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Resumo

Os organismos estabelecem entre si multiplas intera¢des ecoldgicas que contribuem para a
diversidade dos seus papéis nos ecossistemas. Assim, hoje em dia sabe-se que alguns fungos, para além
das ag¢des negativas que desempenham como agentes patogénicos de plantas, podem igualmente ter
outras fungdes como ser endofitos em plantas, antagonistas de outros organismos fitopatogénicos ou
realizar uma simbiose benéfica com a rizosfera. A capacidade de alguns fungos fitopatogénicos
parasitarem artropodes é um aspeto pouco estudado, mas que podera ser uma via a explorar no
combate a pragas, nomeadamente em situacdes em que a planta mostra algum grau de resisténcia a
esse fungo. Neste trabalho testou-se a capacidade entomopatogénica dos fungos fitopatogénicos
Aspergillus spp., Alternaria spp. e Fusarium spp. Os ensaios foram realizados a 25°C e 30°C, utilizando-
-se como inseto modelo Galleria mellonella. Os fungos testados cresceram em meio PDA a temperatura
de 25°C. A inoculagdo dos fungos em G. mellonella foi feita através das técnicas de imersdo e injecdo. Os
resultados obtidos mostraram que, em ambas as temperaturas e métodos de infe¢do, os fungos
Aspergillus spp. e Fusarium spp. tém capacidade entomopatogénica, enquanto que Alternaria spp. niao
mostrou essa capacidade em nenhuma temperatura ou método de infe¢io. Estes resultados sugerem
que a presenca de alguns fungos fitopatogénicos nos agrossistemas podera ter aspetos positivos e que
a sua multifuncionalidade deveria ser mais bem esclarecida e tida em conta no estabelecimento de
programas de controlo biologico de pragas agricolas.
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Abstract

Study of the entomopathogenic ability of phytopathogenic fungi

Organisms establish multiple ecological interactions that contribute to the diversity of their
roles in ecosystems. Thus, it is currently known that certain fungi, in addition to the negative actions
they perform as plant pathogens, may also have other functions such as being endophytes in plants,
antagonists of other phytopathogenic organisms or perform beneficial symbioses with the rhizosphere.
The capability of some arthropods to parasitize phytopathogenic fungi is an aspect that is not yet well
studied, but may be a way to explore in combating pests, in situations where the plant shows some
degree of resistance to the fungus. In this study, the entomopathogenic capability of the
phytopathogenic fungi Aspergillus spp., Alternaria spp. and Fusarium spp. was tested. Assays were
performed at 25°C and 30°C, using Galleria mellonella as an insect model. The tested fungi were grown
on PDA and incubated at 25°C. Inoculation of the fungus in G. mellonella was done by immersion and
injection techniques. The obtained results showed that, for both temperatures and infection methods,
Aspergillus spp. and Fusarium spp. have entomopathogenic capacity, while Alternaria spp. did not show
this ability at any temperature or infection method. These results suggest that the presence of some
phytopathogenic fungi in agrosystems may have positive aspects and their multifunctionality should
be further clarified and taken into account in establishing the biological control of agricultural pest
programs.
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Introducio

As pragas de insetos sdo uma das principais causas de redu¢do do rendimento das culturas
agricolas e de outros produtos alimentares, com consequéncias econémicas importantes. A luta
quimica é o método mais utilizado no controlo das pragas, no entanto os efeitos nocivos sobre o meio
ambiente, os potenciais riscos para a saide humana e o aparecimento de espécies resistentes a estes
quimicos, levaram ao desenvolvimento de estratégias alternativas com base biolégica, para combater
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pragas indesejaveis (Ali et al, 2015). Os agentes entomopatogénicos mais utilizados como bioinsecti-
cidas sdo: virus, bactérias, fungos e nematodes.

Os fungos entomopatogénicos colonizam uma grande variedade de ecossistemas, porém as
condi¢6es ambientais tém um enorme impacto sobre o seu crescimento, sendo a humidade a variavel
mais importante. Sio varios os mecanismos e modos de acdo que os fungos filamentosos, com
capacidade patogénica, utilizam para infetar o hospedeiro. A infe¢ido do agente patogénico no inseto
pode ocorrer por contato direto entre cadaveres infetados com células fingicas e hospedeiros
suscetiveis, ou indiretamente através de esporos existentes na vegetacdo e no solo (Boomsma et
al, 2013). Para dar inicio a infe¢do, é necessario que os conidios adiram a cuticula do inseto e
germinem assim que estiverem reunidas as condi¢des adequadas, tais como temperatura e humidade
favoraveis e uma fonte exdgena de carbono. Certos fungos como Beauveria bassiana possuem conidios
com revestimento hidrofébico, o que aumenta a adesdo a superficie do inseto.

