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RESUMO 

 

Estudo da interação entre a broca da cana-de-açúcar Diatraea saccharalis (Lepidoptera: 

Crambidae) e fungos oportunistas Colletotrichum falcatum e Fusarium verticillioides 

 

 Em cana-de-açúcar, a colonização do caule por fungos oportunistas, como Fusarium 

verticillioides e Colletotrichum falcatum, está diretamente ligada ao ataque da lagarta Diatraea saccharalis 

(Lepidoptera: Crambidae). Duas proteínas, SUGARWIN1 e SUGARWIN2 são produzidas em 

cana-de-açúcar, em resposta ao dano mecânico e ao ataque de D. saccharalis, porém estas proteínas 

não afetam o inseto, e sim ocasionam alterações fisiológicas e morfológicas em F. verticillioides e C. 

falcatum, ocasionando a morte destes fungos por apoptose. Dietas artificiais suplementadas com 

estes fungos oportunistas ocasionaram o ganho de peso da D. saccharalis. Esses dados indicam uma 

interação mais íntima entre o inseto e estes patógenos de cana, sendo que, neste estudo procuramos 

identificar relações simbióticas entre os indivíduos, analisando se a forma de transmissão desses 

fungos é mediado pela D. saccharalis. Os resultados mostraram a presença do F. verticillioides em 

todas as fases de desenvolvimento da D. saccharalis após contato com o fungo, ou seja, depois de 

se alimentarem em dieta suplementada por F. verticillioides no 4º instar, permaneceram infectadas 

pelo fungo ao longo de toda a fase pupal e adulta, em ambos os sexos. Além disso, o F. verticillioides 

foi transmitido para os descendentes de D. saccharalis, sendo que o fungo foi detectado nos ovos, 

ou seja, um caso original de transmissão vertical. Por meio de microscopia, também foi possível 

verificar a alta intensidade de F. verticillioides no interior do intestino de lagartas. Estes dados inferem 

em uma relação simbiótica entre F. verticillioides e D. saccharalis, onde o simbionte é transferido 

verticalmente para as gerações subsequentes. As respostas obtidas com o fungo C. falcatum 

diferiram daquelas obtidas com F. verticillioides, uma vez que não se detectou a presença do fungo a 

partir da fase pupal. Neste caso, a relação de simbiose entre o fungo e o inseto pode resultar em 

uma transmissão horizontal. Com este estudo foi possível identificar diferentes formas de 

transmissão por D. saccharalis para dois fungos envolvidos em podridão de colmo em cana-de-

açúcar. Estes dados mudam a forma como é vista a transmissão de F. verticillioides por D. saccharalis 

em cana-de-açúcar, podendo influenciar a forma de manejo da podridão de Fusarium e da broca 

nos canaviais. 

 

 

 

Palavras-chave: Transmissão vertical; Transmissão horizontal; Simbiose; Podridão vermelha; 

Podridão de Fusarium; SUGARWIN; RT-qPCR; Microscopia confocal; 

Interação planta-inseto-fungo
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ABSTRACT 

 

Study of sugarcane borer Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) and opportunist 

fungi Colletotrichum falcatum and Fusarium verticillioides interaction 

 

 In sugarcane, stem colonization by opportunistic fungi, such as Fusarium verticillioides and 

Colletotrichum falcatum, is directly linked to the attack of Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) 

caterpillar. Two proteins, SUGARWIN1 and SUGARWIN2 are produced in sugarcane, in 

response to mechanical damage and attack of D. saccharalis, however these proteins do not affect 

the insect, but cause physiological and morphological changes in F. verticillioides and C. falcatum, 

causing the death of these fungi by apoptosis. Artificial diets supplemented with these 

opportunistic fungi caused the weight gain of D. saccharalis. These data indicate a more intimate 

interaction between the insect and the sugarcane pathogens. In this study, we sought to identify 

symbiotic relationship among individuals, analyzing whether the transmission of these fungi is 

mediated by D. saccharalis. The results showed the presence of F. verticillioides in all stages of D. 

saccharalis development after contact with the fungus, in the 4th instar. The caterpillars remained 

infect by the fungus throughout the pupal and adult phase, in both sexes. In addition, F. verticillioides 

was transmitted to D. saccharalis offspring, being detected in eggs, an original case of vertical 

transmission. Through the microscopy results, it was also possible to verify the high intensity of F. 

verticillioides inside the intestines of caterpillar. These data infer in a symbiotic relationship between 

F. verticillioides and D. saccharalis, where the symbiont is transferred vertically to the offspring. The 

responses obtained with C. falcatum differed from those obtained with F. verticillioides, since the 

presence of the fungus was not detected from the pupal phase. In this case, the symbiont 

relationship between fungus and insect can result in a horizontal transmission. With this study was 

possible to identify different forms of fungi transmission by D. saccharalis. These data change the 

way the transmission of F. verticillioides by D. saccharalis in sugarcane is viewed, and may influence 

the management of Fusarium rot and sugarcane borer attack in sugarcane. 

 

 

 

Keywords: Vertical transmission; Horizontal transmission; Symbiosis; Red rot; Fusarium rot; 

SUGARWIN; RT-qPCR; Confocal microscopy; Plant-insect-fungus interaction
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A cultura da cana-de-açúcar é de grande importância nas regiões tropicais e subtropicais do 

mundo, sendo plantada em mais de 100 países com cerca de 24 milhões de hectares (FAO, 2010), 

No Brasil são plantados aproximadamente 9 milhões de hectares (CONAB, 2018), tornando-o o 

maior produtor mundial de cana-de-açúcar com 43% de toda produção global, voltada, 

principalmente, a produção de açúcar e etanol (FAO, 2010; Bargos et al., 2016). 

 Uma das principais pragas da cultura é a Diatraea saccharalis (F.) (Lepidoptera: Crambidae), 

popularmente conhecida como broca-da-cana (Silva-Brandão et al., 2015). Sua infestação pode 

acarretar, tanto danos diretos quanto indiretos (Dinardo-Miranda, 2010). 

 Os danos diretos são causados pelas lagartas, que ao se alimentarem do tecido do colmo, 

formam galerias com até 36 cm de comprimento, provocando perdas de 70 à 90% de produtividade 

(Flores et al., 2016). O ataque da broca causa diminuição da massa e de valores nutritivos da planta, 

gerando redução da qualidade dos produtos finais (Dinardo-Miranda, 2010). Além disso, pode 

ocasionar a diminuição da quantidade de suco e pureza, reduzindo a sacarose de 10% a 20% 

(Showler, 2016). Os danos indiretos, são aqueles causados sobretudo pela presença de fungos 

fitopatogênicos Colletotrichum falcatum (Went) e Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg, que 

penetram nas plantas a partir de galerias abertas pela D. saccharalis, causando as doenças conhecidas 

por podridão vermelha e podridão de Fusarium, respectivamente (Mckaig, 1936; Ogunwolu, 1991). 

O dano gerado por esses fungos diminui o rendimento na produção de açúcar, levando a uma 

redução no teor de açúcar nos colmos devido à inversão da sacarose armazenada na planta e sua 

transformação em glicose e frutose, que não se cristalizam no processo industrial (Dinardo-

Miranda, 2010).  

Estudos realizados previamente mostraram que quando atacada por D. saccharalis, a planta 

induz a produção de proteínas de defesa com atividade antifúngica (Medeiros et al., 2012; Franco 

et al., 2014). Curiosamente, essas proteínas chamadas SUGARWIN1 e SUGARWIN2, mostraram 

afetar a morfologia de C. falcatum e F. verticillioides, causando a morte desses fungos. Porém, não 

afetaram o Aspergillus nidulans, que não é um fungo patogênico de cana-de-açúcar, indicando uma 

interação estreita e especifica entre D. saccharalis com C. falcatum e F. verticillioides em cana-de-açúcar 

(Medeiros et al., 2012; Franco et al., 2014).  
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Uma pesquisa recente feita pelo grupo mostrou que a taxa de crescimento de D. saccharalis 

em dieta colonizada por C. falcatum e F. verticillioides é cerca de 42% e 58% maior do que em dieta 

com ausência de fungos, respectivamente. Esse mesmo ensaio foi realizado com o fungo A. 

nidulans, que não está relacionado com doenças em cana-de-açúcar, no qual as lagartas apresentaram 

um crescimento 10% menor do que o controle, indicando uma especificidade para a interação 

inseto-fungo (Franco et al., 2017). Ensaios de escolha olfativa mostraram que lagartas de D. 

saccharalis são atraídas por compostos voláteis emitidos por C. falcatum e F. verticillioides. O fungo A. 

nidulans não atraiu lagartas de D. saccharalis e mostrou um perfil de emissão de compostos voláteis 

totalmente diferente de F. verticillioides e C. falcatum, confirmando a especificidade desta interação 

(Franco et al., 2017). 

 Em revisão recente, Franco et al. (2017) apresentaram vários estudos sobre os efeitos de 

microrganismos na interação planta-inseto. Em grãos de trigo, espécies de Fusarium, como F. 

proliferatum, F. poae e F. culmorum são capazes de atrair larvas de Tenebrio molitor. Por outro lado, F. 

avenaceum repele o mesmo inseto. Neste caso, os voláteis podem representar uma ameaça para as 

larvas, resultando na rejeição dos insetos (Guo et al., 2014). Além disso, a atração de insetos por 

voláteis fúngicos pode demonstrar uma interação benéfica para ambos, nos quais os insetos 

encontram uma fonte de alimento e os fungos uma forma de se alimentar (Thompson et al., 2013). 

Não obstante, insetos não possuem a capacidade de produzir esteróis, podendo utilizar micélios e 

esporos de fungos como fonte dessas moléculas (Nasir; Noda, 2003; Thompson et al., 2013). Em 

contrapartida, insetos também podem promover uma infecção fúngica, por exemplo, fungos 

necrotróficos podem crescer mais rápido em tecidos previamente atacados por insetos, devido à 

ruptura celular (Hatcher; Paul, 2000). 

 Relações simbióticas em diferentes reinos, filos, e suas subclassificações, com 

microrganismos são descritos, rotineiramente, e encontradas em todo o globo, sendo essa 

associação, fortemente evidenciada com indivíduos da classe Insecta (Buchner, 1965; Margulis, 

1991; Bourtzis; Braig; Karr, 2003; Ruby, 2004). Há variados locais que os insetos abrigam os 

organismos simbiontes, como em intestinos, exoesqueletos, hemocoel, tripas, túbulos de Malpighi, 

tecidos periféricos, região abdominal, citoplasma e até mesmo no núcleo celular (Kikuchi; 

Hosokawa; Fukatsu, 2008; Kikuchi; Hosokawa; Fukatsu, 2011; Sato, 2014; Douglas, 2015; Simonet 

et al., 2016; Morioka et al., 2018). Alguns organismos nessa simbiose apresentam comportamento 

mutualista, como formigas Attini com fungos Escovopsis e escaravelhos Lagriinae com bactérias 



13 
 

Burkholderia gladioli, havendo uma associação benéfica entre ambos (Weber, 1966; Chapela et al., 

1994; Currie et al., 1999; Flórez et al., 2017). Por outro lado, há a relação parasítica, como a joaninha 

Harmonia axyridis com o nematoide Parasitylenchus bifurcatus e formigas Camponotus leonardi com o 

fungo Ophiocordyceps unilateralis, onde apenas um organismo se beneficia na relação (Bourtzis; Braig; 

Karr, 2003; Evans; Elliot; Hughes, 2011; Gegner et al., 2018). 

 A simbiose é uma interação passada para gerações entre organismos correspondentes, 

sendo esta área, ainda, pouco estudada, limitando-se a estudos relacionados a algumas poucas 

bactérias e algumas Archeas (Nyholm; McFall, 2004; Bright; Bulgheresi, 2010; Toomey et al, 2013; 

Bucher et al., 2016; Mondo et al., 2017). Esse modo de transmissão simbionte pode ser passado de 

duas formas, horizontalmente, por meio de uma fonte ambiental ou, verticalmente, através da 

herança materna ou, raramente, por ambos os pais, porém, como há uma grande diversidade de 

organismos, essa transmissão também pode ser de forma mista, ou seja, horizontal e verticalmente 

(Bright; Bulgheresi, 2010). 

 D. saccharalis e os fungos fitopatogênicos que estão ligados a ela, acarretam danos 

inverssíveis a cultura da cana-de-açúcar, impactando drasticamente na produção e 

consequentemente na economia. Estudos recentes do nosso laboratório (manuscrito em 

preparação) mostraram que durante essa interação, tanto a D. saccharalis quanto os fungos C. falcatum 

e F. verticillioides se beneficiam. Por isso, foi de imensa importância ter um melhor entendimento da 

interação entre inseto-fungo, buscando estratégias para o controle das doenças por eles causados 

na cana. Para isso, o presente trabalho teve como objetivo geral avançar no entendimento sobre a 

interação entre a broca-da-cana, C. falcatum e F. verticillioides, com foco no mecanismo de transmissão 

dos patógenos pelo inseto, sendo dois os objetivos específicos. 

 - Avaliar a presença de C. falcatum e F. verticillioides em lagartas, intestinos, pupas e adultos 

sexados, em dieta previamente inoculada com os respectivos fungos, e também na geração seguinte, 

em ovos, lagartas e intestinos. Observando-se assim a possibilidade de transmissão vertical destes 

fungos em D. saccharalis. 

 - Avaliar a presença de F. verticillioides transformado (DsRed) em intestinos de D. saccharalis 

de 5º instar, criadas em dieta artificial inoculada e na geração seguinte, por meio de microscopia 

confocal a laser.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Cana-de-açúcar 

 

 A cana de açúcar é uma planta alógama, pertencente à família Poaceae e ao gênero 

Saccharum. Originária das regiões tropicais do Sul e Sudeste asiático, foi introduzida nas Américas 

através da segunda expedição de Cristóvão Colombo, em meados de 1496, e inserida no Brasil em 

1502 por Martim Afonso de Souza, sendo as mudas provenientes da Ilha da Madeira (Daniels; 

Roach, 1987; Cesnik, 2004). Atualmente, utiliza-se híbridos por todo mundo, por terem 

características agronômicas superiores aos genitores (Bastos et al., 2003; Cesnik, 2004). As 

variedades modernas têm suas bases genéticas resultantes dos cruzamentos entre seis espécies de 

cana-de-açúcar, resultando em híbridos interespecíficos, porém, os híbridos mais utilizados são 

resultado das espécies S. officinarum e S. spontaneum (Irvine, 1999). Estas espécies são contrastantes, 

sendo S. officinarum caracterizada pelo alto teor de açúcar, talos grossos, baixo teor de fibra e baixa 

resistência a doenças, já a S. spontaneum possui baixo teor de açúcar, talos finos, alto teor de fibra e 

elevada resistência a estresses bióticos e abióticos (Sreenivasan; Ahloowalia; Heinz, 1987; Singh et 

al., 2010). O resultado que se busca desse cruzamento é o elevado nível de açúcar, vigor vegetativo 

e resistência a doenças (Irvine, 1999). 

