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RESUMO

GOLO, Patricia Silva. Metarhizium spp.: caracterizacdo de isolados com potencial para
biocontrole de pragas. 2014. 116p Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Area de
Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinéria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Metarhizium anisopliae senso latu (s.l.) tem sido amplamente utilizado em programas de
controle de insetos e apresenta resultados promissores em testes contra carrapatos,
especialmente Rhipicephalus microplus. Os niveis de viruléncia de diferentes espécies e
isolados de M. anisopliae s.l. podem estar relacionados com a producdo de enzimas, producao
de metabolitos secundarios, e tolerancia aos efeitos abidticos como altas temperaturas e
intensa radiacdo solar. Dessa maneira, a presente tese objetivou: 1) determinar, em 20
isolados fangicos de Metarhizium, os niveis de tolerdncia a radiagdo UV-B quando estes
foram suspensos em agua ou formulados com éleo; 2) avaliar os niveis de producéo in vitro
de destruxinas nestes mesmos isolados fungicos e a presenca de destruxinas em larvas de
Galleria mellonella utilizando dois isolados fangicos de espécies diferentes; 3) verificar a
viruléncia contra larvas de R. microplus e larvas de insetos (G. mellonella e Tenebrio molitor)
desses mesmos isolados; 4) correlacionar a expressdao de prl e a viruléncia de Metarhizium
anisopliae s.l. para R. microplus; 5) avaliar a resposta no perfil proteico de ovos de R.
microplus apds tratamento fungico das fémeas; e 6) quantificar niveis de producdo de
destruxina in planta [Vigna unguiculata (feijdes) e Cucumis sativus (pepinos)]. As
formulacdes a base de 6leo mineral (10%) contendo conidios de diferentes espécies e isolados
de Metarhizium claramente protegeram o fungo do efeito causado pela exposicao a radiacao
UV-B (i.e., atraso na germinacao), o que sugere que a adi¢do de 6leo mineral as suspensoes
fungicas pode conferir melhor desempenho de fungos entomopatogénicos quando aplicados a
campo. Quando os resultados obtidos com a producéo in vitro de destruxinas dos isolados de
Metarhizium spp. foram correlacionados com os seus potenciais virulentos, observou-se que a
presenca desses metabolitos secundarios nas culturas fangicas ndo esta relacionada aos niveis
ou & velocidade de mortalidade dos insetos estudados. Destruxinas ndo foram detectadas em
larvas de G. mellonella. Os valores elevados de expressdo de prl nos conidios produzidos em
carrapatos ndo induziram niveis de mortalidade larval maiores do que conidios produzidos em
meio artificial. Cinquenta e duas proteinas foram identificados nos ovos de R. microplus,
dentre essas, alguns inibidores de serino proteases (Serpinas) estdo possivelmente
relacionados a uma resposta adaptativa, ja que foram identificados somente em ovos do grupo
de fémeas exposto ao fungo. Houve deteccdo de destruxinas quando feijoes foram
endofiticamente colonizados por M. robertsii. Essa caracteristica pode ser significantemente
positiva para 0 seu uso de fungos contra pestes da agricultura, caracterizando-se como uma
nova e promissora abordagem no controle biologico de artropodes-pestes, isto €, o uso de
fungos artropodopatogénicos produzidos in planta para modificar negativamente o
comportamento de pestes agricolas. O presente estudo foi o primeiro relato da deteccdo de
destruxinas em plantas colonizadas por M. robertsii e descreve, também pela primeira vez, a
positividade na colonizacdo de M. acridum em plantas (feijdio cowpea e pepino), apos
inoculacdo em sementes, e a colonizacdo endofitica de M. brunneum em feijdes apds
aplicacdo foliar.

Palavras-chave: fungos artropodopatogénicos, radiacdo UV-B, destruxinas, Prl, fungos
endofiticos.



ABSTRACT

GOLO, Patricia Silva. Metarhizium spp.: characterization of isolates with potential for
biocontrol of pests. 2014. 116p Thesis (Doctor Science in Veterinary Sciences, Veterinary
Parasitology). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Metarhizium anisopliae senso latu (s.l.) has been widely used in insect control programs and
shows promising results in tests against ticks, especially Rhipicephalus microplus. Virulence
levels of different species of M. anisopliae s.l. may be related to the production of enzymes,
secondary metabolite and tolerance to abiotic effects such as high temperatures and intense
solar irradiation. Accordingly, the present thesis aimed: 1) determine UV-B tolerance levels
of 20 different Metarhizium spp. isolates in aqueous or oil-based formulation; 2) assess levels
of destruxins production in vitro by the same fungal isolates and in vivo production in
Galleria mellonella larvae using two fungal isolates from different species; 3) verify virulence
against Rhipicephalus microplus larvae and insect larvae (G. mellonella and Tenebrio
molitor) when the same isolates were suspended in water; 4) correlate the expression of prl
and Metarhizium anisopliae sensu lato virulence for R. microplus larvae; 5) evaluate the
response in the protein profile of R. microplus eggs after fungal treatment of females; and 6)
quantify levels of destruxins production in planta [Vigna unguiculata (cowpea beans) and
Cucumis sativus (cucumbers)]. Formulations based on 10% mineral oil containing conidia of
different Metarhizium isolates clearly protected conidia from the effect caused by UV-B
radiation (i.e., delayed germination), suggesting that the addition of mineral oil to fungal
suspensions may improve their performance under field conditions. Comparisons between the
results obtained with in vitro destruxins production and fungal virulence, showed that the
presence or absence of these secondary metabolites in fungal cultures was not related to the
level or rate of arthropod mortality. Destruxins were not detected in G. mellonella larvae,
suggesting that these insect larvae detoxified quickly the produced compounds. The high
values of Prl in conidia produced on ticks did not induce higher levels of larval mortality in
comparison with conidia produced on artificial media. Fifty-two proteins were identified in R.
microplus eggs, among these, some inhibitors of serine proteases (Serpins) are possibly
present as an adaptive tick response to the fungus, since they were only identified in the group
of eggs from females exposed to the fungus. Destruxins were detected when beans were
endophytic colonized by M. robertsii. This finding might be significantly positive for fungal
use to control agriculture pests, representing a promising new approach for biological control
of arthropod pests, i.e., the use of arthropodpathogenic fungi grown in planta to adversely
modify the behavior of agricultural pests. This study was the first report of destruxins
detection in plants colonized by M. robertsii and also describes, for the first time, the positive
endophytic colonization of M. acridum in plants (cowpea beans and cucumber after seed
inoculation), and colonization of M. brunneum in cowpea beans after folear application.

Key-words: arthropodthogenic fungi, UV-B irradiation, destruxins, Prl, endophitic fungi.
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INTRODUCAO GERAL

O parasitismo pelo carrapato Rhipicephalus microplus sobre bovinos esta
relacionado com a reducdo na producdo de carne, leite e couro, menor desenvolvimento
dos animais e transmissdo de agentes patogénicos que causam doengas e mortalidade. O
uso de produtos quimicos é o principal método de controle de carrapatos. Os impactos
ambientais causados pelo uso inadequado de produtos quimicos juntamente com as
crescentes preocupagdes com a seguranca e a saude humana estdo conduzindo estudos
que visam o controle alternativo de carrapatos, incluindo o uso de fungos
artropodopatogénicos.

Metarhizium anisopliae senso latu (s.l.) tem sido amplamente utilizado em
programas de controle de insetos e apresenta resultados promissores contra carrapatos. A
viruléncia de M. anisopliae s.l. pode estar relacionada com a producdo de enzimas e
metabolitos secundarios. Dessa maneira, a caracterizagdo de fatores de viruléncia
contribui para a selecdo de isolados mais adequados ao biocontrole. Informacdes
relacionadas ao processo de infeccdo fungica e a resposta imune dos carrapatos
infectados também sdo aspectos que precisam ser explorados para que se possa
compreender melhor os efeitos da infec¢cdo fungica. Condi¢des ambientais desfavoraveis,
tais como alta incidéncia de radiagdo solar e altas temperaturas, sdo fatores que
restringem o uso de fungo artropodopatogénicos a campo, afetando a viabilidade do
conidio.

Com o objetivo de reunir alguns desses aspectos relacionados a ecologia e
infectividade de Metarhizium, a presente tese apresenta seis capitulos abordando
diferentes tematicas inseridas no contexto do uso de Metarhizium spp. no controle
bioldgico de artropodes, especialmente de R. microplus. No primeiro capitulo, objetivou-
se classificar diferentes isolados brasileiros de Metarhizium spp. quanto a tolerancia a
radiacdo UV-B. O segundo capitulo mostrou os diferentes niveis de producdo de
metabolitos secundarios (i.e.: destruxinas) pelos mesmos isolados de M. anisopliae s.l. Ja
o terceiro capitulo apontou os diferentes niveis de viruléncia desses isolados para larvas
de insetos e carrapatos. O quarto capitulo buscou associar 0s niveis de expressao e
atividade enzimatica da Prl com a viruléncia de um isolado de M. anisopliae s.l. para
larvas de carrapato. Aspectos relacionados a resposta imune de ovos de R. microplus apds
tratamento fungico de fémeas foram relatados no quinto capitulo e novas perspectivas de
aplicabilidade explorando o potencial endofitico de Metarhizium spp. foram investigadas
no sexto e Ultimo capitulo da presente tese.



REVISAO DE LITERATURA

Rhipicephalus microplus Canestrini, 1888 (Acari: Ixodidae) (MURREL,;
BARCER, 2003) conhecido como carrapato dos bovinos, é um artrépode hemat6fago
responsavel por causar enormes danos econdmicos. O parasitismo esta relacionado com a
diminui¢do da produgdo de carne, leite e danos ao couro e também & morte de animais
altamente infestados (GRISI et al., 2002). Este carrapato € vetor de importantes
patdgenos como Babesia bovis e Babesia bigemina que juntamente com Anaplasma
marginale sdo os agentes da tristeza parasitaria bovina (HORN; ARTECHE, 1985). Para
controlar este carrapato sdo usados principalmente acaricidas quimicos e, embora a
selecdo progressiva das populacdes de carrapatos resistentes tenha estimulado a criagéo
de novos produtos e associagOes, a resisténcia aos acaricidas vem progressivamente
aumentando como resultado de seu uso intensivo e inadequado (GEORGE et al., 2004).
Além disso, os efeitos residuais de varios acaricidas e a contaminacdo do meio ambiente,
associados as crescentes preocupagfes com a seguranga e a saude humana estdo
conduzindo estudos para melhorar os métodos de controle alternativo incluindo o
controle biologico (CHANDLER et al., 2000; FURLONG et al., 2007).

O uso de micro-organismos para 0 controle de pragas e insetos vetores foi
proposto primeiramente em meados do século XIX (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010).
Segundo Alves (1998), os fungos foram os primeiros patdgenos de insetos a serem
utilizados no controle microbiano, isso porque aproximadamente 80% das doencas em
insetos tém como agentes patogénicos estes agentes, pertencentes a mais de 700 espécies
agrupadas em cerca de 90 géneros.

Dentre os diversos métodos utilizados no controle biologico de carrapatos, a
utilizacdo de fungos artropodopatogénicos é uma das opg¢des mais promissoras devido a
capacidade de dispersédo, espectro de hospedeiros e capacidade de penetrar via cuticula
dos carrapatos (SAMISH; REHACEK, 1999; FERNANDES; BITTENCOURT, 2008).
As crescentes preocupacfes sobre a seguranca do meio ambiente, a saide humana, o
aumento dos custos relacionados a produtos quimicos, a crescente demanda por produtos
organicos, a morte de organismos ndo-alvo e o aumento da resisténcia de carrapatos aos
acaricidas quimicos sao fatores que tornam o uso de fungos artropodopatogénicos uma
atraente alternativa (ALONSO-DIAZ et al., 2007; FERNANDES; BITTENCOURT,
2008).

Os fungos que apresentam patogenicidade para acaros e carrapatos formam,
provavelmente, um subgrupo dentro do grupo de fungos patogénicos para insetos,
organizando-se filogeneticamente da mesma forma, porém com uma variedade menor de
hospedeiros. Os carrapatos sdo hospedeiros em potencial para organismos como 0sS
fungos, pois geralmente habitam ambientes Umidos e ao abrigo do sol favorecendo a
infeccdo e a transmissdo desses patogenos (CHANDLER et al., 2000).

Os ascomicetos Beauveria bassiana s.I. e Metarhizium anisopliae s.l. sdo 0s
fungos artropodopatogénicos mais bem caracterizados e amplamente utilizados em
programas de controle biolégico de pragas (ALVES, 1998; ZIMMERMANN, 2007a,
2007b; FERNANDES; BITTENCOURT, 2008; SCHRANK; VAINSTEIN, 2010). Além
destas espécies, outras como Beauveria brongniartii s.l., Lecanicillium lecanii
(=Verticillium lecanii), Isaria farinosa (= Paecilomyces farinosus) e Isaria fumosorosea
(= Paecilomyces fumosoroseus) também apresentam potencial patogénico contra



carrapatos e acaros, além de insetos (ALVES, 1998; CHANDLER et al., 2000;
FERNANDES; BITTENCOURT, 2008; ANGELO et al., 2010).

Beauveria bassiana s.l. € a mais largamente distribuida espécie do género e é
geralmente encontrada em insetos infectados tanto em regides de clima temperado quanto
em regiGes de clima tropical (ZIMMERMANN, 2007a). Varios trabalhos reportam o
potencial patogénico desse fungo contra o carrapato R. microplus e seus respectivos
estagios de vida (BITTENCOURT et al., 1996; CASTRO et al., 1997; PAIAO et al.,
2001; FERNANDES et al.,, 2003; POSADAS; LECUONA, 2009). Atualmente B.
bassiana s.l. também é considerado um complexo de espécies (REHNER et al., 2011).

Metarhizium Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae) é um género mundialmente
distribuido e frequentemente isolado do solo e de artrépodes infectados. Este fungo é
responsavel por causar uma doenca comumente conhecida como “muscardine verde”
devido a proliferacdo de conidios verdes sobre os cadaveres dos artropodes atingidos
(ROBERTS; ST LEGER, 2004). Este género pode ser encontrado facilmente nos solos,
nas rizosferas de plantas ou em cadaveres de artropodes e possui uma distribuicao
mundial que vai dos tropicos ao artico (ZIMMERMANN, 2007b; SCHRANK;
VAINSTEIN, 2010). No solo é capaz de sobreviver por longos periodos e acredita-se que
ocorra naturalmente em mais de 300 espéecies de insetos, incluindo importantes pragas
(ALVES, 1998). Trabalhos atuais vém mostrando que isolados de M. anisopliae possuem
uma variabilidade genética tal indicando que M. anisopliae ndo é uma espécie, mas sim
um grupo ou complexo de espécies (BIDOCHKA et al., 2005; FERNANDES et al.,
2010). Bischoff e colaboradores (2009) propuseram uma reorganizacdo para 0 género
Metarhizium caracterizando M. anisopliae como um complexo composto por nove
espécies: Metarhizium pingshaense, Metarhizium anisopliae, Metarhizium robertsii,
Metarhizium brunneum, Metarhizium majus, Metarhizium guizhounse, Metarhizium
lepidiotae, Metarhizium acridum e Metarhizium globosum. Portanto o isolado de M.
anisopliae que ndo tenha sido identificado de acordo com Bischoff e colaboradores
(2009) deve ser referido como M. anisopliae senso latu (s.l.); fungo que vem sendo
utilizado como sistema modelo para estudos da interacdo fungo-artrépode. Metarhizium
spp. € capaz de se proliferar em varias espécies de insetos, carrapatos e até raizes de
plantas (COSTA et al., 2002; ROBERTS; ST LEGER, 2004; FERNANDES et al., 2010;
SASAN; BIDOCHKA, 2012).

O controle biol6gico de carrapatos utilizando fungos artropodopatogénicos

O uso de fungos artropodopatogénicos no controle de carrapatos tem sido alvo de
diversas pesquisas (CHANDLER et al., 2000; FERNANDES; BITTENCOURT, 2008;
CAMARGO et al., 2012). As espécies do complexo M. anisopliae estdo entre os agentes
mais comumente usados no biocontrole de insetos praga (ALVES, 1998; ROBERTS; ST
LAGER, 2004) e também apresentaram resultados promissores em testes in vitro contra
R. microplus (CAMARGO et al., 2012; QUINELATO et al., 2012). Embora a viruléncia
deste fungo artropodopatogénico contra R. microplus tenha sido demonstrada sob
condigdes laboratoriais, existem poucos estudos relacionando caracteristicas fangicas
intrinsecas (i.e.: niveis de produgdo de destruxinas, niveis de expressdo de enzimas
proteoliticas) que possam ser associadas aos niveis de viruléncia contra carrapatos.



O processo de infeccdo causado por M. anisopliae s.l. comega com esporos
especializados se aderindo ao hospedeiro, germinando e penetrando através do
tegumento. De acordo com Bittencourt e colaboradores (1999), ap6s se aderir e sob
condi¢des apropriadas de temperatura e umidade, a germinacdo comeca na cuticula de R.
microplus. Para ultrapassar a cuticula do hospedeiro, o fungo artropodopatogénico deve
secretar proteases, quitinases e lipases para degradacdo de seus principais constituintes
(proteinas, quitina e lipidios), permitindo a penetracdo da hifa (SCHRANK;
VAINSTEIN, 2010). Santi e colaboradores (2010) reportaram atividades proteolitica e
lipolitica associadas as proteinas de superficie conidial que seriam importantes para 0s
estagios iniciais da infeccdo flngica. Ap6s a hipertrofia do conidio, ocorre o
desenvolvimento dos tubos germinativos e do apressorio (SCHRANK; VAINSTEIN,
2010). O apressorio ¢ uma estrutura que funciona como uma ancora para facilitar a
penetracdo flingica através de pressdo mecanica e secrecdo enzimatica (DIAS et al.,
2006). De acordo com Hajek e St Leger (1994), o apressorio representa uma adaptacao
para concentrar energia fisica e enzimas liticas sobre uma pequena area permitindo uma
maior eficiéncia no processo de penetragdo. M. anisopliae s.l. produz uma série de
proteases como subtilisinas (Prl), tripsinas (Pr2), cisteinas proteases (Pr4) e
metaloproteases; e essa producdo enzimatica pode estar diretamente relacionada ao
aumento na viruléncia (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010).

Em insetos, apos a invasao fungica, as hifas presentes na hemolinfa passam a se
diferenciar em blastosporos (células unicelulares). O hospedeiro morre em decorréncia
dos danos fisicos causados pelo crescimento fungico e acdo de toxinas, como as
destruxinas (HAJEK; ST LEGER, 1994; ROBERTS; ST LEGER, 2004). Ao mesmo
tempo, o hospedeiro objetiva parar o processo infeccioso ativando seu sistema imune,
desencadeando processos como a fagocitose, formacdo nodular, melanizacéo,
encapsulamento além da sintese de substancias antimicrobianas (DIAS et al., 2006).
Contudo, para burlar os mecanismos de relacionados a resposta imune, o fungo
artropodopatogénico produz enzimas e toxinas, envolvidas com a modificacdo da
integridade estrutural, inibicdo de processos seletivos e a interferéncia nos sistemas
regulatorios do hospedeiro (HAJEK; ST. LEGER, 1994).

Destruxinas: metabdlitos secundarios produzidos por Metarhizium spp.

As destruxinas sdo hexadepsipeptideos compostos por cinco residuos de
aminodcidos e um a-hidroxil acido; esses compostos podem ser produzidos por varias
espécies fungicas, tanto artropodopatogénicas quanto fitopatogénicas (PEDRAS et al.,
2002; LIU; TZENG, 2012) e estdo entre os mais estudados metabolitos secundarios
produzidos por fungos. O nome destruxina é derivado de “destructor”, da espécie
Oospora destructor, o fungo artropodopatogénico de onde esses metabolitos foram
primeiramente isolados. Mais tarde O. destructor foi renomeado M. anisopliae s.l., mas o
nome destruxina permaneceu. Diferentes destruxinas estruturalmente relacionadas tém
sido isoladas de culturas de Aschersonia aleyrodis, Alternaria brassicae, Beauveria
felina, Nigrosabulum globosum e M. anisopliae s.l. (LIU; TZENG, 2012). A literatura
reporta 39 analogos que se diferenciam pelo grupamento R do residuo hidroxil acido e
apesar da aparente sobreposicdo possuem diferentes efeitos bioldgicos (PAL et al., 2007).
Estes efeitos incluem acdo inseticida, herbicida, citotdxico, imunossupressivo, fitotoxico
e antiviral (VILCINSKAS et al., 1997; HU; REN, 2004; RUIZ-SANCHEZ et al., 2010,



LIU; TZENG, 2012). As destruxinas sdo os mais prevalentes dos metabdlitos secundarios
produzidos por M. anisopliae s.l. em fermentagdo (MOON et al., 2008). Os 6rgdos alvo
destes peptideos ciclicos em insetos incluem geralmente o intestino, tabulos de Malpighi
e hemocitos circulantes (DUMAS et al., 1996). A literatura também relata diferentes
modos de acdo, como contato, inanigdo, regulacdo no crescimento, imunossupressao e
ativacdo dos canais musculares de calcio (DUMAS et al., 1996; MOON et al., 2008; LIU;
TZENG, 2012).

Existem dois modos para produzir destruxinas: através de fontes naturais ou
quimicamente. Bayley e colaboradores (1996) sugeriram o envolvimento de peptideo-
sintetases multifuncionais ndo ribossomais na biossintese destes metabdlitos secundarios;
0 que foi confirmado por Wang e colaboradores (2012). Estes autores reportaram que um
grupamento de genes é responsavel pela codificacdo de enzimas (dtxS1, dtxS2, dtxS3 e
dtxS4) capazes de sintetizar a toxina e seus analogos. Wang e colaboradores (2012)
interromperam genes-alvo de M. anisopliae (isolado reclassificado por Bischoff e
colaboradores (2009) como M. robertsii) objetivando esclarecer o processo de
biossintese, sugerindo ainda que a aquisicdo desse grupamento de genes responsaveis
pela produgdo de destruxina em linhagens de Metarhizium é coordenada pela evolugéo da
especificidade fungica ao hospedeiro.

Recentemente, Donzelli e colaboradores (2012) reportaram as bases genéticas de
producdo de destruxina. Segundo esses autores, a producdo desses compostos possui um
padrdo que comeca com niveis baixos de deteccdo nas fases iniciais de crescimento
fungico e aumenta com o tempo. Eles também observaram através do nocaute do gene
(transformacgdo mediada por Agrobacterium) responsavel pela sintese de destruxinas que
mutantes que ndo sintetizavam esses compostos foram tdo virulentos quanto o isolado
controle (que possuia e expressava 0 gene capaz de produzir destruxinas) em bioensaios
com larvas de Spodoptera exigua, Galleria mellonella e Tenebrio molitor sugerindo que
destruxinas ndo estdo associadas a viruléncia de Metarhizium nesses hospedeiros. Até a
presente data, existe apenas um estudo que trata dos efeitos de destruxina A sobre fémeas
ingurgitadas de R. microplus (GOLO et al.,, 2011). Os autores reportaram que 0S
parametros bioldgicos analisados ndo diferiram entre os grupos controle e os tratados.

Fatores abidticos que influenciam a patogenicidade fungica

Os estresses ambientais como a radiacdo UV, o calor e a umidade relativa
representam sérios entraves no uso de fungos artropodopatogénicos a campo, uma vez
que esses fatores afetam total ou parcialmente a taxa de germinacdo, particularmente a
radiacdo ultravioleta (incluindo os componentes UV-A e UV-B) (FARGUES et al., 1996;
BRAGA et al., 2001 a,b). Portanto, a acdo promissora de fungos artropodopatogénicos
(i.e., Metarhizium spp. e Beauveria spp.) depende ndo somente das caracteristicas
intrinsecas do isolado fungico (i.e., producdo de enzimas, toxinas) mas também da
susceptibilidade do hospedeiro e das condicdes ambientais.

Radiacdo solar € o termo empregado a energia emitida pelo sol. A radiacéo solar é
dividida em radiacdo infravermelha (comprimento de onda de 700 nm a 1 mm), espectro
visivel (de 400 nm a 700 nm), e radiacdo ultravioleta (UV) (de 15 nm a 400 nm). Por sua
vez a radiagdo UV também é divida em 3 partes: a radiagdo UV-A (de 400 nm a 320 nm),
UV-B (de 320 nm a 280 nm), e UV-C ou germicida (de 280 nm a 100 nm). A totalidade
da radiagdo UV-C e absorvida pelo oxigénio e ozbnio presentes na atmosfera; a maior



parte (ndo a totalidade) da radiacdo UV-B também é absorvida pelo ozbnio; portanto a
maior parte (cerca de 99%) da radiacdo UV emitida pelo sol é representada pela UV-A.

A por¢do UV-B € muito mais prejudicial do que a UV-A. A radiagdo UV-B pode
causar graves danos a nivel celular através da inducdo a formacdo de dimeros de
pirimidina nas moléculas de DNA (SLIEMAN; NICHOLSON, 2000). As células
possuem enzimas capazes de identificar e reparar estes danos. Entretanto, a exposicao
prolongada a esse tipo de radiacdo leva a formacdo de uma quantidade excessiva de
dimeros de pirimidina, e a célula jA ndo consegue responder ao problema o que leva o
aparecimento de mutacGes e a interrupgdo no processo de transcricdo (GRIFFITHS et al.,
1998). Quando comparado com a UV-A, a UV-B é muito mais severa, ja que ela esta
diretamente ligada a sobrevivéncia do conidio.

A susceptibilidade a radiagdo UV-B nos fungos artropodopatogénicos varia
consideravelmente (FERNANDES et al., 2007; RANGEL et al., 2004). Essa tolerancia a
radiacdo UV envolve também o tipo de substrato e o favorecimento nutricional nos quais
os conidios sdo produzidos. De acordo com Rangel e colaboradores (2004), conidios de
M. anisopliae s.l. produzidos sobre cadaveres de insetos foram significativamente mais
sensiveis a radiagdo UV-B quando comparados com conidios produzidos em meio batata
dextrose agar (BDA) acrescido de extrato de levedura. Conidios produzidos em meio
Czapek e Emerson YpSs ou em grdos de arroz obtiveram maior tolerancia a radiagéo UV-
B (RANGEL et al, 2004). Dessa maneira, a selecdo de isolados intrinsicamente
tolerantes a UV-B, associada a manipulacdo nutricional do fungo e a adicdo de
substancias protetoras na formulagcdo fangica sdo aspectos essenciais para melhorar o
potencial de utilizacdo de fungos artropodopatogénicos a campo. As formulacgdes, de uma
maneira geral, contribuem para uma maior tolerancia do micro-organismo as condicdes
abioticas estressantes do meio ambiente. Sabendo que a resposta de diferentes isolados
fungicos a adicdo de dleo numa formulacdo pode variar, o estudo envolvendo a
caracterizacdo da tolerancia a radiacdo ultravioleta em conidios formulados ou nao é
também de extrema importancia.

O sistema imune de carrapatos

Para atingir um organismo invertebrado, o patdgeno deve transpor uma série de
barreiras fisicas e quimicas. Além disso, alguns aspectos comportamentais dos
invertebrados também dificultam as infec¢bes. O tegumento e o intestino representam as
primeiras barreiras de uma maneira geral. A medida que micro-organismos conseguem
transpor essas barreiras uma série de reacbes ao nivel celular e humoral ocorrem
(TAYLOR, 2006).

Acreditava-se, entretanto, que o0s invertebrados defendiam-se das infec¢cbes
através de um sistema imune inato sem conseguir estabelecer memoria imunoldgica
(HOFFMANN, 2003), entretanto, respostas de memoria imunoldgica foram descritas em
organismos invertebrados (MULLER et al., 2008; RODRIGUES et al., 2010). Rodrigues
e colaboradores (2010) estimularam a nivel sistémico o sistema imune de Anopheles
gambie utilizando protozoarios do género Plasmodium, e apds uma re-estimulacdo a
resposta ao parasito foi mais efetiva, uma vez que o mosquito pdde adaptar-se modulando
a quantidade e capacidade de resposta das diferentes popula¢es de hemocitos.

Taylor (2006) fez uma ampla revisédo sobre o sistema imune de carrapatos e
destacou as respostas mediadas por células (hemdcitos) e a resposta humoral. Os



hemdcitos estdo relacionados aos processos de fagocitose, formagdo de nddulos e
encapsulamento. A fagocitose é responsavel por remover da hemolinfa invasores
circulantes através do reconhecimento, englobamento e destruicao intracelular (SILVA et
al., 2006; LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). A nodulacdo e o encapsulamento foram
verificados no carrapato Dermacentor variabilis e sdo mecanismos de suma importancia
na resposta imune mediada por células (EGGENBERGER et al., 1990; CERAUL et al.,
2002). O encapsulamento esta relacionado ao aprisionamento de particulas ou invasores
maiores que os hemacitos e utiliza-se de varias camadas de células afim de isola-los da
circulagéo ativa (TAYLOR, 2006).

Cinco classes de hemdcitos foram identificadas em carrapatos: pro-hemacitos,
que possivelmente sdo células precursoras dos outros hemécitos (SONENSHINE, 1991);
plasmatocitos, responsaveis pelo processo de fagocitose, exibindo respostas ndo
especificas a antigenos corpusculares, particulas inertes e células estranhas (PEREIRA et
al., 2001; SILVA et al., 2006); granulécitos I e 11, envolvidos no processo de fagocitose,
encapsulamento e deposicdo de substancias na superficie do invasor que impedem sua
unido aos tecidos do hospedeiro; esferuldcitos e oenocitoides (SONENSHINE, 1991).

Trés principais tipos de respostas humorais tém sido caracterizados em
artropodes: o encapsulamento humoral, hemaglutinacdo e producdo de substancias
antimicrobianas (TAYLOR, 2006). O encapsulamento humoral envolve a formagéo de
um agregado frouxo de material melanotico que vai sendo acumulado ao redor da
particula ou organismo invasor, tornando-se cada vez mais denso até envolver totalmente
0 material estranho (TAYLOR, 2006). As hemaglutininas (ou lectinas) presentes nos
invertebrados estdo envolvidas nos processos de adesao celular, opsonizagéo, fagocitose e
citolise (VASTA; MARCHALONIS, 1983). As lectinas nos carrapatos atuam,
aparentemente, da mesma forma que em outros invertebrados e vertebrados, ligando-se a
invasores, facilitando a fagocitose ou a citolise (TAYLOR, 2006). Apesar de ainda nao
estar muito bem caracterizado, sugere-se que as lectinas possam mediar o processo de
nodulacdo (MARMARAS; LAMPROPOULOU, 2009).

As substancias antimicrobianas sdo capazes de afetar um grande numero de
micro-organismos, como virus, bactérias e alguns fungos. Apesar do modo de acdo dos
peptideos antimicrobianos ndo estar totalmente esclarecido, aparentemente as interaces
lipoprotéicas e os processos mediados por reconhecimento de receptores sdo as principais
maneiras de acdo dessas substancias. Os peptideos antimicrobianos interagem com
componentes de membranas citoplasmaticas e podem também atuar em alvos
intracelulares sem, necessariamente, romper a membrana celular (MOOKHERJEE;
HANCOCK, 2007).

Proteinas e peptideos antimicrobianos

Peptideos antimicrobianos estdo largamente distribuidos na natureza, presentes
em insetos, carrapatos, plantas e em animais que possuem sistema imune mais complexo
(MOOKHERJEE; HANCOCK, 2007) e representam uma resposta humoral efetiva a
particulas/organismos estranhos atacando diretamente esses micro-organismos invasores.
Esses fatores antimicrobianos podem ser expressos naturalmente (constitutivos)
(FOGACA et al., 2004, ESTEVES et al., 2009) ou transcritos devido ao estimulo
provocado por infeccdo (JOHNS et al., 2001). Além disso, sdo traduzidos e/ou estéo
presentes em diversos oOrgdos de carrapatos, incluindo glandulas salivares



(VALENZUELA et al., 2002; LIMA et al., 2006), intestino (FOGACA et al., 1999;
SONENSHINE et al., 2005; ZHOU et al., 2006), corpo gorduroso (6rgdo biossintético
analogo ao figado dos vertebrados) (HYNES et al., 2005; LIMA et al., 2006), hemdcitos
(HYNES et al., 2005; FOGACA et al., 2006; ZHOU et al., 2006), ovarios (FOGACA et
al., 2004; LIMA et al., 2006) e hemolinfa (JOHNS et al., 1998, 2001; FOGACA et al.
2004).

