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RESUMO

O controle bioldgico pode ser definido como a utilizacdo de antagonistas naturais
para a diminuicdo ou redugdo de determinado organismo indesejado. Atualmente, esta
estratégia constitui uma ferramenta segura e efetiva tanto para o controle de pragas da
agricultura e da pecudria, quanto para vetores de doencas que atingem a satdde publica. O
fungo filamentoso Metarhizium anisopliae tem se destacado neste ambito devido as suas
caracteristicas entomopatogénicas e acaricidas, sendo utilizado comercialmente no Brasil
para o controle da cigarrinha da cana-de-agucar e estudado, mundialmente, como potencial
biopesticida. Ndo se sabe quais sdo os fatores que definem a predile¢do do fungo a
determinados hospedeiros, mas se acredita que fatores tais como uma maior adaptagdo do
patoégeno, a composi¢do e a morfologia da cuticula possam influenciar. Neste trabalho foi
avaliada a capacidade entomopatogé€nica de 8 linhagens de M. anisopliae sobre dois
artrépodes: o percevejo manchador do algoddo Dysdercus peruvianus e a lagarta da soja
Anticarsia gemmatalis. Todas as linhagens testadas de M. anisopliae foram mais efetivas
contra D. peruvianus, quando comparadas a A. gemmatalis. A linhagem CG47 mostrou-se
eficaz contra ambos os artropodes testados. As linhagens C12, CG47, CG97 e Nordeste
foram ativas contra A. gemmatalis, sendo C12 a mais virulenta. A secrecdo de proteases e
quitinases durante o cultivo do fungo, em presenca de cuticulas de artrépodes, foi avaliada
e parece ter sido influenciada pelo tipo de fonte de carbono disponivel no meio de cultivo.
A secrecdo de quitinases, ao contrdrio das proteases, pareceu ndo sofrer repressdo tao
acentuada, com a utilizacdo de fontes facilmente metabolizaveis como a glicose; e, embora
existam grandes diferengas entre as linhagens na capacidade de secrecdo de ambas as
enzimas, a viruléncia observada nos bioensaios pareceu ndo estar correlacionada com a
capacidade quitinolitica ou proteolitica das diferentes linhagens. Levando-se em conta que
o processo de infeccdo de M. anisopliae em hospedeiros € multifatorial e dependente
também dos artrépodes-alvo, foi feita a contagem total de hemdcitos, sendo possivel
verificar um aumento destas células de defesa logo ap6s o desafio com o patégeno. Neste
trabalho, fica evidente o potencial de determinadas linhagens de M. anisopliae para o
controle de D. peruvianus e A. gemmatalis. Também € sugerida a utiliza¢do do percevejo
manchador do algoddo como um novo modelo de pesquisa para os estudos que envolvem
as interagdes patégeno-hospedeiro, mediante a andlise de novos fatores de viruléncia desse

patogeno e da resposta do hospedeiro a infecgao.
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ABSTRACT

Biological control can be defined as the utilization of natural enemies to reduce or
to diminish some unwanted organism. Nowadays, this strategy is a safe and effective tool
to control plagues from agriculture and pecuary and also for vectors of some important
diseases of public health. The filamentous fungi Metarhizium anisopliae have been standed
out in this field because its entomopathogenic and acaricide characteristics, being
commercially used in Brazil to control the sugar cane bugs and being studied worldwide as
a potential biopesticide. The factors that define the fungi specificity for some hosts are not
known, although, is believed that factors as a greater adaptation of the pathogen and the
cuticle composition and morphology may influence. In this work the entomopathogenic
activity of 8 strains of M. anisopliae was evaluated against two arthropods: the cotton
stainer Dysdercus peruvianus and the velvet bean caterpillar Anticarsia gemmatalis. All M.
anisopliae strains tested were more efficient against D. peruvianus when compared to A.
gemmatalis. Strain CG47 was active for both arthropods tested. Strains C12, CG47, CG97
and Nordeste were active against A. gemmatalis and C12 was the most virulen strain.
Protease and chitiunase secretion during fungi growth with arthropod cuticles was tested
and seem to be influenced by the kind of carbon source available in the media. Chitinase
secretion, on the contrary to proteases seem not to respond so effectively to repression by
the utilization of simple carbon compounds as glucose and, despite there are big
differences between strains in the capacity to secret both enzymes, the virulence observed
during bioassays seemed not to be correlacionated to their proteolitic or chitinolitic
activity. Aware that the M. anisopliae infection process on hosts is multifactorial and also
depends on arthropod response, the total hemocytes count were made and was possible to
detect an increase on cellular counts after challenge with the pathogen. In this work is
evident the potential of some M. anisopliae strains to control D. peruvianus and A.
gemmatalis and it also suggests the utilization of the cotton stainer as a model for
researches about host-pathogen interactions, studies about pathogen virulence factors as

well studies to elucidate the host response to infection.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTROLE BIOLOGICO

O controle bioldgico pode ser definido como a utilizacdo pelo homem de
antagonistas naturais com o objetivo de diminuir o nimero de individuos de populagdes
indesejadas (pragas) para nimeros subclinicos ou para niveis aceitiveis (GRONVOLD et
al., 1996).

O controle biologico pode ser realizado pelo aumento ou prote¢do de um
antagonista natural ou pela introdu¢do de um competidor exético (GRONVOLD et al.,
1996). No primeiro caso, o controle se baseia na potencializacdo de situagdes normalmente
existentes em determinado ambiente, onde o antagonista ¢ somente re-inoculado para o
desenvolvimento de epizootias e diminui¢do gradual de uma determinada praga. Porém, o
controle também pode visar a diminui¢do rdpida de determinado individuo, sendo neste
caso o antagonista aplicado massivamente e, por isso, este tipo de controle bioldgico é
denominado inundacdio (SHAH & PELL, 2003). A importacio e aplicacdo de um
organismo fora de seu ambiente natural, com o objetivo de controlar uma espécie de peste,
consiste no controle bioldgico cldssico. No entanto, conforme descrito por HOWARTH
(1996), esse tipo de estratégia depende da adaptacdo do biocontrolador ao ambiente
exdgeno, como também de sua relagdo com as espécies nativas.

Outra divisdo importante do controle bioldgico diz respeito a intensidade com que
ele ¢ utilizado, ou seja, a aplicagdo de um biopesticida pode ser completa, ndo ocorrendo a
adi¢do de quimicos; pode ser substancial, neste caso 75 a 100% do controle ¢é realizado de
forma natural; ou pode ser parcial, sendo reduzido o controle quimico de 25 a 50%
(GRONVOLD et al., 1996).

Muitos sdo os agentes com potencial para o controle de pragas, dentre eles os virus,
as bactérias, os parasitos e os fungos. O biopesticida bacteriano mais utilizado e estudado é
o Bacillus thuringiensis, uma bactéria gram-negativa, formadora de esporos e amplamente
distribuida na natureza. Um grande nimero de isolados de B. thuringinensis ¢é
comercialmente produzido por sua acdo contra insetos das ordens Lepidoptera, Coledptera
e Diptera (SUDAKIN, 2003). Essa bactéria produz, durante a esporulacdo, inclusdes

intracelulares repletas de protoxinas que, quando ingeridas, sdo solubilizadas e convertidas
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em toxinas ativas no intestino médio dos hospedeiros. Estas proteinas toxicas sdo divididas
em duas familias: toxinas citoliticas (Cyt) e d-endotoxinas (Cry) (GOMEZ et al., 2007). As
proteinas Cry sdo ativas contra insetos das ordens Lepiddptera, Coledptera e Diptera, e as
proteinas Cyt atuam principalmente em Dipteros. A acdo de ambas resulta em uma série de
eventos que culminam na morte do inseto (ARONSON & SHAI, 2001; LACEY et at.,
2001). No que diz respeito aos agentes virais, a familia Baculoviridae possui
representantes altamente especializados na infeccdo de insetos e, por este motivo, sido
utilizados como biopesticidas. Porém, a utilizacdo de virus como biocontroladores é
restrita, devido ao fato de matarem lentamente seus hospedeiros e principalmente por sua
dificil obtencdo para a formulacio de produtos comerciais (SZEWCZYK et al., 2006).

Os fungos compdem um grupo especial de microrganismos para o controle
biolégico, pois se destacam no controle de insetos-alvo, devido a sua facil producao para
fins comerciais, como também pela sua capacidade de invadir, de forma ativa, seus
hospedeiros, ndo necessitando de sua prévia ingestdo para desenvolverem o efeito toxico
(MCCOY & TIGANO-MILANI, 1992).

Os fungos entomopatogé€nicos sdo responsdveis por causar epizootias naturais em
artrépodes, levando a uma diminui¢do da populacio do inseto praga. O controle biolégico
associado a aplicacdo de biopesticidas ocorre por fatores intrinsecos ao patdgeno, tais
como viruléncia, capacidade de crescimento e esporulacio em faixas amplas de
temperatura e pH, vigor dos conideos; por fatores relacionados ao ambiente, tais como
incidéncia de raios ultravioletas, temperatura, umidade e presenca de antagonistas
microbianos e, por dltimo, por fatores inerentes ao hospedeiro, tais como comportamento
social e mecanismos de defesa (LACEY et al., 2001).

Para o aumento da efici€ncia das epizootias artificialmente induzidas pelo homem,
€ necessdria a compreensio dos determinantes de patogenicidade e de viruléncia do agente
controlador, observando-se a sua relacdo com o meio ambiente e com o hospedeiro, e
também o desenvolvimento de técnicas apropriadas para a producdo, manutengdo e
aplicacdo de formulacdes comerciais (LACEY et al., 2001).

No ano de 2006, a populagdo mundial atingiu 6,5 bilhdes de pessoas e estima-se
que em 2050 este nimero aumente para 9,2 bilhdes. O ndmero crescente de individuos faz
com que também aumente a demanda de produg¢do de alimentos, porém, para que as

necessidades mundiais de produgdo de alimentos sejam supridas, seria necessario que, em
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50 anos, se obtivesse o dobro da produgdo atual. Tal fato € bastante preocupante, visto que
a maioria das terras cultiviveis do mundo ja estd ocupada. Dessa forma, a producdo de
alimentos em maior volume e de maneira ambientalmente segura constitui um desafio
global, e o controle bioldgico representa uma maneira ecologicamente correta para o
controle de pragas e, conseqiientemente, para o aumento da produgcdo (NICHOLSON,
2007).

1.2 0 ENTOMOPATOGENO METARHIZIUM E SEUS HOSPEDEIROS

1.2.1 Caracteristicas e Taxonomia do género Metarhizium

O entomopatégeno M. anisopliae é um fungo filamentoso distribuido
mundialmente, capaz de infectar mais de 50 familias de insetos e dcaros, como também &
adaptado para o crescimento em raizes de plantas (ST. LEGER, 2008). Foi isolado pela
primeira vez em 1879 e, em 1883, Sorokin o descreveu como Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorokin, permanecendo assim até os dias atuais (ALVES, 1998).

M. anisopliae apresenta micélio septado e hialino, com conidiéforos caracteristicos,
dos quais emergem conidios cilindricos organizados em colunas (Figura 1). A espécie
desenvolve-se principalmente de forma vegetativa pela producdo de esporos via
reproducdo assexuada, ainda que a reproducio parassexual, caracterizada por heterocariose
e recombinacdo somdtica, também possa ocorrer. Este gé€nero fingico é capaz de
apresentar multiplicacdo 6tima em temperaturas entre 24 e 30 °C e pH 6,9 (ALVES, 1998).

Inicialmente, CURRAN et al. (1994) classificaram o género Metarhizium, de
acordo com andlises morfolégicas e a coloragdo de seus conideos, em trés espécies:
Metarhizium anisopliae, Metarhizium flavoviride e Metarhizium album. M. anisopliae e M.
flavoviride foram ainda divididos em duas variedades: M. anisopliae var. majus, com
conideos medindo entre 10 e 14um, e var. anisopliae, com conidios de 5 a 8um (Figura 1);
M. flavoviride var. flavoviride, com conideos de 6 a 11 x 3 a 5um, e var. minus com
conideos de 4 a7 x 2 a 3um.

Em 2000, DRIVER e colaboradores utilizaram, além das caracteristicas
morfoldgicas, abordagens moleculares para a reavaliacio taxondmica do género

Metarhizium. Nesse estudo, a andlise das seqiiéncias obtidas pelo seqiienciamento de ITS
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(internal transcribed spacers) e da regido D3 do rDNA 5,8S e do rDNA 28S levaram a
manutengdo da divisdo do gé€nero em trés espécies, como anteriormente proposto por
CURRAN et al. (1994). Entretanto, as espécies M. anisopliae e M. flavoviride passaram a
possuir outras variedades. A espécie M. anisopliae passou a ser composta por quatro
variedades: var. acridum Driver & Milner, var. nov.; var. lepidiotum Driver & Milner, var.
nov.; var. anisopliae e var. majus. J& M. flavoviride foi dividido novamente em cinco
variedades: Tipo E; var. novazealandicum Driver & Milner, var. nov.; var. flavoviride; var.
minus; var. pemphigum Driver & Milner, var. nov. (DRIVER et al., 2000).

Em 2001, LIU et al., mediante anélise de seqiiéncias ITS de amostras de estroma de
Cordyceps coletadas a campo e culturas de Metarhizium spp., identificaram a espécie
Cordyceps brittlebankisoides como sendo a forma teleomorfica de M. anisopliae var.
majus e, com isso, o fungo M. anisopliae passou a ser considerado um ascomiceto.

Recentemente uma nova linhagem de Metarhizium foi isolada de cupins na China e
classificada como uma nova variedade de M. anisopliae (M. anisopliae var. dcjhyium)

(DONG et al., 2007).

Figura 1. Caracteristicas morfoldogicas de Metarhizium anisopliae var. anisopliae. (A)
Cultivo em meio complexo, mostrando uma coldnia esporulada. (B)
Microscopia eletrénica de varredura (MEV), mostrando um conidiéforo e (C)

MEYV dos conideos.
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1.2.2 Capacidade entomopatogénica e acaricida de M. anisopliae

O emprego de produtos quimicos para o controle de pragas da agricultura e vetores
de doencas € ainda o método mais utilizado. No entanto, a pouca disponibilidade de
produtos seguros e de baixo custo, o desenvolvimento de resisténcia, a presenga de
residuos na natureza e alimentos, a acdo ndo seletiva e as exigéncias do mercado
consumidor para produtos sauddveis levaram a um aumento no interesse da utilizacdo de
antagonistas naturais como forma de controle (ZAIM & GUILLET, 2002; SUDAKIM,
2003). A utilizacdo de microrganismos como pesticidas em potencial foi descoberta ha
mais de cem anos, quando o russo Metchnikoff observou que o besouro Anisoplia
austriaca, uma praga de cereais, tinha a sua populacdo diminuida pela ocorréncia de
epizootias naturais. O microbiologista buscou identificar patdgenos naturais e, em 1879,
isolou o fungo agora denominado M. anisopliae (LORD, 2005).

Nos tltimos anos, a selecdo de linhagens mais virulentas de M. anisopliae tem sido
feita em insetos das ordens Coledptera, Hemiptera e Diptera, como também em acaros
(LIU et al., 2003; ANGEL-SAHAGUN et al., 2005; MARANINNO et al., 2006). A
Tabela 1 mostra a relacdo de alguns artrépodes ja estudados como possiveis hospedeiros
do entomopatdgeno Metarhizium.

No Brasil, o fungo M. anisopliae vem sendo utilizado desde 1970 para o controle
da cigarrinha da cana-de-acdcar, cobrindo, aproximadamente, uma drea de 500 mil
hectares por safra. No entanto, ainda existem limitacbes para o uso de pesticidas
biolégicos, tais como a necessidade de um periodo maior que o dos agrotéxicos para a
obtencdo de resultados e a dependéncia das condi¢des climdticas, j4 que sdo organismos
vivos (ALVES, 1998).

O emprego de inseticidas microbianos ja estd regulamentado em diversos paises,
inclusive no Brasil. As medidas prescritas por entidades normativas incluem o registro dos
produtos e a avaliagdo da seguranga em relag@o aos usudrios, impactos no meio ambiente e
implicagdes na satde publica. FARIA & WRAIGHT (2007) publicaram uma listagem com
cobertura mundial dos biopesticidas e bioacaricidas registrados, em processo de registro ou
distribuicdo comercial, ou ndo registrados e comercializados desde 1960. Nas dltimas
décadas foram desenvolvidos 171 inseticidas/acaricidas, sendo 35,7% destes formulados

com o fungo M. anisopliae (Tabela 2).
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Tabela 1: Possiveis hospedeiros do entomopatégeno M. anisopliae.