 No Brasil, a cana-de-açúcar ocupa cerca de 13,44% de toda área cultivada do país, e é 

considerado o maior produtor mundial da cultura, seguido pela Índia, China e Tailândia (FAO, 

2010; CONAB, 2018). Praticamente toda produção de cana-de-açúcar brasileira é destinada a 

atividade sucroenergética, na safra 2017/18, São Paulo foi o maior produtor nacional (55,14%), 

seguido por Goiás (11,15%), Minas Gerais (10,27%), Mato Grosso do Sul (7,41%) e Paraná 

(5,92%), sendo estes cinco estados responsáveis por quase 90% de toda produção nacional 

(CONAB, 2018). Com um amplo leque de regiões produtoras, é possível  obtenção de duas safras 

por ano, permitindo a produção de açúcar e etanol o ano todo, abastecendo tanto os mercados 

internos como os externos, sendo os países, Estados Unidos, Coreia do Sul, Japão, Holanda e 

Colômbia, que mais importaram etanol e, Argélia, Índia, Bangladesh, Emirados Árabes e Arábia 

Saudita, os maiores consumidores de açúcar brasileiro (CONAB, 2018; ÚNICA, 2018). 
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 A produção estimada de cana-de-açúcar para a safra 2018/19 no Brasil é de 615,84 milhões 

de toneladas, uma redução de 2,8% em relação à safra 2017/18 (633,26 milhões de toneladas). A 

previsão da produção de açúcar é de 31,73 milhões de toneladas, retração de 16,2% da safra 

anterior. Já para o etanol é previsto um incremento na produção de 18,6% em relação à safra 

anterior, resultando em 32,31 bilhões de litros. Estas retrações são devidas a problemas climáticos, 

devolução de terras arrendadas e reconversão de áreas para produção de grãos, todas estas, em 

importantes áreas produtoras, como a região centro-sul. Já para o declínio da produção de açúcar 

e incremento ao etanol, é devido a elevação dos estoques mundiais de açúcar, declinando as 

cotações, desta forma, as unidades de produção destinarão uma menor parte da produção de cana 

para a fabricação de açúcar e terão um maior montante para produção de etanol (CONAB, 2018). 

 

2.2 Broca-da-cana 

  

 A Diatraea saccharalis (F.) (Lepidoptera: Crambidae), é a principal praga da cana-de-açúcar, 

amplamente distribuída em todas as regiões canavieiras do país, porém com foco na região Sudeste 

(Botelho et al., 1999). Também é considerada uma praga impactante nas culturas de milho, arroz, 

sorgo e capim-sudão. É uma praga de difícil controle, devido ao seu hábito críptico, ou seja, de se 

alojar em galerias, resultando em pequenos orifícios circulares de aproximadamente 0,5cm na parte 

exterior, muito semelhante a um furo de broca, daí o nome popular de broca-da-cana. As fêmeas 

fazem a postura na face abaxial das folhas, com um número variável de ovos (5 a 50, colocados em 

massas). A eclosão se dá em média de quatro a nove dias, dependendo da temperatura e umidade. 

Após este período há eclosão das lagartas que inicialmente se alimentarão do parênquima foliar, 

convergindo a seguir para a bainha das folhas, onde, após a primeira ecdise, penetram nas gemas 

laterais e abrem galerias no interior do colmo, permanecendo neste local até completarem seu 

desenvolvimento larval (Gallo et al., 1988; Vendramin et al., 1991). O período larval pode variar de 

30 a 90 dias, onde ao término as lagartas fazem um orifício para o exterior e o fecham com fios de 

seda, dando origem a fase pupal, que dura em média 10 a 11 dias (Gallo et al., 2002). A longevidade 

da fase adulta de três a sete dias, sendo que esta variação é de acordo com a estação do ano (Botelho, 

1985). Todo este ciclo de desenvolvimento da D. saccharalis demora em média de 53 a 60 dias, 

podendo em alguns casos ultrapassar três meses. Dependendo da época do ano e suas relativas 

condições climáticas, é possível ocorrer até cinco gerações anuais (Gallo et al., 2002). 
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 Os prejuízos causados pelas lagartas podem ser diretos, causados por sua própria 

alimentação do tecido do colmo, formando galerias, ocasionando perda de peso e morte das gemas. 

Já em canas novas, ocorre a morte dos ponteiros, conhecido como “coração morto”, enraizamento 

aéreo e também brotações laterais, afetando drasticamente a produtividade (Gallo et al., 2002). Os 

prejuízos indiretos são os mais significativos, pois impactam radicalmente nas perdas da cultura, 

podendo chegar a alguns casos em até 100% da área tomada. Os responsáveis por estes prejuízos 

são os fungos C. falcatum e F. verticillioides, que causam a podridão vermelha e a podridão de 

Fusarium, respectivamente. Até o momento era suposto que estes fungos, por já estarem 

disseminados nas áreas de cultivo de cana-de-açúcar, aproveitassem dos orifícios feitos pela broca 

para infectarem a planta (Gallo et al., 2002; Ogunwolu et al., 1991). 

 Atualmente o controle da broca vem sendo feito principalmente pelo parasitoide Cotesia 

flavipes (Cam.), utilizado em 90% da área de cultivo de cana-de-açúcar. A forma de controle acontece 

de forma simples, uma vez que, por se tratar de um parasitoide, a vespinha somente completa seu 

ciclo de vida quando associada a broca. Deste modo, a vespinha procura seu hospedeiro e deposita 

os ovos no interior da lagarta, que irão se desenvolvendo até a eclosão das lagartas de C. flavipes que 

se alimentam do interior da Diatraea, que por sua vez, morre exaurida. As lagartas de C. flavipes 

após estarem com a fase larval completa, migram para fora do corpo da Diatraea e inicia-se a fase 

pupal, identificadas por casulos unidos de coloração branca, formando uma “massa” branca. Após 

alguns dias há emergência dos adultos que possuem o hábito de se acasalarem logo após o 

nascimento, fazendo com que o ciclo se inicie novamente de forma eficaz (Wiedenmann; Smith; 

Darnel, 1992; Overholt et al., 1994). 

 A presença da broca-da-cana também provoca sérios danos aos produtos finais da indústria 

canavieira, sendo constatado a redução da eficiência fermentativa do melado para produção de 

etanol, devido a formação de compostos fenólicos e ácidos orgânicos voláteis pela planta (Holupi 

et al., 2014). 

 

2.3 Fusarium verticillioides e a Podridão de Fusarium 

 

 Podridão de Fusarium é a doença em cana-de-açúcar ocasionada pelo patógeno Fusarium 

verticillioides (Sacc.) Nirenberg. Este patógeno acarreta danos físico-químicos, e está altamente 
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disseminado em áreas de cultivo de cana-de-açúcar, com a presença da broca da cana (Santos, 

2010). 

 Dos danos acarretados pelo patógeno, estão, a podridão da inflorescência, falhas na 

germinação de cariopses, morte de plântulas nas caixas de semeadura, alteração na coloração dos 

tecidos, falha na brotação de gemas e murcha de plantas adultas. As manifestações desta doença 

ocorrem em todos os estádios de desenvolvimento da planta, podendo acarretar a morte de 

variedades suscetíveis, sendo manifestada de forma sistêmica (Tokeshi, 1987; Chinea et al., 2000). 

 Um dano símbolo desde patógeno é chamado Pokkah boeng, sendo bastante comum nos 

canaviais em períodos de alto crescimento vegetativo da cultura. O sintoma característico é o 

desenvolvimento de áreas cloróticas na base foliar no período juvenil, seguida com uma distorção 

e encurtamento foliar. Estas plantas acabam manifestando distorção foliar no “cartucho”, com a 

presença de folhas cloróticas curtas contendo limitadas estrias avermelhadas (Hughes; Abbott; 

Wismer, 1964; Tokeshi; Rago, 2005). Nos colmos, os tecidos próximos ao local do dano sofrem 

inversão de sacarose, apresentando coloração vermelho-escura, revestindo por alguns milímetros 

e/ou crescendo até os entrenós. Como é uma doença sistêmica, é transmitido pelos feixes 

vasculares atingindo desde entrenós inferiores até os superiores ao ponto de infecção, sendo que 

neste caso, somente estes feixes apresentam descoloração (Tokeshi; Rago, 2005; Wenzel; Giometti; 

Almeida, 2006). 

 Quando a doença se inicia nas fases finais de desenvolvimento da cana-de-açúcar, ainda 

pode-se aproveitar para produção, sendo esta ocorrência de menor magnitude devido a cultura já 

estar totalmente desenvolvida, e mais preparada para ataques e suas respectivas defesas, sendo feita, 

se necessário, a colheita precoce para não acarretar maiores problemas, contudo, a infecção nestas 

fases são raras. Já quando a infecção do F. verticillioides ocorre nas fases iniciais, problemas como 

mau desenvolvimento do sistema radicular, baixa perda de vigor, podridão de raízes e damping off 

ocorrem substancialmente, ocasionando na maioria das vezes a perda da produção, sendo estes 

problemas e esta fase de infecção muito comuns (Ogunwolu et al., 1991; Tokeshi, 1997; Hsuan; 

Salleh; Zakaria, 2011). 

  Na fase imperfeita, o agente causal da podridão de Fusarium é o fungo Fusarium verticillioides 

(Sacc.) Niremberg (sinônimo: Fusarium moniliforme Sheldon), enquanto que na fase perfeita é o 

Gibberella fujikuroi (Sawada) Wollenw, sendo possuidor de heterotalismo (De La Torre-Hernández 
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et al., 2014). Na fase imperfeita, produz abundante quantidade de esporos, microconídios e 

macroconídios, e em eventos raros produz clamidósporos, sendo a fase conidial a, até então, 

identificada no Brasil. Os macroconídios são vistos como esporodóquios alaranjado-pálidos, 

longos, falcados, com três a sete séptos, e os microconídeos como catenulados e produzidos em 

fiálides de conidióforos ramificados ou em fiálides de hifas, clavados, unicelulares, com 

clamidósporos ausentes (Tokeshi, 1997). É um patógeno encontrado em vários locais no mundo 

como Estados Unidos, Japão, Índia, Argélia entre outros, e também, associado a diversas culturas 

além da cana-de-açúcar, como milho, arroz, soja, trigo, etc. (Glenn et al., 2001; Schulthess; Cardwell; 

Gounou, 2002; Dóczi et al., 2004; Zheng et al., 2004; Mcfarlane; Rutherford, 2005; De Almeida et 

al., 2013; Mohammadi; Nejad; Mofrad, 2013). 

  Para o controle deste patógeno, até o momento, não se encontrou outra forma a não ser a 

utilização de variedades resistentes, sendo que não há nenhum produto químico cadastrado no 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA). Para produtores que utilizam 

variedades intermediárias ou suscetíveis, a única forma de prevenir a manifestação da doença é 

operar em solo e ambientes altamente adequados a cultura, e se possível em região ausenta do 

patógeno, de outra forma, qualquer situação fora deste cenário, a planta passará por estresse 

manifestando os sintomas da doença (Campanhola; Rodrigues; Bettiol, 1998; Santos, 2010; Agrofit, 

2019).  

 Não há indícios da presença de F. verticillioides em canaviais desacompanhada da praga D. 

saccharalis, porém, já foi relatado C. falcatum, na ausência do inseto em outros países, como na Índia, 

Austrália, Tailândia, Fiji, e os Estados Unidos (Singh; Singh, 1989). A lagarta D. saccharalis propicia 

um ambiente ideal para colonização do F. verticillioides, sendo que, uma vez presente, mata as células 

do tecido vegetal por meio de seu sistema digestivo, e deposita este material morto nos caminhos 

deixados no colmo, favorecendo a ocupação do patógeno (Tokeshi, 1997; Matsuoka, 2013). 

 

2.4 Colletotrichum falcatum e a podridão vermelha 

 

 A podridão vermelha é a doença em cana-de-açúcar ocasionada pelo patógeno Colletotrichum 

falcatum (Went). Está altamente distribuída por todo mundo, sendo que no Brasil há relatos de 

grandes perdas apenas associada à alta intensidade de infestação de D. saccharalis (Amorim; Rezende; 
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Bergamin Filho, 2011). É uma doença antiga e sempre com danos devastadores a cultura, 

produzindo toxinas que dependente da variedade de cana não induz uma resposta de defesa eficaz, 

acarretando a morte da planta (Sundar et al., 1999; Saikia; Azad; Arora, 2004; Prathima et al., 2013). 

 A podridão vermelha pode ocorrer em várias partes da planta, mas em geral situa-se nas 

folhas e no caule, evidenciada pela coloração púrpura-avermelhado, que origina seu nome 

(Kalaimani et al., 2012; Saksena et al., 2013). Em detalhe, o aparecimento desta doença decorre- de 

várias formas em função do estádio vegetativo e do órgão afetado, sendo que, no interior dos 

colmos os sintomas são manchas vermelhas delimitadas por faixas transversais mais claras ou 

brancas, as folhas apresentam a nervura central com lesões vermelhas que ao passar do tempo 

também convertem-se para uma coloração mais clara, e a região nodal pode apresentar necrose 

(Tokeshi, 1997; Amorim; Rezende; Bergamin Filho, 2011). O aparecimento de regiões 

avermelhadas em cana-de-açúcar é comum quando infectada pelo C. falcatum, porém, esse sintoma 

também é comum de outras doenças ou mesmo por deficiência de alguns nutrientes, desta forma, 

uma peculiaridade para diagnosticar esse patógeno são as regiões centrais mais claras e/ou brancas, 

sendo de fácil visualização (Santos, 2010; Saksena et al., 2013). 

