes mais fundamentais da ciéncia.
No entanto, a resposta a esta questdo permanece enigmética, como os esforgos para provar
biodiversidade do mundo até a data tém sido limitados (MORA et al., 2011).

Entendendo-se a corrida da moderna biotecnologia por essa Otica, dimensiona-se a
importancia dos ecossistemas amazonicos com diversidade e quantidade de riqueza genética,
como potencial de genes que podem entrar no patenteamento da bioindistria. Toda essa
potencialidade de negdcios, estabelecidos a partir dos genomas amazonicos, trara que tipo de
desenvolvimento regional? Esta € a questdo que mais uma vez se coloca, entre tantas outras
oportunidades que surgiram como propulsoras do desenvolvimento amazdnico (BARBOSA,
2000).

A nanociéncia e nanotecnologia (N&N) comecaram a integrar de forma mais
consistente a agenda da comunidade cientifica e tecnoldgica. Hoje as N&N permeiam
essencialmente todos o0s setores da sociedade e ambiente bioldgico. As reacbes as
nanotecnologias véo, atualmente, do mais contagiante otimismo, pelas possibilidades que
oferecem para fazer frente a muitos dos grandes desafios da humanidade, como nas &reas da
energia, saude, biotecnologia, agricultura e pecudria, processamento e armazenamento de
informacdo (PLENTZ E FAZZIO, 2013).
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A estrutura da comunidade bioldgica, incluindo muitas que sdo endémicas, compde o
ecossistema florestal amazoénico extraordinariamente complexo, sendo caracterizada por uma
grande heterogeneidade de flora e de fauna. Naturalmente, a sua fisionomia € determinada pelas
arvores; porém, existe, além dessas, toda uma gama de outras formas de vida microbiana
ecologicamente adaptadas, vivendo, interagindo ou adaptando-se em plantas herbaceas, 0s
arbustos escandentes, os liquens e musgos que crescem sobre as folhas dos arbustos e plantas
herbaceas, vegetais parasitas, saprofagas, além daqueles inferiores — os decompositores e
inoculadores — fungos, bactérias etc. (SHUBART, 1983). Embora 0 nimero de espécies
endémicas seja mais baixo na Amazonia que em algumas areas, tais como as encostas orientais
dos Andes e a Mata Atlantica, a vasta &rea da Amazbnia confere a esta regido um lugar
importante no estoque global de biodiversidade (FEARNSIDE, 2003).

6. IMPORTANCIA DA BIODIVERSIDADE MICROBIANA NA BIOTECNOLOGIA
DE AGENTES DE CONTROLE DE PRAGAS E VETORES

Todo programa de controle microbiano €é baseado em microrganismos
entomopatogénicos, como o préprio nome revela, necessitando, portanto de pesquisas na area
de biodiversidade a fim de isolar, identificar, caracterizar e selecionar os isolados mais
interessantes para o controle de pragas especificas (ALMEIDA E BATISTA, 2001).

A colecdo de microrganismos é uma fonte inesgotavel de material genéticos para o
controle microbiano de insetos e &caros e a biodiversidade de seus microrganismos e isolados
é fonte de riqueza para a agricultura brasileira, fornecendo novas alternativas para o controle
de pragas, diminuindo perdas e melhorando a produtividade da lavoura (CANHOS et al., 1999,
CANHOS et al., 2015; TANADA E KAYA, 1993).

Além da importancia como fonte de variabilidade genética para sele¢do de patdgenos
ou isolados de patdgenos de insetos, 0 banco de microrganismos entomopatogénicos é também
uma fonte de recursos geneticos utilizados em programas de biotecnologia, melhoramento
genético e outras areas de conhecimento, proporcionando aos Institutos, Universidades,
Empresas e outros que trabalham com microrganismos entomopatogénicos material genético a
ser aplicado e conservado a longo prazo, devido a importancia como agente de controle de
pragas e até para o caso de uma producdo comercial de entomopatdégenos (EMBRAPA-
CENARGEN, 1996).

A selecdo de isolados mais virulentos e produtivos é um desafio constante para o
controle biolégico com entomopatdgenos no Brasil, pois esta diretamente envolvido no

processo de producdo de bioinseticidas. Isolados especificos para a praga-alvo € de grande
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importdncia em um programa de controle bioldgico, principalmente para os fungos
entomopatogénicos, pois além da viruléncia, os aspectos produtividade, producdo de
metabdlitos secundarios nocivos a saide e ao ambiente e a resisténcia aos fatores climéticos
sdo relevantes para a producdo de bioinseticidas eficientes e seguros (ALVES, 1998).

A manutencdo de colecGes de agentes entomopatdgenos é de extrema necessidade para
o0 desenvolvimento de bioinseticidas e é outro desafio nesse processo, pois envolve aspectos
normativos legais, que regula inclusive a anuéncia e a reparticdo de beneficios com o0s

“proprietarios” da cepa.

7. REGULAMENTACAO, ACESSO E PROTECAO AOS RECURSOS GENETICOS

A implementacdo, em nivel nacional, da Convencao sobre Diversidade Bioldgica,
especialmente dos artigos 8 e 15, que tratam respectivamente do conhecimento tradicional e do
acesso aos recursos genéticos e da reparticdo dos beneficios provenientes da sua utilizagéo, tem
gerado intenso debate quanto ao seu impacto sobre a pesquisa. No Brasil vigora atualmente a
Medida Provisoria 2.186-16/01 (BRASIL, 2001) que instituiu as regras para 0 acesso e a
remessa de componentes do patrimdnio genético e 0 acesso a conhecimentos tradicionais
associados. Essa norma previu a criacdo da autoridade nacional competente o Conselho de
Gestdo do Patrimbnio Genético (CGEN) no ambito do Ministério do Meio Ambiente, o qual
iniciou suas atividades em abril de 2002.

Em 2003, com o novo governo, a implementacdo da MP buscou atender, na medida do
possivel, as demandas de setores da sociedade, editando atos que esclareceram conceitos
basicos para sua implementacdo, diminuindo a burocracia para a aplicacdo da norma e dando
maior transparéncia as acdes do CGEN. Entretanto essas a¢Oes estdo limitadas pelo texto legal
vigente. Assim foi elaborado um anteprojeto de lei para, apds sua analise pela casa Civil, ser
encaminhado pelo Executivo Federal ao Congresso Nacional (AZEVEDO, 2005).

No dia 20 de maio de 2015, o Congresso Nacional aprovou novo marco legal da
biodiversidade (Lei n° 13.123/2015), que vai regular o acesso e a exploragdo econdmica dos
recursos genéticos e conhecimentos tradicionais associados a biodiversidade e a
agrobiodiversidade. A mudanca na legislagdo estimulara as pesquisas cientificas, a criagdo de
produtos baseados em biotecnologia, e aumentarad a participacdo de povos tradicionais nos
lucros de produtos feitos, por exemplo, com base em plantas brasileiras (BRASIL, 2015).
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente uma das formas de combater doencas parasitarias transmitidas por
mosquitos, a exemplo, Anopheles darlingi e Aedes aegypti é através do controle destes vetores,
uma vez que nao existe vacina ou mesmo drogas antiparasitarias e antivirais especificas para
malaria e Dengue. Dentre as agdes de controle vetorial, 0 uso de inseticidas quimicos é uma
ferramenta comumente utilizada para interrupcdo de transmissdo da doenga. Porém, a sua
efetividade esta na dependéncia das questes operacionais de aplicacdo, como por exemplo, 0
treinamento das equipes de campo, a qualidades dos produtos utilizados, e também a
susceptibilidade das populacdes de vetores aos inseticidas empregados.

No Brasil hé evidéncias de que o histérico dos produtos utilizados acabou provocando
o desenvolvimento de resisténcia aos inseticidas pelas populagdes de A. darlingi e A. aegypti.
O controle efetivo dos vetores ndo pode depender de um s6 método de acdo vetorial, ao
contrario, deve dispor de varias alternativas para minimizar a questdo da resisténcia. O
crescimento e 0s prejuizos causados pela malaria e Dengue no pais, atualmente, torna de grande
importancia a descoberta de novas formulacdes para o controle vetorial.

Neste contexto, o potencial biotecnoldgico passou a ser uma alternativa confiavel, visto
que controle biolégico considera a interacdo entre 0s microrganismos e o0s insetos. Assim,
ocorre entre diversos géneros e espécies, abrindo-se um leque de alternativas e possibilidades
para se obter um inseticida natural que ndao provoque prejuizos ao homem e ao meio ambiente.
Uma das caracteristicas que leva o uso de microrganismos entomopatogénicos para controle de
insetos e vetores € 0 seu mecanismo de infec¢do. Os microrganismos invadem e proliferam-se
no hospedeiro por diversos locais em seu corpo, tanto por via oral como parenteral, causando
prejuizos epizooticos (condicdo de doencas) em diferentes estagios dos insetos, como ovo,
larva, pupa e adultos.

No Brasil, as pesquisas utilizando microrganismos entomopatogénicos Vvém
acompanhadas de grandes avancos no controle de pragas na agricultura e na medicina
veterinaria, minimizando os prejuizos nas lavouras e animais de corte.

A biodiversidade da Regido Amazénica é conhecida como um grande celeiro de
espécies com potencial biotecnolégico. Os microrganismos naturais do meio ambiente e sua
interacd0 com varias espécies possibilitam sua adaptacdo em diversos organismos e
ecossistema terrestre. As condi¢des Unicas e particulares existentes na Amazonia podem
favorecer a selecdo de espécies com viruléncia para seus hospedeiros além da producéo e
aumento de metabdlitos secundarios em resposta a um ambiente que se encontra em constante

“stress” e adaptagao bioldgica.
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CAPITULO I1: FUNGOS ISOLADOS DE SOLO DA AMAZONIA PARA CONTROLE
BIOLOGICO DE VETORES

1 INTRODUCAO

Os fungos estéo presentes em quase todos os ambientes da Terra, e a maior diversidade
é encontrada nas regides tropicais do mundo, cujo clima quente e umido é favoravel a sua
multiplicacdo (BLACKWELL, 2011). Entre os biomas tropicais, a Floresta Amazonica
compreende a mais rica biodiversidade existente, com um grande nimero de plantas, animais e
microrganismos pouco conhecidos (RODRIGUES et al., 2013).

A Floresta Amazonica é o maior bioma do Brasil. E considerada, mundialmente, como
0 grande hotspot de biodiversidade do planeta, abrigando mais de 20% das espécies terrestres
conhecidas (PANSA, 2017).

O solo amazdnico é pobre em matéria organica, e 0 que garante a manuten¢do de uma
floresta tdo rica é a inimera diversidade microbiana presente no solo, que reutiliza os
componentes dos proprios vegetais e animais presentes no ambiente (MELO et al., 2012;
SOUZA et al., 2011). Com o0 uso dessas substancias ocorre a redistribuicdo de elementos
primarios, como carbono, nitrogénio, oxigénio, fésforo e outros, entre 0s organismos e 0
ambiente (GADD, 2007). Logo, 0s microrganismos sdo muito importantes porque participam
da reciclagem dos componentes da natureza através dos ciclos biogeoquimicos (PETIT et al.,
2009).

Dentre 0os microrganismos que habitam o solo, os fungos normalmente est&o entre os
mais abundantes em termos de biomassa e atividade fisiol6gica. Sdo importantes componentes
da biodiversidade e essenciais para a sobrevivéncia de outros organismos, atuam em processos
ecologicos globais, podem ser fontes de novos compostos bioativos, além de exercer papel na
supressdo de doengas de plantas (CARVALHO, 2012).

Acredita-se que aproximadamente 100.000 espécies de fungos foram registradas, mas
estima-se que exista entre 1,5-5,1 milhdes de espécies no planeta (HAWKSWORTH, 2001;
HAWKSWORTH; LUCKING, 2017). Alguns autores estimam que levara 4.000 anos até que
todas as espécies de fungos sejam descritas (MUELLER; SCHMIT, 2007).

Apesar do seu papel nos ecossistemas serem bem documentados, poucas espécies de
fungos foram descritas e ainda é pequeno o conhecimento sobre a dindmica populacional,

estrutura das comunidades e diversidade desse grupo de microrganismos.
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1.2 Fungos para controle bioldgico de vetores

A biomassa microbiana do solo (BMS) é uma importante fonte de matéria organica,
sendo constituida principalmente pelos organismos pertencentes aos dominios Archaea,
Bacteria e Eukarya. Dentro do dominio Eukarya, destaca-se a biomassa fingica e de
nematoides. Além de desenvolver papel importante na ciclagem de nutrientes, a BMS também
é importante na supressao de patdgenos de plantas, decomposicao de residuos e degradacao de
poluentes, sendo frequentemente considerada como um bom indicador da qualidade do solo e
de mudancas nos niveis de matéria organica (CARVALHO, 2012).

As comunidades de fungos em solos florestais sofrem variagdes espaciais e temporais e
sdo afetadas por numerosos fatores bioticos e abidticos, como as estacdes do ano, caracteristicas
do solo e espécies de arvores (BUEE et al., 2014; TEDERSOO et al., 2010). Os fungos do solo,
pela estreita relagdo com as plantas, podem ser um dos determinantes primarios da estrutura
das comunidades vegetais e também sdo amplamente influenciados por estas comunidades
(MUMMEY et al., 2010). As arvores fornecem a liteira ao solo, modificando o acesso da
radiacdo e precipitacdo da agua, e suas raizes interagem diretamente com 0s microrganismos
do solo, através dos exsudatos liberados pelas mesmas (CARVALHO, 2012).

Analisando a prospecgdo de fungos do solo, podemos definir solo, segundo Meurer
(2010), como um corpo natural que se constitui de mistura das fases: solida, liquida e gasosa,
sendo um ambiente heterogéneo do ponto de vista microbiolégico, onde estdo presentes
complexas comunidades microbianas, nas mais diversas associa¢des, contribuindo assim, para
o funcionamento equilibrado dos ecossistemas (BELO, 2013; MEURER, 2015).

O solo é um habitat de alta diversidade de fungos, a qual € mais elevada quando proximo
de material organico, tais como raizes e exsudados de raiz. Um namero elevado de fungos
microscopicos ocorre em solo puro, 0s quais sdo em grande parte ascomicetos e alguns
zigomicetos (CARVALHO, 2012).

A estimativa da diversidade de fungos do solo depende do método utilizado para
identificacdo dos mesmaos, visto que o nimero de isolados de fungos (unidades formadoras de
coldnias - UFCs) ou de unidades taxondmicas operacionais (UTOs) obtidos varia em fungéo da
metodologia adotada (GAMS, 2007). As metodologias de cultivo sdo capazes de recuperar
apenas uma pequena parte da comunidade total de fungos, j& que muitos ndo crescem ou nao
produzem esporos em meio de cultura (O’BRIEN et al., 2005).

Os fungos filamentosos que ocorrem nos solos estdo distribuidos nas divisdes:

Zygomicota, Ascomicota, Basidiomicota e Deuteromicota, os quais diferem-se das leveduras
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por serem multicelulares e possuirem um soma (corpo) filamentoso, formado por hifas que por
sua vez se reinem em um micélio, o qual pode ser visualizado a olho nu, como um emaranhado
de fios delgados variando do hialino ao colorido dependendo da espécie (LOUGUERCIO-
LEITE; ESPOSITO, 2010).

Os procedimentos microbioldgicos classicos para o estudo de fungos do solo séo
baseados no isolamento e cultivo, em meio de cultura, de esporos ou hifas ativas do solo, para
posterior identificacdo e quantificacdo. Usando essas técnicas de cultivo é possivel distinguir
entre hifas ativas e propagulos dormentes (VARGAS GIL; PASTOR; MARCH, 2009).