Artropode-Alvo Acao biolégica Sensibilidade  Tipo de Referéncia
do Hospedeiro Estudo
(cultura atingida,
hospedeiro ou
doenca
transmitida)
Rhipicephalus Bovinos, ovelhas, média/alta in KAAYA et al.,
appendiculatus cabras e antilopes vitro/a 1996
campo
Amblyomma Bovinos baixa in vivo KAAYA et al.,
variegatum 1996
Rhipicephalus Bovinos alta in LEMON &
(Boophilus) vitro/a JONSON, 2008.
microplus campo
Tetranychus Algodao alta in SHI et al., 2008.
truncatus, T. vitro/a
turkestani campo
Anopheles Vetor do média/alta in FARENHORST et
gambiae Plasmodium, vitro/a al., 2008.
agente etioldgico campo
da maléaria SCHOLTE et al.,
2006.
Nezara viridula Soja baixa in SOZA-GOMEZ &
vitro/a NOSCARDI,
Euschistus heros campo 1998.
Piezodorus
guildinii
Capnodis Péssego alta in MARANINNO et
tenebrionis vitro/a al., 2006.
campo
Haematobia Doenca (mifase) média in AN QEL-
irritans em humanos e vitro/a  SAHAGUN et al.,
animais campo 2005.
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Tabela 2: Biopesticidas comercializados para o controle de pragas (tabela adaptada de

BUTT, 2001 e FARIA & WRAIGHT, 2007).

Produto Fungo Alvo Produtor
Mycotal Verticillium Mosca branca Koppert, Holanda
lecanii
Vertalec V. lecanii Afideos Koppert, Holanda
Biogreen M. anisopliae Larva de escaravelho Biocare
em pastagens Technology,
Austrélia
Bio-Path M. anisopliae Gafanhotos EcoScience, EUA
Bio-Blast M. anisopliae Cupins EcoScience, EUA
Cobican M. anisopliae Cigarrinha da cana - Probiagro,
de -agtcar Venezuela
Live Systems
Conidia Beauveria Broca do café Technology,
bassiana Colombia
Natural Plant
Ostrinil B. bassiana Broca do milho Protection,
Franca
Cornguard B. bassiana Broca do milho Mycotech, EUA
europeu
Mycotrol GH B. bassiana Gafanhotos Mycotech, EUA
Mycotrol WP B. bassiana Mosca branca e Mycotech, EUA
& Botanigard afideos
Naturalis-L B. bassiana Pragas do algodoeiro Troy Biosciences,
EUA
Proecol B. bassiana Lagarta Probiagro,
Venezuela
Boverin B. bassiana Besouro do Colorado Antiga URSS
Boverol e B. bassiana Besouro do Colorado Antiga
Boverosil Tchecoslovaquia
Engerlingspilz B. bassiana Besouros Andermatt, Suica
Schweizer B. brongniartii Besouros Eric Schweizer,
Suica
Melocont B. brongniartii Besouros Kwisda, Austria

21



Green M. flavoviride Gafanhotos CABI Bioscience, UK
Muscle

Pae-Sin P. fumosoroseus Mosca branca Agrobionsa, México

Bovenat B.bassiana Mosca branca Natutal Rural, Brasil

Cigarrinhas, cupins,

BMNAT B. bassiana e pulgdes, percevejos, Natural Rural, Brasil
M. anisopliae gafanhotos, lagartas,
etc.

Cigarrinhas, cupins,
pulgdes, percevejos,
gafanhotos, etc.

Metanat M. anisopliae Natural Rural, Brasil
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1.2.3 Pragas da agricultura candidatas ao controle por fungos entomopatogénicos
1.2.3.1 Anfticarsia gemmatalis

A. gemmatalis é um inseto da Ordem Lepidodptera, da familia Noctuidae, que ataca
leguminosas, principalmente a soja, sendo por este motivo chamada de lagarta da soja. As
lagartas adultas da familia Noctuidae apresentam-se, morfologicamente, como mariposas
de coloragdo variada (pardo-acinzentada) e hibito noturno. As fémeas fazem a ovopostura
durante a noite e, apds trés a cinco dias, os ovos eclodem, dando origem as lagartas, que
passam a se alimentar das folhas (PRACA et al., 2006). As lagartas geralmente apresentam
coloracdo verde, com cinco estrias brancas longitudinais sobre o dorso e, em condicdes de
alta densidade, apresentam a coloracdo negra. Possuem de cinco a seis instares larvais e
podem medir de 40-50 mm de comprimento (Figura 2). A capacidade de consumo da A.
gemmatalis cresce com a idade da lagarta e, ao final da fase de desenvolvimento larval,
que dura de 12 a 14 dias, um individuo pode consumir em média 90 cm” de folhas por
ciclo (PRACA et al., 2006).

Apdbs o 5° - 6° instar larval, as lagartas param de se alimentar, ficam encolhidas,
com aspecto umedecido e coloracdo résea no dorso até a formacao das pupas que, quando
maduras, adquirem a coloragdo marrom escuro. Este periodo dura de 7 a 9 dias no solo. O
ciclo de vida de A. gemmatalis dura, em média, 30 dias e pode, em um unico ciclo da

cultura da soja, desenvolver trés geragdes (PRACA et al., 2006).
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Figura 2: Diferentes estagios de desenvolvimento de A. gemmatalis. A, larvas de
segundo instar; B, lagarta de quinto instar; C, pupas e D, mariposa (PRACA et
al., 2006).

A soja, Glycine max, € uma leguminosa de alto valor nutricional, rica em 6leo e
proteinas, sendo uma fonte importante de divisas para vdrios paises, inclusive o Brasil. A
produgdo de soja no Brasil estd em torno de 50 milhdes de toneladas, com érea plantada de
aproximadamente 22 milhdes de hectares, sendo o segundo maior pais produtor,
consumidor e exportador de soja, perdendo somente para os Estados Unidos (MAPA,
2008).

Durante todo o seu ciclo, a soja € atacada por vérias pragas, sendo seis as mais
importantes: lagarta da soja (A. gemmatalis), lagarta-mede-palmo (Pseudoplusia
includens), broca das axilas (Epinotia aporema), percevejo verde (Nezara viridula),
percevejo pequeno (Piezodorus guildinii) e percevejo marrom (Euschistus heros). Dentre
as pragas da soja, A. gemmatalis é uma das mais importantes, pois causa grandes danos a
lavoura, que vao desde o desfolhamento até a destrui¢do completa da planta. A lagarta da
soja € um inseto mastigador e se alimenta de folhas jovens. Quando a folhagem ¢é
removida, a lagarta ataca outras partes da planta, como peciolos e a haste. O
desfolhamento compromete o enchimento das vagens, devido a diminui¢do da area foliar

responsavel pela fotossintese, com conseqiiente reducdo da producio de graos. Quando se
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alimentam, além de remover os tecidos vegetais, que contém nutrientes, as lagartas
injetam toxinas nas plantas (KNAAK & FIUZA, 2005; PRACA et al., 2006).

O controle das pragas da soja € realizado desde a década de 70 e, atualmente, €
desenvolvido pelo programa integrado de manejo, que busca a diminuicdo da utilizagdo de
produtos quimicos. O controle bioldgico tem sido extensivamente estudado para o controle
destas lagartas e abrange o emprego de bactérias, fungos, virus e parasitéides (AVANCI et
al., 2005). Baculovirus é utilizado anualmente em dois milhdes de hectares cultivados com
soja no Brasil e, em 20 anos, representou uma economia estimada entre R$ 300 e 400
milhdes. A utilizacdo do Baculovirus anticarsia para o controle da A. gemmatalis trata-se
de um dos melhores e maiores programas de controle bioldgico do mundo, desenvolvido
pela Embrapa — Soja (MOSCARDI, 1999). Outro microrganismo muito eficiente que pode
ser utilizado contra a lagarta da soja é B. thuringiensis, subespécie kurstaki. Esta bactéria
age rapidamente, apds ser ingerida pelas lagartas, que param de se alimentar em um a dois
dias e morrem em cerca de dois a quatro dias. Embora B. thuringiensis seja um
microrganismo de acdo rdpida, sua persisténcia no campo é curta, portanto ndo sendo

visivel a reincidéncia natural do agente apds a morte das lagartas (LACEY et at., 2001).

1.2.3.2 Dysdercus peruvianus

Hemipteras do género Dysdercus sdo os mais abundantes da familia Pyrrhocoridae
e parasitam, principalmente, plantas da familia Malvaceae (algoddo). A cépula pode durar
de 1 a 7 dias e ocorre apds a fémea atingir a fase adulta, ficando macho e fémea unidos
pelo dpice do abdomen e voltados em dire¢des opostas. A fémea, depois de fecundada,
prepara um ninho no solo para a postura, onde deposita os ovos. Em vdrias posturas, uma
fémea € capaz de produzir uma média de 246 ovos. Destes emergem as formas jovens que,
apds passarem por quatro estdgios, tornam-se adultos (Figura 3). O ciclo dura em média 40
dias se contado desde o dia da primeira postura até a obtencdo da primeira fémea adulta
(GONCALVES, 2000).

Representantes do género Dysdercus Guérin Menéville, 1831 (Hemiptera:
Pyrrhocoridae) sdo fitéfagos e foram registrados atacando algodoeiro em diversas regides

do mundo, tais como no Brasil, na Argentina e no Paraguai, ainda que, de sua dieta
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principal, também facam parte plantas das familias Amaranthaceae, Bombacaceae,
Compositae, Rubiaceae e Sterculiaceae (GONCALVES, 2000).

A adogdo de técnicas de manejo de pragas do algodoeiro como lagartas, reduzindo
a aplicacdo de agroquimicos, fez com que aumentasse a populagdo dos percevejos do
género Dysdercus. Estes, por sua vez, podem causar prejuizos consideraveis, que se
relacionam a perda de peso da semente, a reducdo do teor de 6leo, a possivel inoculacio de
microrganismos nas sementes e, por fim, a manchas nas fibras do algoddo, sendo por este
fato denominados percevejos manchadores do algoddao (MILANO et al, 1999;
STANISCUASKI et al., 2005).

A produgdo de algoddo no Brasil estd em torno de 3,66 milhdes de toneladas, com
area colhida de aproximadamente 1,25 milhdes de hectares e rendimento de 2,91 Kg/ha. A
cultura do algoddo estd em expansdo e o Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento (MAPA) possui o programa Produtividade do Algoddo e outras fibras, que
tem por objetivo a profissionalizagdo de agricultores em cotonicultura em regides de seca,
através da incorporacdo de 16,6 mil hectares abandonados nas regides Norte e Nordeste e
de uma produgdo de aproximadamente 25 mil toneladas. Um relatério a respeito das
projecdes do agronegécio mundial e brasileiro, feito pelo MAPA (2008), mostra que,
segundo a Food and Agricultural Policy Research Institute (FAPRI), a producdo de
algoddo devera crescer a uma taxa de 1,9% anual no periodo de 2006/07 a 2016/17 e que o

Brasil serd o quinto maior produtor mundial desta semente.
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Figura 3: D. peruvianus e sua cultura-alvo, o algodao. A, estd representada uma maca de
algoddo; B, uma ninfa de quarto estigio de desenvolvimento e C, fémea e

macho adultos copulando (Figura adaptada de GONCALVES, 2000).

1.3 INTERACAO PATOGENO-HOSPEDEIRO

1.3.1 Ciclo biolégico de Metarhizium em hospedeiros

O ciclo biolégico de M. anisopliae em hospedeiros € iniciado com a adesdo dos
propagulos infectivos (conideos) na superficie de seus alvos. Este processo inicial
compreende trés fases: adsorcdo, consolidacdo da interacdo e crescimento, € germinacao.
Estes eventos culminam na penetracdo ativa do fungo via tegumento do hospedeiro e
colonizacio da hemolinfa do artrépode (CLARKSON & CHARNLEY, 1996;
CASTRILLO et al., 2005).

Sabe-se que a invasdo dos entomopatdégenos em organismos susceptiveis € um
processo multifatorial que requer a atividade de intimeras moléculas fingicas. Estas podem

ser secretadas para a interacdo fisica com o hospedeiro, podem permanecer aderidas a
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superficie, ou até mesmo permanecerem no interior do patégeno. Existem varias moléculas
que participam de forma direta ou indireta do processo infectivo, estando entre elas
substancias efetoras da infec¢fo, toxinas, enzimas imunossupressoras, transportadores que
protegem o fungo das defesas dos artropodes e componentes de vias de transducdo de
sinais, 0os quais sdo importantes para a adaptacdo do patdgeno aos ambientes adversos
(PEDRINI et al., 2007).

O reconhecimento de um hospedeiro como susceptivel envolve a interacdo entre
fatores quimicos e topograficos. A cuticula dos artropodes é formada por trés camadas:
epicuticula, procuticula e epiderme. A epicuticula é a camada mais externa, bastante
delgada (0,1 - 3um) e formada por varias 1aminas, cada uma com uma composi¢do quimica
particular. A face mais externa da epicuticula é formada por lipideos que sdo resistentes a
degradacio enzimadtica e a 4gua (PEDRINI et al., 2007). Ja a procuticula compde a maior
parte da cuticula e possui fibrilas de quitina embebidas em uma matriz protéica, juntamente

com lipideos e quinonas (Figura 4) (KANG et al., 1999).
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Figura 4: Fotomicrografia de tegumento de artréopode. ENDO: endocuticula, EXO:
exocuticula, EPI: epicuticula, PRO: procuticula e EC, células epidérmicas.
Detalhe mostra um esquema representando fibrilas de quitina. PAS-verde Luz,

640X (Figura adaptada de Arruda, 2005).

A adsor¢do e a aderéncia iniciais sdo consideradas um processo dependente,
sobretudo de interagdes hidrofébicas entre os conideos e a superficie do hospedeiro. Esta
etapa inicial parece ser um dos pontos limitantes para o sucesso da infeccdo, e a
identificacdo de genes que codificam e regulam hidrofobinas foi, recentemente, alvo de

interesse cientifico. WANG & ST. LEGER (2007) e FANG et al. (2007) isolaram os genes
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madl e cag8, respectivamente, sendo que a geracdo de mutantes nulos para ambos
diminuiu a viruléncia de M. anisopliae. Ainda, a adesina MADI1 parece também
influenciar ndo sé a aderéncia, mas também a germinacdo dos conidios, a formacdo de
blastosporos e a diferenciagdo dos corpos hifais (WANG & ST. LEGER, 2007).

Uma vez aderido, o conideo germina e desenvolve, em sua extremidade distal, uma
estrutura diferenciada e especializada na penetragdo, denominada apressério. Um grampo
de penetragdo é formado a partir do apressério e, via pressdo mecénica e secrecio
enzimdtica, ultrapassa a principal barreira fisica a infec¢éo, a cuticula (CASTRILLO et al.,
2005). Recentemente, a identificacdo em M. anisopliae de um gene que codifica uma
perilipina Mpll (Metarhizium perilipin-like protein), proteinas envolvidas na estocagem de
lipideos em mamiferos, permitiu verificar a importincia desta proteina na formacdo de
apressorio funcional. Linhagem mutante deste gene (AMpll) apresentou apressorios com
menor turgor, em decorréncia de um menor acimulo de lipideos nessas estruturas e,
conseqiientemente, foram menos virulentas para larvas de Manduca sexta (WANG & ST.
LEGER, 2007a). A patogenicidade de Magnaporthe grisea, um ascomiceto fitopatogénico,
também € influenciada por genes que possam estar envolvidos nas fases iniciais de
infecgdo. Neste fungo, a inativacdo do gene MgRho3 que codifica uma proteina da
superfamilia Ras envolvida na regulagdo da polarizacdo celular, exocitose e secrecdo
vesicular faz com que sejam gerados apressérios com morfologia alterada e defectivos na
penetracdo de mudas de arroz (ZHENG et al., 2007).