 Em experimentos feitos com variedades altamente suscetíveis, observou-se o alcance 

completo das lesões em toda nervura, dado que, ao grau que há o desenvolvimento da planta e seu 

amadurecimento, ocorre o amarelecimento do ponteiro e paralisação de seu desenvolvimento. Os 

colmos com coloração amarelada progridem aceleradamente acarretando a necrose completa das 

folhas até o ponteiro, não havendo brotação das gemas laterais. Ao decorrer do desenvolvimento 

do fungo, é possível observar nas bainhas das folhas, pontuações negras, que são corpos frutíferos 

do patógeno (Tokeshi, 1997). 

 Na fase imperfeita, o agente causal da podridão vermelha é o fungo Colletotrichum falcatum 

Went, ao passo que, na fase perfeita é o Glomerella tucumanensis (Speg) Von Arx. Suas características 

são, colônias brancas, cinzas ou escuras com aspecto de algodão. Quando há esporulação na planta, 

produz acérvulos subepidérmicos pardo-escuros, septados, abundantes e visíveis com lupa manual. 

Os conidióforos são curtos, simples, hialinos, com conídios falcados unicelulares e granulosos. A 

dimensão dos conídios oscila de 16 a 48μm (Tokeshi, 1997). 

 Trata-se de um patógeno identificado em diferentes locais além do Brasil, como Estados 

Unidos, Austrália, Japão, Índia, entre outros (Viswanathan; Samiyappan, 2002; Nautiyal; Mehta; 

Singh, 2006; Cai et al., 2009; Prihastuti et al., 2009; Hassan; Afghan; Hafeez, 2010). Este amplo leque 
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de áreas também se reflete em uma grande variação genética do fungo, podendo ser causado por 

heterocariose, mutação, seleção, adaptação ou recombinação, em reflexo às mudanças ambientais 

(Duttamajumder; Singh; Agnihotri, 1990). 

 A podridão vermelha também é associada a D. saccharalis, porém como citado 

anteriormente, já foi relatado casos sem esta praga, e também, além de frequentemente relacionada 

com a podridão de Fusarium, não é um “pré-requisito” para existência da doença, podendo existir 

separadamente (Tokeshi, 1997). A principal via de entrada do C. falcatum nos colmos de cana-de-

açúcar é por meio dos túneis provocados pela broca-da-cana, por isso a existência desta associação. 

A infecção por este patógeno provoca a inversão de sacarose em glicose ou frutose, sendo estes 

dois compostos não almejados na produção de açúcar e etanol (Tokeshi, 1982; Tokeshi, 1997).  

 Assim como para F. verticillioides, o método mais utilizado para prevenção da podridão 

vermelha é a utilização de variedades resistentes e/ou adaptadas ao tipo de solo e clima típico da 

região, reduzindo ao máximo qualquer estresse da planta (Santos, 2010). Há apenas um produto 

catalogado para aplicação na cultura de cana-de-açúcar em busca de seu controle, sendo composto 

por piraclostrobina, um fungicida do grupo das estrobilurina, responsável pela inibição do 

transporte de elétrons nas mitocôndrias, inibindo a formação de ATP, sendo este, classificado 

como altamente tóxico e muito perigoso ao meio ambiente (Tokeshi, 1997; AGROFIT, 2019). 

 

2.5 Aspergillus nidulans 

 

 A utilização do A. nidulans como organismo modelo é muito comum em estudos de análises 

genéticas, sendo que apresenta todos os ciclos de vida dos ascomicetos. O amplo entendimento 

dos mecanismos de morfogênese em fungos filamentosos foi conquistado por meio deste sistema 

modelo (Adams; Wieser; Yu, 1998; Calvo et al., 2002). 

 O A. nidulans se desenvolve como fungo filamentoso rapidamente, tanto em meios sólidos 

como líquidos, sob condição nutricional variável (Goldman; Kater, 2003). Sua magnitude como 

sistema modelo de estudo nas áreas de genética e biologia celular, é em resultado da proximidade 

genômica/evolutiva com um amplo número de diferentes espécies de Aspergillus, como A. fumigatus, 

A. niger, A. oryzae e A. flavus e, não possui patogenicidade para indivíduos imunocompetentes e 

plantas saudáveis (Oka et al., 2004), fato pelo qual foi escolhido como controle negativo nos 
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experimentos realizados por este estudo. Outra característica que o impõe como modelo é a 

ocorrência de três ciclos de vida dos ascomicetos, sendo que, em contraste com outros fungos 

filamentosos, o A. nidulans possui três ciclos proliferativos distintos: sexual, assexual e parassexual, 

contudo, somente os ciclos sexuais e parassexuais propiciam a variabilidade genética (Adams; 

Wieser; Yu, 1998; Calvo et al., 2002). Outro fator importante, é sua característica homotálica (que 

realiza autofecundação), possuindo oito cromossomos geneticamente definidos (Timberlake; 

Marshall, 1988).  

 Por ser um fungo filamentoso saprófita, pode ser isolado do solo ou até mesmo de bolores 

em alimentos. O fato de ser saprófita possibilita o aproveitamento de uma grande diversidade de 

nutrientes, além de se beneficiar de uma extensa faixa de temperatura para seu desenvolvimento 

(Malavazi, 2007). O esporo assexual, ou conídio, é vital no ciclo de vida de vários fungos, sendo o 

primordial meio de proteção e dispersão para o genoma fúngico, quando não está em condições 

ambientais favoráveis (Osherov; May, 2001). Este fungo é classificado como perfeito, pois 

apresenta um ciclo sexual definido, denominado Emericella nidulans em sua fase perfeita (Mitchell; 

Chaplin; Mackenzie, 1987). 

 A germinação frequentemente é provocada pelo sensoriamento de nutrientes e incitada 

pelo intumescimento conidial, adesão, organização nuclear e crescimento da hifa. No ciclo 

parassexual, há anastomose de hifas de homocarióticas genotipicamente diferenciadas, 

ocasionando em um micélio heterocariótico (Malavazi, 2007). Já na fase sexual há transformação 

entre uma fase haploide e a diploide, sendo que não é integralmente determinado o estado diploide, 

sendo este, focos de vários estudos (Mable; Otto, 2001; Zeyl; Vanderford; Carter, 2003; Anderson; 

Sirjusingh; Ricker, 2004). 

 O conhecimento adquirido com A. nidulans é tão importante, que sua base é utilizada para 

estudo de outros fungos como Fusarium verticillioides, Neurospora crassa, Aspergillus niger, Aspergillus 

fumigatus, Aspergillus flavis, Fusarium oxysporum, Colletotrichum lindemuthianum e Penicillium chrysogenum, 

sendo empregue tanto na área econômica, quando em áreas médicas (Glass; Donaldson, 1995; 

Segal et al., 1998; Pellier et al., 2003; Eisenhaber et al., 2004; Banno et al., 2005; Galagan et al., 2005; 

Krappmann; Bayram; Braus, 2005; Bergmann et al., 2007; Hoff et al., 2010).   
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2.6 Respostas de plantas a herbívoros 

 

 Os impactos da herbivoria numa planta se baseiam em quais áreas sofreram estes danos, e 

também, da fase de desenvolvimento que a planta está (Begon; Harper; Townsend, 1996). Quando 

um organismo vegetal está sob ataque, diversos efeitos são observados, os nutrientes e minerais 

podem ser direcionados para diversas partes da planta, usualmente a taxa metabólica se altera, as 

taxas de crescimento de cada parte da planta passam a variar do modo comum, além da 

possibilidade de criação de tecidos e/ou substâncias químicas com função protetora (Schwachtje; 

Baldwin, 2008). 

 Dois malefícios que estão comumente associados são os danos mecânicos e o ataque de 

herbívoros, sendo que, há diversas formas da planta sofrer danos mecânicos, como pelo atrito de 

tecidos, chuvas intensas, entre outras, mas um ataque de herbivoria sempre levará a um dano 

mecânico, além de diversos danos causados por características de cada herbívoro (Paré; Tumlinson, 

1999; Mithöfer; Wanner; Boland, 2005). Nessa associação, tanto o ataque de pragas, quando os 

danos mecânicos, provocam respostas sistêmicas, que se difundem por toda planta, como também 

se limitam apenas à área danificada (resposta local) (Schilmiller; Howe, 2005).  

 Como dito acima, além dos danos mecânicos, há danos característicos de cada herbívoro, 

como elicitores presentes na secreção bucal dos insetos (Schmelz et al., 2009). Estes compostos são 

responsáveis em atuar metabolicamente na planta, fazendo com que ocorra a ativação ou repressão 

de importantes vias de sinalização de defesa (War et al., 2012). As vias mais relevantes de sinalização 

de defesa da planta quando atacadas por insetos são as vias do ácido jasmônico (AJ) e do etileno 

(ET), que agem simultaneamente na indução de genes de resposta as lesões geradas pelo herbívoro 

(Schmelz; Alborn; Tumlinson, 2003; Schweighofer et al., 2007). 

 As plantas fazem uso de defesas constitutivas e induzidas para sua defesa em combate a 

ameaças bióticas (Agrawal; Karban, 1999). As defesas constitutivas, como o próprio nome diz, já 

fazem parte da planta e são de tipo físico, como parede celular, cutícula foliar, acúmulo de 

metabolitos que impedem a alimentação e o desenvolvimento dos herbívoros (Walling, 2000; 

Castro; Fontes, 2005). Já para as defesas induzidas, se ramificam em diretas e indiretas, sendo as 

diretas a ativação de genes de defesa, dos quais impedem proteases digestivas dos herbívoros e 

diminui a palatabilidade, desincentivando a alimentação (Arimura; Kost; Boland, 2005). As defesas 
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indiretas, agem de modo externo a planta, com a herbivoria há emissão de voláteis de sinalização 

de localização, ou seja, as plantas emitem um sinal de chamado para parasitoides e predadores do 

inseto-praga. A planta não age diretamente no herbívoro, mas direciona outros organismos para 

seu combate (Arimura et al., 2000). 

 Como há um amplo leque de herbívoros, há também uma grande variedade de preferências 

alimentares, sendo alguns de raízes, outros de folhas, caules, entre outros. Porém não há um elo 

potencial entre um respectivo herbívoro e seu local de ataque específico, em relação a diferenciação 

de defesa constitutiva e induzida, havendo uma conexão entre herbívoros inferiores (atuam abaixo 

do solo) e herbívoros superiores (atuam acima do solo) entre raiz e área foliar (vice-versa). Isto 

pode ser representado pela ação sistêmica do sistema de defesa das plantas (Kaplan et al., 2008). 

 

2.7 Respostas de plantas a patógenos 

 

 Para que haja ocorrência de patógenos em plantas, foi necessário um processo coevolutivo, 

no qual existe uma dupla comunicação, em que além da planta ser capaz de reconhecer e ativar seu 

sistema de defesa contra um patógeno, este também necessita ter a habilidade de manejar e superar 

os mecanismos de defesa do hospedeiro, originando um ambiente apropriado para seu 

desenvolvimento (Monaghan; Zipfel, 2012; Boyd et al., 2013). 

 Durante esta coevolução entre patógeno-hospedeiro, houve uma complexa permuta de 

sinais e mecanismos desenvolvidos, resultando na resistência (incompatibilidade) ou suscetibilidade 

(compatibilidade) das plantas com determinado patógeno (Kazan et al., 2001). A característica de 

uma interação incompatível é a ocorrência de uma reação de hipersensibilidade (HR – Hypersensitive 

response), que não resulta no desenvolvimento da doença (Zurbriggen; Carrillo; Hajirezaei, 2010). Já 

nas interações compatíveis não há ocorrência da HR, sendo assim, o patógeno é capaz de se 

desenvolver sem retenção, resultando no progresso da doença (Joosten; Cozjinsen; De Wit, 1994; 

Greenberg, 2004). A HR em plantas é determinada pela morte celular local, ou ao redor da infecção, 

após algumas horas do contato do patógeno, sendo que este processo é de alta complexidade, 

relacionado com expressão de genes de defesa das plantas (genes R) e então a morte celular 

programada (Levine et al., 1994). 
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 A definição fisiológica de resistência de uma planta a um patógeno, nada mais é que a 

capacidade da planta em retardar ou impedir a entrada e, ou a consecutiva instalação e 

desenvolvimento do patógeno em seus tecidos (Schenk et al., 2000). A distinção primordial entre 

plantas suscetíveis e resistentes traduz-se no reconhecimento do patógeno invasor e na ligeira 

ativação do sistema de defesa da planta, o qual é ativado pelo reconhecimento de elicitores do 

patógeno (Staskawicz et al., 1995; Lo Presti et al., 2015). 

 Posterior a detecção do patógeno são ativadas as defesas da planta por meio da transmissão 

de sinais e ocorrências simultâneas, na tentativa de impedir seu desenvolvimento e eliminá-lo. Esta 

ativação não ocorre de forma constante e linear, estabelecendo cadeias complexas cruzadas 

(Thatcher; Anderson; Singh, 2005). O sistema de defesa das plantas atua de duas formas associadas, 

sendo a primeira relacionada com o reconhecimento de padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMP – Pathogen-Associated Molecular Patterns) pelas células do sistema imune inato, 

desencadeando respostas primarias de defesa da planta denominada imunidade desencadeada por 

PAMP (PTI – PAMP Triggered Immunity) (Jones; Dangl, 2006; Schwessinger; Zipfel, 2008). A 

segunda forma, ou etapa, ocorre de uma forma mais específica, relacionada especificamente com 

cada organismo atuante, de modo que envolve os genes de resistência da planta (R) e as proteínas 

de avirulência do patógeno (avr). Este envolvimento acarreta uma resposta específica e sistemática 

do sistema de defesa da planta, denominada como imunidade desencadeada por efetores (ETI – 

Effector-triggered immunity), sendo que efetores são definidos como “moléculas liberadas ou associadas 

a um organismo, ocasionando mudanças fisiológicas” (Jones; Dangl, 2006; Schwessinger; Zipfel, 

2008; Dalio et al., 2014). 

