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SILVA, Caroline Targino Alves da. Atividade proteolitica e especificidade de fungos
filamentosos entomopatogénicos sobre a lagarta da magd do algodoeiro Heliothis
virescens (Fabricius, 1777) (Lepidoptera: Noctuidae). Trabalho de Conclusao de Curso
(Bacharelado em Biotecnologia) — Centro de Biotecnologia, Universidade Federal da
Paraiba, Jodo Pessoa, 2018.

RESUMO

O setor agricola brasileiro ¢ responsavel pela maior parte dos ganhos econdmicos no
nosso pais. Dentre as culturas mais significantes destaca-se o algodao, a fibra té€xtil mais
importante utilizada nas industrias de fiacdo e confecgdo, além de ser utilizado para
extracdo de oleos e proteinas utilizados na alimentacao. Apesar do potencial, o aumento
no numero de pragas nos cultivos do algodoeiro tem ocasionado perdas econdmicas
significativas. Dentre as pragas que acometem o algodoeiro, destaca-se a lagarta-da-
magad, Heliothis virescens, que pode atacar até 15 estruturas vegetais causando danos
irreversiveis e grandes perdas na produg¢dao. O controle dessa praga acontece
principalmente pela utilizagdo de inseticidas quimicos, que dentre diversas
consequéncias, pode levar ao desenvolvimento de resisténcia. Visando buscar uma
alternativa mais eficaz, barata e que cause o menor impacto ambiental para o controle
dessa praga, o objetivo desse trabalho foi avaliar a especificidade e o potencial
bioinseticida de fungos filamentosos entomopatogénicos sobre a lagarta-da-maca do
algodoeiro. Como uma forma de selecionar as melhores linhagens fungicas
entomopatogénicas, foi realizado um ensaio in vitro para avaliar a atividade proteolitica
a partir da formacao de halo de degradacao da caseina em meio de cultura agar-leite.
Dos 06 isolados avaliados, Metarhizium anisopliae var. anisopliae, Beauveria bassiana,
Beauveria brongniartii, Aspergillus sp., € Penicillium sp. apresentaram atividade
proteolitica positiva, e apenas o isolado Paecilomyces sp. TPO8 apresentou atividade
proteolitica negativa sendo excluido do bioensaio. Para analisar a especificidade dos 05
isolados fungicos sobre a lagarta H. virescens foi realizado um bioensaio com trés
repeticoes durante 10 dias, numa concentragdao de 1,0 x 10® conidios/mL™". Ao final do
experimento, observamos que os 05 isolados foram patogénicas as lagartas de H.
virescens ¢ causaram um efeito letal na concentracdo testada. Aspergillus sp. se
destacou por apresentar a maior taxa de mortalidade média (100,0 + 4,98 %) e o menor
TLso (2,53 dias), seguido de M. anisopliae var. anisopliae (mortalidade média de 97,6 +
13,60 e TLsy de 5,99) para a concentracdo de conidios testada. Os resultados do
bioensaio descrito nesse trabalho permitiu a descoberta de isolados fungicos com grande
potencial para serem utilizados no controle biologico da lagarta-da-maca, diminuindo os
danos causados por essa praga nas plantagdes e sugerindo uma nova forma de controle
mais sustentavel e eficaz.

Palavras-chave: Bioinseticida. Proteases. Controle biologico. Fungos entomopatogénicos.



SILVA, Caroline Targino Alves da. Proteolytic activity and specificity of
entomopathogenic filamentous fungi on the apple caterpillar Heliothis virescens
(Fabricius, 1777) (Lepidoptera: Noctuidae). Course Completion Work (Biotechnology)
— Centro de Biotecnologia, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2018.

ABSTRACT

The Brazilian agricultural sector accounts for most of the economic gains in our
country. Among the most significant crops is cotton, the most important textile fiber
used in the spinning and confection industries, as well as being used for the extraction
of oils and proteins used in food. Despite the potential, the increase in the number of
pests in cotton crops has caused significant economic losses. Among the pests affecting
the cotton plant, the apple caterpillar, Heliothis virescens, can attack up to 15 plant
structures causing irreversible damage and large losses in production. The control of
this pest happens mainly by the use of chemical insecticides, that among several
consequences, can lead to the development of resistance. The objective of this work was
to evaluate the specificity and potential bioinseticida of entomopathogenic filamentous
fungi on the apple caterpillar of the cotton plant, in order to find a more efficient, cheap
and less environmental alternative to control this pest. As a way to select the best
entomopathogenic fungal strains, an in vitro assay was performed to evaluate the
proteolytic activity from the halo formation of casein degradation in agar-milk culture
medium. Of the 06 isolates evaluated, Metarhizium anisopliae var. anisopliae,
Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii, Aspergillus sp., and Penicillium sp.
presented positive proteolytic activity, and only the isolate Paecilomyces sp. TPO8
presented negative proteolytic activity being excluded from the bioassay. To analyze the
specificity of the fungal isolates on the H. virescens caterpillar, a bioassay was
performed with three replicates for 10 days at a concentration of 1.0 x 10® conidia/mL™".
At the end of the experiment, we observed that the 05 isolates were pathogenic to H.
virescens caterpillars and caused a lethal effect at the concentration tested. Aspergillus
sp. (100.0 + 4.98 %) and the lowest TL50 (2.53 days), followed by M. anisopliae var.
anisopliae (mean mortality of 97.6 £ 13.60 and LTso of 5.99) for the conidia
concentration tested. The results of the bioassay described in this study allowed the
discovery of fungal isolates with great potential to be used in the biological control of
the apple caterpillar, reducing the damage caused by this pest in the plantations and
suggesting a new form of control more sustainable and effective.

Key words: Bioinseticide. Proteases. Biological control. Entomopathogenic fungi.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, o setor agricola ¢ responsavel por grande parte dos ganhos econdmicos do
pais, apresentando uma participacao significativa e crescente na economia brasileira. Com o
intuito de suprir a alta demanda de alimentos, a producao agricola brasileira tem apresentado
um crescimento continuo nos ultimos anos (SILVA; BRITO, 2015) devido ao uso de mao-de-
obra acessivel, grande espago territorial, produtores rurais experientes, detencdo de
conhecimento e tecnologias relacionadas ao processo de produgdo (CONCEICAO et al.,
2014).

Dentre as culturas cultivadas no Brasil, aproximadamente 1.071 hectares sdo de
algodao, cultivado principalmente nas regides Centro-Oeste e Nordeste do Brasil (PEREIRA
etal., 2016). O algodao ¢ a fibra téxtil mais importante, e também fornece proteina e 6leo que
podem ser utilizados na alimenta¢do animal ¢ humana. Essa cultura ¢ de grande importancia
no cendario econdmico do pais por gerar emprego e renda devido ao alto nimero de mao-de-
obra necessaria na producao (LUNARDON, 2007). Além disso, o Brasil ocupa a terceira
posi¢do no ranking mundial de exportagao de algodao, exportando para paises como Vietna,
Coréia do Sul e Indonésia. De janeiro a agosto de 2015, aproximadamente 313 milhdes de
toneladas de algodao foram exportadas, gerando um faturamento de cerca de U$480 milhdes
(CANAL DO PRODUTOR, 2015).

Apesar desse potencial, com a exploragao agricola cada vez mais intensa, o Brasil
enfrenta problemas para manutengdo do crescimento nesse setor devido ao aumento no
numero de pragas (SILVA; BRITO, 2015). O controle dessas pragas nem sempre sao
eficientes, pois por utilizarem do controle quimico (inseticidas), podem levar ao
desenvolvimento de resisténcia e redugdo da populagdo de inimigos naturais (PAPA, 2006).

O algodoeiro pode hospedar até 600 espécies de herbivoros, onde, aproximadamente
32 dessas espécies podem ocasionar grandes prejuizos na produgdo (TORRES, 2008). Dentre
essas pragas que acometem o algodoeiro, destacamos Heliothis virescens (Fabricius, 1777)
(Lepidoptera: Noctuidae), popularmente conhecida como a lagarta da maca. E considerada
uma das mais severas por atacar mais de 15 estruturas vegetais, possibilitar a penetracao de
micro-organismos e causar danos irreversiveis levando a grandes perdas na produgao (PAPA,
2003).

Geralmente, o monitoramento e controle dessa praga ocorrem através do uso de
inseticidas quimicos (controle quimico) e plantas geneticamente modificadas como o

algodoeiro Bt (controle genético), porém nao ha diferenca quanto a ocorréncia de lagartas H.
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virescens em plantas de algodoeiro Bt e ndo Bt. Devido a isto, € necessario desenvolver uma
forma de controle mais eficaz, que ndo cause resisténcia dos insetos-praga ou leve a danos
ambientais.

Uma alternativa que tem se destacado no controle de pragas em diversas culturas ¢ o
controle bioldgico. Dentre os micro-organismos com esse potencial, destacamos os fungos
filamentosos com atividade entomopatogénica. Esse grupo de fungos podem penetrar no
hospedeiro através da cuticula e produzir toxinas que levam a morte dos insetos-praga
(ERLACHER et al., 2006). Entre os fungos entomopatogénicos, destacamos os géneros
Beauveria, Metarhizium, Paecilomyces, Aspergillus e Penicillium, os quais apresentam acao
comprovada no controle bioldgico de varios insetos-praga na agropecuaria. Devido ao
potencial desses fungos no controle bioldgico, nosso objetivo foi avaliar a especificidade e o
potencial bioinseticida de fungos filamentosos entomopatogénicos (Metarhizium anisopliae
var. anisopliae, Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii, Aspergillus sp., Penicillium sp. e

Paecilomyces sp.) na lagarta da mag¢a do algodoeiro H. virescens.



13

Silva, C.T.A.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a especificidade e o potencial bioinseticida de fungos filamentosos

entomopatogénicos na lagarta da mag¢a do algodoeiro, Heliothis virescens.