Ap6s a transposicdo da cuticula, as hifas se tornam espessas e formam blastosporos,
os quais nutrem o fungo com a degradagdo das fontes de carbono presentes na hemolinfa
do hospedeiro. Durante o desenvolvimento de M. anisopliae passam a ser produzidos pelo
fungo metabdlitos secunddrios, tais como &4cido citrico e oxdlico, e também toxinas
(BIDOCHKA et al., 1997).

A adaptacdo dos entomopatégenos a hemolinfa dos hospedeiros e a capacidade de
evadir do sistema imunolégico tornam estes fungos altamente adaptados e especializados
na infeccdo de uma grande variedade de artrépodes. Sabe-se que a infec¢do de M.
anisopliae em M. sexta leva a alteragdes drasticas na composicdo lipidica do patégeno,
além do actimulo de solutos para o aumento da pressdo osmotica interna e o aumento da
expressdo de genes na resposta nao oxidativa. WANG et al. (2008) identificaram um gene

que codifica um osmosensor responsavel pela resisténcia de M. anisopliae a ambientes
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com grande osmolaridade como a hemolinfa. O silenciamento génico de Mosl
(Metarhizium osmosensor like protein), pela técnica de RNAJ, gerou linhagens com menor
tolerancia a pressdo osmotica, formagdo de apressério com fungéo alterada e deficiéncia na
germinacdo. Também WANG & ST. LEGER (2006) haviam descrito a secre¢do de uma
proteina antiadesiva, MCL1, que confere uma capa hidrofilica negativamente carregada ao
redor das estruturas fingicas, a qual promove a repulsdo pelas células de defesa do
artrépode, como também mascara substincias imunogénicas da parede celular, como a [3-
glicana.

Além dos mecanismos dispostos pelos fungos para a penetracdo e protecdo contra
as defesas dos hospedeiros, muitos agentes biocontroladores possuem ainda a habilidade de
sintetizar inimeras substancias téxicas. As destruxinas compdem uma familia de peptideos
ciclicos toxicos, isolados pela primeira vez em 1961 do fungo Oospora destructor (M.
anisopliae) (PEDRAS et al., 2002). Estes hexapeptideos toxicos possuem uma ampla
variedade de atividades bioldgicas, porém as mais estudadas sdo os efeitos inseticidas e
fitotoxicos. As destruxinas A, B e E apresentam maior poder inseticida, e a sua
administracdo, via aplicagdo tépica, ingestdo ou injecdo em insetos, causa paralisia tetinica
e morte (PEDRAS et al., 2002; HUA et al., 2006). As destruxinas também apresentam
efeito imunossupressor e em Drosophila melanogaster, a destruxina A suprime a expressao
de genes envolvidos na resposta humoral contra patégenos, levando a um aumento da
susceptibilidade a infeccdes (PAL et al., 2007).

Uma das caracteristicas que fazem biocontroladores fiingicos, incluindo M.
anisopliae, agentes proficuos para o controle de pragas é a sua adaptacdo ao solo. A
selecdo de linhagens ndo s6 mais adaptadas as condicdes bidticas presentes no hospedeiro,
mas também as condi¢des abidticas, definem a capacidade de manutencdo do antagonista
natural em um determinado agrossistema (MEYLING & EILENBERG, 2006).
Recentemente, ST. LEGER (2008) ressaltou a capacidade de M. anisopliae em colonizar e
sobreviver na rizosfera de plantas, sendo este um ambiente propicio para a interacdo entre
plantas, insetos e microrganismos € um alvo ambiental importante para a manutencio e
persisténcia do fungo no meio ambiente. O papel de M. anisopliae como enddfito natural
ainda néo foi determinado, contudo se sabe que B. bassiana € capaz de colonizar tecidos
vegetais sem causar danos aos mesmos (VEGA, 2008). Tal fato salienta a capacidade de

manutengdo de entomopatégenos em ambientes fora dos hospedeiros-alvo e,
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conseqiientemente, o aumento das chances de manutengdo destes fungos na natureza. As

Figuras 5 e 6 mostram o ciclo bioldgico de M. anisopliae no meio ambiente e durante a

infec¢do em hospedeiros, respectivamente.

Infeccéo de
hospedeiros
epigeais
e
e
Persisténcia Infeccéo de Produgéo de
dos g h°;tzeqe'r°5 conidios nas
. subterraneos ;
conidios no cadaveres
ambigrie i Manutencéo

na rizosfera
solo

Figura 5: Ciclo biolégico de M. anisopliae no meio ambiente e interacdo com

artropodes (Figura adaptada de MEYLING & EILENBERG, 2007).
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Figura 6: Processo de penetracio e inicio do desenvolvimento de M. anisopliae em
hospedeiros. Painel superior (A), fotos de microscopia eletrdnica de varredura
mostrando o crescimento de M. anisopliae sobre a superficie de um hospedeiro-
alvo e inicio da penetracdo, Ap indica apressdrio e C, conideo; painel inferior
(B), microscopia Optica mostrando a formacdo de blastosporos por M.
anisopliae (Figura adaptada de ARRUDA, 2005; THOMAS & READ, 2007 e
WANG & ST. LEGER, 2007).

1.3.2 Secrecao de enzimas
A producio e secrec¢do de enzimas que degradam a cuticula durante a penetracio do

hospedeiro € bastante estudada. O fungo M. anisopliae produz uma série de enzimas

hidroliticas como proteases, quitinases e lipases, que agem de forma sinergistica para
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infec¢do de artrépodes-alvo (ST. LEGER er al., 1986a; ST. LEGER et al., 1986b; ST.
LEGER et al., 1989a; ST. LEGER et al., 1998; BARATTO et al., 2003; MORAES et al.,
2003; BARRETO et al, 2004; SILVA et al., 2005). Algumas das primeiras enzimas
produzidas pelo fungo no momento da penetracdo, concomitantemente com a
diferenciagdo da porcdo terminal da hifa em apressdrio, sdo as endoproteases e as
aminopeptidases. A secre¢do de proteases e quitinases pelo entomopatégeno parece ser
fundamental para o sucesso de penetragdo. M. anisopliae produz vérias enzimas
quitinoliticas, sendo a linhagem E¢ produtora de pelo menos seis enzimas com capacidade

de degradar quitina (PINTO et al., 1997; 1998; SILVA et al., 2005).

1.3.2.1 Proteases

A penetracdo de M. anisopliae em hospedeiros requer a secre¢do de proteases, ja
que a cuticula dos mesmos é composta por grande quantidade de proteinas. Para tanto, M.
anisopliae dispde de um arsenal proteolitico composto por proteases do tipo subtilisina
(Pr1), proteases do tipo tripsina (Pr2), cisteino proteases (Pr4), metaloproteases e varias
familias de exo-peptidases. As proteases sdo secretadas ndo s6 no momento inicial da
penetracdo, mas também apods a transposicdo da cuticula (ST. LEGER et al., 1998;
GILLESPIE ef al., 1998). A grande quantidade de proteases produzidas durante o processo
de infeccdo pode ser explicada pela composicdo quimica da cuticula de artropodes.
Entretanto, o significado bioldgico desta classe de enzimas vai além da fase inicial de
penetracdo, podendo serem vitais para a utilizacdo de proteinas do hospedeiro como fonte
nutricional, destruicdo de proteinas antifingicas do hospedeiro, como também para a
ativacdo de precursores de toxinas do patégeno (ST. LEGER, 1994).

Dentre as proteases produzidas por M. anisopliae, a PrlA € certamente a com
maior destaque, pois a utilizacdo de inibidores especificos para a mesma diminuiu a
viruléncia de M. anisopliae em M. sexta (ST. LEGER, 1988). Além disso, a identificacio
de mutantes espontineos deficientes em Prl1A e avaliados quanto a sua patogenicidade e
viruléncia mostraram-se sensivelmente menos virulentos (WANG et al., 2002). Ainda, ST
LEGER et al. (1996) identificaram um aumento da viruléncia sobre M. sexta de uma
linhagem com multiplas cépias do gene desta subtilisina sob o controle de um promotor

constitutivo, quando comparado com a linhagem selvagem. Insetos desafiados com a
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linhagem mutante tiveram uma reducio de 25% no tempo de morte e uma diminuic¢io de
40% no consumo de alimento.

As proteases do tipo subtilisina, Prl, compdem uma familia com varios membros,
sendo ja descritas as PR1 de A até K. Varios trabalhos descrevem a sua importancia no
desenvolvimento de Metarhizium em diversos ambientes, tais como em exudatos de
plantas, meios com restricdo de nutrientes e meios com cuticula ou hemolinfa de insetos e,
embora seja detectada a expressdo destas subtilisinas em todas as condicdes, existem
diferencgas no tipo de enzima especifico requerido em cada situagdo particular (WANG et
al., 2005).

BAGGA et al. (2004) fizeram uma avaliacdo global da diversidade das subtilisinas
em M. anisopliae, e uma andlise da similaridade da seqiiéncia de nucleotideos de regides
exon/intron permitiu o agrupamento destas enzimas em quatro grupos: subtilisina Pr1C
(bacteriana); subfamilia extracelular 1 (Pr1A, Pr1B, Pr1G, Prll e Prl1K); subfamilia
extracelular 2 (Pr1D, PrlE, PrlF e Prl]) e uma subtilisina endocelular (Pr1H). As
proteases da familia Pr1 podem ter divergido na execucdo de multiplas tarefas, podendo
desempenhar diversos papéis na patogé€nese, como a adaptacado a diferentes hospedeiros e a
ambientes externos (BAGGA et al., 2004).

Em 2005, a realizagdo de uma andlise da expressdo génica global de uma linhagem
de M. anisopliae, cultivada em cuticula de M. sexta ou em meio com privacdo de
nutrientes, permitiu a identificacdo de grupos de genes com aumento ou diminuicdo da
expressdo em ambas as condi¢des. Verificou-se que PrlA e Pr1B sdo induzidas tanto em
meio pobre quanto em meio com cuticula, porém, na segunda condi¢do, o aumento da
expressdo € mais marcante. Ainda, PrlC e Prl1D tiveram a sua expressdo rapidamente
aumentada ap6s 1h de cultivo em cuticula de M. sexta e PrlE e PrlK, apds 4 e 8h,
respectivamente (FREIMOSER et al., 2005).

A identificacdo de inibidores de proteases produzidos pelos artrépodes durante o
processo infeccioso constitui uma prova irrefutdvel da importancia desta classe enzimdtica

para a infeccdo de M. anisopliae em hospedeiros (SASAKI et al., 2008).
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1.3.2.2 Quitinases

Quitinases sdo enzimas encontradas em virus, bactérias, fungos, insetos, plantas
superiores e mamiferos com capacidade de hidrolisar a quitina, um polimero de N-
acetilglicosamina com ligacdes do tipo B-1,4, amplamente distribuido na natureza. A
atividade de quitinases € associada a diversas fungdes bioldgicas, como, por exemplo, ao
desenvolvimento estrutural na parede de fungos, e pode ser utilizada como mobilizadora de
fontes de carbono durante periodos de escassez de nutrientes, além de ser componente
estrutural da concha de crusticeos, nematdides e exoesqueleto de insetos
(MERZENDORFER & ZIMOCH, 2003; DAHIYA et al., 2006).

As quitinases podem ser classificadas de acordo com o sitio de clivagem do
substrato em duas categorias principais: as endoquitinases (EC 3.2.1.14), que clivam sitios
randomicos internamente na cadeia polissacaridica, liberando multimeros de N-
acetilglicosamina (NacGlc), como quitotetraose, quitotrioside e di-acetilquitobioside; e as
exoquitinases, que clivam as extremidades ndo redutoras de polimeros ou multimeros de
NacGlc. As exoquitinases s@o ainda subdivididas em quitobiosidases (EC 3.2.1.29) e N-
acetilglicosaminidases (EC 3.2.1.30). A clivagem de di-acetilquitobioside € realizada pelas
quitobiosidases, e as acetilglicosaminidases clivam oligdmeros oriundos da acdo de
endoquitinases e quitobiosidases, gerando mondmeros de NacGlc (Figura 7) (DAHIYA et

al., 2006).
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Figura 7: Mecanismo de acido das quitinases. As fibras de quitina estdo representadas
pelas esferas com losangos e as com quadriculado representam a extremidade
redutora. As setas indicam o sitio de acdo das endoquitinases e exoquitinases

(modificado de PALMA, 2006).

Além do papel fisioldgico das quitinases, acredita-se que estas sejam induzidas
durante o processo de infec¢do de Metarhizium em hospedeiros, ja que a principal barreira
fisica dos mesmos a infeccdo fungica é a cuticula. SILVA et al. (2005) verificaram, em gel
de atividade, que a linhagem E6 de M. anisopliae possui pelo menos 6 isoformas destas
hidrolases, as quais apresentaram massa molecular de 30, 33, 43,5, 45, 60 e 110 kDa. Nao
se sabe a funcdo individual destas enzimas na patogénese de Metarhizium em artrépodes.
Entretanto, a enzima CHIT30, originalmente purificada por PINTO et al. (1997) e
analisada por SILVA et al. (2005), parece ser um fator de viruléncia importante para o
entomopatdgeno, pois € capaz de degradar inteiramente a quitina, ji que tem atividade de
endo e exoquitinase. Ainda, STAATS (2007) construiu mutantes nulos para o gene

codificante da quitinase CHIT30 e observou que a linhagem mutante apresentava menor
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viruléncia ao inseto manchador do algodio D. peruvianus em relagdo a linhagem selvagem
E6.

Em outros sistemas fingicos, as quitinases sdo sabidamente fatores de viruléncia.
Em B. bassiana, por exemplo, a constru¢do de uma linhagem superexpressando uma
quitinase hibrida, contendo o dominio catalitico da enzima CHIT1 de B. bassiana e o
dominio de ligacdo de quitina de uma quitinasde de Bombyx mori (Bbchit] — BmChBD),
aumentou a viruléncia a Myzus persicae do fungo transformante em relacdo a linhagem
selvagem (FAN et al., 2007).

A agdo pontual das quitinases em processos especificos como o de infec¢do a
patdégenos requer a existéncia de um mecanismo de regulagc@o bastante sensivel. O modelo
de regulagdo de quitinases em M. anisopliae segue o modelo de repressdo/inducdo, em que
a quitina e produtos de sua degradacdo induzem a secre¢do enzimdtica e a presenca de
fontes de carbono facilmente metabolizaveis como a glicose as reprime (MORAES et al.,
2003; SILVA et al., 2005). No entanto, a elucidacdo completa dos mecanismos que
regulam a secrec@o das quitinases ainda nao foi realizada e alguns trabalhos mostram que
transcritos de genes que codificam quitinases aparecem durante o cultivo com glicose
(BARATTO et al., 2006; PALMA, 2006). Ndo obstante, as quitinases atuam em pHs
dcidos, e a quitinase CHIT30 ¢ induzida também durante choque térmico, indicando que
existem outros fatores, como pH e temperatura, que participam da regulacdo da atividade

desta classe enzimatica (ST. LEGER et al., 1998; STAATS, 2007).

1.3.3 Resposta do Hospedeiro as Infec¢oes

O estabelecimento de uma infeccio depende da interacdo entre patdgeno e
hospedeiro. Linhagens mais virulentas do patégeno possuem fatores que as auxiliam a
sobrepujar as respostas geradas pelo hospedeiro contra agentes estranhos. O sucesso
evolutivo dos insetos €, em parte, decorrente da capacidade de constituir um sistema de
defesa sofisticado, efetivo e altamente adaptivel contra intimeros microrganismos,
inclusive contra os fungos patogénicos (BOGUS et al., 2007). A primeira linha de defesa
contra invasores nos artropodes €, como nos vertebrados, as barreiras fisicas do sistema
imunolégico. Estas sdo compostas principalmente pelo tegumento intestinal e pela cuticula,

uma barreira formada por carboidratos e proteinas que confere prote¢do contra danos
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fisicos e ataques de agentes patogénicos (LAVINE & STRAND, 2002; OTTAVIANI,
2005). Os invertebrados ndo possuem anticorpos verdadeiros e nem resposta imune
adaptativa, porém, a resposta imune inata € bastante ativa, sendo composta por
mecanismos humorais e celulares cuja atividade é dependente da capacidade de
reconhecimento de substincias como préprias e ndo-préprias e que atuam sobre o patégeno
apdés a sua passagem através da cuticula (LAVINE & STRAND, 2002; MULLEN &
GODSWORTHY, 2006).