Dentre as principais proteinas e peptideos com atividade antimicrobiana
encontrados em carrapatos destacam-se as lisozimas, cistatinas, defensinas, fragmentos
de hemoglobina e microplusinas. As lisozimas sdo enzimas que podem ser encontradas
em grande parte dos organismos e sdo responsaveis pela hidrolise de peptideoglicanos
presentes na parede celular de bactérias (WOHLKONIG et al., 2010). As lisozimas foram
0 primeiro fator antimicrobiano a ser estudado na hemolinfa de insetos e vem sendo
identificada também em carrapatos (SONENSHINE et al., 2005; TAYLOR, 2006).

As cistatinas sdo inibidores reversiveis de cisteino-proteases amplamente
estudadas em vertebrados devido a sua fungdo de mediar a proteolise nos lisossomos e
prevenir danos causados por cisteino-proteases encontradas fora dessas vesiculas
enzimaticas (TAYLOR, 2006). Lima e colaboradores (2006) mostraram que genes de
cistatina eram expressos nos ovarios e corpo gorduroso de fémeas engurgitadas de R.
microplus. Segundo esses autores, cistatinas foram detectadas em géis de poliacrilamida
dos ovarios, corpo gorduroso e glandulas salivares, entretanto ndo foram detectadas em
extratos de ovos e larvas.

Dos peptideos antimicrobianos descritos em carrapatos, quatro ja foram
caracterizados em R. microplus: defensina, ixodidina, Hb 33-61 e microplusina
(FOGACA et al., 1999; 2004; 2006; ESTEVES et al., 2009). Fogaca e colaboradores
(2004) isolaram um peptideo antimicrobiano com massa molecular de 4285 Da e seis
residuos de cisteina da hemolinfa de R. microplus com similaridade aos membros da
familia de defensinas de insetos. A analise de sua sequéncia génica demonstrou que esse
peptideo antimicrobiano é expresso na forma de pro-pré-peptideo assim como as
defensinas dos insetos. A ixodidina foi isolada de hemdcitos e possui 7103 Da e dez
residuos de cisteina (FOGACA et al., 2006). Este peptideo antimicrobiano foi capaz de
inibir o crescimento de Escherichia coli e Micrococcus luteus. A microplusina foi
identificada na hemolinfa de R. microplus e a expressao de seu gene foi observada em
ovarios, corpo gorduroso e hemacitos desse carrapato (FOGACA et al., 2004). Esteves e
colaboradores (2009) reportaram a presenca desse mesmo peptideo antimicrobiano no
macerado e na superficie de ovos de R. microplus. A microplusina tem atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e fungos (ESTEVES et al., 2009) e é
expressa na forma de pré-peptideo com um peptideo sinal composto de 20 aminoécidos
(FOGACA et al., 2004).

O peptideo antimicrobiano Hb 33-61 foi purificado do tubo digestivo de fémeas
ingurgitadas de R. microplus. A sequéncia de aminoacidos que da origem a esse peptideo
foi obtida e observou-se que havia semelhanca com um fragmento da cadeia a da
hemoglobina bovina. O Hb 33-61 possui 3205,7 Da, € obtido através da acdo de enzimas
digestivas especificas do carrapato e apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-positivas e fungos (FOGACA et al., 1999).

A maior parte dos estudos sobre o sistema imunolégico de carrapatos se
concentram, principalmente, nos estagios de ninfa e adulto (TAYLOR, 2006;



SONENSHINE; HYNES, 2008). Até o momento, ndo foram encontrados na literatura
estudos que identifiguem componentes da resposta imune nos ovos de carrapatos apos
infeccdo fungica das fémeas; entretanto, o avango do controle desses ectoparasitos com o
uso de fungos artropodopatogénicos requer profundo conhecimento do processo de
patogenicidade e suas correspondentes caracteristicas durante todos os estdgios de
desenvolvimento.

A capacidade endofitica de fungos artropodopatogénicos

Na busca por diferentes abordagens que possam contribuir para avangos no
controle bioldgico de artrépodes praga, atentou-se para a capacidade que alguns fungos
artropodopatogénicos tem de se desenvolver no interior de plantas ou na sua rizosfera, e 0
papel benéfico que esses fungos podem representar para a planta hospedeira (BEHIE et
al. 2012; SASAN; BIDOCHKA, 2012). De acordo com esses autores a presenca de
Metarhizium robertsii no interior de plantas contribui para o desenvolvimento nutricional
da planta e pode atuar na transferéncia de nitrogénio de insetos infectados para o interior
da planta.

Segundo reportado na literatura, B. bassiana (VEGA et al., 2008;
GURULINGAPPA et al.,, 2010; PARSA et al., 2013), Lecanicillium lecanii (=
Verticillium lecanii) (PETRINI 1981; GURULINGAPPA et al., 2010), Isaria farinosa (=
Paecilomyces farinosus) (BILLS; POLISHOOK, 1991) e M. robertsii (SASAN;
BIDOCHKA, 2012) podem se desenvolver no sistema vascular de plantas ou de parte
delas, como as raizes. B. bassiana pode ser isolada de plantas naturalmente infectadas
(VEGA et al., 2008), e também re-isolada apds inoculacéo artificial em varias espécies de
plantas importantes na agricultura como: banana, feijéo, café, milho, algodéao, tomate, e
trigo (GURULINGAPPA et al, 2010). Bing e Lewis (1991) reportaram que 0
aparecimento de tuneis (tunelamento) no milharal em decorréncia da infestacdo por
larvas de Ostrina nubilalis (broca europeia do milho) foi reduzido quando as plantas
estavam endofiticamente colonizadas por B. bassiana.

Embora a maioria dos trabalhos envolvendo fungos artropodopatogénicos
relacionem a reducdo dos danos causados por insetos a sua morte em decorréncia da
infeccdo fungica direta, Vega e colaboradores (2008) sugeriram que essa SUpressao
observada por Bing e Lewis (1991) fosse resultado do efeito do fungo presente na
plantacdo que causaria inanicdo nas larvas; inanicdo esta que estaria relacionada a
producdo de metabolitos secundarios, como as destruxinas. Mais recentemente,
Gurulingappa e colaboradores (2010) estudaram os efeitos de endofitos (B. bassiana, L.
lecanii e Aspergillus parasitucus) na reproducao e crescimento de Aphis gossypii (piolho-
do-algodao) e Chortoicetes terminifera (gafanhotos australianos). Eles reportaram que a
presenca dos enddéfitos reduziu significativamente a reproducdo dos afidios e a taxa de
crescimento dos gafanhotos, mas a morte desses insetos ndo pode ser observada
diretamente.

Até a presente data nenhum trabalho reportou a relacdo entre a capacidade
endofitica de Metarhizium com a mortalidade ou alteracdes nos parametros biologicos de
artropodes praga. Akutse e colaboradores (2013) reportaram, entretanto que nenhum dos
dois isolados de Metarhizium estudados foram capazes de colonizar as plantas Vicia faba
(fava) e Phaseolus vulgaris (feijado comum).
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CAPITULO I

CARACTERIZACAO DE ISOLADOS DE Metarhizium spp. EM
RELACAO A TOLERANCIA A RADIACAO UV-B, PRODUCAO in
vitro DE DESTRUXINAS E VIRULENCIA PARA Galleria mellonella,

Tenebrio molitor E Rhipicephalus microplus

18



RESUMO

A acédo promissora dos fungos artropodopatogénicos depende ndo somente da viruléncia
do isolado flngico mas também da susceptibilidade do hospedeiro e de sua tolerancia a
condigdes ambientais adversas, como baixa umidade, altas temperaturas e intensa
radiacdo ultravioleta (UV). Dentro desse ambito, o presente capitulo objetivou
caracterizar a tolerdncia de diversos isolados de Metarhizium a radiacdo UV-B que
respondessem de maneira 6tima a adicdo de 6leo mineral na suspensdo fungica. O
capitulo objetivou também avaliar os niveis de producdo in vitro de destruxina A, B, e E
em isolados brasileiros de Metarhizium spp. além de realizar um estudo in vivo com
lagartas de Galleria mellonella vivas e infectadas com diferentes espécies de
Metarhizium. Os mesmo isolados de Metarhizium foram testados em larvas de
Rhipicephalus microplus, Galleria mellonella e Tenebrio molitor com o objetivo de
identificar os isolados mais virulentos para utilizacdo em futuros programas de controle
microbiano. Houve grande variacdo na tolerancia a radiagdo UV-B nas suspensdes
fungicas testadas, com germinacao relativa variando entre 5,2% (ARSEF 3479) e 88,2%
(ARSEF 759). A germinacdo relativa dos conidios formulados em 0leo foi comparada
com a germinacéo relativa dos conidios suspensos em agua. A adicdo de 6leo mineral
claramente protegeu o fungo do efeito negativo causado pela exposicéo a radiacdo UV-B
(i.e., atraso ou auséncia de germinacdo). A selecdo de isolados mais tolerantes a radiacéo
UV-B em conjunto com a analise do efeito da adicdo de um adjuvante protetor € um
passo fundamental para a melhora na performance de isolados de Metarhizium a campo.
Uma grande variacdo (de 0.31 mg de destruxina A/g de peso seco de micélio do isolado
ARSEF 1885 a 32 mg de destruxina E/g de micélio seco do isolado ARSEF 3643) foi
observada apds 5 dias de crescimento entre os isolados produtores de destruxinas. Além
do isolado de M. acridum ARSEF 324 ndo produziram destruxinas in vitro. A detec¢édo
priméaria de destruxinas foi observada no terceiro dia ap06s o inicio da incubacdo (com
excecdo do isolado ARSEF 759, onde a detec¢do ocorreu no segundo dia de incubacéo).
N&o foi possivel detectar a producdo de destruxinas in vivo. Também houve grande
variacdo na viruléncia dos diferentes isolados testados, bem como na suscetibilidade dos
hospedeiros, mas de maneira geral lagartas de G. mellonella foram mais susceptiveis que
as larvas de Tenebrio e estas por sua vez, mais susceptiveis que as larvas de R. microplus.
Em geral, a mortalidade das diferentes larvas ocorreu de forma diretamente proporcional
a concentracdo de conidios testada. Os isolados M. anisopliae s.I. ARSEF 782, M.
robertsii ARSEF 2575, M. anisopliae s.I. ARSEF 3641 e ARSEF 3643 apresentaram alta
viruléncia para as trés especies de artropode. Os isolados de M. anisopliae s.I. ARSEF
729 e ARSEF 3819 apresentaram resultados mais promissores em larvas de R. microplus
quando sua viruléncia foi comparada com os resultados contra as larvas de inseto. Dentre
os fungos estudados, ARSEF 782, ARSEF 2575 e ARSEF 3643 destacaram-se por
apresentar resultados positivos nas diferentes caracteristicas estudadas, isto €, alta
toleréncia a radiacdo UV-B, altos niveis de viruléncia e producado in vitro de destruxinas.

Palavras chave: fomulacdo fungica, radiacdo UV-B, metabdlitos secundarios.
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ABSTRACT

The promising action of artropodopatogenic fungi depends not only on the virulence of
the fungal isolate but also on host susceptibility and tolerance to adverse environmental
conditions such as low humidity, high temperatures and intense ultraviolet radiation
(UV). Accordingly, this chapter aimed to characterize the UV-B tolerance of several
brazilian Metarhizium spp. isolates and also their optimal response to the addition of
mineral oil in the fungal suspension. In addition, the chapter evaluated the levels of in
vitro production of destruxin A, B, and E by these brazilian Metarhizium spp isolates and
an in vivo study with Galleria mellonella larvae was performed after infection with two
different Metarhizium species. The same Metarhizium spp. isolates were tested against
larvae of Rhipicephalus microplus, Galleria mellonella and Tenebrio molitor aiming to
identify virulent isolates for future use microbial control programs. There was a wide
variation in the UV-B tolerance of fungi tested. Conidia had relative germination ranging
from 5.2% (ARSEF 3479) and 88.2% (ARSEF 759). Relative spore germination
formulated oil was compared with the relative germination of spores suspended in water.
The addition of mineral oil in the funga suspensions clearly protected conidia from the
negative effect caused by UV-B radiation exposure (i.e., delayed or no germination).
Characterization of isolates more UV-B tolerant in addition to the analysis of the adition
of an adjuvant represents a key study for the improvement of Metarhizium use in the
field. Destruxins A, B and E could be detected in the culture of 12 isolates (ranging from
0.31 mg destruxin A/ g dry weight of mycelium for isolate ARSEF 1885 and 32 mg
destruxin E/ g dry mycelium for isolate ARSEF 3643) after 5 days of growth. Besides M.
acridum ARSEF 324, other seven isolates did not produce destruxins in vitro. The
primary detection destruxins was observed on the third day after the start of incubation
(with the exception of isolated ARSEF 759, where the detection occurred on the second
day of incubation). There was no detection of destruxins in insect larvae. There was also
great variation in the virulence of the different isolates that were tested, as well as the
susceptibility levels depending on the host, but in general G. mellonella larvae were more
susceptible than T. molitor and these more likely than R. microplus larvae. Generally,
larval mortality occurred in direct proportion to the conidial concentration. M. anisopliae
s.I. ARSEF 782, M. robertsii ARSEF 2575, M. anisopliae s.I. ARSEF 3641 and ARSEF
3643 showed high virulence for the three species of arthropods. M. anisopliae s.I. M.
anisopliae s.I. ARSEF 729 and 3819 showed more promising results against R. microplus
larvae when their virulence were compared with insect larvae results. Among the isolates
that were studied, ARSEF 782, ARSEF 2575 and ARSEF 3643 stood out for presenting
positive results in the different studied traits, namely their high tolerance to UV-B
radiation, high in vitro destruxins production and elevated levels of virulence.

Key words: fungal formulation, UV-B irradiation, secondary metabolites
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de fungos artropodopatogénicos para o controle de insetos vem sendo
utilizada e estudada, com diferentes enfoques, por mais de 100 anos (ROBERTS; ST
LEGER, 2004). Metarhizium spp., juntamente com Beauveria spp. estdo entre as espécies
fungicas mais frequentemente usadas no controle bioldgico de insetos praga. Além disso,
Metarhizium spp. se tornou um modelo para estudos moleculares que enfocam a
interacdo inseto-patdgeno (ROBERTS; ST LEGER, 2004; FERNANDES et al., 2010;
GAO et al., 2011).

Pode-se dizer que o controle biolégico de artrépodes praga, especialmente de
insetos, tem suas raizes nos primeiros registros de doencas que afetavam insetos. De
acordo com Steinhaus (1975), os registros de doencas em abelhas data de varios séculos
antes de Cristo (aproximadamente 700 a.C.). Problemas com a morte de bichos-da-seda
nas sericulturas também foram motivo de grande estudo na Europa de séculos passados.
Primeiramente os homens objetivavam combater as “muscardines” (verde e branca, em
mengc&o as cores dos fungos que produziam a doenca: hoje conhecidos como Metarhizium
spp. e Beauveria spp.). Contudo, foi a partir desse conhecimento de que micro-
organismos eram capazes de acometer e matar insetos, que o0 homem passou a utilizar
esses causadores de doencas em insetos para controlar pragas que assolavam suas
culturas alimenticias, e assim nasce o controle bioldégico com a utilizacdo de fungos
entomopatogénicos (STEINHAUS, 1975).

Atualmente, surgem cada vez mais produtos formulados a base de fungos para
controlar artropodes pragas ao redor do mundo. Segundo Faria e Wraight (2007), dentre
171 pesticidas destinados ao controle de acaros e insetos, 33,9% sdo a base de
Metarhizium anisopliae s.. O uso deste artropodopatogeno € considerado seguro,
apresentando riscos minimos para vertebrados, humanos e ao meio ambiente
(ZIMMERMANN, 2007).

No Brasil o primeiro relato de ocorréncia natural de M. anisopliae s.l. infectando
fémeas do carrapato Rhipicephalus microplus foi realizado por Costa e colaboradores
(2002). Testes in vitro e de estdbulo demonstraram que diversos isolados de M.
anisopliae s.I. possuem alta viruléncia contra carrapatos, incluindo R. microplus
(BITTENCOURT et al, 1994; REIS et al., 2001; BAHIENSE et al., 2007;
FERNANDES; BITTENCOURT, 2008; QUINELATO et al., 2012); entretanto, no Brasil
ainda nao existem produtos a base de fungos artropodopatogénicos para controle
especifico de carrapatos.

A viruléncia das diferentes espécies de artropodopatégenos para carrapatos varia
ndo somente entre as espécies fingicas mas também entre os isolados de uma mesma
espécie (FERNANDES et al., 2011; QUINELATO et al,, 2012). Dessa maneira,
determinar a viruléncia dos isolados artropodopatogénicos selecionando fungos com
maior viruléncia para R. microplus ou qualquer outra espécie de artrépode representa um
passo fundamental para avancos no controle bioldgico.

A radiacdo ultravioleta (UV) é uma radiacdo eletromagnética com um
comprimento de onda menor que o da luz visivel. A maior parte da radiagdo UV emitida
pelo sol é absorvida pela atmosfera terrestre e quase a totalidade (cerca de 99%) dos
raios UV que efetivamente chegam a superficie da Terra sdo do tipo UV-A. A radiacdo
UV-B (280 nm a 320 nm) (INGLIS et al., 1995) é parcialmente absorvida pelo ozbénio da
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atmosfera e sua parcela que chega a Terra é prejudicial a todos os micro-organismos
(TEVINI, 1993) inclusive os fungos. A energia de um foton de radiacdo estd
inversamente relacionada com o seu comprimento de onda, e por conseguinte, a radiacao
UV-C é a mais enérgica das trés bandas de frequéncias. A radiacdo UV-C é fortemente
absorvida pelo oxigénio e 0zbnio presente na atmosfera, e por isso ndo penetra através da
atmosfera (ROBERTS; FLINT, 2002). As por¢des UV-B e UV-A penetram na biosfera,
embora uma enorme parcela da radiacdo UV-B seja absorvida pelo 0z6nio da atmosfera.

A luz solar apresenta variacbes nos graus de intensidade luminosa e conteudo
espectral; esses parametros apresentam variagdes de acordo com a estacdo do ano, hora
do dia, altitude, localizacdo, e condi¢des atmosféricas (ROBERTS; FLINT, 2002). Os
efeitos negativos da radiacdo solar na germinacdo e crescimento fingico (reflexo da
inducdo a formacdo de dimeros de pirimidina que podem levar a mutagdes ou falhas no
processo de transcri¢do), principalmente os efeitos negativos da radiagdo UV-B, tem sido
reportados para diversas espécies de fungos artropodopatogénicos (i.e., Metarhizium spp.,
Beauveria spp. e Paecilomyces spp.) (FARGUES et al., 1996; BRAGA et al., 2001a,b;
FERNANDES et al., 2007). Esses trabalhos reportam que os danos causados pelos
componentes da radiagdo UV que atravessam a atmosfera podem ser letais para esses
organismos.

Algumas substancias sdo utilizadas com o intuito de proteger e aumentar a
eficacia de propagulos de fungos entomopatogénicos, como 6leos minerais e vegetais
(MOORE et al., 1993; INGLIS et al., 1995; ANGELO et al., 2010; CAMARGO et al.,
2012). Isso vem sendo cada vez mais explorado uma vez que fatores abidticos como a
baixa umidade, as altas temperaturas e principalmente a radiacdo ultravioleta representam
condicdes limitantes para uso desses agentes a campo.

A maioria dos produtos a base de fungos artropodopatogénicos disponiveis no
mercado tem como propagulos os conidios (FARIA; WRAIGHT, 2007). O conidio € uma
estrutura de propagacéo e dispersao facilitada, em comparacdo com as hifas, possui uma
limitacdo na adaptacdo a respostas a efeitos abioticos (ST LEGER et al., 1989;
D’ENFERT, 1997). A pré-existéncia de mRNA e proteinas em conidios é provavelmente
necessaria para que o conidio seja tolerante a estresses ambientais (BARROS et al. 2010;
TEUTSCHBEIN et al., 2010).

E esperado que diferentes isolados fingicos ndo respondam igualmente & adicio
de oléo mineral na formulacdo, podendo apresentar diferentes graus de tolerancia a
radiacdo UV-B. Dessa maneira, a identificacdo de isolados naturalmente tolerantes a
radiacdo UV-B e que adicionalmente possuam boa resposta a adicdo de Oleo é
fundamental para subsidiar a adicdo desse composto como adjuvante em formulacGes
fungicas

Nos estudos desenvolvidos por Kodaira em 1961 e 1962, o autor descreveu a
producdo de toxina pelo fungo entomopatogénico Metarhizium. As destruxinas foram
entdo descritas e caracterizadas como compostos inseticidas por este autor, e até hoje tem
seu potencial estudado por diversos pesquisadores. Destruxinas sdo hexadepsipeptideos
compostos por cinco residuos de aminoécidos e um a-hidroxi acido produzidos por varias
espécies fungicas (LIU; TZENG, 2011); estes compostos estdo entre 0s mais estudados
metabolitos secundarios produzidos por fungos. O nome destruxina € derivado de
“destructor”, da espécie Oospora destructor, o fungo entomopatogénico de onde esses
metabolitos foram primeiramente isolados. Mais tarde O. destructor foi renomeado M.
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anisopliae, mas o nome destruxina permaneceu. Uma recente revisdo (LIU; TZENG,
2011) reportou 39 analogos que se diferenciam pelo grupamento R do residuo hidroxil
acido e, apesar da aparente sobreposi¢do, possuem diferentes efeitos bioldgicos (PAL et
al., 2007).

Os efeitos das destruxinas em insetos incluem: paralisia tetanica (SAMUELS et
al., 1988a,b), inibicdo da sintese de DNA e RNA em linhagens de células in vitro
(QUIOT et al., 1985), inibicdo da secrecdo fluidica dos tubulos de Malpigui (JAMES et
al., 1993), bloqueio da atividade da ATPase (MUROI et al., 1994) e supressdo da
resposta de defesa em insetos (HUXHAM et al., 1989; CERENIUS et al., 1990;
VILCINSKAS et al., 1997; VEY et al., 2002; HAN et al., 2013). Essas caracteristicas
sugerem claramente um potencial inseticida desses compostos. Contudo, Donzelli e
colaboradores (2012) mostraram que um mutante de M. robertsii com sintetases de
destruxinas anuladas foi tdo virulento quanto o tipo selvagem, em ensaios onde conidios
foram aplicados topicamente em larvas de insetos. De fato Kershaw e colaboradores
(1999) reportaram previamente que isolados de Metarhizium spp. poderiam ser
patogénicos para insetos tendo ou ndo a capacidade de produzir destruxinas in vitro; e
sugeriram diferentes estratégias de viruléncia para Metarhizium spp.: a “estratégia de
toxina” e a “estratégia de crescimento”. Apesar desses estudos indicarem pouca
participacdo das destruxinas na patogenicidade fungica, esses compostos puderam ser
detectados em invertebrados ainda vivos, infectados por fungos artropodopatogénicos
(SUZUKI et al., 1971, SAMUELS et al., 1988a), o que indica que as destruxinas, sob
certas condigdes, podem participar no processo patogénico dos fungos em insetos. Varios
fatores (i.e., susceptibilidade do hospedeiro, capacidade de detoxificacdo, estratégia de
viruléncia fangica, a participacdo de outras toxinas e enzimas, entre outros fatores)
devem ser considerados ao se definir o papel das destruxinas no modo de acdo de
Metarhizium spp. quando infecta o artropode.

As destruxinas podem ser produzidas através de fontes naturais ou quimicamente.
Bayley e colaboradores (1996) sugeriram o envolvimento de péptido-sintetases
multifuncionais nao ribossomais na biossintese destes metabdlitos secundarios; o que foi
confirmado recentemente por Wang e colaboradores (2012). Estes autores reportaram que
um grupamento de genes é responsavel pela codificacdo de enzimas (dtxS1, dtxS2, dtxS3e
dtxS4) capazes de sintetizar a micotoxina e seus analogos. Wang e colaboradores (2012)
interromperam genes-alvo de M. anisopliae (isolado re-classificado como M. robertsii)
objetivando esclarecer o processo de biossintese, sugerindo que a aquisicdo desse
grupamento de genes responsaveis pela producdo de destruxina em linhagens de
Metarhizium é coordenada pela evolucdo da especificidade fungica ao hospedeiro.

O presente capitulo estudou diferentes isolados fungicos de Metarhizium spp. com
0 objetivo de caracterizar a tolerancia a radiacdo UV-B desses isolados e os niveis de
producdo in vitro (culturas submersas sob agita¢do) das destruxinas A, B, e E. Além disso
analises para deteccdo in vivo de destruxinas também foram realizadas com lagartas de
Galleria mellonella infectadas com M. robertsii (ARSEF 2575) ou com M. acridum
(ARSEF 324). O capitulo também aborda a viruléncia desses mesmos isolados para
lagartas de Galleria mellonella (traca da cera), larvas de Tenebrio molitor (bicho-da-
farinha) e larvas de R. microplus buscando comparar a viruléncia desses isolados para 0s
diferentes artropodes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e periodo de execucdo dos experimentos

Os experimentos com radiagdo UV-B e com a producdo de destruxinas foram
realizados na Utah State University, Departamento de Biologia, Logan, UT, EUA, no
laboratério do Dr. Donald W. Roberts. O periodo de realizacdo dos experimentos se deu
entre os meses de Agosto de 2012 a Abril de 2013.

Os experimentos com insetos tamém foram realizados na Utah State University
entre 0s meses de Janeiro de 2013 a Maio de 2013. Os experimentos com larvas de R.
microplus foram realizados no Laboratério de Controle Microbiano de Artropodes de
Importancia Médico Veterinaria, no Instituto de Veterinaria (IV) da UFRRJ, entre o
periodo de Novembro de 2013 a Marco de 2014.

2.2 Isolados fangicos

Vinte e dois isolados fungicos do complexo Metarhizium anisopliae foram
utilizados no presente capitulo (Tabela 1); 21 foram obtidos da Agriculture Research
Service Collection of Entomopathogenic Fungi (ARSEF), Laboratorio de Plantas, Solo, e
Nutricdo (Ithaca, NY, EUA) e o isolado ESALQ 959 foi cedido pelo Departamento de
Entomologia da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz/USP.

Tabela 1. Isolados de Metarhizium spp., origem, substrato e identificacbes de acordo com
Bischoff e colaboradores (2009).

Isolado Hospedeiro/ Substrato Origem Espécie
ARSEF 324 Austracris guttulosa (Orthoptera: Acrididae) QLD, Metarhizium acridum
Australia
ARSEF 552 Lepidoptera MG, Brasil Metarhizium pingshaense
ARSEF 724 Cerotoma arcuata (Coleoptera:Chrysomelidae) GO, Brasil Metarhizium robertsii
ARSEF 729 Deois flavopicta (Homoptera: Cercopidae) GO, Brasil Metarhizium anisopliae
sensu lato (s.1.)
ARSEF 759 Deois flavopicta (Homoptera: Cercopidae) GO, Brasil M. anisopliae s.I.
ARSEF 760 Cerotoma arcuata (Coleoptera: Chrysomelidae) GO, Brasil M. anisopliae s.I.
ARSEF 782 Deois flavopicta (Homoptera: Cercopidae) GO, Brasil M. anisopliae s.I.
ARSEF 929 Chalcodermus aeneus (Coleoptera: Curculionidae) GO, Brasil M. anisopliae s.I.
ARSEF 1095 Carpocapsa po- Austria Metarhizium brunneum
monella [Lepidoptera: Olethreutidae]
ARSEF 1448 Scaptores castanea (Hemiptera: Cydnidae) GO, Brasil Metarhizium pingshaense
ARSEF 1449 Deois flavopicta (Homoptera: Cercopidae) PA, Brasil M. anisopliae s.I.
ARSEF 1882 Tibraca limbativentris (Hemiptera: Pentatomidae) GO, Brasil M. anisopliae s.I.
ARSEF 1883 Tibraca limbativentris (Hemiptera: Pentatomidae) GO, Brasil Metarhizium anisopliae
sensu stricto
ARSEF 1885 Diabrotica sp. (Coleoptera: Chrysomelidae) GO, Brasil M. anisopliae s.I.
ARSEF 2211 Solo SP, Brasil M. anisopliae s.I.
ARSEF 2521 Deois sp. (Homoptera: Cercopidae) PR, Brasil M. anisopliae s.I.
ARSEF 2575 Curculio caryae (Coleoptera: Curculionidae) SC, EUA Metarhizium robertsii
ARSEF 3479 (Coleoptera: Scarabaeidae) DF, Brasil M. anisopliae s.I.
ARSEF 3641 Solo GO, Brasil M. anisopliae s.I.
ARSEF 3643 Solo GO, Brasil M. anisopliae s.I.
ARSEF 3918 Solo PR, Brasil M. anisopliae s.I.
ESALQ 959 Rhipicephalus microplus RJ, Brasil M. anisopliae s.l.
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Figura 1: Isolados fangicos cutivados em meio batata dextrose agar e extrato de levedura a 0,01%, apés 10 dias de cultivo
a 28°C em escotofase (continua).
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Figura 1 (continuagdo): A: Metarhizium pingshaense ARSEF 552; B: Metarhizium anisopliae
s.l. ARSEF 729; C: M. anisopliae s.I. ARSEF 759; D: M. anisopliae s.I. ARSEF 782; E: M.
anisopliae s.I. ARSEF 1449; F: ARSEF 1882; G: M. anisopliae senso strictu ARSEF 1883; H:
M. anisopliae s.l. ARSEF 760; I: M. anisopliae s.l. ARSEF 929 J: Metarhizium robertsii ARSEF
724; K: M. anisopliae s.I. ARSEF 3479; L: M. anisopliae s.I. ARSEF 3918; M: M. anisopliae s..
ARSEF 3641; N: M. anisopliae s.I. ARSEF 3643; O: M. anisopliae s.I. ARSEF 2211; P: M.
anisopliae s.I. ARSEF 2521; Q: M. pingshaense ARSEF 1448; R: M. anisopliae s..ARSEF 1885;
S: M. robertsii ARSEF 2575; T: Metarhizium acridum ARSEF 324.

2.3 Preparo das suspensfes e formulacbes fungicas para o teste de tolerancia a
radiacdo UV-B

Os isolados (Tabela 1, Figura 1), exceto os isolados ARSEF 1095 e ESALQ 959,
foram cultivados em meio batata dextrose agar (Difco Laboratories, Detroit, MI)
suplementado com 0.1g L™ de extrato de levedura (BDAL) (0,01% [p/v]) em placas de
Petri (polipropileno, 90 x 15 mm, Fisherbrand) no escuro a 28 + 1°C e por 14 dias. Os
conidios foram raspados das placas de cultura e suspensos em uma solucdo de agua
estéril e Tween 80 a 1%. As suspensdes foram ajustadas para a concentragdo de 1 x 10°
conidios mL™. As suspensdes foram filtradas com membrana porosa (poros de 8 um,
Nucleopore, Acton, MA, EUA) para impedir a agregacgéo de conidios.

As formulagdes oleosas foram preparadas com as seguintes proporgoes: 89% de
suspensdo aquosa, 10% de 6leo mineral (Sigma®, #M8410, light oil, cell-culture grade) e
1% de monooleato de polioxietileno sorbitano (Tween 80®). Uma aliquota de 20 pL de
cada suspensdo aquosa ou formulacdo oleosa foi inoculada em 4 mL de meio BDAL
acrescido de 0,002% (p/v) de benomyl com 25% de ingrediente ativo (Hi-Yield Chemical
Company, Bonham, TX) (BRAGA et al., 2001a,b) em placas de Petri (35 x 10 mm,
Fisher®). A baixa concentracio de Benomyl impede o crescimento exacerbado do tubo
germinativo sem afetar negativamente o processo de germinacdo, possibilitando a
contagem dos conidios germinados e ndo germinados.