 O reconhecimento dos genes avr do patógeno pelos genes R de defesa das plantas foi 

proposto no século passado, pelo fitopatologista H. H. Flor, o qual originou a famosa teoria “gene-

a-gene” (Flor, 1971). Este complexo está relacionado a ativação da sinalização do ácido salicílico 

(AS) e na resistência sistêmica adquirida (SAR - Systemic Adquired Resistance) (Tsuda; Katagiri, 2010). 

 A relação dos efetores com os receptores das plantas provocam várias respostas de defesa 

como alteração nos níveis de cálcio no citoplasma, enzimas hidrolíticas, proteínas relacionadas a 

patogênese (proteínas PR), peroxidases, biossíntese de fitoalexinas, espécies reativas de oxigênio 

(ROS – Reactive Oxygen Species) e cascata de sinalização via quinases, ocasionando respostas tanto 

sistêmicas quanto locais (Resende; Salgado; Chaves, 2003). Esta cascata se inicia com uma explosão 
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oxidativa que causa na célula fluxos iônicos, síntese de óxido nítrico, reprogramação transcricional, 

síntese de quinases, fosfatases e fatores de transcrição (Dangl; Jones, 2001). Em seguida a estes 

eventos há síntese de AS e do etileno, fortalecimento da parede celular, sínteses de compostos 

antimicrobianos e finalmente a HR (Zurbriggen; Carrillo; Hajirezaei, 2010). 

 Em estudos mais recentes observou-se que duas importantes vias metabólicas, AS e do 

ácido jasmônico, são interligadas quanto a ocorrência da ETI, ou seja, quando a via do AS é afetada 

pelos efetores de patógenos, a via do AJ é ativada, assegurando a resistência da planta ao ataque 

(Tsuda; Katagiri, 2010). 

 Uma das classificações utilizadas para separação dos patógenos é a divisão entre biotróficos 

e necrotróficos, sendo os biotróficos aqueles que se nutrem do hospedeiro vivo, geralmente por 

meio dos haustórios que penetram na célula hospedeira sem ocasionar sua morte. Os necrotróficos 

primeiramente matam a célula hospedeira, habitualmente por fitotoxinas, para depois alimentar-se 

dessas células mortas. Em geral a via AS é ativada pelas plantas em decorrência dos ataques por 

patógenos biotróficos e a do AJ e do etileno por necrotróficos (Glazebrook, 2005). 

 Um dos maiores indicadores moleculares de resposta de defesa de plantas, é a expressão de 

proteínas PR (pathogenesis related proteins), as quais foram identificadas pela primeira vez na década 

de 70 em folhas de fumo, apresentando HR ao vírus do mosaico (TMV) (Van Loon, 1970). Este 

estudo foi o que abriu caminho para descoberta das, até então, 17 famílias de PR, baseadas na 

atividade biológica e estrutura primária (Sels et al., 2008). Sendo as proteínas PR-1 com ação 

antifúngica inibindo oósporos, PR-2 (β-1,3-glucanase) e PR-3 (quitinase I, II IV, V, VI e VII) com 

ação direta sobre componentes 1,3-β-glucano e quitina da parede celular de fungos, PR-4 (quitinase 

I e II) possui atividade antifúngica e de ribonuclease, sendo a primeira descrita em batata e depois 

em cevada recebendo o nome de proteína da cevada induzida por ferimento (BARWIN - Barley 

Wound Induced Protein), PR-5 (proteínas THAUMATIN-like) com atividade inibitória de proteases e 

α-amilases, inicialmente induzindo a membrana plasmática (Antoniw et al., 1980; Van Loon, 1981). 

PR-6 (inibidores de protease) com ação inibitória pela atividade de inibidores enzimáticos, PR-7 

(endoproteinases), PR-8 (quitinase III) identificada com propriedades iguais as proteínas PR-3, PR-

9 (peroxidases) com atividade oxidativa de componentes da parede celular e enzimática, PR-10 

(ribonucleases), PR-11 (quitinase V) com ação igual as proteínas PR-3, PR-12 (defensivas) e PR-13 

(tioninas) com atividade igual as proteínas PR-5 (Green; Ryan, 1972; Somssich et al., 1986; 
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Lagrimini et al., 1987; Vera; Metraux; Streit; Staub, 1988; Conejero, 1988; Melchers et al., 1994; 

Epple; Apel; Bohlmann, 1995; Terras et al., 1995). As proteínas PR-14 são relacionadas com o 

transporte de lipídios com ação análoga as proteínas PR-5. PR-15 (oxalato oxidase) são envolvidas 

na transdução de sinais no decorrer da interação patógeno-hospedeiro. PR-16 (proteínas 

semelhantes a oxalato oxidase), juntamente com as PR-15 incluem tanto proteínas quanto 

glicoproteínas relacionadas com a matriz extracelular, envolvidas em processos germinativos, 

crescimento, e respostas a ataques de origem biótica e abiótica. A última família de proteínas, PR-

17, ainda não possui ação conhecida, sendo descoberta em plantas resistentes e suscetíveis 

infestadas com afídeos (Rhopalosiphum padi) (García-Olmedo et al., 1995; Zhang et al., 1995; Wei et 

al., 1998; Okushima et al., 2000; Sels et al., 2008). 

 

2.8 Proteínas SUGARWIN 

 

 As proteínas SUGARWIN1 e SUGARWIN2 foram identificadas em cana-de-açúcar e 

caracterizadas, sendo homólogas às proteínas BARWIN de mono e dicotilêdoneas. As proteínas 

BARWIN são estruturalmente similares a região carboxi-terminal da heveína e das proteínas win de 

batata, sendo que as proteínas BARWIN não possuem o domínio de ligação à quitina, muito menos 

a sequência de encaminhamento ao vacúolo em sua estrutura, portanto, todas as proteínas similares 

apenas ao domínio carboxi-terminal da proteína heveína, fazem parte da família Barwin (Medeiros 

et al., 2012). 

 Uma particularidade das proteínas da família Barwin é a existência do peptídeo sinal para a 

via secretória e também, a presença de um domínio com seis resíduos de cisteína implicados na 

constituição de pontes dissulfeto. Esta proteína é composta por 125 aminoácidos e induzida por 

lesões e patógenos tanto em sementes quanto em folhas, sendo pertencente à família das proteínas 

PR-4 (Hejgaard et al., 1992; Svensson, et al., 1992; Medeiros et al., 2012). 

 As proteínas SUGARWIN1 e 2 são altamente induzidas localmente por danos mecânicos 

ou danos provocados por insetos, sendo que se detecta baixos níveis em tecidos sistêmicos. Essa 

característica de expressão local pode estar associada a função de defesa das plantas contra fungos 

oportunistas (Medeiros et al., 2012). 
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 As proteínas SUGARWIN como possuem ação anti-patogênica, atuam de forma curiosa 

na cana-de-açúcar, sendo que a planta utiliza o ataque da broca-da-cana como uma sinalização para 

ativar seu sistema de defesa contra os fungos oportunistas que irão penetrar o colmo pelo orifício 

ocasionado pelo inseto. Esta ação anti-patogênica ocasionada no espaço extracelular, e sua 

manifestação limitada apenas ao local de dano, é relacionada a inibição do crescimento e 

colonização do patógeno e não possui relação com o herbívoro (Medeiros et al., 2012). 

 Recentemente, observou-se também que a expressão da SUGARWIN não é igual em todas 

as variedades de cana, apresentando diferentes níveis de expressão. Também, verificou-se a indução 

destes genes pelo patógeno C. falcatum em algumas variedades que mostraram redução da infecção 

pelo fungo (Franco et al., 2017; Franco et al., 2019). 

 A proteína SUGARWIN 2 apresenta efeitos anti-microbianos ao F. verticillioides, causando 

modificações na morfologia das hifas e causando a morte celular por apoptose (Medeiros et al., 

2012). Outro resultado importante a respeito dessas proteínas é a respeito de sua especificidade, a 

qual mostrou-se impacto somente aos fungos oportunistas C. falcatum e F. verticillioides, não tendo 

efeito sobre fungos não patogênicos (Franco et al., 2014).  

 Estes resultados envolvendo proteínas SUGARWINs de cana-de-açúcar, C. falcatum e F. 

verticillioides, sugerem uma relação muito intima entre estes organismos, tornando-se necessário um 

estudo específico para elucidar esta interação. 

 

2.9 Compostos voláteis presentes em fungos oportunistas de cana-de-açúcar 

 

 Como a D. saccharalis influencia positivamente na infecção dos fungos oportunistas C. 

falcatum e F. verticillioides em cana-de-açúcar, visto que há um maior crescimento fúngico na planta 

quando em presença do inseto, foi verificado também se há influência desses fungos no 

desenvolvimento e comportamento da D. saccharalis. Ambos fungos oportunistas mostraram 

desempenhar uma função na atratividade e alimentação da broca-da-cana, ao se alimentar de dieta 

colonizada pelos patógenos, sendo que se utilizou A. nidulans para verificar a especificidade e este 

influenciou negativamente os insetos (Franco et al., 2017). 

 Como esta influência dos fungos C. falcatum e F. verticillioides mostraram alterações no 

desenvolvimento da D. saccharalis e especificidade, levou-se a pesquisar a influência de compostos 
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voláteis emitidos por estes fungos, que levam a alteração comportamental dos insetos. Por meio 

de ensaios de escolha contendo os compostos voláteis extraídos especificamente de cada fungo 

oportunista e do A. nidulans, como fungo não relacionado a patogênese em cana, observou-se a alta 

atração das brocas pelos voláteis de C. falcatum e F. verticillioides, enquanto que os ensaios com A. 

nidulans não mostraram atração (Franco, 2017). 

 Além da especificidade das proteínas SUGARWINs com os fungos C. falcatum e F. 

verticillioides, também se obteve resultados de mesma importância em relação a D. saccharalis, sendo 

feitos os mesmos ensaios de escolha olfativa contendo compostos voláteis dos fungos oportunistas 

de cana com lagartas de S. frugiperda, e não houve significância nos resultados (Franco, 2017). 

 Dois compostos voláteis foram encontrados tanto no C. falcatum quanto no F. verticillioides, 

sendo identificados como acorenol e acoradiene. Além dos ensaios com A. nidulans não terem 

mostrado resultados positivos em relação mudança comportamental, alimentação e escolha 

olfativa, encontraram-se outros compostos voláteis quando comparados com os fungos 

oportunistas de cana estudados, como o 1-octen-3-ol e a 3-octanona (Franco, 2017). 

 Estes resultados encontrados por Franco (2017), juntamente com os obtidos pela Medeiros 

et al. (2012), reforçam a especificidade envolvendo D. saccharalis, C. falcatum, F. verticillioides e a cana-

de-açúcar, e também, apresentam um forte sinergismo, levando a esta pesquisa em busca de 

simbiose entre os organismos e a eventos de transmissão hereditária, elucidando ainda mais esta 

interação. 

 

2.10 Simbiose 

 

 A concepção de simbiose foi criada no século XVIII pelo alemão Heinrich Anton de Bary, 

considerado o precursor da micologia. Esse termo foi utilizado como “a convivência de diferentes 

espécies” (the living together of different species), em que os organismos simbiontes podem exercer uma 

função marcante na adaptação e evolução de indivíduos superiores. O termo simbiose ainda não 

possui uma definição correta e aceita consensualmente, por ser muito amplo e resultante de vários 

debates, porém, até o momento, o que melhor representa este pensamento é uma associação a 

longo prazo entre indivíduos de espécies diferentes (Pradeu, 2011; Oulhen; Schulz; Carrier, 2016). 
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 Os insetos representam a maior parcela da biodiversidade descrita, sendo a associação 

simbiótica com microrganismos uma das principais razões de serem tão prósperos (Grimaldi; 

Engel, 2005). Microrganismos simbióticos são encontrados por todo mundo em intestinos, 

cavidades corporais, hemolinfa, células, aderido a cutícula, entre outras estruturas, em uma ampla 

variedade de insetos, sendo alguns simbiontes obrigatórios, ou seja, que contribuem 

significativamente para o fitness do hospedeiro, e outros facultativos, influenciando negativamente. 

Vários simbiontes ainda possuem sua natureza desconhecida e foram identificados apenas por 

microscopia e/ou PCR e/ou sequenciamento, não mostrando comportamento benéfico, 

prejudicial ou próximo da neutralidade. Em contrapartida, muitos simbiontes afetam 

potencialmente a fisiologia, ecologia, reprodução e o comportamento de seus hospedeiros, de 

várias formas (Kikuchi; Hosokawa; Fukatsu, 2007). 

 Entre as associações simbiontes estudadas, as relacionadas entre insetos e bactérias são as 

que apresentam maiores indícios, sendo estas encontradas no intestino médio ou nos tecidos 

reprodutivos das fêmeas (Feldhaar; Gross, 2009). Como a variedade de microrganismos presentes 

no intestino de insetos é abundante, frequentemente se identifica simbiontes análogos quanto a 

estrutura e função intestinal. Este fato pode estar relacionado com o grande número de insetos e 

também pela localização do simbionte, sendo o intestino um local rico em nutrientes, possibilitando 

assim a instalação e colonização do microrganismo. Em geral, esses simbiontes intestinais 

localizam-se no interior de células especializadas, presas a parede intestinal, ou livres pela região 

intestinal (Rajagopal, 2009). 

 Entre as associações mutualísticas, encontram-se os simbiontes obrigatórios Buchnera em 

afídeos e Wigglesworthia glossinidia em moscas tsé-tsé (gênero de moscas da família Glossina), onde 

essas bactérias localizam-se nos bacteriócitos ou micetócitos dos hospedeiros e fornecem 

nutrientes essenciais para o desenvolvimento dos respectivos insetos (Douglas, 1998; Shigenobu et 

al., 2000; Akman et al., 2002). Outra relação mutualista é entre os cupins (Isopteros) e as bactérias 

e protozoários presentes no intestino do hospedeiro, as quais degradam a celulose, sendo 

fundamentais ao processo digestivo do inseto (Breznak; Brune, 1994). 