A resposta imune humoral é dada pela agdo de proteinas antimicrobianas como
lisozima, lecitinas, cecropinas, defensinas e radicais reativos de oxig€nio e nitrogé€nio
produzidos pelo corpo gorduroso e, em menor grau, pelas células de defesa. MULLEN &
GODSWORTHY (2006) estudaram a resposta de cupins contra M. anisopliae e, apés o
estimulo imunogénico, verificaram a ativagdo da enzima fenoloxidase, o que resultou na
produgdo de quinonas citotdxicas, as quais podem sofrer polimerizagdo e formar melanina.
ROYET & DZIARSKI (2007) salientam que, juntamente com o processo de fagocitose, o
papel da enzima fenoloxidase na producdo de reativos téxicos e formacdo de melanina é
uma das formas de resposta imunolégica mais importante nos insetos.

Outra ferramenta relevante contra patégenos € a capacidade que certos artrépodes
possuem de ajustar a sua temperatura corporal a valores extremos que possam prejudicar
ou impossibilitar o desenvolvimento de invasores. Aliado a isto, 0 aumento de temperatura
corporal gerado nos processos febris em resposta a infeccdo pode contribuir de forma
substancial para a ndo adaptacdo do agente patogénico (ELLIOT et al., 2002; BOGUS et
al., 2007).

A resposta imune celular é mediada pela acdo dos hemdcitos ou imundcitos que
desempenham papel fundamental no combate a invasores, pela sua atuacdo na fagocitose,
encapsulamento e compartimentalizacio de moléculas estranhas (BOGUS et al., 2007;
BORGES et al., 2008).

Hemocitos s@o células de defesa capazes de reconhecer substincias estranhas pela
interacdo direta de receptores de superficie (pattern-recognition receptors — PRRs) com
componentes moleculares dos invasores (pathogen-asociated molecular patterns —
PAMPs) ou, indiretamente, pelo reconhecimento de receptores humorais que opsonizam as
moléculas estranhas, facilitando assim a fagocitose (LAVINE & STRAND, 2002; ROYET
& DZIARSKI, 2007).
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A classificagdo celular dos hemdcitos € dificultada, pois a sua proliferacdo ocorre
na hemolinfa, estando presentes nesta tipos celulares de diferentes estdgios de maturagéo.
De qualquer modo, os imundcitos podem ser divididos em seis tipos celulares principais:
pré-hemécitos, plasmatdcitos, células granulares, cistocitos ou coaguldcitos, esferdcitos e
oenocitdides (Figura 8) (OTTAVIANI, 2005). Plasmatécitos e granuldcitos sdo os tipos
celulares principalmente envolvidos nos processos fagocitirios (LING & YU, 2006;
BORGES et al., 2007), sendo conservados evolutivamente e caracterizados pelo
reconhecimento, internalizacdo e destruicio de moléculas estranhas (BLANDIN &
LEVASHINA, 2007). Em 2007, BORGES e colaboradores identificaram cinco tipos de
imundcitos no Hemiptera Rhodnius prolixus: pré-hemdcitos, plasmatdcitos, oenocitéides,
adipdcitos e granulécitos. Os pro-hemdcitos apresentaram-se como células ovoides com
um ntcleo proeminente; os plasmatdcitos possuiam padrido polimoérfico e, nos granuldcitos,
foi possivel observar a presenca de grinulos. Dentre as células observadas, somente
plasmatdcitos pareceram estar envolvidos na fagocitose de particulas estranhas.

A nodulagdo e o encapsulamento consistem na formacao de agregados celulares ao
redor de particulas estranhas. Tanto no encapsulamento de alvos maiores, como parasitos,
fungos e protozodrios, quanto na formagdo de nddulos ao redor de populacdes de
microrganismos (Figura 9), os granuldcitos e plasmatdcitos sdo ativados passando a ter um
fendtipo de células adesivas (LAVINE & STRAND, 2002). Apds um contato inicial com
os agentes estranhos, os granuldcitos sofrem degranulagdo, liberando assim substancias
adesivas que se depositam ao redor dos agentes que as estimularam; como também,
estimulam os plasmatdcitos a formar uma cdpsula que se torna melanizada pela acdo dos

granuldcitos (OTTAVIANI, 2005).
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Figura 8: Microscopia eletronica de varredura de hemdcitos. Os painéis A, B e C
mostram células do Hemiptera R. prolixus, em que as letras representam: A,
pré-hemécitos; B, granulécitos e C, plasmatdceitos. Os painéis D e E mostram:
granulécitos, G; plasmatdcitos, P e células refratarias, R de Lymantria dispar.
Barras indicam 10um (Figura adaptada de BUTT & SHIELDS, 1996 e
BORGES et al., 2008).
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Figura 9: Microscopia optica mostrando a formacao de nédulo com melanizacdo em
Ceratitis capaitata. A fotografia foi realizada ap6s 60min do desafio com a

bactéria Escherichia coli. Figura extraida de SIDERI et al., 2007.
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2 OBJETIVO

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o potencial do fungo M.

anisopliae como agente biocontrolador de D. peruvianus e A. gemmatalis.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar as atividades de quitinases e proteases de diferentes linhagens de M.
anisopliae, em presenca de cuticulas de artrépodes.

Realizar bioensaios com diferentes linhagens de M. anisopliae, nos hospedeiros D.
peruvianus e A. gemmatalis.

Avaliar a resposta celular dos hospedeiros durante o processo infectivo.
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3 MATERIAL & METODOS

3.1 SOLUCOES E MEIOS DE CULTIVO

3.1.1 Meio BDA (Agar-Batata)

Glicose 2% (m/v)
Caldo de batata cozida 20% (vIv)*
Agar 1,5% (m/v)

Completar com dgua destilada para 100 mL e ajustar para pH 6,0.
Autoclavar a 120 °C, durante 20min.
*QO caldo de batata cozida foi preparado com o cozimento de 200 g de batata em

aproximadamente 800 mL de dgua destilada por, em média, 10 min.

3.1.2 Meio de Cove (MC)

Nitrato de sddio 0,6% (m/v)
*QGlicose 1% (m/v)
Agar 2% (m/v)

Completar com agua destilada para 100 mL e ajustar o pH para 6,0 com NaOH 1M.
Autoclavar a 120 °C, durante 20 min, e adicionar assepticamente:

Solugéo de sais 2% (v/v)

Solucdo de elementos-tragos 0,04% (v/v)

* Nos meios que continham cuticula de artrépodes, a glicose foi substituida pela fonte de

carbono desejada.

3.1.3 Solucao de Sais

KCl 2,6% (m/v)
MgSO,47H,0 2,6% (m/v)
KH2P04 7,6% (m/v)

3.1.4 Solucao de elementos-tracos

Na,B4077H,0 0,004% (m/v)
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FeSO, 0,001% (m/v)

MnSO42H,0 0,08% (m/v)
NaMnO42H,0 0,08% (m/v)
ZnS0O47H,0 0,08% (m/v)

Adicionar HCI1 12 M até a dissolugdo e completar com dgua destilada para 100 mL.

3.1.5 Preparacao das cuticulas

As cuticulas dos artropodes estudados no presente trabalho foram obtidas de formas
adultas de Ripichefalus (Boophilus) microplus, D. peruvianus e A. gemmatalis. Para R. (B.)
microplus, foi feito corte na extremidade posterior das teledgenas dos carrapatos e feita
seccdo medial total, separando o dcaro em duas partes. As cuticulas de D. peruvianus e A.
gemmatalis sofreram seccdo nas extremidades, anterior e posterior, e foram pressionadas
até saida do contetdo interno. Todas as cuticulas foram lavadas extensivamente com agua
destilada e esterilizadas em autoclave a 120 °C, por 20min, e mantidas a 4 °C para posterior

utilizacdo como fonte tinica de carbono, nos meios suplementados com cuticula.

3.2 MICRORGANISMOS

O microrganismo utilizado para o desenvolvimento dos experimentos foi o fungo
filamentoso Metarhizium anisopliae (METSCH) SOROKIN, linhagens E6, CG30,
CG47, CG97, CGI125, CG343, CAROI12 e Nordeste, originalmente isoladas de

diferentes regides e de hospedeiros naturais do entomopatégeno (Tabela 3).
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Tabela 3: Linhagens de M. anisopliae utilizadas durante o trabalho.

Linhagen/Nimero Espécie Fungica/Identificacio da Hospedeiro Natural Origem Geografica
de acesso no espécie e/ou variedade baseada na
GenBank regiao ITS
E6 Metarhizium anisopliae Deois flavopicta Espirito Santo/BR
EF051705 Metarhizium anisopliae var.
anisopliae
Nordeste Metarhizium sp Mahanarva postigata Pernambuco/BR
EF051708 Metarhizium anisopliae var.
anisopliae
CAROI12 Metarhizium anisopliae Schistocerca piceifrons Meéxico
EF051711 Metarhizium anisopliae var.
anisopliae
CG30 Metarhizium anisopliae var. anisopliae Deois flavopicta Espirito Santo/BR
EF051715 Metarhizium anisopliae var.
anisopliae
CG47 (ARSEF552)  Metarhizium anisopliae var. anisopliae Galactica sp Minas Gerais/BR
EF051719 Metarhizium anisopliae var.
anisopliae
CG97 Metarhizium anisopliae var. anisopliae Coleoptera Brasilia/BR
EF051721 Metarhizium anisopliae var.
anisopliae
CG125 (EMBRAPA) Metarhizium anisopliae var. anisopliae Monalonion annulipes Para/BR
EF051722 Metarhizium anisopliae var.
anisopliae
CG343 Metarhizium anisopliae var. anisopliae Curculio caryae Carolina do Su/EUA
(ARSEF 23) Metarhizium anisopliae var.
EF051726 anisopliae

3.2.1 Manutencao das Linhagens de Metarhizium anisopliae

As culturas de M. anisopliae foram mantidas a partir da semeadura em ponto de

esporos do fungo em placas de Petri com meio BDA (3.1.1). As placas foram incubadas a

28 °C até a esporulacdo (Figura 10), com posterior estocagem em refrigerador a 4 °C. Para

o preparo das suspensdes de esporos, as culturas foram repicadas em estrias em meio BDA

e incubadas em estufa a 28 °C até a esporulagdo. Com auxilio de uma alca de Drigalsky, os

esporos foram suspensos em 5 mL de solu¢do de Tween 80 (0,1%, v/v), transferidos com
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pipeta de Pasteur para um tubo e centrifugados a 12000 RPM, por 15min. O sedimento de
esporos foi lavado com agua destilada e novamente centrifugado. Para obtengdo de
suspensdo-estoque, adicionou-se aos esporos solugdo de glicerol 10% (v/v) e,
posteriormente, foi determinada a concentracio de conideos pela contagem em Camara de
Neubauer. Todas as solucdes e vidrarias utilizadas para o preparo das suspensdes foram

anteriormente esterilizadas em autoclave.

L

L~

Figura 10: Linhagens de M. anisopliae. A, E6; B, CG30; C, CG343; D, CG47; E, CG97;
F, CG125; G, C12 e H, Nordeste (Figura adaptada de Arruda, 2005).

3.2.2 Cultivo de M. anisopliae em diferentes fontes de carbono, para avaliacao da

atividade enzimatica

Para a verificacdo da producdo de quitinases e proteases secretadas no sobrenadante
de cultivos por M. anisopliae, foi feito o seu cultivo em meio MC (3.1.2), suplementado
com as diferentes fontes de carbono: glicose 1% (m/v), cuticula de R. (B.) microplus 1%
(m/v), cuticula de D. peruvianus 1% (m/v), cuticula de A. gemmatalis 1% (m/v).

Os cultivos que continham glicose tiveram a cada 24h reposicao da condicdo de
carbono para uma concentragéo final de 1%.

O in6culo constou de suspensdes de esporos na concentracdo de 1 x 10°

esporos/mL. Os cultivos foram mantidos a 28 °C em agita¢do constante de 120 RPM por
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até 96h e, apos o tempo de cultivo desejado, foi feita a filtragdo do micélio em papel filtro
(Whatmam #1). O sobrenadante das culturas foi coletado e dialisado contra dgua por 24h a

4 °C, para posterior analise da fracdo protéica secretada.

3.3 ENSAIOS ENZIMATICOS

3.3.1 Determinacao da atividade de quitinases

A determinacdo da atividade de quitinases no sobrenadante de cultivos de M.
anisopliae, em diferentes fontes de carbono, foi realizada segundo SELVAGGINI ez al.
(2004). Os substratos 4-metilumbeliferil-B-D-N,N’-diacetilquitobiose e 4-metilumbeliferil-
B-D-N,N’,N’-triacetilquitotriose (Sigma-Aldrich) foram utilizados para a determinac@o da
atividade de exoquitinases (quitobiosidases) e endoquitinases, respectivamente. Os ensaios
foram feitos em microplaca, contendo em cada pogo de reacdo 5 UL de substrato (0,4 mM),
80uL de tampao acetato 0,1M pH 5 e 20 uLL de amostra. Apds 30min de incubagéo a 37 °C,
as reacOes foram bloqueadas pela adigdo de 120 pL de tampao glicina/NaOH 0,1M pH
10,6. A hidrélise dos substratos foi monitorada pela medida da fluorescéncia em
fluorimetro SpectraMax (Molecular Devices Corporation, USA), pela emissao a 460nm e
excitacdo a 355nm. A atividade enzimdtica é expressa em unidades (U), sendo que cada
unidade € definida pela quantidade de enzima necesséria para a liberacdo de 1pmol de 4-

metilumbeliferona/mL/min.

3.3.2 Determinacao da atividade de proteases

A atividade de proteases do tipo serino-proteases e subclasse das subtilisinas foi
realizada pela incubagdo de aliquotas de 20 pl de cada amostra com 300 UM do substrato
N-Succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-Nitroanilida (Sigma-Aldrich) e adicdo de tampado Tris-HCI
50 mM pH 8, até obtencdo de um volume final de 100 pl. Apés adi¢do do substrato, as
amostras foram incubadas a 37 °C por 30min, sendo a absorbancia de 405nm avaliada em

intervalos de 20s em fluorimetro SpectraMax (Molecular Devices Corporation, USA).
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3.3.3 Determinacio de proteina total

A proteina total presente nos sobrenadantes de M. anisopliae, nas diferentes

condicdes de cultivo, foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

3.4 BIOENSAIOS
3.4.1 Bioensaios com D. peruvianus

A avaliacdo da atividade entomopatogénica das diferentes linhagens de M.
anisopliae sobre o percevejo do algoddao D. peruvianus foi realizada em grupos de 20
insetos, machos ou fémeas, e a resposta do hospedeiro, analisada em intervalos de 24h. Os
insetos foram inicialmente lavados com solug@o de hipoclorito de sédio 0,05%, solucdo
salina 0,87% e agua destilada e, posteriormente, mergulhados por 30s em cada uma das
suspensdes de esporos de M. anisopliae, na concentracio de 108 esporos/mL, e mantidos
em cAmara de germinacdo a 28 °C, com umidade relativa de 90% e fonte de dgua e
alimento ad libitum (Figura 11). Os bioensaios foram mantidos até obtencdo de 100% de
mortalidade e, para andlise das fémeas, os ovos foram coletados e pesados. Todos os
ensaios foram feitos em triplicata e o grupo controle, desafiado contra dgua destilada
estéril.

Os insetos mortos foram coletados e mantidos a 28 °C até crescimento fiingico e
esporulacdo na superficie do artrépode.

Alternativamente, foi realizada a aplicagdo de esporos, pela inje¢do de conideos na

regido abdominal dorsal de machos, das linhagens E6, CG47 e CG97.
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Figura 11: Bioensaios com D. peruvianus. O painel A mostra o grupo controle de um
bioensaio com fémeas, com o alimento (al) mantido no interior do pote
juntamente com a fonte de dgua (H,O) e, o painel B, mostra um grupo com

machos e o fornecimento do alimento (al) pela parte superior do recipiente.