2.2 Objetivos Especificos

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

*

X/
L X4

Avaliar o tempo de crescimento e a esporulagdo (conidiogenénese) de Metarhizium
anisopliae var. anisopliae, Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii, Aspergillus
sp., Penicillium sp. e Paecilomyces sp. no meio de cultura agar-leite;

Avaliar a atividade proteolitica in vitro, a partir da formacao do halo de degradacao da
caseina do leite Molico Nestlé®;

Selecionar os melhores isolados fungicos, a partir da atividade proteolitica, para
avaliar a capacidade bioinseticida na lagarta da maca;

Analisar a eficiéncia bioinseticida e especificidade dos diferentes isolados fingicos
sobre a lagarta da maca;

Determinar in vitro o tempo letal minimo a partir da concentragao de conidios testada.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Fungos filamentosos entomopatogénicos

Os fungos, amplamente distribuidos em todos os habitats e ecossistemas, sao micro-
organismos que participam da decomposi¢ao primaria em todos os ecossistemas terrestres e
desempenham um importante papel ecologico no ciclo do carbono e reciclo de nutrientes; sao
essenciais para sobrevivéncia de muitos grupos de organismos com o0s quais estdo associados
(mutualismo); muitos sdo patogenos de plantas, humanos e animais; sdo potencialmente
importantes para a agropecuaria (controle bioldgico) e demonstram potencial para producao
biologica e biotecnologica (ABREU et al., 2015). Esses fungos podem ser nutricionalmente
classificados como saprofitos que colonizam a rizosfera e a filosfera, saprofitos endofiticos,
hemibiotroficos, necrotréficos de plantas, entomopatogénicos ou micoparasitarios € alguns
deles podem adotar mais de uma forma nutricional (KHAN et al., 2012).

Os fungos entomopatogénicos sao amplamente distribuidos na natureza e
correspondem as espécies de fungos capazes de parasitar insetos e artropodes (SHAH; PELL,
2003). Esses micro-organismos sao inimigos naturais de diversas espécies como &caros,
afideos, moscas, besouros, lagartas, gafanhotos, e outros insetos, sendo capazes de parasita-
los e ocasionar epizootias, incapacitando-os ou ainda levando a sua morte. Os fungos
entomopatogénicos sdo entdo considerados patogenos que se diferem de outros grupos
principalmente pela sua capacidade de infectar os diversos estagios de desenvolvimento dos
hospedeiros, e por conseguir adentra-los e causar a infec¢ao através do tegumento (contato),
diferente de muitos parasitas que precisam adentrar o interior do hospedeiro (ingestdo) para
parasita-los (ALVES, 1998; ALVES et al., 2008; KHAN et al., 2012).

Os fungos foram descritos como os primeiros micro-organismos empregados no
controle biologico de pragas, onde mais de 700 espécies de cerca de 90 gé€neros, sdo
patogénicos aos insetos, sendo a sua maioria pertencentes aos filos Ascomycota e
Zygomycota (KHAN et al., 2012). Na divisdo Zygomycota, estdo inseridas as espécies
entomopatogénicas da ordem Entomophthorales e na divisdo Ascomycota as espécies
patogénicas da ordem Hypocreales, genéros Metarhizium e Beauveria (ROY et al., 2006). A
utilizacdo desses entomopatogenos no controle de pragas representa uma alternativa
sustentavel ao uso indiscriminado de inseticidas quimicos. Dentre os fungos com atividade
entomopatogénica destacamos: Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii, Metarhizium

anisopliae var. anisopliae, Paecilomyces sp., Aspergillus sp. e Penicillium sp.
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B. bassiana (Bals) Vuillemin foi primeiramente descrito como patdégeno do bicho-de-
seda (Bombyx mori L.) em 1834 por Agostino Bassi (GLARE; MILNER, 1991). Essa espécie
¢ bastante estudada atualmente, pois infecta varias espécies de insetos e outros artrépodes
(ALVES, 1998). Por ser um dos primeiros fungos entomopatogénicos estudados, a larga
experiéncia com B. bassiana possibilitou aos pesquisadores maior compreensdo sobre o
controle biologico utilizando outras espécies de fungos, o que contribuiu com grandes
avangos nesse setor (FENG et al., 1994).

O ciclo sexual da B. bassiana nao ¢ totalmente conhecido, apesar disso, estudos
demonstram que os insetos sdo infectados por conidios (propagulos assexuados) que se ligam
a cuticula do hospedeiro, penetrando-a e levando ao desenvolvimento dos tubos germinativos
que invadem a hemocele. Uma infeccdo bem-sucedida por B. bassiana ¢ dependente
principalmente da atividade de diversas enzimas para a degradacao de proteinas, quitina e
lipidios no tegumento do inseto. Ao invadir a hemocele, o fungo prolifera e coloniza todo o
inseto. Os insetos hospedeiros sao mortos devido ao esgotamento dos nutrientes na hemolinfa
ou devido a toxemia causada por metabolitos toxicos produzidos pelo fungo. Em condi¢des
ambientais favoraveis, principalmente na presenga de umidade, o fungo emerge e produz uma
camada de conidios aéreos na superficie dos cadaveres (ROBERTS, 1981; FERRON et al.,
1991; KHACHATOURIANS, 1991 apud FENG, 1994).

B. brongniartii (Sacc.) Petch foi identificada inicialmente colonizando Melolontha
melolontha, inseto pertencente a familia Melonthidae que pode alimentar-se de folhas de
arvores florestais e causar perda econOmica significativa (EGERT et al., 2005). B.
brongniartii ¢ menos comum que B. bassiana, mas também apresenta distribui¢do mundial
em diferentes habitats, como solos de diferentes regides e insetos (ZIMMERMANN, 2007).
O fungo apresenta especificidade a varias espécies de diversas familias, como Coleoptera
(Cerambycidae, Curculionidae, Ipidae, Lucanidae, Nitidulidae), Lepidoptera (Pyralidae),
Homoptera (Cicadidae), Hymenoptera (Vespidae), Phasmatodea e Orthoptera
(VESTERGAARD, 2002).

As espécies B. bassiana ¢ B. brongniartii produzem metabdlitos toxicos aos insetos
que contribuem com a sua patogenicidade in vitro e in vivo (ZIMMERMANN, 2007). A
maioria dessas moléculas sao metabolitos secundarios de baixo peso molecular em sua grande
maioria peptideos ciclicos, como beauvericina e bassianolida, e os pigmentos bassianina e
tenelina. Além dessas moléculas, uma proteina hidrofilica toxica semelhante a quitosanase
também foi identificada como metabolito produzido por Beauveria ssp (FUGUET; VEY,

2004). O principal metabolito produzido por B. brongniartii ¢ a oosporina, enquanto o
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metabolito secundario ciclosporina A ¢ produzido principalmente por B. bassiana. O
conhecimento acerca dos metabolitos produzidos pelos fungos entomopatogénicos ¢ de
extrema importancia para elucidar o modo de agdo que a espécie desempenha no hospedeiro,
para procurar novos produtos quimicos para uso no controle de pragas, avaliar a segurancga de
fungos especificos propostos para uso no controle de pragas e ainda conduzir estudos
quimicos basicos sobre produtos naturais (ROBERTS, 1981).

M. anisopliae (Metsch.) Sorokin ¢ bastante conhecido por parasitar varios insetos e
por apresentar a possibilidade de produgdao em massa e o uso de diversas técnicas de aplicagao
(ALVES, 1998; KASSA et al., 2008). M. anisopliae também produz metabolitos secundarios
e toxinas, como beauvericinas, oosporeina, bassianolides, tenellina, bassiacridina, destruxinas,
acido oxalico, entre outros. Entretanto, a funcdo especifica desses metabolitos durante o
processo de infec¢ao do hospedeiro ainda nao foi elucidada (VEY et al., 2001). Em 2009,
Coutinho demonstrou que M. anisopliae infecta e causa mortalidade de aproximadamente 10
% das larvas de Deatrea Saccharalis, enquanto Zappelinni et al. (2010) demonstraram que as
linhagens M. anisopliae IBCB 384 e M. anisopliae IBCB 425 causaram mortalidade de 96 %
e 82 % em larvas de D. saccharalis, respectivamente. No Brasil, anualmente, mais de 20 %
dos 9 milhdes de hectares de cana-de-agucar sdo tratados com M. anisopliae para controlar os
cercopideos Mahanarva fimbriolata ¢ M. spectabilis, popularmente conhecidas como
cigarrinhas (PARRA, 2014; VAN LENTEREN et al., 2017).

Paecilomyces sp. ¢ um género reconhecido por parasitar nematoides e por causar
epizootias em insetos como acaros, moscas de frutas e percevejos (JIJI et al., 2006;
FIELDER; SOSNOWSKA, 2007; RAMBADAN et al., 2011, apud AMALA et al., 2012).
Paecilomyces sp. apresenta muitas espécies termofilas, sendo os estados perfeitos (fase
sexuada) classificados no género Ascomicetos, enquanto o grupo Isarioidea contém
mesofilos, incluindo varias espécies entomopatogénicas ou nematofagas bastante estudadas
como P. fumosoroseus, P. farinosus, P. lilacinus, P. amoeneroseus, P. tenuipes € P. javanicus
(INGLIS; TIGANO, 2005).

P. fumosoroseus ¢ patogé€nica a diversos insetos como a mosca-branca (Bemisia
tabaci; Hemoptera, Aleyrodidae), traca-das-cruciferas (Plutella xylostella L.; Lepidoptera:
Plutellidae) e a mosca-branca da folha prateada (Bemisia argentifolii; Hemoptera,
Aleyrodidae) (IBRAHIM; LOW, 1993; WRAIGHT et al., 1998). Atualmente, ja existe um
bioinseticida de interesse comercial significativo para o controle de moscas brancas,

produzido utilizando P. fumosoroseus (LACEY et al., 2001).
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Paecilomyces sp. também foi descrito como produtor de 13 metabdlitos secundarios,
como as paeciloxocinas A (C;H2406) € B (C3H2607). As paeciloxocinas A exibiram
atividade citotéxica em ensaios in vitro, enquanto as paeciloxocinas B demonstraram
atividade antimicrobiana (WEN et al., 2010).