 Identificou-se também uma relação simbiótica entre bactérias Blochmannia e formigas 

carpinteiras (família Camponotus), na qual o endossimbionte auxilia no ciclo de desenvolvimento e 

na adequação de seus hospedeiros na colônia, por meio da síntese de aminoácidos fundamentais, e 

da conservação e evolução das formigas (Wernegreen, 2002; Degnan; Lazarus; Wernegreen, 2005). 
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Simbiontes, do mesmo modo, foram encontrados no intestino de Lepidopteros, produzindo 

enzimas auxiliadoras da digestão proteica e atuantes na desintoxicação de metabólitos secundários 

das plantas. E também em de gorgulhos (Balanogastris kolae), onde identificou-se nove espécies de 

bactérias atuando em funções amilolíticas e proteolíticas (Douglas, 2009; Femi-Ola; Babalola, 

2012).  

 Uma interessante ação das bactérias simbiontes é em relação a defesa, em que há defesa do 

organismo hospedeiro por meio do simbionte, produzindo compostos antimicrobianos. Essa 

defesa, até o momento, foi identificada de duas formas, por inibição ou competição. A primeira foi 

identificada em intestinos de gafanhotos, tendo presente a bactéria simbionte Pantoea agglemerans 

produzindo fenóis inibidores de bactérias e fungos patogênicos ao inseto, como os fungos 

Metarhizium sp. e Beauveria sp. A segunda forma de defesa é conhecida como resistência à 

colonização, foi identificada na associação de bactérias Blochmannia e formigas carpinteiras, e atua 

fisicamente pela disputa regional intestinal, absorvendo uma maior quantidade de nutrientes e 

diminuindo, consequentemente, a colonização do intestino por outros organismos (Shanchez-

Contreras; Vlisidou, 2008; De Souza et al., 2009). 

 Um modelo utilizado para estudo da simbiose é a em relação as formigas Attini e seus 

jardins fúngicos, os quais possuem tanto simbiontes mutualistas quanto parasitas. Dentre os 

mutualistas estão as actinobactérias Pseudonocardia que formam uma camada branca (também 

chamada camada de cera) sobre o tegumento, protegendo as formigas de infecções bacterianas ou 

fúngicas (Cafaro et al., 2010). Outra bactéria que age na proteção das formigas é a Burkholderia sp., 

possuindo ação contra o fungo Escovopsis sp., o saprofítico Verticillium lecani e os entomopatógenos 

Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae (Santos et al., 2004). Leveduras também mostraram ter ação 

restritiva aos fungos Beauveria bassiana, Escovopsis sp. e Syncephalastrum racemosum (Rodrigues et al., 

2009). 

 Os simbiontes parasitas, embora se beneficiem do hospedeiro, podem trazer um bem 

comum, a longo prazo, atuando positivamente na evolução hospedeira, agregando dois mutualistas 

em combate a um adversário comum. Os parasitas identificados em formigas Attini ocasionam a 

produção de substâncias que deterioram as células de seu hospedeiro e absorvem os nutrientes 

correspondentes a esta ação, outros produzem toxinas inibidoras de crescimento, e também há os 

parasitas que competem por nutrientes, atingindo um ponto superior ao necessário para o 
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desenvolvimento da formiga, apresentando patogenicidade (Carreiro et al., 2002; Reynolds; Currie, 

2004; Rodrigues et al., 2008). 

 Uma interação parasítica muito interessante é entre formigas Camponotus leonadis e o fungo 

Ophiocordyceps unilateralis, em que as formigas infectadas se comportam como zumbis. Ainda não 

está completamente elucidado esta interação, mas sabe-se que após a infecção, a formiga continua 

viva por algum tempo, no qual o fungo se “apodera” do corpo e a incita a abandonar a colônia em 

direção a ambientes propícios a sua propagação (vegetação baixa). Após as formigas infectadas 

subirem nas plantas, cujo ambiente é favorável ao desenvolvimento e crescimento do fungo, elas 

se aderem nas folhas por meio do aparelho bucal (mordendo) e então morrem. Acredita-se que um 

dos motivos da manipulação comportamental e morte seja a atrofia muscular, sendo que o fungo 

se localiza entre as fibras musculares da cabeça, ao redor do cérebro e na região da faringe. Depois 

da morte da formiga, o fungo continua se desenvolvendo em seu interior, utilizando as entranhas 

do inseto como alimento, porém não utiliza os músculos e a mandíbula, sendo esta ação identificada 

como um meio do inseto permanecer fixado a folha. Outra estrutura preservada são os tegumentos 

externos, os quais servem como uma defesa física contra microrganismos e outros parasitas que 

possam atrapalhar o desenvolvimento do fungo. Enfim, no estágio final de desenvolvimento do 

parasita, cresce sua estrutura reprodutiva para fora da cabeça da formiga, onde há liberação de 

esporos, infectando novas formigas na área (HUGHES et al., 2011). 

 Uma das características de organismos serem classificados como simbiontes, é a capacidade 

de transmissão ao decorrer de gerações, sendo categorizada de duas formas, por meio da 

transmissão horizontal, quando, os simbiontes se instalam no hospedeiro ambientalmente, 

geralmente após o nascimento; e a transmissão vertical, quando ocorre a transferência do simbionte 

dos progenitores para a prole (Bright; Bulgheresi, 2010).  

 

2.11 Perpetuação de simbiontes por transmissão horizontal 

 

 A transmissão horizontal de simbiontes, é a passagem do microrganismo associado ao 

hospedeiro a geração seguinte pelo ambiente, ou seja, não há interação com a sequência embriótica 

(embriogênese) do hospedeiro. Porém essa interação é bem complexa, sendo necessário a 

ocorrência de três estágios, primeiramente o encontro dos organismos, depois o reconhecimento 



33 
 

de ambos e por fim a movimentação e instalação do simbionte no local do hospedeiro apropriado 

para sua habitação (Bright; Bulgheresi, 2010). 

 Na primeira etapa, para o estabelecimento de uma interação simbiôntica, os dois 

organismos de vida livre precisam entrar em contato fisicamente entre si, sendo que este contato 

deve ocorrer no instante e local certos, além de terem que ocorrer novamente em cada geração. 

Geralmente esta etapa é restrita a apenas uma fase específica de vida do hospedeiro, por outro lado, 

a maioria dos simbiontes podem realizar a associação ao longo de sua vida. Outro fator limitante 

nesta fase é em relação a área do encontro, podendo ter locais definidos, como brânquias em 

bivalves, pelos radiculares em leguminosas e a abertura oral em hospedeiros de microrganismos 

intestinais. Além desses fatores há relatos de limitantes químicos por saturação, gradientes 

quimioatraentes, turbulência ambiental, entre outros (Bright; Bulgheresi, 2010). 

 A segunda fase, responsável pelo reconhecimento, ocorre geralmente pelo muco secretado 

pelo hospedeiro. Essa interação ocorre por meio de açúcares presentes na forma de proteínas 

altamente glicosiladas nos hospedeiros e exopolissacarídeos ou lipopolissacarídeos nos simbiontes. 

Em contrapartida ao reconhecimento pelo muco hospedeiro, nas plantas a interação ocorre 

separadamente, por exemplo, a ligação dos flavonoides das plantas aos fatores nodais dos rizóbios, 

resultando na síntese e disponibilização de fatores não específicos (Bright; Bulgheresi, 2010). 

 Por fim, para ocorrência da transferência horizontal, é necessário que o simbionte encontre 

e se ambiente no local adequado de simbiose, sendo na maioria das vezes diferente do local de 

contato inicial ou de reconhecimento. Para esta fase, é necessário que o simbionte migre 

extracelularmente utilizando canais e cavidades, intracelularmente por dutos transcelulares, ou por 

ambos. Por exemplo, os rizóbios, após passarem pelas duas primeiras etapas, se infiltram nas 

rachaduras da epiderme e partem para camada cortical profunda, por meio de um fio de infecção 

intercelular (linha sistematizada de rizóbios infectantes com lignificação, junto de paredes celulares 

adjacentes). Nesta etapa, os simbiontes devem enfrentar diversos obstáculos físicos (estruturais) e 

químicos, como as respostas imunes do hospedeiro, para isso esses microrganismos desenvolveram 

diversos meios por meio da evolução, como genes associados a defesa do hospedeiro, produção 

de enzimas de atenuação do sistema de defesa, produção de catalase periplasmática, entre vários 

outros meios (Bright; Bulgheresi, 2010). 
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 Portanto, para ocorrência de uma transmissão horizontal simbiótica, é necessário maquinas 

moleculares aprimoradas, selecionando simbiontes específicos no ambiente. Sendo que a cada 

geração, tanto o hospedeiro quanto o microrganismo simbionte necessitam se habituar 

mutuamente, onde os simbiontes combatem a resposta imune do hospedeiro e em contrapartida, 

o hospedeiro não pode ceder as ações dos simbiontes (Bright; Bulgheresi, 2010). 

  

2.12 Perpetuação de simbiontes por transmissão vertical 

 

 A passagem de simbiontes verticalmente ocorre por meio do corpo materno do hospedeiro, 

nos estágios iniciais da oogênese ou da embriogênese (via transovariana). Diferentemente da 

transmissão horizontal, a interação entre o simbionte e o hospedeiro é de forma permanente, não 

sendo necessário a ocorrência do contato entre ambos em todas as gerações, uma vez que o 

simbionte, após um primeiro contato, permanecerá presente (Kikuchi; Hosokawa; Fukatsu, 2007; 

Bright; Bulgheresi, 2010). 

   Por meio de estudos, verificou-se que a ocorrência da transmissão vertical exclusiva, é de 

rara ocorrência, sendo identificado na grande maioria dos casos a transmissão horizontal em 

conjunto. Esta ocorrência pode ser explicada pelo fato do simbionte sempre estar presente no 

ambiente, em decorrência da sua presença no hospedeiro, dessa forma, como já existe uma relação 

simbiótica entre os organismos, a transferência horizontal acaba sendo facilitada e vista como uma 

consequência benéfica. Porém é possível que o organismo simbionte não ultrapasse as barreiras da 

transmissão horizontal e apenas a vertical ocorra (Kikuchi; Hosokawa; Fukatsu, 2007; Bright; 

Bulgheresi, 2010). 

 A transferência vertical ocorre, basicamente, em quatro grandes etapas, sendo algumas 

muito similares a transferência horizontal. A primeira não é muito mencionada, pois em vários 

casos não há relatos de como e quando aconteceu a ocorrência, sendo ela, o primeiro contato entre 

os organismos envolvidos. A segunda, mais complexa, é o percurso feito pelo simbionte para o 

órgão reprodutor do hospedeiro. E a terceira e a quarta são o reconhecimento (não obrigatório) e 

a jornada para o local onde o simbionte habita, respectivamente (Bright; Bulgheresi, 2010; Pradeu, 

2011). 
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 A jornada percorrida pelo simbionte para o órgão reprodutor do hospedeiro depende de 

inúmeros parâmetros como, sexo do simbionte, estágio ontogenético e fase de desenvolvimento, 

distância do órgão de alojamento do simbionte ao órgão reprodutor, modo de translocação, entre 

outros. O grande número de simbiontes transmitidos verticalmente são bactérias, que ao final do 

percurso ao órgão reprodutivo são incorporados pelas células hospedeiras por endocitose, fusão 

de células “symbiont housing nurse” com ovos, ou pela formação de ligações transitórias semelhantes 

ao colágeno entre “nurse cells” e ovos (Bright; Bulgheresi, 2010).  

 O reconhecimento entre simbionte e hospedeiro, distintamente da transmissão horizontal, 

não é obrigatória, uma vez que os simbiontes não foram selecionados de uma população ambiental. 

Ao final da transmissão vertical, o simbionte deve se direcionar ao órgão específico de “moradia”, 

assim como os simbiontes transmitidos horizontalmente. Em seguida, o ciclo se inicia novamente 

com o direcionamento ao órgão reprodutivo (Bright; Bulgheresi, 2010). 

 Diferentemente da transmissão horizontal, onde o hospedeiro necessita aprimorar-se para 

selecionar especificamente seus simbiontes, na transmissão vertical, o hospedeiro precisa 

desenvolver formas muito mais profundas para que integrasse os simbiontes em sua própria 

biologia, levando-o consigo tanto em seu crescimento quando na sua reprodução. Porém já se 

identificou que nesta interação a maquinaria molecular responsável por essa associação não é 

integralmente do hospedeiro, sendo identificadas peças por parte do simbionte (Bright; Bulgheresi, 

2010).
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Lagartas de D. saccharalis 

    

 As lagartas de Diatraea saccharalis Fabr. (Lepidoptera: Crambidae) foram fornecidos pelo Dr. 

J. R. P. Parra (Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agrícola da Escola 

Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade de São Paulo, Piracicaba, SP). O 

fotoperíodo utilizado na criação foi 14h de claro para 10h de escuro a temperatura de 25 ± 1°C e 

60 ± 10% de umidade relativa. Ao decorrer do estudo utilizou-se a dieta (tabela 1) proposta por 

King & Hartley (1985), com modificações (ausência de Nipagin e Formaldeído). 

 

Tabela 1. Composição da dieta artificial usada para criação de Diatraea saccharalis 

Componente Quantidade 

Germe de trigo 15g 
Farelo de soja 54g 

Açúcar 52,5g 
Sais de Wesson1 7,5g 
Ácido ascórbico 1,9g 
Cloreto de colina 0,4g 

Solução vitamínica2 11,3ml 
Vita Gold 0,4ml 

Tetraciclina 0,13g 
Ágar 12g 

Água destilada 910ml 
 1Composição dos Sais de Wesson: carbonato de cálcio (10,5g); sulfato de cobre pentahidratado 

(0,019g); sulfato de magnésio (4,5g); sulfato de potássio e alumínio (0,005g); iodeto de potássio (0,003g); 

cloreto de sódio (5,25g); fosfato tricálcico (7,45g); fosfato férrico (0,725g); sulfato de manganês (0,01g); 

cloreto de potássio (6g); monofosfato de potássio (15,5g); fluoreto de sódio (0,028g) e água destilada para 

100ml.    
 2Composição da Solução vitamínica: biotina (0,02mg); ácido fólico (0,025mg); piridoxina (0,25mg); 

tiamina (0,25mg); riboflavina (0,5mg); pantotenato de cálcio (1mg); niacinamida (1mg); vitamina B12 

(0,002mg); inositol (20mg) e água destilada para 1000ml. 