O método de diluicdo e plaqueamento é o mais comumente utilizado para o isolamento
e quantificagdo de fungos e bactérias do solo. E uma técnica simples, na qual uma quantidade
conhecida de solo é suspensa em agua esterilizada e colocada sob agitacdo durante alguns
minutos. Uma seérie de diluicGes é preparada a partir dessa suspensdo, até que seja alcancada a
concentracdo final desejada, favorecendo o crescimento das col6nias e posterior repique
monosporico (PFENNING; ABREU, 2008).

Uma das vantagens do uso de fungos para controle de insetos sobre outros
microrganismos € que eles ndo precisam ser ingeridos para infectar seus hospedeiros, de modo
que a infeccdo podera ocorrer pelo contato com a cuticula ou outras partes do inseto
(PERFETTI, 2011).

A eficacia de um fungo como controlador microbiano ¢ medida pela viruléncia que
apresenta e por fatores ambientais tais como, luz, temperatura, salinidade, umidade relativa,
velocidade de germinacéo e esporulacdo no cadaver do hospedeiro (BUTT; GOETTEL, 2000).

Scholte et al.(2004), descreveram que certas caracteristicas para implementar o uso de
fungos como controle de mosquitos sdo necessarias, entre 0s quais, que o fungo deva induzir a
morte de larvas ou afete a fase adulta do inseto em uma Unica aplicacdo por estagio de
desenvolvimento, dispersdo por meio das fémeas para possiveis locais de confinamento,
mostrar atividade residual e persisténcia em mosquitos, seletividade, tolerancia a condicdes
adversas, producdo em massa de baixo custo, manter a sua viabilidade e que ndo ser prejudicial
para 0s seres humanos ou outros organismos que nédo sejam o desejado controle (SCHOLTE et
al., 2004).

Na busca por microrganismos com potencial para o uso em biotecnologia, considera-se
a premissa de que esses organismos podem ser isolados dos mais diversos ambientes. Habitats
pouco explorados podem ser fonte de sele¢Ges ainda desconhecidas ou pouco estudadas, que

merecem ser pesquisadas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Definicéo, origem e coleta de fungos

Os fungos utilizados para este projeto foram coletados e isolados a partir de amostras
de solos. Para assegurar um amplo espectro de isolados, as coletas foram realizadas em dois
pontos estratégicos e relacionados a acdo antrépica sobre o solo em diferentes localidades
(figura 11-1): Fazenda Experimental da Universidade Federal do Amazonas (UFAM),
localizada na Rodovia BR-174 (Manaus-Presidente Figueiredo), Km 38, e Campus do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA), Av. André Aradjo, 2936 — Petrdpolis, Manaus -
AM, 69067-375.

Figura 11- 1. Pontos de coleta de solos para isolamento de fungos. A: Fazenda Experimental — Universidade
Federal do Amazonas; B: Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia

Org.: Samia A. de Vasconcelos, 2008,

Fontes: http://ppbio.inpa.gov.br/sitios/fazufam; www.posto7.com.br/manaus.htm

Atendendo as exigéncias Técnicas/Cientifica, este trabalho obteve termos de anuéncia
das instituicdes participantes, autorizacdo e consentimento do CNPq para realizagéo de coleta
e material para isolamento flngico, requisitos exigidos pela Medida Provisoria n° 2.186-16/01,
onde se preconiza a obtengdo de amostra de componente do patrimdnio genético para fins
de pesquisa cientifica, desenvolvimento tecnoldgico ou bioprospec¢do, visando a sua
aplicacdo industrial ou de outra natureza, orientacdo Técnica n® 1 do CGEN, (Anexo I1-1).

As coletas foram realizadas no periodo chuvoso (abril-maio) e periodo seco (outubro-
novembro) da regido em 2015, coletando cinco amostras compostas por area de estudo. Para o
processamento das amostras, foram utilizadas um total de 200 g de solo coletado, para cada
ponto de amostragem, oito sub amostras coletadas em dois circulos concéntricos (figura 11-2)
com raio de 3 e 6 metros do centro do circulo (MONTEIRO, 2012).
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Figura I1- 2. Pontos para as amostras de solos coletadas em dois circulos concéntricos com raio A de 3 e 6
metros do centro

Ponto de Amostragem O

Ponto de Sub amostragem .

3m

6m

Fonte: Monteiro, 2012

Para extracdo das amostras de solo, foi utilizado um trado previamente desinfetado com
alcool a 70% e flambando em seguida. Cerca de 20 centimetros de profundidade de solo foi
extraida, armazenadas em sacos plasticos estéreis (figura 11-3) e transportadas para o setor de

microbiologia do Laboratério de Malaria e Dengue - INPA.

Figura I1- 3. Processo de coleta das amostras de solo: A) Cerca de 20 cm de solo foi extraido com auxilio de um
trado; B) Armazenamento do solo em sacos plasticos estéreis.

Fonte. Arquivo pessoal

As amostras, quando necessario, foram armazenadas em refrigerador com temperatura
de 4 °C até o processamento. Os pontos de coleta de solo estdo visualizados em imagens de
satélites (figuras 11-4 e 11-5), a localizagdo geogréfica foi obtido a partir de GPS, e descritos na

tabela I1-1 com as caracteristicas dos pontos de amostragem.



Figura I1- 4. Pontos de coleta de solo — Fazenda experimental — Universidade Federal do Amazonas, Km
38 BR 174.
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Figura I1- 5. Pontos de coleta de solo — Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia, Campus Manaus -
SEDE.
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Tabela I1- 1. Localizacdo geogréfica dos pontos de coletas de solo

Regido Amostragem Localizacédo
Ponto 1 S2°3850°/W 60° 3’ 22”°
Fazenda Experimental Ponto 2 S2°39°24”/W 60° 3’ 16>
Universidade Federal do Ponto 3 S 2°38° 50”°/W 60° 3° 30
Amazonas
Ponto 4 S2°39°70°/W 60° 3’ 70’
Ponto 5 S2°38°59°/W 60° 2’ 50
Ponto 1 S3°06° 007 /W 59° 59’ 09”
Ponto 2 S3°05° 517 /W 59°59° 11~
Instituto ~ Nacional  de
Pesquisas da Amazénia Ponto 3 S3°06° 137 /W 59° 59 04
Ponto 4 S3°05° 587 /W 59° 59’ 02”
Ponto 5 S3°05° 517 /W 59° 59’ 06”

2.2 Isolamento de fungos do solo

No isolamento dos fungos, tem sido preconizado pelo Laboratério de Controle
Biologico — Centro Experimental Instituto Bioldgico (CEIB), Campinas-SP - a utilizacdo do
fungicida Dodine em concentrac@es baixas (< 10 mg/mL) na composicao e preparo dos meios
de cultura para isolamento de fungos de solos, preservando isolados mais suscetiveis ao
fungicida, com resultados favoraveis, principalmente em relagdo a Metarhizim anisopliae (LI1U
et al.,, 1993). Para ndo comprometer o isolamento de outras linhagens flngicas e sua
diversidade, outros trés meios de cultura foram utilizados no procedimento (Anexo I1-2).

As sub amostras de solos correspondentes a cada um dos cinco pontos de coleta foram
misturadas entre si, formando uma amostra composta. Para obtencao das col6nias fungicas foi
realizada a técnica de suspencéo seriada de acordo com Clark (1965), modificado, retirando 25
gramas da amostra e adicionando a 225 mL de solucdo salina peptonada 0,1% em um
Erlenmeyer para se ter uma diluicdo de 1:10 (1:10 solo - salina) (BORGES et al., 2011;
CLARK, 1965).
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As amostras diluidas de cada ponto de coleta foram homogeneizadas em Shake a 140
rpm de rotagdo por 20 minutos. Apos o término do tempo foram realizadas diluiges sucessivas
até 1.000 vezes para cada amostra. Uma aliquota de 0,1 mL foi adicionada na superficie de cada
meio de cultivo acrescido de cloranfenicol 0,3 g/L (SILVA et al., 2011).

O plaqueamento de cada diluicéo foi realizado em triplicata, as placas permaneceram
abertas por alguns minutos até que o0 meio absorvesse a diluicdo, sendo entdo fechadas, vedadas
com filme plastico de PVC (Magipack®), invertidas (com o fundo voltado para cima) e
mantidas em camara climatizada (Biological Oxygen Demand — B.O.D) a uma temperatura de
26 + 1 °C, umidade relativa de 70 £ 10% e fotoperiodo de 12L:12E durante 7 a 14 dias (ALVES,
1998).

2.3 Purificacéo, identificacdo e preservacao dos isolados

Ap0s o crescimento dos isolados fungicos, as colénias foram purificadas pela técnica de
cultura monosporica, separadas e catalogadas. Todas as col6nias que cresceram no meio
seletivo foram contabilizadas e os fungos identificados a nivel de género considerando
caracteristicas microscopicas (conidioforo, hifas e conidios) e macroscopicas (aspecto e
coloragdo das colbnias) comparadas com chaves taxonémicas (HUMBER, 2012;
LICHTWARDT, 1986).

Para a visualizacdo das microestruturas dos fungos filamentosos foram previamente
preparados e esterilizados os sistemas de microcultivo. Cada sistema de microcultivo constitui
de uma placa de Petri contendo um chumaco de algoddo, uma lamina, e uma laminula. Ap6s o
preparo dos sistemas, foi adicionado sobre a ldmina, sob condi¢es assépticas, um bloco de
meio de cultura de batata, dextrose e agar (BDA). Apds a adicdo desse bloco, inoculou-se
fragmentos do isolado fangico nos vértices, o qual foi coberto com a laminula. Terminado esse
passo, o chumacgo de algoddo foi embebecido com &gua destilada estéril, e os sistemas
incubados a 28 °C por um periodo de sete a dez dias (RIDDELL, 1950).

Apbs o periodo de crescimento do microcultivo, a lamina e a laminula onde o micélio
do fungo filamentoso ficou aderido foram preparadas e coradas com azul de metileno, sendo
preparadas duas laminas por isolado. Procedeu-se entdo a visualizagdo das laminas em
microscopio optico ZIESS onde foram observadas tanto as estruturas reprodutivas como o
aspecto das hifas dos fungos filamentosos (SIDRIM; ROCHA, 2004).
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As culturas fungicas foram preservadas e mantidas de acordo com os diferentes tipos de
géneros de forma a garantir sua sobrevivéncia, estabilidade e pureza no ambito da colecéo
micoldgica (APARECIDO et al., 2007; PASSADOR, 2010).

Na conservacdo dos isolados, foi utilizado o método de conservacdo de médio prazo
(conservagdo em dleo mineral e Castellani), visando atingir a hipobiose do microrganismo,
(CASTELLANI, 1967; PEREIRA et al., 2016; XAVIER; PONTES; ALENCAR, 2015), e a
técnica de armazenagem em microtubos sob refrigeracdo, adotada por Almeida JEM e
colaboradores no CEIB, método este proposto para rotina de crescimento fungico para
bioensaios.

O método de conservacdo em 6leo mineral foi proposto por Lumier e Chevrotier em
1914. Consiste na aplicacdo de uma camada de 6leo mineral estéril de 1 cm de altura sobre uma
cultura de microrganismos em estado solido (figura 11-6). Essa camada de 6leo ira limitar a
quantidade de oxigénio disponivel para o microrganismo, causando uma diminui¢do no
crescimento e no metabolismo (DE SOUSA et al., 2017).

Figura I1- 6. Método e procedimentos para conservacdo em 6leo mineral
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Fonte: arquivo pessoal

A preservagdo em agua estéril, também chamado de método de Castellani, pode ser feito
em agua estéril ou solucdo salina de agua (figura 11-7). Esse método visa atingir a hipobiose
com a diminui¢cdo do metabolismo e formacdo de estado latente da célula devido a falta de
fontes nutritivas. Uma suspenséo de células ou um bloco de agar (aproximadamente 5 mm x 10
mm) contendo o microrganismo é adicionado a uma solugéo de &gua estéril e conservado a
baixas temperaturas ou temperatura ambiente (CONCEICAO DIOGO; SARPIERI; PIRES,
2005).
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Figura I1- 7. Método e procedimentos para conservagdo em Castellani

Blocos de agar de 4-6 mm

® -

Fonte: arquivo pessoal

10-15 mL agua destilada esterilizada

Em todas as metodologias utilizadas neste trabalho, foi realizada a conservacdo em
triplicata em todos os isolados fangicos para os trés métodos, e armazenados em temperatura
entre 04 — 20 °C.

2.4 Seletividade de fungos entomopatogénicos por “Insect bait” utilizando Tenebrio
molitor (Coleoptera: Tenebrionidae)

O uso de meios de cultura seletivos auxilia na selegdo de fungos entomopatogénicos.
No entanto, para explorar a capacidade de novos isolados flngicos infectar insetos hospedeiros,
0 método de “Insect bait” - inseto isca, costuma ser bem empregado. Este método foi
desenvolvido originalmente para isolar nematoides entomopatogénicos de amostras de solo,
mas fungos foram, por vezes, adicionalmente isolados. Assim Zimmermann (1986) sugeriu que
este método poderia também ser um método padrdo de isolamento de fungos
entomopatogénicos (MEYLING, 2007; ZIMMERMANN, 1986).

A larva da farinha amarela T. molitor L. tem sido usado para indicar qualitativamente
presenca de fungos entomopatogénicos no solo ou como um modelo para a avaliacdo de estresse
e outros fatores sobre a atividade fungica (BHARADWAJ; STAFFORD, 2011).

O método para determinacdo de viruléncia (entomopatogénico) de isolados fungicos
coletados no Campus do INPA e Fazenda Experimental da UFAM foi realizado como
preconizado no Laboratério de Controle Biologico do CEIB/Instituto Bioldgico, Campinas —
SP.

Para avaliagdo do método, os isolados fungicos mantidos em preservacdo foram

cultivados em placas de Petri contendo o meio BDA com pH 5,5 + 0,2, acondicionadas em
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estufa a 27 + 0,5 °C por 7 a 14 dias. Ap6s o periodo de crescimento flngico, o isolado foi
retirado de toda a superficie da placa de meio de cultura com auxilio de bisturi estéril e
preparado uma solucédo aquosa de 10 mL de &gua destila estéril (ADE) a 0,05% de Tween 80.
A suspensdo foi homogeneizada com aparelho de vortex por um minuto com pérolas de vidro
e retirado 1 mL para quantificar o numero de conidios em diluicdo 1:1000 com auxilio de
camara de Neubauer em microscépio optico ZIESS com aumento de 20x (figura 11-8) (ALVES;
MORAES, 1998).

Figura I1- 8. Preparo da suspenséo de conidios de fungos filamentosos para avaliacdo entomopatogénica
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Dez larvas de T. molitor de segundo e terceiro instar foram separadas para cada
avaliacdo entomopatogénica dos isolados fungicos coletados neste projeto. As larvas foram
submersas em solugdo aquosa flingica com 1 x 10® conidios/mL por 30 segundos, em seguida
foram colocadas em placa de Petri de 90 mm.

A testemunha negativa do teste, 0 mesmo numero de larvas de T. molitor foram
submersas em 10 mL de ADE a 0,05% Tween 80 por 30 segundos, e a testemunha positiva foi
avaliada com suspenséo aquosa 1 x 108 conidios/mL de M. anisopliae, cedido gentilmente da

Colecéo de fungos entomopatogénicos Ademar Gondim do CEIB — Campinas, SP. Para todos
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os testes, as larvas de T. molitor foram acondicionadas em uma camara de germinagdo com
temperatura 27 + 1 °C, fotoperiodo de 12 h por 7 a 14 dias.