3.4.2 Bioensaios com A. gemmatalis

Para a avaliacdo da acdo de M. anisopliae contra a lagarta da soja A. gemmatalis,
foram utilizados insetos no terceiro estdgio larval. Grupos de 20 lagartas foram desafiadas
com as diferentes linhagens flngicas, sendo as suspensdes de esporos (10* esporos/mL)
colocadas em papel filtro (Whatmam #1), sobre o qual as larvas eram dispostas e mantidas
em cimara de germinagdo a 28 °C e umidade de 90%, por 24h. Apds este periodo de
exposi¢cdo, o papel filtro era retirado e as lagartas, mantidas nas mesmas condi¢des de
temperatura e umidade anteriormente utilizadas, e observadas diariamente até a
transformagdo para o estagio de pupa. Os grupos controles foram desafiados com 4gua
destilada e todos os ensaios foram realizados em triplicata. As lagartas mortas eram
coletadas, lavadas com hipoclorito de sédio 0,05% e 4dgua destilada estéril, e semeadas em
meio minimo com incubacgdo a 28 °C, até crescimento fungico e esporulagdo na superficie

do artrépode.
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3.5ANALISE DA RESPOSTA A INFECCAO PELOS HOSPEDEIROS D.

peruvianus E A. gemmatalis

A avaliag@o da resposta dos artrépodes a infec¢do por M. anisopliae foi realizada
pela contagem do ndmero de células de defesa dos mesmos. Apds 4, 24, 48 e 72h de
infec¢do, amostras de hemolinfa dos insetos foram coletadas e imediatamente utilizadas
para a determinacdo do ndmero de hemdcitos em cdmara de Neubauer. A avaliacdo parcial
dos tipos celulares encontrados nos diferentes hospedeiros foi feita pela coloracdo de
esfregaco de hemolinfa, pelo método do panético rdpido (Laborclin), e registrados
utilizando-se o sistema de fotodocumentacdo (Axiocam MRc — Zeiss), acoplado ao

microscopio 6tico (Axioskop 40 - Zeiss).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nos ensaios enzimaticos foram examinados por andlise de
varidncia (ANOVA) e os valores, comparados pelo teste de Tukey, utilizando-se o
programa SPSS 13.0; valores de p<0,05 foram considerados significativos.

A avaliacdo da atividade entomopatogénica de M. anisopliae sobre os diferentes
artropodes foi analisada, e o tempo letal médio (TL50) e os limites de confianca,

determinados pelo método de probit do programa SPSS 13.0.
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4 RESULTADOS

Este trabalho mostra, inicialmente, a secre¢do de quitinases e proteases por
diferentes linhagens do entomopatégeno M. anisopliae, durante o cultivo em fontes de
carbono possivelmente indutoras (cuticulas de artrépodes) ou repressoras (glicose). As
mesmas linhagens foram também avaliadas, quanto ao seu potencial entomopatogénico,
contra dois diferentes possiveis hospedeiros, o percevejo manchador do algoddo D.
peruvianus e a lagarta da soja A. gemmatalis. Por fim, foi realizada uma breve anélise da

resposta imune fagocitdria dos artrépodes desafiados com M. anisopliae.

4.1 SECRECAO ENZIMATICA DE M. anisopliae EM DIFERENTES FONTES DE
CARBONO

Algumas enzimas, como as proteases e as quitinases, sdo consideradas fatores de
viruléncia para a atividade inseticida de M. anisopliae, portanto, a capacidade de
determinadas linhagens de produzir e secretar estas enzimas, em condi¢des especificas,
pode indicar uma maior capacidade entomopatogénica (SILVA et al, 2005;
CASTELLANOS-MOGUEL et al., 2007).

As linhagens E6, CG30, CG343, CG47, CGY7, CG125, C12 e Nordeste foram
cultivadas em meios contendo cuticula de artrépodes como tnica fonte de carbono, assim
como em meio rico contendo glicose, todos na concentracdo de 1%. Apés 24, 48, 72 e 96h
de cultivo, as culturas foram filtradas e os sobrenadantes, utilizados para a determinagdo da

proteina total e da atividade enzimaética.

4.1.1 Quitinases

A atividade de endoquitinases e exoquitinases foi detectada em todas as linhagens e
em todas as condicdes testadas. Entretanto, mostrou-se quantitativamente varidvel,
principalmente no que se refere a fonte de carbono utilizada e ao tempo de cultivo do
fungo. De forma geral, embora tenha ocorrido um aumento na atividade de ambas as
quitinases ao longo do tempo, ocorreu uma atividade mais expressiva de exoquitinases
(frente a 4-methylumbelliferyl-B-D-N,N’-diacetylchitobioside [4-UM-(GIcNAc),]) em

todas as condi¢des de cultivo testadas em relacdo a atividade de endoquitinases (frente a 4-
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methylumbelliferyl-B-D-N,N’, N’ -triacetylchitotrioside [4-UM-(GIcNAc)3]) (Figuras de 12
a 15). As maiores atividades foram encontradas nas condi¢des de cultivo em que se
utilizaram glicose e cuticula de R. (B.) microplus como tnica fonte de carbono.

A Figura 12A mostra a secrecio de exoquitinases apds 24h de cultivo. Neste tempo
e com a utilizag@o de glicose, a linhagem CG47 mostrou uma maior atividade em relacio
as demais testadas (43 vezes superior a CG125 e 3 vezes superior a E6 e CG343). Quando
a fonte de carbono utilizada foi a cuticula de carrapato, as linhagens CG343 e CI12
apresentaram maior atividade, sendo a primeira 2 vezes superior a E6, 10 vezes a Nordeste
e 35 vezes a CG47; e a segunda 3,9 vezes superior a E6, 14 vezes a Nordeste e 48 vezes a
CG47.

A atividade de endoquitinases ap6s 24h de cultivo foi significativamente inferior a
de exoquitinases (11 vezes), porém a atividade de endoquitinases nos meios que continham
glicose foi maior do que nas demais condigdes testadas, especialmente quando levada em
consideracdo a linhagem Nordeste (Figura 12B). Ainda, nestas mesmas condicdes, a
expressdo de quitinases pelas linhagens CG343 e C12 parece sofrer repressdo da fonte de
carbono empregada, padrio este que se manteve constante até 96h de cultivo para a
linhagem C12.

Ap6s 48h de incubacdo, em glicose, a linhagem C12 mostrou acentuada atividade
de exoquitinases. Todavia, nesta mesma condicdo de cultivo, conforme o anteriormente
descrito, a atividade de endoquitinases foi de 20 (CG343 e CG97) a 100 (E6, CG47 e
CG125) vezes inferior a das demais linhagens (Figura 13B).

Como mostra a Figura 13, com a utiliza¢do de cuticula de R. (B.) microplus, as
maiores atividades de exoquitinases foram detectadas em sobrenadantes de cultivos de E6
e CG343 e, para endoquitinases, além de E6 e CG343, também se destacou a linhagem
CGY7. O substrato 4-UM-(GIcNAc);, quando incubado com sobrenadantes de cultivos da
linhagem CG343 por 48h em carapaca de A. gemmatalis, possibilitou a deteccdo de
enzimas hidroliticas de 2 (Nordeste) a 11 (CG125) vezes superior a dos outros isolados
fingicos.

Uma andlise global da atividade de endoquitinases permitiu verificar que a secrecio
das mesmas aumentou com o passar do tempo, sendo marcante em 72 e 96h de cultivo
(Figuras 14B e 15B). As linhagens E6 e CG343, ap6s 72h de cultivo, apresentaram

acentuada atividade, tanto endo- (de 2 até 300 vezes superior) quanto exoquitinolitica (de
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12 até 90 vezes superior), em cuticula de R. (B.) microplus como fonte de carbono. Embora
o emprego de cuticulas de D. peruvianus ou A. gemmatalis ndo tenham sido fortes
indutoras da atividade quitinolitica, quando comparadas a glicose e a carapaca de
carrapato, a atividade de quitinases, ap6s 96h de cultivo, foi mais expressiva para a

linhagem CG343 (Figura 15).
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Figura 12: Atividade de quitinases ap6s 24h de cultivo de M. anisopliae. As linhagens
do fungo foram cultivadas a 28 °C por 24h em meios contendo diferentes fontes
de carbono e o sobrenadante, coletado e utilizado nos ensaios enzimaticos. O
painel A mostra a atividade de exoquitinases gerada pela incubacdo com 4-UM-
(GIcNAc), e o painel B endoquitinases com 4-UM-(GIcNAc);. As diferentes

letras representam amostras com diferencas estatisticas significantes (p<0,05).
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Figura 13: Atividade de quitinases apos 48h de cultivo de M. anisopliae. As linhagens
do fungo foram incubadas a 28 °C por 48h em meios contendo diferentes fontes
de carbono e o sobrenadante, coletado e utilizado nos ensaios enzimaticos. O
painel A mostra a atividade de exoquitinases gerada pela incubac¢io com 4-UM-
(GIcNAc), e o painel B endoquitinases com 4-UM-(GIcNAc);. As diferentes

letras representam amostras com diferencas estatisticas significantes (p<0,05).
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Figura 14: Atividade de quitinases ap6s 72h de cultivo de M. anisopliae. As linhagens
do fungo foram incubadas a 28 °C por 72h em meio contendo diferentes fontes
de carbono e o sobrenadante, coletado e utilizado nos ensaios enzimaticos. O
painel A mostra a atividade de exoquitinases gerada pela incubac¢io com 4-UM-
(GIcNAc), e o painel B de endoquitinases com 4-UM-(GIcNAc)s. As diferentes

letras representam amostras com diferencas estatisticas significantes (p<0,05).
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Figura 15: Atividade de quitinases apos 96h de cultivo de M. anisopliae. As linhagens
do fungo foram incubadas a 28 °C por 96h em meio contendo diferentes fontes
de carbono e o sobrenadante, coletado e utilizado nos ensaios enzimaticos. O
painel A mostra a atividade de exoquitinases gerada pela incubac¢io com 4-UM-
(GIcNAc), e o painel B de endoquitinases com 4-UM-(GIcNAc)s. As diferentes

letras representam amostras com diferencas estatisticas significantes (p<0,05).
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4.1.2 Proteases

A atividade de serino-proteases do subtipo subtilisina foi avaliada com o emprego
do substrato cromogénico N-Succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-Nitroanilida. Portanto, ao longo
do trabalho, a atividade proteolitica refere-se somente a esta classe enzimatica.

A avaliacdo geral do padrio de atividade das diferentes condi¢des mostrou que a
deteccdo desta classe enzimatica foi maior com o passar do tempo, sendo praticamente
nula para a maioria das linhagens, apds 24h de cultivo, e o emprego de glicose pareceu
reprimir a atividade de proteases em todos os tempos analisados (Figuras de 16 a 19). A
linhagem E6, ap6s 24h de cultivo, apresentou atividade superior as demais com a
utilizacdo de fontes de carbono provenientes de cuticula de artrépodes. J4 a linhagem
CG30 foi a unica, além da E6, a produzir subtilisinas em meio que continha cuticula de D.

peruvianus como fonte tnica de carbono (Figura 16).
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Figura 16: Atividade de proteases apos 24h de cultivo de M. anisopliae. As linhagens
do fungo foram incubadas a 28 °C por 24h em meios contendo diferentes fontes
de carbono e o sobrenadante, coletado e utilizado nos ensaios enzimaticos. As
diferentes letras representam amostras com diferencas estatisticas significantes

(p<0,05).
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A Figura 17 mostra a atividade de proteases em 48h. Nessa condi¢do, com o
emprego de cuticula de D. peruvianus, as linhagens E6, CG47 e CG343 apresentaram as
maiores atividades, e E6 e CG343 tiveram a maior produgdo de subtilisinas induzida por

cuticula de A. gemmatalis.
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Figura 17: Atividade de proteases apos 48h de cultivo de M. anisopliae. As linhagens
do fungo foram incubadas a 28 °C por 48h em meios contendo diferentes fontes
de carbono e o sobrenadante, coletado e utilizado nos ensaios enzimaticos. As
diferentes letras representam amostras com diferencas estatisticas significantes

(p<0,05).

Ap6s 72h de cultivo, a atividade proteolitica foi mais expressiva nas culturas com
D. peruvianus e A. gemmatalis (Figura 18). Na primeira condicdo, destacaram-se as
linhagens E6, CG47 e Nordeste. Ji na segunda, CG343 teve a atividade de 1 (E6) a 50
(Nordeste) vezes superior as demais. A linhagem E6 mostrou marcante atividade
proteolitica em todas as fontes de carbono, com excecdo de glicose, sendo a carapaca de R.
(B.) microplus a condi¢do que propiciou a maior secrecao.

As linhagens E6 e CG343 foram capazes de manter alta atividade em carapaga de
D. peruvianus e A. gemmatalis ap6s 96h de cultivo e, na condi¢do carapaca de R. (B.)
microplus, além da E6 e da CG97, a Nordeste também pareceu ter a secrecdo de subtilisina

aumentada em relagdo a menores tempos de incubacao (Figura 19).
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Figura 18: Atividade de proteases ap6s 72h de cultivo de M. anisopliae. As linhagens
do fungo foram incubadas a 28 °C por 72h em meios contendo diferentes fontes
de carbono e o sobrenadante, coletado e utilizado nos ensaios enzimaticos. As

diferentes letras representam amostras com diferencas estatisticas significantes

(p<0,05).
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Figura 19: Atividade de proteases apos 96h de cultivo de M. anisopliae. As linhagens
do fungo foram incubadas a 28 °C por 96h em meios contendo diferentes fontes
de carbono e o sobrenadante, coletado e utilizado nos ensaios enzimaticos. As
diferentes letras representam amostras com diferencas estatisticas significantes

(p<0,05).
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4.2 AVALIACAO DE PATOGENICIDADE

A capacidade entomopatogénica de diferentes linhagens de M. anisopliae foi
avaliada por bioensaios com os artropodes D. peruvianus e A. gemmatalis. Inicialmente,
todos os ensaios foram desenvolvidos com a exposicdo dos insetos a suspensdes de
conideos das diferentes linhagens de M. anisopliae, na concentragio de 1x10° esporos/mL.
As linhagens fingicas com maior atividade inseticida foram entdo selecionadas para a
determina¢do do tempo letal mediano (TL50), bem como para a determinacdo do nimero

total de hemdcitos/imundcitos e para a avaliacdo qualitativa dos tipos celulares presentes.

4.2.1 Avaliacao da patogenicidade utilizando como modelo o percevejo D. peruvianus

A aclo inseticida de M. anisopliae sobre o percevejo manchador do algodio foi
realizada pela aplicacdo de esporos das diferentes linhagens em fémeas e machos,
separadamente, deste inseto.

Todas as linhagens testadas foram capazes de infectar e matar D. peruvianus,
porém, o tempo necessirio para a obten¢do da mortalidade, bem como a acdo sobre
machos e fémeas foi bastante varidvel.

Os machos foram significativamente menos sensiveis a infec¢do por M. anisopliae
do que as fémeas (Tabelas 4 e 5). A maioria das linhagens ocasionou o débito de 50% das
fémeas apos 3 - 4 dias da exposi¢cdo aos conideos, e a mortalidade de 100% foi atingida
apos 8 - 9 dias (Tabela 5). Para os machos, o tempo médio necessario para a morte de 50%
e 100% dos percevejos foi de 8 e 12 dias, respectivamente. A linhagem CG97 apresentou a
menor viruléncia para fémeas de D. peruvianus, necessitando de 10,4 dias para matar
100% dos insetos. Ja para os machos, a linhagem Nordeste apresentou a menor viruléncia,
apresentando TL50 e TL100 de 13,7 e 22,5 dias, respectivamente.

A utilizacdo de fémeas para a avaliacdo da atividade de M. anisopliae como
biopesticida permitiu a separagdo das linhagens em grupos distintos, de acordo com o
tempo médio para a obtencdo de 50% de mortalidade (Tabela 4). Foi verificado que as
linhagens E6 e CG47 foram as mais virulentas contra fémeas de D. peruvianus, e a
linhagem CG125, contra machos. A Figura 20 apresenta a mortalidade de machos e fémeas

de D. peruvianus, apds exposi¢do a conideos das diferentes linhagens ao longo do tempo.
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O nimero de fémeas mortas em cada dia ndo permitiu a identificacdo de variagdes
significativas entre os isolados. Entretanto, a mortalidade dos machos foi diferenciada.
Embora a maioria das linhagens seja capaz de matar 100% dos insetos desafiados com 12 -
13 dias, a andlise da mortalidade cumulativa conforme o tempo mostrou que as diferentes
linhagens possuem graus distintos de viruléncia conforme o sexo do inseto.