Outro género com acao entomopatogénica ¢ o Aspergillus sp, da ordem Ascomycota.
Espécies desse género podem apresentar uma condi¢ao conhecida como pleomorfismo devido
a sua capacidade de produzir esporos mitoticos (assexuais) ou meioticos (sexuais)
(REYNOLDS, 1994). Aproximadamente um terco das espécies de Aspergillus conhecidas
apresentam estagio sexual, e em sua maioria sao homotalicos, ou seja, podem produzir tanto
esporos meidticos quanto esporos mitdticos (GEISER, 2008). O género Aspergillus ¢ um dos
mais importantes para a Biotecnologia, pois algumas espécies ja sao utilizadas no setor
industrial a partir da fermentacdo para produg¢do de enzimas, compostos farmacéuticos e
acidos organicos, contribuindo significativamente na economia. Uma espécie que merece
destaque nessa vertente ¢ 0 A. niger, que comegou a ser explorado na industria em 1919 para
producdo de acido citrico através de técnicas de fermentacdo. Devido a sua habilidade de
produzir enzimas extracelulares, acido citrico, acidos fumarico e gluconico, 4. niger continua
sendo bastante estudado e representa um dos micro-organismos mais importantes para a
Biotecnologia (SCHUSTER et al., 2002).

Outras espécies de Aspergillus como o A. parasiticus € o A. flavus primeiramente
descritas como espécies entomopatogénicas que atacam cochonilhas da cana-de-agucar
(Pseudococcus calceolariae e Saccharicoccus sacchari) sdo caracterizadas por apresentarem
propriedades inseticidas contra varias espécies de insetos e dacaros e pela capacidade de
producdo de aflotoxinas conhecidas por desencadear intoxicagdes cronicas € cutaneas em
mamiferos e efeitos carcinogénicos em diversos organismos (DRUMMOND; PINNOCK,
1990). A. flavus foi utilizado no controle bioldgico da Musca domestica (Diptera: Muscidae)
e garantiu uma mortalidade 100 % das moscas em todos os bioensaios na concentragio 10°
conidios/mL™" (NUNES et al., 2002).

A. clavatus (Eurotiales: Trichocomaceae) isolado de um gafanhoto (Oedaleus
senegalensis) também demonstrou potencial para uso no controle bioldgico. Estudos
demonstraram que o 4. clavatus foi patogénico contra larvas dos mosquitos Aedes aegypti L.,
Anopheles gambiae s.l. Giles e Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) (SEYE et al.,
2009). Ja o A. oryzae, muito utilizado na fermentagdo de alimentos orientais, também foi
caracterizado como entomopatogénico por parasitar gafanhotos da espécie Locusta migratoria

(Orthoptera: Acrididae) (ZHANG et al., 2015). Outros estudos demonstraram a capacidade de
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Aspergillus sp. em controlar populacdes de Creontiades dilutus, um inseto herbivoro
endémico da Australia que ataca o algodoeiro transgénico em culturas comerciais de algodao
transgénico (MENSAH; AUSTIN, 2012). Estudos recentes demonstraram que o A. giganteus
foi eficaz no controle bioloégico do Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca de
Chagas, causando pelo menos 50 % de mortalidade em experimentos in vitro (COSTA et al.,
2003).

Penicillium sp., apresentam as fases anamorfas (ciclo assexual) e teleomorfas (ciclo
sexual). Algumas espécies desse género ja foram descritas como entomopatogénicas, como P.
corylophilum, P. fellutanum, P. implicantum, P. janthinellum, P. viridicatum e P. waksmanii
que demonstraram capacidade de parasitar e causar mortalidade em larvas de Ae. fluviatilis, A.
aquasalis e C. quinquefasciatus (COSTA et al., 1998). Além disso, outro estudo demonstrou
que uma linhagem de Penicillium sp. apresentou atividade ovicida significativa contra Ae.
aegypti em experimentos in vitro (LUZ et al., 2007). P. citrinum foi capaz de causar
mortalidade em larvas de C. quinquefasciatus in vitro, e reduziu a sobrevivéncia dessas larvas

em um teste de campo (MAKETON et al., 2013).

3.2 Mecanismos biologicos da acdo dos fungos entomopatogénicos sobre os insetos

Os fungos entomopatogénicos sdo capazes de penetrar a cuticula do inseto hospedeiro,
ou seja, nao precisam ser ingeridos para desempenhar sua fun¢do patogénica, o que lhes
confere uma vantagem em comparacdo com outros entomopatdgenos, como nematoides e
bactérias. O mecanismo que o fungo desempenha no processo de infec¢ao do hospedeiro pode
variar dependendo da espécie do fungo e do préprio hospedeiro, sendo a interagdo entre estes
influenciada por diversos fatores ambientais como umidade, temperatura, radiagdo e luz,
condig¢des nutricionais e pela susceptibilidade do hospedeiro em questdao (RUSTIGUEL et al.,
2017). De modo geral, o ciclo apresenta as fases de adesdo, germinagdo, formacao dos
apressorios, formagao das estruturas de penetracao, penetragao, colonizacao e reproducao do
fungo (ALVES et al., 1998) (Figura 1).

A adesdo ocorre basicamente em trés etapas: primeiramente ¢ observado a adsorc¢ao
dos conidios na superficie da cuticula do inseto, posteriormente ocorre a adesdo dos
propagulos pré-germinativos na epicuticula e por fim ocorre a germinacdo € o
desenvolvimento do fungo na superficie do inseto até o desenvolvimento do apressorio para
iniciar o estagio de penetracdo (FARGUES, 1984). O processo de adesdo ¢ uma fase
complexa que ocorre apos o contato fungo-hospedeiro e funciona como uma preparagdo para

a penetragdo. Os mecanismos envolvidos nessa fase ainda nao foram totalmente elucidados,
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em alguns fungos pode ser um processo simples enquanto em outros ocorrem interagdes
moleculares complexas entre o entomopatogeno e a superficie do hospedeiro que servira de
alimento para o fungo. Nesse processo, existem forgas eletrostaticas atuantes que varia
dependendo da espécie do fungo, além de ser relacionado com a camada de microbastonetes
geralmente de composicdo lipoproteica. Esse processo ¢ dependente da constituicao
enzimatica na superficie dos conidios nao-germinados (sendo as principais enzimas esterases
e proteases) e alteram a superficie do tegumento do inseto hospedeiro favorecendo a nutrigao
do fungo e posteriormente sua germinagdo (ALVES, 1998).

A expressao de enzimas hidroliticas como as proteases, quitinases e lipases associada
a outros fatores, como condi¢des favoraveis de temperatura, pH, umidade, oxigénio e
nutricdo, promovem a germinagdo ¢ o crescimento do fungo através da superficie do
hospedeiro seguida da penetragdo das camadas cuticulares. O fungo entdo germina sobre o
inseto e produz um tubo germinativo. A germinagdao também pode ser favorecida pela
presenca de nutrientes como esterol, aminoacidos, hexoses entre outros, ¢ afetada pelas
substancias quimicas existentes na superficie do inseto hospedeiro (acidos graxos, fendis,
lipideos ou ainda a microflora saprofitica na sua superficie) (ZHENG et al., 2011; XIAO et
al., 2012).

Na extremidade do tubo germinativo formado no processo de germinagdo, ocorrem
alteragdes morfoldgicas como a dilatagdo das hifas formando uma estrutura chamada de
apressorio. Essa estrutura exerce uma pressao para o interior do inseto, iniciando a penetragao
do fungo na cuticula do inseto. Essa estrutura ¢ conhecida como grampo de penetracao
(ALVES, 1998; DIAZ et al., 2006; MARANHAO, 2008).

Na penetragdo estdo envolvidos processos fisicos e quimicos que vao culminar no
aumento do metabolismo do tubo germinativo e na penetragdo mecanica do fungo. O
principal processo fisico ¢ o rompimento das areas membranosas ou esclerosadas a partir da
hifa terminal, enquanto o processo quimico envolve a produgdo de enzimas (proteases, lipases
e quitinases) que facilitam esse processo. Os locais de penetracao do hospedeiro podem ser o
aparelho bucal, anus, espiraculos (local do sistema respiratorio onde o ar entra no organismo
do inseto), sifao respiratorio (capta o oxigénio na superficie da dgua ou em plantas
submersas), tarsos (regido articulada na perna dos insetos), mas a porta de entrada mais
comum localiza-se nas membranas intersegmentais do abdome. A penetracao oral também
pode ocorrer dependendo da espécie do fungo e do hospedeiro (ex.: pernilongos) (ALVES,

1998).
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Depois da penetragdo, se inicia o processo de colonizagdo do inseto hospedeiro. A hifa
engrossa ¢ se ramifica no tegumento e depois na hemocele produzindo novos conidios e
outros corpos hifais, estruturas que podem ser unicelulares ou multicelulares que perderam a
parede celular mas possuem uma capa fibrilar delgada na membrana plasmatica sendo entao
responsaveis pela nutricdo do fungo entomopatdgeno através da degradagdao das fontes de
carbono presentes na hemolinfa do inseto hospedeiro (MARANHAO, 2008; RAMIREZ et al.,
2014; VERISSIMO, 2015). Apesar de iniciar na hemocele, a colonizagio continua no resto do
corpo do hospedeiro (sistema nervoso, digestivo tibulos e corpos gordurosos) podendo
colonizar todos os érgdos do inseto (MARTINEZ, 2014). Durante esse processo, os fungos
podem secretar toxinas que podem afetar a fisiologia do hospedeiro. Por outro lado, o
hospedeiro pode desencadear na hemocele reacdes humorais e celulares de defesa contra a
presenca do fungo, como encapsulacdo e nodulacdo. O tempo dessa fase pode variar
dependendo do inseto, do fungo e das condigdes ambientais. Alguns fungos podem matar o
hospedeiro apenas pelo consumo dos seus nutrientes, pois ndo secretam toxinas, esses fungos
entdo se desenvolvem e se disseminam dentro do hospedeiro (ALVES, 1998; RAMIREZ et
al., 2014). Apdés o processo de colonizagdo, ocorre a reproducdo e propagacao do
entomopatogeno.

Durante a infeccdo do hospedeiro, os fungos produzem diversos compostos como
enzimas (ex.: proteases, quitinases e lipases) e toxinas que desempenham fungdes primordiais
no processo de infeccdo, pois podem estar relacionadas as proteinas da superficie que
medeiam a fixacao dos conidios na cuticula do hospedeiro e podem auxiliar no processo de
degradacao da cuticula, na formacdo do apressorio e interferir nos sistemas fisiologico e
neurologico do hospedeiro reduzindo sua resposta imune (AMIRI-BESHELI et al., 2000;
QUESADA-MORAGA; VEY 2004; XU et al., 2008; XU et al., 2009; ORTIZ-URQUIZA et
al., 2013, apud RUSTIGUEL et al., 2017).