 

3.2 Isolado de Fusarium verticillioides  

 

 O isolado MMBF 227/12 (Fusarium verticillioides) foi obtido de cana-de-açúcar pelo Instituto 

Biológico de São Paulo, e foi adquirido para realização dos experimentos. Culturas foram iniciadas 
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inoculando placas contendo meio BDA (Difco®) com micélio do fungo e incubando as placas a 

25ºC com fotoperíodo de 12 horas. Os conídios foram obtidos de culturas de dez dias de idade, 

deslocando-os do micélio em água destilada estéril, com a ajuda de alça de Drigalski, seguida de 

filtração em lã de vidro estéril. 

 Para a legitimidade do isolado foi feita a caracterização morfológica e molecular. Para as 

avaliações macroscópicas, foram observadas as características da colônia, como coloração e, as 

avaliações microscópicas foram realizadas sob microscopia óptica, por meio do preparo de lâminas 

contendo as estruturas do fungo coradas com azul de tripan. Foram observadas a morfologia de 

microconídios, macroconídios, células conidiogênicas (fiálides) e clamidósporos, conforme os 

critérios propostos por Leslie et al. (2006). 

 

 

  

  

Figura 1 - Estruturas morfológicas de Fusarium verticillioides, isolado MMBF 227/12. A, microconídios em 

corrente; B, microconídios; C, monofiálides em “V” – “orelhas de coelho”; D, macroconídios. 

A B 

C D 
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 O isolado apresenta colônias de crescimento rápido, micélio aéreo cotonoso de coloração 

branca. Não foi observada pigmentação evidente na colônia. Foram observados macroconidios 

hialinos, septados, fusiformes ou com típico aspecto “em forma de foice” característico do gênero, 

muitas vezes com célula apical alongada e célula basal pedicelada (Figura 1D).  Microconidios 

hialinos, que são dispostos em cadeias longas e unicelulares (Figura 1A). Podem apresentar forma 

piriforme ou oval, sendo produzidos em abundância (Figura 1B) com possível presença de 

clamidósporos. Células conidiogênicas: monofialídes que, em geral, apresentam-se divididas em 

forma de “V”, aparentando “orelhas de coelho” (Figura 2C). 

 Para caracterização molecular foram sequenciados a região ITS (internal transcribed spacer) 

e o gene do fator de elongação da tradução (TEF), sendo que as sequencias correspondem 

especificamente ao fitopatógenos Fusarium verticillioides. 

 

3.3 Isolado de Colletotrichum falcatum 

 

 O isolado MMBF 01/18 (Colletotrichum falcatum) foi isolado de cana-de-açúcar, da cultivar 

CTC13 pelo Instituto Agronômico de Campinas (Centro Cana-de-Açúcar – Ribeirão Preto), e foi 

adquirido para realização dos experimentos. Culturas foram iniciadas inoculando placas contendo 

meio de aveia (40g/L de aveia; 20g/L de sacarose; 20g/L de ágar) com micélio do fungo e 

incubando as placas a 25ºC com fotoperíodo de 12 horas. Os conídios foram obtidos de culturas 

de 15 dias de idade, deslocando-os do micélio em água destilada estéril, com a ajuda de alça de 

Drigalski, seguida de filtração em lã de vidro estéril. 

 Para a autenticidade do isolado também foi feita a caracterização morfológica e molecular. 

As avaliações macroscópicas e microscópicas foram as mesmas do isolado MMBF 227/12 citadas 

anteriormente. 

 As observações macroscópicas da colônia permitiram verificar micélio de coloração cinza 

escuro, cotonoso e com a formação de grande quantidade de massas de coloração salmão (Figuras 

2A e 2B). Sob microscópio óptico foram observados os acérvulos negros, liberando grande 

quantidade de conídios (Figura 2C) e setas de coloração marrom-escuro (Figura 2D). Com relação 

aos conídios, foram observadas estruturas falcadas e hialinas, características dessa espécie (Figuras 

2E e 2F). 
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 Para caracterização molecular foram sequenciados a região ITS e o gene da gliceraldeído 3-

fosfato desidrogenase (GAPDH), sendo que as sequencias correspondem especificamente ao 

fitopatógeno Colletotrichum falcatum. 

 

  

  

  

Figura 2 - Estruturas morfológicas de Colletotrichum falcatum, isolado MMBF 01/18. A, micélio e massas de 

conídios; B, acérvulos em vista macromorfológica; C e D, acérvulo em vista micromorfológica; E e F, 

conídios curvos (em forma de foice) e sem septo.  

A B 

C D 

E F 
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3.4 Isolado de Aspergillus nidulans transformados com mRFP e GFP 

 

 O fungo Aspergillus nidulans foi utilizado como controle negativo neste estudo, uma vez que 

não está relacionado à patogênese em cana-de açúcar. Isolados deste fungo foram cedidos pelo 

Prof. Dr. Gustavo Goldman (USP - Campus Ribeirão Preto). A cepa adquirida possui duas 

proteínas de fluorescência inseridas em seu genoma, mRFP e GFP através dos processos descrito 

por Bayram O., et al (2012). O fungo foi cultivado em meio mínimo [0.5% extrato de levedura, 2% 

glicose, 25mM de piriroxina e 0,1% elementos traços (75mM ZnSO4·7H2O, 180mM H3BO3, 25mM 

MnCl2·4H2O, 18mM FeSO4·7H2O, 6mM CoCl2·5H2O, 6mM CuSO4·5H2O, 1mM 

(NH4)6Mo7O24·4H2O, e 140mM EDTA) a pH 6.7], mantidos a 37oC, no escuro. Os conídios foram 

coletados conforme descrito anteriormente para F. verticillioides. 

 

3.5 Métodos de extração de DNA genômico 

 

 Todo DNA total obtido foi quantificado pelo NanoDrop 2000 – Thermo Scientific, 

avaliando-se a pureza pelas relações 260/280 e 260/230, o qual selecionou-se as amostras com 

valores próximos a 1.80 e de 2.00 a 2.20, respectivamente. Também se avaliou a integridade por 

gel de agarose. 

 

3.5.1 F. verticillioides, C. falcatum e A. nidulans 

 

 A princípio os esporos de F. verticillioides e C. falcatum foram inoculados em 50 mL de meio 

BD, e foram incubados por 72h a 25ºC e 250 rpm, enquanto que para o A. nidulans utilizou-se o 

mesmo meio mínimo utilizado para seu cultivo, porém sem ágar, e incubado por 48h a 37ºC na 

mesma rotação que os anteriores. Os micélios foram coletados por filtração a vácuo e congelados 

imediatamente em nitrogênio líquido seguido de maceração. A extração de DNA genômico foi 

realizada de acordo com Möller et al. (1992), sendo as amostras eluídas em Tris-HCl 1mM, pH 8,0. 
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3.5.2 D. saccharalis na presença dos fitopatógenos 

 

 Foi feita extração de DNA utilizando o Kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN), seguindo 

o protocolo determinado para tecidos com alteração no tempo de incubação e vortex, sendo 5 

minutos de incubação seguidos de vortex por 1 minutos (5 vezes), e a eluição foi feita em Tris-HCl 

1mM, pH 8.0 à 70ºC. 

 

3.6 PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR) 

 

3.6.1 Obtenção da curva padrão para PCR em tempo real 

 

 Utilizou-se o genoma dos respectivos fungos para construção da curva padrão, sendo o 

valor bruto quantificado no NanoDrop 2000 – Thermo Scientific, e em seguida foram preparadas 

cinco diluições (1:5; 1:25; 1:125; 1:625; 1:3125), de forma que a quantificação do fragmento de 

interesse ficasse dentro da curva. 

 

3.6.2 Quantificação absoluta por PCR em tempo real 

 

 O PCR quantitativo foi executado com a máquina StepOneTM Real time PCR systems - 

Applied Biosystems, utilizando o método de curva padrão (Standard Curve), com o reagente 

Maxima® SYBR Green/ROX RT-qPCR Master Mix (2X), Fermentas e os primers ITS2-RT para 

C. falcatum e F. verticillioides (Forward 5’ - GATGAAGAACGCAGCGAAAT - 3’ e Reverse 5’ – 

AACGGATCTCTTGGTTCTGG - 3’) (FRANCO et al., 2017) e TubC para A. nidulans (Forward 

5’ - AGCTGGCGGTAACAAATACG - 3’ e Reverse 5’ - ACCTGATCCACCAATTCTGC - 3’) 

(DE ASSIS et al., 2015). As condições de reação foram as mesmas para todas as amostras, sendo 

as seguintes: 50ºC por 2 minutos (pré-aquecimento); 95ºC por 30 segundos (desnaturação inicial); 

95ºC por 15 segundos (desnaturação); 60ºC por 30 segundos (hibridização) sendo os dois últimos 

passos repetidos 40 vezes; 95ºC por 15 segundos; 60ºC por 1 minuto seguido por aquecimento 
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gradativo de 1ºC/segundo até 95ºC, permanecendo por 15 segundos, sendo os três últimos passos 

referentes a curva de Melt. A reação possui volume final de 25μl dos quais: 8,9μl de água Milli-Q, 

12,5μl de SYBR Mix (2X), 0,3μl para cada um dos iniciadores (10μM) e 3μl de DNA (100ng/μL). 

Todas as reações foram realizadas em triplicatas. A eficiência de amplificação para todas as corridas 

e também a quantificação absoluta de DNA, em número de moléculas, foram fornecidas pelo 

programa do próprio equipamento (Applied Biosystems StepOne™ Systems). 

 

3.7 Transformação genética de F. verticillioides com o gene DsRed 

 

3.7.1 Linhagens, vetor de transformação e condições de cultivo 

 

 A linhagem desarmada de A. tumefaciens EAH105 contendo o vetor binário pCAM-DsRed 

foi usada na transformação do isolado MMBF 227/12 de Fusarium verticillioides, e foi cedida pela 

Profa. Dra. Maria Carolina Quecine Verdi (Departamento de Genética da Escola Superior de 

Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade de São Paulo, Piracicaba, SP). A transformação genética 

foi realizada utilizando-se o vetor binário pCAM-DsRed, que confere fluorescência vermelha, 

contendo o gene hph, que confere resistência a higromicina-B como marcador de seleção. As 

condições de cultivo e as características do vetor foram descritas por Bernardi-Wenzel et al. (2015).  

 O vetor binário de transformação pCAM-DsRed (Eckert et al., 2005) contém a região T-

DNA, o gene hph de E. coli com promotor PgpdA de Aspergillus nidulans, e o gene DsRed de 

Discosoma sp. 

 

3.7.2 Teste de sensibilidade à higromicina-B 

 

 Discos de micélio de 5mm de diâmetro do isolado MMBF 227/12 de Fusarium verticillioides, 

foram crescidos em meio BDA por cinco dias a 24°C e fotoperíodo de 12 horas de luz, foram 

transferidos para placas de Petri contendo meio BDA acrescido de higromicina-B (Invitrogen), nas 

concentrações de 50, 150 e 300µg/mL. Discos de micélio também foram transferidos para meio 

BDA sem o antibiótico. As placas foram mantidas a 24°C e fotoperíodo de 12 horas de luz. O 
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crescimento micelial foi monitorado por dez dias. A concentração de 300ug/ml de higromicina B 

foi eficiente em inibir totalmente o crescimento micelial, sendo que, deste ponto em diante foi 

utilizada essa concentração. 

 O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com três repetições por 

concentração do antibiótico (uma placa = unidade experimental). 

 

3.7.3 Preparo dos conídios 

 

 Discos de micélio foram transferidos para placas com meio BDA, que, posteriormente, 

foram mantidas a 24°C e fotoperíodo de 12 horas de luz por 15 a 20 dias. Visto que os ensaios de 

transformação foram realizados tanto com conídios não germinados (NG) quanto com conídios 

germinados, determinou-se o tempo no qual os conídios iniciavam a germinação. Assim, uma 

suspensão de 106 conídios/mL foi plaqueada em meio BDA e espalhada com o auxílio de uma alça 

de Drigalski. As placas foram incubadas a 24°C e os conídios foram periodicamente visualizados 

quanto a emissão de tubo germinativo a fim de determinar o tempo no qual a maioria dos conídios 

estavam com tubo germinativo visível (~6h). 

 

3.7.4 Transformação de F. verticillioides mediada por Agrobacterium tumefaciens 

 

 O procedimento de transformação foi descrito por Bernardi-Wenzel et al. (2015), com 

modificações. Colônias isoladas da linhagem EAH105 de A. tumefaciens, contendo um vetor binário 

pCAMDsRed, foram transferidas para 15mL de meio YEP líquido (10g extrato de levedura, 10g 

peptona, 5g NaCl, água destilada para completar 1000mL, pH 7.0) acrescidos dos antibióticos 

canamicina (100µg/mL) e rifampicina (100µg/mL). Os frascos foram incubados a 28°C sob 

agitação (200rpm) por 18 horas. Após, as culturas foram diluídas a uma densidade óptica de 0,1 

(OD660) em 20 mL de meio indutor (IM) autoclavado (10mM K2HPO4; 2,5mM NaCl; 2mM 

MgSO4; 0,7mM CaCl2; 9µM FeSO4; 4mM NH4SO4; 10mM glicose, 0.5% glicerol, pH 5.3). 

Adicionou-se ao IM, 1M de ácido 2-(N-morpholino) etanossulfônico (MES) esterilizado por 

filtração, com ou sem adição de 200µM de acetosseringona. 
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 As culturas diluídas foram incubadas a 28ºC até alcançar uma densidade óptica de 0,4 

(OD660) e misturadas com suspensão de 106 conídios/mL do isolado endofítico e patogênico, 

germinado e não germinado. O co-cultivo de A. tumefaciens e F. verticillioides foi feito pela mistura de 

100µL da suspensão de conídos com 100µL de A. tumefaciens, sobre membrana de nitrocelulose 

(BioRad, EUA) em placas de Petri contendo IM sólido (IM líquido acrescido de 1% de ágar), MES 

e acetosseringona. As placas foram incubadas a 24°C por 72 h. Após este período, as membranas 

foram transferidas para meio BDA com higromicina B (300µg/mL), para a seleção dos 

transformados, e cefoxitina sódica (200µg/mL), que inibe crescimento de células de A. tumefaciens. 