Ainda a respeito dos experimentos com fémeas, a ovopostura foi avaliada pela
coleta e pesagem dos ovos até o ultimo dia dos bioensaios. Uma andlise parcial da acdo das
diferentes linhagens sobre a capacidade de realizacdo da ovopostura mostrou que a mesma
¢ influenciada pela linhagem fingica utilizada, sendo as mais virulentas, de forma geral,
também as com maior influéncia sobre a postura dos ovos (Figura 21).

As alteragdes ante mortem observadas foram similares em machos e fémeas. Os
insetos ficavam menos dgeis e pareciam ter a coordenacdo motora afetada, notando-se a
presenca de tremores e de incapacidade para a locomocdo. Apds a morte, os artropodes
apresentavam-se mumificados, sendo esta caracteristica mais marcante no caso dos
machos. A Figura 22 mostra os insetos mortos e mumificados nos bioensaios, apds

incubacdo em camara de germinagdo.
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Tabela 4: Tempo letal para a morte de 50% de D. peruvianus, apds a exposi¢do a

diferentes linhagens de M. anisopliae.

Fémeas Machos

Linhagens TL50 Limites de confianga 95% TL50 Limites de confianga 95%

(dias) (superior - inferior) (dias) (superior - inferior)
E6 3,30 3,12-3,482 8,34 8,06 8,62
CG30 4,01 3,72-4,30° 8,48 8,20-8,76
CG343 3,66 3,38 — 3,03 3° 8,30 8,07 8,52
CG47 3,60 3,48 — 3,87 2 8,71 8,42 8,95
CG97 3,38 4,90 - 5,60 8,66 8,41-8,90"
CG125 3,70 3,49 — 4,09 ° 7,63 731-7,93°
c12 5,67 5,15-6,17 8,27 8,02-8,52"
Nordeste 4,50 4,33-4,77° 13,70 13,32 - 14,07 °

Letras semelhantes® ~ ® sdo representativas dos limites de confianca para cada linhagem de
M. anisopliae e indicam diferencas ndo significativas.
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Tabela 5: Tempo letal para a morte de 100% de D. peruvianus, apds a exposicio a

diferentes linhagens de M. anisopliae.

Fémeas Machos

Linhagens TL100 Limites de confianga 95% TL100 Limites de confianga 95%

(dias) (superior - inferior) (dias) (superior - inferior)
E6 5,31 4,955,812 13,34 12,75 - 14,06 ©
CG30 7,56 6,97 -8,38 " 13,39 12,77 - 14,16 °
CG343 8,10 750-887" 11,61 11,14 — 12,21 %
CG47 5,99 5,62 — 6,50 2 12,25 11,77 -12,87°
CG97 10,40 9,64 11,40 ° 12,54 12,05-13,17 %
CG125 9,00 8,33 -9,86 ™ 12,02 11,40 -12,83°
c12 9,73 8,81 11,21 12,38 11,86 — 13,04 %
Nordeste 7,61 717 -8,20 b 22,50 21,65 — 23,51 f

Letras semelhantes” " sdo representativas dos limites de confianca para cada linhagem de

M. anisopliae e indicam diferencas ndo significativas.
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Figura 20: Mortalidade de D. peruvianus infectado por diferentes linhagens de M.

anisopliae. Os graficos mostram a acdo de diferentes linhagens de M.

anisopliae sobre fémeas (A) e machos (B) de D. peruvianus ao longo do tempo.
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Figura 21: Avaliacao da ovopostura de fémeas de D. peruvianus expostas a diferentes

linhagens de M. anisopliae. As diferentes letras representam amostras com

diferencas estatisticas significantes (p<0,05).
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Figura 22: Desenvolvimento de M. anisopliae em D. peruvianus apoés a morte dos
insetos em bioensaios. Fémeas desafiadas com linhagens de M. anisopliae e
mortas durante os bioensaios foram coletadas e mantidas em camara de
germinagdo a 28 °C por um periodo de até duas semanas. A seta em B indica
conideos e a seta em E, desenvolvimento micelial. Os painéis A, B, C, D, E, F,
G e H mostram desafios com as linhagens E6, CG30, CG343, CG47, CGY7,
CG125, C12 e Nordeste. O painel I mostra um macho infectado com a

linhagem E6.
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As linhagens E6, CG47 e Nordeste foram ainda utilizadas para a determinagdo da
dose letal de 50% e 100% de fémeas de D. peruvianus. Os artrépodes foram desafiados
com concentragdes de 10°, 10" e 10° esporos/mL e observados diariamente. Embora a
linhagem Nordeste tenha apresentado menor viruléncia em relacdo as linhagens E6 e
CG47, a determinacdo da dose letal necessaria para a morte de 50 e 100% das fémeas
revelou que somente a linhagem E6 possui dose letal estatisticamente distinta da linhagem

Nordeste (Tabela 6).

Tabela 6: Dose letal média para a morte de 50 e 100% de fémeas de D. peruvianus, apds a
exposicdo por trés dias a diferentes concentragdes das linhagens E6, CG47 e Nordeste de

M. anisopliae.

Dose Letal
Linhagens DL50 Limites de confianga DL100 Limites de confianga
(conideos/mL) e (conideos/mL) 95%
E6 295.10"  263.10"—=331.10°2  138.10° 112 10°~1,73.10%2
CG47 1,69. 107 5,75. 106~ 7,58. 10" 2 1,25.10° 1,86.10°—1,23. 102"
Nordeste ~ 776.10"  602.107-1,02.10°°  741.10°  407.10°-2,18.10°"

Letras semelhantes” " sdo representativas dos limites de confianca para cada linhagem de

M. anisopliae e indicam diferencas ndo significativas.

4.2.1.1 Avaliacao da resposta celular de D. peruvianus

A avaliacdo das possiveis diferengas na resposta imune frente a infeccdo com as
diferentes linhagens de M. anisopliae foi realizada devido a presenca de diferencas
significativas na capacidade entomopatogénica de M. anisopliae entre machos e fémeas de
D. peruvianus. Para tal, o nimero e/ou padrdo de fagdcitos entre os géneros foi analisado.
As linhagens E6, CG47 e Nordeste foram selecionadas e submetidas ao experimento ja
descrito no item 3.4.1. Apoés 4, 24, 48 e 72h de incubacio, trés artrépodes foram retirados

para a coleta de hemolinfa, a qual era imediatamente utilizada para a contagem celular e

realizacdo de esfregaco (somente realizado para a linhagem CG47). Conforme o esperado,
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a contagem de hemdcitos totais foi inferior em fémeas, como também na presenca da
linhagem Nordeste, que pareceu ser a menos virulenta nos bioensaios com machos (Figura
23). Porém, a diferenca na contagem celular pode ndo ter papel significativo para a
susceptibilidade diferenciada de certos grupos de artrépodes a determinadas linhagens,
pois o grupo controle, tanto no caso dos machos quanto no das fémeas, pareceu sofrer um
padrio de variagdo semelhante ao dos grupos tratados nas contagens celulares.

Nao houve alteragdes significativas no padrdo celular de acordo com o género e o
tempo de exposicdo ao patégeno (Figuras 24 e 25). De forma geral, foram encontradas
células basofilicas (detalhe Al da Figura 24), células com morfologia compativel a
granuldcitos (detalhes B1 e B2 da Figura 24) e células pleomorficas, caracteristica esta
sugestiva da presenca de plasmatocitos (detalhes Al e B1 da Figura 25). A Figura 25A
mostra o esfregaco de um grupo controle e 25 B, de um grupo desafiado com a linhagem
CG47 apds 72h; embora tenha sido verificada a presenca de células com morfologia
compativel a plasmatdcitos, este padrio foi diferente somente entre os tempos e ndo entre

0s tratamentos.
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Figura 23: Contagem de hemdcitos totais apds diferentes tempos de exposicao de D.

peruvianus a linhagens de M. anisopliae. A apresenta ensaios com machos e

B, ensaios com fémeas.
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Figura 24: Tipos celulares encontrados em esfregacos de hemolinfa de D. peruvianus,

apos 4h de exposicdo a linhagem CG47. A, grupo controle apds 4h de
incubacdo (aumento 400X); A1, detalhe de A (630X); B, grupo desafiado com a
linhagem CG47 ap6s 4h de incubacdo (400X); B1 e B2, detalhe de B (630X).
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Figura 25: Tipos celulares encontrados em esfregacos de hemolinfa de D. peruvianus,

apos 72h de exposicao a linhagem CG47. A, grupo controle apés 72h de
incubagdo (400X); Al e A2, detalhe de A (630X); B, grupo desafiado com a
linhagem CG47 ap6s 72h de incubagao (400X); B1 e B2, detalhe de B (630X).
As setas em Al e Bl indicam células com morfologia compativel a

plasmatdcitos.

4.2.1.2 Avaliacao do papel da cuticula na resposta de D. peruvianus a infeccao

fingica

Devido aos resultados inconclusivos sobre o envolvimento da resposta de fagdcitos
na maior resist€ncia de machos a infeccdo, foram desenvolvidos bioensaios com a
aplicag@o parenteral de esporos flingicos. Esta mudanca na via de infec¢do buscou avaliar
um possivel envolvimento da cuticula na resposta ao agente infeccioso.

A cuticula parece exercer um papel importante nas defesas fisicas de machos de D.
peruvianus contra agentes infecciosos. A linhagem Nordeste que, em experimentos

desenvolvidos com a aplicagdo tépica de esporos de M. anisopliae, obteve os maiores
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tempos para atingir 50 e 100% de mortalidade, com a injecdo intra-abdominal de esporos,

apresentou mortalidade superior a linhagem E6 (Figura 26 e Tabela 7).
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Figura 26: Efeito de M. anisopliae em machos de D. peruvianus. O grifico mostra a taxa
de sobrevivéncia de machos de D. peruvianus, ap6s a administracdo via intra-

abdominal de suspensao de esporos de isolados de M. anisopliae.
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Tabela 7: Tempo letal médio para a morte de 50 e 100% de machos de D. peruvianus apés

a inoculagéo parenteral de esporos de M. anisopliae.

Dose Letal

Linhagens TL50 Limites de confianga 95% TL100 Limites de confianga 95%

(dias) (dias)
E6 2,54 238-27° 3,53 3,27 - 3,96 °
CG47 1,37 1,23-1,512 2,23 1,99 -2,62 2
c12 2,03 1,78 -2,27° 4,41 3,88-53°
Nordeste 1,26 111-1,41°% 2,26 1,99-2,772

Letras semelhantes” ~ sdo representativas dos limites de confianca para cada linhagem de

M. anisopliae e indicam diferencas ndo significativas.

4.2.2 Avaliacao da patogenicidade utilizando como modelo a lagarta A. gemmatalis

A capacidade de M. anisopliae de infectar e matar a lagarta A. gemmatalis foi
avaliada pela exposicdo desta a suspensdes de conideos na concentracdo de 108
esporos/mL.

A viruléncia das diferentes linhagens sobre A. gemmatalis foi bastante diferenciada.
Para algumas linhagens como CG30, CG47 e CG343, este artrépode pareceu ndo ser um
potencial hospedeiro, no entanto outras, como a linhagem C12, foram capazes de infectar e

matar estes insetos em apenas 1 dia (Tabela 8).
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Tabela 8: Tempo letal médio para a morte de 50% de A. gemmatalis, apds a exposi¢ao a

diferentes linhagens de M. anisopliae.

Linhagens TL50 Limites de confianga 95%

(dias) (superior - inferior)
E6 9,72 8,34 — 12,82 ¢
CG97 6,62 6,11-7,30°
CG125 5,24 411 -6,72°
ci12* - 0,684 .a
Nordeste 2,91 0,08 —4,22°

*A linhagem C12 apresentou TL100 com 24h de incubagdo.
Letras semelhantes® ¢ sdo representativas dos limites de confianga para cada linhagem de
M. anisopliae e indicam diferencas ndo significativas.

A linhagem C12 foi significativamente a mais eficiente, pois com 24h apds a
incubacdo atingiu 100% de mortalidade, sendo a dnica a agir sobre a totalidade dos insetos
infectados. A linhagem Nordeste também foi eficiente, eliminando 50% dos insetos-alvo
apo6s cerca de 3 dias de incubacdo. Entretanto, nao foi possivel obter mortalidade de 100 %
antes da ecdise dos insetos expostos a conideos da linhagem Nordeste, sendo obtidos 67%
de mortalidade dos insetos. Assim como a linhagem Nordeste, as linhagens CG97, CG125
e E6 foram menos virulentas em relagdo a linhagem C12, visto que a taxa de mortalidade
dos insetos, obtida com a infec¢do por conideos destas linhagens, foi de 50, 60 e 15%,
respectivamente. A figura 27 mostra a sobrevivéncia relativa das lagartas expostas as

linhagens de M. anisopliae.
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Figura 27: Efeito de M. anisopliae sobre A. gemmatalis. Os graficos mostram a acfo de

diferentes isolados de M. anisopliae sobre larvas de terceiro estagio.

Com o intuito de determinar se a causa mortis foi a infec¢do por M. anisopliae, as
lagartas mortas foram coletadas, lavadas com dgua destilada e solucdo de hipoclorito de
sédio para garantir a eliminagdo de microrganismos externos e, em seguida, semeadas em
meio minimo e incubadas em cadmara de germinacdo a 28 °C, para observacdo do
crescimento do fungo (Figura 28). Apds cerca de duas semanas de incubag@o, o micélio
presente sobre os insetos esporulou, mostrando padrio morfolégico compativel ao
crescimento de M. anisopliae.

Em seguida, a dose letal foi estimada para as linhagens C12, CG97, CG125 e
Nordeste. Aos trés dias pos-infeccdo, a linhagem Nordeste apresentou a menor dose letal
necessdaria para a morte de 50% das lagartas, porém, para a obtencdo de 100% de
mortalidade, a linhagem CG125 teve um ligeiro destaque. A determinagdo da dose letal da
linhagem C12 foi realizada 24h apds o desafio microbioldgico, jd que neste periodo foi
alcancada 100% de mortalidade. Portanto, de acordo com o mostrado nos bioensaios para
determinagdo do tempo letal médio para a morte dos insetos e com o célculo da dose letal,
que s6 foi possivel no primeiro dia devido a rdpida agdo desta linhagem sobre o hospedeiro
testado, C12 mostrou destacada capacidade para infectar, colonizar e matar a lagarta da

soja A. gemmatalis.
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Tabela 9: Dose letal média para a morte de 50 e 100% de A. gemmatalis, apés tré€s dias de

exposicdo a diferentes concentragdes das linhagens CG97, CG125, C12 e Nordeste de M.

anisopliae.
Dose Letal
Linhagens DL50 Limites de confianca DL100 Limites de confianca
(conideos/mL) 95% (conideos/mL) 95%
CG97 3,23.10’ 1,31.10"2 1,94. 10" 7,76. 108—b8,51. 1017
a
CG125 1,122.10° 4,78.10"—1,23.10%° 7,07. 10° 8,12.10°-1,62.10"?
c12* 2,041. 108 8,51.10"—1,44.10° 1,62. 10" 9,54.10°-2,81.10’
Nordeste 3,23.10" 954 10°—4,46.108%®  1,34.10"  301.10°-1,38.10"°"°

*A dose letal da linhagem C12 foi determinada no primeiro dia de infeccdo, pois neste
periodo foi capaz de causar a morte de 100% das lagartas infectadas.

Letras semelhantes® ™ sdo representativas dos limites de confianca para cada linhagem de
M. anisopliae e indicam diferencas ndo significativas.

77



..

Figura 28: Desenvolvimento de M. anisopliae em A. gemmatalis. Apés a morte dos

insetos em bioensaios, os insetos foram coletados, desinfetados, semeados em
meio minimo e mantidos em camara de germinagdo a 28 °C, por um periodo de
duas semanas. A seta mostra lagartas recém-semeadas. A, Nordeste; B, C12; C,

CG125; D, CG97 e E, linhagem Nordeste com lagartas recém-semeadas.