Dentre os sintomas iniciais da infeccdo destacam-se o aparecimento de manchas
escuras no tegumento, o inseto diminui ou cessa a alimentagdo tornando-se mais fraco e
podendo demonstrar paralisia, desorientagdo e perda de coordenacdo dos movimentos. O
tegumento pode entdo sofrer uma alteracdo de cor dependendo do fungo que o infectou, os
insetos tornam-se mumificados e posteriormente pode assumir uma coloracao esbranquicada
no caso de B. bassiana ou verde oliva no caso de M. anisopliae, resultante do crescimento do
micélio (ALVES, 1998; PASTOR, 2013). Apos a morte dos insetos, as hifas comegam a
emergir dos cadaveres que ficam recobertos com uma massa micelial. Quando as condi¢des

ambientais nao sdo favoraveis, o fungo permanece no interior do inseto, sobrevivendo por um
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tempo até o momento em que as condi¢des externas se tornem adequadas. A massa micelial
contém os conidioforos, os quais originam novos conidios em um fendmeno conhecido como

conidiogénese (SANCHEZ etal., 2001; SCHAPOVALOFF et al., 2015; AGALI et al., 2017).

Figura 1 — Ciclo de infec¢do do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana em um
invertebrado (adaptado de MASCARIN; JARONSKI (2016).
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Fonte: Adaptado de MASCARIN e JARONSKI (2016).

3.3 Enzimas proteoliticas e sua relacdo com a patogenicidade de fungos filamentosos

entomopatogénicos

O mecanismo principal de infeccao dos fungos entomopatogénicos aos seus diversos
hospedeiros envolve diversas enzimas hidroliticas que auxiliam os fungos a adentrar o
hospedeiro, sobrecarregando-o em um processo degradativo que faz com que as hifas possam
penetrar através da cuticula do inseto-hospedeiro parasitando-o, além de obter nutrientes para
seu crescimento e reprodugdo. Dentre essas enzimas, as proteases representam a principal

classe enzimatica no processo de infeccdo. Sua importancia ¢ destacada pela diversidade de
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genes encontrados nos genomas desses organismos (ORTIZ-URQUIZA; KEYHANI, 2013).
A cuticula do inseto ¢ composta majoritariamente por microfibras cristalinas de quitina em
uma matriz proteica, sendo as enzimas proteoliticas, como as proteases, as primeiras enzimas
produzidas no processo de infeccdo (PEDRINI et al., 2007). Essa agao foi demonstrada em
estudos realizados na década de 1980 onde foi observado que as proteases atacam a cuticula
do inseto-hospedeiro antes das enzimas quitinoliticas como quitinases e N-
acetilglucosaminidases, ja que as proteinas recobrem e protegem as microfibras de quitina
(SMITH et al., 1981; FUKAMIZO; KRAMER, 1985).

Além da importancia na degradagdo da cuticula dos insetos, as proteases sao
fundamentais para o crescimento saprofito do fungo. Podem atuar como fator de viruléncia e
ainda ativar oxidases como a prophenol oxidase na hemolinfa do inseto hospedeiro,
contribuindo fortemente no processo de infecgao (KHAN et al., 2012).

Trés proteases principais foram isoladas, purificadas e caracterizadas a partir do fungo
M. anisopliae: Prl, Pr2 e Pr4 (ST LEGER et al., 1987; COLE et al., 1993 apud SAMUELS e
PATERSON, 1995). Prl demonstrou atuar como uma protease nao-especifica, hidrolisando
diversos substratos como soro bovino, elastina, caseina, colageno, e a cuticula dos insetos-
hospedeiros. Pr2 ¢ uma protease que ocorre aparentemente como 3 isoenzimas, sendo que
apenas uma foi caracterizada, ¢ demonstrou a habilidade em degradar caseina e albumina. A
Pr4 por sua vez, foi classificada como uma protease que degrada cisteina (ST LEGER et al.,

1987).

3.4 Praga da mac¢a do algodoeiro - A lagarta da maca Heliothis virescens (Fabricius)

(Lepidoptera: Noctuidae)

A cultura do algodoeiro ¢ uma das mais importantes, do ponto de vista econdomico, no
Brasil. Aproximadamente 1.071 hectares de area cultivada sdo de algoddo. A maior
concentracdo da cotonicultura localiza-se na regido Centro-Oeste (Mato Grosso) e desde as
safras dos anos 1998 e 1999 ¢ considerada a regido maior produtora do Brasil. Seguido dessa
regido, o Nordeste ocupa o segundo lugar em producdo, sendo a Bahia o maior estado
produtor. O Mato Grosso e a Bahia sdo responsaveis por aproximadamente 85 % da area
plantada de algodao (FACUAL, 1999; CONAB, 2015).

Apesar do maior centro de producao ser localizado na regido do cerrado, a regido
semidrida também apresenta condigdes ambientais favoraveis para a producao do algodao,

aumentando a geracdo de empregos e a fonte de renda da populagdo local, e, portanto,



23
Silva, C.T.A.

contribuindo para a maior produgdo dessa matéria-prima (BELTRAO et al., 2009). Apesar da
maior parte da cultura do algodao localizar-se no Mato Grosso e na Bahia, a producdo de
produtos industrializados a partir do algodao concentra-se nos estados de Sao Paulo, Minas
Gerais e Ceard, nas industrias de tecelagem e fiagdao. Existem trés grandes vertentes quanto ao
segmento do algodao: a cotonicultura em si, que representa a utilizagdo do algodao em pluma,
o segmento da fiagdo ao tecido (onde enquadra-se a industria téxtil), e o setor de confecgao
que contribui significativamente com a estabilizagdo da economia (TURRA, 2004 apud
BERTOLLETI; CAMILO, 2007).

Em todas as regides onde prevalece a cotonicultura, em especial no Cerrado brasileiro,
ocorre inumeras pragas durante o ciclo de produg¢do do algoddo, que podem acarretar
prejuizos. O algodoeiro € uma das culturas mais susceptiveis ao ataque de pragas, sendo mais
de vinte conhecidas (GALLO et al., 1988), o que faz com que seu manejo necessite de
cuidados acima dos padrdes para garantir o sucesso no cultivo. Para o controle dessas pragas,
faz-se necessario a utilizagdo de um controle quimico, geralmente de alto custo e que acaba
gerando um aumento no custo final do algodao, afetando a producao e a comercializagdo do
mesmo, e tornando-o menos competitivo no mercado mundial (PERES et al., 2012).

Dentre as pragas que afetam o algodoeiro destaca-se a lagarta-da-maca, H. virescens
(Figura 2). Essa praga ¢ amplamente distribuida no continente americano, podendo utilizar
como hospedeiras varias familias de plantas, com destaque o algodoeiro e outras culturas
economicamente significativas como tomate, tabaco, soja, girassol, trigo, abodbora, pimentao,
berinjela, milho, ervilha, feijdo e cana-de-agucar (YEPEZ et al., 1990; McCAFERRY, 1998;
SAZAKI, 2004; BLANCO et al., 2006). A lagarta H. virescens pode consumir seis estruturas
frutiferas, principalmente macgas, botoes florais, folhas e flores, mas também podem atacar
vagens e graos. Essa praga faz buracos na planta adentrando os botdes florais, destruindo e
ocasionando sua queda (PAPA, 2003; DOMINGUES, 2011). Para cada 5 % de infestacdo,
estima-se uma destruicao de 25 % das magas, causando danos irreversiveis e um elevado
prejuizo dependendo do estagio do algodoeiro quando ocorre a infestacdo pela praga
(GARCIA, 1971; SANTOS, 1977). Além de alimentarem-se das estruturas reprodutivas da
planta hospedeira, a infestacdo por H. virescens pode propiciar um aumento na penetracao de
micro-organismos, aumentando ainda mais as perdas causadas por esta (SCHECK; GOULD,
1995). Além do prejuizo provocado por sua infestagcdo, H. virescens ¢ de dificil controle e tem

habilidade de desenvolver resisténcia aos defensivos agricolas (SAZAKI, 2004).
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Figura 2 — Lagarta Heliothis virescens (estagio L3).

Fonte: Autor, 2018.

Atualmente, as estratégias de controle da H. virescens envolvem a utilizagao de
inimigos naturais como os percevejos Orius sp., Geocoris sp., € Tropiconabis sp., em locais
de baixa infestacao da praga para manter as populacdes de H. virescens abaixo dos niveis que
causam danos econdmicos. Além disso, também sdo utilizadas medidas de controle cultural
como a pratica da semeadura concentrada das areas vizinhas de algodao em até 30 dias,
contribuindo para a diminui¢do da migracao das mariposas. O controle quimico, entretanto, ¢
o mais utilizado. Para evitar danos ambientais mais graves e o desenvolvimento de
populagdes resistentes, sao mais indicados inseticidas fisioldgicos ou bioldgicos nos casos de
infestagao na fase inicial (MIRANDA, 2010).

Nos casos onde os niveis de infestacdo podem levar a perdas econdmicas, entretanto,
essa abordagem pode levar a selecdo por resisténcia. Atualmente, com o avango da
biotecnologia, tém sido utilizadas plantas geneticamente modificadas (controle genético),
principalmente o algodoeiro Bt, que contém um gene de uma bactéria encontrada no solo,
Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) que confere resisténcia a algumas espécies de pragas
(SHARMA; ORTIZ, 2000; PAPA, 2003, SAZAKI, 2004). Apesar de apresentar resisténcia a

algumas pragas, alguns estudos indicam que nao ha diferenca quanto a ocorréncia de lagartas
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H. virescens em plantas de algodoeiro Bt e nao Bt (BLANCO et al., 2007; PERES et al.,
2012). Além disso, por apresentar diversas espécies de inimigos naturais, como vespinhas e
trichogramma, o algodoeiro também pode contar com o controle bioldgico natural das pragas
(JUNIOR et al., 2006).

