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RESUMO

Avaliou-se o efeito de Metarhizium anisopliae (Metsch.) para Astyanax scabripinnis (Jenyns, 1842)
(Pisces, Characidae), em condi¢des de laboratério. Suspensdes aquosas de conidios recém-
produzidos, vidveis (viabilidade minima 90%) e inviabilizados por meio de autoclavagem (121°C,
20 minutos, alatm), naconcentragdo de 6,5x10conidios/aquario (equivalentea5x 10 conidios/
ha, que representa 1.000 vezes a concentragdo recomendada para o controle de cigarrinhas de
pastagens, principal praga-alvo deste entomopatégeno no Brasil), foram aplicadas em aquarios
contendo A. scabripinnis. Foram analisadas amostras de dgua e dos peixes, dos quais foram
dissecados as branquias e o estdbmago, em diferentes intervalos de tempo, a fim de se avaliar a
presenca dos conidios. Observaram-se diariamente o comportamento e a mortalidade de peixes
em ambos os tratamentos. Avaliou-se nos peixes sobreviventes a morfologia das células das
branquias e dofigado. Verificou-se que nas branquias ndo houve alteracao no namero de conidios
aolongo de16dias de contato, sendo queno estomago houve umligeiroacréscimoinicial seguido
de reducdo constante. A viabilidade dos conidios em todos os locais avaliados decresceu ap6s 24
horas da aplicacdo. Constatou-se que ndo houve morte ou quaisquer alteragdes comportamentais
ap6s 30 dias de contato, indicando a auséncia de efeitos adversos associados a capacidade do fungo
em provocar infecgdo ou exercer efeitos téxicos em ambos os organismos-teste.

PALAVRAS-CHAVE: Organismosnao-alvo,entomopat6geno, avaliacao derisco, controle biolégico.

ABSTRACT

EEFFECT OF THE FUNGUS METARHIZIUM ANISOPLIAE (METSCH.) SOROK.
(DEUTEROMYCETES) ONASTYANAX SCABRIPINNIS (JENYNS) (PISCES: CHARACIDAE). The
effect of Metarhizium anisopline (Metsch.) Sorokin on Astyanax scabripinnis (Jenyns, 1842) (Pisces,
Characidae) under laboratory conditions was evaluated. Aqueous conidial suspensions either
with a minimum viability of 90% or containing conidia rendered unviable by autoclaving were
applied in fish tanks containing A. scabripinnis, at the concentration of 6.5 x 10'°conidia/ fish tank
(equivalent to 5 x 10 conidia/ha, which represents 1000 times the recommended concentration
for the control of pasture spittlebugs, the main target pest of this entomopathogen in Brazil). Water
and fish samples were analyzed; the fish gills and stomachs were dissected at different time
intervals to evaluate the presence of conidia. Fish behavior and mortality were observed daily
in both treatments. The morphology of gill and liver cells was evaluated in the surviving fish. No
changes in the number of conidia were verified in the gills throughout 16 days of contact; in the
stomach, there was a slight initial increase followed by a steady reduction. Conidial viability
decreased in all places evaluated 24 hours after application. No fish death or any behavioral
alterations occurred after 30 days of contact, indicating the absence of adverse effects associated
with the entomopathogen on the test organisms. The absence of signs of infectivity and other
adverse effects are a further indication in favor of the use of M. anisopliae as a biopesticide.

KEY WORDS: Nontarget organisms, entomopathogen, risk assessment, biological control.
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INTRODUCAO

Um dos maiores desafios da agricultura moderna
é o aumento da produgdo agricola sem o comprome-
timento da qualidade de seus produtos, bem como do
solo e dosrecursos hidricos, sem reduzir a diversida-
de de plantas, animais e microrganismos (JoNssoON;
Maia, 1999).