2.4 Efeito da radiacdo UV-B sobre a germinacéo relativa de conidios suspensos em
agua ou formulados em 6leo

Os experimentos foram conduzidos em camara de crescimento Percival com
temperatura controlada (Boone, lowa). A radiacdo UV foi fornecida por duas lampadas
fluorescentes TL 20W/12 RS (Filipinas, Eindhoven, Holanda). A temperatura interna da
camara foi mantida constante (27 + 1°C). Foram avaliadas suspensdes aquosas e
formulacgdes oleosas contendo 10% de 6leo mineral.

Apos a inoculacdo das suspensdes e formulacdes nas placas de Petri, estas foram
imediatamente expostas & radiagdo UV-B por 1 hora e 30 minutos (4.01 kJ m?). As placas
foram cobertas com uma membrana de diacetato de celulose de 0,13 mm de espessura
que bloqueou a radiacdo com comprimento de onda inferior a 290 nm. Isso permitiu a
passagem da maior parte das radiacdes UV-A e UV-B, mas preveniu a exposicdo a UV-C
(< 280 nm) e comprimentos curtos de UV-B. As distribuices espectrais dos filtrados das
lampadas na cdmara estdo demonstrados em Braga e colaboradores (2001a). O espectro
de acdo de dano ao DNA (dimerizagcdo de pirimidinas) desenvolvido por Quaite e
colaboradores (1992) e normalizado para a unidade a 300 nm foi utilizado para calcular
as irradiancias UV (BRAGA et al., 2002). As placas do grupo controle foram cobertas
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com folha de papel aluminio para bloquear qualquer radiacdo ultravioleta, e mantidas a
27 + 1°C.

Apos irradiacdo, as placas foram incubadas por 24 e 48 horas a 27 °C em auséncia
de luz. A germinacéo relativa (GR = (TC/CG) x 100, onde TC representa o nimero de
conidios germinados em placa exposta a UV-B e CG representa a quantidade de conidios
germinados em placa ndo exposta) (BRAGA et al., 2001a) dos conidios foi observada
utilizando microscopio a 400 x apos coloracdo com azul de metil. Todos os experimentos
foram repetidos 3 vezes, utilizando-se novas placas de conidios a cada repeticao.

2.5 Produco in vitro de destruxinas

Os isolados (Tabela 1), exceto os isolados ARSEF 1095 e ESALQ 959, foram
cultivados em BDAL (0,01% [p/v]) em placas de Petri (polipropileno, 90 x 15 mm,
Fisherbrand) no escuro a 27+ 1°C e umidade relativa (UR) > 80% por 14 dias. Os
conidios foram raspados das placas de cultura e suspensos em uma solucdo de agua
estéril e Tween 80 a 0.01%. Um mL de 1 x 10° conidios mL* foram adicionados a 99 mL
de meio liquido Czapek-Dox (30 g L™ de sacarose; 2 g L de NaNOg3; 1 g L de K;HPOy4;
0.5 g L™ de MgSO4sWH,0; 0.5 g L de KCL e 0.01 g L™ de FeSOsWH-0) contendo 5 g
L* de peptona. A viabilidade (germinacao relativa) das suspensdes flngicas utilizadas foi
verificada em meio BDAL apds 18 h de crescimento.

Apos incubacdo em meio liquido a 150 rpm por 1, 2, 3, 4 ou 5 dias, as culturas
foram filtradas utilizando-se papel filtro Whatman® No. 1. O peso seco do micélio
produzido por cada isolado fungico foi obtido através de secagem em forno a 80°C por
48 h. A producdo de destruxinas (A, B e E) foi quantificada no sobrenadante (1000 x g
por 20 minutos) utilizando-se cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

Primeiramente o filtrado foi submetido a pre-extracao utilizando-se cartuchos de
extracdo em fase sdlida C-18 (SPE-C18) (100 mg; Agilent® Bond Elut #12102001). Os
cartuchos foram condicionados com 3 mL de metanol (100%), seguido pelo mesmo
volume de &gua ultra-pura. Cinco mL do sobrenadante foram utilizados em cada
cartucho. Apds carregados, os cartuchos foram lavados com 10 mL de &gua ultra-pura e
eluidos com 5 mL de metanol (DONZELLI et al., 2012).

O material extraido foi diluido 50% em &gua ultra-pura e aliquotas de 10 pL
foram injetadas em coluna C18 Betasil de fase reversa (100 mm x 2.1 mm, Thermo
Fisher®) utilizando-se uma coluna de guarda de fase idéntica e eluicdo em gradiente de
acetonitrila e agua. Um sistema modular de HPLC (Shimadzu® Corp., Kyoto, Japdo) foi
utilizado. A eluicdo foi obtida com os seguintes passos do solvente A (acetonitrila) e B
(dgua): 0 — 10 min (25% de A para 60% de A); 10 — 13 min (60% A); 13 — 15 min (60%
de A para 25% de A) a um fluxo de 0.3 mL/min. A deteccdo foi feita a uma absorbancia
de 220 nm. Apds a corrida estar completa a coluna foi re-equilibrada por 5 min. Os
padrdes de destruxinas A, B e E foram cedidos pelo Dr. Stuart B. Krasnoff (Biological
Integrated Pest Management Research Unit, USDA-ARS, Ithaca, NY). Os niveis de
destruxinas A, B, e E foram medidos baseados em curvas padrdes estabelecidas para cada
composto de acordo com Krasnoff e colaboradores (2006), e as solugbes padréo
(estoques) foram preparadas a 1 mg/mL de metanol.

Os padrdes de calibragdo foram preparados por diluigéo de 20 pL de cada estoque
padrédo em 0,94 mL de metanol a 50%, seguidos por dilui¢des seriadas para atingir as
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concentragdes de 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.62 e 0.31 pg/mL. O limite de detec¢do (LOD) foi
estimado em 0.10 pg/mL baseado na razdo S/N de 3 para a detec¢do UV a 220 nm.

2.6 Deteccao in vivo de destruxinas

Larvas de Galleria mellonella, obtidas da empresa Speedy Worm & Minnesota
Muskie Farms Inc. (Alexandria, MN, EUA) foram usadas como hospedeiros para dois
isolados fungicos (M. robertsii ARSEF 2575 e M. acridum ARSEF 324). Grupos
contendo 50 larvas cada foram pulverizados com suspensdo fiingica de 1 x 10° conidios
mL?. A viabilidade dos conidios utilizados nas suspensdes foi verificada em meio
artificial BDAL. A germinacdo relativa dos conidios foi observada ap6s 18 horas de
crescimento. Insetos que ndo foram expostos aos fungos (controle negativo) foram
pulverizados com solucdo de agua e Tween 80 0,01%. Para verificar a acuracia dos
experimentos, padrdes de destruxinas (A, B e E - 16ug de cada) foram pipetados sobre a
cuticula das larvas ndo infectadas no momento da extracéo (controle positivo). Apos 1, 2,
3, 4 ou 5 dias, larvas de cada tratamento (controle negativo, controle positivo, larvas
tratadas com M. robertsii e larvas tratadas com M. acridum) foram congeladas com
nitrogénio liquido, maceradas e submersas em 10 mL de metanol overnight. Insetos
mortos foram removidos dos grupos infectados e somente insetos moribundos foram
analisados. Cinco larvas de cada grupo infectado com fungo foram transferidas para
placas contendo papel filtro umidificado para confirmar a infeccdo fungica através da
observacdo da exteriorizacdo dos conidios.

Apos serem submersas em metanol overnight, 4gua ultra pura foi adicionada a
suspensdo contendo as larvas trituradas até um volume final de 15 mL. As suspensdes
foram filtradas (papel filtro Whatman® No. 1). O filtrado foi purificado usando-se
cartuchos em fase solida SPE-C18 e submetido a espectrometria de massas (LC-MS).

O sistema de espectrometria de massas (LCQ Advantage Max mass spectrometer)
(Thermo Electron® Corp., San Jose, CA, EUA) estava acoplado a um sistema de HPLC e
consistia numa coluna C18 Betasil em fase reversa (100 x 2.1 mm, Thermo Fisher) e uma
coluna de guarda de mesma fase, acoplada a um Surveyor MS Pump Plus, um injetor
automatico Surveyor Auto Sampler Plus e um detector de UV PDA em linha com o
espectrometro de massas e uma fonte de ionizacdo electrospray. Cinco uL de cada
amostra foram injetados no aparelho. O gradiente utilizado foi o0 mesmo usado para as
anélises de HPLC-UV (item 2.5). fons pseudomoleculares das destruxinas A, B e E foram
observados a m/z 578, 594 e 594, respectivamente, com 0s seguintes tempos e retencao:
7,05 min (destruxina A), 9,12 min (destruxina B) e 5,03 (destruxina E). A quantificacao
das destruxinas foi feita utilizando-se uma curva padrdo construida para cada padréo de
destruxina.

2.7 Avaliacgdo in vitro da viruléncia de isolados de Metarhizium spp. sobre larvas de
insetos

Os bioensaios foram feitos com G. mellonella e T. molitor. Conidios de cada
isolado (Tabela 1), exceto dos isolados ARSEF 1095, e ESALQ 959, foram removidos
das placas de Petri ap6s 14 dias de cultivo em BDAL, mantidos a 27°C e 80% de
umidade relativa (UR). Os conidios foram suspensos em solucdo de Tween 80 a 0,01% e
as concentracgdes conidiais foram determinadas usando-se hemocitdmetro e ajustadas para
1 x 10" e 1 x 10° conidios mL™. A viabilidade de cada suspenséo conidial foi verificada
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através do cultivo de 20 pL das suspensdes em meio BDAL. A germinagdo foi observada
ap6s 18 horas de incubacdo a 28°C, avaliando-se um minimo de 300 conidios.

Lagartas de G. mellonella, foram obtidas da empresa Speedy Worm & Minnesota
Muskie Farms Inc. (Alexandria, MN, EUA) e larvas de T. molitor, foram obtidas da
empresa Fluker Farms (Port Allen, LA, EUA). Grupos de 10 larvas de Tenebrio e 8
larvas de Galleria foram alocadas separadamente em placas de Petri contendo papel filtro
(P4, média porosidade, taxa de fluxo fina, Fisherbrand®) e pulverizadas com suspensdes
fungicas. Grupos controles foram pulverizados com solu¢es de Tween 80 a 0.01%. As
placas foram incubadas a 28°C e a mortalidade das larvas foi verificada diariamente pelo
periodo de 10 dias. Os bioensaios foram repetidos 3 vezes.

A média da mortalidade das larvas de cada grupo foi obtida. ComparacGes entre
as diferentes mortalidades foram feitas utilizando-se o teste ndo-paramétrico Kruskal
Wallis. O teste Student-Newman-Keuls foi usado para comparacdo entre as médias. As
analises foram feitas no programa BioEstat, versdo 4.0. P valores menores que 0,05
foram considerados significantes (SAMPAIQO, 2010).

2.8 Avaliacéo in vitro da viruléncia de isolados de Metarhizium spp. sobre larvas do
carrapato Rhipicephalus microplus

Para realizacdo dos bioensaios, foram utilizadas fémeas de R. microplus oriundas
de infestacOes artificiais, feitas periodicamente, em bezerros mantidos em baias
localizadas na Estacdo para Pesquisas Parasitoldgicas W. O. Neitz, 1V, UFRRJ. Vinte e
um dias apés a infestacdo, fémeas ingurgitadas foram coletadas do piso das baias. No
laboratorio, sofreram assepsia da cuticula (imersdo em solucdo de hipoclorito de sodio a
1% durante trés minutos) e, posteriormente, foram secas em papel toalha estéril. Estas
fémeas foram mantidas em placas de Petri e acondicionadas em camara climatizada com
temperatura de 27 = 1 °C e umidade relativa > 80% para obtengdo de ovos.

Ovos provenientes do primeiro ao décimo dia de postura foram pesados em
aliquotas de 50 mg, acondicionados em tubos de ensaio vedados com algodao hidréfilo e
mantidos em camara climatizada, sob as mesmas condic6es descritas para as fémeas, até
a ecloséo total das larvas. Os tubos que ndo apresentaram eclosdo superior a 95% foram
excluidos do experimento. Os tratamentos ocorreram no 15° dia apés a eclosao total das
larvas.

Conidios dos isolados (Tabela 1) (exceto do isolado ARSEF 1449) foram
suspensos em 30 ml de &gua destilada estéril e Tween 80 a 0,01%. Em seguida, esta
solucdo foi homogeneizada e quantificada em microscépio Optico com o auxilio da
camara de Neubauer. A suspensdo foi ajustada a concentracdo de 1,0 x 108 conidios mL-
1 segundo Alves (1998). As demais concentracdes (107, 10° e 10° conidios mL™) foram
preparadas através de diluigdes seriadas a partir da concentracdo de 108 conidios mL™. A
viabilidade das suspensdes de 1 x 10° conidios mL™ foi verificada através do cultivo de
20 pL dessas suspensdes em meio BDAL. A germinagdo foi observada apds 18 horas de
incubacdo a 28°C, avaliando-se um minimo de 300 conidios.

Os tratamentos foram realizados através da imersdo das larvas, aproximadamente
1000, de cada tubo de ensaio em 1 mL de suspensdo de conidios, por um periodo de trés
minutos. Apds esse tempo, os tubos foram invertidos para que o excesso de suspensao
fosse absorvido pelo algodao que os vedava. A mesma metodologia foi utilizada para o
grupo controle (tratados com suspensdo de 0,01% de Tween 80). Os tubos foram
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devidamente identificados e mantidos em camaras climatizadas com temperatura de 27 +
1 °C e UR > 80%.

A avaliacdo da agéo dos diferentes isolados brasileiros de M. anisopliae sobre as
larvas de R. microplus foi realizada através da observacdo ao microscopio estereoscopio
da estimativa do percentual de mortalidade das larvas a cada cinco dias, até o 15° dia ap6s
tratamento. Apos 0s bioensaios, foram coletadas amostras de larvas dos grupos tratados
que foram incubadas em camara tmida a 25 + 1°C ¢ UR > 80%, para que ocorresse o
crescimento fungico e a confirmacdo de suas caracteristicas macro e microscopicas
(TULLOCH, 1976).

As médias dos percentuais de mortalidade dos quatro grupos tratamento e do
grupo controle aos 5, 10 e 15 dias ap6s tratamento foram submetidas a analise ndo
paramétrica de Kruskal-Wallis, seguido do teste SNK (Student-Newman-Keuls)
utilizando o programa estatistico BioEstat, para comparacdo entre as médias e verificar
entre quais tratamentos houve diferenca significativa, com niveis de significancia de 5%
(P < 0,05) (SAMPAIO, 2010).

O calculo das concentraces letais, CL50 e CL90 e seus respectivos intervalos de
confiangca, foram feitos pela analise de probites (FINNEY, 1971), utilizando-se o
software Probit no quinto dia ap0s o tratamento.

2.9 Re-isolamento dos isolados fungicos apds os ensaios biologicos

ApoOs 0s ensaios bioldgicos foram coletadas amostras de larvas de insetos e
carrapatos, tanto do grupo controle quanto dos grupos tratados, com as suspensdes de
diferentes concentracdes dos isolados de M. anisopliae s.l. Estas amostras foram
incubadas em cdmara imida a 25 + 1°C e umidade relativa > 80%, para que ocorresse o
crescimento fangico e a confirmacéo de suas caracteristicas macro e microscopicas.

3 RESULTADOS

3.1 Germinacdo relativa dos isolados apos exposicdo a radiacdo UV-B quando
formulados ou ndo em 6leo mineral

Todas as suspensdes e formulagbes apresentaram niveis de viabilidade
(germinacao) acima de 98. A figura 2A mostra conidios de Metarhizium pingshaense
ARSEF 552 internalizados na micela de 6leo. O dleo ndo foi retirado para a contagem
dos conidios germinados. A figura 2B mostra conidios do isolado ARSEF 552 de M.
pingshaense, formulados em &gua destilada estéril, 1% de Tween 80 e 6leo mineral a
10%, 48 horas ap0s exposicdo a radiacdo UV-B.; indicando que, mesmo com a presenca
de dleo, foi possivel observar e quantificar a germinacdo dos conidios em meio de
cultura.

As figuras 3 e 4 mostram os niveis médios de germinacéo relativa dos 20 isolados
de Metarhizium que foram testados, 24 e 48 horas apds 1,5 horas (4.01 kJ m?) de
exposicdo a radiacdo UV-B. A porcentagem de conidios germinados na andlise das
suspensOes fungicas apds exposicdo UV-B, em relacdo aos controles em escotofase,
variou entre 5,3% (isolado ARSEF 3479) e 88,2% (isolado ARSEF 759). Quase que em
sua totalidade, o uso do dleo protegeu os conidios dos efeitos da radiacdo UV-B, tendo
sido observados maiores niveis de germinacdo em relacdo as suspensdes aquosas. As
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Unicas excecOes aconteceram com os isolados de M. anisopliae s.I. ARSEF 2211 e
ARSEF 3479 com 24 h de incubacdo pos irradiagdo (Figura 3).

Vinte e quatro horas ap06s a exposicdo a radiacdo UV-B, 3 isolados se destacaram
com o melhor desempenho, quando suspensos em &gua: ARSEF 324, ARSEF 1449 e
ARSEF 759. Quando formulados em 10% de 6leo mineral, os melhores resultados foram
obtidos com os isolados ARSEF 729, ARSEF 1449 e ARSEF 759. Dois isolados
destacaram-se pela resposta 6tima a adicdao de 6leo mineral: o isolado ARSEF 552 de M.
pingshaense e o isolado ARSEF 1885 de M. anisopliae s.l., que tiveram seus percentuais
de germinacdo aumentados em mais de duas vezes, atingiram valores de germinacao
acima de 70% quando suspensos em solucédo oleosa.

Quarenta e oito horas apds exposicdo, os isolados ARSEF 729, ARSEF 759 e
ARSEF 324 apresentaram 0s maiores percentuais de germinacéo relativa, destacando-se
0 potencial de recuperacdo de M. acridum ARSEF 324, espécie conhecida por sua
tolerancia ao calor e a radiacao solar. Os melhores resultados com conidios formulados
em 6leo mineral, 48 horas apds a exposicao, foram observados com os isolados: ARSEF
1449, ARSEF 759 e ARSEF 324 (Figura 4).

Figura 2. A: conidios de Metarhizium pingshaense ARSEF 552 no interior da
goticula de dleo. As goticulas foram observadas em microscopio estereoscopio
em um aumento de 400x; B: Conidios germinados e ndo germinados do isolado
de M. pingshaense ARSEF 552 48 horas apés exposi¢do a radiacdo UV-B. A
placa foi incubada a 28 °C e corada com azul de metil.
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Figura 3: Comparacdo entre o percentual de germinacéo relativa de 20 isolados de Metarhizium
spp. formulados em 6leo (barras vermelhas) ou suspensos em solugdo aquosa (Tween 80, 0,01%)
(barras azuis) 24 horas ap6s exposicéo a radiagdo UV-B por 1,5 horas (4.01 kI m?).
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Figura 4: Comparacdo entre o percentual de germinacao relativa de 20 isolados de Metarhizium
spp. formulados em dleo (barras vermelhas) ou suspensos em solugdo aquosa (Tween 80, 0,01%)
(barras azuis) 48 horas ap0s exposico a radiagdo UV-B por 1,5 horas (4.01 k m?).
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3.2 Produco in vitro de destruxinas

Dos 20 isolados de Metarhizium spp. que foram examinados no presente estudo,
um ja era conhecido por produzir destruxinas (M. robertsii ARSEF 2575) e outro pela
ndo producdo (M. acridum ARSEF 324) desses compostos. Além do isolado ARSEF 324,
outros 7 isolados (ARSEF 724, 760, 1448, 1882, 1883, 3479 e 3918) ndo produziram
destruxinas in vitro.

Uma grande variagdo (a partir de 0.31 mg de destruxina A/g de peso seco de
micélio do isolado ARSEF 1885 a 32 mg de destruxina E/g de micélio seco do isolado
ARSEF 3643) foi observada ap6s 5 dias de crescimento entre as culturas submersas dos
isolados produtores de destruxinas (ARSEF 552, 729, 759, 782, 929, 1449, 1885, 2211,
2521, 3641, e 3643) (Figura 5).

“DTXE
34

3 I EDTX A
30 S DTX B

Miligrama de destruxinas/ g de micélio seco

1885 1449 2211 759 3641 729 929 782 2575 2521 552 3643

Niimeros ARSEF para isolados de Metarhizium

Figura 5. Producdo in vitro de destruxinas por 12 isolados de Metarhizium spp. As barras
representam as médias dos valores + os valores de erro padrdo apés 5 dias de crescimento em
meio liquido (150 rpm). A producdo de destruxinas A, B e E (DTX A, DTX B, e DTX E) foi
determinada quantitativamente por HPLC-UV. Os ensaios foram repetidos 3 vezes.
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O gréfico de producdo do dia 1 até o dia 5 para o isolado ARSEF 2575 e para o isolado
ARSEF 759 séo apresentados nas figuras 6 e 7, respectivamente. A primeira deteccdo de
destruxinas produzidas in vitro pela maioria dos isolados de Metarhizium spp. aqui
analisados foi feita no terceiro dia de crescimento em meio liquido. A excegdo foi
observada no isolado ARSEF 759, que produziu niveis detectaveis de destruxina E no
segundo dia de crescimento (0,55 mg de destruxina E/g de peso seco de micélio) (Figura
7). Em contraste, em 2 isolados (ARSEF 729 e ARSEF 1885), ndo foi possivel detectar a
producdo de destruxinas até o quarto dia de crescimento (Figuras 8 e 9).
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Figura 6. Producdo in vitro de destruxinas (DTX) A, B e E pelo isolado de
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 do primeiro ao quinto dia de cultivo em Czapek-
Dox. A producéo de destruxinas foi determinada quantitativamente por HPLC-UV. Os
valores sdo expressos em mg de destruxina por grama de micélio seco.
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Figura 7. Producdo in vitro de destruxinas (DTX) A, B, e E pelo isolado de Metarhizium
anisopliae s.I. ARSEF 759 do primeiro ao quinto dia de cultivo em Czapek-Dox. A
producdo de destruxinas foi determinada quantitativamente por HPLC-UV. Os valores sdo
expressos em mg de destruxina por grama de micélio seco.
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Figura 8. Producdo in vitro de destruxinas (DTX) A, B, e E pelo isolado de Metarhizium
anisopliae s.I. ARSEF 729 do primeiro ao quinto dia de cultivo Czapek-Dox. A producéo de
destruxinas foi determinada quantitativamente por HPLC-UV. Os valores sdo expressos em
ma de destruxina por grama de micélio seco.
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Figura 9. Producdo in vitro de destruxinas (DTX) A, B, e E pelo isolado de Metarhizium
anisopliae s.I. ARSEF 1885 do primeiro ao quinto dia de cultivo Czapek-Dox. A producéo
de destruxinas foi determinada quantitativamente por HPLC-UV. Os valores sdo expressos

em mg de destruxina por grama de micélio seco.
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3.3 Deteccéo in vivo de destruxinas

O percentual de germinacdo das suspensdes fungicas usadas para infectar as
larvas de G. mellonella foi de 99% para M. robertsii ARSEF 2575 e 98% para M.
acridum ARSEF 324. Insetos doentes (infectados com M. robertsii ou com M. acridum)
foram analisados nos dias 1, 2, 3, 4, e 5 apds o tratamento. Nenhum dos compostos
(destruxinas A, B, e E) foi detectado em larvas doentes. A infeccdo flingica foi
confirmada 48h ap6s o tratamento pelo aparecimento de pontos escuros (sinais de
melanizacgdo) na cuticula das larvas, indicativo de penetracdo fungica (Figura 10). Cinco
larvas foram separadas dos grupos tratados para verificar posteriormente a exteriorizacao
de conidios. A exteriorizacdo de conidios pode ser observada 9 dias ap6s o tratamento.
Destruxinas puderam ser detectadas em larvas que receberam os padrfes de destruxina
(controle positivo).

Figura 10. Lagartas de Galleria mellonella dois dias apos exposi¢do
a conidios de Metarhizium robertsii ARSEF 2575. (A) Placa de Petri
com larvas infectadas. (B) Ampliagdo da porcéo da figura A. As setas
vermelhas indicam a melanizagdo da cuticula da larva, representando
sinais precoce da infegdo fangica.

3.4 Viabilidade dos isolados utilizados nos ensaios biolégicos
Em todos os bioensaios a viabilidade dos conidios (percentual de germinacéao
relativa dos conidios nas suspensdes fliingicas) de todas as suspensdes fingicas foi > 98%.

3.5 Isolamento dos fungos apos ensaios bioldgicos
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As larvas de G. mellonella, T. molitor e R. microplus expostas aos isolados de M.
anisopliae s.l. apresentaram desenvolvimento de colnias fungicas. Tais col6nias foram
identificadas como sendo os mesmos isolados utilizados nos bioensaios atraves de
analises macro e micro-morfolégicas (TULLOCH, 1976). As larvas do grupo controle
nao apresentaram crescimento fangico.

3.6 Percentual de mortalidade das larvas de inseto

A morte de lagartas de G. mellonella do grupo controle (grupo de larvas tratado
com solugédo de Tween 80 a 0.01%) foi sempre maior quando comparada com larvas de
T. molitor; i.e., a mortalidade das larvas de Galleria do grupo controle atingiu uma média
de 16,67% no dia 5 apds o tratamento, enquanto as larvas de Tenebrio apresentaram uma
média de 1.6% no mesmo periodo.

Houve grande variacdo na viruléncia dos diferentes isolados testados, bem como
na suscetibilidade dos hospedeiros (Tabela 2). Na maior concentragdo (107 conidios mL-
1), os isolados ARSEF 724, 760, 1885, 2575, 3641 e 3643 causaram 100% de mortalidade
das larvas de Galleria 3 dias ap0ds o tratamento (Tabela 2). Cinco dias ap0s o tratamento
com a maior concentracdo, 13 isolados (ARSEF 552, 724, 729, 759, 760, 782, 1448,
1449, 1885, 2521, 2575, 3641, e 3643) ja haviam causado 100% de mortalidade em
larvas de Galleria; em contraste, analisando a mesma concentracdo, somente dois
isolados (ARSEF 1448 e 3643) causaram 100% de mortalidade em larvas de Tenebrio 5
dias ap6s o tratamento. Quatro isolados (ARSEF 724, 760, 1885, e 2575) causaram mais
de 90% de mortalidade em larvas de Tenebrio 5 dias apds o tratamento com 10’
conidios/mL.

ARSEF 552, 724, 729, 759, 782, 1449, 1882, 1885, 2521, 2575, 3641, 3643,
3479, e 3918 causaram > 50% de mortalidade de larvas de Galleria na menor
concentracdo conidial, 5 dias apds o tratamento. No mesmo tempo e concentragdo, 0s
isolados mais virulentos para Galleria foram: ARSEF 1449 (91,67% de mortalidade
larval + 8,33% de erro padrdo), ARSEF 3643 (90,63% de mortalidade larval £ 9,38% de
erro padrdo), e ARSEF 3643 (84,38% de mortalidade larval + 15,63% de erro padrao).

Para Tenebrio, 5 dias ap0s o tratamento, na menos concentracdo de conidios
somente o isolado ARSEF 1885 causou > 50% de mortalidade de larvas. Os isolados
ARSEF 3643 e ARSEF 724 foram, respectivamente, o segundo e o terceiro isolados mais
virulentos causando 45% de mortalidade larval (£ 23,63% e + 22,50% de erro padrao,
respectivamente), 5 dias ap6s o tratamento usando a concentragdo de 10° conidios mL™.

A figuras 11 e 12 mostram a variacdo temporal (do dia 1 ao dia 4) na mortalidade
causada em lagartas de G. mellonella e em T. molitor pelos diversos isolados fungicos
testad
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Tabela 2. Percentual de mortalidade (media + erro padrdo) de larvas de Tenebrio molitor, 5 dias ap6s o
tratamento e de larvas de Galleria mellonella, 3 dias apds o tratamento com pulverizagdo de diferemtes
isolados de Metarhizium spp. mantidos a 28°C.

Tenebrio molitor

Galleria mellonella

Concentracio de conidios (mL™)

Concentracio de conidios (mL™)

Isolados 1x 10’ 1x10° 1 x 10’ 1x10°
ARSEF 3643 100.00+0.0d 45.00 + 23.63 bce 100.00+£0.0f 14.58 +8.33a
ARSEF 1448 100.0+0.0d 28.33 +15.90 bcde 84.38 + 12.76 hdf 31.25+25.52a
ARSEF 1885 96.67 +1.7 cd 66.67 £23.33Db 100.00+ 0.0 f 27.08+21.14a
ARSEF 724 95.00 +5.0 cd 45.00 + 22.55 bce 100.00+0.0f 8.33+2.08a
ARSEF 760 93.33+6.7 cd 13.33 +7.26 ac 100.00+ 0.0 f 4.17 +2.08a
ARSEF 2575 93.33+6.7 cd 28.33 +21.86 bc 100.00+0.0f 20.83 £20.83 a
ARSEF 1449 90.00 + 7.6 bcd 16.67 + 14.24 ac 97.92 +2.08 df 8.33+5.51a
ARSEF 782 88.33 +9.3 bcd 16.67 + 7.26 bce 97.92 +2.08 df 14.17 +8.70 a
ARSEF 3641 86.67 + 8.8 bcde 33.33 £20.28 bcde 100.00+ 0.0 f 53.13+38.27a
ARSEF 2521 80.0 + 11.5 bcde 28.33 +23.33 bce 68.75 + 31.25 bdefg 34.38 £28.07 a
ARSEF 929 75.00 +15.3 acd 16.67 + 14.24 ac 52.08 + 28.94 ahd 20.8312.67a
ARSEF 759 66.67 +20.3 abcd 3.33+3.33ade 79.17 + 20.83 bcdf 16.67 +9.08 a
ARSEF 552 63.33 + 11.7 abcd 0.00+0.0a 89.58 + 10.42 bdf 0.00+0.0a
ARSEF 2211 61.67 £ 25.9 abd 5.00 +2.89 ac 70.83 + 29.17 bdefg 25.00 £18.75a
ARSEF 729 46.67 + 14.8 abc 1.67 £ 1.67 ade 64.58 + 26.60 bcdf 10.42 +551a
ARSEF 3918 40.00 + 30.6 abc 0.00+0.0a 35.42 £29.39 ab 53.13+£38.27a
ARSEF 1883 21.67 £10.9 ab 0.00+0.0a 33.33 £18.52 ace 27.08 £24.03 a
ARSEF 1882 16.67 £14.2 ab 5.00 +0.0ac 35.42 +18.52 ace 8.33+8.33a

ARSEF 324 13.33+10.9 ae 0.00+0.0a 31.25 +15.73 acg 417 +4.17a
ARSEF 3479 5.00+5.0a 1.67 £1.67 ad 6.25+0.0a 8.33+2.08a
Controle 167+x1.7a 1.67+1.7ad 417 +4.17 a 4.17+4.17a

Os bioensaios foram realizados 3 vezes, usando 2 replicas para cada isolado, sob condi¢Bes controladas. Novas
larvas e suspensdes conidiais foram utilizadas a cada bioensaio. Larvas do grupo controle foram tratadas com
solucdo de Tween 80 a 0,01%. Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna ndo diferem estatisticamente
(P >0.05) (teste de Kruskal-Wallis seguido por Student-Newman-Keuls).
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Figura 11. Percentual de mortalidade (%) médio de lagartas de Galleria mellonella ap6s
exposicdo a fungos entomopatogénicos do complexo Metarhizium anisopliae na concentracdo de
10" conidios mL™. A figura representa os 4 primeiros dias apos exposicdo aos conidios. Os
experimentos foram repetidos trés vezes.
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Figura 12. Percentual de mortalidade (%) médio de larvas de Tenebrio molitor apds exposicédo a
fungos entomopatogénicos do complexo Metarhizium anisopliae na concentragdo de 10’ conidios
mL™. A figura representa os 4 primeiros dias apds 0 exposicdo aos conidios. Os experimentos
foram repetidos trés vezes.
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3.7 Percentual de mortalidade das larvas de Rhipicephalus microplus

Os isolados apresentaram uma ampla diversidade em relagéo aos seus potenciais
virulentos contra R. microplus. As larvas do grupo controle apresentaram um percentual
de mortalidade media de 1% no decorrer do experimento. Cinco dias ap6s o tratamento
das larvas, o percentual médio de mortalidade das larvas tratadas com os isolados
testados na maior concentragdo (10® conidios mL?) foi considerado satisfatorio,
atingindo o valor de 50,66%. Trés isolados se destacaram apresentando altas taxas de
viruléncia para larvas de R. microplus somente 5 dias apds o tratamento fungico; foram
eles: ARSEF 729, ARSEF 760 e ARSEF 3641 (Tabela 3). Dentre os 3 isolados
mencionados, o isolado ARSEF 3641 de M. anisopliae s.l. se destacou com uma média
de mais de 85% de mortalidade larval na concentracdo de 107 conidios mL™.