As hifas resultantes da germinacdo dos conidios formam apressoérios que, através da pressao
mecanica e libertacdo de enzimas que degradam a cuticula facilitam a entrada no hospedeiro (Fang et
al, 2012). Noinseto, as hifas desenvolvem-se absorvendo nutrientes e libertando toxinas. Estas
substancias segregadas pelos fungos podem provocar a morte do inseto (Valero-Jiménez et
al, 2015). Por exemplo, quando atinge a hemolinfa do inseto, B. bassiana liberta substancias, tais
como bassicridina, bassianolido e beauvericina (Ortiz-Urquiza et al, 2010). Este fungo cosmopolita
tem sido amplamente utilizado no controlo biolégico, devido a sua vasta gama de hospedeiros,
incluindo lépidépteros e ortépteros (Fuguetet al,2004) e ao facto dos seus esporos serem
relativamente faceis de se obter em larga escala com custos reduzidos. E comercializado em forma de
bioinsecticida em diversos paises do mundo (Fan et al, 2011). No entanto, para os fungos serem
utilizados em controlo biolégico deve-se ter em conta alguns fatores importantes: o nivel de viruléncia,
a eficiéncia de producdo e o grau de seguranca que proporcionam aos mamiferos e a outras espécies
que nao se pretende atingir (Hussain et al, 2014).

Alguns géneros de fungos contém espécies que sdo entomopatogénicas e outras que sdo
fitopatogénicas, como por exemplo os géneros Aspergillus e Alternaria. Esta aptiddo para hospedeiros
de diferentes filos estd na maior parte das vezes relacionada com espécies diferentes dentro do mesmo
género, mas ja foi observada ao nivel de uma espécie ou mesmo para um isolado em particular (St
Leger et al, 2000). E, desta forma importante, conhecer as diferentes fun¢des dos fungos no
ecossistema de maneira a identificar aqueles que poderdo influenciar positivamente ou negativamente
o controlo bioldgico das pragas (Vega et al,, 2009).

Aspergillus spp., para além de ser um agente causador de doengas humanas, também é
considerado um fungo patogénico para plantas e insetos (Tripathi et al,, 2011). Este fungo é conhecido
por segregar aflatoxinas, que sdo micotoxinas produzidas como metabolitos secundérios (Hamidt et
al, 1987). Por outro lado este fungo causa decréscimos consideraveis na percentagem de germinagao
de sementes que infeta, nomeadamente de algumas gramineas (Agrios, 1977).

Diversas espécies de Alternaria produzem doencas em plantas afetando principalmente a
folha, caule, flores e frutos de horticolas, ornamentais, citrinos e magis entre outros. Segundo Wang e
colaboradores (2015) sdo consideradas os maiores agentes patogénicos de plantas, sendo
responsaveis pela deterioracdo de muitas culturas agricolas.

Fungos do género Fusarium causam doengas em varias culturas horticolas, plantas florestais e
ornamentais. Este fungo produz perdas econdémicas importantes em culturas de tomate, banana,
algodao, tabaco e café (Agrios, 1977). Algumas das espécies, como F. oxysporum s3o patogénicas de
humanos, insetos e plantas (Bitas et al, 2015).

Considerando a importancia fitopatogénica dos fungos Aspergillus spp., Fusarium spp. e
Alternaria spp., o objetivo deste trabalho foi avaliar a sua capacidade entomopatogénica, utilizando
como inseto modelo Galleria mellonella. O lepidéptero G. mellonella apresenta caracteristicas
vantajosas para o estudo de infecdes flingicas em relacdo a outros hospedeiros invertebrados, tais
como facilidade de criacdo em laboratério e metodologias de inoculagdo bem estabelecidas que, pela
sua simplicidade, ndo requerem um treino técnico prolongado (Mylonakis, 2008).