4.2.2.1 Avaliacao da resposta celular de A. gemmatalis

As alteracOes significativas entre a eficiéncia de infeccdo entre as linhagens
fingicas, especialmente de C12, levaram a um interesse em investigar a resposta celular
contra as diferentes linhagens. Para tanto, foram procedidos os experimentos ja descritos
no item 3.4.2, sendo coletados trés insetos para a contagem de hemdcitos/imundcitos totais,
nos tempos de 0, 4, 24, 48 e 72h apds a exposi¢do ao patégeno (Figura 29). Nestes
experimentos, ao contrario do esperado, o total de células presentes na hemolinfa dos
insetos desafiados com as diferentes linhagens ndo permitiu verificar uma possivel acio

imunossupressora da linhagem C12, pois embora o nimero de imundcitos nos insetos
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desafiados com a mesma tenha sido baixo, este foi semelhante ao da linhagem CG125, que
foi menos eficiente nos bioensaios. Além disso, o numero de células no controle nao se
manteve constante, sendo baixo com 4 e 24h apds a infec¢lo e voltando a valores
equivalentes ao tempo zero somente as 72h.

O desafio com um agente patogé€nico ndo pareceu desempenhar um fator
estimulante para a resposta imunoldgica celular em A. gemmatalis, pois, apds a infeccdo,
principalmente nos tempos 48 e 72h, ocorreu, na maioria das vezes, uma diminuicdo do
ndmero de células circulantes na hemolinfa em relagdo ao grupo controle. Este fato poderia
explicar a susceptibilidade destes artrépodes a infec¢do por determinadas linhagens de M.
anisopliae, ja que, conforme o descrito na literatura, os tipos celulares predominantes na
hemolinfa s@o compostos por células fagocitirias, as quais desempenham papel
fundamental no combate de agentes agressores (LAVINE & STRAND, 2002). Contudo,
ndo ficaram evidentes alteracdes que pudessem explicar a maior capacidade patogénica de

determinadas linhagens.

8000 7 m Controle
7000 4 QCi2
O E6

~ 6000 - B CGo7
g BCG125
g 2000 1 & Nordeste
@
£ 4000 -
[7]
]
3 3000 -
£
Q
I 2000 4

1000 -

0 -

o
I

24
Tempo pos-infeccao (h)

Figura 29: Contagem de hemocitos totais apos diferentes tempos de incubacao de A.

gemmatalis com diferentes linhagens de M. anisopliae.
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A hemolinfa coletada para a contagem de células totais também foi utilizada para
confeccdo de esfregaco e estudo do padrao celular existente em A. gemmatalis (Figuras 30
e 31). Foi possivel a identificacdo de, pelo menos, cinco tipos celulares: células basofilicas
(b), células com morfologia compativel a granuldcitos (g), adipécitos ou adipohemécitos
(a), eonocitdides (e) e também células pleomoérficas, de tamanho varidvel, com nidcleo
grande e citoplasma denso, caracteristicas estas compativeis com a de plasmatdcitos (p).
Eonoctéides sdo células grandes, esféricas e com nicleo pequeno e excéntrico, ji os
adipohemdcitos podem ser identificados pela grande quantidade de glébulos lipidicos.

A presenca de um grande nimero de células semelhantes, porém com tamanho
varidvel, pode ser explicada pelo fato de a maturacdo celular em artrépodes ser na

hemolinfa.
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Figura 30: Tipos celulares encontrados em esfregacos de hemolinfa de A. gemmatalis

apos 4h de incubacdo. A indica grupo controle (200X); Al, detalhes de A
(630X); B, grupo desafiado com a linhagem C12 apds 4h de incubacao (200X);
B1, detalhes de B (630X). As letras indicam: a, adipdcito/adipohemécito; b,

célula basofilica; e, eonocitéide e g, granuldcito.

81



Os esfregacos sanguineos ndo permitiram a identificagdo de diferencas nos tipos
celulares encontrados entre os grupos tratado e controle, sendo a unica diferenca a
identificacdo de eonositéides nos insetos infectados. A inexisténcia de alteracdes nos tipos
celulares pode ser explicada pelo fato de que as modificagdes celulares decorrentes de
processos infecciosos ocorrem predominantemente na quantidade de grupos de células
especificas, como plasmatdcitos, por exemplo, e ndo devido a alteracdes qualitativas.

A literatura reporta a formacao de agregados celulares como uma forma de combate
a agentes infecciosos. No entanto, em nossos experimentos com realizacao de esfregacos,
ndo pareceu ocorrer uma maior formagdo de agregados celulares nos grupos desafiados
com esporos flngicos, em comparagdo com o grupo controle. Contudo, a formagdo de
estruturas compativeis a nédulos foram observadas durante a contagem de células em

hemocitémetro (Figura 32).

82



e
Figura 31: Tipos celulares encontrados em esfregacos de hemolinfa de A. gemnDz;talis
apoés 24h de incubacdo. A indica grupo controle (630X); Al, A2 e A3,
detalhes de A (630X); B, grupo desafiado com a linhagem CG97 ap6s 24h de
incubacgdo (200X); C, grupo desafiado com a linhagem Nordeste ap6s 24h de
incubacdo (630X); D, grupo desafiado com a linhagem E6 apds 24h de
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incubacdo (200X) e D1, detalhe de D (630X). As letras indicam: e, eonocitdide

e p, plasmatdcito.

Figura 32: Fotomicrografia de hemolinfa de A. gemmatalis mostrando a formacao de

agregados celulares apo6s desafio com diferentes linhagens de M.
anisopliae. A, C12 (4h); B, C12 (24); C, E6 (24 h); D, CG97 (48h); E, E6
(48h) e F, CG97 (72h).

84



5 DISCUSSAO

A selecdo de linhagens naturalmente mais virulentas transpde a necessidade de
superacdo das barreiras normativas existentes atualmente para a utilizagdo e distribui¢do
ambiental de microrganismos geneticamente modificados. No entanto, a eleicdo de
linhagens possivelmente mais eficientes para o controle biolgico requer o conhecimento e
elucidacdo dos fatores que norteiam o processo infeccioso. Seguindo o exposto, um dos
pontos mais estudados como principal etapa para o sucesso do processo infeccioso € a fase
inicial de interacdo e penetracdo do fungo no hospedeiro. Sabe-se, por exemplo, que a
penetracdo € dependente de processos fisicos e quimicos, sendo a secrecdo de enzimas
hidroliticas fundamental para a transposicio da cuticula (HEGEDUS &
KHACHATOURIANS, 1995; CLARKSON & CHARNLEY, 1996). Enzimas chaves
secretadas na interface com o hospedeiro foram identificadas, principalmente, por cultivo
dos agentes infecciosos em meios capazes de mimetizar a superficie dos artrépodes
susceptiveis (ST. LEGER et al., 1986a; ST. LEGER et al., 1986a). Desta forma, em M.
anisopliae, enzimas como proteases, quitinases e lipases foram e, ainda em alguns
sistemas, t€m sido estudadas, quanto a regulacdo da sua expressdo (ST. LEGER et al,
1986a; MACH et al., 1999; MORAES et al.; SILVA et al., 2005; DONATTI et al., 2008).

Existe a necessidade ndo s6 da identificacio de moléculas envolvidas na
patogenicidade e viruléncia, mas como também do estudo dos mecanismos regulatérios das
mesmas para uma melhor manipulacio dos fatores que determinam a eficiéncia dos
entomopatégenos utilizados no controle biolégico. E estabelecido, por exemplo, que as
quitinases t€m a sua secrecdo induzida por baixas concentracdes de N-acetilglicosamina
(0,25%), cuticulas de artrépodes (0,5 — 1%), estresse e baixos niveis de nitrogénio.
Entretanto, sua expressdo € reprimida pela presenca de glicose (1%), altas concentragdes
de N-acetilglicosamina (1%) e aminodcidos como a alanina (VITERBO et al., 2002;
MORAES et al., 2003; SILVA et al., 2005). O presente trabalho investigou a atividade de
endo e exoquitinases em presenca de durante o desenvolvimento de M. anisopliae em
fontes de carbono ja relatadas repressoras dessas enzimas, como a glicose, e indutoras,
como cuticulas de artrépodes. A despeito da capacidade individual de cada linhagem em
secretar este complexo enzimadtico, a andlise global dos resultados permitiu a identificacio

da cuticula de R. (B.) microplus como a mais eficiente para a indugdo da secrecio de
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quitinases e, ao contrario do previamente descrito, a utilizacdo do monossacarideo glicose
na concentragdo de 1% ndo pareceu reprimir, na maioria dos casos e nas condi¢des
testadas, a secre¢cdo enzimaética.

Virias isoformas de quitinases ja foram identificadas em M. anisopliae e alguns
dos genes codificantes destas proteinas ja estdo clonados e o mecanismo de regulacdo
individualmente estudado. Até o momento, todas as quitinases descritas em M. anisopliae
parecem ser reprimidas por glicose. SILVA et al. (2005) purificaram a quitinase CHIT30 a
partir de meio de cultivo contendo quitina como fonte de carbono. A produgdo de
anticorpos especificos propiciou estudos sobre o seu mecanismo regulatério, sendo a sua
expressdo detectada por ensaios de imunnobloting em meios de cultivo contendo quitina,
cuticula de carrapato e baixas concentragdes de N-acetilglicosamina (0,25%). BARATTO
et al. (2006), isolaram, caracterizaram e estudaram os niveis dos transcritos do gene chi2
de M. anisopliae e verificaram que a transcri¢do do gene s6 foi detectada em condicdes de
cultivo utilizando como fontes de carbono quitina, cuticula de R. (B.) microplus e baixas
concentragdes de N-acetilglicosamina (0,1%), revelando um padrio semelhante a
regulacdo do gene codificante da quitinase CHIT30.

Embora a utilizacdo de fontes de carbono tenha permitido o estudo regulatério das
quitinases, este parece ser um mecanismo mais complexo. Em 1999, com auxilio de um
sistema de fusdo com gene reporter, foi verificado que os genes nagl (N-acetil-
gliconaminidase CHIT73) e ech42 (endoquitinase CHIT42) do micopatégeno Trichoderma
atroviride estdo sujeitos a tipos diferenciados de sinais regulatérios. O gene nagl é
induzido por oligdmeros de quitina de baixo peso molecular e por seus proprios produtos
de degradacdo, enquanto que ech42 nao sofre acdo direta da quitina, mas sim de sinais de
deplecdo de nutrientes e condi¢des de estresse (MATCH er al, 1999). O estudo da
influéncia conjunta de amonia, glicose e quitina sobre a regulagdo de enzimas envolvidas
na degradacdo de parede celular por T. atroviride foi conduzido em 2001 por DONZELLI
& HARMAN e demonstrou que a expressdo de CHIT42 também sofre influéncia da
interac@o entre os nutrientes onde baixas concentracdes de amonia (5 - 10 mM) e glicose
(0,1%) induzem a expressao de transcritos e a alta os reprime (50 — 100 mM de amonia e
3% de glicose). Apesar da alteracdo nas concentragdes individuais das fontes de carbono e
nitrogénio refletir no padrido de expressdo, mesmo na presenga de 3% de glicose, baixas

concentragdes de nitrogénio e adi¢do de quitina foram capazes de induzir a expressdo de
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ech42. A endoquitinase CHIT36 de T. asperellum também parece sofrer regulacio de
outros fatores além de fontes de carbono. O gene chit36 é altamente expresso em
condicdes extremas de temperatura, estresse osmotico e baixas concentracdes de
nitrogénio, independentemente de haver alta concentracéo de glicose no meio de cultivo do
fungo para a tultima condi¢do (VITERBO et al., 2002). Fica claro que a regulagdo da
expressdo e atividade de quitinases sdo mecanismos complexos e abrangem a interagdo de
vérios fatores podendo a presenga de glicose ndo ser a tnica varidvel determinante para a
sua expressao.

Ao contrdrio das enzimas com capacidade de degradar quitina, as proteases
estudadas no presente trabalho foram reprimidas por glicose e induzidas por cuticulas de
artropodes. A repressdo de genes requeridos para a expressdo de proteinas capazes de
utilizar fontes de carbono mais complexas € bastante conhecida em microrganismos na
presenca de nutrientes mais facilmente degradaveis. Intimeros trabalhos descrevem a
existéncia de proteinas que se ligam ao DNA e, dessa forma, reprimem a expressdo de
genes necessarios para a degradacdo de fontes de carbono menos complexas como glicose
(DAWZER & KELLY, 1991; STRAUSS et al., 1999). SCREEN et al. (1997) nao sé
encontraram na regido promotora de prl sitios de ligacdo a proteinas repressoras como
também identificaram o gene crrl (carbon response regulator 1), que codifica uma
proteina putativa com alta homologia a proteina repressora CREA de Aspergillus nidulans.
Assim, na presenca de fontes rapidamente metabolizdveis de carbono, tal como a glicose,
ocorre a expressdo de proteinas que se ligam a sitios especificos do DNA reprimindo a
expressao dos genes presentes nestes segmentos.

Além do papel repressor da glicose, a inducdo da expressdo de proteases em meios
de cultivo que contém cuticulas de artrépodes-alvo é bastante documentada e, apesar da
importancia das quitinases para a infeccio em hospedeiros, somente foi comprovado o
papel de Pr1 como fator de viruléncia em M. anisopliae (ST. LEGER et al., 1996). Estudos
de regulacdo de Prl em M. flavoviride evidenciaram, neste fungo, um aumento na sua
atividade em meio contendo cuticula de Rhammatocerus schistocercoides. Assim como no
presente estudo, também foram verificadas diferencas entre os isolados de M. flavoviride
na producdo de proteases indicando que diferencas na expressdo destas proteinas podem
influenciar na capacidade do microrganismo de causar doenca (PINTO et al, 2002).

N

Pesquisas referentes a expressdo global de genes responsaveis pela adaptacdo de M.

87



anisopliae a diferentes hospedeiros verificaram que entre os transcritos envolvidos na
degradac@o de cuticulas, as subtilisinas Prl t&ém a sua expressao aumentada quando o fungo
€ exposto a carapagas de artrépodes e ainda, que existem variacdes individuais nas
isoformas induzidas de acordo com o tipo de nutriente empregado (FREIMOSER et al,
2005). DUTRA et al. (2004) estudaram as diferencas entre populagdes de mRNA
produzidas pelo fungo cultivado em meio contendo glicose ou cuticula de carrapato como
fonte de energia. Entre as seqiiéncias deduzidas de aminoacidos de genes diferencialmente
expressos no cultivo do fungo em meio contendo cuticula, foi identificado o da protease priC
de M. anisopliae, salientando mais uma vez, ndo s6 a importancia das proteases para o
processo infeccioso, mas também a existéncia de uma regulagdo mais refinada dependendo
do artrépode envolvido.

Outro fator importante recentemente documentado por QAZI &
KHACHATOURIANS (2008) € a regulac@o de proteases e quitinases dos conideos. Foi
demonstrado que, para Beauveria bassiana, os estudos de regulacdo da expressao de genes
que codificam para enzimas hidroliticas de moléculas extracelulares durante a fase de
desenvolvimento do micélio ndo podem ser extrapolados para a fase inicial de interacdo
com o hospedeiro. Estudos comparativos da secrecdo de proteases e quitinases por
conideos e por micélio, em meios contendo extivia de inseto e fontes de carbono/nitrogénio
em diferentes combinagdes, mostraram que a detec¢do de Prl se inicia apds 0,25h de
incubacdo, e que a adicdo de fontes de carbono e nitrogénio ao meio contendo exuvia
intensifica a sua secrecdo. Apds um periodo de incubacio de 24h, a adi¢do de nitrogé€nio
passa a reprimir a secre¢do enzimatica. No entanto, o efeito sobre a secrecdo de N-acetil-
glicosaminidase é distinto, sendo esta secretada em niveis basais com 0,25 e 24h de cultivo
e apresentando aumento de sua atividade durante o desenvolvimento do micélio (24h) em
meio com adi¢do de fonte de carbono.

No que diz respeito as quitinases e proteases, o padrdo de secrecdo das enzimas
aqui estudadas parece nao ser fundamental para a viruléncia das diferentes linhagens de M.
anisopliae ja que, as mais patogé€nicas para D. peruvianus e A. gemmatalis nao foram,
necessariamente as que produziram maiores atividades em meio de cultivo. Em relagdo a
atividade quitinolitica, a andlise do padrdo individual de cada linhagem nos cultivos com
cuticula de D. peruvianus ao longo do tempo mostra que a atividade frente aos distintos

substratos foi crescente e, que apds 96h de cultivo, a linhagem CG343 produziu a maior

88



atividade de exoquitinases, enquanto as linhagens E6, CG47 e C12 produziram a maior
atividade de endoquitinase. Nos cultivos com cuticula de lagarta, as atividades também
foram superiores no tempo 96h tendo destaque a linhagem CG343 tanto para a atividade de
exo quanto para de endoquitinases. Este resultado corrobora o fato da existéncia de
multiplos outros fatores que possam exercer fungdo durante a penetracdo de
entomopatogenos em seus hospedeiros, pois a linhagem CG343 ndo foi a mais virulenta
contra D. peruvianus ou para A. gemmatalis. A linhagem C12 foi destacadamente a mais
patogénica para a lagarta da soja A. gemmatalis, porém, esta ndo obteve atividade
quitinolitica ou proteolitica superior as demais.