Os insetos e dcaros estdo entre os principais pro-
blemas que afetam a produgdo agricola, causando
danos diretos eindiretos. Considerando que o contro-
le dessas pragas é essencial e o uso de agrotéxicos na
agriculturamodernaé, em muitos casos, imprescindi-
vel, quando empregados de forma inadequada sao
responsaveis por problemasrelativos a satide e danos
ao ambiente. Como alternativa aos agrotéxicos, ou-
tras possibilidades vém sendo estudadas, incluindo-se
ouso deinimigosnaturais, principalmente os micror-
ganismos entomopatogénicos, que também nao
devem ser utilizados indiscriminadamente, mas
seguindo principios ecolégicos (JonssoN; Mala,1999).

De acordo com ALVEs et al. (1998), o faturamento
combiodefensivosrepresentaapenas1% domercado
mundial de agrot6xicos. No entanto, alguns setores,
como dacana-de-agucar, citricultura, pecuaria e agri-
cultura organica, vém utilizando produtos biol6gicos
paraocontrole de pragas, sendo paraeste tiltimouma
das principais estratégias de controle.

O uso crescente de tais agentes de pragas desperta
preocupacdes na sociedade sobre sua real seguranca
em relagdo ao homem e ao ambiente, havendo certa
razdoemndoseconsiderarseguroumproduto,apenas
pela indicagdo de se tratar de origem biolégica, sendo
necessario comprovar-se tal inocuidade, por meio da
analise de risco (PEreIRrA et al., 1998).

JonssoN; Maia (1999) relataram que a anélise de
risco é um item previsto no processo de registro de
pesticidas para uso comercial. No Brasil, especifica-
mente em relacdo aos entomopatdégenos, praticamen-
te ndo existem estudos realizados nesta area,
notadamente sobre espécies nativas de peixes, como
é o caso deAstyanax scabripinnis (Jenyns, 1842) (Pisces,
Characidae). Também, em outros paises, poucos tra-
balhos foram realizados com espécies de animais
consideradas ndo-alvo. Da mesma forma , WINKALER
et al. (1990) ressaltaram que o efeito de diferentes
contaminantes pode se manifestarem variosniveisde
organizagdo biolégica dos peixes, como disfung¢des
fisiolégicas, alteracoes estruturais em 6rgdos e teci-
dos e modificagdes comportamentais (WINKALERetal.,
1990).

Atualmente, os pesquisadores estao preocupados
em efetuar uma analise rigorosa da seguranca dos
agentes de controle microbiano, notadamente aque-
les que, como os fungos possuem grande capacidade
de esporulacdo, disseminagdo e sobrevivéncia no

ambiente, sendo capazes de infectar outros organis-
mos do agroecossistema (JonssoN; Mala, 1999).

Com relagao aMetarhizium anisopliae e ao peixe A.
scabripinnis, existem duas possibilidades de contato.
Na primeira, o fungo utilizado para o controle de
pragas agricolas poderia ser levado para lagos e rios
pormeiodadguadachuvaedairrigacdo. Nasegunda
possibilidade, o fungo seria utilizado para o controle
de mosquitos.

Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar o
risco do fungo M. anisopliae para o lambari, A.
scabripinnis, organismonao-alvo das aplicacdes deste
fungo em campo.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado com base no Protocolo
para Avaliacao de Agentes Microbianos de Controle
de Pragas e Registro com Biopesticidas, proposto por
JonssoNn; Mata (1999).

Para tal, utilizou-se o isolado E9 do fungo M.
anisopliae, proveniente do Banco de Entomopatégenos
do Setor de Patologia de Insetos (Departamento de
Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola/
ESALQ/USP), obtido originalmente de adultos de
cigarrinhas das pastagens Mahanarva posticata (Stal).

A partirdoinéculooriginalarmazenado em freezer
(-10° C), o fungo foi multiplicado em placas de Petri
contendomeio de cultura (BDA), incubadas em cAma-
ra de B.O.D. (25£1°C, 14 h de fotofase), durante sete
dias. Em seguida, o fungo foi produzido em maior
quantidade, em arroz pré-cozido, conforme o método
Biomax©® (ALvEs; PEREIRA, 1998).

Ap6s o periodo de crescimento e conidiogénese,
procedeu-se a separagdo dos conidios que foram ar-
mazenados em freezer (-10° C) até a sua utilizagao.
Foram utilizados conidios com viabilidade superior
a 90%.