Materiais e métodos

Para testar a capacidade entomopatogénica dos fungos filamentosos Aspergillus spp.,
Alternaria spp. e Fusarium spp., foram utilizadas larvas de G. mellonella na dltima fase do estagio larval,
com peso superior a 0,275 g, criadas no escuro sob condi¢des de temperatura controladas (30+1°C). Os
fungos testados foram isolados do solo utilizando G. mellonella como inseto armadilha, seguindo a
metodologia descrita por Zimmermann (1986).
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As larvas foram inoculadas por duas técnicas distintas (injecdo e imersao), com suspensoes
com uma concentragdo de 107esporos/ml em PBS e 0,05% de Tween 20. Procedeu-se também a
inoculacdo de larvas unicamente com PBS e 0,05% de Tween 20 (controlo negativo) e com uma
suspensdo de 107esporos/ml do fungo entomopatogénico B. bassiana em PBS e 0,05% de Tween 20
(controlo positivo). Em cada modalidade foram utilizadas 18 larvas e efetuadas trés repeticdes. A
técnica de imersdo é um dos protocolos correntemente utilizados em testes de entomopatogenicidade
com fungos (Hajek et al, 2012) e permite avaliar a capacidade de um fungo penetrar a cuticula do
inseto e desenvolver-se no seu interior. A técnica de injecdo tem sido recentemente utilizada para
testar a possibilidade de G. mellonella ser utilizada como modelo de infe¢do por varios microrganismos
(Mylonakis, 2008). Por ser uma técnica que envolve a preparacdo de uma menor quantidade de in6culo
e que ndo necessita manter os insetos em condicdes adequadas de humidade, no caso de existir uma
boa correlagdo entre os dois métodos, poderd ser uma metodologia interessante para testar
rapidamente a resposta do inseto a estirpes com diferentes graus de viruléncia. Como o
desenvolvimento tanto do agente patogénico como do inseto podem ser afetados pela temperatura,
para ambas metodologias, ap6s inoculagdo as larvas foram incubadas a 30 + 1°C e 25 + 1°C.

0 processo de injecdo foi realizado com auxilio de uma seringa de 50 pl (SGE, modelo 50F-GT),
inoculando-se 10 pl da suspensdao de esporos na primeira pseudopata da larva. As larvas foram
posteriormente colocadas em caixas de Petri em temperatura controlada.

Pelo método de imersdo, cada larva foi imersa, durante 5 segundos, na suspensdo de esporos.
Apo6s imersdo, o excesso de liquido foi retirado colocando as larvas sobre papel absorvente estéril. As
larvas foram colocadas em caixas de Petri durante 3 dias em camara humida e posteriormente
retiradas. Todo o processo decorreu para ambas temperaturas.

Foram feitas observacdes didrias para registo da mortalidade das larvas e variacdes na
coloragdo da cuticula. Os resultados foram analisados através de curvas de sobrevivéncia obtidas
através da aplicacio do método de Kaplan Meier do programa SPSS, versdo 22.As curvas de
sobrevivéncia das larvas infetadas pelos fungos em estudo foram comparadas com as curvas de
sobrevivéncia do controlo positivo e negativo, em ambas as temperaturas e pelos dois métodos.

Resultados e discussao

As larvas inoculadas com o fungo Aspergillus spp. apresentaram uma elevada taxa de
mortalidade ao fim de 306 h (fig. 1), com uma diferen¢a estatisticamente significativa em relagdo ao
controlo negativo (PBS), qualquer que seja o método de infecdo ou temperatura de incubacgio.
Comparando com a mortalidade provocada por B. bassiana (controlo positivo), verificou-se que
existem diferencas que estdo relacionadas com a temperatura de incubacdo. Enquanto a 30°C (fig. 1A e
1C) a mortalidade provocada por Aspergillus spp. foi estatisticamente semelhante a provocada por B.
bassiana, a 25°C (fig. 1B e 1D) existem diferencas significativas entre as curvas de sobrevivéncia.
Assim, através do método de imersdo a 25°C (fig. 1B), durante o periodo de observacdo, a mortalidade
provocada por Aspergillus spp. foi inferior a provocada por B. bassiana e em geral os efeitos foram mais
demorados. Através do método de injecdo a 25°C (fig. 1D), embora a mortalidade final seja igual para
os dois fungos, os efeitos foram mais demorados em Aspergillus spp. Estes resultados demonstram que
o isolado de Aspergillus spp. avaliado tem a capacidade de penetrar a cuticula da larva, provocando a
sua morte, podendo ser considerado um fungo entomopatogénico. No entanto a sua viruléncia
depende da temperatura.