Apds 24 horas em contato, foi oferecido como dieta alimentar para as larvas de T.
molitor pequenos pedacos de pdes. Apds a mortalidade, os cadaveres foram lavados com
solucBes de hipoclorito de sddio a 2% por 1 min, em &lcool a 70% por 2 min e duas vezes em
agua destilada autoclavada por 3min, transferindo-se cada larva morta para outra placa de Petri,
contendo um chumaco de algoddao umedecido com &gua destilada, simulando uma camara
Umida para proporcionar a esporulacdo do fungo pelo tegumento dos insetos. Apos o
crescimento do fungo sobre a superficie do inseto em camara Umida, a larva de T. molitor foi
transferida para uma placa de Petri contendo meio de cultura BDA incubada em camara de
germinacdo (BOD) com temperatura 27 + 1 °C, fotoperiodo de 12 h por 7 a 14 dias para
propagacao e confirmacao do isolado fungico (ALVES; MORAES, 1998). A analise e calculos
foram realizados manualmente utilizando-se a mortalidade confirmada pelo fungo em T.

molitor (figura 11-9).

Figura I1- 9. Avaliacdo entomopatogénica em Tenebrio molitor

Fonte: arquivo pessoal
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O método classico padronizado para o isolamento de fungos filamentosos de amostras
do solo ¢é realizado por meio de dilui¢bes seriadas utilizando meios de cultivo seletivos para
estes microrganismos. A contagem em meio de cultura continua sendo uma ferramenta Gtil em
estudos comparativos, onde o isolamento é o primeiro passo.

As amostras de solos foram coletadas em duas épocas, alta pluviosidade no més de abril
e maio de 2015 e baixa pluviosidade nos meses de outubro-novembro de 2015. Em um total de
vinte amostras de solos analisadas.

O agrupamento em morfotipos de fungos filamentosos foi realizado apés o isolamento
desses microrganismos, os quais foram distinguidos e agrupados com base em caracteristicas
fenotipicas (BARNETT; HUNTER, 1998; LACAZ; PORTO; MARTINS, 2001; MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006).

A preservagdo e manutengéo das culturas de fungos devem ser realizadas de forma a
garantir a sobrevivéncia do microrganismo, bem como a conservacdo das propriedades
morfologicas, fisioldgicas, caracteristicas genéticas e a pureza dos isolados durante periodos
prolongados (CAVALCANTI, 2010).

As metodologias mais adequadas para preservacao e manutencdo dos microrganismos
por periodos prolongados baseiam-se na reducao do metabolismo ao nivel de dorméncia. Desse
modo, ndo existe um método universal que seja eficiente para a preservacao de todos 0s géneros
e espécies de fungos, devido suas diferencas metabdlicas e fisiologicas (WALKER; WHITE,
2017).

Um método frequentemente utilizado para a preservacdo de isolados de fungos
filamentosos é por meio de repiques sucessivos. Porém, utilizando esse método além de
trabalhoso e dispendioso, foi observado alteracBes nas caracteristicas morfoldgicas e
fisioldgicas das culturas, ocasionando a perda da viabilidade. Com base no agrupamento e na
quantificacdo dos morfotipos de fungos filamentosos isolados das diferentes amostras de solos
da Fazenda Experimental da UFAM e Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, foram

obtidos os resultados apresentados na tabela 11-2.



Tabela I1- 2. Fungos isolados de solo da Amazénia

Periodos Chuvosos Periodos Seco

Géneros/Espécies

UFAM

INPA

UFAM

INPA

Cc
5
O

Absidia sp

Acremonium sp
Aspergillus alliaceus

A. flavus

A. fumigatus

A. japonicus

A. ochraceus

A. paradoxos

A. restrictus

Aspergillus spp

A. terreus

Botrytis sp

Chaetomium sp
Chloridium sp
Chrysosporium sp
Cladosporium sp
Colletotrichum tropicale
Cunninghamella blakesleeana
Curvularia sp

Exophiala dermatitidis
Fusarium spp
Geotrichum candidum
Gliocladium sp
Gliocladium virens
Hortaea werneckii
Lecanicillium sp
Mortierella sp

Mucor espécie
Neosartorya sp
Paecilomyces lilacinus
Paecilomyces marquandii
Paecilomyces spp
Paecilomyces varioti
Penicillium aurantiogriseum
Penicillium bilaii
Penicillium brevicompactum
Penicillium chrysogenum
Penicillium claviforme
Penicillium commune

P. corylophilum
Penicilium expansum
Penicillium glabrum
Penicillium janthinellum
Penicillium melinii
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Penicillium minioluteum 4 4
Penicillium pinophilum 7 7
Penicilium purpurogenum 3 6 9
Penicilium spp 5 8 8 8 29
P. viridicatum 2 2
Ramichloridium subulatum 1 1
Rhizopus sp 1 2 2 5
Scopulariopsis brevicaulis 1 1
Sporothrix schenckii 2 2
Trichoderma spp 5 2 5 7 19
N&o identificado 14 17 8 12 51
Micélio estéril 4 3 4 3 14
Total 72 91 96 114 373

Entre amostras coletadas na Fazenda Experimental da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), foram identificados 17 géneros e 18 espécies. Das amostras coletadas no
Campus do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) foram identificados 20
géneros e 30 espécies. Dentre esses 188 isolados fungicos foram armazenados e preservados.

Os géneros melhor representados, de acordo com o numero de espécies, foram
Penicillium e Aspergillus, seguido por Paecilomyces, Fusarium, Trichoderma, Gliocladium,
Absidia, Rhizopus, Cladosporium, Chrysosporium, Geotrichum, Curvularia, Lecanicillium,
Chloridium, Colletotrichum, Chaetomium, Hortaea, Botrytis, Acremonium, Neosartorya,
Mortierella, Sporothrix, Scopulariopsis e Cunninghamella, além das amostras de miceélio estéril
e das amostras que ndo foram identificadas.

Do total dos isolados, 51 ndo puderam ser identificadas com base em marcadores
morfologicos, foram encontrados também alguns morfotipos, com destaque para isolados do
género Aspergillus e Penicillium, que apresentaram caracteristicas morfoldgicas que diferem
das espécies j& descritas, outro motivo da ndo identificacdo foi a falta de crescimento na
purificacdo devido a pequena quantidade da amostra, ndo podendo, assim realizar triplicada.

Estes fungos encontrados e que ndo puderam ser identificados apenas pelas
caracteristicas morfologicas, a partir de chaves de identificagdo, podem ter sido anteriormente
isolados e ndo constarem nos materiais de referéncia utilizados ou mesmo se tratarem de novos
géneros e/ou espéecies. No entanto é necesséria a utilizagdo de outras técnicas para esta

confirmacéo.
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A identificagdo de Trichoderma spp. ndo foi realizada até a espécie, pois suas espécies
sdo morfologicamente muito semelhantes entre si e, em geral, as diferentes espécies possuem
funcbes ecologicas similares (METCALF; WILSON, 2001). O género Trichoderma ¢é
caracterizado por apresentar crescimento rapido de colénias em meios de cultura, sendo
comumente encontrado em solos e citado em varios estudos como antagonista de diversos
patégenos (DOMSCH; GAMS; ANDERSON, 2007).

O género Penicillium apresentou uma predominancia que pode estar relacionada ao fato
de que seus conidios sao facilmente dispersos pelo ar e pelo antagonismo sobre outras especies,
seja por producdo de metabodlitos secundarios ou, mesmo indiretamente, por meio da
competicdo nutricional, da producdo elevada de esporos e da maior capacidade de crescimento
em meios de cultivo.

Hawksworth (1991) citou como pioneiro para a Amazoénia o trabalho de Chaves Batista,
que descreveu aproximadamente 3.500 novas espécies de fungos entre 1954 e 1972 isolados de
ambientes amazonicos.

Borges et al. (2011) obtiveram em amostras de solo de area de monocultivo de erva-
mate 0s géneros Aspergillus, Penicillium, Acremonium, Cladosporium, Fusarium e
Trichoderma. Ressalta-se que os quatro primeiros também foram obtidos no presente trabalho
em solos de floresta. Esses autores enfatizaram que todos 0s géneros reportados s&o comuns
em solos de florestas, campos, solos arenosos ou areas cultivadas (OLIVEIRA; NEVES;
ALVES, 2004).

Em outro estudo, Delabona (2011) isolou fungos filamentosos de solo de reservas de
floresta Amazonica nativa na Amazonia Oriental, das quais obteve 110 linhagens fungicas
pertencentes aos grupos: Aspergillus, Fusarium, Trichoderma, Penicillium e Mucor. A autora
ressaltou que poucos trabalhos sdo encontrados na literatura sobre o isolamento de fungos
filamentosos de solo na regido Amazénica (DELABONA, 2011). Da mesma forma, Vital e Zilli
(2010) salientaram que poucos estudos tém examinado especificamente a populacdo
microbiana do solo desta regido, embora exista grande necessidade em se conhecer a
diversidade microbiana desse ambiente devido sua relevancia, por representar um recurso
genético de valor inestimavel (VITAL; ZILLI, 2010).

Os isolados fungicos que demonstraram crescimento desejado e nimero adequado de
conidios, foram previamente selecionados para bioensaios com T. molitor, com intuito de
avaliar e triar isolados com capacidade entomopatogénica. Testes sobre a patogenicidade de um
fungo num inseto ou estagio alvo, em condicdes de laboratorio, visam oferecer ao fungo as

melhores condi¢fes para a infec¢do no processo de controle bioldgico.
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Desta forma, 37 isolados fungicos no periodo chuvoso e 68 isolados do periodo seco
foram avaliados, doze destes isolados apresentaram mortalidade e crescimento sobre as larvas
de T. molitor, sendo: IPC 1.2, IPC 3.1, IPC 4.5, IPS 1.3, IPS 2.1, IPS 2.2, IPS 2.3, IPS 3.1, IPS
4.9, IPS 5.6, FPS 2.10, FPS 4.8. Os isolados IBCB 425 e IBCB 66 sdo entomopatogénicos, e
utilizados na agricultura como cepas de referéncia em controle microbiano de insetos. (Tabela
11-3).

Tabela I1- 3. Avaliacdo de sonda/triagem em Tenebrio molitor para identificacdo de fungos entomopat6genos
isolados em amostras de solo

Id de acesso Local / ano Conidios /mL-1 Substrato Mortalidade (%)
IPC 1.2 INPA2—2016/1 1 x 108 Solo 50
IPS 2.4 INPA2—2016/2 1x108 Solo 100
IPC 3.1 INPA2—2016/1 2 x 108 Solo 90
IPC 4.5 INPA?—-2016/1 8 x 108 Solo 30
IPS1.3 INPA?—2016/2 6 x 108 Solo 70
IPS 2.1 INPA?—2016/2 1,5 x 108 Solo 70
IPS 2.3 INPA?—2016/2 6,5 x 108 Solo 60
IPS 3.1 INPA?—2016/2 3x 108 Solo 100
FPS 2.10 Km 38— 2016/2 1x108 Solo 20
FPS 4.8 Km38°— 2016/2 1,5 x 108 Solo 50
IBCB 425 Iporanga - SP® 1x108 Solo 100
IBCB 66 Sao José do Rio 1x108 Hypothenemus 80
Pardo - SP° hampei

a. Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia, Manaus —AM, Brasil
b. Fazenda Experimental, Universidade Federal do Amazonas, Km 38 — BR 174, Brasil
c. Centro Experimental, Instituto Biol6gico, Campinas — SP, Brasil

A concentrago utilizada foi 1x108 conidios mL™* por isolado. Os ensaios de seletividade
em T. molitor foi determinada pela mortalidade do proprio inseto indicando a presenca de
fungos que sejam entomopatogénicos. Desta forma, foi possivel selecionar linhagens com
atividade entomopatogénica, constituindo amostras da regido para bioensaios de controle
bioldgico contra A. aegypti e outros vetores de importancia para satde publica.
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4 CONCLUSOES

Os isolados fungicos coletados na Fazenda Experimental da UFAM e Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazobnia encontram-se preservados em Castellani e 6leo mineral. A
conservacao e preservacao dos isolados fungicos deste trabalho possibilitara a formagéo de uma
colecdo de isolados fungicos — Micoteca, da regido Amazonica, constituindo uma colecéo de
referéncia do INPA.

O isolamento de microrganismos provenientes do solo é uma etapa fundamental para o
desenvolvimento da biotecnologia e 0 comportamento desses isolados microbianos, é um fator
importante de selecdo do método de preservacdo mais eficiente.

A determinacéo da exata diversidade de fungos em amostras de solo ndo é um trabalho
trivial. Um dos principais problemas associados a esses estudos € a natureza fastidiosa de alguns
grupos de fungos que ndo séo capazes de crescer em meio de cultura.

A metodologia utilizando T. molitor como sonda de fungo entomopatogénico mostrou
ser eficiente ao demonstrar isolados fangicos com potencial para aplicacdo em controle

bioldgico de inseto.



75

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVES, S. B. Fungos entomopatogénicos. In: ALVES, S. B. (Ed.). Controle Microbiano de
Insetos. 2% ed. Piracicaba - SP: Fealq, 1998. p. 289-370.

ALVES, S. B.; MORAES, S. A. Quantificacdo de inoculo de patdgenos de insetos. In: ALVES,
S. B. (Ed.). . Controle microbiano de insetos. 4 ed. Piracicaba - SP: Fealq, 1998. p. 765-777.

APARECIDO, C. C. et al. Avaliacdo da viabilidade de culturas fangicas preservadas pelos
métodos de Castellani (Agua destilada) e Liofilizacao. Bioldgico, v. 69, n. 1, p. 5-8, 2007.

BARNETT, H. L.; HUNTER, B. B. lllustrated Genera of Imperfect Fungi. St. Paul
Minnesota: APS Press, 1998. v. 38.

BELO, C. S. B. Producéo de amilase e lipase por fungos filamentosos isolados de diferentes
tipos de solo de floresta e savana de Roraima. [s.l.] Universidade Federal de Roraima, 2013.

BHARADWAJ, A.; STAFFORD, K. C. Potential of Tenebrio molitor (Coleoptera:
Tenebrionidae) as a bioassay probe for Metarhizium brunneum (Hypocreales: Clavicipitaceae)
activity against Ixodes scapularis (Acari: Ixodidae). Journal of Economic Entomology, v.
104, n. 6, p. 2095-2098, 2011.

BLACKWELL, M. The fungi: 1, 2, 3 ... 5.1 million species? American Journal of Botany, v.
98, n. 3, p. 426-438, 2011.

BORGES, L. R. et al. Diversidade de fungos filamentosos em solo de monocultivo de erva-
mate , llex paraguariensis St . Hil . Rev. Acad., Ciénc. Agrar. Ambient, v. 9, n. 2, p. 185-
194, 2011.

BUEE, A. M. et al. 454 Pyrosequencing analyses of forest soils reveal an high fungal diversity
unexpectedly. New Phytologist, v. 184, n. 2, p. 449-456, 2014.

BUTT, T. M.; GOETTEL, M. S. Bioassays of entomopathogenic microbes and nematodes. In:
NAVON, A.; ASCHER, K. R. S. (Eds.). . Bioassays of entomopathogenic microbes and
nematodes. Wallingford: CABI, 2000. p. 325.

CARVALHO, V. G. Diversidade de fungos do solo da Mata Atlantica. [s.l.] Universidade
de Séo Paulo, 2012.

CASTELLANI, A. A. maintenance and cultivation of the common pathogenic fungi of man in
sterile distiled water: further researched a maintenance and cultivation of the common
pathogenic fungi of man in sterile distiled water: further researches. Journal of Tropical
Medicine & Hygiene, Mclean, v. 70, p. 181-184, 1967.

CAVALCANTI, S. D. B. Aplicacédo de metodologias de preservagdo e caracterizagio de
fungos na colecdo de culturas do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo. [s.1.]
Universidade de S&o Paulo - Sdo Paulo, 2010.

CLARK, F. E. Agar-plate method for total microbial count. In: BLANC, C. A. et al. (Eds.).
Methods of soil analysis. 1% ed. New York: Madson Inc, 1965. p. 1460-1466.



76

CONCEICAO DIOGO, H.; SARPIERI, A.; PIRES, M. C. Preservacdo de fungos em agua
destilada. Anais Brasileiros de Dermatologia, v. 80, n. 6, p. 591-594, 2005.