Em todos os tempos analisados (5, 10, e 15 dias ap6s os tratamentos) e para todos
os isolados, a resposta das larvas expostas a menor concentragdo (10° conidios mL™) néo
foi diferente significativamente do grupo controle.

Em geral, a mortalidade das larvas ocorreu de forma diretamente proporcional a
concentracdo de conidios testada. Desta forma, quanto maior a concentracdo de conidios
a qual as larvas foram expostas, maior o percentual de mortalidade dessas larvas; com
excecdo do isolado ARSEF 729 que ocasionou uma média no percentual de mortalidade
na concentracdo de 10° conidios mL™ maior em relagdo a concentragio de 10° conidios
mL2,

Dez dias apds o tratamento, o percentual médio de mortalidade foi proporcional a
concentracdo de conidios utilizada, variando entre 2,8% e 100% (Tabela 4). Os isolados
ARSEF 3643, e ESALQ 959 apresentaram melhores resultados na concentragéo de 10’
conidios mL™ em relagio a concentracdo de 108 conidios mL™. E o isolado ARSEF 3918
apresentou melhores resultados na concentracido de 10° conidios mL™* em relacdo a
concentragdo de 107 conidios mL?. No décimo dia ap6s o tratamento, dois isolados
(ARSEF 729, ARSEF 3641) ja haviam causado a mortalidade de 100% das larvas de R.
microplus (Tabela 4).

No 15° dia ap0s o tratamento, na maior concentracdo testada, o percentual médio
de mortalidade variou entre 4,4% e 100% (Tabela 5). Com excecdo do isolado ARSEF
3918, todos os isolados apresentaram melhores resultados na concentragdo de 108
conidios mL™. Sete isolados (ARSEF 552, ARSEF 729, ARSEF 760, ARSEF 782,
ARSEF 2575, ARSEF 3641, ARSEF 3643) causaram mortalidade de 100% das larvas de
R. microplus 15 dias ap6s a exposicdo as suspensdes fangicas (Tabela 5).

Foram avaliadas as concentragdes letais (CLso € CLgo) obtidas ao 5° dia apés
tratamento (Tabela 6). A maioria dos isolados ocasionou a morte de metade da populagédo
de larvas, neste curto espago de tempo, com a concentragdo de 102 conidios mL™? (Tabela
6), com excecdo dos isolados ARSEF 324, ARSEF 1095, ARSEF 1883, ARSEF 1885,
ARSEF 2521, e ESALQ 959.

O isolado de M. acridum ARSEF 324 ndo apresentou potencial virulento, dentre
os isolados testados, para larvas de carrapato; com medias percentuais de mortalidade de
2,4%, 2,8%, e 4,4%, 5, 10, e 15 dias, ap0s os tratamentos, respectivamente (Tabelas 3, 4,
eb).
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Tabela 3.

Percentual médio* + desvio padrdo de mortalidade de larvas de Rhipicephalus

microplus 5 dias ap6s a exposicdo aos diferentes isolados de Metarhizium anisopliae s.l.
Experimento realizado sob condigdes controladas de 27 + 1° C e umidade relativa > 80%.

Isolado

ARSEF 729
ARSEF 3641
ARSEF 760
ARSEF 782
(CG 148)
ARSEF 2575
ARSEF 3918
ARSEF 3643
ARSEF 3479
ARSEF 1882
ARSEF 2211
ARSEF 1448
ARSEF 929
ARSEF 724
ARSEF 552
ARSEF 759
ARSEF 2521
ARSEF 1885
ESALQ 959
ARSEF 1883
ARSEF 1095
ARSEF 324

Controle

1.0 +0.0?
1.0 +0.0?
1.0 +0.0?

1.0+0.0°

1.0+0.0?
1.0+0.0?
1.0+0.0?
1.0+0.0?
1.0+0.0?
1.0+0.0?
1.0+0.0?
1.0+0.0?
1.0+0.0?
1.0+0.0?
1.0+0.0?
1.0+0.0%
1.0+0.0%
1.0+0.0%
1.0+0.0%
1.0+0.0%
1.0+0.0%

Concentracio de conidios (mL™)

8.4+17.18)
3.1+4.8°
1.0 £0.0?

1.0 £0.0?

1.0 £0.0?
9.4 +5.6°
1.0 £0.0?
1.8 +1.4aP°
1.3+0.5%
1.0 £0.0?
1.1+0.42
1.0 £0,0?
1.0 £0.0?
1.0 £0.0?
1.0 £0.0?
1.0 £0.0?
1.4 +£0.7%°
1.8+1.4%
1.1+0.4%
1.0 £0.0?
1.0 £0.0?

10°
7.8+3.7
8.5+17.0°
23+1.8

20.9 +7.4°

7.9 £8.3%
55.0 + 24.6°
9.4 +16.5°
18.4 + 14.0°
1.5+0.5%
1.9+1.2aP
1.1 +0.4°
2.0+0.0°
1.0 £0.0?
1.5+0.5%
1.0 £0.0?
2.9 +3.0%°
3.8 +2.6°¢
1.5+ 0.9
1.0 +0.0°
1.6 +1.4°
1.0 +0.0°

10’
19.4 £5.0°
86.6 + 19.3"
4.4 +2.42P

61.3 +7.9°¢

68.8 + 9.9°¢
64,8 +27.32°
775+ 12.8°
71.9 +21.5°¢
85+1.7°
5.0 + 3.5°¢
25.0 +14.4°
15.0 + 6.0°¢
53+22°
16.5 + 7.7°
2.6 £0.5°
8.4 +5.7°¢
10.0 + 4.6°
6.1+29°
39+1.2°
1.5+0.9
1.3+0.72

108
99.5 + 0.5°
93.5 + 10.0°
92.0 £5.9°

85.3+5.7°

85.1+5.3°
81.3+12.7°
80.0 +5.3°
79.3+18.1°
64.3 +£22.4°
58.8 + 14.6°
49.4 +17.8°
37.5+7.6°
36.0 £ 17.6°
31.9+509°
22.8 +6.6°
19.4 + 15.5°
16.9 + 10.7°
15.6 +7.8°
7.1+04°
6.1+3.3°
24+05°

(*) Médias seguidas das mesmas letras na mesma linha ndo diferem significativamente entre si
(P>0,05). Kruskal-Wallis seguido por SNK.

Tabela 4. Percentual médio* + desvio padrdo de mortalidade de larvas de Rhipicephalus microplus
10 dias apos a exposicédo aos diferentes isolados de Metarhizium anisopliae s.l. Experimento realizado
sob condicOes controladas de 27 £ 1° C e umidade relativa > 80%.

Concentracdo de conidios (mL™)

Isolado Controle 10° 10° 107 10°
ARSEF 729 1,0+0,0° 17,1 + 22,0%P 63,1 + 19,6"¢ 95,4 + 2,8%¢ 100,0 + 0,0¢
ARSEF 3641 1,0+0,0° 14,4 + 4,230 26,9 + 23,9 98,1 +15° 100,0 + 0,0°
ARSEF 552 1,0+0,0° 1,0 +0,0? 20,9 + 13,2°¢ 62,5+ 21,0 ¢ 99,4 + 0,51
ARSEF 760 1,0+0,0° 6,5+ 2,3 19,9 + 20,7°¢ 94,3 + 3,1¢¢ 99,3+ 1,81
ARSEF 2575 1,0+0,0° 1,0 +0,0? 20,3 + 14,0 96,1 + 6,7°¢ 99,4 +0,5°
ARSEF 3643 1,0+0,0° 3,3+3,1% 26,4 +20,7° 99,1 +0,6° 98,8 +0,7°
ARSEF 782 . . b be .
(CG 148) 1,0+0,0 1,0+0,0 36,9+9.2 62,5+ 16,7 93,6 +3,7
ARSEF 2211 1,0+0,0° 2,5+0,5%° 16,0 + 9,2°¢ 53,4 + 27,6°¢ 92,4 + 4,49
ARSEF 929 1,0+0,0° 3,9+ 3,02 36,9 + 21,3°¢ 71,3 +11,6% 88,1 + 6,51
ARSEF 3479 1,0+0,0° 7,0 +£5,9%° 32,9+16,9°¢ 87,3 +11,3% 95,1 + 4,59
ARSEF 1448 1,0 +0,0° 3,9+1,2% 5,9+ 2,1°¢ 61,3 + 25,2¢4 83,8 +2,34
ARSEF 1885 1,0 +0,0° 4,0+ 2,8 18,5 + 8,2°¢ 53,8 + 18,1°¢ 83,0 + 4,44
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ARSEF 3918
ARSEF 2521
ARSEF 1882
ARSEF 724
ARSEF 759
ARSEF 1095
ARSEF 1883
ESALQ 959
ARSEF 324

1,0+0,0°
1,0+0,0°
1,0+0,0°
1,0+0,0?
1,0+0,0?
1,0+0,0?
1,0+0,0?
1,0+0,0?
1,0+0,0?

125+7,12
5,3+ 2,5
1,3+0,5°
5,5+ 4,30
1,0 £0,0?
1,0 £0,0?
1,1+0,4%
3,0+1,3
1,3+0,72

74,4 + 28,2°
14,8 + 8,3°¢
2,0+0,9%
11,4 + 13,6%P
1,8 +0,52°
13,3 + 29,12
1,1+0,42
6,0 + 6,3
1,1+0,42

63,6 + 34,2°
28,1 +17,5%¢
10,5 + 1,4°
25,4 + 21,2°¢
10,5 + 6,7°¢
14,0 + 6,8°¢
59+471°
425+17,3°
2,1+2,0°

81,3+12,7°
75,4 + 24,49
74,4 + 18 ,4°
70,6 +11,5°
65,6 + 22,9°
31,3+13,3°
29,0 + 25,0
19,3 +7,9°
2,8+0,5°

(*) Médias seguidas das mesmas letras na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (P>0,05).
Kruskal-Wallis seguido por SNK.

Tabela 5. Percentual médio* + desvio padrdo de mortalidade de larvas de Rhipicephalus microplus 15
dias ap06s a exposi¢do aos diferentes isolados de Metarhizium anisopliae s.l. Experimento realizado sob
condigdes controladas de 27 + 1° C e umidade relativa > 80%.

Isolado

ARSEF 552
ARSEF 729
ARSEF 760
ARSEF 782

(CG 148)

ARSEF 2575

ARSEF 3641

ARSEF 3643

ARSEF 2211

ARSEF 3479
ARSEF 929

ARSEF 1448

ARSEF 1885

ARSEF 2521

ARSEF 3918
ARSEF 759
ARSEF 724
ESALQ 959

ARSEF 1882

ARSEF 1883

ARSEF 1095
ARSEF 324

Controle

1,0 £ 0,0
1,0 £ 0,0
1,0 £ 0,0

1,0 £ 0,0

1,0+0,0°
1,0+0,0°
1,0+0,0°
1,0+0,0°
1,0+0,0°
1,0+0,0°
1,0+0,0°
1,0+0,0°
1,0+0,0°
1,0+0,0°
1,0+0,0°
1,0+0,0°
1,0+0,0°
1,0+0,0°
1,0+0,0°
1,0+0,0°
1,0+0,0°

Concentragio de conidios (mL™)

10° 10° 10/ 108

13,8 +6,6 2° 40,6 + 23,8° 98,0 +5,3° 100,0 £ 0,0°
36,3 +29,0 2P 85,3 + 7,2°¢ 99,1 +0,4°¢ 100,0 + 0,0¢
10,3 +7,3*° 56,9 + 15,1°¢ 99,1 +0,4°¢ 100,0 + 0,0¢
2,5+0,8"° 60,0 + 14,4 97,0 £ 1,1°¢ 100,0 £ 0,0°
3,9 +4,6%° 38,1 +14,1° 100,0 £ 0,0° 100,0 £ 0,0°
25,3 +12,23° 64,4 +9,4° 99,4 +1,8° 100,0 £ 0,0°
16,1 + 13,430 68,1 + 21,5 100,0 £ 0,0° 100,0 £ 0,0°
59+ 2,3 51,1 +13,3"¢ 78,8 + 18,9°¢ 98,1 +1,4¢
9,9 +7,5%° 59,4 + 23,2 P° 94,9 +5,7 ¢¢ 97,9 + 3,6°
24,5 + 23,82° 65,6 + 11,5 91,1 +9,8°¢ 97,9 +1,9°
7,5+ 2,430 14,9 + 5,2°¢ 87,5+7,6°¢ 96,8 + 1,9¢
13,3 +7,6%° 47,5+ 22,7°¢ 90,0 + 7,4%¢ 94,9 +3,3¢
14,5 + 3,230 48,8 + 22,8°¢ 66,3 + 12,5°¢ 93,5 +8,9¢
13,9 + 5,9 80,1 + 25,8° 65,8 + 33,2° 88,1 + 14,6
1,8 +0,7%° 4,0+3,0° 67,5 + 15,4° 87,9 +9,3°
22,8 + 14,8 45,0 + 26,2° 89,6 +5,0° 83,3 + 30,5°
4,5+ 1,02° 15,3 +11,3%¢ 72,4 +16,5%¢ 83,1 +7,5°
1,3+0,5 6,1+4,72 20,5 +9,8°¢ 75,9 + 16,7°
1,1+0,42 1,9+1,12 39,4 +16,1° 66,3 + 14,6
1,4 +0,7° 75+5,8 45,6 + 13,2° 52,5 + 22 4°

1,8 +1,4° 1,4 +0,5° 35+21° 4,4 +2,9°

(*) Médias seguidas das mesmas letras na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (P>0,05). Kruskal-
Wallis seguido por SNK.
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Tabela 6. Concentracéo letal (CL s0 e CL o) dos diferentes isolados de Metarhizium anisopliae
s.l. obtida nos ensaios biol6gicos de larvas de Rhipicephalus microplus 5 dias ap6s o tratamento,
Experimento realizado sob condi¢Ges controladas de 27 £ 1° C e Umidade Relativa > 80%.

Isolado Concentragdes letais Intervalo de confianca P valor
ARSEF 324 Clso = 1,01 x 10% 4,31 x 10%- 1,70 x 10% P < 0,05%
CLgo = 9,58 x 108 1,17 x 10— 1,70 x 10%

ARSEF 552 Clso = 4,16 x 10° 3,62 x 10"— 4,79 x 10° P < 0,05%
CLgo = 3,02 x 10%° 1,90 x 10— 1,09 x 10%

ARSEF 724 CLso = 2,05 x 108 5,31 x 10"— 7,93 x 10° P=0
Clg = 2,14 x 10° 1,19 x 108— 6,16 x 10%

ARSEF 729 ClLso = 1,55 x 107 8,59 x 10°— 2,80 x 10’ P <0,01%
CLgo = 9,98 x 107 3,83 x 10"— 3,04 x 10°

ARSEF 759 Clso = 7,81 x 108 3,91 x 10"— 1,56 x 10%° P=0
Clgo =1,81 x 10%° 5,29 x 10"— 1,59 x 10%®

ARSEF 760 ClLso = 3,33 x 107 2,08 x 10"— 5,32 x 10’ P=0
Clgo = 1,07 x 108 5,51 x 10"— 2,32 x 10°

ARSEF 782 Clso = 7,27 x 108 3,46 x 10°— 1,53 x 10’ P < 0,05%
Clgo=1,19 x 10® 3,23 x 10"- 5,43 x 10°

ARSEF 929 Clso = 2,14 x 108 4,03 x 10— 1,13 x 10° P < 0,05%
CLgo = 5,69 x 10° 1,69 x 108— 3,38 x 10"

ARSEF 1095 Clso = 1,41 x 101 1,11 x 10*— 1,79 x 10 P=0
CLg = 3,53 x 10%® 0,80 x 102— 1,19x 10%

ARSEF 1448 ClLso = 8,58 x 10’ 2,82 x 10"— 2,61 x 10° P < 0,05%
Clg=1,62 x 10° 1,51 x 108— 2,57 x 10%

ARSEF 1882 ClLso = 6,40 x 107 3,29 x 10"— 1,24 x 108 P=0
CLgo = 4,00 x 108 1,06 x 10— 1,87 x 10°

ARSEF 1883 Clso=1,18 x 10% 1,15 x 10°— 1,21 x 10% P < 0,05%
CLgo = 4,67 x 10%® 3,59 x 10°— 2,64 x 10%®

ARSEF 1885 CLso = 8,05 x 10° 1,34 x 107 — 4,83 x 10* P < 0,05%
CLgo = 3,09 x 10%? 1,82 x 10’— 3,68 x 10

ARSEF 2211 ClLso = 8,02 x 107 3,98 x 10"— 1,61 x 108 P=0
ClLgo = 4,91 x 108 1,15 x 108— 2,65 x 10°

ARSEF 2521 CLso = 2,57 x 10° 2,59 x 10— 2,54 x 101 P <0,01%
CLgo = 2,99 x 10% 4,81 x 10— 5,67 x 10%°

ARSEF 3479 Clso = 7,14 x 10° 3,30 x 10°— 1,55 x 10’ P=0
Clgo = 1,38 x 108 3,44 x 10"— 6,95 x 10°

ARSEF 3641 ClLso = 4,06 x 10° 2,22 x 106— 7,41 x 10° P=0
CLgo = 2,90 x 107 1,14 x 10" — 8,56 x 107

ARSEF 3643 CLso = 7,80 x 10° 3,85 x 10°- 1,80 x 10’ P=0
CLgo = 1,02 x 108 3,06 x 10"— 4,13 x 10°

ARSEF 3918 Clso = 2,22 x 10° 7,61 x 10°— 6,50 x 10° P=0
Clgo =2,32 x 108 2,51 x 10— 3,08 x 10°

ARSEF 2575 CLso = 8,52 x 10° 4,38 x 10°— 1,65 x 107 P=0
CLgo = 8,68 x 107 2,89 x 10"— 3,11 x 108

ESALQ 959 CLso = 5,40 x 10° 1,48 x 107 — 1,98 x 10* P < 0,05%

ClLgo = 6,98 x 10"

1,38 x 10”— 2,03 x 10"
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3.8 Comparacédo da viruléncia dos isolados sobre larvas de diferentes artropodes

Dentre os isolados estudados alguns merecem destaque por apresentar alta
viruléncia tanto para carrapatos da espécie R. microplus quanto para 0s insetos aqui
utilizados. S&o eles, os isolados ARSEF 782, ARSEF 2575, ARSEF 3641 e ARSEF
3643. Estes isolados, quando analisados na concentragdo de 107 conidios mL?, causaram
percentual médio de mortalidade variando de 86,67% a 100% em T. molitor e G.
mellonella, 5 e 3 dias apds o tratamento, respectivamente (Tabela 2). A mortalidade
média de larvas de carrapato, utilizando a mesma concentracdo, 5 dias apds a exposicao
aos isolados fungicos variou de 61,3% a 86,6% (Tabela 3).

Alguns isolados apresentaram melhores resultados ou para larvas de insetos, ou
para larvas de carrapato. E o caso do isolado ARSEF 1448 que 5 dias apds tratamento
com 1 x 107 conidios mL™ causou 100% de média de mortalidade em larvas de T.
molitor; e dos isolados ARSEF 1885 e ARSEF 724 que 3 dias ap0s tratamento com 1 x
107 conidios mL™ causou 100% de media de mortalidade em lagartas de G. mellonella.
Estes mesmos isolados, contudo, ndo apresentaram um resultado satisfatorio, 5 dias apos
tratamento de larvas de R. microplus (Tabela 3).

Apesar da maior susceptibilidade dos insetos a fungos artropodopatogénicos, em
relacdo aos carrapatos; interessantemente apenas 5 dias ap6s o tratamento, o isolado
ARSEF 729 foi capaz de causar mortalidade média de 71.9% da populacdo de larvas de
R. microplus, em comparacdo com 5% e 6,25% de média de mortalidade de larvas de T.
molitor e G. mellonella, respectivamente, 5 e 3 dias apds a exposi¢do fungica, utilizando-
se a mesma concentracdo (1 x 107 conidios mL™) conidial. O isolado ARSEF 3918
apresentou o mesmo resultado, causando maior mortalidade em larvas de R. microplus do
que em larvas de T. molitor (Tabelas 2 e 3), apesar de ter causado de moderada a alta taxa
de mortalidade (53,13%) para lagartas de G. mellonella quando exposto a 10° conidios
mLY(Tabela 2).

3.9 Comparacao entre a producdo de destruxinas e viruléncia fangica

Comparando a producdo in vitro de destruxinas com a viruléncia dos isolados de
Metarhizium spp. ndo foi possivel estabelecer uma estreita associacdo entre as duas
caracteristicas. Os isolados mais virulentos para T. molitor foram ARSEF 3643 e ARSEF
1448 (ambos os isolados causaram 100% de mortalidade de 5 dias ap6s o tratamento com
1 x 107 conidios mlt). Curiosamente, ARSEF 3643 foi 0 melhor produtor de destruxinas
in vitro, enquanto que ndo houve niveis detectaveis de destruxinas em culturas do ARSEF
1448. O mesmo ocorreu com G. mellonella, ou seja, dos 5 isolados mais virulentos (por
exemplo, ARSEFs 724, 760, 1885, 2575, 3641 e 3643), dois ndo produziram destruxinas
in vitro (ARSEF 724 e ARSEF 760), um produziu baixos niveis de destruxina (ARSEF
1885), e trés foram bons produtores (ARSEF 2575, ARSEF 3641 e, especialmente,
ARSEF 3643). Da mesma forma para larvas de R. microplus, houve isolados nédo
produtores de destruxinas capazes de causar altos indices de mortalidade.
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4 DISCUSSAO

Além de virulento para o artropode alvo, o isolado fungico precisa resistir aos
estresses abidticos presentes no meio ambiente. Isso implica na reunido de vérios fatores
fundamentais para a selecdo de isolados candidatos a aplicacdo a campo. Espera-se que
fungos patogénicos naturalmente mais resistentes a radiagdo solar tenham resultados
ainda mais satisfatorios quando formulados. Sabe-se também que a tolerancia natural do
isolado ao calor e a radiacdo UV-B pode ser manipulada, ja que quando o isolado fangico
é produzido sob estresse nutritivo (caréncia de carbono e nitrogénio) sua tolerancia a
esses estresses aumenta (RANGEL et al., 2008). Informagdes como esta, em conjunto
com a selecdo de isolados virulentos em testes in vitro, garantem avangos no
desenvolvimento de bioprodutos mais eficientes para o controle bioldgico de artropodes
praga.

No presente estudo, a exposicdo a radiagdo UV-B inviabilizou alguns conidios,
mas, mais expressivamente, causou atraso na germinacao dos isolados testados. Isso pode
ser observado quando as figuras 3 (analise da germinacdo com 24h de incubacdo apoés a
exposicdo) e 4 (analise da germinacdo com 48h de incubacdo ap0s a exposicdo) sdo
comparadas; os resultados expostos na figura 4 sugerem que alguns dos danos sofridos
pelos conidios ndo sdo letais, j& que na maior parte dos casos ha recuperacdo no
percentual de germinacdo dos conidios. Como exemplo pode-se observar o isolado
ARSEF 1883, que apresentou mais de 50% de recuperacdo. Na prética, essa recuperacao
é possivelmente inviabilizada, ja que a campo o conidio podera ser exposto a acdo dos
raios solares todos os dias. De acordo com Braga e colaboradores (2001a), longos
periodos de exposicdo a luz solar tendem a retardar a germinacdo mais que curtos
periodos de exposicdo. Estes autores explicam ainda que, a interrupcdo temporaria do
ciclo celular devido a danos no material genético e danos em importantes sistemas
enzimaticos que impedem a absorcdo de nutrientes podem contribuir para a germinacao
retardada de conidios expostos a radiacdo UV-B.

O isolado ARSEF 324 de M. acridum, e o isolado ARSEF 2575 de M. robertsii
foram utilizados como padrdes, ja que sua tolerancia a radiacdo UV-B € conhecida
(BRAGA et al., 2001b; RANGEL et al., 2008). Dessa maneira os bioensaios foram
validados quando os valores de germinacdo relativa destes isolados eram coerentes com o
esperado. E sabido que isolados da espécie M. acridum sdo muito termotolerantes e
também tolerantes a radiacdo UV-B. Interessantemente, dois isolados de M. anisopliae
s.l. (ARSEF 759 e ARSEF 1449) obtiveram uma resposta semelhante, e numericamente
melhor, do que o isolado de M. acridum ARSEF 324, mesmo sem a adicdo de 0Oleo.

Alguns autores correlacionaram variacbes na pigmentacdo do conidio com a
tolerancia a radiacdo solar (AYRES et al., 1996; BRAGA et al., 2006; RANGEL et al.,
2006). Isolados de M. anisopliae s.l. geralmente apresentam conidios de cor verde escuro,
com variacdes na tonalidade do verde (como pode ser observado na Figura 1 do presente
capitulo). Pouco se sabe sobre a biosintese e importancia bioldgica desses pigmentos
(BRAGA et al., 2006), mas a sintese de conidios verdes parece depender de, pelo menos,
duas vias metab6licas (MAGOON; MESSING-AL-AIDROOS, 1985). Braga e
colaboradores (2006) reportaram que mutantes do isolado de M. robertsii ARSEF 23
pigmentados em preto eram significantemente mais tolerantes a UV do que conidios
menos pigmentados do mesmo mutante. Os conidios dos isolados ARSEF 759 e ARSEF
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1449 (Figuras 1C e 1E, respectivamente) ndo sdo, aparentemente, 0s mais pigmentados
dentre os isolados estudados no presente capitulo. Fernandes e colaboradores (2007)
estudaram a variabilidade na tolerancia a radiacdo UV-B de isolados de Beauveria
bassiana, mostrando que alguns conidios brancos de certos isolados de B. bassiana foram
mais tolerantes a radiacdo UV-B quando comparados com a toleréncia de isolados de M.
anisopliae previamente reportadas por outros autores. Fernandes e colaboradores (2007)
explicaram que isto pode ser indicativo de que certas espécies de fungos podem usar
eficazmente outros mecanismos de protecdo a radiacdo ultravioleta, como é o caso de
enzimas como superoxido dismutase e catalase (NOVENTA JORDAO et al., 1999) e
elevados niveis de manitol ou trealose (RANGEL et al., 2006). Dessa maneira, sugere-se
que mesmo ndo fortemente pigmentados, os isolados ARSEF 759 e 1449 usam outros
mecanismos que 0s tornam mais tolerantes & UV-B em relagdo aos outros.

A utilizacdo de agentes protetores, como Oleos vegetais e minerais, com o
objetivo de reduzir os danos causados pela radiagdo UV vem sendo reportada com
sucesso ha algumas décadas (MOORE et al., 1993, ALVES et al., 1998). Entretanto, a
resposta de cada isolado fungico ao dano causado pela radiacdo UV e sua recuperacao
consequente a adicdo de dleo é variavel. No presente estudo, dois isolados (ARSEF 2211
e ARSEF 3479) nao responderam bem a adicdo de dleo na analise feita 24 horas ap0s o
tratamento. Ou seja, ndo houve aumento da toleréncia a radiagdo UV-B, e sim uma menor
toleréncia dos conidios a UV-B quando estes foram suspensos em 0leo em comparagao a
tolerancia dos conidios suspensos em agua. Sugere-se que o 6leo interferiu negativamente
na germinacdo desses isolados. Apos 48 horas, entretanto, esses isolados tiveram sua
germinacdo restaurada e responderam coerentemente a adi¢do de 0leo. Portanto, mesmo
tendo interferido nas primeiras horas de crescimento, o 6leo ainda teve seu efeito protetor
evidenciado 48 horas ap6s exposicdo a UV-B. A razdo dessa inibicdo no crescimento
inicial pode ser variada, podendo estar relacionada a um efeito fisico da presenca do dleo
(atrasando a germinacgdo fungica por estar impedindo o acesso do conidio ao meio de
cultura) ou até mesmo uma interacao quimica entre o 6leo e o conidio.

Em 1998, Alves e colaboradores reportaram o efeito de diferentes tipos de 6leo na
germinacdo conidial de M. anisopliae s.l. apds exposicao a radiacdo UV-B ou UV-A. As
formulacdes testadas eram a base de conidios de um Gnico isolado fangico: IMI 299984
de M. anisopliae s.I. No presente capitulo, entretanto, objetivou-se selecionar isolados
fungicos intrinsecamente tolerantes a radiacdo UV-B e que respondessem de maneira
6tima & adicdo de 6leo mineral na formulacdo. E importante destacar que além da
protecdo a radiacdo UV, a presenca de 6leo mineral na formulacdo a base de fungos
entomopatogénicos pode melhorar o desempenho do fungo em testes in vitro com
carrapatos (ANGELO et al., 2010; CAMARGO et al., 2012).

Em relacdo as suas capacidades de producdo de destruxina in vitro em meio
liquido, 18 isolados (todos brasileiros) tiveram sua capacidade de sintese de destruxinas
explorada pela primeira vez. Dois isolados foram usados como padrBes: M. robertsii
isolado ARSEF 2575, um fungo capaz de produzir altos niveis de destruxina e usado
frequentemente como isolado modelo, e M. acridum isolado ARSEF 324, que na
literatura é apontado como nédo produtor (WANG et al., 2012) ou baixo produtor (MOON
et al., 2008) de destruxina. Uma grande variedade de perfis de producdo foi verificada
dentre os 13 isolados produtores (Figura 5)

47



De acordo com a classificagdo mais recente para espécies de Metarhizium
(BISCHOFF et al., 2009), foi possivel constatar que a produgdo de destruxina ndo estéa
relacionada a espécie do fungo, uma vez que diferente isolados de uma mesma espécie
produziram ou ndo destruxina. Por exemplo: o isolado ARSEF 552, classificado como M.
pingshaense produz destruxina; j& o isolado ARSEF 1448, também M. pingshaense, ndo
produz. O mesmo acontece com a espécie M. robertsii que tem o isolado ARSEF 2575
como produtor e o isolado ARSEF 724 (M. robertsii) como exemplo ndo produtor.

Analisando os resultados do presente capitulo, observa-se que ndo foi possivel
detectar tracos de destruxina nas amostras do isolado ARSEF 324 de M. acridum, assim
como reportado por Wang e colaboradores (2012). Em contraste, Kershaw e
colaboradores (1999) e Moon e colaboradores (2008) reportaram baixos niveis de
producdo por esse isolado. Vale salientar que as condi¢des de crescimento e o tempo de
avaliacdo diferiram do presente estudo, tendo os autores usado temperaturas de incubacao
maiores e analisado as amostras ap6s um tempo maior de incubacao.