Para ainativagdo do fungo, preparou-se umasus-
pensdo de conidios em dgua destilada + espalhante
adesivo 0,01%, que foi autoclavada a 121° C, durante
20 minutos, a 1 atm Previamente a sua utilizagao,
procedeu-se aandlise da viabilidade dos conidiosem
meiodeculturaafim desecomprovarasuainativacgdo.

O peixe utilizado foi o lambari (A. scabripinnis),
fornecido pelo Centro de Pesquisas em Aqiiicultura
Ambiental (CPAA), Toledo, PR, com comprimento
médio de 3 cm e massa corpérea média de 2,5 g.

Apbs acoleta, os peixes foram mantidos em aqua-
rios de vidro com 35 L (36 cm x 36 cm x 35 cm -
comprimento x largura x altura) e preenchidos com
dgua tratada, desclorada com solucao de tiossulfato
de sédio 12%, com temperatura de 25 + 2° C. Os
aquarios foram dispostos em uma bancada, mantidos
emumasalaclimatizadaa28°Cecom14 hdefotofase.
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(Deuteromycetes) para Astyanax scabripinnis (Jenyns, 1842) (Pisces: Characidae).

Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia
comragdoapropriada paraaespécie (40% de proteina
bruta), sendo as condi¢des descritas utilizadas para
a conducao de todos os experimentos.

Presenca e quantificacdo de M. anisopliae nas
brianquias e no estomago de A. scabripinnis

O experimento constou de dois tratamentos: um
com aquadrios tratados com suspensdo de conidios
vidveis de M. anisopliae e outro grupo tratado com
uma suspensdo de conidios de M. anisopliaeinativo,
na concentragao de 6,5 x 10" conidios/aquério, em
ambos os casos. Essa concentragado corresponde a
5 x 10%® conidios/ha, que representa 1.000 vezes a
concentracdo recomendada para o controle de
cigarrinhas de pastagens em condi¢des de campo
(ALvEs, 1998). Um terceiro grupo de peixes nao ex-
postos ao fungo foi considerado como testemunha.
Paracadaumdelesforam destinadas trés repeticoes,
cada uma com um aquério contendo sete peixes,
respeitando-searelacdodel gdemassacorpéreade
peixe por litro de dgua.

Os peixes foram mantidos nos aquarios durante 16
diasem sistema semiestatico, comtrocadeaproximada-
mente 10% da dgua coletada no fundo dos aquarios, a
cada dois dias para limpeza do excesso de alimento e
fezesem decomposi¢ao, repondo-seadguaemseguida.

Periodicamente, foram coletados peixes dos aqua-
rios, sendo retirado um peixe de cada repeti¢do dos
recipientes tratados com fungo e da testemunha, logo
ap6s a aplicacdo e depoisde 12 horase1,2,4,8 e 16
dias. Os peixes coletados foram sacrificados por meio
de seccao medular e, em seguida, retiraram-se dos
peixes as branquias e o estébmago, por meio de cortes
na regido lateral do corpo e do abdome.

Os 6rgdos foram transferidos para tubos de ensaio
contendo 3 mL de dgua destilada + espalhante adesi-
vo 0,01% e, em seguida, foram homogeneizados com
um micro-triturador elétrico. Amostras destas sus-
pensdes foram diluidas e submetidas a contagem em
camara de Neubauer e o resultado foi expresso em
nuimero de conidios/6rgao.

Viabilidade de M. anisopliae nas branquias e no
estomago de A. scabripinnis e na agua do aquario

Amostras de 0,1 mL do homogeneizado dos 6r-
gdos foram também inoculadas em placas de Petri
contendo meio de cultura ME + tetraciclina, as quais
foram incubadas durante 20 hem camara B.O.D. (25
11°C, 14 h defotofase). Para avalia¢do da viabilida-
dedofungonaagua, foram tomadas trés amostras de
3 mL da 4dgua de cada aqudario. Apds a
homogeneizagdo, 0,1 mL de cadasuspensdo foitrans-
ferido de cada amostra para placas com meio de

cultura. Tanto para os 6rgaos como para a 4gua dos
aquérios foram preparadas trés placas para cada
repeticdo, totalizando nove placas para cada trata-
mento.