DE SOUSA, B. R. et al. Técnicas de Obtencdo, manutencdo e reativacdo de culturas
microbianas. Journal of Medicine and Health Promotion, v. 2, n. 24, p. 827-842, 2017.

DELABONA, P. DA S. Bioprospecgdo de fungos produtores de celulases da regido
amazonica para producao de etanol celuldsico. Universidade Federal de Séo Carlos, 2011.

DOMSCH, K. H. (KLAUS H.; GAMS, W. (WALTER); ANDERSON, T.-H. Compendium of
soil fungi. [s.l.] IHW-Verlag, Eching, 2007.

GADD, G. M. Geomycology: biogeochemical transformations of rocks, minerals, metals and
radionuclides by fungi, bioweathering and bioremediation. Mycological Research, v. 111, n.
1, p. 3-49. 2007.

GAMS, W. Biodiversity of soil-inhabiting fungi. Biodiversity and Conservation, v. 16, n. 1,
p. 69-72, 27. 2007.

HAWKSWORTH, D. L. The fungal dimension of biodiversity: magnitude, significance, and
conservation. Mycological Research, v. 95, n. 6, p. 641-655, 1991.

HAWKSWORTH, D. L. The magnitude of fungal diversity: the 1.5 million species estimate
revisited. Mycological Research, v. 105, n. 12, p. 1422-1432, 2001.

HAWKSWORTH, D. L.; LUCKING, R. Fungal diversity devisited: 2.2 to 3.8 million species.
In: The Fungal Kingdom. [s.l.] American Society of Microbiology, 2017. v. 5p. 79-95.

HUMBER, R. A. Identification of entomopathogenic fungi. In: LACEY, L. A. (Ed.). . Manual
of techniques in invertebrate pathology. London: Acandemic Press, 2012. p. 151-187.

LACAZ, C. DA S.; PORTO, E.; MARTINS, J. E. C. Micologia médica: fungos,
actinomicetos e algas de interesse médico. 82 ed. Sdo Paulo: Sarvier, 2001. v. 33.

LICHTWARDT, R. W. Arthropods, The Trichomycetes: Fungal Associates of arthropods.
1% ed. New York: Springer Verlag, 1986.

LIU, Z. Y. etal. The use of dodine in selective media for the isolation of Metarhizium spp. from
Soil. Journal of Invertebrate Pathology, v. 62, n. 3, p. 248-251, 1993.

LOUGUERCIO-LEITE, C.; ESPOSITO, E. Fungos: estrutura e ultra-estrutura. In: ESPOSITO,
E.; AZEVEDO, J. L. (Eds.). Fungos - Uma introducdo a biologia, bioquimica e
biotecnologia. 22 ed. Caxias do Sul: EDUCS, 2010. p. 15-46.

MELO, V. S. et al. Consequences of forest conversion to pasture and fallow on soil microbial
biomass and activity in the eastern Amazon. Soil Use and Management, 2012.

METCALF, D. A.; WILSON, C. R. The process of antagonism of Sclerotium cepivorum in
white rot affected onion roots by Trichoderma koningii. Plant Pathology, v. 50, n. 2, p. 249-
257, 2001.



77

MEURER, E. J. (ED.). Fundamentos de Quimica do Solo. 6% ed. [s.l.] EVANGRAF, 2015.

MEYLING, N. V. Methods for isolation of entomopathogenic fungi from the soil
environment. [s.l: s.n.].

MONTEIRO, M. C. P. Identificacdo de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium em
solos preservados do Cerrado. Larvras - MG: Derpatamento de Microbiologia Agricola,
Universidade Federeral de Lavras, 2012.

MOREIRA, F. M. DE S.; SIQUEIRA, J. O. Microbiologia e Bioquimica do Solo. 22 ed.
Larvras - MG: UFLA, 2006.

MUELLER, G. M.; SCHMIT, J. P. Fungal biodiversity: what do we know? What can we
predict? Biodiversity and Conservation, v. 16, n. 1, p. 1-5, 18, 2007.

MUMMEY, D. L. et al. Spatial analysis reveals differences in soil microbial community
interactions between adjacent coniferous forest and clearcut ecosystems. Soil Biology and
Biochemistry, v. 42, n. 7, p. 1138-1147, 2010.

O’BRIEN, H. E. et al. Fungal Community analysis by large-scale sequencing of environmental
samples. Applied and Environmental Microbiology, v. 71, n. 9, p. 5544-5550, 2005.

OLIVEIRA, R. C. DE; NEVES, P. M. O. J.; ALVES, L. F. A. Selecdo de fungos
entomopatogénicos para o controle de Oligonychus yothersi (McGregor) (Acari:
Tetranychidae), na cultura da erva-mate (llex paraguariensis St. Hill.). Neotropical
Entomology, v. 33, n. 3, p. 347-351, jun. 2004.

PANSA, C. C. Trichoderma spp . de solos da Floresta Amazonica como fonte de enzimas

celuloliticas. Universidade de Sao Paulo Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”.
[s.l.] Séo Paulo, 2017.

PASSADOR, M. M. ET AL. Manutencéo da viabilidade e patogenicidade de culturas mantidas
na micoteca “Mario Barreto Figueiredo”. Biologico, v. 72, n. 1, p. 51-55, 2010.

PEREIRA, B. D. S. et al. Avaliacdo in vitro de fungos filamentosos no controle bioldgico de
Mahavarna fimbriolata. Cad. Ciénc. Agra, v. 8, n. 2, p. 48-57, 2016.

PERFETTI, D. J. C. El uso de hongos entomopatdgenos para el control biorracional
Triatominae, vectores de la enfermedad de Chagas. Avances Cardiol, v. 31, n. 4, p. 333-352,
2011.

PETIT, P. et al. Novel antimicrobial secondary metabolites from a Penicillium sp. isolated from
Brazilian Cerrado soil. Electronic Journal of Biotechnology, v. 12, n. 4, 1-9, 2009.

PFENNING, L. H.; ABREU, L. M. DE. Diversity of microfungi in tropical soils. In:
PERSIANI, A. .; CASADO, M. . (Eds.). Soil biodiversity in Amazonian and other Brazilian
ecosystems. CABI ed. Wallingford: CABI, 2008. p. 184-205.

RIDDELL, R. W. Permanent stained mycological preparations obtained by slide culture.
Mycologia, v. 42, n. 2, p. 265, 1950.



78

RODRIGUES, J. L. M. et al. Conversion of the Amazon rainforest to agriculture results in
biotic homogenization of soil bacterial communities. Proceedings of the National Academy
of Sciences, v. 110, n. 3, p. 988-993, 2013.

SCHOLTE, E.-J. et al. Entomopathogenic fungi for mosquito control: a review. Journal of
insect science (Online), v. 4, p. 19, 2004.

SIDRIM, J. J. C.; ROCHA, M. F. G. Micologia a luz de autores contemporaneos. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2004.

SILVA, D. C. V. DA et al. Isolamento e selecdo de fungos filamentosos do solo de sistemas
agroflorestais do Municipio de Bom Jardim ( PE ) com base na capacidade de producéo de
enzimas hidroliticas. Revista Brasil. Bot, v. 34, n. 4, p. 607-610, 2011.

SOUZA, J. V. B. DE et al. Anti-mycobacterium activity from culture filtrates obtained from
the dematiaceous fungus C10. Journal of Yeast and Fungal Research, v. 2, p. 28-32, 2011.

TEDERSOQO, L. et al. 454 Pyrosequencing and sanger sequencing of tropical mycorrhizal fungi
provide similar results but reveal substantial methodological biases. New Phytologist, v. 188,
n. 1, p. 291-301, 2010.

VARGAS GIL, S.; PASTOR, S.; MARCH, G. J. Quantitative isolation of biocontrol agents
Trichoderma spp., Gliocladium spp. and actinomycetes from soil with culture media.
Microbiological Research, v. 164, n. 2, p. 196-205, 20009.

VITAL, M. S.; ZILLI, J. E. Avancos em Microbiologia do Solo no Estado de Roraima. In:
BARBOSA, R. I.; MELO, V. F. (Eds.). . Homem, ambiente e ecologia no Estado de
Roraima. Boa Vista - RR: Boa Vista: FEMACT, 2010. p. 409-429.

WALKER, G. M.; WHITE, N. A. Introduction to Fungal Physiology. In: Fungi. Hoboken, NJ,
USA: John Wiley & Sons, Inc., 2017. p. 1-35.

XAVIER, L. DE S.; PONTES, G. O.; ALENCAR, Y. B. Preservacdo e colegdes
microbioldgicas para aplicacdo na biotecnologia. In: MAFRA, R. Z. et al. (Eds.). . Gestdo da
Biotecnologia na Amazonia: a inovacdo e a exploracdo dos recursos e ecossistemas
naturais para o desenvolvimento de produtos e processosdesenvolvimento de produtos e
processos. 1* ed. Manaus: EDUA / UFAM, 2015. p. 42-56.

ZIMMERMANN, G. The “Galleria bait method” for detection of entornopathogenic fungi in
soil. J. Appl. Ent., v. 102, p. 213-215, 1986.



79

MANUSCRITO 2: PRESERVACAO E COLECOES MICROBIOLOGICAS PARA
APLICACAO NA BIOTECNOLOGIA

Luziana de Sousa Xavier
Grafe Oliveira Pontes
Yamile Benaion Alencar

Xavier LS, Pontes GO, Alencar YB. Preservacéo e cole¢es microbioldgicas para aplicacdo na
biotecnologia In: MAFRA, R. Z. et al. (Eds.) Gestdo da Biotecnologia na Amazonia: a
inovacdo e a exploracdo dos recursos e ecossistemas naturais para o desenvolvimento de
produtos e processos. 1 ed. Manaus: EDUA / UFAM, 2015, v.1, p. 57-70. ISBN: 978-85-
7401-802-7".

1 INTRODUCAO

O avanco da biotecnologia mostrou um notavel crescimento ao desenvolvimento da
microbiologia devido ao reconhecimento, pelo homem, da importancia dos fungos, algas e
bactérias, resultando em estudos e aprimoramentos de técnicas e métodos para isolamento,
cultivo e preservacdo de microrganismos. A diversidade genética e metabdlica dos
microrganismos tem sido explorada hd muitos anos visando a obtencdo de produtos
biotecnologicos (CANHOS e MANFIO, 2001).

Os microrganismos e a biotecnologia compreendem um campo do conhecimento
bastante vasto, englobando atividades que vao do cultivo a construcdo de material biolégico.
Isso faz com que a aplicacdo e uso desse material facam parte das diferentes etapas de producao
e até mesmo constituam uma verdadeira “cadeia produtiva”, com toda a complexidade inerente
a uma atividade tecnologica e industrial fortemente baseada em pesquisa e desenvolvimento
(BRASIL, 2002).

A biotecnologia é baseada na busca e descoberta de recursos biol6gicos industrialmente
exploraveis. Uma abordagem classica das etapas do processo de busca e descoberta
biotecnoldgica passa resumidamente pela coleta de material bioldgico adequado, seguida da
selecdo e triagem de materiais com os atributos desejados para o desenvolvimento de um
produto comercial ou processo industrial (CANHOS e MANFIO, 2001). E considerada uma
tecnologia robusta, confiavel e de baixo risco, capaz de ser implementada em grande escala por
uma ampla gama de setores para sua aplicacdo (PEIXOTO, 2008). O material bioldgico
representa um novo insumo tanto no ambiente da pesquisa e desenvolvimento quanto nos
processos produtivos (BRASIL, 2002).
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Os microrganismos apresentam uma imensa diversidade genética e desempenham
funcgdes Unicas e cruciais na manutencdo de ecossistemas, como componentes fundamentais de
cadeias alimentares e ciclos biogeoquimicos. Apesar de sua grande importancia no meio
ambiente e em processos biotecnologicos, estima-se que menos de 5% dos microrganismos
existentes no planeta tenham sido caracterizados e descritos. E importante ressaltar que grande
parte dos avancos da biotecnologia moderna e da agricultura é derivada das descobertas
recentes nas areas de genética, fisiologia e metabolismo de microrganismos (CANHOS,
UMINO e MANFIO, 1999; (BRASIL, 2002).

A maneira mais eficaz de conservar microrganismos de importancia econdmica é a
preservacdo em colegdes (ABREU e TUTUNJI, 2008). As colegfes de culturas de
microrganismos sdo centros de conservacao bioldgica, podendo ser desde pequenos centros
privados a grandes instituicGes de ensino e pesquisa, como parte essencial da infraestrutura de
apoio as ciéncias da vida e biotecnolégica (SETTE et al., 2006). A sua funcdo primaria é de
obter, manter e distribuir culturas biolégicas para ensino, investigacdo, ensaios de controle,
biotecnologia. E ainda um meio de preservacéo da diversidade bioldgica ex situ (CARVALHO,
2012).

2 AS COLECOES MICROBIOLOGICAS

As colecOes de culturas podem ser classificadas em trés categorias, nomeadamente,
colecBes privadas, especializadas e publicas. As cole¢des de culturas privadas sdo as que se
constituiram com o objetivo de servir a instituicdo em que se localizam, como por exemplo, as
que estdo associadas a determinadas empresas ou industrias. As cole¢cBes de culturas
especializadas desenvolveram-se em resultado dos interesses de investigacdo especificos de um
determinado investigador, sendo as que contém, geralmente, informacdo muito rica e
especializada, mas também as que comportam maior risco de desaparecer ou porque 0
investigador passou a ter interesses diferentes ou porque se reformou ou mudou de emprego.
As colecOes de culturas pablicas s@o aquelas que tém como funcéo primaria a distribuicdo de
culturas e a prestacao de servicos de utilidade publica (CARVALHO, 2012).

O objetivo principal das colegdes de microrganismos € prover ao usuario os produtos
e/ou servigos oferecidos, utilizando técnicas e processos que certifiguem a qualidade e que
estejam de acordo com as leis, regulamentos e politicas nacionais (SETTE et al., 2006). Neste
contexto, as cole¢des microbiologicas sdo essenciais para o suporte ao desenvolvimento da
biotecnologia, provendo insumos e material bioldgico certificado (OLIVEIRA, SETTE e
FANTINATTI-GARBOGGINI, 2006).
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A preservagdo e manutencdo das culturas devem ser feitas de forma a garantir sua
sobrevivéncia, estabilidade e pureza durante periodos prolongados de tempo, conservando
caracteristicas genéticas e propriedades morfologicas e fisiologicas (ABREU e TUTUNJI,
2008). O material bioldgico preservado por métodos adequados em colecGes de cultura tem um
amplo espectro de aplicagbes nas areas da agricultura, industria, meio ambiente e saude
(RODRIGUES e LOUREIRO, 2009). Portanto, é de inteira responsabilidade de uma cole¢do
microbioldgica garantir a qualidade de seu acervo, e para isso devem operar com base em
padrdes apropriados para que o material microbiano possa ser certificado, garantindo ao cliente
(consumidor) qualidade, manutencdo do potencial biotecnoldgico (estabilidade genética) e
autenticidade (SETTE et al., 2006).

Nos paises em desenvolvimento, as cole¢des de culturas ndo tém merecido a devida
atencdo de formuladores de politicas para biotecnologia, agéncias de financiamento e 6rgéos
governamentais. Geralmente as colecdes sdo consideradas subprodutos da pesquisa, em
especial da pesquisa bésica, e as suas atividades e manutencao sdo consideradas atribui¢des e
responsabilidades dos proprios investigadores. Nesses paises, 0 governo e grande parte do setor
empresarial privado ignoram a importancia dessas colecdes como infraestrutura relevante para
a inovacdo tecnoldgica e para a competitividade industrial. Em contraponto, cole¢Ges de
culturas e bancos gendmicos sdo consideradas peca fundamental em programas de
bioprospeccédo e desenvolvimento em empresas atuantes no setor de biotecnologia em paises
industrializados (CARVALHO, 2012).