Quanto aos aspectos biologicos da H. virescens, seus ovos sao de forma esférica, com
a base achatada e branco-amarelados. O ciclo de vida da H. virescens (Figura 3) inicia-se com
a deposicao dos ovos em botdes florais, flores e frutos, levando de 3 a 5 dias para eclodirem.
Quando proximos de eclodirem, em cerca de trés dias, alteram sua cor para cinza. Sao
depositados entre 300 a 600 ovos por vez sobre as bracteas, folhas novas e bracteas de botdes
florais (SANTOS, 2001; RODRIGUES FILHO, 2001; MOREIRA et al., 2009). As lagartas
dessa espécie geralmente desenvolvem-se entre 5 a 6 instares larvais (fases L1 a L6) e
possuem diferentes coloragdes. Nessas fases ocorrem alteragcdes morfologicas como por
exemplo o aumento da largura da cabega das larvas que eclodem com 0,26 mm e crescem
atingindo 2,87 mm na fase L6. O comprimento das lagartas também pode variar entre 1,4 mm
no primeiro instar (L1) e 36 mm no quinto instar (L5) (FYE; McADA, 1972).

Quando recém-eclodidas sdo verdes, depois de um periodo tornam-se verde-claro,
creme, marrom cinza ou rosa, sendo variavel de acordo com condigdes ambientais, tais como
temperatura ¢ tempo de vida ou ainda a exposi¢do a produtos quimicos. Possui tubérculos
escuros ¢ com pelos e placa dentada na face interna, apresenta pontuagdes salientes e escuras
no corpo e quatro pares de falsas pernas. Seu periodo de crescimento pode variar dependendo
da temperatura, sendo em geral cerca de 26 dias, atingindo entre 20mm e 25mm de
comprimento (SANTOS, 2001; ANDRADE, 2007). A pupa da H. virescens (periodo entre a
fase de larva e a fase adulta) ¢ uma fase que dura de 10 a 18 dias, apresentando coloragao
vermelha, e tornando-se marrom escura quando esta proxima da fase adulta. A fase de pupa
inicia-se apos a lagarta se desenvolver e descer da planta, ocorrendo no solo. Na fase adulta
torna-se uma mariposa com asas dianteiras verdes, e trés linhas transversais vermelhas. Seu
periodo de vida é de cerca de 15 dias, em uma temperatura de 30 °C, podendo deslocar-se
para outras regioes dependendo das condic¢des locais (MOREIRA et al., 2009; DOMINGUES,
2011). O seu ciclo de vida ocorre geralmente nos meses mais quentes. As fases larval, pupal e
adulta maturam-se mais rapidamente em temperaturas mais elevadas, ocasionando também
uma maior velocidade de senescéncia. Em regides mais frias, a H. virescens apresenta um
ciclo de vida mais lento (FYE; McADA, 1972).

Devido a sua alta capacidade de destruicao, essa praga causa prejuizos econdmicos

consideraveis. Um estudo realizado em 1961 por Sauer, demonstrou que uma unica lagarta de
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H. virescens pode devastar at¢ 24 estruturas reprodutivas do vegetal (SAUER, 1961 apud
SAZAKI et al.,, 2004). H. virescens apresenta uma elevada capacidade de reproducao,
podendo alcancar 3 geracdes € um so ciclo, além de possuir movimentos migratdrios para

regides favordveis para sua propagagdao aumentando sua taxa populacional (DOMINGUES,

2011).

Figura 3 — Ciclo de vida da Heliothis virescens. (A) adulto; (B) ovo; (C) lagarta; (D) pupa
(crédito: Caroline Targino adaptado de LINS, 2014).

Fonte: Adaptado de LINS, 2014.
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3.5 Importancia do controle biolégico

Uma diversidade de fitopatdogenos podem causar doengas em culturas importantes,
sendo responsaveis por perdas inestimaveis. Dentre as diversas causas que resultam na
diminui¢do da produtividade das culturas, as pragas sdo as mais significativas por ocasionar
perdas econdmicas estimadas em 40 bilhdes de dolares em todo o mundo (ROBERTS et al.,
2006; RAHMAN et al., 2018).

De forma geral, o controle de pragas ¢ realizado com inseticidas, os quais nem sempre
sao eficientes, além de reduzirem a populacao de inimigos naturais (PAPA, 2006). Por outro
lado, o controle ¢ essencial para garantir a produtividade de alimentos, fibras e materiais.
Dentre as alternativas para o controle de pragas, o controle biologico pode ser a melhor opgao
no desenvolvimento de técnicas e produtos de baixo custo, sustentaveis e que causem o
minimo de danos para a plantagao e para os consumidores (RAHMAN et al., 2018).

O controle biologico cléssico teve inicio no final do século XIX na California, Estados
Unidos, através da utilizacao de Cryptochaetum iceryae € Rodolia cardinalis para controlar a
praga Icerya purchasi, popularmente conhecida como cochonilha australiana ou pulgao
branco, um inseto-praga que ataca principalmente frutas citricas. Desde entdao, mais de 5.000
programas de controle bioldgico através da introducdo de inimigos naturais de pragas ja
foram registrados, utilizados cerca de 400 espécies de artropodes conhecidas (GREATHEAD,
1992; HILL; GREATHEAD, 2000).

O principal principio do controle biologico baseia-se na reducao da dependéncia da
utilizacao de agroquimicos e dos riscos para o meio ambiente e para a saide humana (COOK;
BAKER, 1983). O controle biologico utilizando entomopatogenos pode ser definido como a
utilizacao de bactérias, fungos, virus, nematoides e protozoarios no controle de insetos-praga
(ALVES, 1998). Esse processo pode incluir diversas interagdes como por exemplo a
supressao do inseto-praga utilizando outros organismos ou aplicando micro-organismos
antagdnicos ou patogenos a este (RAHMAN et al., 2018). Além disso, ¢ importante ressaltar
que a utilizagdo de programas de controle bioldgico diminui consideravelmente as perdas nas
culturas por ataques de insetos-praga, conservando os recursos naturais por utilizar praticas
ecologicamente corretas e seguras, sendo considerado uma estratégia fundamental do manejo

integrado de pragas (KOGAN, 1998).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolamento e identificaciao
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Genética Molecular e
Biotecnologia Vegetal do Centro de Biotecnologia — CBIOTEC — UFPB (Universidade

Federal da Paraiba). Foram utilizados seis isolados fungicos descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Origem dos isolados de fungos filamentosos com agdo entomopatogénica.

Espécie flingica | Substrato de isolamento/Origem
*eBeauveria

bassiana — Acesso
URM 2915 Nezara viridula/*"CENARGEM/PR — 1987

*eBeauveria
brongniartii —
Acesso URM 6504 Solo de sistema agroflorestal/ Abreu e Lima/PE — 2011

*eMetarhizium

anisopliae var.

anisopliae — Acesso

URM 4920 Mahanarva posticata/Usina Serra Grande/Maceidé/AL — 2005

Paecilomyces sp.
TPO8 Oleo diesel/Posto de gasolina/Jodo Pessoa/ Paraiba — 2014

Formiga cortadeira/Reserva florestal da Universidade Federal da
Aspergillus sp. Paraiba, Campus 1, Jodo Pessoa/PB — 2017

Pegas anatomicas/Complexo Laboratorial do Centro de Ciéncias
da Satde/Universidade Federal da Paraiba, Campus 1, Jodo
Penicillium sp. Pessoa/PB — 2016

* Linhagem utilizada no controle bioldgico da cigarrinha da cana-de-agticar no Norte, Nordeste e Sudeste.
*Linhagens cedidas pela Micoteca URM do Departamento de Micologia/ Universidade Federal de
Pernambuco/UFPE. *Centro Nacional Agropecuario de Recursos Genéticos. Fonte: Autor.

4.2 Origem das lagartas
As lagartas adultas foram adquiridas através da Empresa Pragas.com

(http://www.pragas.com.vc).

4.3 Meio de cultura e manutenc¢ao da cultura fingica
Foi utilizado o meio de cultura dgar-Sabouraud-dextrose contendo 10 g de peptona de

carne, 40 g dextrose, 15 g de agar e 1000mL de 4gua destilada, e o pH mantido em torno de
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5,6. As amostras foram repicadas em tubos de ensaio contendo meio agar-Sabouraud-
dextrose, onde a cultura foi mantida a temperatura ambiente durante 15 dias e em seguida, sob

refrigeracdo a 4°C.

4.4 Crescimento radial

Fragmentos da cultura fungica foram colocados no centro da placa de Petri contendo o
meio de cultura especifico. Em seguida, as placas foram mantidas em temperatura ambiente.
As observagdes foram feitas durante 12 dias para caracterizacao do aspecto macroscopico da

colonia.

4.5 Meio de cultura para caracteriza¢ao da atividade proteolitica
Foi utilizado o meio-agar-leite preparado com 50 g de leite Molico desnatado Nestlé®,
15 g de agar, 1000mL de adgua destilada e pH 6,8. O meio foi autoclavado durante 15 minutos

a 120°C e em seguida, distribuido em placa de Petri.

4.6 Atividade Proteolitica

O in6culo do fungo foi colocado no centro da placa de Petri sobre o meio de cultura
agar-leite. Foi avaliada no periodo de 12 dias, a capacidade de degradagao da caseina do leite
em po, Unica fonte de nitrogénio adicionada ao meio, para medir a atividade proteolitica de
todos os isolados fungicos. A degradagdo foi avaliada macroscopicamente pela formagao do

halo transparente ao redor da coldnia.

4.7 Determinacao da atividade proteolitica e do indice enzimatico

Para determina¢do do indice enzimatico (IE), foi utilizada a metodologia descrita por
Hankin e Anagnostakis (1975), em que a atividade da espécie avaliada decorre da razdo entre
o didmetro da coldnia (Oc) e o didmetro da colonia, acrescido da zona de precipitagdo do halo

(Oh).

IE= Didmetro da coldnia (@c¢)

Didmetro da coldénia + Zona de precipitacdo do halo (@h)

A partir do IE, a atividade enzimatica (Pz) pode ser classificada como:

A) negativa (IE = 1, Pz = classe 1);
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B) positiva (0,64 = IE < 1, Pz = classe 2);
C) fortemente positiva (IE < 0,64, Pz = classe 3).