Ap6s o periodo de incubacao, foi determinada a
porcentagem de conidios vidveis, observando-se as
placas em microscépio de luz (aumento 400 x). O
resultado foi expresso em nimeros de conidios via-
veis e ndo viaveis.

Os dados obtidos em ambos os experimentos fo-
ram analisados estatisticamente quanto a variancia
(teste F). As médias foram comparadas entre si pelo
teste de Tukey (P < 0,05), seguindo o delineamento
experimental inteiramente aleatorizado em esquema
fatorial, buscando-se verificar a interacdo do tempo
na quantidade de conidios nos érgdos ounana dgua
dos aquarios, utilizando o programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2003).

Acdo de M. anisopliae na sobrevivéncia e altera-
¢des comportamentais de A. scabripinnis

Seguindo o mesmo procedimento experimental
descritono experimento1, foram preparadas eaplica-
das suspensoes de conidios vidveis e ndo viaveis de
M. anisopliae, além de agua destilada + espalhante
adesivo 0,01% correspondente a testemunha.

Como descrito anteriormente, os aquérios tiveram
seu conteido renovado em 10% a cada dois dias,
retirando o excesso de alimentos e de fezes decantados
noseufundorepondo-seigual volume deagua. No15¢
diaapoésoinicio doexperimento, houveatrocatotal da
dgua dos aqudrios, quando o fungo foi novamente
reaplicado, na mesma concentragéo inicial.

Para cada um dos tratamentos foram utilizadas
cinco repeticdes, que consistiram cada uma delas de
um aquério contendo cinco peixes, sendo que os
aqudriosforam mantidosnas mesmas condicdesigual-
mente descritas.

Diariamente, no periodo da manha, observaram-
seatentamente os peixes durante 2 minutos/aquario,
durante 30 dias, quanto a ocorréncia de eventual
mortalidade, alteragdes comportamentais ou a pre-
sencga de sinais de infecgéo.

Com relagdo ao comportamento dos animais, ob-
servou-se eventual perda de equilibrio ou natacao
erraticana coluna d’dgua, peixes saltando constante-
mente, batimentos operculares acelerados concentra-
¢dodos peixesnasuperficiedadgua. Damesmaforma,
verificou-se o surgimento de doenga que pudesse ser
iniciada pelo efeito estressante do fungo. Em seguida,
atribuiu-se sinal negativo (-) para a auséncia de anor-
malidade e positivo (+) para qualquer alteracao.

Alteracao morfoldgica das células das branquiais
e do figado de A. scabripinnis
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Ao final do teste anterior, foram coletados cinco
peixes, de cada um dos trés tratamentos, que foram
sacrificados por seccao medular e as branquias foram
dissecadas e fixadas individualmente em solugdo de
Bouin por 6 horas. Em seguida, foram transferidas para
frascos contento alcool 70% para conservagao até sua
utilizagdo. Posteriormente, foram desidratadas por um
processodeimersaoemsolugdodealcooletilicoemuma
série crescente de concentracdo e, entdo, diafanizadas
em xilol e, finalmente incluidas em parafina. Os blocos
foram submetidos a cortes transversais com 7 mm de
espessura em micrétomo. No caso das branquias, os
cortes foram seriados, ou seja, cortes do primeiro ao
altimo arco branquial. Para o figado, os cortes foram
realizados nasua regidocentral. Emseguida, omaterial
foi disposto em laminas e submetido a coloracdo por
hematoxilina/eosina (HE) (WINKALER et al., 2001).

Posteriormente, o material foi observado em mi-
croscopio de luz (aumento de 400 e 1.000 x) para
comparagdo do tamanho das células em funcdo dos
tratamentos aos quais os peixes foram submetidos.
Para tal, escolheu-se aleatoriamente uma lamina de
cada corte por individuo, na qual foram mensuradas
20 areas celulares utilizando-se lente ocular gradua-
da, totalizando 100 medidas por tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Presenca e quantificacio de M. anisopliae nas
branquias e estomago de A. scabripinnis.