No Brasil, embora o pais se destaque no quadro internacional pela capacidade
institucional quando comparado a outros paises em desenvolvimento, a auséncia de uma
politica adequada para a consolidacdo de Colecdes Bioldgicas Nacionais é uma das causas
preponderantes para 0 ndo avan¢o do setor. Recursos financeiros e humanos devem ser
direcionados a dinamizagdo de ColecBes Microbiologicas Nacionais de referéncia na
identificacdo e preservacdo do patrimoénio genético brasileiro, com séria regulamentacdo como
colecdes de servico (VAZOLLER e FRANCO, 2005).

No Brasil existe certo nimero de colec¢des de culturas bem estabelecidas em diferentes
Universidades e Centros de Pesquisas, que mesmo caracterizadas como Colegdes
Microbiologicas de pesquisa, deve compor um sistema nacional de informacdo, registro e
controle de qualidade, estratégico as recomendacdes legais sobre Protecdo ao Patrimonio
Genético Brasileiro - Medida Provisoria n°® 2.186-16 de 2001 (BRASIL, 2001). Sdo também as
colecBes de pesquisas as provaveis fontes das cole¢des de servico, por isso se deve estimular a

sua existéncia em conformidade com conjuntos de normas reguladoras e bem estabelecidas,
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com continua atualizacéo das novas metodologias para detecgdo, amostragem, coleta, cultivo e
identificacdo dos microrganismos, bem como em relacdo as condutas mais adequadas de
preservacdo e controle de qualidade (VAZOLLER e FRANCO, 2005).

3 METODOS DE PRESERVACAO DE COLECOES MICROBIOLOGICAS

Na escolha de um método de preservacdo devemos considerar a capacidade de
manutencdo das caracteristicas fenotipicas, genotipicas e patogénicas das cepas estocadas
(MARIANO, 2006; GIRAO et al., 2004). Os principais métodos de preservacio utilizados s&o
temperaturas baixas ou congelamento, nitrogénio liquido, silica-gel, solo ou areia, tecido seco
de hospedeiro infectado, repicagens periddicas, agua destilada, liofilizacdo e 6leo mineral
(BOTELHO et al., 2013; APARECIDO et al., 2012; BUENO, AMBROSIO e SOUZA, 2006).
Tais métodos estdo relacionados ao prazo em que se pretende preservar 0s microrganismos, a

seguir abordados.

3.1 Métodos de conservacdo em curto prazo - Repicagem continua ou periddica

O repique continuo, também chamado de subcultivo ou repicagem periddica, é uma das
mais antigas técnicas de conservacdo. Por ser um método simples, barato e amplamente
utilizado caracteriza-se como técnica tradicional de manutencdo de culturas em laboratorio,
sendo bastante utilizada para se obter a viabilidade de microrganismos, principalmente de
bactérias (SOLA et al., 2012; ROMEIRO, 2006; COSTA e FERREIRA, 1991). Vérias espécies
microbianas sdo conservadas por esse método. Um fator importante para a conservacdo do
microrganismo € a utilizacdo do meio de cultivo adequado, pois assim é possivel aumentar o
intervalo de tempo entre repicagens (SOLA et al., 2012).

Este método consiste na transferéncia, de maneira asseptica, de pequena porcdo de
fungo em meio de cultura, de um tubo de ensaio para novos tubos, contendo material para
cultivo apropriado, o qual permitira o desenvolvimento do fungo. Tal procedimento deve ser
realizado a cada trés ou quatro meses, a fim de que seja evitado o consumo completo de
substrato e, também, o acimulo excessivo de produtos de excrecdo, provenientes do
metabolismo fangico, uma vez que tais substancias se comportam como agentes mutagénicos
(APARECIDO et al., 2012; PIRES, APARECIDO e FINATTI, 2012; PASSADOR et al.,
2010).



83

3.2 Métodos de conservacdo em médio prazo — Preservacao em 6leo mineral, em
&gua destilada estéril, congelamento comum e secagem

O método preservacdo em 6leo mineral consiste na aplicagdo de uma camada de 1 cm
de altura de 6leo estéril sobre uma cultura de microrganismos em estado sélido ou liquido. Essa
camada de 6leo limita a quantidade de oxigénio disponivel para 0 microrganismo, causando
assim uma redugdo no metabolismo e consequentemente na taxa de multiplicacdo do agente
(SOLA et al., 2012; ROMEIRO, 2006; COSTA e FERREIRA, 1991).

A manutencéo de culturas submersas em 6leo mineral promove a reducdo do consumo
de oxigénio em torno de 10% em poucas horas (SOLA et al., 2012; COSTA e FERREIRA
1991). Outra aplicacdo do 6leo mineral nas culturas de microrganismos é a sua prevencao contra
a desidratacdo do meio de cultivo. Se o 6leo for adicionado sob uma cultura em tubo inclinado,
por exemplo, todo o meio deve ser coberto, evitando que 0s microrganismos permanecam em
contato com o ar, evitando que a dgua do meio seja drenada e levada para o exterior, protegendo
da desidratacdo total e perda do material bioldgico (SOLA et al., 2012; ROMEIRO, 2006).

Os 0leos minerais utilizados devem ser bastante viscosos e com densidade relativa de
0,8 a 0,9 a temperatura de 20 °C, para que eles ndo sejam mais densos que a agua e passem para
o fundo da cultura liquida. Os 6leos mais recomendados para a conservagdo de microrganismos
sdo formulados a base de parafina e vaselina, isentos de componentes toxicos a célula
(ROMEIRO, 2006).

Durante a esterilizacdo do 6leo mineral, deve-se evitar a formacdo de umidade para
eliminar possiveis contaminacdes. Existem dois procedimentos de esterilizacdo do Gleo
mineral: |- através de autoclavagem a 1 atm por 30 minutos, seguida de secagem a 150°C, e 1l-
através de aquecimento a 170 °C por 1 hora. No entanto, a elevacdo da temperatura do 6leo
pode as vezes resultar na formacédo de produtos toxicos (SOLA et al., 2012; ROMEIRO, 2006;
COSTA e FERREIRA, 1991).

A transferéncia de microrganismos preservados em cultura com 6leo mineral deve ser
realizada para 0 mesmo meio de cultivo em que o microrganismo se encontrava durante a
preservacao, e a repicagem para outro meio de cultura deve acontecer ap0s a drenagem total da
camada de 6leo (PASSADOR et al.,, 2010; PEREIRA, BOM e FERRARA, 2008). A
temperatura de conservacgdo do meio de cultura ap6s adicdo do 0leo € descrito na literatura com
variacdes de 4 °C a 20 °C, ajustada de acordo com as necessidades individuais de cada
microrganismos (SOLA et al., 2012; ROMEIRO, 2006; COSTA e FERREIRA 1991).

A preservacdo em agua, também chamado de método de Castellani, pode ser feita em

agua destilada ou solucdo salina estéril. A solucdo salina € utilizada para a preservacao de
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microrganismos sensiveis a baixas pressdes osmoticas de solucdes hipotonicas (SOLA et al.,
2012). O método de Castellani consiste em armazenar pequenos discos (7 mm) do meio de
cultura contendo o fungo, em frascos de vidro com aproximadamente 4 mL de agua destilada
esterilizada. Preferencialmente, devem ser utilizadas culturas jovens, com cerca de 10 a 15 dias.

Os frascos para armazenamento pelo método de Castellani sdo vedados com rolha de
borracha previamente esterilizada, e o material microbiol6gico € observado durante alguns dias
para verificar indicios de contaminacédo entre os procedimentos. Nao havendo contaminacdes
bacterianas, o frasco com material microbiano é lacrado com uma tampa hermética de aluminio
(COSTA e FERREIRA, 1991). A viabilidade desse método tem sido estudada no Instituto
Bioldgico de Sao Paulo — Campinas, sendo que bons resultados tém sido obtidos (APARECIDO
etal., 2012; PASSADOR et al., 2010; FINATTI e APARECIDO, 2009).

A preservacado por congelamento consiste na utilizacéo de freezers comuns que atingem
temperaturas de -4 a -20 °C, aconselhdvel em temperaturas iguais ou inferiores a -20 °C.
Apresenta-se como um dos métodos de manutencdo mais simples e baratos, além de oferecer
boa seguranca para 0 armazenamento de diversos microrganismos por periodos de alguns meses
a dois anos (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012). Como desvantagem do método, existe a
possibilidade de reducdo da viabilidade de alguns microrganismos em fungdo dos danos
causados as células decorrentes da formacdo de cristais de gelo e da variacdo eletrolitica na
faixa de temperatura utilizada (ROMEIRO, 2006).

A preservacdo por secagem consiste em uma suspensdo do microrganismo que é
derramada sobre carregadores como areia, lama, solo, carvéo ativado, gréos de trigo, esferas de
vidro, granulos gelatinosos ou sintéticos, papel-filtro, entre outros. Esses elementos séo
considerados bons carregadores por apresentar uma area de superficie adequada e a capacidade
de absorver parte da umidade para entdo serem secos a temperatura ambiente ou em
aquecimento de 36-40 °C. A secagem também pode ser feita na presenca de algum composto
hidrofilico como a silica-gel e o peroxido de fosforo. As técnicas para o preparo de culturas em
solo sdo basicamente duas (SOLA et al., 2012). A primeira consiste na inoculacdo de um
pequeno volume de areia ou solo seco e estéril em pequena quantidade de suspensao de esporos
do fungo que se deseja manter, seguido de secagem. Essa técnica nao permite o crescimento do
fungo e preserva os conidios ou esporos inicialmente introduzidos no solo (SOLA et al., 2012).

A segunda técnica consiste na utilizagcdo de um volume de indculo em solo umedecido
e previamente esterilizado por autoclavagem, seguido de um periodo de incubacéo. Esta técnica
possibilita, para fungos, o crescimento, preservando as células propagativas e de resisténcia.

Sdo obtidos resultados mais satisfatorios quando o solo possui de 20 a 25% de capacidade de
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retencdo de agua. Para determinar a retencdo de &gua em solo, deve-se colocar uma porgéo de
solo em um funil com papel-filtro umedecido e adiciona-se 4gua até que uma gota se forme na
ponta do cone de papel. A quantidade de &gua adicionada ao solo corresponde,
aproximadamente, a capacidade de retencdo de agua desse tipo de solo (SOLA et al., 2012).

O armazenamento em cristais de silica-gel consiste em pequenos frascos de vidro com
tampas metélicas que sdo parcialmente preenchidos com silica-gel purificada, de malha 6-2
mesh, previamente esterilizada pelo calor, seca a 130 °C por 3 horas e resfriadas em congelador.
A suspensdo de esporos € misturada em 5% de leite desnatado, seguido é adicionada a silica-
gel em quantidade suficiente para umedecer % da silica nos frascos de vidro com tampas
metalicas. Os frascos sdo colocados por 20 minutos em banho frio, para evitar efeitos do
desprendimento de calor. Como a silica-gel libera calor quando em contato com a agua ou
suspensdes aquosas, ha a necessidade de resfriamento em banho de gelo para evitar danos aos
microrganismos. Posteriormente, os frascos sdo guardados a temperatura ambiente. Para
recuperar as culturas, alguns poucos cristais de silica séo assepticamente removidos e colocados

em meio de cultura propicia ao desenvolvimento microbiano (SOLA et al., 2012).

3.3 Métodos de preservacdo em longo prazo - a liofilizacéo e a criopreservagdo em
nitrogénio liquido

A liofilizacdo é considerada uma das técnicas mais eficientes para a manutencao de
microrganismos, justamente por garantir viabilidade dos microrganismos por longos periodos
e ser aplicavel para a maioria deles (COSTA e FERREIRA, 1991; CANHOS, UMINO e
MANFIO, 1999). A técnica se baseia na remocdo da agua intracelular de materiais biolégicos
congelados, por sublimacéo, evitando a formacdo de cristais de gelo, que sdo capazes de
provocar danos as estruturas celulares (MORGAN et al., 2006).

A liofilizagdo é constituida por trés etapas: congelamento, desidratacdo primaria e
desidratacdo secundaria. Durante o processo de congelamento pode ocorrer um dano a estrutura
celular relacionado com o comportamento peculiar da agua sob condi¢bes de baixas
temperaturas. A agua congelada expande-se ao cristalizar e no processo de fusdo tende a
recristalizar e aglutinar, formando longos e protuberantes cristais de gelo, capazes de produzir
uma série de danos mecénicos, bioquimicos e osmaticos a célula (CARVALHO, 2007).

O congelamento promove a inércia do material a ser liofilizado, gerando uma
interrupcdo das rea¢fes quimicas e atividades bioldgicas. Durante essa fase, a suspensdo liquida

é resfriada com a formac&o de cristais de gelo. Com a suspenséo se tornando mais concentrada,

N
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concentrado e viscoso, solidifica, produzindo uma fase amorfa, cristalina ou amorfo-cristalina
combinada (PAOLI, 2005; COSTA et al., 2009).

Na secagem primaria a &gua € removida por sublimacdo que ocorre sob vacuo e com a
adicdo de calor. O calor aqui fornecido deve ser apenas suficiente para gerar o calor latente de
sublimacdo. A velocidade de secagem na liofilizacdo é lenta, sendo em média de 0,001 °C a
0,06 °C por segundo. Nesta primeira fase, cerca de 90% da &gua é retirada do produto (PAOLLI,
2005; COSTA et al., 2009).

A secagem secundaria envolve a remocéao da dgua absorvida pelo produto, a &gua que
ndo se separou com o gelo durante o congelamento e, consequentemente ndo sublimou. A agua
ndo congelada deve ser adsorvida na superficie do produto cristalino, sua presenga, em
guantidades suficientes, pode causar a rapida decomposicdo do produto, quando estocado a
temperatura ambiente (SOLA et al., 2012; COSTA et al., 2009; PAOLI, 2005).

Os procedimentos de estocagem e acondicionamento influenciam significativamente na
vida de prateleira dos materiais liofilizados. Dessa forma, os produtos liofilizados, armazenados
em ampolas ou frascos de vidro, devem ser acondicionados em ambiente com baixa umidade,
baixa temperatura, abrigo de oxigénio, luz e contaminantes (SOLA et al., 2012; CARVALHO,
2012; MORGAN et al., 2006).

Através dessa técnica, a viabilidade de alguns microrganismos pode ser mantida por
muitos anos ultrapassando periodos de 17 a 20 anos. A maioria das cole¢fes de microrganismo
atualmente utiliza essa técnica para a conservacao de bactérias, actinomicetos e muitos fungos,
inclusive os leveduriformes, respondendo bem a essa técnica, mesmo considerando que o
namero total de células que sobrevivem ao processo em cada operacdo seja relativamente
pequeno (SOLA etal., 2012; CARVALHO, 2012).

A preservacao pelo processo de crioprotecdo envolve diferentes passos. O primeiro é
preparar as culturas para o congelamento. Para prevenir a desidratacdo, sdo necessarios que
todos os fluidos celulares se solidificarem juntos, evitando alteracdo na concentracdo dos
minerais e, formacdo de cristais de gelo e consequente ruptura da parede celular. Para tanto,
agentes protetores do congelamento devem ser adotados. O glicerol é bioquimicamente
compativel com as estruturas celulares e, portanto, frequentemente usado para preservacao.
Dessa forma as células podem ser preservadas por um tempo indefinido e recuperar suas
funcBes normais quando forem devidamente descongeladas (ABREU e TUTUNJI, 2008).