As suspensdes dos isolados incubados foram quantificadas uniformemente de
maneira que aproximadamente a mesma quantidade de conidios fosse incubada no meio
liquido; dessa maneira (e observando também a taxa de germinagdo conidial de cada
isolado) foi possivel estabelecer o tempo de incubacdo necessario para a prima detec¢éo
das toxinas, que foi de 3 dias, em média. Entretanto, um isolado (ARSEF 759) apresentou
niveis detectaveis da toxina ja no segundo dia de incubacéo; e os isolados Em contraste,
em 2 isolados, ARSEF 1885 e ARSEF 729, ndo foi possivel detectar a producdo de
destruxinas até o quarto dia de incubacdo, o que evidencia uma certa falta de
uniformidade na producédo desses compostos dependendo do isolado fungico.

A deteccdo de destruxinas in vivo data de 1971, quando Suzuki e colaboradores,
reportaram a presenca de destruxinas em larvas do bicho-da-seda (Bombyx mori) 4 dias
apos a infeccdo cuticular com conidios de M. anisopliae. Roberts, previamente, em 1966
demonstrou que a hemolinfa de larvas do bicho-da-seda, doentes em decorréncia da
infeccdo com Metarhizium, era toxica para lagartas de G. mellonella. Mais recentemente,
Amiri-Besheli e colaboradores (2000) estudaram a significancia das destruxinas na
patogenicidade de Metarhizium spp. em lagartas de G. mellonella. Estes autores
detectaram niveis variaveis de destruxinas A e B (e ndo a E) em larvas mortas pela
infeccdo fungica provocada por diferentes espécies de Metarhizium, incluindo M.
robertsii ARSEF 2575 (previamente identificado como M. anisopliae var. anisopliae).
No presente estudo, contudo, ndo foi possivel detectar a presenca de destruxinas em
insetos moribundos (doentes, mas ainda vivos) expostos a M. robertsii isolado ARSEF
2575 ou a M. acridum ARSEF 324.

Sugere-se que a rapida detoxificacdo da destruxina nas lagartas de G. mellonella
interferiu severamente na deteccdo in vivo desses compostos no presente estudo,
explicando os resultados negativos encontrados. A dinamica da detoxificacdo das
destruxinas em lagartas de G. mellonella ap6s inoculacdo com destruxina A purificada foi
descrita (JEGOROV et al. 1992). Neste trabalho, os autores injetaram na hemocele das
lagartas aproximadamente 50 pg/g de destruxina A; uma paralisia tetanica na fase inicial
foi observada seguida por recuperagdo substancial apés 4 a 6 horas. Em resumo, a
dindmica de detoxificacdo de destruxina A no corpo das lagartas de G. mellonella
mostrou que: inicialmente a concentracdo de destruxina A aumentou na hemolinfa e
rapidamente se espalhou pelo corpo do inseto. A maioria dos 6rgaos de G. mellonella
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analisados (hemolinfa, intestino médio, intestino posterior e cuticula) apresentaram mais
que 90% de conversao de destruxina A em produto linear (ndo toxico), dentro de 3 horas,
indicando uma répida detoxificacdo (JEGOROQOV et al., 1992).

O presente capitulo também objetivou selecionar isolados de Metarhizium spp.
com alta viruléncia para larvas de R. microplus e comparar estes resultados com a
viruléncia para larvas de insetos. De maneira geral os carrapatos sdo mais tolerantes aos
fungos artropodopatogénicos do que o0s insetos, haja visto as menores doses
recomendadas para insetos (ALVES, 1998) em relacdo as comumente utilizadas em testes
contra carrapatos (FERNANDES; BITTENCOURT, 2008). Baseado nos resultados do
presente capitulo, poucos dias apds o tratamento, a concentragdo de 10° conidios mL™? de
alguns isolados foi capaz de reduzir pela metade (i.e., ARSEF 3641 e ARSEF 3918) a
populacdo de lagartas de G. mellonella, diferente dos resultados para larvas de R.
microplus, que geralmente resultaram em baixa mortalidade das larvas nesta
concentragéo.

Apesar das larvas de insetos terem sido analisadas por 10 dias ap0s a exposicao
fungica, 3 dias apos o tratamento, seis isolados ja& haviam causado 100% de média de
mortalidade em lagartas de G. mellonella, por isso os dados foram analisados apos 3 dias
de tratamento. As larvas de T. molitor foram menos susceptiveis aos isolados testados do
que larvas de G. mellonella, por esse motivo os dados de 5 dias (e ndo do dia 3) apds o
tratamento foram analisados e comparados. Essa maior tolerancia das larvas de Tenebrio
em relacdo as lagartas de Galleria e das larvas de carrapato em relacdo as larvas de
insetos pode ser explicada, em parte pela constituicdo da cuticula destes artropodes.
Larvas de carrapatos possuem uma cuticula mais rigida e quitinizada em relagdo ao
tegumento da maioria das larvas de inseto; essa diferenca na constituicdo da cuticula
acaba por conferir maior tolerancia ao fungo. Da mesma forma, a cuticula de larvas de
Tenebrio é mais rigida em comparacdo com a cuticula de Galleria.

A variacdo na susceptibilidade fangica existe ndo somente entre diferentes
espécies de artropodes, mas também dentro dos estadios de desenvolvimento de uma
mesma espécie, como acontece com larvas e fémeas de R. microplus (CAMARGO et al.,
2012). De acordo com BALASHOV (1972), a cuticula dos carrapatos é formada pela
camada externa, chamada epicuticula (composta externamente por ceras ou lipidios e
internamente por proteinas) e também pela camada interna, chamada de procuticula
(composta por quitina e proteina). A epicuticula em R. microplus somente pode ser
observada a partir da ecdise na ninfa e, em maior quantidade no adulto (ODHIAMBO,
1982). Portanto, nas fémeas ingurgitadas, os conidios germinados precisam dissolver
primeiro a camada de lipidios da epicuticula, para sé entdo passar para as camadas mais
polares da cuticula, constituidas de proteinas hidrossolUveis; o que pode explicar porque
fémeas de carrapatos sdo menos susceptiveis ao fungo em relacdo ao estadio larval e
também o maior sucesso das formulacdes fungicas oleosas (ANGELO et al., 2010;
CAMARGO et al., 2012).

Apesar das larvas dos diferentes artropodes testados terem apresentado um padréo
de susceptibilidade (G. mellonella mais suscetivel que T. molitor, que por sua vez foram
mais suscetiveis que R. microplus), algumas excec¢Bes foram observadas; a que mais se
destaca € a mortalidade causada pelo isolado ARSEF 729, com resultados muito
satisfatOrios para carrapatos e pouco expressivos para larvas dos insetos testados. Neste
caso pode-se sugerir uma alta especificidade desse isolado para carrapatos, em relacéo a
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insetos, fato que torna o controle biolégico de carrapatos seguro inclusive para
organismos artropodes ndo-alvo.

O isolado ARSEF 1095 de M. brunneum, conhecido como F52 e comercializado
na Europa para controle de pragas agricolas ndo apresentou viruléncia para larvas de
carrapato, bem como o isolado ARSEF 324 de M. acridum. Este Gltimo ndo foi virulento
para larvas de insetos ou para larvas de R. microplus. Isolados da espécie M. acridum s&o
conhecidos pela sua alta especificidade e viruléncia contra acridideos e baixa viruléncia
para outros artrépodes. Em um estudo realizado por Wang e colaboradores (2011),
discutiu-se a regulagdo do gene mestl de M. robertsii ARSEF 2575 durante crescimento
na cuticula de larvas de Manduca sexta (uma espécie de mariposa). Este gene foi super-
regulado em M. robertsii quando este fungo colonizou a cuticula de larvas de M. sexta e
estava ausente em M. acridum; quando o gene foi transferido para o isolado de M.
acridum, este fungo foi capaz de colonizar e matar as larvas do inseto. Levando em
consideracdo as diferentes especificidades dos fungos artropodotogénicos, a busca por
isolados mais virulentos para carrapatos concomitantemente com analises dos possiveis
fatores de viruléncia envolvidos na infecdo fungica, sdo estudos essenciais para reduzir
ao maximo a possibilidade de atingir organismos nao alvo.

A utilizacdo de ensaios biolégicos sob condigdes controladas ou semi-controladas,
é de extrema importéncia para a selecdo de isolados fungicos patogénicos para o
artropode-alvo; além de essencial para a compreensdo dos fatores envolvidos na
viruléncia do entopatdégeno.

Quando os resultados de viruléncia foram comparados com os resultados de
producéo de destruxinas, ndo houve relacéo estreita entre os isolados mais virulentos para
insetos e os melhores produtores de destruxinas in vitro. Da mesma forma para larvas de
R. microplus, houve isolados ndo produtores de destruxinas capazes de causar altos
indices de mortalidade. Dentre os fungos estudados, os isolados de M. anisopliae s.l.
ARSEF 782 e ARSEF 3643 e o isolado de M. robertsii ARSEF 2575 destacaram-se por
apresentar resultados positivos nas diferentes caracteristicas estudadas, isto é, suas
tolerancias a radiacdo UV-B, niveis de viruléncia e producdo in vitro de destruxinas
foram consideravelmente satisfatorios.
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CAPITULO 11

A INFLUENCIA DA PR1 CONIDIAL NA VIRULENCIA DE
Metarhizium anisopliae s.I. CONTRA Rhipicephalus microplus
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RESUMO

Prl é uma protease tipo subtilizina produzida por fungos entomopatogénicos do género
Metarhizium e reconhecida por estar envolvida nos passos iniciais da invasdo flngica na
cuticula de artropodes. No presente capitulo, a correlagdo entre a mortalidade de larvas de
Rhipicephalus microplus e os niveis de Prl conidial de Metarhizium anisopliae isolado
CG 148 foi estabelecida. Conidios com diferentes niveis de expressdo de prl e atividade
enzimética foram obtidos por producéo em meio artificial (resultando em baixa atividade
de Prl) ou em cadaveres de carrapato (resultando em alta atividade de Prl). A atividade
proteolitica conidial foi obtida usando N-suc-ala-ala-pro-phe-pNA como substrato e a
expressao de prl foi quantificada através de PCR em empo real (QPCR) usando trés
genes (gpd, try and tef) como genes de referéncia. A atividade proteolitica obtida de
conidios cultivados em cadaver de carrapatos foi de 36 U mg™, em comparagéo com 4 U
mg? obtidos de conidios cultivados em meio Batata dextrose agar. Bioensaios expondo
larvas de R. microplus a suspensdo de M. anisopliae CG 148 com alta atividade
proteolitica e expressdo génica prl ndo demonstraram aumento da viruléncia (= mudanca
significativa na mortalidade de larvas de carrapato) em relacdo ao tratamento com
conidios de baixa atividade e expressdo de prl. Os niveis minimos de prl em conidios
produzidos em meio artificial foram suficientes para atingir a viruléncia necessaria para
matar larvas de carrapato e os valores elevados dessa enzima nos conidios produzidos no
carrapato ndo induziram mortalidade larval elevada. Dessa maneira, a viruléncia do
isolado CG 148 em larvas de carrapato nao foi elevada pelo aumento dos niveis conidiais
de prl.

Palavras chave: fungos artropodopatogénicos, carrapatos, expressdo génica, controle
microbiano.

59



ABSTRACT

Prl is a subtilisin-like protease produced by entomopathogenic fungi, such as
Metarhizium spp., and it is recognized as heavily involved in the initial steps of the
fungal invasion of arthropod-host cuticles. In the current study, correlation was sought
between mortality of tick larvae and conidial Prl levels of Metarhizium anisopliae isolate
(CG 148). Conidia with different levels of prl gene expression and enzymatic activity
were obtained by producing them on either artificial medium (to yield low Prl activity)
or on R. microplus cadavers (to yield high Prl activity). Conidial proteolytic activity was
assessed using N-suc-ala-ala-pro-phe-pNA as substrate, and prl expression was profiled
by gPCR using three genes (gpd, try and tef) as reference (housekeeping) genes. Prl
enzymatic (proteolytic) activity on conidia obtained from tick cadavers was 36 U mg™ in
comparison to 4 U mg™ on conidia from PDA medium. Also prl gene expression level
was 10 times higher in conidia from tick cadavers compared to PDA medium. Bioassays
of M. anisopliae s.I. CG 148 spores with elevated Prl proteolytic activity and gene
expression levels did not demonstrate increased virulence (= significant change percent
mortality of tick larvae). The minimal levels of prl on conidia produced on artificial
medium was adequate to afford high levels of virulence, and the elevated amounts of the
enzyme on tick-cadaver-produced conidia did not induce elevated larval mortality. As
long as some Prl activity was present, fungal virulence of isolate CG 148 against tick
larvae was not elevated by increased levels of conidial prl.

Key words: arthropodpathogenic fungi, ticks, gene expression, biological control.
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1 INTRODUCAO

Prl é uma protease produzida por fungos artropodopatogénicos capaz de
hidrolisar as proteinas cuticulares do hospedeiro. Prl é supra-regulada duas vezes no
ciclo de infeccdo de Metarhizium spp.: primeiramente durante os estagios iniciais de
infeccdo, incluindo na formagdo do apressorio, uma estrutura formada pelo fungo na
preparacdo para a colonizagdo por hidrolise das proteinas cuticulares (ST LEGER, 1989;
ST LEGER et al., 1991a); e secundariamente nos estagios finais da patogénese (formacéo
dos conidios) para facilitar a emergéncia de hifas através da cuticula do inseto (SMALL;
BIDOCHKA, 2005); essa emergéncia é necessaria para que o ciclo patogénico deste
fungo se complete, permitindo a producdo de conidios na superficie do cadaver do
artropode, facilitando assim a dispersao conidial em larga escala.

Multiplas passagens de fungos artropodopatogénicos em meio artificial podem
eventualmente reduzir os niveis de produgéo conidial e reduzir a viruléncia fungica. O
cultivo em artropodes hospedeiros pode restaurar essas caracteristicas perdidas
(KAWAKAMI, 1960; FARGUES; ROBERT, 1983). Dessa maneira, diferencas entre
conidios produzidos em carrapatos (= producdo in vivo) em contraste com aqueles
produzidos em meio artificial (= produg&o in vitro) foram examinadas buscando apontar
fatores criticos capazes de melhorar o controle biologico de carrapatos. O presente
capitulo buscou avaliar a expressao genica de prl e a atividade proteolitica especifica de
Prl em conidios de M. anisopliae s.l. produzidos em meio artificial ou em fémeas de R.
microplus correlacionando-as com os niveis de mortalidade produzidos por cada tipo de
conidio em larvas deste carrapato.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e periodo de execu¢ao dos experimentos

A expressdo génica de prl e a atividade proteolitica especifica de Prl em
conidios de M. anisopliae s.l. produzidos em meio artificial ou em fémeas de R.
microplus foi realizada no laboratério de hemoparasitas e vetores (LHV) da UFRRJ,
localizado na EPPWON, Seropédica, RJ, Brasil. Os bioensaios com larvas de R.
microplus foram realizados no LCM da UFRRJ, também localizado na EPPWON. Esses
experimentos foram realizado no periodo de Janeiro a Agosto de 2012.

2.2 Isolado estudado e obtencéo dos conidios

O isolado de M. anisopliae s.l. usado no presente estudo foi o0 CG 148 obtido de
Deois flavopicta (Homoptera: Cercopidae) em Goiania, Goias, Brasil. Esse isolado foi
cedido pela Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria (EMBRAPA), Embrapa
recursos genéticos e biotecnologia (CENARGEN) em Brasilia, DF, Brasil. Placas da
cultura estoque em batata destrose agar foram incubadas a 25 + 1 °C e UR > 80% por 14
dias, e depois armazenadas a 4 °C. Vale salientar que o isolado depositado na colecao de
fungos do CANARGEN como CG 148 é o mesmo depositado na colecdo ARSEF
(Agriculture Research Service Collection of Entomopathogenic Fungi) com o numero
782.
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Conidios de M. anisopliae s.I. CG 148 foram produzidos ou em BDA ou em
cadaveres de R. microplus. Para o cultivo artificial em meio de cultura os conidios foram
inoculados em BDA e incubados a 25 + 1 °C e UR > 80% por 15 dias; para o cultivo em
carrapatos, 5 uL de suspensdo conidial (1 x 108 conidios mL™) foi inoculada em fémeas
ingurgitadas de R. microplus usando uma agulha de insulina (30 gauge). A inoculagao foi
realizada no foramem entre o capitulo e o escudo do carrapato (JOHNS et al., 1998).

Os conidios foram retirados das placas de cultivo com o auxilio de um bisturi e
uma lamina e suspendidos em 100 mL de solugdo de monoleato sorbitano de
poliexietileno (Tween 80®, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) a 0,01% v/v. A
suspensdo conidial foi homogeneizada por 1 minuto usando um vortex, quantificada em
um hemocitdémetro e ajustada para 1 x 10® conidios mL™ . Fémeas ingurgitadas de R.
microplus foram obtidas de bovinos artificialmente infestados sem contato prévio
(minimo de 2 meses) com acaricidas quimicos. As fémeas ingurgitadas foram coletadas
do chdo das baias e lavadas em 0.1% de hipoclorito de sédio para a assepsia da cuticula,
rinsadas em agua e secas em papel toalha estéril. Oitocentas fémeas foram inoculadas e
incubadas a 25 £ 1 °C e UR > 80% por 15 dias, o que resultou em 100% de infegao.

A viabilidade conidial foi determinada através da inoculacdo de uma aliquota de
aproximadamente 50 pL de suspensdo conidial em BDA adicionado de 0.05% de
cloranfenicol. As placas foram incubadas a 25 £ 1 °C e UR > 80%. A germinacdo dos
conidios foi observada em microscépio optico (200 x) apds 24 horas (ALVES, 1998).

Conidios produzidos em BDA foram retirados das placas de Petri apds 15 dias de
crescimento e colocados em microtubos de plastico de 1,5 mL. Os conidios produzidos
em carrapatos foram removidos utilizando-se um peneirador (Laboratory Test Sieve-
Bertel®) (tamanho final do poro = 1,18 mm - Bertel®) na vibragdo méxima por 15
minutos. Os conidios cultivados m BDA ou em carrapatos foram separados em 7
aliquotas: 3 aliquotas de 60 mg para o ensaio de expressao genica, 2 aliquotas de 37 mg
para o ensaio de atividade proteolitica e 2 aliquotas de 80 mg para o ensaio com larvas de
carrapato. As amostras destinadas a expressdo genica foram estocadas em 500 pL de
solucdo de RNAlater (Ambion®). Os experimentos de producio conidial foram repetidos
duas vezes.

2.3 Atividade especifica de Prl

Os conidios obtidos do meio de cultura ou dos cadaveres de carrapato foram
suspensos em tampdo de extracdo (Tris-HCI 50 mM, pH 8.0 contendo 0.25% de Triton
X-100, 1:2.5 p/v) (SANTI et al., 2010). As suspensdes foram agitadas vigorosamente por
5 minutos e filtradas utilizando um filtro de 0,2 mm de poro e 25 mm de diametro
(Millipore® USA) para remogdo dos conidios. A atividade proteolitica foi medida
usando-se os filtrados e o substrato cromogénico N-suc-ala-ala-pro-phe-pNA como
segue: 5 uL de filtrado, 5 uL de N-suc-ala-ala-pro-phe-pNA (Sigma®) a 10 mM e 90 uL
de tamp&o Tris/HCI a 0,1 mol L pH 8,0 (SANTI et al., 2010). A reacdo foi incubada a
37°C por 30 minutos. A absorbancia foi medida a 405 nm num espectrofotémetro de
placa (Multiskan GO® Thermo Scientific). A atividade enzimatica foi calculada com base
em uma curva padrdo de p-nitroanilina (pNA), com cada amostra expressa em puMol por
minuto de reacdo por mg de proteina; o ensaio foi repetido duas vezes com cada amostra
em triplicada. O contetdo proteico total foi medido de acordo com Lowry e
colaboradores (1951), utilizando albumina sérica bovina com padrdo. Os dados foram
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analisados com analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey usando o
software BioEstat®, versio 4.0. P-valores menores que 0,05 foram considerados
significantes (SAMPAIQ, 2002).

2.4 Expresséo génica de prl

A expressdo do gene prl foi analisada utilizando 3 genes (gpd, try and tef) como
genes de referéncia (Tabela 1) (FANG; BIDOCHKA, 2006). O RNA foi isolado
utilizando o kit RNeasy Mini (QIAGEN®) de acordo com as instrucdes do fabricante. As
concentragfes de &cido nucleico foram medidas com espectrdmetro NanoDrop 2000
(Thermo Scientific® USA). O cDNA foi sintetizado utilizando o kit High Capacity RNA-
to-cDNA (Life Technologies®) de acordo com o protocolo do fabricante. O ¢cDNA foi
subsequentemente diluido com agua DEPC (Life Technologies® USA) a 25 ng uL. A
mistura para amplificagdo (12 pL) do PCR em tempo real (QPCR) continha 25 ng de
cDNA, 2x Power SYBR GreenPCR Master Mix (6 uL; Life Technologies®) e 150 nM de
cada par de primer (Life Technologies®) (Tabela 1). A reagdo foi realizada no sistema e
PCR em tempo real StepOne Plus (Life Technologies® USA). O protocolo da reagio
seguiu as seguintes temperaturas: 10 minutos de ativagdo/desnaturacdo a 95 °C, seguido
por 40 ciclos de 15 segundos 95 °C e 60 segundos a 60 °C. A fluorescéncia foi medida
em cada etapa de polimerizagdo. As amplificagdes foram realizadas duas vezes e cada
cDNA foi analisado em triplicata em cada um dos dois testes.

A estabilidade da expressdo dos genes de referéncia, bem como a expressdo do
gene prl, foi avaliada pelo software geNorm gbase™VS (disponivel no site
http://www.biogazelle.com/). Informacdes detalhadas podem ser encontradas em
Vandesompele e colaboradores (2002).

Tabela 1. Nome do gene, sequéncia dos primers e eficiéncia da PCR dos genes utilizados no presente
estudo.
Gene Nome do gene Acesso no Primers direto (F) e reverso (R) Eficiéncia
GenBank da PCR
gpd Gliceraldeido 3- AY461523 F (5’-3’): GACTGCCCGCATTGAGAAG 96.8 %
fosfato dehidrogenase R (5°-3"):
AGATGGAGGAGTTGGTGTTG
prl Protease semelhante  AJ416688 F (5°-3"): GATTGGTGGCAGCACTAAC 96.1 %
a subtilisina R (5°-3"): TCCTGGATCTTCTTGCAAAG
tef  Fator de elongagdona AY445082 F (5°-3"): 95.8 %
traducao la AGGACGACAAGACTCACATC
R (5°-3’): GTTCAGCGGCTTCCTTCTC
try Enzima da AY?245100 F (5°-3"): TTGCAATGCATGTTTGATGTC 95.1 %
biossintese do R (5’-3’): CAAAGAGTGGTATCGAGTTAC
triptofano

2.5 Ensaio bioldgico com larvas de Rhipicephalus microplus
Fémeas ingurgitadas de R. microplus foram coletadas nas baias de animais
artificialmente infestados e incubadas para oviposicdo de acordo com 0s métodos
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descritos na sessdo 2.2. A postura do dia 1 ao dia 10 foi separada. Aliquotas de 50 mg de
ovos (aproximadamente 1000 ovos) foram pesadas e colocadas em tubos que
posteriormente foram selados com algoddo hidrofilico. A eclosdo das larvas foi
observadas e tubos com menos de 98% de ecloséo larval foram descartados. O tratamento
das larvas foi feito no 15° dia apds o inicio da eclosdo das larvas.

Suspensdes fungicas foram preparadas como descrito na sessdo 2.2. Os conidios
foram quantificados e ajustados para 1,0x10® conidios mL™" de acordo com Alves (1998).
A viabilidade conidial foi determinada como reportado na sesséo 2.2.

Cada bioensaio foi formado por 3 grupos: grupo controle, grupo tratado com
conidios crescidos em BDA e grupo tratado com conidios provenientes de cadaveres de
fémeas de R. microplus. Uma solugdo contendo Tween 80® (0,01% v/v) foi usada apara
tratar os carrapatos do grupo controle. Cada grupo foi formado por 8 tubos (repeticdes)
contendo larvas. O tratamento foi conduzido através da adicdo de 1 mL de suspenséao
fungica em cada tubo. As larvas permaneceram imersas na suspensdo fangica por 3
minutos e entdo o tubo foi invertido ate que o algodao absorvesse toda suspenséo. Os
tubos foram mantidos a 27 £ 1 °C ¢ UR > 80% no escuro. A mortalidade larval de cada
tubo foi estimada visualmente com auxilio de microscépio estereoscopio (20 x) a cada 5
dias por 30 dias. O percentual de mortalidade larval foi expresso em porcentagem com
variacdo de 0% a 100% e intervalos de 1%. Larvas que ndo se movimentavam apds
estimulo (atrito na superficie do tubo produzindo calor) foram consideradas mortas. Os
bioensaios foram repetidos duas vezes.

As mortalidades médias das larvas foram comparadas utilizando o teste nédo
parameétrico Kruskal-Wallis, seguido do teste Student-Newman-Keuls (SNK) para
comparagio entre as médias. Os testes foram executados usando o software BioEstat®,
versdo 4.0. P-valores menores que 0,05 foram considerados significantes (SAMPAIQ,
2002).

2.6 Isolamento do fungo apds ensaios bioldgicos

Amostras de larvas mortas de todos os grupos foram colocadas sobre lacas
contendo meio BDA por 14 dias a 25 = 1°C e UR > 80% para permitir o crescimento
fungico e a conidiogénese. A macro e a micromorfologia das coldnias fungicas que
cresceram foram examinadas de acordo com Tulloch, 1976.

3 RESULTADOS

3.1 Viabilidade dos conidios

Conidios de M. anisopliae isolado CG 148 usado no tratamento de fémeas adultas
e larvas de R. microplus tiveram aproximadamente 99% de germinacao ap0s incubacao
por 24 horas a 25 °C + 1°C e UR > 80%.

3.2 Atividade especifica de Prl

A atividade especifica de Prl em extratos da superficie de conidios produzidos em
meio artificial (BDA) ou em carrapatos foi estatisticamente (P < 0.05) diferente: viz., a
atividade proteolitica de conidios produzidos em BDA foi de 4 U mg?, e de conidios
produzidos em cadaveres de carrapato foi de 36.2 U mg™.
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3.3 Expresséo génica de prl

A expressdo de 3 genes de referéncia foi usada para mostrar a supra-regulacédo do
gen prl em conidios produzidos em carrapatos adultos em contraste com o meio
artificial. Todos os 3 genes de referéncia demonstraram alta estabilidade (média no
geNorm M < 0. 5); i.e., valores de M no geNorm de 0,218 para o gpd, 0,237 para o try, e
0,291 para o tef. Por outro lado a expressao do gen prl foi 10 vezes maior em conidios
produzidos em cadaveres de carrapato quando comparada com a expressdo em meio
artificial (Figura 1). As eficiéncias do qPCR podem ser encontradas na Tabela 1.

Quantidade relativa

3

Q(\ & @ WY \')\’\ %Qé r\cﬁ, Wy

&

BDA Carrapatos

Figura 1. Niveis de expressao relativa (acompanhados dos respectivos desvios
padrdes) do gene prl de conidios cultivados em meio artificial batata dextrose
agar (BDA) ou em cadaveres de carrapatos da espécie Rhipicephalus microplus.
Os genes gpd, tef e try foram usados como genes de referéncia. As quantidades
relativas foram baseadas nos niveis de expressdo de conidios cultivados em
BDA (geNorm gbase™"%).

3.4 Ensaio biologico com larvas de Rhipicephalus microplus

A mortalidade das larvas do grupo controle foi de no maximo 1%. As larvas
expostas aos conidios produzidos nas fémeas de carrapato ou em meio BDA
apresentaram mortalidade significantemente maior (P < 0,05) em comparagdo com o
grupo controle. Embora o grupo tratado com conidios provenientes dos carrapatos tenha
apresentado niveis de mortalidade numericamente maiores em relagdo ao grupo tratado
com conidios provenientes de meio BDA, ndo houve diferenca estatistica (P > 0,05) entre
esses dois tratamentos (Tabela 2).
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Tabela 2. Percentual médio (%) de mortalidade e desvio padrdo de larvas de Rhipicephalus
microplus expostas a conidios cultivados em BDA ou em cadaveres de carrapatos.

Grupos Dias apo6s tratamento
5 10 15
Controle 0.0° 0.0° 0.0¢
BDA 16.6 £19.4° 74.6+28.3° 93.3+85"
Carrapatos 21.7+152°" 91.0+8.0° 98.8+26"

Cada grupo foi composto por 8 tubos contendo aproximadamente 1.000 larvas de R. microplus. Os ensaios
foram repetidos duas vezes em dias diferentes, utilizando novas preparagdes conidiais. Médias com as
mesmas letras na mesma coluna ndo diferem significantemente P > 0.05 (teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo teste de Student-Newman-Keuls).

3.5 Re-isolamento fungico

Larvas de R. microplus provenientes dos grupos tratados com fungos foram
incubadas em alta unidade para facilitar o desenvolvimento de col6nias fungicas. A
morfologia do fungo encontrado foi caracterizada de acordo com Tulloch (1976). O
fungo isolado apresentava caracteristicas morfologicas chave consistentes com as de M.
anisopliae s.l. As larvas de R. microplus do grupo controle ndo exibiram crescimento
fangico.

4 DISCUSSAO

O controle bioldgico de carrapatos utilizando fungos entomopatogénicos tem sido
amplamente estudado nas Gltimas décadas (BITTENCOURT et al., 1992, 1994, 1995,
1999; SAMISH; REHACEK, 1999; SAMISH et al, 2004; FERNANDES;
BITTENCOURT, 2008; FERNANDES et al. 2011; ANGELO et al., 2010; PERINOTTO
et al,, 2012); e esse método € frequentemente apresentado como uma alternativa
promissora ao uso de acaricidas quimicos. Contudo, mais pesquisas sdo necessarias sobre
a da eficacia desses microrganismos contra carrapatos, incluindo um conhecimento
detalhado sobre os fatores-chave em relacdo a viruléncia do fungo.

Pr1 é uma protease do tipo subtilizina que tem sido proposta como um importante
fator na inicializacdo da infec¢do fungica via penetracdo através da cuticula do artropode
(ST LEGER, 1986, 1988, 1989; CAMPOS et al., 2005; SMALL; BIDOCHKA, 2005;
FANG; BIDOCHKA, 2006; DHAR; KAUR, 2010). Ja é bem reconhecido que as
espécies de Metarhizium podem produzir um grande namero de enzimas; dentre elas,
destaca-se a Prl, importante para a digestdo do complexo cuticular do hospedeiro
artropode durante a formacdo do apressorio. Assim, levantou-se a questdo: porque a
presenca dessa enzima seria importante em conidios ndo germinados? De acordo com St.
Leger e colaboradores (1991b), a facilidade com que essa enzima pode ser extraida dos
conidios usando-se tampdes adequados, associado a sua atividade em substratos
apropriados, indica que existe atividade enzimatica na superficie dos conidios. A
presenca dessa enzima superficialmente pode proporcionar meios para a germinagao dos
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esporos para a obtencdo de nutrientes e também facilitar modificacdes preliminares de
superficie na cuticula hospedeiro antes ou no momento da germinacao.

Baixos, porém detectaveis niveis de Prl foram encontrados em meio liquido apds
separacdo do micélio de M. anisopliae cultivado em meio minimo (somente nitrogénio
inorganico) (DHAR; KAUR, 2010). Isso sugere que a sintese de Prl é constitutiva.
Quando o fungo foi cultivado em meio liquido contendo 2% de quitina coloidal como a
Unica fonte de carbono e nitrogénio houve aumento dos niveis de atividade de Prl no
meio (DHAR; KAUR, 2010). Diferentemente desse estudo que apresenta os efeitos nos
niveis de Prl em resposta a diferentes substratos em meio liquido, o presente capitulo
compara 0s efeitos de dois substratos (BDA ou cadaveres de carrapatos) sobre a atividade
enzimética de Prl no exterior do conidio, revelando uma atividade consideravelmente
alta quando os conidios foram cultivados em carrapatos. Dessa maneira também houve
uma relagdo direta entre o substrato e os niveis de Prl detectados na superficie conidial.
O meio artificial BDA possui niveis de nitrogénio muito baixos em comparacdo com
carrapatos adultos

A confirmacao desses dados foi explorada com analises moleculares. Trés genes
foram usados como genes de referéncia para analisar modificagdes na expressao conidial
de prl proveniente do meio de cultura artificial (BDA) ou de carrapatos. De acordo com
os resultados a expressdo do gene prl foi 10 vezes maior em conidios obtidos de
carrapatos, corroborando com os resultados bioguimicos. Vale salientar que a mudanca
de substrato ndo alterou os niveis de expressdo dos genes de referéncia. (Figura 1).