Verificou-se, em todas as avaliagGes, a presenca de
conidios ndo germinados nas branquias e no estdbmago
dos peixes (Tabela 1). Segundo ALvEs (1998), para a
producao do tubo germinativo, o fungo deve encontrar
condigdes favoraveis referentes a umidade, temperatu-
ra, pH, oxigénio e nutri¢do, ndo ocorrendo, provavel-
mente, alguma dessas condi¢des no organismo testado.

Durante o periodo de avaliacdo, observou-se alte-
ragdononumero de conidios nas branquias ao longo
do tempo, elevando-se apds 12 horas da aplicagao,
mantendo-se estdvel durante 48 horas e, em seguida,
reduzindo significativamente apds 4 dias e, nova-
mente na ultima avaliagdo.

De acordo com JoBLING (1996), as branquias, ao
desempenharem sua fung¢do derespiracdo, permitem
que passem pelos arcos branquiais, além de gases
dissolvidosna dgua, matéria organica e microrganis-
mos dispersos na coluna d’adgua, sendo absorvidas
apenas moléculas de oxigénio livres na dgua. As
particulas que se fixam nas branquias sdo
gradativamente liberadas pelos batimentos
operculares que provocam o fluxo de dgua por entre
abranquia, justificando a presenca de conidios neste
6rgao e sua redugdo ao longo do tempo.

Da mesma forma que nas branquias, no estdbmago
observou-se também diferenca significativa no ntimero
de conidios em seu interior, sendo que entrea primeira
e a segunda avaliagdo houve significativa elevacao.
Além disso, a maior média obtida ocorreu na segunda
avaliacdo, decrescendo gradativamente nas demais,
observando-se na ultima avaliacdo apenas 10% do
valor méximo encontrado na segunda avaliagao.

A elevagdo do numero de conidios em ambos os
6rgaos, da primeira para a segunda avaliacao, pode
estar relacionada também a dispersao inicial do fun-
gonadagualogoapoésasuaaplicagdo, permitindo que
esses conidios tenham sido absorvidos pelo peixe no
momento da ingestdo de alimento.

Verificou-se, porém, que os conidios nao permane-
ceram suspensos na coluna d’dgua. Decorridas 24
horas da aplicagdo, os conidios formaram uma massa
no fundo doaquario, indicando uma possivel reducao
docontato dofungocomo peixe, explicandoareducao,
pois o peixe ndo tem habito de se alimentar revolvendo
ofundo, sendo uma espécie predadora e que buscaseu
alimento na coluna d’agua (EspiritoSanroetal., 2007).

Comparando-se ainda a ocorréncia de conidios
entre os dois 6rgdos em cada tempo, notou-se que
houve diferenca significativa em todas as avaliacdes,
sendo sempre maior a concentragdo de conidios no
estdmago. Na avalia¢do inicial, a concentragdo no
estdmago foi 57 vezes maior em relacdo as branquias
e no decorrer das outras avalia¢des esta relagdo va-
riou entre 40 e 100 vezes.

Resultados de ocorréncia do fungo em 6rgaos de
outros peixes também foram relatados por Casrtro et al.
(2001), que analisaram homogeneizados de tecidos de
Hyphessobrycon scholzei (Characidae) mantido em aqua-
riosde8 L por30diascom o fungo Trichodermastromaticum,
aplicadoemsuspensdonaagua, observandoqueofungo
permaneceu vidvel no organismo dos peixes.

Também MipDAUGH; GENTHNER (1994) avaliaram o
efeito de Beauveria bassiana sobre ovos e embrides de
Menidia beryllina (Atherinopsidae), mantidos em tubos
de ensaio com a concentragao de fungo T. stromaticum,
variando entre 10°e 10 conidios/mL, por um periodo
de nove dias. O entomopatdgeno se concentrou na
superficiedocériondoovoenamandibuladoembrido,
nao sendo mencionados outros efeitos.