A metodologia padrdo para a criopreservacdo tem inicio na refrigeracdo do material
bioldgico, mantendo-o a temperatura de 20 °C. Nesta etapa, ndo se evidencia danos as estruturas

celulares, desde que a amostras estejam diluidas em meios adequados (OLIVEIRA, 2007;



87

COSTA et al., 2009). Com a reducdo da temperatura, pode ser determinada uma faixa critica,
entre +19 e +8 °C, na qual os microrganismos poderdo sofrer algum tipo de injuria celular.
Quando este resfriamento € realizado de uma forma inadequada, o fendbmeno determinado como
choque térmico provoca danos irreversiveis como alteracbes na membrana plasmatica com
consequente aumento da permeabilidade e perda de ions e moléculas intracelulares, além da
reducdo do metabolismo (SOLA et al., 2012; WATSON, 2000).

Quando o processo de reducdo de temperatura atinge a faixa de -6 °C a -15 °C, verifica-
se a cristalizacdo da agua presente no meio, 0 aumento da concentracdo de soluto na fracéo
descongelada e a auséncia de formacgdo de cristais de gelo intracelular pelo controle da
membrana plasmética. Quando o material atinge a temperatura critica de -60 °C, verifica-se a
inércia celular, sendo possivel realizar a imersdo do material em nitrogénio liquido, para seu
armazenamento e conservacao (SOLA et al., 2012; OLIVEIRA, 2007; WATSON, 2000).

A estocagem a baixas temperaturas, apesar de eficiente, pode comprometer a qualidade
das amostras armazenadas, visto a possibilidade de variacGes de temperaturas em freezers. Ja
0s sistemas de nitrogénio liquido garantem o armazenamento a temperaturas constante e por
longos periodos (SOLA et al., 2012; PAOLI, 2005).

A elevada taxa de sobrevivéncia alcancada desperta o interesse de pesquisadores quanto
a sua utilizacdo, principalmente pelo aspecto pratico, visto a recuperacdo e viabilidade de
populacbes celulares, mas também na reducdo das possiveis alteracdes na sua composicdo
genética. Entretanto, faz-se necessario frisar que os protocolos de criopreservacao necessitam
de adequacdo metodoldgica para cada tipo de microrganismo de interesse (ABREU e
TUTUNJI, 2008; COSTA et al., 2009).

Apesar dos crioprotetores serem essenciais para 0 congelamento seguro da maioria dos
sistemas bioldgicos, essas substancias ndo permitem a sobrevivéncia de todas as células, o que
pode ser explicado por apresentarem efeitos toxicos que dependem principalmente da
concentracdo do crioprotetor utilizado bem como do tempo de exposi¢éo da célula ao mesmo
(OLIVEIRA, SETTE e FANTINATTI-GARBOGGINI, 2006).

4 PARTICULARIDADES DA PRESERVACAO DAS COLECOES

Apenas as colecdes biologicas institucionais poderdo pleitear ao Conselho de Gestéo de
Patriménio Genético (CGEN/MMA) o credenciamento como Colecdo Fiel Depositaria. Para
isso, devem: | - Preencher o formulério para solicitagdo de credenciamento disponivel no site
do CGEN, colocando como representante institucional o (a) Vice-Presidente de Pesquisa e

Laboratorios de Referéncia (VPPLR); 11 - Anexar os documentos solicitados; Il - Encaminhar
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a documentacédo para a VPPLR para ciéncia, aprovagdo e assinatura do formulario; IV - Apos
assinatura pelo (a) Vice-Presidente de Pesquisa e Laboratdrios de Referéncia a solicitagéo sera
encaminhada ao CGEN (FIOCRUZ, 2005).

As colecdes credenciadas como fiel depositaria ao final do ano informaréo a VPPLR se
tiveram algum deposito de material bioldgico naquele ano e, em caso positivo, encaminhardo
relatério quanto aos depositos para VPPLR, que os enviard para 0 CGEN, informando também
aquelas que ndo tiveram depositos (FIOCRUZ, 2005). No Amazonas as instituicbes
credenciadas no CGEN como fiel depositaria sdo: | - Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia - INPA, que tem como Curadora das Cole¢des Microbioldgicas a Dra Lucia Helena
Rapp Py-Daniel; e Il - Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, que tem como Curadora da
Colecdo de Fungos da Amazbdnia (CFAM) a Dra Ormezinda Celeste Cristo Fernandes, e
Curadora da Colecdo de Bactérias da Amazénia (CBAM), a MSc. Luciete Almeida Silva
(BRASIL, 2015).

CONSIDERACOES FINAIS

A elaboracdo de cole¢des bioldgicas é fundamental para garantir a preservacdo da
biodiversidade. Elas prestam servigos de preservacdo, manutencdo, depdsito, fornecimento,
caracterizacdo e identificacdo taxonémica de material biol6gico para o desenvolvimento de
pesquisa em ciéncia, tecnologia e inovacdo, e em vigilancia epidemioldgica, em conformidade
com as normas e legislacdes nacionais e internacionais vigentes.

A escolha de uma técnica para conservacdo depende de vérias particularidades, nao
existindo, dessa forma, uma férmula padréo e universal para a estocagem e preservacdo de
fungos, levando-se em consideragdo que a preservacgao deve garantir a viabilidade, a isencéo de
contaminac0es e a estabilidade genética das células. A defini¢do da técnica a ser utilizada para
a preservacdo depende também do isolado que sera preservado. Sendo assim, deve-se definir
qual a melhor metodologia para cada isolado através de testes.

Considerando a vasta diversidade microbiana e que muitos microrganismos ainda
esperam pela definicdo da metodologia mais adequada a sua conservagéao, conclui-se que este

ainda é um tema que ainda demanda muita pesquisa e discussoes.
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Coordenador do Projeto: Wanderli Pedro Tadei
CPF: 737.029.948-15 RG: 4459170 - S5P / 8P

Finalidade do projeto: O uso de inseticidas quimicos torna-se importante nos programas de controle dos vetores da
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Local de depdsito de subamostra: Colegdes Microbiologicas/INPA

Equipe do projeto: WANDERLI PEDRO TADEI / CPF 737028 948-15
GRAFE OLIVEIRA PONTES / CPF 860.082.183-53
LUZIANA DE SOUSA XAVIER f CPF 848.354.513-68

Validade da Autorizacao: 12/03/20135 a 12/05/2018
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ANEXO I11-2

Meios de cultura para isolamento de fungos entomopatogénicos

1. Meio de cultura com Dodine.

20,09 de aveia em po + 1 litro de &gua destilada. Autoclavar por 20 min a 120 C. Completar o
volume para um litro e adicionar:

Agar 20,09
Dodine (acetate de N-dodecilguanidina) 550,mg
Tetraciclina 5,0 mg
Cristal violeta 10,0mg

2. Meio de cultura sem Dodine.

20,0g de aveia em pd + 1 litro de agua destilada. Autoclavar por 20 min a 120 C. Completar o
volume para um litro e adicionar:

Agar 20,09
Tetraciclina 5,0 mg
Cristal violeta 10,0mg

3. Meio de cultura Agar-aveia.

20,09 de aveia em po + 1 litro de agua destilada. Autoclavar por 20 min a 120 C. Completar o
volume para um litro e adicionar:

Agar 20,09
Tetraciclina 5,0mg

4. Meio de cultura para fins gerais.

Batata Dextrose e Agar (BDA). Fabricante Merck.
Completar o volume para um litro e adicionar:

BDA — Merck 39,09
Cloranfenicol 0,3 mg
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CAPITULO III: ATIVIDADE LARVICIDA E ADULTICIDA DE ISOLADOS
FUNGICOS DE SOLO DA AMAZONIA EM Aedes (Stegomyia) aegypti LINNAEUS, 1762

1 INTRODUCAO

Os mosquitos sdo insetos de pequeno porte e também conhecidos popularmente
pernilongos e carapanas. Pertencem a familia Culicidae, para a qual sdo conhecidas
aproximadamente 3.500 espécies, classificadas em 95 géneros e distribuidas em todo planeta
(ALKHAIBARI et al., 2016; CANTUARIA, 2012). Os mosquitos sio uma séria ameaga para
a saude publica, transmitindo vérias doengas por diversos agentes etioldgicos, sendo um perigo
eminente para 2 milhdes de pessoas que vivem nos tropicos (BENSERRADJ; MIHOUBI, 2014;
FORATTINI, 2002).

As doengas cujos agentes etiologicos sdo transmitidos por mosquitos vetores,
representam uma grande ameaga para a saude das sociedades em todo o mundo. Essas doencas
em conjunto representam cerca de 17% das enfermidades que acometem o homem e estima-se
que cerca de 80% da populagdo mundial vive em areas com risco de pelo menos uma dessas
doengas, sendo que a metade em risco de duas ou mais (WHO, 2017).

Diversas espécies de mosquitos sdo consideradas vetores de agentes patogénicos,
contudo, considerando as principais doengas que acometem a populacdo brasileira, uma das

espécies que ganham notoriedade cientifica € o Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).

1.1 Aedes aegypti e a transmisséo de arboviroses

O mosquito A. aegypti € amplamente distribuido no globo terrestre, presente nas regides
tropical e subtropical, possui habito diurno, é altamente antropofilo e considerado uma das
espécies de mosquito mais associado a espécie humana (FORATTINI, 2002; LOPES et al.,
1993; PRADO et al., 2017).

Aedes aegypti € uma das principais espécies de mosquitos de importancia
epidemioldgica, pois tém causado grandes problemas de saude publica em diferentes paises
onde sdo encontrados, por ser transmissor de diferentes patdgenos ao homem (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1998; WHO, 2017).

As fémeas desse vetor realizam o repasto sanguineo preferencialmente na espécie
humana, é nesse momento que pode ocorrer a transmissdo de agentes patogénicos. Apos 0

repasto, as fémeas dessa espécie realizam posturas de seus ovos, diretamente nas paredes
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Umidas dos criadouros com agua, que podem ser diferentes tipos de recipientes artificiais, como
também criadouros naturais (ALBERNAZ; TAI; LUZ, 2009; OLIVEIRA; ALMEIDA NETO,
2017).

O A. aegypti possui desenvolvimento holometabolo, compreendendo os estagios de ovo,
quatro instar larval, pupa e adultos, em condigdes naturais, seu ciclo de vida pode durar em
torno de dez dias (FORATTINI, 2002). Os ovos é o estagio mais importante para a
disseminacédo da espécie, em condi¢des adversas, podem permanecer viaveis até mais de um
ano, o que favorece a permanéncia da espécie no ambiente (SOARES-PINHEIRO et al., 2017).

A presenca desse vetor em areas urbanas tem preocupado os 6rgdos de salde publica
pois, comprovadamente, esse mosquito é transmissor dos agentes etiologicos da Dengue, Zika,
Chikungunya e febre amarela urbana. Essas doencas tém ocupado uma posi¢do de destaque em
relacdo a saude publica, em varios paises das Américas, principalmente no Brasil, onde se
registra a ocorréncia de todas essas arboviroses simultaneamente, desde 2015 (BRASIL, 2018;
DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017).

No caso da Dengue, essa doenca aumentou 30 vezes nos ultimos 50 anos, se ampliando
para novos paises. E uma doenca emergente e re-emergente em VArios paises e vem
preocupando as autoridades em saude, em quase todo 0 mundo, devido 0s casos graves e letais
que ja ocorreram (BRASIL, 2017a).

No Brasil, em 2017, foram registrados 252.054 casos provaveis de Dengue, com uma
incidéncia de 122,3 casos/100 mil habitantes. Na regido Norte foi registrado 26.660. No Estado
do Amazonas foram registrados 3.984 casos até a semana epidemioldgica 52 (BRASIL, 2018).

Em relagdo aos casos de virus Zika no pais, em 2017, os levantamentos de dados
registraram 17.452 casos provaveis, sendo 429 notificados para 0 Amazonas. Em relacdo ao
Chikungunya, até o mesmo periodo, foram registrados 185.737 casos. No Estado do Amazonas,
0 nimero de casos provaveis foi de 244 (BRASIL, 2018).

A febre amarela, por outro lado, que embora seja possivel a vacinagao da populagédo
humana contra essa doenca, tem se tornado assunto preocupante na saude publica, pois surtos
dessa doenga acontecem no Brasil em extensdo varidvel. Entre dezembro de 2016 e julho do
ano de 2017, foram confirmados 777 casos e 261 ¢bitos no pais (BRASIL, 2017a).

1.3 Medidas de controle vetorial

Historicamente, o controle de mosquitos vetores de agentes patogénicos é realizado com
a utilizacdo dos produtos quimicos (LIU, 2015; MARCOMBE et al., 2012; ROCHA et al.,
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2015). Estes inseticidas quimicos asseguram o controle populacional desses vetores, de forma
imediata. No entanto, o seu uso continuo pode levar a formacéo de resisténcia das espécies de
mosquitos em curto prazo, fato recorrente em diversas regides no mundo (DABIRE et al., 2008;
DU et al., 2016; SMITH; KASAI; SCOTT, 2016).

No Brasil, tanto para o controle A. aegypti prevalece ainda o uso de inseticidas quimicos
nos programas, conforme dados do Ministério da Sadde (BRASIL, 2017b). Portanto, as
eficiéncias dos inseticidas utilizados nos programas de controle desses mosquitos tém que ser
avaliadas, no sentido de verificar o nivel de resisténcia desenvolvido por esses vetores, para
assegurar a eficacia das a¢des implementadas (CUNHA E SILVA et al., 2014; MACORIS et
al., 2014).

Um exemplo classico de resisténcia desenvolvida pelo A. aegypti aos inseticidas
quimicos, trata-se do larvicida “Temef6s”. Este foi amplamente utilizado no tratamento focal
em criadouros desses mosquitos no Brasil, logo no inicio da implantacdo do programa de
controle do A. aegypti. No entanto, o uso prolongado deste produto levou a formacéo de
resisténcia, em diferentes localidades do pais (DINIZ et al., 2014). Resisténcia aos inseticidas
organofosforados e piretroides em A. aegypti tém apresentado desde os anos 1980/1990 e foi
demonstrado impacto sobre o controle desse vetor (CAMPOS; ANDRADE, 2003;
MARCOMBE et al., 2012).

Isolados fungicos tém sido usados como ferramenta para controle bioldgico de vetores
importantes em salude publica. Em ensaios de laboratério, triatomineos, mostraram-se muito
susceptiveis a infeccdo por Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae (LECUONA et al.,
2001; LUZ; BATAGIN, 2005). Larvas de 3° instar de Musca doméstica, demostrou alta taxas
de mortalidades quando expostas a suspensdo aquosa de conidios de Aspergillus flavus e
Penicillium corylophilum (DE SENNA-NUNES et al., 2002) e M. anisopliae (FERNANDES
etal., 2010).

Beauveria sp. e Metarhizium sp. sdo fungos entomopatogénicos com amplo espectro de
hospedeiros, e com bons resultados contra A. aegypti. Conidios de B. bassiana testados contra
larvas de A. aegypti apresentaram elevada taxa de mortalidade apds quatro dias de experimento
(MIRANPURI; KHACHATOURIANS, 1990).

Isolados de M. anisopliae causaram até 100% de mortalidade de larvas de segundo
estadio de A. aegypti (SILVA; SILVA; LUZ, 2004). Daoust e Roberts (1982) testaram o fungo
M. anisopliae observando alta viruléncia para larvas de Culex pipiens, A. aegypti e Anopheles
stephens (DAOUST; ROBERTS, 1982). De acordo com Riba et al. (1986), o segundo estagio
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de A. aegypti é o de maior resisténcia a infeccdo pelo fungo; porém, quando testado, o fungo
Penicillium spp. foi altamente patogénico e virulento as larvas (RIBA et al., 1986).

Além da atividade em larvas, fungos mostraram ter também atividade adulticida e
ovicida em A. aegypti em condicbes de laboratério e semi-campo. Adultos de A. aegypti,
tratados com B. bassiana tiveram uma reducdo na sobrevivéncia dos adultos (DARBRO et al.,
2012; LELES et al., 2010; LUZ et al., 2007).