O presente estudo mostra, pela primeira vez, que conidios de M. anisopliae s.I.
tem a expressdo génica bem como a atividade enzimatica de Prl aumentada quando o
fungo é cultivado em carrapatos. Um grande arsenal de enzimas ativas tem sido detectado
na superficie dos esporos de M. anisopliae s.l. (SANTI et al., 2010). Essa diversidade
enzimatica contribui para a sobrevivéncia fungica e sua adequacdo ecoldgica podendo
estar relacionada a adaptacdo do fungos a diferentes habitats (SANTI et al., 2010).
Contudo, o aumento na atividade enzimatica de Prl ndo pode ser associado
significantemente (P > 0.05) a mudancas (aumento ou diminui¢do) na mortalidade de
larvas de R. microplus.

E sabido que a viruléncia de fungos artropodopatogénicos pode ser
consideravelmente reduzida apOs sucessivas passagens em meio artificial (i.e.,
KAWAKAMI, 1960; FARGUES; ROBERT, 1983). Atualmente ndo é sabido se essa
atenuacdo na viruléncia em resposta a multiplas passagens em meio artificial ocorre em
resposta a reducdo nos niveis de Prl em conidios. Os resultados do presente estudo véo,
contudo, de encontro com essa possibilidade. Experimentos para identificar outras
diferencas entre isolados atenuados e ndo atenuados sdo necessarios para um melhor
esclarecimento.

Embora fosse esperada uma relacdo entre a atividade enziméatica de Prl em
conidios e a viruléncia fangica, os resultados do presente estudo ndo confirmaram essa
hipdtese. Apesar dos niveis de Prl serem 9 a 10 vezes maiores em conidios produzidos
em carrapatos, a menor atividade enzimatica detectada foi suficiente para induzir os
mesmos niveis de mortalidade larval. Conclui-se que, sob as condi¢Bes testadas, a
viruléncia de M. anisopliae s.l. em carrapatos ndo esta diretamente relacionada aos niveis
conidiais de Prl.
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CAPITULO I

PERFIL PROTEICO DE OVOS PROVENIENTES DE FEMEAS DE
Rhipicephalus microplus EXPOSTAS A Metarhizium anisopliae s.1.
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RESUMO

A utilizacdo de fungos artropodopatogénicos para controlar carrapatos é considerada uma
escolha interessante uma vez que os fungos possuem boa capacidade de dispersdo,
capacidade de penetrar via cuticula, apresentando também especificidade para diferentes
artropodes, contribuindo assim para a preservacdo de organismos ndo-alvo. Elucidar
aspectos relacionados a capacidade de resposta dos carrapatos frente a infecgdo fungica é
fundamental para avancos no controle bioldgico. O presente capitulo objetivou analisar
alteracdes no perfil proteico da postura de fémeas do carrapato Rhipicephalus microplus
tratadas com fungos artropodopatogénicos através da identificacdo de proteinas
relacionados a resposta imune. Fémeas de R. microplus foram expostas ao fungo
Metarhizium anisopliae senso latu (s.l.) no primeiro dia apds o desprendimento do
hospedeiro bovino. O grupo controle foi formado por fémeas néo tratadas. A postura do
quinto dia foi analisada em gel de poliacrilamida bidimensional e os spots identificados
por espectrometria de massas (MALDI-TOF-TOF). Cinguenta e duas
proteinas/peptideos foram identificados nos ovos de R. microplus, dentre essas, quatro
inibidores de serino proteases (Serpinas) estdo possivelmente relacionados a uma resposta
adaptativa, ja que s6 foram identificados no gel de ovos do grupo de fémeas exposto ao
fungo. Com os resultados do presente estudo, sugere-se que a resposta imune de
carrapatos estende-se além do organismo da fémea, repercutindo no perfil proteico dos
ovos dessas fémeas. A presenca desses peptideos nos ovos pode ser importante para a
adaptacdo deste estagio evolutivo em um ambiente com a presenca de agentes
artropodopatogénicos.

Palavras-chave: ovos de carrapato, perfil proteico, Serpinas.
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ABSTRACT

The use of arthropodpathogenic fungi to control ticks could be characterized as an
interesting approach since these fungi have good dispersal ability, penetrate through host
cuticle and also present specificity for different arthropods, contributing to the
preservation of non-target organisms. Elucidate aspects about ticks imune response after
arthropodpathogenic fungal challenging is critical to reach improvements in biological
control. The present chapter aims to analyze changes in the protein profile of eggs from
Rhipicephalus microplus tick females exposed to Metahrizium through the identification
of proteins related to the immune response. Tick females were exposed to the fungus
Metarhizium anisopliae snso lato (s.l.) on the first day after detachment of bovine host.
Control group was formed by untreated females. Eggs from the fifth day of oviposition
were analyzed on polyacrylamide 2D gels and spots were identified by mass
spectrometryc (MALDI-TOF-TOF). Fifty two proteins were identified in R. microplus
eggs; four serine inhibitors proteases (Serines) are possibly related to an adaptive
response, since there were only identified in the gel of eggs from females exposed to
fungus. Accordingly, based on the results of the present study, the immune response of
ticks possibly extends beyond the body of the female, reflecting in the protein profile of
the eggs of these females. It is suggested that the presence of these proteins in eggs would
be extremely important for the adaptation of this evolutionary stage in an environment
with the presence of arthropodpathogenic agents.

Key-words: tick eggs, protein profile, Serpins
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1 INTRODUCAO

Muitos aspectos relacionados a infeccdo de fungos entomopatogénicos em
carrapatos ndo estdo completamente elucidados. Informacoes relacionadas ao processo de
infecgdo fangica e sua repercussdo na fisiologia da fémea, incluindo a maturacdo dos
odcitos, disponibilizacdo de nutrientes para o embrido, efeito na migracdo interna de
patdgenos (viz.: Babesia spp.) transmitidos pelo carrapato, e a expressao de proteinas e
peptideos antimicrobianos sdo exemplos de aspectos que precisam ser explorados para
que se possa compreender melhor os efeitos causados por fungos entomopatogénicos e a
capacidade do hospedeiro em responder a essa infeccdo, o que contribuiria para avanco
do controle de carrapatos.

A resposta imune dos artropodes, frente a infec¢des, pode ser dividida em celular
e humoral. A resposta celular esta relacionada aos processos de fagocitose, formacdo de
nodulos e encapsulamento. A resposta humoral, em carrapatos, esta relacionada
principalmente ao encapsulamento humoral, hemaglutinacdo, fatores de coagulacéo,
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, producdo de enzimas e peptideos
antimicrobianos (TAYLOR, 2006). Ao destacar a producdo de substancias
antimicrobianas, observa-se que estas sdo capazes de afetar um grande namero de micro-
organismos. Sabe-se ainda que fatores antimicrobianos podem ser naturalmente expressos
(resposta constitutiva) ou transcritos devido ao estimulo provocado por infeccéo (resposta
induzida) e, além disso, sdo traduzidos e/ou estdo presentes em diversos 6rgdos/estagios
dos carrapatos, incluindo ovarios e ovos.

Dentre as principais proteinas e peptideos com atividade antimicrobiana
encontrados em carrapatos destacam-se as lisozimas, cistatinas, defensinas, fragmentos
de hemoglobina e microplusinas. A microplusina ja foi descrita em diversos orgéos e
estagios de desenvolvimento de R. microplus. Fogaca e colaboradores (2004) identificou
este peptideo na hemolinfa de R. microplus e a expressao de seu gene foi reportada em
ovarios, corpo gorduroso e hemdcitos desse carrapato. Esteves e colaboradores (2009)
reportaram a presenca de microplusina no macerado e na superficie de ovos de R.
microplus. A microplusina tem atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas
e fungos (ESTEVES et al., 2009) e é expressa na forma de pre-peptideo com um peptideo
sinal composto de 20 aminoacidos (FOGACA et al., 2004).

Outra molécula considerada importante para a resposta imune de artropode sao os
inibidores da superfamilia das serinas [Serine protease inhibitors (Serpins)], também
chamados serpinas, que participam de uma variedade de funcdes fisiologicas em
diferentes organismos (GETTINS, 2002). Em mamiferos, as serpinas atuam na regulacéo
de importantes funcbes corporais: como na cascata de coagulacdo, fibrinolise, digestéo,
fertilizacdo, e respostas imunes (GETTINS et al., 1996). Em artropodes, juntamente com
0s peptideos antimicrobianos, sdo consideradas fatores intermediarios chave na resposta
imune (GORMAN; PASKEWITZ, 2001; ROXSTROM-LINDQUIST et al., 2004;
ANGELO et al. 2014). De acordo com o estudo feito por Roxstrom-Lindquist e
colaboradores (2004) as serpinas podem ser super-reguladas ou sub-reguladas
dependendo do tipo de patégeno que acomete o inseto. Neste estudo, as mesmas serpinas
super-reguladas em infeccBes causadas por bactérias, foram sub-reguladas na infeccéo
causada por Beauveria, e diferentes tipos de serpinas foram encontradas em infeccoes
provocadas pelos diferentes patogenos.
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N&o existem, entretanto, estudos relacionados as altera¢cdes no perfil protéico da
postura de fémeas de carrapato tratadas com fungos artropodopatogénicos. Sabe-se,
contudo, que a eclodibilidade das larvas de R. microplus ndo é prejudicada apds a
infeccdo de fémeas com determinados isolados de M. anisopliae s.l. (CAMARGO et al.
2012; PERINOTTO et al. 2012), sugerindo que este artropode dispde de mecanismos que
possibilitam a manutencdo de seus descendentes ap6s a infeccdo com este
artropodopatdgeno.

O presente capitulo objetivou destacar as alteraces no perfil proteico de ovos de
R. microplus com énfase na deteccdo de peptideos relacionados a resposta imune desse
carrapato frente a infeccdo pelo fungo artropodopatogénico M. anisopliae s.lI.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizac@o dos experimentos

O bioensaio foi realizado no Laboratério de controle microbiano de artrépodes de
importancia médico veterinaria (LCM), localizado na Estacdo Experimental para
Pesquisas Parasitologicas Wilhemn Otto Neitz (EEPPWON) da UFRRJ. A eletroforese
bidimensional foi realizada no Laboratorio de Microbiologia Molecular e Proteinas
(LaMMP) do Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica, na Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). As andlises protedmicas foram realizadas na Unidade
de Espectrometria de Massas e Protedmica (UEMP) do Instituto de Bioquimica Médica
(1IBgM), UFRJ e no Laboratorio de Toxinologia e Proteoma da FIOCRUZ.

2.2 Manutencéo da colbnia de Rhipicephalus microplus

A coldnia de R. microplus foi mantida na EEPPWON, UFRRJ. Dois bezerros
foram infestados com aproximadamente 6000 larvas provenientes de 0,3 g de ovos de R.
microplus. Vinte e um dias apds a infestacdo, as fémeas totalmente ingurgitadas foram
coletadas no chdo das baias. No LCM, foram lavadas em agua corrente, imersas em
solucéo de hipoclorito de sodio a 1%, para assepsia da cuticula, e secas em papel toalha
estéril. Parte das fémeas foi utilizada no bioensaio, enquanto a outra parte foi mantida em
camara climatizada, com as mesmas condi¢Ges de temperatura e umidade descritas
acima, para manutencdo da colonia.

2.3 Obtencao e manutencdo do isolado fungico

O fungo utilizado no experimento, M. anisopliae s.l. isolado CG 148 foi mantido
no LCM/UFRRJ. Este isolado foi cedido ao LCM pelo Departamento de Entomologia da
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ), USP, tendo sido isolado de
Deois flavopicta (Homoptera: Cercopidae) na cidade do Rio de Janeiro, RJ.

2.4 Preparo da suspensdo de Metarhizium anisopliae s.I.

O isolado CG 148 de M. anisopliae s.l. foi cultivado em meio BDA (HIMEDIA®
M 096 Potato Dextrose Agar) e incubado sob temperatura de 25 £ 1 °C e UR > 80%,
durante 15 dias.

Para o preparo das suspensfes, a superficie da placa de Petri com M. anisopliae
s.l. foi raspada com auxilio de um cabo e lamina de bisturi e 0s conidios suspensos em 20
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mL de agua destilada estéril e espalhante adesivo Tween 80 0,01%. A suspensdo foi
quantificada com auxilio da cdmara de Neubauer sob microscopio 6ptico, segundo Alves
(1998), e ajustada a concentragdo 1 x 10® conidios/mL.

2.5 Viabilidade dos conidios

Uma amostra de 10 pL da concentragdo de 1 x 108 conidios/mL foi diluida 10
vezes e aplicada sobre uma placa de Petri contendo meio de cultura BDA para avaliagio
da viabilidade dos conidios de M. anisopliae s.l. A placa foi incubadas a 25 + 1 °C e UR
> 80%. Apbs 24 horas, foi efetuada a contagem de conidios germinados, através da
visualizagdo direta ao microscopio. Trezentos conidios foram contados. Procedeu-se o
calculo de germinacéo, obtido através da divisdo do numero de conidios germinados pelo
total de conidios contados, e esse resultado foi multiplicado por 100 (ALVES, 1998).

2.6 Infeccéo das fémeas de Rhipicephalus microplus

Dois grupos (um tratado com M. anisopliae s.l. e um grupo controle), contendo 10
fémeas cada, foram utilizados para o bioensaio. Os grupos eram constituidos por fémeas
com pesos homogéneos. O tratamento consistiu na imersdo das fémeas na suspensdo
conidial ou em agua destilada estéril acrescida de Tween 80 0,01% (grupo controle) por
trés minutos. ApoOs o tratamento, as fémeas foram dispostas em placas de Petri e
acondicionadas em camaras climatizadas (27 £ 1°C e UR> 80%, escotofase) para
realizacdo da postura. No quinto dia de postura, ovos de cada grupo foram separados e
armazenados em tubos de microcentrifugacdo graduados (1,5 mL) e estocados a - 80°C.
A escolha do quinto dia de postura foi feita para que houvesse sincronizacdo entre o
processo de infeccdo fungica (que no carrapato € mais lento que na maioria das larvas de
inseto) e a producdo de ovos (que tem seu pico de producéo e viabilidade das larvas nos
primeiros dias de postura).

2.7 Re-isolamento fungico

Apo0s o termino da postura, amostras de fémeas tratadas e do grupo controle foram
incubadas em camara Umida e mantidas em temperatura e umidade controladas ja
descritas, para propiciar a exteriorizacdo fangica sobre a cuticula das fémeas. Apds sete
dias, as coldnias fungicas que cresceram sobre a cuticula dos cadaveres foram semeadas
em meio de cultura BDA acrescido de cloranfenicol (0,05%) e incubadas a 25 + 1°C e
UR 80% durante 15 dias para a identificacdo das caracteristicas macromorfolégicas do
fungo. Posteriormente, foi realizado o microcultivo entre lamina e laminula para a
identificacdo das caracteristicas micromorfologicas do fungo (TULLOCH, 1976). Ap6s
14 dias, foram confeccionadas laminas temporarias coradas em Lactofenol de Amman
com azul de algoddo (HAWKSWORTH, 1977) para identificacdo dos fungos.

2.8 Dosagem de proteinas dos ovos

Para realizacdo das analises, 0s ovos estocados a — 80°C foram descongelados a
temperatura ambiente e macerados. Cem miligramas da postura diaria de cada grupo foi
retirada e macerada, em gral e pistilo estéreis, com 100uL de solucdo de tampdo de lise
celular [0,6% de Trishydroxymethylaminomethane (TRIS): 0,2% de Acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA); 2% de Nonidet P-40; 1% de N-tosyl-L-lysine-
chloromethylketone (TLCK); e 1% de Phenylmethylsulphonyl fluoride (PSMF) (RAIA,
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2007)]. As amostras foram centrifugadas a 10.000 x ¢ para retirada do material
sedimentado.

O contetdo protéico do homogeneizado foi determinado pelo método de Lowry
(LOWRY et al, 1951), utilizando albumina sérica bovina como padrdo. Para
determinacdo da concentracdo de proteinas, misturou-se 10 uL de cada amostra (diluida
50 vezes ou 70 vezes para se obter uma média nas medidas) em 190 pL de agua destilada
com 1,0 mL de solucdo alcalina [98% de solugédo alcalina (2% de Na>COs e 10% de
NaOH a 1N); 1% de tartarato de sddio e potéssio a 2% (p/v); 1% de sulfato de cobre a
0,1% (p/v)] (preparada no momento do uso). Os tubos foram agitados e permaneceram
em repouso por 15 minutos, a temperatura ambiente e no escuro. Em seguida, foi
adicionado a mistura 200 uL do reativo de fenol Folin Ciocalteau (Merck®) diluido na
propor¢do de 1,5:0,5 com agua destilada (preparado no momento do uso). Agitou-se
cuidadosamente o tubo e deixou-se a mistura em repouso por 15 minutos em temperatura
ambiente e no escuro. A leitura das absorbancias foi realizada em 660 nm. As
concentracdes de proteina total foram determinadas utilizando uma curva padrdo de
albumina obtida nas mesmas condigdes do ensaio.

2.9 Eletroforese bidimensional

A isoeletrofocalizacdo (primeira etapa da eletroforese bidimensional) das
proteinas foi realizada no equipamento Protean® IEF Cell (Bio-rad®) em tiras IPG. A
faixa de pH utilizada foi a de pH 3 a 10 linear em tiras de 7 cm. Previamente a
isoeletrofocalizacao, as amostras contendo 100 ug de proteina total foram secas em um
concentrador e ressuspensas em 125 uL de solucdo de re-hidratacdo (uréia 8M, CHAPS
2%, anfolitos 0,2%, DTT 50 mM e azul de bromofenol 0,001%) (Bio-rad®). As amostras
foram aplicadas no suporte e em seguida a fita protetora das tiras foi removida. Apds, as
tiras foram cobertas com 1 mL de 6leo mineral (Bio-rad®) e a rehidratagdo realizada a 20
°C durante 12 horas.

Apos a isoeletrofocalizacdo, as tiras foram retiradas da cuba, o excesso de 0Oleo
mineral removido e a etapa de equilibrio iniciada. As tiras foram colocadas na placa de
incubacdo com o gel voltado para cima e imediatamente imersas em 1,5 mL do tampéo
de equilibrio I (6M de Uréia, 2% de SDS, 0,375M de Tris-HCI pH 8,8, 20% de Glicerol e
130mM de DTT) (Bio-rad®). A placa de incubagdo foi mantida sob agitagdo branda por
10 min. Em seguida, o excesso de tampdo foi removido e as tiras incubadas em tampéo
de equilibrio Il (Uréia a 6 M, 2% de SDS, 0,375M de Tris-HCI pH 8,8, 20% de Glicerol e
iodoacetamida a135 mM) (Bio-rad®) por 10 min, sob agitacio branda. O excesso de
tampao foi retirado e as tiras foram lavadas trés vezes em tampéo de corrida Tris-Glicina-
SDS 1x (Tris 24,7 mM; Glicina 192 mM, pH 8,3).

A segunda dimensdo foi conduzida na cuba Mini Protean Il (Bio-rad®). Cada tira
foi posicionada sobre um gel de separacdo (SDS-PAGE 15%, 10 cm x 8 cm), realizado
de acordo com Laemmli (1970). O padrdo de massa molecular (Bio-rad®) foi aplicado
em uma tira de papel filtro, posicionada na extremidade esquerda do gel. O espaco vazio
foi preenchido com 0,5% de agarose morna e apos a solidificacdo, a corrida foi iniciada
mantendo-se a voltagem constante (200 V). Terminada a corrida eletroforética, os géis
foram corados com solugdo de Coomassie coloidal overnight. O gel foi descorado com
agua destilada a temperatura ambiente. A digitalizacdo das imagens foi realizada em
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LabScan (versdo 3, Amersham Biosciences®), Labscanner Software e o scanner utilizado
foi Image Scanner (versdo 2, Amersham Pharmacia Biotech®, UK).

2.10 Digestéo com tripsina

Os spots foram excisados do gel de SDS-PAGE e transferidos separadamente para
microtubos de ensaio (1,5 mL). Para a descoloracdo dos spots, foram realizadas 3
lavagens (30 min cada) com 400 pL de solugdo de NH4CO3z a 25mM pH 8,8 em 50% de
acetonitrila. Os spots foram desidratados por 5 minutos com 200 pL de acetonitrila a
100% e secos em um liofilizador. Foram adicionados 30 puL de solugdo de rehidratagdo e
digestédo contendo NH4+CO3 50 mM e 15 pg de tripsina (Promega®), por 20 horas a 37
°C. Apos a digestdo por tripsina, os peptideos foram extraidos do gel pela adi¢do de 30
pL de solucdo contendo 4cido trifluoracetico 5% e acetonitrila a 50% por 30 min, com
agitacdo, e foram analisados por espectrometria de massas (MALDI-TOF-TOF).

2.11 Espectrometria de massas — MALDI-TOF-TOF

A solucéo de peptideos extraidos foi homogeneizada na proporgdo de 1:1 (v/v)
com a matriz de &cido a-ciano-4-hidroxicinamico (Aldrich, Milwaukee, WI) em
acetonitrila a 50% e acido trifluoracético a 0,1% em agua. Aliquotas de 8 puL da mistura
foram aplicadas sobre uma placa metalica e secas a temperatura ambiente antes da analise
no espectrometro de massas 5800 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
CA). O espectrometro de massas operou com um laser de granada de itrio e aluminio
(YAG), com uma taxa de repeticdo de 200-Hz. Os mapas de peptideos foram adquiridos
no modo refletivo utilizando-se, aproximadamente, 1600 tiros de laser para 0s espectros
no modo MS e 2400 tiros de laser para os espectros no modo MS/MS. O equipamento foi
previamente calibrado com peptideos de tripsina auto digeridos. Até oito dos mais
intensos sinais de ions, com relacdo sinal-ruido acima e 30, foram selecionados como
percursores para a aquisicdo de dados de MS/MS. A calibracdo externa no modo MS foi
feita usando a mistura de quatro peptideos: des-Argl-Bradicinina (m/z=904.468),
angiotensina | (m/z=1296.685), Glul-fibrinopepitideo B (m/z =1570.677), e hormdnio
adrenocorticotréfico (ACTH) (m/z =2465.199). Espectros do modo MS/MS foram
externamente calibrados utlizando-se as massas de ions fragmentados conhecidos
observados no espectro MS/MS da angiotensona I.

2.12 Identificacdo das proteinas

Os dados foram processados utilizando o software Data Explorer (Versdo 4.4
Applied Biosystems). As proteinas foram identificadas pela correlagdo da espectrometria
de massas em tandem com dados dos bancos NCBInr e MSDB, usando o programa
MASCOT (www.matrixscience.com). A primeira analise considerou a pesquisa no banco
de dados produzido pelo Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia — Entomologia
Molecular (INCT-EM). Uma auséncia de clivagem por peptideo e £ 0,1 Da de tolerancia
de massa de peptideo inicial foram permitidas. Cisteinas foram consideradas sendo
carbamidometiladas e a modificacdo variavel de metionina (oxidacao) foi permitida.

3 RESULTADOS
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3.1 Viabilidade dos conidios utilizados na infeccdo das fémeas

Conidios de M. anisopliae isolado CG 148 usados no tratamento de fémeas
adultas de R. microplus tiveram aproximadamente 99% de germinacdo apos incubagéo
por 24 horas a 25 °C £ 1°C e UR > 80%.

3.2 Confirmacéo da infeccdo de fémeas de Rhipicephalus microplus

A exterioriza¢do do fungo na cuticula das fémeas infectadas aconteceu no 14° da
apos o tratamento. O fungo foi caracterizado morfologicamente de acordo com Tulloch
(1976). As colonias do fungo isolado apresentaram caracteristicas morfol6gicas
consistentes com as caracteristicas descritas para fungos do complexo M. anisopliae.

3.3 Eletroforese bidimensional

O perfil proteico dos ovos de fémeas tratadas ou ndo com o fungo
entomopatogénico M. anisopliae s.l. pode ser observado na Figura 1. Foram encontrados
70 spots no gel do grupo controle e 67 spots no gel de ovos do grupo tratado.
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Figura 1. Gel bidimensional de proteinas dos ovos de fémeas de Rhipicephalus microplus expostas ou ndo ao fungo entomopatogénico Metarhizium
anisopliae senso latu (s.l.) usando tiras IPG (pH 3-10) e SDS-PAGE 15%. A: ovos do quinto dia de postura do grupo controle (fémeas ndo tratadas);
B: ovos do quinto dia de postura de fémeas tratadas com M. anisopliae s.l. Os circulos em cada gel representam os spots analisados por MALDI-

TOF-TOF.



3.4 ldentificacdo das proteinas

Vérias proteinas/peptideos foram identificadas nos ovos de R. microplus no
quinto dia de postura das fémeas (Tabelal). A tabela 1 foi subdividida em 3 partes. A
primeira parte representa as proteinas identificadas somente no gel do grupo controle; a
segunda parte representa as proteinas encontradas em ambos os géis, e a terceira parte
representa as proteinas identificados nos ovos de fémeas expostas ao fungo
artropodopatogénico.

Para facilitar a visualizacao geral dos resultados as proteinas identificadas foram
caracterizadas em trés grandes grupos relacionados a sua fungéo: o grupo estrutural, que
contem proteinas e peptideos relacionados a constituicdo e estruturacdo dos tecidos
envolvidos; o grupo metabdlico, que contem proteinas e peptideos relacionados a funcbes
como transporte, armazenamento e metabolizagdo energética, acdo enzimatica entre
outros; e o grupo imune, relacionado a resposta imuno-mediada. Um total de 52 proteinas
foram identificadas. Foram reportadas dez proteinas com funcdo estrutural, 34 com
funcdo metabdlica, sete proteinas que podem estar relacionadas a resposta imune (dentre
elas cinco Serpinas, que também podem ser relacionadas a atividades metabdlicas) e 2
ndo identificadas. A classificacdo dessas proteinas foi realizada usando o banco de dados
(ndo publicados) para proteinas e peptideos de R. microplus produzido pelo Instituto
Nacional de Ciéncia e Tecnologia — Entomologia Molecular (INCT-EM).

3.5 Proteinas possivelmente relacionadas a resposta imune em ovos de Rhipicephalus
microplus

Dentre as proteinas identificadas, seis (cinco serpinas e uma microplusina) estéo,
muito provavelmente, relacionadas com a resposta imune (constitutiva ou adaptativa)
deste artropode.

A serpina RmS-6 (TIRLONI et al.,, 2014) (numero de acesso KC990105 no
NCBI) foi identificada em spots de ambos 0s grupos (grupo controle e exposto ao fungo
entomopatogénico). Ja as serpinas RmS-18 (TIRLONI et al. 2014) (nGmero de acesso
KC990117 no NCBI), Riphi2011-552, Rhipi2011-554, e Rhipi2011-693 (identificagdo
ndo publicada produzida INCT-EM usando a plataforma Illumina/Solexa), s6 foram
identificadas no gel dos ovos provenientes de fémeas expostas a M. anisopliae s.I. Os
spots 127 e 128 (Figura 1B) merecem destaque pois sua presenca somente pode ser
visualizada no gel de ovos do grupo tratado. A serpina RmS-18 foi identificada nesses
spots (Tabela 1). Esta serpina (RmS-18) também foi identificada nos spots 115, 116, 120
e 122 (Figura 1).

Além das serpinas, uma microplusina [Rhipi2011-941 (identificacdo ndao
publicada produzida pelo INCT-EM usando a plataforma Illumina/Solexa) foi
identificada na postura do grupo controle, mas ndo nos ovos do grupo tratado.



Tabela 1. Identificacdo das proteinas encontrados nos géis bidimencionais de ovos de Rhipicephalus microplus apds exposicdo das fémeas a suspensdo aquosa de
Tween a 0,01% (grupo controle) ou suspensdo fungica de Metarhizium anisopliae s.1.