Os transformados obtidos após sete dias de incubação foram transferidos para placas contendo 

BDA com higromicina B (300µg/mL) e cefoxitina sódica (300µg/mL).  

 Para a visualização de fluorescência, conídios e micélio foram transferidos para lâminas de 

vidro contendo ddH2O, que foram cobertas com lamínula. As lâminas foram visualizadas em 

microscópio confocal Olympus® FV1000, usando o filtro TRITC (545nm). As imagens foram 

analisadas no programa Olympus Fluoview FV10-ASW. O isolado selvagem foi usado como 

controle. 

 

3.7.5 Confirmação da transformação 

 

 A presença do T-DNA no genoma foi confirmada pela detecção do gene de resistência a 

higromicina-B (fragmento de 600pb) por meio da amplificação com os primers hph (Forward - 

TTCGATGTAGGAGGGCGTGGAT e Reverse - CGCGTCTGCTGCTCCATACAAG). As 

condições de reação foram as seguintes: 94ºC por 10 minutos (desnaturação inicial); 94ºC por 30 

segundos (desnaturação); 66ºC por 30 segundos (anelamento); 72ºC por 45 segundos (síntese) 

sendo os três últimos passos repetidos 30 vezes; 72ºC por 10 minutos (extensão final). A reação 

possui volume final de 25μl dos quais: 17,9μl de água Milli-Q, 2,5μl de tampão High Fidelity PCR 

(10X) Platinum®, 1μl de MgSO4 (50mM), 0,5μls para cada um dos iniciadores (10μM), 2μl de 

DNA (50ng/μL) e 0,1μl de Platinum® Taq DNA polymerase High Fidelity (5U/μl). A visualização 

dos produtos amplificados foi realizada por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%.  
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3.7.6 Avaliação das características culturais e estabilidade mitótica 

 

 Após a transformação, o isolado, transformante e selvagem, foram avaliados quanto ao 

índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), morfologia das colônias e a produção de 

conídios. Para cada isolado, discos de aproximadamente 5 mm de diâmetro foram transferidos para 

placas com meio BDA. As placas foram mantidas a 24°C e fotoperíodo de 12 horas de luz. 

 Para a estabilidade mitótica, discos de micélio de 5 mm de diâmetro foram transferidos para 

placas com BDA. As colônias crescidas foram repicadas sucessivamente por sete vezes a cada três 

semanas, sendo todas as repicagens feitas em meio BDA contendo higromicina-B (300µl/ml). Os 

transformantes foram analisados no microscópio confocal Olympus® FV1000, usando o filtro 

TRITC (545nm) para verificar se a expressão do gene de fluorescência foi mantida após 

transferências sucessivas. 

 As colônias com fluorescência estável e que não apresentaram mudança de coloração, 

morfologia produção de conídios, velocidade de crescimento em comparação ao isolado selvagem 

foram selecionadas.  

 

3.7.7 Avaliação do desenvolvimento de D. saccharalis na presença do F. verticillioides 

transformado 

 

 Após a obtenção do fitopatógeno transformado, foi feito uma suspensão de 106 esporos, e 

inoculada em dietas artificiais sem fungicida, em tubos de vidro, e aguardou-se cinco dias para 

crescimento micelial. Colocou-se três lagartas de 4º instar em cada tudo com F. verticillioides 

transformado e selvagem, num total de dez repetições por tratamento, utilizando delineamento 

inteiramente casualizado. 

 Avaliou-se o período para fase pupal e a taxa de mortalidade. Os dados foram analisados 

estatisticamente por meio da análise de variância (ANOVA), sendo o teste F não significativo, 

portanto não houve alterações na transformação que afetasse o comportamento da D. saccharalis 

em comparação ao selvagem. 
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3.8 Experimento de quantificação da presença de F. verticillioides, C. falcatum e A. nidulans 

durante o período de desenvolvimento da broca-da-cana 

 

 Todo desenvolvimento das lagartas e fungos foi feito em tubos estéreis e fechados com 

algodão estéril, sendo manejados somente em capela. Utilizou-se o A. nidulans por não ser 

relacionado com a patogênese em cana, não ter qualquer atratividade pela D. saccharalis e não 

provocar expressão da SUGARWIN2. 

 

3.8.1 Inoculação de fungos e de D. saccharalis em dietas artificiais 

 

 Utilizou-se dieta artificial (15 ml) segundo King & Hartley (1985) sem agentes fungicidas 

(tabela 1), em tubos de vidro (8,5cm de comprimento por 1,5cm de largura), inoculadas com 

suspensão de 105 esporos de F. verticillioides, C. falcatum ou A. nidulans, e sem fungos (controle 

negativo) aguardando cinco dias com fotoperíodo de 12h e três dias no escuro para o crescimento, 

respectivamente. Iniciou-se introduzindo cinco lagartas de 4º instar por tubo contendo os fungos 

e sem fungo. Para a geração inicial inoculou-se cinco lagartas de 1º instar (recém eclodidas) em 

tubos sem fungo.  

 

3.8.2 Fases de análise 

 

 Foram analisados três estádios de desenvolvimento após a introdução das lagartas de 4º 

instar, sendo lagartas de 5º instar (separando-se o intestino do restante do corpo com auxílio de 

uma pinça e bisturi, sendo avaliado a lagarta sem intestino em relação com seu intestino 

correspondente), pupas e adultos separados por sexo (os adultos foram avaliados anteriormente ao 

acasalamento).  

 A sexagem pupal e coleta foi feita após três dias do início da fase, sendo que as não coletadas 

seguiram em gaiolas estéreis vedadas e umidificadas até a fase adulta, a qual coletou-se os adultos 

até o 2º dia de vida, sendo até então, criados separadamente.  
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 Foi feito o cruzamento de cinco casais por tratamento para dar início a geração inicial, 

avaliando-se os ovos, lagartas inteiras de 3º instar e lagartas de 5º instar divididas em intestino e 

sem intestino. 

 Cada avaliação contou com três repetições, sendo que cada repetição de ovos conteve 

aproximadamente 150 ovos. O experimento foi repetido três vezes. 

 Após todas as coletas, as amostras de lagartas, intestinos, pupas, adultos e ovos, foram 

acondicionadas individualmente em microtubos de 2 ml e armazenadas a -80 ºC, até a fase de 

extração de DNA. 

 

3.8.3 Método de avaliação  

 

 Foi feita a extração de DNA genômico amostras (lagartas, intestinos, pupas, adultos e ovos 

de D.saccharalis), quantificação, padronização da concentração (100ng/µl) e então submetidas a RT-

qPCR, onde avaliou-se o número de moléculas de cada fungo ao decorrer do desenvolvimento da 

D. saccharalis (fases citadas anteriormente), se houve passagem para os ovos e para a geração 

seguinte. Foi feita análise estatística agrupada da geração inoculada e da geração inicial, assim como 

análise individual de cada fase de desenvolvimento. As avaliações foram feitas contendo apenas um 

indivíduo ou parte de um indivíduo.  

  

3.9 Experimento de identificação da presença de F. verticillioides DsRed em intestinos de 

D. saccharalis 

 

  Foram utilizadas lagartas de 5º instar, criadas em dieta artificial sem fungo e inseridas em 

dietas fúngicas no 4º ínstar, contendo F. verticillioides transformado com DsRed, A. nidulans 

transformado com GFP e sem fungo (controle negativo), para avaliar como se localizam esses 

fungos no intestino. Foi utilizado cinco indivíduos por tratamento, sendo o experimento repetido 

duas vezes. Após a coleta das lagartas, com auxílio de uma pinça e bisturi, foram retirados os 

intestinos e preparadas lâminas para análise.   
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  A análise foi feita em microscópio confocal Olympus® FV1000, usando o filtro TRITC 

(545nm) para verificar se a expressão do gene DsRed de fluorescência vermelha e o filtro EYFP 

(514nm) para expressão do gene GFP de fluorescência verde. Utilizou-se a objetiva de 40X em 

todas as imagens capturadas.  

 Foram utilizadas 20 regiões (0,1009 mm2/região) aleatórias de cada intestino (2,0172 

mm2/intestino), as quais foram divididas em 36 quadrantes (0,0028 mm2/quadrante), sendo feita 

uma avaliação percentual da presença fúngica (fluorescência), utilizou-se cinco repetições, sendo o 

experimento repetido duas vezes.
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4. RESULTADOS 

4.1 Avaliação da presença de Fusarium verticillioides e Colletotrichum falcatum em 

Diatraea saccharalis da geração inoculada 
 

 Inicialmente para analisar se os fungos estudados permanecem presente na D. saccharalis ao 

longo do seu desenvolvimento e em seus descendentes, lagartas foram alimentadas com dietas 

contendo os três diferentes fungos, F. verticillioides ou C. falcatum ou A. nidulans (utilizado como 

controle por não ser patógeno de cana-de-açúcar) ou em dieta controle, sem nenhum tipo de 

contaminação (Figura 3). 

 A análise da presença dos fungos por qRT-PCR mostrou que o F. verticillioides permanece 

presente no ciclo de desenvolvimento da D. saccharalis, desde a fase larval até a fase adulta, tanto 

nos machos quanto nas fêmeas (Figura 3). A concentração deste fungo é decrescente à medida que 

se avança no ciclo da lagarta, ou seja, do fim da fase larval, passando pela fase de pupa até chegar 

ao inseto adulto. Por outro lado, a presença do fungo C. falcatum restringiu-se à fase pupal, não 

sendo observada a presença do fungo na fase adulta, em contraste ao observado para o fungo F. 

verticillioides. O fungo A. nidulans foi utilizado como controle e, como esperado, sua presença foi 

praticamente nula, não sendo detectado em adultos fêmeas e não diferindo estatisticamente do 

controle negativo em todo ciclo de desenvolvimento da D. saccharalis. Não foi detectado nenhum 

organismo nas amostras do controle negativo.  

 No ciclo pré-inoculado com F. verticillioides (Figura 3), a quantificação mostrou uma 

diferença significativa entre as fases de desenvolvimento do inseto, onde lagartas de 5º instar 

ficaram em primeiro (diferindo significativamente entre intestino e lagarta sem intestino), seguida 

pela pupa fêmea, pupa macho, e ambos adultos, que não se diferiram estatisticamente. Já em relação 

a análise de cada fase, em todas o F. verticillioides foi superior aos outros fungos. 

 Em relação ao C. falcatum (Figura 3), apenas a lagarta de 5º instar apresentou diferença 

significativa (não diferindo intestino e lagarta sem intestino, ou seja, tanto o intestino quanto o 

restante do corpo apresentam a mesma quantidade de fungo, estatisticamente). O restante das fases 

não apresentou diferença com o controle negativo. 

 Uma abordagem complementar por microscopia confocal para a presença e quantificação 

dos fungos nas lagartas de D. saccharalis confirmou as observações a partir da análise por qRT-PCR 

(Figura 4a). Neste estudo com F. verticillioides e A. nidulans foi possível identificar a presenças destes 

fungos no interior do intestino de lagartas de 5º instar criadas em dietas artificiais inoculadas 

(geração inoculada) e em dieta sem contaminantes (geração inicial), corroborando com os 

resultados obtidos por qRT-PCR. 
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Figura 3 - Quantificação de Fusarium verticillioides, Colletotrichum falcatum e Aspergillus nidulans em Diatraea 

saccharalis da geração inoculada. Foram inoculadas lagartas de 3º instar em dietas contendo F. verticillioides 

ou C. falcatum ou A. nidulans ou sem fungo (controle negativo), avaliando-se todos os estádios de 

desenvolvimento do inseto. As quantificações foram realizadas por qRT-PCR, utilizando o método da 

curva padrão e o gene ITS para F. verticillioides e C. falcatum, e TubC para A. nidulans.  Os valores plotados 

são relativos à média de três amostras (± erro padrão), sendo o experimento repetido três vezes. Letras 

diferentes, minúsculas (avaliação individual de cada fase de desenvolvimento) e maiúsculas (avaliação de 

todo o ciclo de desenvolvimento), indicam diferenças significativas entre os tratamentos, utilizando teste 

de comparação de médias, Scott & Knott (P≤0,05). 
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Figura 4a - Ensaio com Fusarium verticillioides e Aspergillus nidulans em intestinos de Diatraea saccharalis da 

geração inoculada. Microscopia do intestino de D. saccharalis de 5º instar alimentada, desde o 4º instar, com 

dieta colonizada por F. verticillioides contendo o gene DsRed (coloração vermelha) ou A. nidulans contendo 

gene mRFP (coloração vermelha), e GFP (coloração verde) ou sem qualquer contaminação (controle 

negativo). Utilizou-se microscopia confocal a laser, Olympus® FV1000, objetiva com aumento de 40X, 

sendo as barras representando 50µm. 
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 Os intestinos das lagartas de 5º instar criadas em dietas inoculadas com Fusarium verticillioides 

transformado apresentaram quase que sua totalidade contendo o respectivo patógeno (Figura 4a), 

sendo contabilizado 89,83% (Figura 4b) da sua área compreendida por hifas ou esporos do fungo, 

e apenas 10,17% por compostos da dieta. Em contrapartida, o Aspergillus nidulans foi encontrado 

em apenas 2,52% da área intestinal das lagartas criadas em dietas inoculadas com o respectivo fungo 

(Figura 4a), sendo sua totalidade praticamente vazia (Figura 4b), mostrando a não preferência da 

D. saccharalis pelo A. nidulans. Outra diferença observada em relação ao F. verticillioides, foi relativa a 

estrutura do fungo, onde apenas se encontrou esporos do A. nidulans nos intestinos. 

 

4.2 Avaliação da presença dos fungos F. verticillioides e C. falcatum em descendentes de D. 

saccharalis 

 

 Para verificar se os fungos são transmitidos para seus descendentes (Figura 5), ou seja, se 

há transmissão vertical, analisou-se a presença dos patógenos nas posturas da D. saccharalis. E 

Figura 4b – Porcentagem de Fusarium verticillioides e A. nidulans em intestinos de Diatraea saccharalis da 

geração inoculada. Microscopia do intestino de D. saccharalis de 5º instar alimentada, desde o 4º instar, com 

dieta colonizada por F. verticillioides contendo o gene DsRed (coloração vermelha) ou A. nidulans contendo 

gene mRFP (coloração vermelha), e GFP (coloração verde) ou sem qualquer contaminação (controle 

negativo). Letras diferentes indicam diferenças significativas entre os tratamentos, utilizando teste de 

comparação de médias, Scott & Knott (P≤0,05). 
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também se esses patógenos permanecem presentes no decorrer da fase larval do inseto.  