Scholte et al. (2007) mostraram que o fungo M. anisopliae foi patogénico contra o
mosquito adulto de A. aegypti e A. albopictus, vetores da dengue e da febre amarela. Em outro
estudo, varios isolados de M. anisopliae foram virulentos contra adultos de A. aegypti (PAULA
et al., 2011) com potencial para serem usados em programas de controle desse vetor.

O objetivo do presente trabalho foi analisar a eficiéncia dos isolados fungicos de solo
da Amazénia com potencial entomopatogénico, testando em ensaios larvicidas e adulticida

contra A. aegypti em condicdes de laboratorio.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Criacao e manutencao de mosquitos em laboratério

A populacdo de individuos utilizada neste projeto foi originada de imaturos e adultos
coletados em criadouros naturais e artificiais capturados no perimetro periurbano de Manaus,
considerando as zonas Norte e Leste da cidade, e linhagens de A. aegypti cepa Rockefeller
cedida pela Dra. Maria de Lourdes Marcoris da Sucen/Marilia, S&o Paulo.

Os insetos e imaturos foram mantidos em condi¢des vidveis para manutencao de suas
diversas fases de vida no Insetéario do Laboratdrio de Malaria e Dengue-INPA.

Na alimentacdo sanguinea das fémeas capturadas e originadas dos ciclos obtidos dos
ovos estocados, foram utilizados camundongos anestesiados durante um periodo médio de uma
hora, trés vezes por semana, conforme autorizacdo concedida para uso de animais em
experimentacdo em acordo com as normas estabelecidas pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais, CEUA MCT-INPA (Anexo I11-1). Os adultos (machos e fémeas) foram alimentados
com solucdo de agua acucarada em algoddo embebido. Para que as fémeas realizem a
oviposicdo, foi utilizado um copo descartavel com agua, sendo seu interior revestido com papel

filtro branco para criar um microambiente propicio a postura.
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Na obtencéo de larvas, os ovos foram imersos em bacias brancas (20 cm de diametro x
7 cm de altura) contendo 0,5 litros de &gua retirada diretamente de pogo artesiano de 150 metros
de profundidade.

As larvas eclodidas foram transferidas para bacias novas e alimentadas com racdo para
peixe como fonte de nutricdo para o seu desenvolvimento conforme necessidade. As pupas
foram coletadas e transferidas para copos novos para permitir aos adultos emergir no interior
das gaiolas.

Toda a criacdo de adultos ocorreu em condi¢des controladas, temperatura de 27 £ 1 °C,
75 a 80% de umidade relativa e fotoperiodo de 12 horas em gaiola telada apropriada para a
manutencdo do mosquito, no insetéario do Laboratério de Malaria e Dengue (figura I11-1).

Figura I11- 1. Criacdo de Aedes aegypti em laboratério

Gaiolas de criacdo
para adultos

Copo com papel filtro

com 0Vos em
“criadouro simulado”
Larvas em bacia
Fonte: arquivo pessoal com agua

2.2 Avaliacao in vitro de isolados fungicos para atividade larvicida em Aedes aegypti

Foram utilizados doze isolados fungicos selecionados e testados em bioensaios contra
larvas de Tenebrio molitor L, IPC 1.2, IPC 3.1, IPC 4.5, IPS 1.3, IPS 2.1, IPS 2.3, IPS 2.4, IPS
3.1, FPS 2.10, FPS 4.8. Destes, dez isolados flgicos utilizados pertencem a colecdo das
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amostras de solo descritas no capitulo 02, e outros dois isolados fungicos, IBCB 425 e IBCB
66, pertencentes a Colecdo de fungos entomopatogénicos Ademar Gondim do CEIB —

Campinas, SP.

2.3 Metodologia e preparo dos conidios para bioensaios larvicida

Todos os fungos foram repicados em meio BDA, a partir de colecdo propria, mantida
(2-8 °C) no Laboratoério de Malaria e Dengue — INPA e, incubados a 26 = 1 °C durante 7 a 14
dias em cdmara germinadora BOD.

Apos o periodo de crescimento, conidios foram raspados da superficie das culturas e
colocados em tubos de ensaio com pérolas de vidro suspensa em 10 mL de agua destilada estéril
(ADE) contendo Tween 80® a 0,05%. Os tubos foram agitados em vértex, o conteudo filtrado
em papel de filtro Inlab nimero 10. Para a quantificacdo de conidios/mL, uma aliquota da
suspensdo foi contada em camara de Neubauer em microscopio Optico ZIESS com objetiva de
20x (ALVES; MORAES, 1998).

As larvas foram colocadas em um recipiente plastico (50 cm®) contendo 18 mL de agua
destilada com abertura superior fechada com malha de fil6 presa por um elastico. Foi
adicionado 2 mL da suspens&o aquosa de conidios a 1 x 10° conidios/mL ao recipiente contendo
as larvas, obtendo uma concentracdo final de 1 x 10® e acondicionadas em camara de
germinacdo (BOD) com temperatura 27 + 1 °C, fotoperiodo de 12 h por 7 a 14 dias, verificando
0 indice de mortalidade a cada 24 horas (SILVA; SILVA; LUZ, 2004). No tratamento
testemunha utilizou-se a mesma metodologia descrita anteriormente, substituindo-se a
suspenséo de conidios com ADE contendo Tween 80® a 0,05% (figura 111-2).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, realizado em
quatro réplicas e constando de quatro repeti¢fes por tratamento, sendo utilizadas 20 larvas em
cada replica, perfazendo total de 400 larvas por tratamento com isolado entomopatdgenos
(BARCI et al., 2009).
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Figura I11- 2. Bioensaios em solucéo aquosa com isolados entomopatogénicos em larvas de Aedes aegypti

Concentragaofinal: 1 x 108 2 ml Solugéao aquosa com
] entomopatégeno

. 2

20 Larvas

Fonte: arquivo pessoal

Para confirmar a mortalidade, as larvas encontradas mortas foram desinfetadas
superficialmente. Os cadaveres foram lavados com solucGes de hipoclorito de sodio a 2% por
1 min, em alcool a 70% por 2 min e duas vezes em agua destilada autoclavada por 3 min,
transferindo-se cada larva morta para outra placa de Petri, contendo um chumaco de algod&o
umedecido com agua destilada, simulando uma camara Umida para proporcionar a esporulacdo
do fungo pelo tegumento dos insetos. Apos o crescimento do fungo sobre a superficie do inseto
em camara Umida, a larva de A. aegytpi, foi transferida para uma placa de Petri contendo meio
de cultura BDA com pH 5,5, incubada em cdmara de germinagdo (BOD) com temperatura 27
+ 1 °C, fotoperiodo de 12 h por 7 a 14 dias para propagacéo e confirmacéo do isolado fungico
(ALVES; MORAES, 1998).

2.4 Analise dos resultados

A determinacdo dos pardmetros relativos a concentragdo letal 50 (CL50) e do tempo
letal 50 (TL50), adotados como valores de referéncia, foram realizadas avaliagdes diarias do 1°
dia pos-infeccdo até o dia em que foi constatada mortalidade total de um dos tratamentos. Foram
determinados valores relativos a mortalidade corrigida, calculada de acordo com a Equacéo 1
sugerida por (ABBOTT, 1925).
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1)

% mortalidade corrigida = nimeros de vivos controle — nimero vivos tratado x 100

ndmero de vivos controle

Os resultados obtidos foram analisados levando-se em conta as diferentes concentracfes
de conidios/mL dos isolado testados, e a porcentagem de mortalidade de larvas de A. aegypti
obtidas nos diferentes tratamentos. Foi realizado teste de normalidade entre os dados, em
sequida, transformados em raiz quadrada, submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e, a
posteriori, ao teste de Tukey para comparacao de médias, a 5% de significancia global.

Para determinar a concentracdo letal 50 (CL50) e o tempo letal 50 (TL50), os dados
obtidos foram submetidos a anélise de Probites POLO PC Software (LEORA - SOFTWARE,
1987).

2.5 Bioensaios para atividade adulticida

2.5.1 Selecéo de insetos adultos

Ovos de A. aegypti Rockefeller e A. aegypti selvagens coletados de col6nias de insetos
do Laboratério de Maléaria e Dengue (INPA-CoSAS) e recentemente estocados, foram
utilizados para realizar bioensaios adulticidas.

Os insetos adultos foram selecionados e separados por sexo ainda na fase de pupa,
utilizando Lupa estereoscopica ZIESS para visualizacdo da genitalia e tamanho dos imaturos
(Figura 111-3) (MARIO VARGAS, 1968). Em seguida, as pupas foram transferidas para gaiolas
separadas por género e mantidas em sala climatizada mantidos a 27 £ 1 °C, 80 £ 10% de UR e
fotoperiodo de 12 horas. Os insetos em sua fase adulta (machos e fémeas) foram alimentados
com solucdo de agua agucarada a 10% em algoddo embebecido. Repasto sanguineo para as

fémeas foi realizado apenas ap0s 0s bioensaios com fungos entomopatogénicos.
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Figura I11- 3. Selecdo de sexo de Aedes aegypti em fase de pupa. A: Diferenca morfometria de pupas. a:
Macho, b: fémea; B e C: aparelho reprodutor feminino (postero-anterior e perfil); D e E: aparelho reprodutor
masculino (postero-anterior e perfil); F: Colénia de Aedes aegypti

s
Fonte: arquivo pessoal

Entre os isolados fangicos testados em bioensaios larvicida, foram selecionados para
avaliacdo da mortalidade dos insetos adultos e a influéncia da infeccéo fungica sobre o ciclo de
vida do inseto os fungos com maior eficiéncia contra larvas de A. aegypti.

Os fungos selecionados foram cultivados em meio BDA, a partir de colecdo propria,
mantida (2-8 °C) no Laboratorio de Maléaria e Dengue — INPA e, incubados a 26 + 1 °C durante
7 a 14 dias.

2.5.2 Preparo dos conidios e bioensaios

Conidios foram raspados da superficie das culturas e colocados em tubos de ensaio com
pérolas de vidro suspensa em 10 mL de ADE contendo Tween 80® a 0,05%. Os tubos foram
agitados em vortex, o conteudo filtrado em papel de filtro Inlab nimero 10. Para a quantificacao
de conidios/mL, uma aliquota da suspensdo foi contada em camara de Neubauer em
microscopio optico ZIESS com objetiva de 20x (ALVES; MORAES, 1998).

Na realizacdo dos bioensaios de mortalidade em adultos de A. aegypti Rockeffer e A.
aegypti selvagem, foi utilizado Kit da OMS em avaliacdo de papel impregnado (CONSOLI,
OLIVEIRA, 1998). As suspensdes de conidios foram preparadas e impregnadas em uma folha
de papel filtro absorvente (15 x 15 cm). Com o auxilio de uma micropipeta, foi aplicado sobre
cada papel filtro 10 mL de suspensdo de conidios com 10° conidios/mL em distribuicio
homogénea sobre a superficie de cada papel filtro. Em seguida, os papéis filtro foram colocados
na parte interna do tubo do Kit de Inseticida para revestimento de toda superficie interna e

dispostos a secarem por 12 horas. Foram colocados dentro de cada tubo 10 casais de A. aegypti
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com idade entre 7 a 10 dias de vida para permanecerem em contato com o papel impregnado
durante 12 horas (figura I11-4).

Figura I11- 4. Bioensaios com adultos de Aedes aegypti. A: Solucdo aquosa com isolados entomopatogénicos. B:
Papel impregnado com isolado flngico. C: Kit da OMS para testes de susceptibilidade de adultos a inseticidas. a:
Peca em forma de guilhotina que pode se fechar totalmente, permitindo acesso a capturador, ou abrir totalmente.
b: Transferéncia de mosquitos para o tubo sem inseticida. c: Transferéncia de mosquitos para o tubo com inseticida.
d: Aspecto durante o periodo de exposicéo. e: Transferéncia de mosquito sobreviventes para tubo sem inseticida.
f: Mosquitos providos de agua durante o periodo de observagao

Fonte: arquivo pessoal ~ 10x10cm

Os bioensaios em adultos foram realizados com quatro réplica por tratamento mais a
testemunha, com duas repeti¢des independentes, anotando a mortalidade diariamente por 15
dias. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), a posteriori, ao teste de
Tukey para comparacdo de médias a 5% de significancia (P< 0,05).

Os mosquitos mortos foram removidos das gaiolas usando pingas esterilizadas e
colocado em placas de Petri, contendo um chumaco de algodao umedecido com &gua destilada,
simulando uma camara Umida para proporcionar a esporulacdo do fungo sobre o inseto. As
placas foram incubadas em camara de germinacdo (BOD) com temperatura 27 = 1 °C,
fotoperiodo de 12 h, e apos cindo dias foram observados em microscopio para evidenciar

qualquer crescimento de fungos.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os primeiros bioensaios em A. aegypti realizado neste trabalho priorizou avaliar o nivel

de suscetibilidade do inseto em linhagens padronizadas, e que ndo passaram por nenhum tipo

de influéncia ao uso de inseticidas, A. aegypti Rockefeller.
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As cepas Rockefeller de A. aegypti sdo mantidas e utilizadas nos diversos laboratérios
de entomologia por serem referéncia de suscetibilidade e empregadas em ensaios bioldgicos
para comparacdo de resisténcia com determinada populacdo local. A avaliacdo nivel de
suscetibilidade de um inseto € realizado de modo comparativo com uma linhagem nunca
exposta a pressdo de selecdo com uso de produtos quimicos, cuja resposta biolégica (morte ou
sobrevivéncia) possa ser considerada padrdo para a espécie (BISPO; SANTOS, 2008;
FIOCRUZ, 2007).

Foram testados doze isolados contra as larvas de A. aegypti Rockefeller e larvas de A.
aegypti de campo em 3° instar, ocorrendo mortalidade nos bioensaios com todos os isolados
selecionados no quinto dia de exposi¢do com as duas diferentes cepas de A. aegypti (tabela 111-
1 e tabela 111-2).

Tabela 111- 1. Atividade larvicida em Aedes aegypti Rockefeller suspensdo aquosa de conidios 1x108 em
condicGes de laboratdrio a 27 £ 1 °C, 90 + 10% de umidade relativa
Mortalidade corrigida P<0,05
Isolado Fungico (% = EPM)*
05 dias 10 dias
IPC 1.2 14,68 +4,6a 31,87 +4b P=0,201
IPS2.4 13,43£3,2a 32,8 +6,8b P=0,490
IPC 3.1 20,62 £5,4a 31,8+8b P=0,180
IPC 4.5 33,75%6,2a 36,5+ 6,4a P=0,001
IPS1.3 43,75%3,2a 68,1 £5,4b P=0,333
IPS2.1 100 - P=0,001
IPS2.3 16,25+2,9a 33,1+3,4b P=0,128
IPS 3.1 46,945,2a 52 +5,9ba P<0,001
FPS 2.10 14,68+2,2a 36,5+4,3b P=0,011
FPS 4.8 36,5+11,2a 40,14 + 13a P=0,002
IBCB 66 14 +4 Aa 58,2 + 5,6b P=0,320
IBCB 425 69,6 +4,4a 83,2+ 8b P=0.111

Estatistica: Dados seguidos do erro padrdo da média, médias na mesma linha seguidos pelas mesmas letras ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa (ANOVA e teste de Tukey, P < 0,05)
*EPM: Erro padrdo da média



Tabela I11- 2. Atividade larvicida em Aedes aegypti de campo em suspensio aquosa de conidios 1x108 em

condicdes de laboratério a 27 + 1 °C, 70 £ 10% de umidade relativa

Mortalidade corrigida P< 0,05

Isolado Fungico (% + EPM)*
05 dias 10 dias

IPC1.2 11,82 £ 4,4a 12,81+ 4,7a P=0,021
IPS2.4 129+ 3,2a 28,2 +6,4b P=0,271
IPC 3.1 4,3+2,2a 49+ 2a P=0,018
IPC 4.5 14,68+2,2a 30,8 +5,1b P=0,311
IPS1.3 44,9+8,2a 53,7+7,9a P=0,031
IPS2.1 60,2 +4,4a 86 = 4b P=0,280
IPS 2.3 7,8+2,2a 8,75 +2,9a P<0,001
IPS3.1 14,68+3,7a 30,62 +6,1b P=0,490
FPS 2.10 13,44+2,2a 32,5+13b P<0,001
FPS 4.8 14,68+9,2a 29,06 + 10,4b P=0,400
IBCB 66 11,25 +4,8a 31,8+5,1b P=0,411
IBCB 425 67,8 +2,9a 74,6 +6,8a P=0.011
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Estatistica: Dados seguidos do erro padrdo da média, médias na mesma linha seguidos pelas mesmas letras
ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (ANOVA e teste de Tukey, P < 0,05)
*EPM: Erro padrdo da média

Visando eliminar os efeitos de mortalidade natural daquela causada pela infeccdo com
os fungos entomopatogénicos, optou-se por utilizar a formula de Abbott nos resultados
descritos.