As larvas inoculadas com o fungo Fusarium spp. apresentaram uma elevada taxa de
mortalidade (fig. 2) com uma diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controlo negativo
(PBS), qualquer que seja o método de infecdo ou temperatura de incubagdo. Para este fungo, as
diferencas em relacdo a B. bassiana (controlo positivo) estdo relacionadas principalmente com o
método de inoculagdo. As larvas inoculadas por imersdo com Fusarium spp. (fig. 2A e 2B)
apresentaram uma mortalidade inferior e com efeitos mais demorados quando comparados com B.
bassiana, sendo que esta diferenca parece ser maior a temperatura de 25°C. Pelo contrario através da
inoculagdo por injecdo (fig. 2C e 2D), ndo existem diferencas estatisticamente significativas em relacao
ao controlo positivo. Estes resultados permitem concluir que o isolado de Fusarium sp. tem a
capacidade de penetrar a cuticula das larvas provocando a sua morte, podendo desta forma também
ser considerado entomopatogénico.

Com Alternaria spp. ndo foi realizado o método de inje¢do a 25°C. Através da figura 3, conclui-
-se que nao houve diferencas significativas entre a sobrevivéncia das larvas inoculadas
com Alternaria spp. e as larvas do controlo negativo (PBS) para os dois métodos de inoculagdo a 30°C e
para as duas temperaturas através da inoculacdo por imersdo. Desta forma, nas condigdes
experimentais, Alternaria spp. ndo apresentou capacidade de penetrar a cuticula do inseto e mesmo
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quando o indculo foi introduzido no hemocelo do inseto (método de injegdo), este consegue reprimir a
infecdo, pelo menos a 30°C. Desta forma, este isolado de Alternaria spp. ndo pode ser considerado
entomopatogénico nestas condi¢des.

Os resultados obtidos permitem concluir que os fungos Aspergillus spp. e Fusarium spp.
avaliados tém capacidade entomopatogénica a 25°C e 30°C, dado que em ambas as técnicas de
inoculagdo utilizadas, a mortalidade registada foi relevante. No entanto, a eficicia da sua acdo
entomopatogénica podera depender da temperatura. Estes dois géneros tém espécies que sdo agentes
patogénicos de plantas, animais e humanos (Teetor-Barsch & Roberts, 1983; St Leger et al., 2000).
Embora, em geral, exista alguma especializacdo em termos de hospedeiros, algumas espécies ou
isolados tém mostrado ser capazes de colonizar hospedeiros bastante diferentes. Esta capacidade ja
tinha sido demonstrada para Aspergillus flavus por St Leger et al. (2000), utilizando apenas o método
de injecdo, o qual ndo serd suficiente para sugerir que a mesma capacidade possa ocorrer em condi¢des
naturais. Os resultados obtidos, utilizando ambos os métodos sugerem que os isolados, por noés
estudados, tém a capacidade de infetar hospedeiros muito diferentes. Esta multifuncionalidade de
papéis nos ecossistemas faz com que estes fungos, embora possam provocar doencas em plantas,
possam igualmente desempenhar um papel importante no controlo das populacdes de insetos. Desta
forma, principalmente quando as plantas revelem algum grau de resisténcia a estes fungos, a sua agio
como agentes de controlo biolégico de pragas devera ser tida em conta.
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Figura 1 — Curvas de sobrevivéncia das larvas infetadas pelo fungo Aspergillus spp. e respetivos
controlos (A) Método de imersao a 30°C. (B) Método de imersdo a 25°C. (C) Método de injecdo a 30°C.
(D) Método de injegdao a 25°C. As curvas identificadas com letras diferentes apresentam diferencas

estatisticamente significativas (p <0,05).
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Figura 2 — Curvas de sobrevivéncia das larvas infetadas pelo fungo Fusarium spp. e respetivos
controlos (A) Método de imersdo a 30°C. (B) Método de imersdo a 25°C. (C) Método de injegdo a 30°C.
(D) Método de injecdo a 25°C. As curvas identificadas com letras diferentes apresentam diferengas
estatisticamente significativas (p <0,05).
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Figura 3 — Curvas de sobrevivéncia das larvas infetadas pelo fungo Alternaria spp. e respetivos
controlos (A) Método de imersdo a 30°C. (B) Método de imersdo a 25°C. (C) Método de injegdo a 30°C.

As curvas identificadas com letras diferentes apresentam diferencas estatisticamente significativas
(p <0,05).
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