4.8 Preparo da solucio de conidios

Aspergillus sp., B. bassiana, B. brongniartii, M. anisopliae var. anisopliae e
Penicillium sp., foram inoculados em meio de cultura Agar-Sabouraud-Dextrose 2 %. As
placas foram mantidas a temperatura de 25 + 2 °C, por um periodo de 10 a 15 dias para
crescimento e conidiogénese. Apos esse periodo, os conidios foram coletados, raspando-se a
superficie da colonia para a realizagdo dos bioensaios. Para o preparo das suspensdes de
conidios, utilizou-se agua destilada autoclavada e Tween 80 0,01 % (v/v). Em seguida, foi
estimada a concentracdo de conidios em camara de Neubauer e as suspensdes foram

padronizadas em 1,0 x 10® conidios/mL™" para cada isolado fingico.

4.9 Avaliacao da eficiéncia e especificidade dos isolados fingicos sobre a lagarta da maca
(bioensaio)

A metodologia foi adaptada a partir do trabalho de Santos et al. (2007). Para cada
espécie de fungo, foi realizado um experimento com 30 lagartas, correspondendo a trés
repeticdes de 10 lagartas para cada tratamento (T1 = suspensdo de 1,0 x 10* conidios.mL™ +
Tween 80 e T2 Grupo controle = agua destilada autoclavada + Tween 80). As lagartas foram
transferidas individualmente para placas de Petri contendo papel de filtro com 1 mL da
suspensao de conidios mais a dieta de Greene, cuja composi¢do esta demonstrada na Tabela 2
(BUSATO et al., 2006). As placas foram mantidas a temperatura de 25 + 2 °C e umidade
relativa de 70 + 10 %, sendo avaliadas a cada 24 horas durante 10 dias, para observacdo da

extrusao do fungo e confirmagao da morte pelo patdgeno.

4.10 Técnica da fita adesiva para a visualizacao dos conidios

Sobre a colonia do fungo cultivado em meio de cultura agar-Sabouraud-dextrose
pressionou-se um pedago de fita adesiva transparente (Durex) para capturar as estruturas. Em
seguida a fita foi pressionada em uma lamina contendo uma gota de corante azul de lactofenol

e posteriormente analisada ao microscépio optico (ARANGO; CASTANEDA, 1995).

4.11 Cultura em laminula para visualizacido das estruturas vegetativas e reprodutivas
Em uma placa de Petri contendo meio de cultura agar-Sabouraud-dextrose foi

inoculado pequenos fragmentos do fungo. Em seguida foi colocado uma laminula limpa e
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previamente flambada sobre o fragmento fungico. As placas foram deixadas a temperatura
ambiente e as estruturas foram observadas diariamente a cada 24 h durante 5 dias. As
estruturas foram coradas com uma gota de lactofenol azul de algoddo e em seguida

observadas ao microscopio.

Tabela 2 — Composicao da dieta artificial de Greene (adaptado de BUSATO et al.,
2006).

Dieta de Greene

Constituinte | Quantidade
Feijao branco 102,90 g
Germe-de-trigo 82,30 g
Farelo de soja 41,20 g
Leite em po 30,90 g
Levedura de cerveja 51,40 g
Acido ascorbico 490 ¢
Acido sérbico 2,50 g
Nipagin 4,10 ¢g
Solucao vitaminica 8,20 mL
Tetraciclina 0,10 g
Formoldeido (40 %) 4,90 mL
Agar 18,90 g
Agua 1400,00 mL

Fonte: Adaptado de BUSATO et al., 2006.

4.12 Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. A anélise estatistica dos
dados foi realizada pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade, conforme anélise de variancia (ANOVA) utilizando o Proc ANOVA do SAS
(SAS Institute, 1999-2001). As médias dos tempos letais (TLsy) foram determinadas por meio
do Proc Probit (SAS Institute, 1999-2001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao do indice e da atividade enzimatica dos isolados fiungicos

Os resultados obtidos a partir da avaliacdo da capacidade de producao de enzimas
proteoliticas extracelulares dos 06 isolados fungicos estdo sumarizados na Tabela 3. O IE ¢
um dos parametros semi-quantitativos mais usados para se avaliar a producdo de enzimas
pelos micro-organismos em meio solido. Os micro-organismos considerados produtores de
enzimas possuem uma correlagdo direta entre o didmetro do halo de degradacgao e a habilidade

degradativa (LIN et al., 1991; ARCHER; WOOD, 1995).

Tabela 3 — Indice enzimatico (IE) e atividade enzimatica (Pz) de 06 isolados de fungos
filamentosos entomopatogénicos.

Espécie flingica IE | Pz
Beauveria bassiana 0,92 positiva
Beauveria brongniartii 0,90 positiva
Metarhizium anisopliae var. anisopliae 0,98 positiva
Paecilomyces sp. TPOS 0 negativa
Aspergillus sp. 0,94 positiva
Penicillium sp. 0,97 positiva

Fonte: Autor, 2018.

Os fungos foram cultivados em meio contendo uma unica fonte de nitrogénio, a
caseina do leite. A caseina presente no leite Molico em pd ¢ uma macromolécula composta
por aminodcidos ligados entre si por ligagdes peptidicas, incapaz de penetrar na membrana
celular dos micro-organismos. Para que a caseina seja utilizada pelos fungos, precisa ser
degradada em peptonas, polipeptidios, dipeptideos e aminodcidos. Este processo ¢ possivel
porque os fungos produzem enzimas proteoliticas (proteases) que catalisam a hidrolise da
caseina em aminoacidos, os quais sdo depois assimilados e catabolizados pelas células
(GEISSELER; HORWATH, 2008).

Os isolados fungicos (Aspergillus sp., M. anisopliae var. anisopliae, B. bassiana, B.
brongniartii e Penicillium sp.) com excecao do Paecilomyces sp., demonstraram potenciais
produtores de enzimas proteoliticas no meio de cultura agar-leite, porque apresentaram um IE

alto e uma Pz positiva (classe 2), mostrando que esses isolados secretam a enzima avaliada.
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Dentre os fungos filamentosos analisados, M. anisopliae var. anisopliae apresentou IE
de 0,98 e Pz positiva. Foi observado um crescimento radial lento no meio de cultura agar-leite
quando comparado com seu crescimento em meio de cultivo para manutengio (Agar-
Sabouraud-dextrose). Foi observado um halo de 0,1 centimetros (Figura 4 — A1 ¢ A2). O
resultado positivo para atividade proteolitica ja era esperado, pois varios estudos tém
apontado M. anisopliae como potencial agente no controle bioldgico de alguns insetos-praga:
besouro do grao do trigo (Anisoplia austriaca) e curcileo da beterraba (Cleonus
punctiventris), ja que as proteases estao envolvidas no processo de infec¢ao do fungo em seus
diferentes hospedeiros (DIMBI et al., 2004).

No Brasil, M. anisopliae ¢ utilizado no controle biolégico de percevejos das pastagens,
género Deois, da broca da cana-de-agucar, Diatraea saccharalis, da cigarrinha da cana-de-
agucar, Mahanarva posticata e carrapatos que causam impacto na pecuaria (ALVES, 1998;
PEREIRA et al., 2008; VERISSIMO, 2015). A facilidade de adentrar no hospedeiro devido a
alta produgdo de proteases e outras enzimas faz do M. anisopliae um fungo filamentoso com
Otima atividade entomopatogénica. M. anisopliae var. anisopliae possui conidios simples,
curtos, de tamanho que pode variar entre 6 a 8§ um de comprimento, ovalados a cilindricos e
truncados nas extremidades. Os conidioforos formam uma cadeia de conidios basipetala que
se desenvolvem aderidas umas as outras e densas. Os apressorios dessa espécie podem
apresentar forma e tamanho variavel, com diametro entre 5 a 15 um e formas globulares ou
ovoides (TULLOCH, 1976; ALVES, 1998) (Figura 5 — Al e A2).

B. bassiana teve seu crescimento relativamente rapido nos dois meios de cultura
utilizados. Apresentou uma coloragdo branca e textura felpuda caracteristica da espécie e uma
boa capacidade de esporulagdo, macroscopicamente. Microscopicamente, o fungo formou
conidioforos formando densos cachos com conidios uninucleados (Figura 5 — B1 e B2).
Formou um halo de 0,4 centimetros no meio de cultura agar-leite (Figura 4 — B). Apresentou
Pz positiva e IE de 0,92. Essa espécie ¢ bastante explorada no controle biologico de varios
insetos-praga na agropecuaria (STUMER et al., 2004).

B. brongniartii apresentou também uma atividade proteolitica alta, formando um halo
de degradacao de 0,4 centimetros (Figura 4 — C1 e C2). Apresentou Pz positiva e IE de 0,90.
Apresentou um crescimento rapido e boa capacidade de esporulagdo, macroscopicamente,
além de demonstrar microscopicamente a formag¢ao de conidios elipsoides e conididéforos
escassos que podem raramente apresentarem-se na forma de cachos (ALVES, 1998) (Figura 5
— C1 e C2). Essa espécie ¢ utilizada no controle biolégico parasitando varios insetos-praga

(ALMEIDA, 2005; ERLACHER, 2006).
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Figura 4 — Aspecto das colonias dos diferentes isolados fingicos em meio de cultura agar-
Sabourad-dextrose (A1, B1 e C1) e formagao do halo de degradacdo em meio de cultura agar-
leite (A2, B2 e C2). (A) Metarhizium anisopliae var. anisopliae; (B) Beauveria bassiana; (C)
Beauveria brongniartii.

Fonte: Autor, 2017.
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Figura 5 — Micrografias dos fungos filamentosos. A — Metarhizium anisopliae var. anisopliae
(A1 — Apressorio e A2 — Conidios; B — Beauveria bassiana (Bl — Conidioforo ¢ B2 —
Conidios); C — Beauveria brongniartii (C1 — Conidioforo e C2 — Conidios).

Fonte: Autor, 2018.

Aspergillus sp. secretam grandes quantidades de enzimas (HERNANDEZ-
MARTINEZ et al., 2006). Esse género é capaz de obter niveis de atividades enzimaticas
superiores aos fungos que sdo geralmente classificados como os melhores produtores de
proteases (CARVALHO, 2012). Devido a isso, ¢ um género bastante explorado na industria
para diversas finalidades. Dentre as enzimas secretadas pelas espécies, destacam-se as
proteases. As espécies de Aspergillus sp. geralmente apresentam conidiéforo asseptado,
conectado a uma hifa vegetativa. O conidioforo estende-se até a vesicula, onde as células

conidiogénicas sao formadas, originando conidios globosos, hialinos, unicelulares e que se
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apresentam dispostos em cadeias (ABARCA, 2000; XAVIER et al., 2008; SILVA, 2009;
COSTA et al., 2014; REIS; ROCHA, 2014) (Figura 6 — C1 e C2).