 Em relação ao C. falcatum não foi detectada sua presença nos ovos de D. saccharalis da 

geração inicial, e consequentemente também não foi detectado no decorrer do ciclo de 

desenvolvimento do inseto (Figura 5). Este resultado era de certa forma esperado por não ter sido 

encontrado traços do fungo nos parentais (avaliado anteriormente ao acasalamento), umas vez que  

é necessária a presença do simbionte no hospedeiro materno para a passagem à geração seguinte. 

Deste modo, não há transferência vertical do C. falcatum pela D. saccharalis, sugerindo-se uma forma 

de transferência horizontal deste patógeno na cultura da cana-de-açúcar. Não houve diferença 

significativa dos tratamentos com C. falcatum e o controle negativo, uma vez que não foram 

detectados fungos em ambos.  

 Ao analisar os tratamentos com A. nidulans (Figura 5), embora as fêmeas adultas não terem 

apresentado o fungo antes do acasalamento, foi identificado uma pequena quantidade nos ovos. 

Esta ocorrência pode ter ocorrido no acasalamento, uma vez que os machos apresentaram fungo. 

Porém a quantidade encontrada nos ovos é quase insignificante, não sendo diferida estatisticamente 

do controle negativo, onde o resultado obtido é nulo. Contudo, A. nidulans de alguma forma, causa 

danos ao desenvolvimento dos ovos, sendo a grande maioria não fecundada, e as poucas lagartas 

eclodidas acabaram morrendo logo após a eclosão. 

 Os resultados obtidos por meio dos ensaios com microscopia confocal dos descendentes 

também se corroboram com os obtidos por qRT-PCR, mantendo altas quantidades de F. 

verticillioides no interior dos intestinos de lagartas de 5º instar (Figura 6a).   
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Figura 5 - Quantificação de Fusarium verticillioides, Colletotrichum falcatum e Aspergillus nidulans em Diatraea 

saccharalis da geração inicial (somente quantificou-se A. nidulans nos ovos). Foram inoculadas lagartas de 1º 

instar (recém eclodidas) em dietas sem contaminantes, avaliando-se a postura da geração inoculada, lagarta 

inteira de 3º instar e lagarta de 5º instar sem intestino e seu intestino correspondente, sendo que, os ovos 

vindos da geração inoculada com A. nidulans ou não se desenvolveram (não houve eclosão das lagartas), ou 

as lagartas morreram assim que eclodiram. As quantificações foram realizadas por qRT-PCR, utilizando o 

método da curva padrão e o gene ITS para F. verticillioides e C. falcatum, e TubC para A. nidulans.  Os valores 

plotados são relativos à média de três amostras (± erro padrão), sendo o experimento repetido três vezes. 

Letras diferentes, minúsculas (avaliação individual de cada fase de desenvolvimento) e maiúsculas (avaliação 

de todo o ciclo de desenvolvimento), indicam diferenças significativas entre os tratamentos, utilizando teste 

de comparação de médias, Scott & Knott (P≤0,05). 
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Figura 6a - Ensaio com Fusarium verticillioides em intestinos de Diatraea saccharalis da geração inicial.  

Microscopia do intestino de D. saccharalis de 5º instar da geração inicial, sendo que foram inoculadas em 

dietas sem contaminantes após eclosão. As posturas relativas a geração inoculada com A. nidulans ou não 

se desenvolveram (não houve eclosão das lagartas) ou as lagartas morreram assim que eclodiram, não sendo 

possível a respectiva avaliação. Utilizou-se microscopia confocal a laser, Olympus® FV1000, objetiva com 

aumento de 40X, sendo as barras representando 50µm. 
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 A quantidade de fungo encontrada nos intestinos de brocas criadas em dietas com F. 

verticillioides da geração inicial (Figura 6b), foi praticamente igual ao encontrado na geração inoculada 

(Figura 4b). Este valor (aproximadamente 90%) e esta semelhança mostra a preferência da D. 

saccharalis pelo fungo e o constante comportamento alimentar ao passar de geração. A estrutura 

fúngica encontrada também se manteve, com presença de hifas e esporos (Figura 6a). Os intestinos 

das lagartas criadas em dietas sem fungo permaneceram não apresentando respostas com o passar 

de gerações, sendo feita uma completa varredura em busca de elementos fluorescentes.

Figura 6b - Porcentagem de Fusarium verticillioides em intestinos de Diatraea saccharalis da geração inicial. 

Microscopia do intestino de D. saccharalis de 5º instar da geração inicial, sendo que foram inoculadas em 

dietas sem contaminantes após eclosão. As posturas relativas a geração inoculada com A. nidulans ou não 

se desenvolveram (não houve eclosão das lagartas) ou as lagartas morreram assim que eclodiram, não sendo 

possível a respectiva avaliação. * indica diferença significativa entre os tratamentos segunda análise de 

variância (P ≤ 0,05). 
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5. DISCUSSÃO 

 

 A hipótese de que as lagartas de D. saccharalis são vetores dos fungos F. verticillioides e C. 

falcatum foi levantada no laboratório a partir das observações de uma associação simbiótica entre 

os organismos. Inicialmente, foi demostrado que a cana-de-açúcar ao ser atacada pela broca induz 

proteínas (SUGARWIN1 e SUGARWIN2) que atuam na proteção da planta contra patógenos 

oportunistas (Medeiros et al., 2012; Franco et al., 2014; Franco et al., 2017). A observação de que os 

genes que codificam estas proteínas eram fortemente induzidos pela herbivoria de D. saccharalis 

sem, entretanto, interferir no desenvolvimento dos insetos e que seus efeitos eram restritos aos 

fungos F. verticillioides e C. falcatum, orientou estudos para elucidar esta interação.  

 Um recente estudo mostrou que o desenvolvimento das lagartas de D. saccharalis era 

fortemente estimulado pela presença dos fungos F. verticillioides e C. falcatum e por outro lado, o 

ataque da broca em cana-de-açúcar aumentava consideravelmente a infecção pelo fungo C. falcatum, 

sugerindo uma relação simbiótica entre estes organismos (Franco et al., manuscrito em preparação). 

Além disso, foi verificada a existência de compostos voláteis emitidos tanto por F. verticillioides 

quanto C. falcatum que atraem lagartas de D. saccharalis. Um experimento adicional mostrou que 

dietas artificiais com a presença dos fungos aumentavam a atratividade das lagartas em 83% para 

F. verticillioides e 72% para C. falcatum, respectivamente (Franco et al., manuscrito em preparação).  

 Os resultados desse trabalho mostram que após a broca-da-cana entrar em contato com F. 

verticillioides, este permanece presente em todas as fases de desenvolvimento do inseto (Figura 3), 

tanto nos indivíduos machos quanto nas fêmeas, o que é raro em uma interação simbiótica. Além 

disso, observamos a presença da transferência vertical desse fungo, sendo passado 

hereditariamente, por meio de sua identificação nos ovos (Figura 5). 

    O fato do F. verticillioides ser um simbionte de D. saccharalis, transmitido verticalmente, é 

reforçado pelo ensaio de microscopia (Figura 4a e 6). O qual verificou-se que quase a totalidade do 

intestino do inseto é contido pelo fungo (Figura 4b e 6b). Circunstancia esta observada em outras 

relações simbiontes entre insetos e bactérias, onde estas vivem no sistema digestório do hospedeiro. 

Um exemplo é em relação as formigas carpinteiras e a endossímbionte Blochmannia, onde a bactéria 
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permanece dentro do intestino das formigas participando da síntese de aminoácidos essenciais ao 

inseto, e também ajuda na preservação e desenvolvimento das formigas (Zientz et al., 2006).  

 Outra associação simbionte envolvendo a presença abundante do microrganismo no 

intestino hospedeiro é encontrada em gafanhotos (Melanoplus sanguinipes). A bactéria Pantoea 

agglomerans, fixada no intestino, auxilia na defesa do inseto, produzindo compostos com ações 

antimicrobianas (Dillon; Charnley, 1995). Esta relação simbionte é identificada em diversos insetos, 

como cochonilhas (Planococcus citri) e Tremblaya princeps, psilídeos (Diaphorina citri) e Candidatus 

Carsonella ruddii, pulgão-da-ervilha (Acyrthosiphon pisum) e Buchnera sp., entre outros (Thao et al., 

2000; Baumann; Moran: Baumann, 2002). 

 Há raros relatos de relações simbióticas entre fungos e insetos, onde o simbionte é 

transferido verticalmente. Um estudo recente demonstrou essa relação entre o besouro de chifre 

longo asiático e o fungo Fusarium solani, o qual identificou-se a presença do simbionte nas 

superfícies dos ovos após a postura. Porém não se observou a presença desse fungo no sistema 

reprodutivo das fêmeas, o que leva a hipótese de que o ambiente pode estar envolvido nessa 

transmissão (Mason et al., 2018). 

 Outro trabalho que sugere a ocorrência de transmissão vertical entre fungos e insetos, foi 

feito com fitófagos (Sternorrhyncha) e um fungo associado ao Ophiocordyceps sp. (fungo que ocasiona 

o comportamento “zumbi” de formigas carpinteiras). Neste identificou-se por microscopia, a 

presença do simbionte no corpo do hospedeiro e também nos ovos (Gomez-Polo et al., 2017). 

 Estudos mostrando relações simbióticas entre fungos e insetos estão começando a serem 

iniciados recentemente, sendo o resultado obtido com F. verticillioides deste trabalho considerado 

inédito. Foi feita uma busca na literatura e não foi encontrado resultados relacionados com 

microrganismos fúngicos simbiontes em D. saccharalis e, de F. verticillioides como agente simbionte. 

O caminho percorrido pelo simbionte F. verticillioides até o órgão reprodutivo feminino ainda não 

foi desvendado. 

 Um fator importante em relação a transmissão do F. verticillioides é não omitir a forma de 

transmissão horizontal. Sendo que, em estudos anteriores observou-se uma alta preferência 

alimentar da D. saccharalis por este simbionte, fazendo com que a inserção do fungo via ambiental 

também possa estar ocorrendo em conjunto a transmissão vertical (Franco et al., 2017).  

https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Tremblaya_princeps&action=edit&redlink=1
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 Em relação ao fungo C. falcatum, não foi observado sua presença em nenhum parental 

(Figura 3) para que pudesse ocorrer a transmissão vertical, em resultado a isso, também não foi 

identificado o fungo nos ovos (Figura 5). Com isso, e relacionando aos trabalhos anteriores que 

mostram, a preferência alimentar e olfativa pelo fungo, é possível inferir que trata de uma relação 

simbiótica, contudo o simbionte é transmitido horizontalmente entre gerações (Franco et al., 2019). 

 Esse tipo de transmissão horizontal é um tanto quanto comum em organismos simbiontes, 

sendo muito estudado em formigas Attini, onde apresentam vários fungos e bactérias vivendo em 

seu interior ou em seus jardins de fungo, onde apresentam um benefício mútuo. Esse estudo com 

formigas Attini é considerado um modelo para o entendimento da simbiose e da transferência 

horizontal (Chapela et al., 1994; Schultz; Meier, 1995; Green: Mueller; Adams, 2002; Mehdiabadi; 

Schultz, 2010). 

 O A. nidulans utilizado como um controle por não ter relações patogênicas descritas com a 

cana-de-açúcar e nem com a D. saccharalis, apresentou o papel esperado, uma vez que apresentou 

quantidades insignificantes na geração inoculada (Figura 3) e não diferiu estatisticamente do 

controle negativo em nenhuma etapa. Além de acarretar severos danos, não identificados, a postura 

da D. saccharalis, acarretando o não desenvolvimento dos ovos e a morte das lagartas recém 

eclodidas. Isso corrobora com trabalhos anteriores, onde este fungo não apresentou resultados 

positivos com os outros organismos estudados (Medeiros et al., 2012; Franco et al., 2017). 

 Neste estudo se propôs uma nova forma de interação dos fungos C. falcatum e F. verticillioides 

com D. saccharalis, por meio da transmissão vertical do simbionte. Esta hipótese foi demonstrada 

no F. verticillioides pela identificação de sua presença em todos os estágios de desenvolvimento da 

geração inoculada (inclusive no adulto fêmea como sendo uma forte característica dessa 

ocorrência), nos ovos e demais fases da geração inicial. Outro atributo essencial foi a forte presença 

do simbionte no interior do intestino. Estes fatores ligados aos estudos envolvendo proteínas 

SUGARWIN (Medeiros et al., 2012), preferência alimentar e presença de compostos voláteis 

(Franco et al., 2017; Franco et al., 2019), inferem que os fungos oportunistas de cana-de-açúcar são 

simbiontes da D. saccharalis, prevalecendo a ideia de que o C. falcatum é transmitido horizontalmente 

e, instaurando a nova forma de associação do F. verticillioides pela transmissão vertical.      

 Estudos envolvendo o caminho percorrido pelo simbionte F. verticillioides até o órgão 

reprodutor feminino precisam ser realizados para entender melhor como a transmissão vertical 
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ocorre pela D. saccharalis. Sendo este de alta importância tanto para uma maior compreensão global 

desta interação complexa, quanto para a o controle da praga na cultura da cana-de-açúcar, pois está 

intimamente ligado com a forma de infecção da doença.
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6. CONCLUSÃO 

 

 O fungo patogênico de cana-de-açúcar, Fusarium verticillioides, está presente nos ovos, 

lagartas, pupas e adultos de Diatraea saccharalis, apresentando simbiose com o inseto praga e 

transmitido verticalmente pelas gerações. Deste modo, assim que a D. saccharalis entra em contato 

com o fungo uma única vez, este permanece no inseto, sendo o mecanismo de infecção da podridão 

de Fusarium mediado pela broca-da-cana. 

 O Colletotrichum falcatum não foi transmitido para fase adulta de D. saccharalis na geração 

inoculada, não sendo levado adiante. Desta forma, o mecanismo de infecção da podridão vermelha 

provavelmente é transmitido horizontalmente pela broca-da-cana.
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