Viabilidade de M. anisopliae nas branquias e no
estomago de A. scabripinnis e na agua do aquario

Os conidios de M. anisoplinze permaneceram via-
veis,independente dolocale dotempo deamostragem,
com redugdes gradativas entre as avaliagdes realiza-
das ao longo do tempo. Contudo, comparando a
viabilidade dos conidios presentes tanto nos érgaos
como na agua, verificou-se que nao houve diferenca
significativa nesse pardmetro (Tabela 2).
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A viabilidade decresceu ao longo do tempo de
maneira semelhante nos dois 6rgdos estudados e na
dgua dos aquarios, até a quinta avaliagdo (96 horas),
quando a reducao foi de aproximadamente 20% em
relagdo a viabilidade original. A partir desta, a viabi-
lidade decresceuemmaiorintensidadenas branquias
chegando a 35% de conidios viaveis.

Embora o estudo tenha sido realizado em cama-
roes, GENTHNERef al. (1994) verificaram que o fungo B.
bassiana inoculado por meio de inje¢des diretamente
nos tecidos permaneceu viavel apés sete dias de
exposicao. O fungo germinou e cresceu, sendo obser-
vado em diversos tecidos e 6rgdos, incluindo o
hepatopancreas, tecidos musculares e branquias.

ALVEs; LEcUuONA (1998) relataram que M. anisopliae
pode permanecer vidvel em dgua defonte por 72 horas
eemadguaesterilizada por48horas, sendo quea partir
desse periodoaviabilidade decresce, sendo totalmen-
te inibida em, aproximadamente 15 dias, diferindo
dos resultados obtidos neste trabalho.

Acdo de M. anisopliae na sobrevivéncia e altera-
¢des comportamentais de A. scabripinnis

Houve sobrevivéncia de 100% dos peixes nos trés
tratamentos realizados, evidenciando a auséncia de
toxicidade e patogenicidade de M. anisopliae para A.
scabripinnis, mesmo em concentragdes elevadas e por
tempo prolongado, ainda que os conidios presentes
estivessem vidveis em alguns érgdos do peixe.

Além disso, no transcorrer do periodo de avalia-
¢do, ndo foram observadas anormalidades
comportamentais nos peixes que pudessem ser rela-
cionadas a acdo do fungo. Os peixes se mantiveram
por todo o periodo do experimento sem evidéncias
aparentes de estresse, mesmo quando passavam por
um processo de troca parcial e/ou total da agua.

Também, auséncia de alteragdes no padrdo nor-
mal de comportamento de H. scholzei foi observada
por Castro et al. (2001), depois da exposicao desse
peixe a T. stromaticum, por 30 dias. Tal como no
presente estudo, os autores também constataram
que, mesmondo ocorrendo efeitos deletérios sobre os
peixes, o fungo permaneceu viavel nos tecidos dos
peixes.

O fato de nenhum peixe ter morrido apds o con-
tato com o fungo pode evidenciar a auséncia de
efeitos negativos, mesmo estando constantemente
em contato com o entomopatdégeno em concentra-
¢oes 1.000 vezes maior aquela utilizada em campo.
Esse resultado pode representar uma grande
seletividade desse entomopatégeno ao vertebrado
utilizado no teste.

Segundo PErEIRA etal. (1998), amaioria dos micror-
ganismos utilizada no controle microbiano é muito
segurado ponto de vistaambiental, devido principal-

mente a grande diferenca existente entre a fisiologia
dos insetos e de outros animais, notadamente os
vertebrados. Esses autores também mencionaramque
outra barreira importante na prevencdo do cresci-
mento nos organismos ndo-alvos é o sistema
imunolégico dessesanimais. Emborainsetos também
possuam um sistema imunolégico complexo, o siste-
ma dos vertebrados, em geral, é mais sofisticado e
eficiente. Durante a evolugado dos fungos, os sistemas
enzimaticos, toxinas e modo de crescimento se adap-
taram para afetar certos mecanismos apresentados
pelos insetos. No entanto, muitos desses elementos
sdo bastante diferentes dos vertebrados, tornando o
microrganismo ineficiente ou totalmente inécuo quan-
do encontrado no corpo de um vertebrado, ou mesmo
em outros invertebrados.