O isolado de Aspergillus sp. avaliado neste estudo, formou um halo de degradacao de
0,4 centimetros (Figura 7 — B2). Apresentou Pz positiva e IE de 0,94. Nossos resultados
coincidem com os de Cuzzi (2011). O autor avaliou o isolado D2-NC (Aspergillus sp.),
quanto a atividade proteolitica (0,85) e a Pz foi classificada como positiva (classe 2).

As espécies de Penicillium possuem potencial para a produgdo de proteases e outras
enzimas de interesse biotecnologico, caracteristica muito visada no ramo da biotecnologia e
da industria atualmente (IKRAM; MUKHTAR, 2007). Os conidioforos desse género sao
ramificados e apresentam células conidiogénicas nas extremidades, originando conidios
unicelulares, cuja forma pode ser esférica, eliptica ou oval (KIMATI et al., 1997) (Figura 6 —
B1 e B2).

No nosso estudo utilizamos um isolado de Penicillium sp. A coldnia formou um halo
de degradacao de 0,1 centimetros (Figura 7 — Al e A2). Apresentou IE de 0,97 e Pz positiva.
Nossos resultados obtidos para as espécies Aspergillus sp. € Penicillium sp. corroboram com
os de Bajpai e Patil (1997) e Pinto (2003), que destacam a capacidade desses dois géneros
fingicos em produzir enzimas extracelulares, sobre diversos substratos. Dentre as enzimas
produzidas por ambos os géneros, destacam-se as proteases. Esses resultados também
coincidem com os de Lima (2003), que relatam muitas espécies do género Penicillium como
notaveis produtoras de proteases e amilases, com grande potencial de aplicagdo em distintas
areas.

O isolado Paecilomyces sp. TPO8 apresentou crescimento radial muito lento, tanto no
meio de manutenc¢do (agar- Sabouraud-dextrose) quanto no meio agar-leite, e ndo formou um
halo de degradagdo evidenciando Pz negativa (Figura 7 — C1 e C2). A colonia apresentou as
caracteristicas tipicas da espécie, um aspecto cotonoso de cor marrom-acinzentada. Os
conidioforos de Paecilomyces sp. podem ser simples ou verticilados, com longas fialides,
onde originam-se os conidios formando cadeias longas que podem ser hialinos ou
pigmentados, elipticos a fusiformes (LOPES, 2007; FAIA, 2011) (Figura 6 — Al e A2).

Paecilomyces sp. TP0O8 foi isolado de oleo diesel e mantido neste substrato
inicialmente em condig¢des laboratoriais. Foi constatado que houve uma boa adaptagao,
crescimento e degradabilidade do fungo no 6leo diesel (GUEDES et al., 2018). Devido a essa
adaptabilidade desenvolvida pelo fungo, pode justificar o baixo desempenho do Paecilomyces

sp. TPO8 no meio de manutengdo e no meio agar-leite. Dessa forma, ha necessidade de mais
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pesquisas com outros substratos mais adaptaveis ao metabolismo do fungo, os quais permitam
medir a atividade enzimadtica de Paecilomyces sp. TPOS.

O género Paecilomyces ¢ atualmente explorado no controle biologico, devido a sua
atividade parasitaria. Foi encontrado em ovos de nematoides em 1966 e mais tarde descoberto
parasitando ovos de Meloidogyne incognita (Nematoide-das-galhas) no Peru (FIEDLER;
SOSNOWSKA, 2007; MARTI et al., 2006).

Figura 6 — Micrografias dos fungos filamentosos. A — Paecilomyces sp. TPO8 (Al —
Conidioforo e A2 — Conidios; B — Penicillium sp. (B1 — Conidioforo e B2 — Conidios); C —
Aspergillus sp. (C1 — Conidioforo e C2 — Conidios).

Fonte: Autor, 2018.
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Figura 7 — Aspecto das colonias dos diferentes isolados fingicos em meio de cultura agar-
Sabouraud-dextrose (Al, Bl e C1) e formagdao do halo de degradagdo em meio de cultura
agar-leite (A2 e B2) exceto C2 que ndo formou o halo. (A) Penicillium sp.; (B) Aspergillus
sp.; (C) Paecilomyces sp. TPOS.

Fonte: Autor, 2017.

A atividade proteolitica, avaliada em meio de cultura so6lido, torna o processo de
selecao de linhagens para uso no controle bioldgico, bastante simples. Nossos resultados
sugerem que M. anisopliae var. anisopliae, B. bassiana, B. brongniartti, Aspergillus sp. e
Penicillium sp. tem potencial para uso no controle bioldgico de insetos-praga. Em estudos
realizados por Smith et al. (2000), nao foi observada nenhuma correlagao entre producao de
exoenzimas e viruléncia. Porém a espécie mais virulenta foi B. bassiana e que apresentou

indice de atividade proteolitica mais elevado.
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Exoenzimas, lipases, proteases, amilases e quitinases sdao produzidas pelos fungos
entomopatogénicos in vitro, o que facilita o estudo e a avaliagao da correlagdo entre estas
proteinas e outras caracteristicas envolvidas na viruléncia. A atividade proteolitica ¢ bastante
discutida e sua eficiéncia na degradacao de cuticula pode esta ligada aos inibidores de
proteases na hemolinfa das larvas dos insetos em geral (JOSHI et al., 1997; TIAGO; SILVA,
2007). ST LEGER et al. (1992) demonstrou que a protease ¢ a enzima mais efetiva na

degradacao estrutural das proteinas ligadas a cuticula dos insetos.

5.2 Avaliacao da especificidade e eficiéncia bioinseticida dos isolados fiingicos

Nesse estudo, selecionamos 05 isolados fungicos com base nos resultados de atividade
proteolitica obtidos previamente (Tabela 3). Dentre os 06 isolados testados quanto a producao
de enzimas proteoliticas no inicio do estudo, apenas Paecilomyces sp. TPO8 apresentou
atividade proteolitica negativa e, portanto, foi descartado dos ensaios de controle biologico.

No inicio dos bioensaios, as lagartas de H. virescens (fases L3 — L5) apresentaram
comportamento agitado, deslocando-se rapidamente em varias dire¢des. Ao decorrer do
experimento, as mesmas deslocavam-se cada vez mais lentamente, apresentando um
comportamento letargico. Além disso, durante os 10 dias de bioensaio, as lagartas também
demonstraram visualmente uma diminuic¢ao gradativa no consumo da dieta de Greene.

A partir do bioensaio observou-se que os isolados de Aspergillus sp., B. bassiana, B.
brongniartii, M. anisopliae var. anisopliae e Penicillium sp., foram patogénicos as lagartas H.
virescens confirmando a especificidade desses isolados fingicos na concentragdo de conidios
utilizada (1,0 x 10® conidios/mL™"). A confirmagdo da mortalidade pelos fungos ocorreu
através da observagao da extrusao dos patogenos sobre a cuticula das lagartas (LOUREIRO;
MONTEIRO, 2005) (Figura 8).

Nos grupos controle, ndo foi observada a extrusao dos entomopatdgenos, nem seu
crescimento sobre os caddveres das lagartas, visto que nao foram utilizados conidios nesse
grupo. A mortalidade observada pode ter sido resultado do isolamento social das lagartas,
senescéncia ou ainda pelo estresse causado durante o bioensaio, € nao pela infeccdo dos

fungos como ocorreu nos grupos experimentais.
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Figura 8 — Extrusdo de fungos entomopatogénicos em cadaveres de lagartas de Heliothis
virescens. (A) Metarhizium anisopliae var. anisopliae (B) Penicillium sp. (C) Beauveria
brongniartii (D) Beauveria bassiana (E) Aspergillus sp.

Fonte: Autor, 2018.

Na concentragdo de 1,0 x 10® conidios/mL'l, todos os isolados foram eficientes
promovendo uma taxa de mortalidade acima de 79 % sobre as lagartas H. virescens.
Aspergillus sp. apresentou a maior eficacia dentre os isolados fungicos avaliados,
apresentando eficiéncia de 100 + 4,98 % em relagdo a patogenicidade sobre H. virescens,
ocasionando a mortalidade de 100 % da populagdo durante o bioensaio. Seguido do M.
anisopliae var. anisopliae (97,6 + 13,60 %), B. brongniartii (88,9 + 3,50 % ), Penicillium sp.
(87,02 £ 11,90 %), e por ultimo B. bassiana (79,3 + 10,02 %) no periodo de incubacdo de 10

dias, como demonstrado na Tabela 4.
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Tabela 4 — Eficicia de fungos entomopatogénicos sobre a lagarta Heliothis virescens em
condi¢des de laboratorio na concentracdo de 10° conidios/mL™". Periodo de incubacdo - 10
dias (T =25 £ 2 °C e umidade relativa 70 + 10 %) (n=30 para cada isolado fingico).

Fungos Entomopatogénicos Taxa de n(lfgl?)l;dade (%)

Metarhizium anisopliae var.

anisopliae 97,6 £ 13,60
Beauveria bassiana 79,3 +10,02
Beauveria brongniartii 88,9 + 3,50
Aspergillus sp. 100,0 + 4,98
Penicillium sp. 87,02+ 11,90
Controle 1,32 +0,10

CV% 10,1

Fonte: Autor, 2018.

Virias espécies de Aspergillus sp. tem sido demonstradas como potenciais patdgenos
para diversas pragas. Em um estudo in vitro utilizando A. flavus para o controle de adultos de
Musca domestica verificou-se a mortalidade de 100 % dos insetos em apenas 3 dias de
avaliacdo (NUNES et al., 2002). Outra espécie recém descoberta desse génereo, A. oryzae,
demonstrou-se eficaz no controle do gafanhoto Locusta migratoria, ocasionando infecc¢ao
desses insetos no 6° dia apoOs a inoculagdo dos conidios e mortalidade dos individuos por
deplecao nutricional e alteragdes nas funcgoes fisiologicas do inseto ocasionada por possiveis
toxinas produzidas pelo fungo (ZHANG et al., 2015). Aspergillus sp. (BC 639) também foi
eficaz no controle de Creontiades dilutus (mirideo verde) em culturas transgénicas de algodao
Bt sendo capaz de controlar as infestagcdes por essa praga, mantendo um nimero benéfico de
insetos, que nao ¢ capaz de causar prejuizos para a plantagao (MENSAH; AUSTIN, 2012).