E freqiiente a correlacio entre viruléncia e atividade enzimitica de fungos
entomopatogénicos produzido em meio de cultivo. A subtilisina Prl vem sendo utilizada
como marcador de viruléncia fingica. Em Paecilomyces fumosoroseus, por exemplo, foi
investigada a correlacdo entre a atividade de trés linhagens contra a mosca branca
(Homoptera: Aleyrodidae) de pastagens e o isolado mais virulento foi também o maior
secretor de Prl, indicando, neste sistema, uma ligacdo direta entre a atividade enzimadtica e
a capacidade biocontroladora do entomopatéogeno (CASTELLANOS-MOGUEL et al.,
2007). Em nosso trabalho, embora tenha havido diferencas na atividade de Prl entre as
linhagens, esta parece ndo estar diretamente ligada a viruléncia de M. anisopliae nos
hospedeiros testados ou ser o seu tnico determinante, pois em cultivos suplementados com
carapaca de D. peruvianus, embora as linhagens E6 e CG47 tenham apresentado uma
elevada atividade proteolitica e uma marcada agdo contra o percevejo, a linhagem
Nordeste, muito menos virulenta, também apresentou atividade protedsica comparavel as
outras duas. Quanto aos meios suplementados com cuticula de A. gemmatalis, ao contrario
do esperado, foram detectadas as maiores atividades nos cultivos incubados com as
linhagens E6 e CG343 e, menor atividade nos incubados com a linhagem C12.

A correlacdo entre atividade enzimdtica e viruléncia pode ser mais bem avaliada
pela andlise individual de determinados genes através de andlises funcionais. Mutantes
nulos para a quitinase bifuncional CHIT30, por exemplo, foram menos eficientes em
bioensaios com D. peruvianus (STAATS, 2007). A endoquitinase codificada pelo gene
chitl de M. acridum parece ndo estar relacionada a viruléncia contra M. sexta, visto que
linhagens contendo cassetes para expressdo constitutiva deste gene ndo foram mais

virulentas ao inseto modelo, apesar de ter aumentada produgdo de quitinases (SCREEN et
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al.,  2001). FRANCESCHINI (2005) construiu mutantes capazes de expressar
constitutivamente a protease Prl1A e a acdo dos mesmos foi diferente dependendo do tipo
de hospedeiro utilizado em bioensaios. Ao contriario do esperado, a viruléncia ndo foi
aumentada para o carrapato R. (B.) microplus, no entanto, no desafio contra a lagarta da
soja A. gemmatalis as linhagens transformadas foram significativamente mais virulentas
em relacdo a linhagem selvagem.

A habilidade do fungo M. anisopliae como biocontrolador é largamente conhecida
e a sua capacidade para infectar e matar inimeros artrépodes tem sido demonstrada contra
carrapatos (LEEMON & JONSON, 2008; FRAZZON et al., 2000; ARRUDA et al., 2005),
gafanhotos (TOUNOU er al., 2007), mosquitos (SCHOLTE et al., 2006), formigas
(LOPEZ & ORDUZ, 2003), entre outros.

Aqui descrevemos pela primeira vez a capacidade de M. anisopliae de infectar e
matar D. peruvianus, uma praga da cultura do algoddo, como também a agdo de
determinadas linhagens sobre a lagarta da soja A. gemmatalis.

A existéncia de variagdes individuais na viruléncia de linhagens flingicas com
potencial para o biocontrole ¢ comum. PIRALI-KHEIRABADI et al. (2007) testaram a
capacidade entomopatogénica de trés linhagens de M. anisopliae contra o carrapato R. (B.)
annulatus e verificaram que uma delas foi significativamente mais virulenta que as demais.
Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa também mostraram haver diferencas entre
as linhagens fungicas, na viruléncia sobre o carrapato bovino R. (B.) microplus
(FRAZZON et al, 2000). Em 2005, ARRUDA (2005) investigou, por microscopia
eletronica de varredura, as interagdes iniciais entre patdgeno e hospedeiro. Foi constatada
uma variacdo na capacidade de formar apressorio entre as linhagens e, conseqiientemente,
que isso poderia refletir na capacidade entomopatogénica, visto que a linhagem E6,
bastante virulenta, era capaz de formar estrutura de penetracio, enquanto uma linhagem
com menor viruléncia sobre os carrapatos, a CG30, ndo produzia tais estruturas.

A linhagem E6 parece ser adaptada para a infec¢do de artrépodes distintos, pois
neste trabalho a sua acdo também foi bastante efetiva contra D. peruvianus. POLAR et al.
(2008) comentam que existem linhagens de entomopatégenos adaptadas a uma gama maior
de hospedeiros e outras com acdo limitada e que a escolha para a formulagdo de um
inseticida/acaricida natural requer a comprovacao da inexisténcia de riscos para espécies

ndo-alvo. Porém, a ado¢do de mico-inseticidas com acéo diversificada poderia representar
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grandes vantagens para o controle das mdltiplas pragas que podem ser encontradas
naturalmente em sistemas de producgfo pecudria e agricola.

A notoria superioridade da linhagem C12 sobre o lepidéptero A. gemmatalis abre
portas para a possibilidade da utilizacdo de outros agentes que nao os baculovirus para o
controle desta praga da agricultura. Ainda fica evidente que neste hospedeiro existem
diferencas entre as linhagens ndo s6 quanto & viruléncia, mas também quanto a
patogenicidade, visto que algumas ndo foram capazes de infectar este inseto. J4 para D.
peruvianus, ocorreram diferengas entre as linhagens somente no caso da viruléncia, ja que
todas, em diferentes graus, foram capazes de infectar e matar a populagdo desafiada.

A facilidade no manuseio do percevejo manchador do algoddo e a sua
susceptibilidade ao agente patogé€nico testado fazem deste um bom modelo para o estudo
das interacdes entre patégeno e hospedeiro. Além disso, a existéncia de uma adaptacio
mais refinada aos hospedeiros, principalmente no que diz respeito a secre¢do de enzimas
hidroliticas, torna interessante o desenvolvimento de estudos comparativos entre o
mecanismo de acdo do entomopatdgeno de classes distintas de artropodes, tais como
insetos e dcaros.

Conforme o anteriormente exposto, estudos do nosso grupo de pesquisa tém
buscado elucidar os mecanismos desenvolvidos pelo patdgeno para o sucesso do processo
infeccioso. Porém, a compreensdo do processo de infec¢do de M. anisopliae em seus
hospedeiros alvos deve levar em consideracio também os aspectos relacionados ao
hospedeiro. Desta forma, o desenvolvimento de possiveis biopesticidas requer a elucidacio
das interacdes patdgeno-hospedeiro bem como, do comportamento individual de ambos no
meio ambiente. Os resultados obtidos nos bioensaios nem sempre foram compativeis, por
exemplo, com o padrido de secrecdo enzimdtica, fator este sabidamente determinante de
viruléncia. Por isso, pareceu pertinente a tentativa de correlacionar as alteragdes no
comportamento infeccioso das diferentes linhagens ndo somente as caracteristicas
fingicas, mas também as diferencas que possam existir em decorréncia do género, por
exemplo. Levando tais questdes em consideracdo, durante o desenvolvimento desta
pesquisa, foi feita uma tentativa de investigar a resposta celular dos artrépodes a infec¢ao
por M. anisopliae. A contagem de imundcitos/fagécitos totais de hemolinfa de insetos foi
em fémeas de D. peruvianus, inferior a de machos, porém, estas diferengas observadas

provavelmente ndo sdo as Unicas determinantes da maior resisténcia de machos ao
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processo infeccioso ja que a contagem de células em machos desafiados com linhagem
Nordeste, por exemplo, ndo diferiu significativamente das demais.

Inimeros trabalhos buscam o esclarecimento dos mecanismos dispostos pelo
hospedeiro para combater a invasdo e perpetuacdo de um agente infeccioso, porém, sio
escassas as informacdes que conectam a viruléncia fingica e a resisténcia do hospedeiro.
BORGES e al. (2007) estudaram a resposta fagocitica do triatominio Rhodnius prolixus
contra esferas de latex e bactérias. Cinco imunécitos foram identificados nesta espécie:
pré-hemécitos, plasmatdcitos, oenocitdides, adipdcitos/adipohemdcitos e granuldcitos
sendo os plasmatdcitos o tipo celular mais prevalente ndo sé no grupo controle, mas como
também, durante a mimetizacdo dos diferentes tipos de agressdo ao sistema imunoldgico.
Em Schistocerca gregaria, a infec¢do com M. anisopliae leva a um aumento do nimero
total de fagdcitos dois dias apds a inoculagcdo com predominio de coaguldcitos e, depois
deste periodo, ocorre a diminui¢do das contagens de fagdcitos totais. Também foi
verificado que as células fagocitarias ndo se ligam e ndo fagocitam particulas fiingicas, e
que em quatro dias, pode ser visualizada extensa replicacio do patégeno. Em nosso
trabalho néo foi realizada contagem diferencial de células de defesa e sim do niimero total
de fagdcitos e estes, tiveram suas contagens aumentadas a partir do primeiro dia de
infecgcdo até a tultima andlise, no terceiro dia, tanto em fémeas quanto em machos de D.
peruvianus. Os esfregacos de hemolinfa permitiram verificar a existéncia do mesmo
padréo celular entre o grupo controle e o tratado independentemente do género, parecendo
ocorrer um maior nimero de células com o citoplasma difuso e pouco corado no grupo
controle (células basofilicas) e células com o citoplasma mais compacto (granulécitos),
principalmente ap6s 4 h de infeccdo. Cabe ressaltar que embora tenha sido realizada a
pesquisa em toda a extensdo da lamina nos esfregagos, a contagem diferencial de tipos
celulares ndo foi realizada.

Os esfregacos de hemolinfa de A. gemmatalis demonstraram haver, neste género,
uma maior diversidade celular que em Dysdercus, sendo visualizadas células com
morfologia compativel a adipécitos/adipohemdcitos e células grandes e granulares com
ndcleo pequeno (eonocitdides). Os tipos celulares parecem ndo sofrer alteracdes no seu
padrdo em decorréncia da infecgdo, a excecdo do aparecimento de provaveis eonocitdides,
transcorridas 4h apos a inoculacdo fiingica. Em 2003, SILVEIRA et al. estudaram os tipos

celulares presentes em larvas de A. gemmatalis e constataram a existéncia de pro-
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hemdcitos, plasmatdcios, granuldcitos, oenocitdides e esferuldcitos estando as contagens
celulares totais entre 12,3 e 20,9 mil células/ul. No nosso trabalho, o nimero de células
encontrado foi inferior ao anteriormente constatado em larvas de A. gemmatalis, por
SILVEIRA et al. (2003). Porém, os tipos celulares comumente encontrados puderam ser
identificados, além de serem visualizadas células com intimeros glébulos lipidicos e nicleo
excéntrico e pequeno, denominadas adipdcitos/adipohemdcitos. A presenga de outros tipos
celulares, como os adipohemdcitos, ja foi descrita em outros lepidopteros, como a traga
Lymantria dispar (BUTT & SHIELDS, 1996).

A fagocitose e o processo de coagulagdo que ocorre na tentativa de isolamento de
particulas estranhas em diferentes artropodes sdo fatos bastante estudados e ja
estabelecidos sendo os plasmatdcitos e coagulécitos células fundamentais nestes processos
(GIGLIO et al., 2007; LAVINE & STRAND, 2002; GILLESPIE et al., 2000). Embora
tenha sido identificada a presenca de plasmatdcitos em esfregacos de hemolinfa de A.
gemmatalis em nossos trabalhos, ndo foi realizada a contagem diferencial que permitiria a
identificacdo dos tipos celulares com maior representatividade durante o processo
infeccioso. Também ndo foram encontradas formacdes de agregados celulares em D.
peruviannus. E importante salientar que, durante as contagens celulares em ambos os
insetos, embora ndo se buscasse a investigacdo da formagdo de codgulos, parecia haver a
formacdo de agregados celulares, principalmente em A. gemmatalis, os quais, muitas
vezes, dificultavam a determinacdo do nimero de células.

Embora os resultados referentes a resposta dos hospedeiros a infecg@o flingica aqui
mostrados sejam preliminares e pouco elucidativos, ficou clara a importancia da
investigacdo dos padrdes de resposta do artrépode alvo para o sucesso da adogdo de um
programa de controle bioldgico.

Recentemente varios avangos foram realizados em relagdo aos fatores envolvidos e,
possivelmente, determinantes de patogenicidade e viruléncia fiingica contra hospedeiros. A
infecgdo e a germinacdo dos conideos parecem ser reguladas, por exemplo, por genes que
atuam na adesdo dos conidios a superficie dos hospedeiros. Desse modo, intimeros fatores
além da secrecdo de quitinases e proteases sdo essenciais para o sucesso dos fungos em
infectar e matar hospedeiros susceptiveis e, embora as proteases, especialmente a PRI,
possam ser empregadas na identificacdo de linhagens mais virulentas, em alguns casos, o

estudo de outros fatores pode ser necessdrio. N&do obstante, a escolha e rastreamento de
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isolados mais eficientes para o biocontrole deve envolver a adaptagdo dos mesmos ao meio
ambiente ji que a manutencdo e replicacdo flingicas em determinado ecossistema sio
fundamentais para a viabilizagcdo de microrganismos vivos para o controle de pragas.

Além disso, a elucidag@o de todos os fatores decorrentes das alteragdes ocorridas
durante a interagc@o entre patégeno e hospedeiro deixa clara a necessidade do incremento

nos estudos referentes a resposta dos artrépodes durante o processo infeccioso.

94



6 CONCLUSOES

Existem linhagens flingicas naturalmente mais virulentas e a selecdo das mesmas
pode determinar a eficiéncia de um biocontrolador;

A secrecdo das quitinases testadas ndo € reprimida pela utilizacdo de fontes de
carbono facilmente metabolizaveis, nas condicdes deste estudo;

A secre¢do de proteases do tipo subtilisina € reprimida pela utilizacdo de fontes de
carbono facilmente metabolizdveis nas condi¢des deste estudo;

Parece ndo haver correlacdo entre a producio e secre¢do de proteases e quitinases e
a atividade entomopatogénica de M. anisopliae, pois as linhagens mais virulentas
nos bioensaios ndo foram, necessariamente, as que mais produziram as enzimas;

M. anisopliae € efetivo contra o percevejo manchador do algodao D. peruvianus e a
lagarta da soja A. gemmatalis em graus variados, dependendo do hospedeiro testado
e da linhagem ftngica utilizada;

Fémeas de D. peruvianus sdo mais susceptiveis a infec¢do fiungica do que os
machos quando o patégeno € aplicado topicamente; porém, caso ocorra a aplicacdo
intra-abdominal de particulas flingicas a morte dos machos ocorre de forma
semelhante a das fémeas;

As linhagens E6, CG47 e CG343 foram as mais virulentas contra fémeas de D.
peruvianus € C12 a menos virulenta;

A. gemmatalis € mais resistente a infeccdo de M. anisopliae do que D. peruvianus
sendo marcadamente virulenta contra as lagartas somente a linhagem C12;

Nio foi possivel verificar diferengas na resposta celular entre machos e fémeas de
D. peruvianus, como também, ndo houve alteracdes no padrdo ou contagem de
hemdcitos total em ambos os hospedeiros testados entre as linhagens com maior e

menor viruléncia.
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7 PERSPECTIVAS

® Apontar e estudar outros fatores que possam influenciar na viruléncia das linhagens
estudadas nos hospedeiros aqui testados;

e Avaliar a atividade entomopatog€nica das linhagens em outros estigios do
desenvolvimento dos hospedeiros testados;

® Realizar a contagem diferencial de hemdcitos para melhor avaliar possiveis

diferencas na resposta contra as diferentes linhagens testadas.
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