Proteinas identificados nos ovos provenientes de fémeas ndo expostas ao fungo

Massa cover
Spot Proteina Funcao molecular Score Peptideos
(%)
(Da)
Rhipi2011-11024 Germ-line stem cell division
7 protein Hiwi-Piwi; negative developmental Metabolica 43103 20 R.ETEMLMAVFPNNR.K 3
regulator
Rhipi2011-7041 smooth muscle myosin heavy
13, 30, 31 chain 11 isoform SM1-like, isoform CRA a Estrutural 21781 31 K.DEIDALR.H 3
21 Rhipi2011-12247 C2H2-type Zn-finger protein Metabolica 29983 34 K.IISSASNLR.Q 3
33 Rhipi2011-1266 Adaptor complexes medium Metabélica 50138 24 K.VSTLDDPTR.S 2
subunit family
8 Rhipi2011-13656 Nucleoside transporter Metabolica 27751 27 YFVYLEQR.T 3
58.59 Rhipi2011-2277 Fibrillins Estrutural 49214 43 K.ASDPASLHR.E 2
27 Rhipi2011-4893 Transcription initiation factor I1F Metabolica 40442 28 K.GVEDEDALR.A 2
33 Rh|p|_2011—659 secreted salivary gland peptide, Metabélica 15582 34 R.GGASGHNQGSGSFAGGSSNR. 12
putative N
63C Rhipi2011-941 Antimicrobial peptide microplusin Imune 13299 64 KAWLMLR.N 12

R.REFWEIAK.K




Tabela 1: continuacéo

Rm-160808 hypothetical protein

20 IScW_ISCW024663 Metabolica 28903 24 R.QSCGRYR.G 2
43 Rm-170142 Hypothetical secreted protein Metabolica 11088 25  R.KEVICDIVFSQR.K 13
precursor
55, 56 Rm-46808 Hypothetical secreted protein precursor Metabdlica 7144 31 K.RANGVVADR.R 14
Rm-6576 multiple coagulation factor deficiency 2 -
23, 27 Carb.oxyl'c acid maabo"c.process - Vesicle- _ Metabdlica 17455 28  K.WDATELIR.D 5
mediated transport - protein transport - Golgi
apparatus
34 Rm-85568 Hypothetical secreted protein precursor Metabélica 14604 29 R.FHITWVIPQDKVR.Q 10
- signalP detected
Rm-9067 Conserved plasma membrane protein - 2
68C predicted membrane helices - Membrane anchor Estrutural 14568 27 R.NVLSDFNMSCDDGGR.L 11

detected
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Tabela 1: continuacéo

5, 16, 17,18, 20,
35, 36, 40, 41, 52,
53,58, 71,72, 75,

64T, 65T, 67T,

70T, 81, 81, 97,
99, 100, 101, 102,
105, 106 121, 129

Proteinas identificadas nos ovos de fémeas expostas ou ndo ao fungo

Rm-12079 vitellogenin-2 precursor

Metabolica

217977

455

R.AHYPTVR.Q

R.VVLELPR.E

K.GNNTVLPR.S
K.WVHPVSAR.Y
R.SLFYGLEFTK.G

K. TPVYEELFEK.A
K.NDVGDSFLTVR.Y
K.VDSDLYDDVVSR.I
R.RSEYEDDSYYSK.R
K.SAKPSPFTTYATR.K

K. ATHATGEEVYGYLK.V
K.LLPTVTGYPVALTTR.Y
R.HAVDEPEFYVLYEQR.S
K.YLGVGVEVTGLTSEPR.K
K.ATGFLPPVLEHHEVLNK.V
K.VVTIEAPVDLPEPVVNLYR.G
R.SVALSLLLLTQPTEPVLAR.V
R.ALRPTVAYDMTTQAVGLAR.
K
K.HAAVTQAVLVQPVLQAVYF
DKDEDYELR.S

18
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Tabela 1: continuacéo

R.HEYPTR.H
K.LYQQPSER.M
K.HLLPYESVER.L
K.YEHNLDFLAK.T
K.FVEYLTHTATK.Q
K.QQVLSLYDATR.L

33;94’43;’7327’7348' K.YPTHHEYPTR.H
L K.VSSSGPVTTHLVR.V
64T, 65T, 66T, R.HEYPTHHEYPTR.H
67T, 68T, 76, 77, Rm-2788 vitellogenin Metabdlica 202423 544 ' ' 15
83 84 104. 107 K.YLVPNLVLSGLDR.L
1'08 '109 ;L10 ' K.KPLGYESSYPTHR.E
111 1'12 1'15 1'21 R.GVFVHLDALNVGPR.Y
' ' ' K.FLAEVFSTYGPSTLR.S
K.HDFAVVAQPLDLTVGTK.K
K.TDVNPYVTVAHGELLLPGEK.
V
K.VYTPTKPLAYDESQETPYER.
M
3, 66, 104, 106, .. . R.EYPTHR.R
107, 109, 121 Rhipi2011-663 Amelogenins Estrutural 21837 104 K KPLGYESSYPTHR.E 10
13, éé 2759 é% 30, Rhipi2011-11634 cytochrome c oxidase subunit Va Metabdlica 17666 28 K.DIDGWEIR.K 5
29, 95 Rhipi2011-2738 SERine Proteinase INhibitors Metabdlica 44979 204 K.VLELPYR.D 14
(Serpins) (ou RmS-6, TIRLONI et al. 2014) /Imune R.EAFALQNNR.L

R.LYVSDVLQR.A
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Tabela 1. continuacéo

K.LFHEPLETNTR.L
R.AVVEVNEEGTEAAAVTGVIG
VNR.I

5,7,8,9, 10, 58,
59, 73, 99, 103,
108, 110, 123, 124

Rhipi2011-519 Predicted splicing factor, SR
protein superfamily

Metabdlica

66216

193

K.ESTHVLLR.H
K.VDSDLYDDVVSR.I
R.HAVDEPEFYVLYEQR.S

20, 43, 75, 101,
102

Rhipi2011-581 WASP-interacting protein VRP1-
WIP, contains WH2 domain

Estrutural

115842

687

R.AHYPTVR.Q
K.ESTHVLLR.H
KWVHPVSAR.Y
K.SAKPSPFTTYATR.K
K.AVYGHFVYGTSFK.T
K.LLPTVTGYPVALTTR.Y
R.HAVDEPEFYVLYEQR.S
K.YLGVGVEVTGLTSEPR.K
R.KLLPTVTGYPVALTTR.Y
K. TMTYTTPAFFFTATQR.S
K.ATGFLPPVLEHHEVLNK.V
R.ALRPTVAYDMTTQAVGLAR.
K

46, 47,72, 85

Rhipi2011-653 RNA polymerase I, large subunit

Metabolica

96264

126

K.LYQQPSER.M
K.YLVPNLVLSGLDR.L

2,110

Rhipi2011-664 Amelogenins

Estrutural

21394

82

R.HEYPTR.H
K.YPTHHEYPTR.H

13, 25,79

Rm-17546 Tnf receptor-associated factor

Estrutural

33942

39

KVQEMVSLLR.A
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Tabela 1. continuacéo

13, 21, 23, 27, 31,

Rm-18332 mitochondrial electron transport NADH

3289, 90 to ubiguinone - NADH Metabdlica 14672 39 R.SMERDAILR.R 7
55, 56,119,122  Rm-47249 cuticular protein 21 - signalP detected Extrutural 46462 181 R.LMSVLVGPEDVVSR.S 3
1 . .
> 51&;’353’2 406’ Rm-5009 hypothetical protein 31709 30 K.FCEKQDDVWR.L 3
13, 21, 22, 23, 25, R.RVYTIFK.T
26, 27, 30, 31, 32, K. TGIFLWDK.Q
78,79, 80, 83,84, Rm-849 yolk cathepsin - signalP detected Metabdlica 42147 201 K.QLAFAYTRPIVY. 12
86, 87, 88, 89, 90, K.SHYEGELTYTQSATDEWLIR.
96 L
Proteinas identificadas somente nos ovos de fémeas expostas ao fungo
, . . R.EECGVPR.D
67 Rm-78205 5' nucleotidase Metabdlica 51995 28 R.YEPLEDAR.Q 3
113, 117 Rhipi2011-1350 Cathepsin_D_like Metabolica 20253 97 K.ATPGGEIYFGGINSNR.Y 8
K.ISFTIGGR.E
113,114,116 Rhipi2011-1351 Eukaryotic aspartyl protease Metabolica 41797 187 R.ATEEPSGDWR.V 9
K.ATPGGEIYFGGINSNR.Y
111,115,116 Rhipi2011-16017 Predicted metalloendopeptidase Metabolica 32928 31 R.KMGLYPAVALR.C 3
112 Rhipi2011-16535 keratinocyte transglutaminase, Metabélica 28626 23 R.LAVTCTNQSKTPR.K 5

putative
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Tabela 1. continuacéo

115.116 Rhipi2011-1890 Predicted E3 ubiquitin ligase Metabdlica 40715 29 R.QLYDENIALR.S
119 Rhipi2011-2165 actin Estrutural 42166 97 K.SYELPDGQVITIGNER.F
112 Rhipi2011-2841 glycine decarboxylase Metabolica 47593 26 K.KATGVEAMDIAK.R
- . Metabolica K.FLPSATVR.I
99, 100 Rhipi2011-460 Beta-glucocerebrosidase 63108 107 R.FLOEYGNHGIR.F
- R.IFFYNTLTK.T
. . . . . Metabolica
120 Rhipi2011-552 serine proteinase inhibitor, putative imune 81094 104 R.GNANNFETLR.Q
R.AHAILWAYDPK.V
- . . L Metabdlica K.KVFGVVPR.A
94 Rhipi2011-554 serine proteinase inhibitor imune 59165 92 R EEYNTLTK.T
Rhipi2011-693 Kunitz-type serine protease Metabolica R.WWFNVK.T
125 inhibitor 6 /Imune 48230 o7 R.IFFYNTETK.K
113, 114, 116, 117 Rhipi2011-722 Eukaryotic aspartyl protease Metabolica 40817 111 K.SFPLQGEAYTIR.I
Rhipi2011-7710 Breast carcinoma amplified .
125 sequence 2 (BCAS2) Metabdlica 30156 33 K. TTQTEAGEKLK.H
113 Rhipi2011-9690 Nuclear envelope protein lamin, Estrutural 28794 33 R LASYLDKVR A

intermediate filament superfamily
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Tabela 1. continuacéo

77, 81, 103, 104,

109, 110, 111, . . .
114, 115, 116, Zr:';i?gi; 'ﬁiig’;\?fﬁ’; 2014) Mfltﬁzcr’]tca 31077 30  KTVALSLPRF 2
120, 121, 122, ! '
125, 127, 128, 129
Metabolica
120 Rm-16098 tick_Kunitz_110 17501 34  RFFYNTETKK 5
/Imune
71 Rm-164507 Hypothetical secreted protein Metabélica 5810 21 K.SNLILQGQALLVSLLVPSR R 38
precursor
Rm-33359 hypothetical protein .
111,115,116 | S cwop 732 Metabélica 14266 37  KKLTAMESVALRR 9
128 Rm-3924 intracellular - transport - transporter - Metabélica 36121 24 K.FDVDGALQTIR.N 3
vitamin E binding - retinal binding
88 Rm-45869 Hypothetical secreted protein precursor Metabolica 6977 20 R.SHMGHYMRGGR.T 19
78 ;gﬁ?z?? Protein tyrosine kinase st KOG |0 Metaholica 12686 26 MHASKLSR.L 7
116, 120, 127 Rm-9305 Unknown product 14705 22 R.QEQSTSPFLNNDSATR.L 12
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4 DISCUSSAO

Em insetos, alguns representantes da classe das serino-peptidases e serpinas (ou
inibidores de serino peptidases), potencialmente envolvidos com a ativacdo do sistema imune
de flebotomineos, foram identificados (PITALUGA et al., 2009). Esta cascata proteolitica é
responsavel pela ativacdo das vias enddgenas de sinalizacdo imunoldgica caracterizando-se
uma resposta fundamental no processo de defesa dos insetos. As serpinas também podem ser
encontradas em diversos tecidos e estagios de desenvolvimento do carrapato dos bovinos
(TIRLONI et al., 2014; TIRLONI, 2012), o que sugere sua participagdo na modula¢do das
respostas do hospedeiro bovino, bem como traduz sua importancia nos processos fisiologicos
e patoldgicos do proprio carrapato, incluindo resposta a infec¢des causadas por micro-
organismos.

Angelo et al. 2014 analisaram hemdcitos de R. microplus infectados com fungos
entomopatogénicos e sugeriram reducdo nos niveis de expressdo de serpinas nessas celulas
em decorréncia da infecgdo fungica. O mesmo ndo aconteceu quando fémeas de R. microplus
foram inoculadas com um fungo ndo artropodopatogénico (Fusarium oxysporum).
Contrariamente, quando somente o plasma da hemolinfa de fémeas infectadas foi analisado
(ANGELO, 2011) houve deteccdo de determinadas serpinas (ndo identificadas no grupo
controle), sugerindo a expressdo de determinados genes em resposta a infeccdo. Dessa
maneira, a regulacdo das serpinas (tanto supra-regulacdo, quanto sub-regulacdo) pode
acontecer ao mesmo tempo em diferentes tecidos do carrapato.

No presente capitulo reportou-se a presenca de serpinas nos ovos de R. microplus.
Quatro serpinas foram identificadas nos ovos das fémeas no quinto dia de postura. Parte delas
s0 foram identificadas nos ovos de fémeas expostas a M. anisopliae s.l., sugerindo uma
resposta adaptativa dessas fémeas que repercutiu diretamente no perfil proteico dos ovos das
mesmas. Por exemplo, os spots 127 e 128 ndo aparecem no gel do grupo controle (Figura 1) e
a serpina RmS-18 foi identificada nesses spots, evidenciando a producéo de novas proteinas
possivelmente em resposta a infeccdo fungica. Apesar dos spots 125 e 94 (onde as serpinas
Rhipi2011-693 e Rhipi2011-554 foram identificadas — Tabela 1) possuirem spots homdlogos
no gel do grupo controle (Figura 1) ndo foi possivel identificar serpinas nos spots do grupo
controle.

Estudos realizados no LCM da UFRRJ mostraram que a eclosdo de larvas
provenientes de ovos de fémeas tratadas com suspensdes de Metarhizium spp. € relativamente
elevada (CAMARGO et al. 2012; PERINOTTO et al. 2012). Ou seja, quando o fungo néo é
virulento o bastante para matar a fémeas de carrapato em poucos dias e as mesmas conseguem
ovipor, esses ovos sdo capazes de gerar larvas infestantes. Dessa maneira, o objetivo do
presente capitulo foi investigar os possiveis mecanismos que possibilitam essa ecloséo larval
através da analise do perfil proteico dos ovos de fémeas tratadas comparando-o com o perfil
proteico de ovos de fémeas ndo expostas ao fungo.

Os resultados do presente capitulo sugerem que o carrapato tem a capacidade de
responder a infeccdo fungica, através da ativacdo de genes que resultardo na traducdo de
determinadas proteinas (como as Serpinas encontradas somente no grupo tratado). Além disso
a hipotese de que o fungo entomopatogénico também pode influenciar na resposta imune e
modular processos fisiologicos do artropode é reforcada pela auséncia do peptideo
antimicrobiano microplusina no macerado de ovos do grupo tratado, peptideos este que pode
ser identificado no macerado de ovos do grupo controle (Tabela 1).

Apesar da vulnerabilidade de ovos de carrapatos a patogenos, devido a sua
imobilidade, estudos relacionados a resposta imune deste artrépode estdo focados
principalmente nos estagios de ninfa e adulto (TAYLOR, 2006; SONENSHINE; HYNES,
2008; ANGELO et al., 2010). Alguns estudos, entretanto, reportam atividade antimicrobiana
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na superficie e no macerado de ovos de carrapatos. Estudos realizados com o argasideo
Ornithodorus moubata, (NAKAJIMA et al.,, 2002) e com o carrapato do gado africano,
Amblyomma hebraeum (ARRIETA et al, 2006), também demonstraram atividade
antimicrobiana na postura. Ja Esteves e colaboradores (2009) reportaram atividade
antimicrobiana do macerado e superficie de ovos de R. microplus contra C. albicans,
identificando o peptideo responsavel pela inibi¢do, a microplusina. Estes autores analisaram a
expressao do gene da microplusina e reportaram que os maiores niveis de transcricdo de RNA
aconteceram em dois momentos: logo antes do inicio da postura (3 dias ap6s a queda do
carrapato do hospedeiro) e logo antes do inicio da ecloséo das larvas (com inicio de aumento
nove dias apds o inicio da oviposicdo). Ainda segundo Esteves e colaboradores (2009), o
periodo entre esses dias foi marcado por uma dréstica reducdo nos niveis de transcricdo do
gene da microplusina. No presente estudo, entretanto, houve deteccdo deste peptidio, no
quinto dia ap6s o inicio da postura. Sugere-se que a variacdo na cepa da coldnia de carrapatos
[a cepa utilizada por Esteves e colaboradores (2009) ndo foi a mesma utilizada no presente
estudo] pode ser uma possivel explicacdo para a manutengdo nos niveis de expressdo desse
peptideo.

A determinacédo das diferencas no perfil proteico dos ovos de femeas tratadas com M.
anisopliae s.l., enfocando proteinas que podem estar relacionadas a resposta imune do
carrapato, auxilia no melhor entendimento da capacidade do hospedeiro (neste caso o
carrapato) em responder a infec¢do fungica. A partir do presente estudo, observou-se que a
resposta imune pode estender-se além do organismo da fémea, repercutindo no perfil proteico
dos ovos dessas femeas.
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CAPITULO IV

COLONIZACAO ENDOFIFICA DE ISOLADOS DE Metarhizium spp. EM
Vigna unguiculata E Cucumis sativus
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RESUMO

O sucesso na utilizacdo classica de fungos entomopatogénicos no controle bioldgico de
artropodes depende de diversos fatores, principalmente os fatores abi6ticos como alta
incidéncia de raios solares, altas temperaturas e baixa umidade. Associacfes endofiticas de
outros fungos entomopatogénicos, que ndo Metarhizium spp., vem sendo reportadas como
uma alternativa promissora a utilizacdo classica desses fungos objetivando o controle de
insetos praga. No presente estudo foram reportadas, pela primeira vez, associacdes endofiticas
entre Metarhizium robertsii e Metarhizium acridum em feijées cowpea (Vigna unguiculata) e
pepino (Cucumis sativus). Destruxinas A, B, e E foram detectadas em feijoes cowpea
colonizados por M. robertsii ARSEF 2575 12 dias ap6s a inoculagdo do fungo em sementes.
Destruxinas ndo foram detectadas em pepino. A germinagdo de fungos entomopatogénicos
apos aplicacdo folear em feijoes cowpea também foi analisada por microscopia eletronica e
microscopia Optica de fluorescéncia. Foi observada a formacdo de apressorio pelo isolado
ARSEF 1095 de Metarhizium brunneum 72 horas ap6s aplicacdo folear. Este é o primeiro
exemplo de a) deteccdo de destruxinas em plantas endofiticamente colonizadas por M.
robertsii isolado ARSEF 2575; e b) re-isolamento fungico apos inoculagdo em sementes e
aplicacdo folear em V. unguiculata; Esta descoberta tem implicacfes positivas para novas
abordagens e avangos no controle biologico a base de fungos entomopatogénicos de
artropodes pragas.

Palavras-chave: fungos endofiticos, plantas, destruxinas.
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ABSTRACT

Successful biological control of arthropods using entomopathogenic fungi depends on several
factors, mainly abiotic ones such as high incidence of sunlight, high temperatures and low
humidity. Endophytic associations of entomopathogenic fungi, but Metarhizium spp., have
been reported as a promising alternative to the classical use of these fungi to control insect
pests. The present study reported for the first time endophytic associations between
Metarhizium robertsii and Metarhizium acridum in cowpea beans (Vigna unguiculata) and
cucumber (Cucumis sativus). Destruxins A, B, and E were detected in cowpea beans
colonized by M. robertsii ARSEF 2575 12 days after fungal inoculation in the seeds.
Destruxins were not detected in cucumber. Germination of entomopathogenic fungi after
foliar application was also analyzed by electron scanning microscopy and optical fluorescence
microscopy. Appressorium formation by Metarhizium brunneum ARSEF 1095 was observed
72 hours after foliar application. This is the first report of a) destruxins detection in
endophytic M. robertsii ARSEF 2575-colonized plants; and b) re-isolation after exposure of
fungus to V. unguiculata seeds and foliar application on cowpea beans; These findings have
positive implications for new approaches and advances in the biological control of arthropod
pests using entomopathogenic fungi.

Key-words: endophytic fungi, plants, destruxins.
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1 INTRODUCAO

O controle cléssico de insetos praga utilizando fungos entomopatogénicos se da pela
aplicacdo direta do fungo (na maioria das vezes conidios formulados) nas plantacbes onde as
pragas se desenvolvem. O sucesso da aplicacdo direta do produto na lavoura, com o objetivo
atingir o inseto com consequente desenvolvimento e multiplicacdo do fungo no artrépode
causando a sua morte, encontra uma série de entraves. Dentre eles diversos fatores abioticos
(i.e.: baixa umidade, alta incidéncia de raios solares, chuvas, e altas temperaturas) com efeitos
negativos no desenvolvimento do fungo entomopatogénico.

O fungo entomopatogénico Beauveria bassiana também é conhecido por sua
capacidade endofitica e pode ser encontrado colonizando naturalmente plantas (VEGA et al.
2008). Este fungo também tem sido isolado de diversas culturas agricolas como banana,
feijdo, cafe, milho, algodéao, tomate e trigo apds inoculacao artificial (GURULINGAPPA et
al., 2010). Num estudo feito em 1991, Bing e Lews (1991) reportaram que o tunelamento em
plantas de milho, causado por larvas Ostrina nubilalis (a broca Européia do milho), foi
reduzido quando as plantas foram endofiticamente colonizada por B. bassiana. Embora, a
esmagadora maioria dos trabalhos sobre fungos entomopatogénicos e insetos discutam a
reducdo dos danos causados por insetos através da morte desses artropodes em decorréncia de
infeccdo fungica direto por conidios, Vega e colaboradores (2008) sugeriram que essa
supressdo de danos causados por insetos em resposta a colonizagdo de B. bassiana na planta
poderia ser o resultado de inibicdo alimentar, ou efeito fagodepressivo. Tal efeito estaria
relacionado com a producdo de metabdlitos secundarios. Mais recentemente, Gurulingappa e
colaboradores (2010) estudaram o efeito de fungos com capacidade endofitica (B. bassiana,
Lecanicilium lecanii e Aspergillus parasitucus) sobre a reproducéo e o crescimento de Aphis
gossypii (pulgdo do algodoeiro) e Chortoicetes terminifera (gafanhoto). Eles relataram que a
presenca desses endofitos reduziu significativamente a reproducdo do pulgdo e taxa de
crescimento de gafanhotos; entretanto nao foi observada mortalidade direta dos insetos.

Desde 1961, quando Kodaira caracterizou pela primeira vez as destruxinas
(metabdlitos secundérios produzidos por Metarhizium spp.), estes compostos foram
classificados como moléculas com atividade inseticida. Algumas das propriedades mais
interessantes das destruxinas, que hoje possuem aproximadamente 39 analogos descritos
(LIU; TZANG, 2012), sdo o efeito fagodepressivo, toxicidade por contato e efeito repelente
(AMIRI et al., 1999). Amiri e colaboradores (1999) reportaram que quando destruxinas foram
aplicadas sobre discos de folha de couve houve reducdo significativa da alimentacdo das
larvas Plutella xylostella (um espécie de traca) e Phaedon cochleariae (uma espécie de
besouro). Esses autores também mostraram o efeito tdxico das destruxinas quando em contato
com esses insetos. Além desses autores, Thomsen e colaboradores (1996) mostraram que
larvas Agrotis segetum (lagarta-rosca) foram repelidas por destruxinas adicionadas em sua
dieta alimentar.

Até o presente momento, ndo se sabe profundamente sobre a capacidade endofitica de
Metarhizium spp. Estudos que relatam o desenvolvimento de Metarhizium robertsii na
rizosfera de plantas e no interior de raizes destacando o papel benéfico que o fungo tem em
relacdo ao desenvolvimento da planta, além da descoberta da participacdo de Metarhizium
anisopliae na translocacdo de nitrogénio do inseto infectado para a planta, foram publicados
recentemente (ST LEGER 2008; WYREBEK et al., 2011; BEHIE et al.,, 2012; SASAN;
BIDOCHKA 2012). Akutse e colaboradores (2013) ndo obtiveram sucesso no re-isolamento
de M. anisopliae em Vicia faba (fava) e Phaseolus vulgaris (feijdo -comum).

O presente capitulo objetivou estabelecer, pela primeira vez, a colonizagdo endofitica
de espécies de Metarhizium em Vigna unguiculata (feijao fradinho) e Cucumis sativus
(pepino) através de inoculacdo em sementes além de verificar a producdo dos metabolitos
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secundarios destruxina A, B, e E em feijdo e pepino ap6s inoculagdo do fungo em sementes; e
determinar se ha germinagao e penetracdo de Metarhizium brunneum apds aplicacéo folear.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e periodo de execucdo dos experimentos

Os experimentos com sementes de feijdo e pepino foram realizados na Utah State
University, Departamento de Biologia, Logan, UT, EUA, no laboratério do Dr. Donald W.
Roberts. A detecgdo de destruxinas foi realizada no Poisonous Plant Research Laboratory,
Servico de Pesquisa Agricola, USDA, Logan, Utah. O periodo de realizagdo destes
experimentos se deu entre 0os meses de Fevereiro a Julho de 2013.

Os experimentos de inoculacdo de folhas de feijdo foram realizados no Laboratério de
Controle Microbiano de Artrépodes de Importancia Veterinaria (UFRRJ) e no Laboratério de
Patologia de Invertebrados (UFG). Os experimentos de microscopia de varredura foram
realizados no Laboratorio Multiusuério de Microscopia de Alta Resolucéo (LabMic), na UFG.
Os experimentos com microscopia de fluorescéncia foram executados no Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Arroz e Feijdo, Goiés. Estes experimentos foram realizados de
Marco a Maio de 2014.

2.2 Isolados fangicos utilizados

Os isolados de M. robertsii (ARSEF 2575), M. brunneum (ARSEF 1095), isolado
comercial também conhecido como F52, e o isolado de Metarhizium acridum (ARSEF 324)
foram obtidos da Agriculture Research Service Collection of Entomopathogenic Fungi
(ARSEF), Laboratorio de Plantas, Solo e Nutricdo (Ithaca, NY, EUA).

2.3 Experimentos de inoculagdo fungica em sementes de Vigna unguiculata e Cucumis
sativus

2.3.1 Inoculacdo dos fungos entomopatogénicos Metarhizium robertsii e Metarhizium
acridum em sementes de feijoes e pepinos

Sementes de feijdo tipo cowpea ou fradinho (V. unguiculata) (sementes organicas
Shangri-la Health Foods, Lofan, UT, EUA) e pepino (C. sativus) (sementes organicas Straight
Eight, Snow Seeds, Salinas, CA, EUA) foram pesadas individualmente e somente as que
pesavam entre 0.2500g e 0.2599¢ (feijdo), e 0.0240 e 0.0249¢g (pepino) foram utilizadas. As
sementes foram esterilizadas superficialmente: imersdo em etanol 95% por 2 minutos,
rinsadas em agua destilada estéril, seguido por imersdo em peroxido de hidrogénio a 30% por
1 minuto e imersas 3 vezes em agua destilada estéril (PAVA-RIPOL et al., 2011). Apos
esterilizacdo superficial, as sementes foram submetidas a uma temperatura de 4°C overnight
para sincronizacdo da germinacéo.

Apobs sincronizagdo, 13 sementes foram imersas em suspensdo fingica (1 x 10°
conidios/mL) de M. robertsii ARSEF 2575 ou de M. acridum ARSEF 324 por 1 hora
(SASAN; BIDOCHKA, 2012), isolados com diferentes perfis de producédo de destruxina in
vitro. A viabilidade das suspensdes fungicas foi verificada em meio BDAL apds 18 h de
cultivo. As sementes do grupo controle foram imersas em solucdo de Tween 80 a 0,01% por 1
hora. Apds imersdo em suspensdo fungica ou &gua, as sementes foram alocadas
individualmente em placas de Petri (polipropileno, 90 x 15 mm, Fisherbrand®) com papel
filtro umedecido com agua destilada estéril a cada dois dias. As placas foram incubadas em
camara climatizada a 25°C com fotoperiodo (16h luz/8h escotofase).

2.3.2 Re-isolamento flingico
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Apos 12 dias de crescimento (Figura 1), a auséncia ou presenca fangica (M. robertsii
ou M. acridum) em plantas, foi confirmada pela cultura de partes das plantas (raizes, caules e
folhas) em meio artificial batata dextrose agar (BDA) acrescido de cloranfenicol a 0,05% ap6s
esterilizacdo superficial. A esterilizacdo superficial das folhas, caules e raizes foi feita pela
imersdo em hipoclorito de sodio a 0.5% por 2 minutos, seguida de imersdo em etanol a 70%
por 2 minutos. As partes das plantas foram entdo rinsadas em agua destilada estéril 3 vezes. A
parte externa das folhas foram dissecadas e descartadas (PARSA et al., 2013). As partes
restantes foram cortadas e cultivadas em BDA suplementado com cloranfenicol a 0,05%.
Cinguenta microlitros da agua presente nas placas onde as partes das plantas foram rinsadas
foram inoculadas em meio BDA para verificacdo da eficacia da esterilizacdo superficial.

Um minimo de cinco placas contendo folhas, caules ou raizes dos grupos expostos ao
isolado de M. robertsii, M. acridum, ou plantas ndo infectadas, foram incubadas em
escotofase a 28°C. As placas foram examinadas diariamente durante 14 dias e fungos
crescidos dos tecidos das plantas foram transferidos e caracterizados morfologicamente de
acordo com Tulloch (1976). Os experimentos foram realizados trés vezes.

Figura 1. Estagio e condi¢cdes de desenvolvimento de (A) Vigna
uniguiculata e (B) Cucumis sativus em laboratério ap6s 12 dias de
crescimento.

2.3.3 Deteccao de destruxinas in planta apos inoculacdo de Metarhizium spp.

Apds 12 dias de crescimento em placas de Petri e papel filtro umedecido, 10 plantas
de cada tratamento foram congeladas utilizando nitrogénio liquido e trituradas em gral e
pistilo. PadrGes puros de destruxinas (A, B e E) foram adicionados ao grupo controle
(controle positivo) para verificar a acurdcia da extracdo. Cinco mL de metanol foram
adicionados as plantas trituradas seguido por 15 mL de agua ultra pura. As suspensdes das
plantas foram filtradas. O filtrado de todos os grupos experimentais (plantas infectadas com
M. robertsii ARSEF 2575, M. acridum ARSEF 324, plantas ndo infectadas -controle
negativo-, e plantas ndo infectadas com padrdes adicionados -controle positivo-) foi pré-
purificado utilizando cartuchos de extracdo SPE-C18 (Fisher Scientific®). Os cartuchos foram
condicionados com 3 mL de metanol (100%), seguido pelo mesmo volume de agua ultra-pura.
Cinco mL do sobrenadante foram utilizados em cada cartucho. Apds carregados, os cartuchos
foram rinsados com 10 mL de &gua ultra-pura e eluidos com 5 mL de metanol (DONZELLI et
al., 2012). Apos a pré-purificacdo, as amostras foram analisadas por espectrometria de
massas.
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O sistema de espectrometria de massas (LCQ Advantage Max mass spectrometer)
(Thermo Electron® Corp., San Jose, CA, EUA) estava acoplado a um sistema de HPLC e
consistia numa coluna C18 Betasil em fase reversa (100 x 2.1 mm, Thermo Fisher) e uma
coluna de guarda de mesma fase, acoplada a um Surveyor MS Pump Plus, um injetor
automatico Surveyor Auto Sampler Plus e um detector de UV PDA em linha com o
espectrometro de massas e uma fonte de ionizacdo electrospray. Cinco uL de cada amostra
foram injetados no aparelho. A elui¢do foi obtida com os seguintes passos do solvente A
(acetonitrila) e B (agua): 0 — 10 min (25% de A para 60% de A); 10 — 13 min (60% A); 13 —
15 min (60% de A para 25% de A) a um fluxo de 0.3 mL/min.

fons pseudomoleculares das destruxinas A, B e E foram observados & m/z 578, 594 e
594, respectivamente, com 0s seguintes tempos e retengdo: 7,05 min (destruxina A), 9,12 min
(destruxina B) e 5,03 (destruxina E). A quantificacdo das destruxinas foi feita utilizando-se
uma curva padrédo construida para cada padrdo. Os experimentos foram realizados trés vezes.

2.3.4 Efeito da presenca endofitica dos fungos no peso seco das plantas

O efeito da producdo de destruxinas in planta foi avaliado pela comparacdo entre o
peso seco de plantas colonizadas com fungos e plantas ndo colonizadas. O peso seco do
triturado das plantas foi obtido através de secagem em forno a 80°C por 48 horas. Os pesos
foram comparados e analisados por analise de variancia (ANOVA) seguido pela teste de
Tukey com nivel de significancia de 5% (P < 0,05%) (SAMPAIO, 2002). Os experimentos
foram realizados trés vezes.

2.4 Aplicacao de Metarhizium spp. em folhas de Vigna unguiculata

Sementes de V. unguiculata (sementes organicas Shangri-la Health Foods, Lofan, UT,
EUA) foram esterilizadas superficialmente e sincronizadas de acordo com o item 2.3.1. As
sementes foram cultivas em condicionar de solo (Natus solos do Brasil condicionadores —
Floreira, da natureza pra natureza — Taubaté, SP) esterilizado por autoclavagem. O solo foi
condicionado em vasos de polipropileno com dimensbes de 12 cm de altura e 16 cm de
didmetro interno na parte superior (N° 3).

Para o plantio das sementes, uma cavidade com aproximadamente 3,0 centimetros de
profundidade foi feita. Foram depositadas duas sementes por cavidade. Os vasos foram
molhados a cada dois dias e mantidos em temperatura ambiente em locais com incidéncia de
raios solares. Dez dias ap0s a germinacao, a planta menos desenvolvida em cada vaso foi
descartada.

Quinze dias ap6s o plantio, foi realizada esterilizacdo superficial das folhas com
aplicacdo de etanol 70% e secagem ao ar. Uma suspensdo de 1 x 108 conidios mL™? de M.
robertsii (ARSEF 2575) ou M. brunneum (ARSEF 1095) (o suficiente pra cobrir a superficie
folear como um todo) foi aplicada com pincel nas folhas de feijdo (Figura 2A). As folhas
controle foram previamente pinceladas com meio artificial BDA acrescido de cloranfenicol
0,05% e Benomyl 0,002% antes de receberem as suspensfes fangicas, garantindo assim a
germinacdo dos conidios do grupo controle. Apds a aplicacdo fungica, os vasos foram
revestidos com sacos plasticos e vedados com barbante (Figura 2B) para criar um ambiente
superdmido. A germinacdo dos conidios foi avaliada 24, 48, e 72 horas ap6s a aplicacdo
folear.
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Figura 2. (A)Aplicacdo de suspensdo fangica em uma das
folhas de Vigna unguiculata utilizando pincel previamente
esterilizado por imersdo etanol 70%. (B) Camara superumida
para induzir a germinacao do fungo entomopatogénico.