Os fungos IPS 2.1, IPS 1.3, IBCB 425, IBCB 66 foram considerados mais virulentos,
apresentando respectivamente mortalidade de 100%, 68,1, 83,2% e 56,5% contra larvas
Rockefeller decorridos 10 dias de exposi¢cdo. Em outro bioensaio com larvas de A. aegypti, 0
maior percentual de mortalidade também foi alcangado pelos mesmos isolados citados contra
larvas Rockfeller, ocorrendo respectivamente mortalidade de 86%, 53,7%, 74,6%, e 31,8%. A
menor porcentagem de mortalidade em larvas Rockefeller (31,8%) ocorreu com os isolados IPS
1.2 e IPC 3.1, enquanto nas larvas de A. aegypti, o isolado IPC 3.1 apresentou mortalidade mais
baixa (4,9%). A porcentagem de mosquitos mortos no grupo controle foi de 3,5 a 5%.

A partir desses resultados, os isolados com melhor desempenho (IPS 2.1, IPS 1.3, IBCB
425, IBCB 66) foram utilizados para determinar a concentragéo letal média (CL50) e o tempo
letal médio (TL50). A concentracdo (conidios/mL) e o tempo (dias) para matar 50% das larvas

tratadas estdo descritas na tabela I11-3.
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Tabela I11- 3. Concentragdo letal média (CL50) e tempo letal médio (TL50) inoculado com os isolados mais
virulentos em condicGes de laboratério a 27 + 1 °C, 70 + 10% de umidade relativa

CL50 (IC - 95%)* TL50 (IC - 95%)**
Isolado x? x?
(conidios/mL) (dias)
IPS 1.3 6,3x10° (6,2x10°-7,8x108) 5,38 4,8 (4,1-5,7) 4,67
IPS 2.1 4,8x10° (1,4x1065-9,6x10°) 2,49 1,95 (1,18-3,24) 0,88
IBCB 66 6,8x10° (1,4x10°-9,6x10°%) 5,42 4,3 (3,5-5,0) 5,78
IBCB 425 7,8x106 (3x10°-4x107) 7,05 3,8 (3,0-4,4) 8,45

* Concentracdo letal para matar 50% (CL 50 e seus respectivos intervalos de confianca)
**Tempo letal para matar 50 % (TL 50 e seus respectivos intervalos de confianga)
Mortalidades nos grupos controle ndo foram maiores que 3% durante os testes

Considerando o tempo como fator prioritdrio em ensaio inseticidas, avaliamos os
valores de TL50 para estes isolados, variaram entre 1,95 a 4,8 dias de tratamento. O isolado
IPS 2.1 apresentou 0 menor valor de TL50 1,95 (1,18-3,24), seguido por IBCB 425 com TL50
de 3,8 (3,0-4,4), IBCB 66 com TL50 de 4,3 (3,5-5,0), e IPS 1.3 com TL 50 de 4,8 (4,1-5,7) dias
de tratamento.

Para os bioensaios em adultos, os quatro isolados fungicos descritos com melhor
atividade em experimento com larvas foram selecionados para avaliacdo de mortalidade em
adultos, TL50, e a influéncia de suas micoses no ciclo de vida do A. aegypti. A suspensédo de
cada isolado foi padronizada na concentracéo de 1 x10° (tabela I11-4).

Tabela I11- 4. Atividade adulticida e tempo letal mediano (TL50) em dias e intervalos de confianca em Aedes

aegypti ap6s permanéncia de 12 horas em papel impregnado com isolados flngicos em condic6es de laboratério a
27 +1°C, 95 + 5% de umidade relativa por 15 dias

Mortalidade Tempo letal
Fungos (% + EPM) * P (dias IC) **  SlopetEM %
10 dias 15 dias TL50
IPS2.1 38,2 +4,4a 64 + 4b 0,0028 13 (12-18) 0,23+0,03 2,29
IPS 1.3 35,6 +1,4a 60 £+ 8b 0,001 14 (11-20) 0,17 £ 0,03 1,48
IBCB 66 40+2,2a 69 + 13b 0,008 11 (6-17) 0,13+0,02 3,93
IBCB 425 46,9+3,2a 73+ 14b 0.014 11 (4-15) 0,13+0,02 0,91

Estatistica: Médias na mesma linha seguidos pelas mesmas letras ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa (ANOVA e teste de Tukey, P < 0,05).

* Mortalidade corrigida + erro padrdo da média (EPM)

** Tempo letal (TL 50 e seus respectivos intervalos de confianca 95% e slopes + EM)

Mortalidades nos grupos controle ndo foram maiores que 5% durante os testes.

Todos os valores foram baseados em quatro repeti¢des independentes, cada uma com 20 adultos expostos a culturas
de fungos esporulados.
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NO primeiro bioensaio adulticida, a viruléncia dos isolados IPS 2.1, IPS 1.3, IBCB 425,
IBCB 66 foi determinada pela exposicéo direta de A. aegypti a 1 x10° conidios/mL?. O isolado
IBCB 425 mostrou-se virulento com um TL50 de 11,2 + 4-15 dias.

Durante o tempo de avaliacdo a mortalidade dos adultos com os isolados IPS 2.1, IPS
1.3, IBCB 425, IBCB 66, foi oferecido alimentacdo sanguinea as fémeas para ovo postura em
criadouros artificiais. Apos esse periodo, os ovos foram retirados das gaiolas, colocados para
eclodir, e as larvas alimentadas até a fase adulta do A. aegypti.

O numero de ovos, larvas e adultos foram quantificados e comparados ao grupo
controle. A diferenca estatistica entre ovos, larvas e adultos descendentes de cada grupo de A.
aegypti tratado com os isolados IPS 2.1, IPS 1.3, IBCB 425 e IBCB 66 estd descrito
respectivamente nas tabelas I11-5, 111-6, 111-7 e 111-8.

Tabela I11- 5. Influéncia sobre o ciclo de vida de Aedes aegypti em coldnias de laboratério pos-tratamento a
isolados IPS 2.1. Numero médio de ovo postura, larvas e adultos

NUmero individuos + EPM*

Estagio Reducéo (%) P<0,05
Testemunha Papel impregnado

Ovo 133 115+ 13,31 13,35 0,5053

Larva 97 67 + 16,84 31,28 <0,0001

Adultos (M.F) 91 56 + 15,25 38,18 0,0005

Estatistica: diferenca estatistica através de teste T
* Mortalidade corrigida * erro padrdo da média (EPM)

Tabela I11- 6. Influéncia sobre o ciclo de vida de Aedes aegypti em coldnias de laboratério pos-tratamento a
isolados IPS 1.3. Numero médio de ovo postura, larvas e adultos

NUmero individuos + EPM*

Estagio Reducéo (%) P< 0,05
Testemunha Papel impregnado

Ovo 217 176 £ 15,45 18,61 0,0495

Larva 186 13241187 28,87 0,0005

Adultos (M.F) 169 87 £ 5,57 50,03 0,0003

Estatistica: diferenca estatistica através de teste T
* Mortalidade corrigida + erro padrdo da média (EPM)
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Tabela I11- 7. Influéncia sobre o ciclo de vida de Aedes aegypti em coldnias de laboratério pos-tratamento a
isolados IBCB 66. Nimero médio de ovo postura, larvas e adultos

NUmero individuos + EPM*

Estagio Reducéo (%) P<0,05
Testemunha Papel impregnado

Ovo 298 226 + 22,74 24,04 0,0128

Larva 244 151 + 14,26 38,04 0,0021

Adultos (M.F) 233 128 +£12,85 45,66 0,0053

Estatistica: diferenca estatistica através de teste T
* Mortalidade corrigida + erro padrdo da média (EPM)

Tabela I11- 8. Influéncia sobre o ciclo de vida de Aedes aegypti em coldnias de laboratério pos-tratamento a
isolados IBCB425. NUmero médio de ovo postura, larvas e adultos

NUmero individuos + EPM*

Estagio Reducao (%) P<0,05
Testemunha Papel impregnado

Ovo 179 116 + 13,06 35,17 0,0333

Larva 141 81+ 7,06 42,84 0,0022

Adultos (M.F) 165 79 + 8,68 5253 0,0004

Estatistica: diferenca estatistica através de teste T
* Mortalidade corrigida £ erro padrdo da média (EPM)

Quando comparamaos os resultados entre os isolados fungicos, verificamos uma reducéo
com o nimero de imaturos e adultos. Escalonando a eficiéncia de cada fungo, podemos definir
que IPS 2.1 <IPS 1.3 <IBCB 66 < IBCB 425.

Os resultados obtidos neste trabalho para atividade larvicida assemelham aos
apresentados por Daoust e Roberts (1982) e Alves (2002), que verificaram atividade larvicida
em apenas 30% dos isolados testados que causaram mortalidade préxima a 90%. No presente
estudo o isolado IPS 2.1 é capaz de reduzir o nimero de larvas em até 86% apds dez dias a
exposicdo ao fungo. Da mesma forma, foi demonstrado que o isolado IBCB 425 é capaz de
reduzir as larvas do vetor da dengue em até 74,6%.

Alguns fungos ndo demonstraram mortalidade em larvas superior a mortalidade em
adultos. O isolado IBCB 66 foi mais eficiente contra adultos do que em larvas. Existe diferencas
na susceptibilidade ao fungo em diferentes fases de desenvolvimento de insetos. As fases
imaturas sdo mais susceptiveis do que a fase de pupa e adulta, entretanto, também existe
diferencas entre os instares larvais/ninfais, sendo considerado normal que os primeiros instares
sdo mais susceptiveis (ALVES, 1998). Porém, a fase ninfal do percevejo do género Blissus
(Hemiptera: Lygeidae) foi mais resistente a infeccdo de B. bassiana do que os adultos da mesma
espécie (SAMUELS; CORACINI, 2004).
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Ao fim dos bioensaios, as larvas que ndo foram encontradas mortas pela inoculagdo do
fungo mostram-se lentas ou imaveis, e ndo passaram para seu proximo estagio no ciclo de vida
apos o periodo de avaliacdo do experimento, ao contrario, as larvas chegariam a fase de pupa
ou adultos apds dez dias de vida (LOZOVEI, 2011). Um outro aspecto de efeitos no
desenvolvimento das larvas poderia ser no tempo que leva para o estagio de pupa. Mudancas
no tempo de desenvolvimento podem ser causadas pela deplecdo de nutrientes que acontece
enquanto o fungo coloniza o hospedeiro ou por causa da liberacdo de toxinas na hemolinfa
(SAMUELS; CHARNLEY; REYNOLDS, 1988).

Scholte et al. (2007), avaliaram M. anisopliae em A. aegypti e A. albopictus onde
encontraram resultados semelhantes ao aplicar uma dose de 1,6x10%° conidios/m? em um
cobertor preto que funciona como local de repouso para adultos em gaiolas. Esses resultados
indicaram que ambas as espécies de mosquitos sdo altamente suscetiveis a infec¢do por esses
fungos. Em um segundo estudo, também muito recente, sobre fungos contra vetores da dengue,
De Paula et al. (2008), mostraram que M. anisopliae possui um TL50 de trés dias e B. bassiana
de cinco dias, respectivamente. Este estudo é de grande relevancia, pois mostrou que M.
anisopliae € capaz de reduzir a sobrevivéncia de A. aegypti em alta porcentagem em sete dias
ap6s exposicdo ao fungo experimentalmente em laboratorio (MUNGUIA, 2011).

A diminuicdo em nimero de ovos, fecundidade e emergéncia de adultos foi descrita nos
experimentos de Leles (2009). Nos trabalhos de Munguia (2011), fémeas de A. aegypti quando
confinadas com o macho contaminado com isolados de M. anisopliae tiveram um impacto
severo na fertilidade, reduzida em 99% em comparacao as fémeas controle.

Gomes (2009), avaliando as porcentagens de mortalidade das larvas, formacao de pupas,
mortalidade de pupas, emergéncia dos adultos e mortalidade dos adultos, descreveu em seu
trabalho que os experimentos com imaturos de A. aegypti resultou em 60% de larvas mortas e
40% de pupas formadas. Das pupas formadas 20% morreram e 80% formaram mosquitos
adultos. Nao ocorreu mortalidade dos mosquitos adultos durante oito dias de observacao.

Os resultados deste trabalho mostraram que fémeas de A. aegypti tratadas com conidios
podem contaminar ovos durante a oviposigdo e assim transmitir a micose aos ovos, reduzindo
0 numero de novas larvas e adultos.

A transmissdo de M. anisopliae entre adultos ja foi descrito anteriormente para An.
gambiae quando fémeas tratadas com o fungo infectaram machos sadios durante o
acasalamento (SCHOLTE; KNOLS; TAKKEN, 2004). Acredita-se que o0 contagio de ovos no

presente estudo tenha se dado pelo contato durante a postura das fémeas contaminadas.
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Este estudo descreveu atividade adulticida em A. aegypti de isolados fungicos com acéo
ja conhecida contra ovos e larvas deste mosquito (ALBERNAZ; TAI; LUZ, 2009; SANTOS et
al., 2009; SILVA; SILVA; LUZ, 2004) e contra adultos de anofelinos (MNYONE et al., 2009).
Um fungo, capaz de atacar todos os diferentes estagios de desenvolvimento do mosquito vetor

da Dengue se apresenta como forte candidato a integrar um programa sustentavel de controle
desse importante vetor.
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4 CONCLUSAO

Levando-se em conta o que foi observado, os isolados fungicos coletados nos dois

periodos chuvoso e seco, conclui-se que:

e A selecéo de isolados virulentos ao mosquito A. aegypti visa o desenvolvimento de um
programa de controle bioldégico com um fungo de facil producéo e com alta persisténcia

no ambiente.

e Importante selecionar isolados de fungos que possa ser virulentos para o estagio de
larvas e adultos do mosquito, contudo com métodos de controle diferentes para ambos

0s estagios.

e Os lsolados IPC 1.2, IPS 2.4, IPC 3.1, IPC 4.5, IPS 1.3, IPS 2.1, IPS 2.3, IPS 3.1, FPS
2.10, FPS 4.8, IBCB 66, IBCB 425 foram virulentos contra larvas de A. aegypti

Rockefeller.

e Os fungos ndo somente causam mortalidade diretamente das larvas, mas também sdo
capazes de interferir no ciclo de vida do A. aegypti, causando a redu¢do em nimero de

ovos, larvas e adultos.

Os resultados relatados no presente estudo evidenciaram o potencial maior do IPC 1.2,
e IBCB 425 para o controle de larvas de A. aegypti, IBCB 425 e IBCB 66 para fase adulta.
Desta forma, a partir destes resultados, identificamos isolados fungicos entomopatogénicos
mostraram ser viaveis como ferramenta para programas de manejo integrado de vetores, sendo

uma alternativa para o desenvolvimento de produtos com agéo inseticida para o A. aegypti.
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