M. anisopliae que mostrou especificidade nas lagartas H. virescens nesse estudo,
também ja foi descrito como patdégeno de um grande nimero de insetos. O isolado CG34
apresentou atividade entomopatogénica sobre larvas L3 de Muscina stabulans (moscas
sinantrépicas conhecidas como “falsa mosca dos estabulos”) ocasionando mortalidade das
larvas e reduzindo viabilidade das pupas (ZIMMER et al., 2010). M. anisopliae também se
demonstrou eficaz no controle de formigas Atta cephalotes (L.) ocasionando 100 % de
mortalidade nos formigueiros tratados com esse isolado fungico (LOPEZ; ORDUZ, 2003).

Para o controle da cigarrinha-das-raizes (Mahanarva fimbriolata), praga da cana-de-agucar,
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M. anisopliae também se destacou como um potencial agente de controle bioldgico,
reduzindo a populagdo da praga em até 91,2 % (DINARDO — MIRANDA et al., 2004).

Penicillium sp. também ¢ um género que vem sendo estudado como entomopatogeno
de diversas espécies. P. Corylophilum e P. janthinellum demonstraram especificidade aos
mosquitos Aedes fluviatilis, Anopheles aquasalis € Culex quinquefasciatus, confirmando seu
potencial no controle biologico desses vetores (COSTA et al., 1998). Em experimentos in
vitro, outra espécie desse género, P. citrinum, também foi eficaz no controle de Culex
quinquefasciatus, ocasionando 100 % de mortalidade em larvas na fase L3 (MAKETON et
al., 2013).

Os valores de TLs para os cincos isolados testados encontram-se na Tabela 5, onde se
pode constatar também a viabilidade dos conidios, que variaram de 85 a 99 %. A menor
viabilidade foi observada para Penicillium sp. o qual apresentou um valor de TLsy de 6,82
dias. A viabilidade dos conidios estd diretamente relacionada com eficacia/especificidade
sobre H. virescens, ja que o TLsy foi considerado de satisfatério a alto para os isolados
fungicos avaliados. De acordo com ALVES (1998) a baixa viabilidade de conidios reflete a
perda de viruléncia do isolado ou a presenca de condi¢des desfavoraveis para o inicio do
processo germinativo dos conidios. Como foi realizado um experimento com trés repetigoes
numa uUnica condi¢do (T = 25 + 2 °C, umidade relativa 70 = 10 % e tempo de avaliacdo 10
dias) ndo foi possivel determinar se essas condigdes poderiam influenciar no valor da
viabilidade dos conidios.

Apesar de B. bassiana apresentar a menor taxa de mortalidade dentre os isolados
fingicos analisados nesse estudo, essa espécie foi eficiente em relagdo ao tempo letal 5o (TL
50). B. bassiana ocasionou a infec¢do e morte de 50 % da populacdo em apenas 3 dias, o
melhor resultado depois de Aspergillus sp. que levou a morte de 50 % da populagdo em
aproximadamente 2 dias (Tabela 5). Esse resultado demonstra que nem sempre o
entomopatoégeno mais eficiente garante uma mortalidade total da populagdo. B. bassiana
ocasionou a morte de aproximadamente 79,3 % das lagartas de H. virescens, a menor taxa de
mortalidade entre os isolados fungicos analisados, mas em compensagao apresentou uma alta
especificidade em relagdo a lagarta, levando a morte de 50 % dos insetos em um curto periodo

de tempo.
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Tabela 5 — Viabilidade de conidios e Tlsy (dias) para a lagarta Heliothis virescens tratadas
com fungos entomopatogénicos. Concentracdo de 10°* conidios/mL™". Periodo de incubagio -
10 dias (T =25 + 2 °C e umidade relativa 70 + 10 %) (n=30 para cada isolado fingico).

Tratamentos Viabilidade (%) TLs (dias) Equaciio’ t*
1) Metarhizium anisopliae
var. anisopliae 91 5,99 Y=0,1782 +2,8522 log X 2,85
2) Beauveria bassiana 90 3,00 Y=2,9145 + 1,3001 log X 5,01
3) Beauveria brongniartii 95 3,61 Y=2,1907 + 1,1321 log X 3,09
4) Aspergillus sp. 99 2,53 Y=1,6001 + 5,1725 log X 2,83
5) Penicillium sp. 85 6,82 Y=12374+2.2291logX 6,75
6) Controle 0 0 ns’ 0

"Valores das equagdes obtidas pela analise de probit, onde Y = probit e X = concentragdo. 2O valor de ¢ é crucial
para a determinagdo do coeficiente angular, sendo os valores inferiores a 1,96 indicam que nao ha significancia
da regressio. *Nio significativo. Fonte: Autor, 2018.

Viérios estudos ja demonstraram as espécies de Beauveria como entomopatogénicas
para diversas pragas. B. brongniartii ¢ o principal patogeno do besouro Melontha melolontha
L. e ja foi utilizado no controle dessa praga em pomares e pastagens na Europa, o que foi o
gatilho para o desenvolvimento de um produto comercial que ja estd disponivel na Suica
desde 1991 (Beauveria-Schweizer, E. Schweizer Seeds, Sui¢a) (KELLER, 1992; KELLER et
al.,, 1997). B. bassiana também ja foi utilizado para o controle de Tetranychus urticae, a

principal espécie de dcaro-praga, pertencente a mesma familia do dcaro-vermelho-do-cafeeiro.

Um produto comercial (Naturalis®) desenvolvido a partir de uma linhagem de B. bassiana ja
esta disponivel no mercado e foi utilizado para o controle de 7. urticae no cultivo de rosas em
casas de vegetacdo, promovendo taxas de mortalidade superiores a 80 % (CHANDLER et al.,
2000).

A variagdo na viruléncia dos isolados observadas no bioensaio utilizando as lagartas
H. virescens pode ser explicada pela variabilidade genética dos fungos entomopatogénicos, o
que ocasiona em diferencas na producdo de enzimas que interferem na adesao e penetragao da
cuticula do hospedeiro, e ainda na produgdo de toxinas, na capacidade de colonizagdo e na
especificidade de cada isolado fungico (PACOLA-MEIRELLES; AZEVEDO, 1990;
KLEESPIES; ZIMMERMANN, 1998 apud LOUREIRO et al., 2005). Essas diferencas entre
os fungos entomopatogénicos reforcam a necessidade da utiliza¢ao de critérios para selecao
dos melhores isolados potenciais para utilizagdo no controle biologico. Estudos indicam que a

atividade de proteases auxilia os fungos entomopatogénicos no mecanismo de infeccdo do
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hospedeiro, através da hidrolise da cuticula facilitando os processos de adesdo e penetragdao do
fungo através do exoesqueleto do inseto (BIDOCHKA; KHACHATOURIANS, 1987).

Os fungos entomopatogénicos podem contar com diversos mecanismos de acdo ja
descritos nesse trabalho e, portanto, apresentam baixa probabilidade de os hospedeiros
desenvolverem resisténcia (DELGADO; MURCIA-ORDONEZ, 2011).

A sele¢ao da melhor linhagem fungica entomopatogénica deve levar em conta as
caracteristicas do fungo e as caracteristicas do inseto-praga estudado. Dentre as caracteristicas
do entomopatogeno que devem ser consideradas destacam-se a capacidade de reprodugao,
patogenicidade e viruléncia, crescimento dos micélios, velocidade de germinagdo, espectro de
hospedeiros, produgdao de conidios, capacidade de reproducdo e resisténcia as condigdes
ambientais (MOINO JR.; ALVES, 1997; ALVES, 1998; RAMOS et al., 2004; LOUREIRO et
al., 2005b; SANTORO et al., 2007; LA et al., 2013).

H. virescens ¢ um inseto-praga que causa grandes danos econdmicos e apresenta a
capacidade de desenvolver resisténcia rapidamente a inseticidas quimicos, que atualmente ¢ a
forma de controle mais utilizada contra a lagarta-da-mag¢a. Além dessa problematica, o
controle genético de pragas do algodoeiro ja utilizado através do algodoeiro Bz, nao ¢
eficiente contra H. virescens, fazendo necessario mais estudos que busquem outras
alternativas para o controle dessa praga. Entretanto, ainda existem poucos estudos envolvendo
o controle de H. virescens relatados. Um estudo envolvendo Trichogramma spp. demonstrou
sua capacidade em parasitar 23,4 % dos ovos de H. virescens (ANDRADE et al., 2009). No
presente estudo, todas as linhagens fungicas foram capazes de causar mortalidade minima in

vitro de 79 % da populagdo da praga em um periodo de 10 dias, resultado inédito na literatura.



45
Silva, C.T.A.

6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nas condigdes estabelecidas ¢ avaliadas neste estudo,
conclui-se que:

- O meio agar-leite mostrou-se ser um substrato potencial para caracterizar os isolados
quanto a producao de enzimas proteoliticas;

- Os isolados de M. anisopliae, B. bassiana, B. brongniartii, Penicillium sp. e
Aspergillus sp. exibiram uma atividade proteolitica positiva;

- Os isolados de M. anisopliae, B. bassiana, B. brongniartii, Penicillium sp. e
Aspergillus sp. apresentaram especificidade e efeito letal as lagartas de H. virescens (fases
L3-L5) na concentragdo de 1,0 x 108 conidios/mL'l;

- Entre os isolados, Aspergillus sp. apresentou a maior taxa de mortalidade média

(100,0 + 4,98 %) e o menor TLs (2,53 dias) na concentracdo de conidios testada.

Nossos resultados sdo preliminares, fazem-se necessdrios ensaios no campo, em
condigdes naturais, para avaliar a disseminagdo do patdgeno através da dispersdao de insetos
contaminados e a capacidade de permanéncia do fungo sobre hospedeiros naturais no

ambiente.
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