Confirmando tais hipéteses, KerwiN et al. (1988),
estudando o efeito da exposi¢do da truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss Walbaum) ao fungo Lagenidium
giganteum, observaram que nao houve uma resposta
significativa quanto a mortalidade entre os tratamen-
tos e nem a ocorréncia de efeitos adversos na sua
sadde por vinte e um dias de experimento. Os autores
aindaressaltaram que apenas4% dos 230 individuos
testados morreram, ndao havendo evidéncias
morfolégicas da proliferacao do fungo dentro dos
peixes mortos. Também GENTHNER; MIDDAUGH (1995),
expondo M. beryllina e embrides do camarao
Palaemonetes pugio (Palaemonidae) ao fungo
Colletotrichum gloeosporioides £. sp.aeschynomene, rela-
taram a auséncia de patogenicidade e toxicidade
desse entomopa-tégeno para esses animais.

Corroborando esses estudos, JoNssoN; GENTHNER
(1997), além de exporem embrides do camardo P. pugio
a uma suspensdo de conidios de C. gloeosporioides,
também testaram o filtrado de meio de cultura e o
extrato organico seco do fungo com a finalidade de
avaliar a toxicidade aguda ao microcrustaceo Artermia
salina. Os resultados demonstraram a auséncia de
efeitos adversos associados a capacidade do fungo
em provocar infecgdo ou exercer efeitos toxicos em
ambos os organismos-teste.

No entanto, resultados diferentes também foram
observados por GENTHNER; MIDDAUGH (1992) e
MIpDAUGH; GENTHNER (1994), 0s quais mostraram que
B. bassiana pode causar efeitos adversos em animais
nao pertencentes a classe Insecta. Estes pesquisado-
resadaptaramuma técnica deavaliacdo datoxicidade
eteratogenicidade paraaveriguar o potencial do fun-
go em causar efeitos adversos no desenvolvimento
embriondrio do peixe M. beryllina. Dentre os efeitos
observados, houve a ruptura do cérion, defeitos de
desenvolvimentoe mortes. Damesmaforma, GENTHNER;
MipDAUGH (1995) também observaram vérios efeitos
adversos como comprometimento cardfaco, ruptura
do cérion, anormalidades esqueléticas e expressao
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teratogénicaap6s aexposi¢do deembrideselarvasdo
peixe M. beryllina ao fungo entomopatogénico M.
anisopliae.

Estes relatos sugerem que deva ser considerada a
possibilidade de que, mesmo ndo ocorrendo mortali-
dade em uma determinada fase da vida do individuo
testado, ainda possa ocorrer efeito negativo em outros
estagios da vida deste, principalmente nas fases em-
brionéria e larval.

Reforcando esta hipétese, GENTHNER ef al. (1994),
avaliando o efeito de conidios de B. bassiana sobre
diferentes fases do desenvolvimento do camarao P.
pugio, relataram que nos embrides e larvas do cama-
raoofungo,emexposicdooral, ndocausoumortalida-
de. Contudo, quando injegdes com conidios foram
administradas aos adultos, ocorreram infec¢Ges, sen-
do observado crescimento do fungo em intimeros
tecidos e 6rgdos, incluindo o hepatopancreas, tecido
muscular e branquias do animal. Desta forma, deve-
se considerar o efeito que a forma de exposigdo do
organismo nao-alvo ao entomopatégeno pode ter na
possibilidade do biopesticida apresentar-se ou néao,
toxico ou patogénico.

Especificamente, em relagdo ao ser humano,
PEREIRA et al. (1998) consideram pouco provavel que
os fungos entomopatogénicos sejam patogénicos
ao ser humano, sendo mais comum relatos de rea-
¢Oes alérgicas pelo contato com os fungos entomo-
patogénicos.

O primeiro caso deinfeccdo em seres humanos por
Beauveria spp. foi registrado na Alemanha, no qual
verificou-seainfec¢ao dos pulmaes (alveolite), figado
e baco em uma mulher imunodeprimida (HeNkg et al.,
2002).