2.5 Microscopia eletronica de varredura de folhas de Vigna unguiculata apés aplicacao
Metarhizium brunneum e Metarhizium robertsii

Vinte e quatro e 48 horas depois da aplicagdo das suspensdes conidiais nas folhas de
feijdo, estas foram analisadas por microscopia eletronica de varredura (MEV). Dois pedacos
de folhas medindo 0,5 cm? foram fixados overnight a 4 °C em tampdo fixador a base de
cacodilato de sodio (paraformol a 2%; glutaraldeido a 2%; 0,05M de cacodilato de sddio, pH
7,2). Apos a fixacdo, as amostras foram lavadas 4 vezes em tampéo cacodilato de sodio 0,05
M pH 7,2 por 15 min cada e, em seguida, desidratadas em serie gradual de etanol (30, 50, 70,
80, e 90%, por 15 min cada, € 100%, por 2 vezes 10 min), secos ao ponto critico (Critical
Point Dryer CPD) utilizando o sistema de secagem de amostras pelo ponto critico de CO>
(Autosamdri® 815, Series A), cobertos com uma pelicula de carbono (utilizando o aparelho
Denton Vacuum® Desk V) e analisados ao microscopio eletrénico de varredura Jeol, JSM
6610, Thermo scientific® pertencente ao Laboratério Multiusuario de Microscopia de Alta
Resolucédo, UFG.

2.6 Microscopia optica de fluorescéncia de folhas de Vigna unguiculata 72 horas apos
inoculagdo com Metarhizium brunneum e Metarhizium robertsii

Setenta e duas horas apds a aplicacdo das suspens@es fungicas nas folhas dos feijoes,
estas foram analisadas por microscopia Optica de fluorescéncia. O protocolo de fixacdo e
lavagem foi 0 mesmo utilizado no item 2.5. Apds as lavagens em tampéo cacodilato de sodio
(0,05 M, pH 7,2), as folhas foram colocadas em pocos de uma placa de cultivo celular
contendo 1,5 ml do corante fluorescente Calcofluor White M2R (Sigma-Aldrich Brasil Ltda,
SP, Brasil) a 2% (v/v). As amostras foram mantidas overnight, no escuro e em temperatura
ambiente. Posteriormente, os pedacos de folhas foram montados em laminas de microscopia,
cobertos com laminula, analisadas e fotomicrografados em um microscopio de fluorescéncia
(Nikon Eclipse 80i) no Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Arroz e Feijao, localizado na
cidade de Santo Antbnio, Goias.

2.7 Re-isolamento de Metarhizium brunneum em feij6es apds inoculacgéo folear
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A auséncia ou presenca fungica em plantas, foi confirmada pela cultura de partes das
plantas (raizes, caules e folhas) em meio artificial CTC (Fernandes et al., 2010).

Um total de 12 plantas foram avaliadas. Plantas com 15 dias de crescimento foram
expostas, por aplicacio folear, a uma suspensdo de 1 x 108 conidios mL?* do fungo M.
brunneum isolado ARSEF 1095. Sacos de polipropileno foram utilizados para criar um
ambiente superimido por 48 horas favorecendo a germinacdo dos conidios sobre as folhas. A
capacidade endofitica de M. brunneum foi avaliada através da tentativa de re-isolamento
fungico 10 dias apos a aplicacdo dos conidios nas folhas de feijao, seguindo a metodologia do
item 2.3.2.

3 RESULTADOS

3.1 Re-isolamento fungico de plantas ap6s inoculacdo de Metarhizium robertsii e
Metarhizium acridum em sementes

Sementes de feijdo e pepino foram expostas a dois isolados fungicos de diferentes
espécies e com capacidade de producdo de destruxinas diferenciada.

O percentual de germinacdo das suspensbes fungicas usadas na inoculagdo das
sementes de feijado e pepino foi de 99% para ambos M. robertsii ARSEF 2575 e M. acridum
ARSEF 324. A colonizacdo endofitica foi confirmada 12 dias ap6s a inoculacéo atraves da
cultura de partes das plantas previamente esterilizadas na superficie (Figura 3). O grupo de
plantas cujas sementes ndao foram expostas aos fungos (grupo controle) ndo apresentou
crescimento fungico ou bacteriano apos cultivo em placas contendo BDAL e cloranfenicol.
Nas plantas provenientes de sementes expostas, o crescimento fungico pode ser observado em
todas as partes das plantas (raizes, caules e folhas).

As culturas fangicas foram entéo isoladas dos tecidos das plantas, plaqueadas em meio
de cultura artificial BDA e caracterizadas morfologicamente de acordo com Tulloch (1976).
Em todos os casos as caracteristicas morfologicas foram consistentes com as caracteristicas de
isolados de Metarhizium spp.
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Figura 3. Exemplos representativos da colonizagdo endofitica de diferentes espécies de
Metarhizium em feijdo (Vignia unguiculata) e pepino (Cucumis sativus). Plantas controle sem
crescimento fangico (A e G, raizes; D e J, folhas). M. robertsii crescendo em raizes (B) e folhas
(E) de feijdo que tiveram a superficie esterilizada; M. robertsii crescendo em raizes (H) e folhas
(K) de pepino que tiveram a superficie esterilizada. M. acridum crescendo em raizes (C) e
folhas (F) de feijdo que tiveram a superficie esterilizada. M. acridum crescendo em raizes () e

folhas (L) de pepino que tiveram a superficie esterilizada.
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3.2 Deteccdo de destruxinas in planta apds inoculagdo fungica em sementes de feijao e
pepino

Niveis detectaveis de destruxinas A, B, e E foram identificados em tecidos de feijao
expostos ao fungo M. robertsii isolado ARSEF 2575 (Figura 4). As concentracdes de cada
composto foram as seguintes: 5,725 £+ 0,293 ug de destruxina E/g de peso seco de planta;
1,557 + 0,288 pg de destruxina A/ g de peso seco de planta; e 0,818 + 0,108 pg de destruxina
B/ g de peso seco de planta. N&o foram detectadas destruxinas em tecidos de plantas cujas
sementes ndo foram inoculadas com fungos ou colonizadas com M. acridum. Também néo
foram detectadas destruxinas em pepinos colonizados tanto por M. robertsii quanto por M.
acridum.

As destruxinas foram detectadas em todos os controles positivos (feijao ou pepino que
receberam padrdes de destruxinas em sua superficie anteriormente a extracao).

A

B

C DTX B

Intensidade x 10°

DTXA”
DTXE

Figura 4. Perfil cromatografico (HPLC-MS) do extrato de feijdes (Vigna unguiculata) para a
deteccdo de destruxinas. (A) Plantas ndo colonizadas por Metarhizium robertsii (controle
negativo); (B) plantas colonizadas por M. robertsii; e (C) plantas ndo colonizadas por fungos
mas pulverizadas com padrdes de destruxinas (controle positivo). Ambas as sementes (com ou
sem o fungo) foram incubadas por 12 dias em placas de Petri contendo filtro de papel
umidificado sob condigdes controladas. Destruxinas foram extraidas utilizando-se metanol e
cartuchos de extracdo em fase solida.

3.3 Efeito da presenca de de fungos artropodopatogénicos no peso seco das plantas

Nenhuma diferenca (P > 0.05) foi detectada entre o peso de feijoes cowpea e pepinos
colonizados e ndo colonizados pelos isolados de Metarhizium. Ou seja, a producado in planta
de destruxinas ndo foi um fator que alterou o peso seco das plantas até o 12° dia de
crescimento.

3.4 Andlise da germinacdo de Metarhizium brunneum e Metarhizium robertsii 24 e 48
horas apo6s aplicacdo sobre folhas de Vigna unguiculata através de MEV.
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Foram observados conidios germinados dos dois isolados estudados (M. robertsii
ARSEF 2575 e M. brunneum ARSEF 1095), tanto nas folhas do controle quanto nas folhas
sem o meio artificial 24, e 48 horas apds a aplicacdo da suspensdo fungica. Uma viséo geral
do grupo controle (folhas com meio artificial) e do grupo sem a presenca do meio artificial, 24
horas apds a aplicacdo das suspensdes fungicas, pode ser observada na figura 5.

As andlises mostraram que os conidios foram capazes de se aderir e germinar em
qualquer local (parte adaxial e abaxial) das folhas de V. unguiculata. Foram observados
conidios aderidos em locais diferentes do tegumento folear, tais como estdmatos, e tricomas.
O primeiro sinal de germinagéo foi o aparecimento de um tubo germinativo em um dos polos
do conidio. Cada conidio produziu um Udnico tubo germinativo, com variacdo no
comprimento.

N&o foi observado a formacgdo clara de apressorio (estrutura cuja funcdo é ancorar
firmemente o fungo e auxiliar na penetracdo) em ambos os isolados estudados nas analises de
MEV. A figura 6 (A e B) mostra indicios de formacdo de apressorio e penetracdo pelo isolado
de M. brunneum 48 horas ap0s a aplicacao folear. A figura 6C mostra o desenvolvimento de
tubos germinativos no interior de um estdmato.
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Figura 5. Eletromicrografia de varredura de folhas de Vigna unguiculata 24 horas apos
aplicacdo folear de suspensdes de Metarhizium brunneum (A; C) e Metarhizium robertsii (B;
D), com (A; B) ou sem (C; D) prévia aplicacdo de meio artificial batata destrose agar
acrescido de cloranfenicol 0,05% e benomyl 0,002%.
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Figura 6. Eletromicrografia de varredura de folhas de Vigna unguiculata 48 horas apés
aplicacdo folear de suspensdes de Metarhizium brunneum (A; B) e Metarhizum robertsii (C;
D) sem prévia aplicacdo de meio artificial batata destrose agar acrescido de cloranfenicol e
benomyl.

3.5 Microscopia optica de fluorescéncia de folhas de Vigna unguiculata 72 horas apos
inoculagdo com Metarhizium brunneum e Metarhizium robertsii

Foram observados conidios germinados nos dois isolados estudados (M. robertsii
ARSEF 2575 e M. brunneum ARSEF 1095), tanto em folhas do controle quanto em folhas
sem o meio artificial 72 horas ap6s a aplicacdo da suspensdo fungica. Entretanto,
diferentemente das analises feitas com 24 e 48 horas, 72 horas apds a exposicdo fangica foi
possivel detectar a formacao de apressorio pelo isolado ARSEF 1095 de M. brunneum (Figura
7A) mesmo em folhas sem meio BDA. A formacgéo de apressorio ndo foi observada com o
isolado ARSEF 2575 de M. robertsii (Figura 7B) tanto em folhas controle quanto em folhas
sem 0 meio de cultura.
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Figura 7. Microscopia Optica de fluorescéncia de folhas de Vigna unguiculata 72 horas ap6s
aplicacdo folear de suspensdes de Metarhizium brunneum isolado ARSEF 1095 (A) e
Metarhizum robertsii isolado ARSEF 2575 (B) sem prévia aplicacdo de meio artificial. A seta
indica a formacdo de apressorio.

3.6 Re-isolamento de Metarhizium brunneum em feijoes 15 dias ap0s inoculagéo folear

A capacidade de penetracdo in planta do fungo entomopatogénico M. brunneum apos
aplicacdo folear péde ser confirmada com o re-isolamento da coldnia fungica a partir de
folhas de V. unguiculata apds esterilizagcdo superficial (Figura 8). Das 12 plantas expostas a
M. brunneum, 6 apresentaram crescimento fungico a partir de folhas. N&o foi observado
crescimento fangico a partir de caules ou raizes analisadas (Figura 8A e 8B) ou a partir de
folhas ndo expostas ao fungo (grupo controle).

A cultura fangica isolada das folhas das plantas foi inoculada em meio de cultura
artificial BDA e caracterizada morfologicamente de acordo com Tulloch (1976). Em todos os
casos as caracteristicas morfolégicas foram consistentes com as caracteristicas de isolados de
Metarhizium spp. As caracteristicas macro-morfologicas da colonia fangica foram
consistentes com as de M. brunneum.
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Figura 8. Re-isolamento fangico em meio artificial CTC (Fernandes et al. 2010) a partir de
folhas de feijdo cowpea (Vigna unguiculata) apds aplicagdo folear de suspensdo aquosa de
conidios de Metarhizium brunneum. (A): auséncia de crescimento flngico em raiz de feijao
cowpea; (B): auséncia de crescimento fungico em caule de feijao cowpea; (C): uma das placas
que apresentou auséncia de crescimento fungico em folha de feijio cowpea expostas a M.
brunneum; (D, E, F): pedagos de folhas de V. unguiculata ap6s esterilizagdo superficial com
crescimento de Metarhizium. As placas com as partes das plantas foram mantidas em camara
climatizada a 28 °C
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4 DISCUSSAO

Desde que foram descobertas por Donald Roberts e reportadas por Kodaira em 1961,
as destruxinas (metabolitos secundarios produzidos por Metarhizium spp.) foram
caracterizadas como compostos inseticidas. Entretanto, baseado nos resultados dos capitulos
Il e Il da presente tese, e em trabalhos previamente publicados, principalmente Donzelli e
colaboradores (2012) e Kershaw e colaboradores (1999), a producdo in vitro de destruxinas
ndo interfere diretamente na viruléncia dos isolados fungicos para insetos. Entdo qual seria o
papel desses metabolitos (produzidos em abundéncia por determinados isolados fingicos) na
patogenicidade de Metarhizium spp. contra artropodes?

Alguns fungos entomopatogénicos tém sido relatados como endofitos (PETRINI,
1981; BILLS; POLISHOOK, 1991; VEGA et al., 2008; GURULINGAPPA et al., 2010;
SASAN; BIDOCHKA, 2012; PARSA et al., 2013). Até o presente momento espécies de
Metarhizium ndo haviam sido re-isoladas de plantas ap6s inoculagdo em sementes ou
aplicacdo folear. Essa descoberta abre novas possibilidades de investigacdo para estudos
filogenéticos, evolutivos, e também que objetivam avangos no controle bioldégico com essas
espécies de fungo.

De acordo com O'Brien (2008), M. acridum, um fungo com alta especificidade para
acridideos, ndo é rizosfera-competente; Pava-Ripoll e colaboradores (2011) relataram que a
germinacéo desta espécie em exsudatos radiculares de plantas foi significativamente menor se
comparado com M. robertsii (= M. anisopliae). Entretanto, no presente capitulo, o isolado
ARSEF 324 de M. acridum foi capaz de colonizar endofiticamente feijdo cowpea ou pepino
apos inoculacdo em sementes indo de encontro com os resultados desses estudos prévios. Nao
se sabe se a aplicacdo folear com este fungo permitira o estabelecimento endofitico em folhas,
caules e raizes.

Estudos relacionando a capacidade endofitica de fungos entomopatogénicos com a
mortalidade de insetos pragas vem sendo relatados (BING; LEWS, 1991; VEGA et al., 2008;
AKUTSE et al., 2013). Gurulingappa e colaboradores (2010) ndo relataram mortalidade, mas
uma reducao significativa da reproducdo e da taxa de crescimento dos insetos estudados. Para
discutir as possiveis causas envolvendo a reducao populacional de insetos quando expostos a
plantas colonizadas por fungos entomopatogénicos, muitos desses autores sugerem uma
resposta a presenca de metabolitos secundarios produzidos por estes fungos que seriam
toxicos para 0s insetos.

Até a presente data nenhum estudo detectou a presenca de destruxinas em plantas
colonizadas por Metarhizium, ou a presenca deste fungo nas diversas partes da planta apos
inoculacdo em sementes ou aplicacdo folear. Por outro lado, Metarhizium spp. tém sido
apontado como mediador das interacdes entre plantas, insetos e solo: por exemplo, Behie e
colaboradores (2012) mostraram que plantas podem receber quantidades significativas de
nitrogénio de insetos infectados com Metarhizium. Sasan e Bidochka (2012) relataram que a
colonizacdo endofitica de M. robertsii nas raizes de plantas induziu o crescimento dessas
raizes com uma maior formacdo de pélos radiculares. A capacidade de alguns isolados de
Metarhizium em produzir destruxinas dentro de plantas, como relatado pelo presente estudo,
sugere o estabelecimento de novas perspectivas para a potencializacdo do controle biolégico
de artropodes-praga através do estabelecimento endofitico desses fungos.

Vale destacar que a producdo de destruxinas por fungos artropodopatogénicos em
plantas depende ndo somente do isolado fangico, mas também das espécies/cultivares de
plantas envolvidas. Nossos resultados mostraram que mesmo quando colonizados com M.
robertsii ARSEF 2575 (um isolado que produz destruxinas in vitro e também em feijdo
cowpea), destruxinas ndo puderam ser detectadas em extratos de pepino. Alternaria brassicae
é um fungo fitopatogénico, causador de uma doenca conhecida como Alternaria blackspot;
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este fungo é conhecido pela producgéo de destruxina B. Também € sabido que existem plantas
resistentes a essa toxina, ou seja, apenas alguns cultivares de plantas sdo suscetiveis aos
efeitos da toxina (PEDRAS et al., 2001; PEDRAS et al., 2002). Plantas resistentes tém
enzimas que hidrolizam a destruxina B (PEDRAS et al., 2001); essa capacidade hidrolitica
poderia explicar a auséncia dessas moléculas nos extratos de pepino.

Estudos sobre os efeitos das destruxinas em organismos vertebrados apds ingestdo sdo
necessarios para apoiar o uso de fungos entomopatogénicos inoculados em sementes de
plantas para o controle de insetos praga. Caso exista alguma hesitagdo por parte das agéncias
reguladoras em relacdo a possibilidade da presenca de destruxinas em um produto alimenticio,
0 isolado de Metarhizium utilizado no controle bioldgico ou o cultivar das plantas podem ser
selecionados para prevenir esse tipo de producdo; ou seja, isolados que ndo produzem
destruxinas in vitro ou cultivares de plantas que desintoxicam destruxinas podem ser usados.
Ainda ndo foram relatados estudos que comprovem a presenca de destruxinas apés a
aplicagéo folear de Metarhizium spp.

Fungos fitopatogénicos representam um sério entrave para diversas culturas de
plantas. Por esse motivo, muitas sementes ja sdo comercializadas com produtos antiflngicos,
0 que inviabilizaria a germinacdo dos conidios ap6s a inoculacdo nesta fase da planta. Por
iSs0, 0 presente capitulo também objetivou reportar se Metarhizium é capaz de colonizar
plantas apds aplicacao folear. O isolado fungico utilizado no experimento de re-isolamento foi
um isolado que pode ser obtido comercialmente na Europa (M. brunneum ARSEF 1095,
também conhecido como F52).

Através da MEV pdde-se observar que tanto M. robertsii quanto M. brunneum foram
capazes de germinar sobre folhas de V. unguiculata. Somente 72 horas apds a aplicacdo, 0s
tubos germinativos de M. brunneum mostraram em sua extremidade a formacao de apressorio
em analise por microscopia optica de fluorescéncia sugerindo a capacidade de penetragdo no
tecido folear; 0 mesmo ndo pbde ser observado para o isolado ARSEF 2575 de M. robertsii
(também conhecido como isolado MEZ1). Varios trabalhos relacionando a formacdo de
apressorio em diferentes condigdes fisicas e nutricionais foram reportados (ST LEGER et al.
1989a,b; ST LEGER et al., 1991). A formacao de apressorio € estimulada pelo contato com
uma superficie solida (resposta trigmotropica) (ST LEGER et al., 1989). Estes mesmos
autores mostraram que a formacdo de apressorio ocorre em uma ampla variedade de
superficies solidas sugerindo um estimulo fisico-quimico ndo especifico. Entretanto, a
diferenciacdo dos tubos germinativos em apressorio é estimulada por superficies hidrofébicas
e sO € possivel se houver presenca de nutrientes nitrogenados. Fungos fitopatogénicos
também produzem esta estrutura, mas diferentemente de fungos artropodopatogénicos, para
que haja formacdo de apressorio nesses fungos € necessaria prévia transcricdo durante a
germinacdo conidial, no caso de M. robertsii (=M. anisopliae isolado ME1) esta forma¢do ndo
é tdo dependente do tempo (ST LEGER et al., 1989). Estes autores reportaram ainda que M.
robertsii frequentemente apresentam extensivo crescimento de hifas antes da penetracéo,
portanto, mesmo ndo sendo observado (até 72 horas apos aplicacdo) a formacéo de apressorio
pelo isolado ARSEF 2575 de M. robertsii, ndo é possivel afirmar que esse isolado ndo produz
apressorio em folhas.

O experimento de re-isolamento fungico péde comprovar a penetracdo do isolado
ARSEF 1095 de M. brunneum em folhas de V. unguiculata. Ndo houve deteccdo do fungo em
outras partes da planta, portanto sugere-se que apds 15 dias de crescimento, o fungo ndo seja
capaz de se disseminar para outras partes da planta. Num estudo publicado por Wagner e
colaboradores (2000) a respeito da colonizacdo endofitica de B. bassiana em milho e seus
efeitos contra a broca do milho Européia (O. lubilalis), reportou-se que nem todas as hifas
desenvolvidas sobre a superficie das folhas foram capazes de penetra-las. Os autores explicam
ainda que, quando houve penetragdo fangica, esta foi aleatdria, indicando que este fungo ndo
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exige sinais topograficos especificos em um sitio de entrada como ocorre com alguns fungos
fitopatogénicos. Também foram reportadas hifas longas seguindo o apoplasto folear (conjunto
dos compartimentos existentes exteriormente a membrana plasmatica) em varios sentidos, a
partir do ponto de penetracdo. Algumas hifas foram observadas dentro de elementos do
xilema. Este estudo sugere que, a medida que feixes vasculares sdo interligados em toda a
planta isso explicaria como B. bassiana se deslocou dentro da planta proporcionando ampla
protecdo inseticida.

Muitos aspectos, como 0s reportados acima para B. bassiana, ainda precisam ser
esclarecidos em relagdo ao desenvolvimento de espécies de Metarhizium no interior de
plantas e seus efeitos inseticidas para artropodes praga. O presente estudo responde a algumas
perguntas e principalmente comeca a destacar outras maneiras de exploragdo do potencial
patogénico de fungos classicamente relacionados somente com seus hospedeiros artropodes.

REFERENCIAS

AKUTSE, K.S.; MANIANIA, N.K.; FIABOE, K.K.M.; VAN DEN BERG, J.; EKESI, S.
Endophytic colonization of Vicia faba and Phaseolus vulgaris (Fabaceae) by fungal
pathogens and their effects on life history parameters of Liriomyza huidobrensis (Diptera:
Agromyzidae). Fungal Ecology, v. 6, p. 293-301, 2013.

AMIRI, B.; IBRAHIM, L.; BUTT, T.M. Antifeedant properties of destruxins and their
potential use with the entomogenous fungus Metarhizium anisopliae for improved control of
crucifer pests. Biocontrol Science and Technology, v. 9, p. 487-498. 1999.

BEHIE, S.W.; ZELISKO, P.M.; BIDOCHKA, M.J. Endophytic Insect-Parasitic Fungi
translocate nitrogen directly from insects to plants. Science, v. 336, p. 1576-1577, 2012.

BILLS, G.F.; POLISHOOK, J.D. Microfungi from Carpinus caroliniana. Canadian Journal
of Botany, v. 69, p. 1477-1482, 1991.

BING, L.A.; LEWIS, L.C. Suppression of Ostrinia nubilalis (Hubner) (Lepdoptera:
Pyralidae) by endophytic Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin. Environmental
Entomology, v. 20, p. 1207-1211, 1991.

DONZELLLI, B.G.G.; KRASNOFF, S.B.; SUN-MOON, Y.; CHURCHILL, A.C.L.; GIBSON,
D.M. Genetic basis of destruxin production in the entomopathogen Metarhizium robertsii.
Current Genetics, v. 58, p. 105-116, 2012.

FERNANDES, E.K.K.; KEYSER, C.A.; RANGEL, D.E.N.; FOSTER, R.N.; ROBERTS,
D.W. CTC medium: A novel dodine-free selective medium for isolating entomopathogenic
fungi, especially Metarhizium acridum, from soil. Biological Control, v. 54, p. 197-205,
2010.

GURULINGAPPA, P.; SWORD, G.A.; MURDOCH, G.; MCGEE P.A. Colonization of crop
plants by fungal entomopathogens and their effect on two insect pests when in planta.
Biological Control 55: 34-41. 2010.

KERSHAW, M.J.; MOORHOUSE, E.R.; BATEMAN, R.; REYNOLDS, S.E.; CHARNLEY,
A.K. The role of destruxins in the pathogenicity of Metarhizium anisopliae for three species
of insect. Journal of Invertebrate Pathology, v.74, p. 213-223, 1999.

112



KODARIA, Y. Toxic substances to insects, produced by Aspergillus ochraceus and Oospora
destructor. Agricultural and Biological Chemistry, v. 25, p. 261-262, 1961.

LIU, B-L; TZENG, Y-M. Development and applications of destruxins: a review.
Biothecnology Advances, v. 30, p. 1242-1254, 2012.

O’BRIEN, T.R. Metarhizium anisopliae’s persistence as a saprophyte, genetic basis of
adaptation and role as a plant symbiont. Tese de doutorado, University of Maryland, 2008.

PARSA, S.; ORTIZ, V.; VEGA, F.E. Establishing fungal entomopathogens as endophytes:
towards endophytic biological control. Journal of Video Experiments, v. 74, e50360, 2013.

PAVA-RIPOLL, M.; ANGELINI, C.; FANG, W.; WANG, S.; POSADA, F.; ST. LEGER, R.
The rhizosphere-competent entomopathogen Metarhizium anisopliae expresses a specific
subset of genes in plant root exudates. Microbiology, v. 157, p. 47-55, 2011.

PEDRAS, M.S.; ZAHARIA, L.L.; GAIl, Y.; ZHOU, Y.; WARD, D.E. In planta sequential
hydroxylization and glycosylation of a fungal phytotoxin: avoiding cell death and
overcoming. Proceedings of National Academic of Science, USA, v. 98, p. 747-752, 2001.

PEDRAS, M.S.C.; ZAHARIA, L.I.; WARD, D.E. The destruxins: synthesis, biosynthesis,
biotransformation, and biological activity. Phytochemistry, v. 59, p. 579-596, 2002.

PETRINI, O. Endophytische pilze in Epiphytischen araceae, Bromeliaceae and Orchidiaceae.
Sydowia, v. 34, p. 135-148, 1981.

SAMPAIO, |.B.M. Estatistica Aplicada a Experimentacdo Animal. Belo Horizonte:
FEPMVZ-Editora, 2002. 265p.

SASAN, R.K.; BIDOCHKA, M. The insect-pathogenic fungus Metarhizium robertsii
(Clavicipitaceae) is also an endophyte that stimulates plant root development. American
Journal of Botany, v. 99, p. 101-107, 2012.

ST LEGER, R.J.; BUTT, T.M.; GOETTEL, M.S.; STAPLES, R.C.; ROBERTS, D.W.
Production in vitro of appressoria by the enthomophatogenic fungus Metarhizium anisopliae.
Experimental Mycology, v. 13, p. 274-288, 1989a.

ST LEGER, R.J.; BUTT, T.M.; STAPLES, R.C.; ROBERTS, D.W. Synthesis of proteins
including a cuticle-degrading protease during differentiation of the entomopathogenic fungus
Metarhizium anisopliae. Experimental Mycology, v. 13, p. 253-262, 1989b.

ST LEGER, R.J.; ROBERTS, D.W.; STAPLES, R.C. A model to explain differentiation of
appressoria by germlings of Metarhizium anisopliae. Journal of Invertebrate Pathology, v.
57, p. 299-310, 1991.

ST LEGER, R.J. Studies on adaptations of Metarhizium anisopliae to life in the soil. Journal
of invertebrate pathology, v. 98 p. 271-276, 2008.

113



TULLOCH, M. The genus Metarhizium. Transactions of British Mycology Society, v. 66,
p. 407-411, 1976.

VEGA, F.E.; POSADA, F.; AIME, M.C.; PAVA-RIPOLL, M.; INFANTE, F.; REHNER,
S.A. Entomopathogenic fungal endophytes. Biological Control, v. 44, p. 72-82, 2008.

114



CONCLUSOES GERAIS
1- A radiacdo UV-B causou atraso na germinacao ou inviabilizou os conidios testados

2- A presenca do 6leo nas suspens@es fungicas aumentou o percentual de germinacéo relativa
dos conidios testados apds exposicdo a radiacdo UV-B.

3- A produgdo das principais destruxinas (A, B, e E) ndo est4, aparentemente, relacionada
com a espécie flngica.

4- Os ensaios bioldgicos permitiram confirmar uma maior susceptibilidade das larvas de
Galleria mellonella e Tenebrio molitor em relagdo as larvas de Rhipicephalus microplus ao
tratamento com fungos entomopatogénicos.

5- De maneira geral, os isolados fungicos ndo apresentaram especificidade para insetos ou
carrapatos (exceto os isolados ARSEF 724, ARSEF 729 e ARSEF 1885). Entretanto,
interessantemente, os isolados mais virulentos para larvas de carrapato ndo foram os mais
virulentos para insetos.

6- Baseado na capacidade de producéo in vitro de destruxinas dos isolados fungicos testados e
nos reultados dos ensaios biologicos, a producado in vitro de destruxinas nao esta relacionada
aos niveis de viruléncia dos isolados fungicos.

7- A viruléncia do isolado ARSEF 782 (depositado no Brasil como CG 148) em larvas de
carrapato ndao foi elevada pelo aumento dos niveis conidiais de Prl, nas concentracdes
conidiais testadas.

8- Cinquenta e duas proteinas foram identificados nos ovos de R. microplus, dentre essas,
cinco inibidores de serino proteases (Serpinas) estdo possivelmente relacionados a uma
resposta constitutiva ou adaptativa das fémeas deste carrapato ap6s tratamento com o isolado
ARSEF 782 (CG 148).

9- O fungo artropodopatogénico Metarhizium robertsii é capaz de colonizar endofiticamente
Vigna unguiculata (feijao) e produzir destruxinas nessas plantas. A presenca das destruxinas
nas plantas pode representar um passo a mais na procura por novas abordagens do controle
biolégico, um vez que a presenca desses metabdlitos secundarios pode interferir
negativamente no comportamento de insetos-praga.

10- Aspectos relacionados a ecologia dos fungos artropodopatogénicos precisam ser melhor
explorados, haja visto que o fungo artropodopatogénico Metarhizium brunneum
(comercializado na Europa como biopesticida) é capaz de penetrar e colonizar folhas de V.
unguiculata ap6s aplicacdoo folear.
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CONSIDERACOES FINAIS

Estudos que esclarecam os varios desdobramentos da utilizagdo de fungos
artropodopatogénicos no controle de artrépodes praga sdo necessarios para 0 avanco dessa
ciéncia. Muitos sdo os fatores envolvidos na interacdo artropode versus fungos
artropodopatogénicos. Hoje, sabemos que as plantas possuem um papel impar nessa interacéo
e que muito provavelmente a predilecdo desses fungos por artropodes tenha se iniciado
através da interacdo planta versus fungo.

Além da abordagem que envolve as carateristicas fangicas (tolerancia a radiacdo UV-
B; producéo de enzimas e toxinas) e suas interagdes com o meio ambiente, outro fator precisa
ser levado em consideracdo: a capacidade de resposta dos artrépodes.

A presente tese abordou diferentes aspectos relacionados ao uso de fungos no controle
de artropodes, especialmente carrapatos. Dentre os fungos estudados, os isolados de
Metarhizium anisopliae s.I. ARSEF 782 e ARSEF 3643 e o0 isolado de Metarhizium robertsii
ARSEF 2575 destacaram-se por apresentar resultados positivos nas diferentes caracteristicas
estudadas, isto &, suas tolerancias a radiacdo UV-B e niveis de viruléncia. Estes isolados
seriam, portanto, indicados para integrarem futuros programas de controle de pragas
(incluindo carrapatos) que utilizem fungos artropodopatogénicos a campo.

Para que a producdo in planta de destruxinas possa ser considerada uma nova
abordagem para o controle bioldgico, ensaios bioldgicos precisam ser realizados objetivando
testar os possiveis efeitos negativos da presenca destas toxinas no comportamento de insetos

praga.
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