Da mesma forma, REVANKAR et al. (1999), além de
citarem casos de infec¢do em seres humanos na Co-
l6mbia e Austrdlia, descrevem um estudo de caso
inédito, isolando M. anisopliae de pacientes imuno-
competentesnos EUA acometidos porsinusitefingica.
Os autores ndo conseguiram estabelecer qualquer
relacdocomuso detalagente de controle eaincidéncia
nos pacientes.

Mais recentemente, Osorio et al. (2007) reportaram
um estudo de caso ocorrido na Espanha com um
paciente imunodeprimido que apresentou infeccao
cutanea causada por M. anisopliae, recomendando
que este fungo seja considerado como um microrga-
nismo com potencial para causar infec¢des em paci-
entes nestas condigdes.

Outro fator a ser considerado, do contato entre
organismosnao-alvo eentomopatégenos, foi também
discutido por BRAZNER; ANDERSON (1986), ap6s a reali-
zacdo de experimentos de ingestdo de Bacillus
thuringiensis por crustaceos. Os autores consideram
queas aplicagdes de agentes microbianos de controle
em campo ndo necessariamente podem trazer riscos

toxicolégicos para organismos localmente expostos,
que também poderiam atuar como agentes de trans-
porte para dreas ndo tratadas, expandindo a eficicia
quanto ao controle biol6gico e ao ntimero de organis-
mos potencialmente expostos, sejam alvos ou nao-
alvos.

Damesmaforma, virus entomopatogénicos foram
isolados das fezes de camundongos, ratos, coelhos,
péssaros, peixes e insetos predadores, apds terem
sido ingeridos, o que sugere que esses animais tam-
bém possam disseminar esses microrganismos na
natureza GHADDUCK ef al., 1980; SEGEL; SHADDUCK,
1990; PerEeIrA et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2001).

Contudo, esta hipétese ndo foi ainda confirmada
para os fungos entomopatogénicos, porém, pode-se
considerar que existe a possibilidade deA. scabripinnis
contribuir de maneira importante no transporte e
disseminacdo de M. anisopliae, desde que o fungo
consiga passar ileso pelo trato intestinal do peixe
sendoliberadojunto asfezes dosindividuose perma-
neca ativo aos organismos-alvo no ambiente. Esse
fato teriaimportanciano controle de mosquitos trans-
missores de doengas para o homem, ja que esse fungo
¢ um bom controlador desses insetos.

Alteracao morfoldgica das células das branquiais
e do figado de A. scabripinnis

A analise qualitativa das células das lamelas
branquiais e das células do figado revelou a auséncia
de variagoes significativas na area das células dos
peixes provenientes, tanto dosaquarios tratadoscomo
da testemunha, sendo que a drea das células das
branquias foi de, aproximadamente, 19mMm?e no caso
do figado, o maior valor de drea celular foi de, aproxi-
madamente, 120 mm?2.

A relacdo de semelhanga entre os tratamentos
pode estar relacionada ao mecanismo de defesa dos
peixes, uma vez quea produgdo ealiberacdo de muco
nas branquias fazem parte do mecanismo de defesa
dos peixes (FERNANDES; PERNA-MARTINS, 2001). O muco
contém substéncias inibidoras para o crescimento e
estabelecimento de diversos parasitas em sua super-
ficie externa, e para proliferacdo de bactérias e fungos
existentes na dgua, podendo ter influenciado o efeito
dos tratamentos inativo e ativo, mesmo o fungo nao
sendo encontrado normalmente no ambiente aquati-
co.Mas pouco ainda se sabe sobre este efeito. Romano;
Cueva (1988) ressaltaram que as células de muco
apresentam hiperplasia na presenca de agentes de
risco, como ectoparasitas presentes na dgua, passan-
do a produzir uma prote¢do mucosa que, por outro
lado, se produzida em excesso, pode acarretar uma
impermeabilizacdo dos filamentos branquiais, impe-
dindo arespiracgdo e até a morte dos peixes, o que nao
foi observado no presente estudo.
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