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RESUMO

A viticultura é uma atividade de grande importancia econdomica, destacando-se a
sustentabilidade da pequena propriedade e o desenvolvimento territorial associados as
atividades ligadas ao turismo. As plantas cultivadas se tornam vulneraveis a patégenos e
insetos-praga e a videira apresenta diversas espécies consideradas pragas que reduzem sua
producdo e rentabilidade, entre estas, Spodoptera frugiperda, causando danos em diferentes
partes da planta. Fungos entomopatogénicos podem oferecer uma alternativa aos pesticidas
convencionais para o controle de pragas, pois produzem enzimas que degradam o
exoesqueleto do inseto como quitinases e proteases facilitando o modo de infeccdo. Neste
trabalho foi avaliado o potencial inseticida do fungo Nomurea rileyi, linhagem UCS03, contra
S. frugiperda e o perfil eletroforético por SDS-PAGE das proteinas secretadas por N. rileyi em
presenca da cuticula do inseto em diferentes intervalos de tempo em gel unidimensional. O
fungo N. rileyi apresentou viruléncia contra S. frugiperda, determinando um CLs, de 2 x
10°conidios/mL com a linhagem UCS03 demonstrando atividade bionseticida. Na avaliacdo
do perfil proteico do secretoma de N. rileyi em presenca da cuticula do inseto, em diferentes
tempos de cultivo, foi possivel verificar um perfil altamente diferenciado. A maior
concentragdo de proteina foi encontrada no 14° dia de incubacao (0,3507 mg/mL) reduzindo a
quantidade de proteinas apods este periodo. Na andlise por SDS-PAGE foi possivel verificar
diferentes proteinas de diferentes massas moleculares, nos intervalos de tempo considerados,
sendo muitas inferiores a 75 kDa. Estas proteinas com diferentes massas moleculares podem
estar envolvidas no metabolismo do fungo. Desta forma, estes resultados podem contribuir
para a compreensdao do processo de infeccdo de N. rileyi em S. frugiperda, oferecendo
potencial para o desenvolvimento de novas pesquisas e aplicacoes destas em processos

biotecnolégicos.
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ABSTRACT

Viticulture is an activity of great economic importance with emphasis on the sustainability of
small property and territorial development associated with tourism related activities.
Cultivated plants become vulnerable to pathogens and insect pests and the vine has several
species considered as pests that reduce their production and profitability, among them,
Spodoptera frugiperda, with causes damage in different parts of the plant. Entomopathogenic
fungi can provide an alternative to conventional pesticides for controlling pests, they produce
enzymes that degrade the insect exoskeleton, such aschitinases and proteases facilitating the
infection. In this work, the insecticide potential of the fungus Nomurea rileyi and S.
frugiperda was evaluated, as well as the proteins secreted by N. rileyi in the presence of insect
cuticle at different time intervals in one-dimensional gel. The fungus N. rileyi presented
virulence against S. fiugiperda, determining a CLs, of 2 x 10° con / mL with UCSO03 strain
demonstrating bionseticida activity. In assessing the protein profile of secretome N. rileyi in
the presence of insect cuticle, at different times of cultivation, a highly differentiated profile
was verified. The highest concentration of protein was found at day 14 of incubation (0.3507
mg / ml) reducing the amount of protein after this period. In the one-dimensional gel analysis
was verified different molecular weights of proteins, in the time interval considered being
many less than 75kDa. These proteins with different molecular weights may be involved in
fungal metabolism. Thus, these results can contribute to the understanding of the infection
process of N. rileyi in S. frugiperda, offering potential for the development of new researches

and applications in biotechnological processes.
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INTRODUCAO

A videira pertencente a familia Vitaceae, género Vitis, ¢ uma das mais antigas plantas

cultivadas pelo homem. Em nivel mundial, a viticultura ¢ uma atividade de grande
importancia econdmica, destacando-se a sustentabilidade da pequena propriedade e o
desenvolvimento territorial associado as atividades ligadas ao turismo.
A viticultura brasileira ocupa uma area plantada de 81 mil hectares, sendo a uva cultivada em
diferentes regides brasileiras, porém concentra-se principalmente na regido Sul com o Rio
Grande do Sul destacando-se por ser a maior regido viticola do pais, contribuindo com 777
milhdes de quilos de uva por ano onde sdo elaborados, em média anual, 330 milhdes de litros
de vinhos e mostos (sumo de uvas frescas que ainda ndo tenham passado pelo processo de
fermentacdo) (MAPA, 2013).

A agricultura moderna ¢ caracterizada pela monocultura, onde as plantas cultivadas se
tornam vulneraveis a patdogenos e insetos-praga, que se disseminam facilmente de um campo
para o outro. A cultura da videira apresenta diversas espécies consideradas pragas que
reduzem sua producdo e rentabilidade, entre estas, Spodoptera frugiperda, considerada praga
secundaria desta cultura, causando danos em diferentes partes da planta.

O uso de organismos vivos como agentes de controle de pragas ¢ uma importante

alternativa a utilizagdo de pesticidas quimicos, evitando os indesejaveis problemas ambientais
e de saude publica. O controle bioldgico de pragas assume cada vez mais importancia em
programas de manejo de pragas, principalmente para uma agricultura com menos impacto
ecologico.
Diversos estudos tém demonstrado que os fungos entomopatogénicos sdo capazes de causar
doengas em insetos e acaros. Entre estes, destaca-se o fungo entomopatogénico Nomurea
rileyi, o qual pode ser utilizado como um inseticida bioldgico para o controle de insetos das
ordens Coleoptera, Lepidoptera e Orthoptera em diversas culturas.

Os fungos podem infectar diferentes estagios de desenvolvimento dos hospedeiros, o
que ¢ uma caracteristica desejavel. A maioria ¢ altamente especializada na penetragdo via
tegumento, o que os coloca em vantagem quando comparados com outros grupos de
patogenos que infectam o inseto por via oral. No processo de penetragdo do fungo no inseto,
além do processo fisico estdo envolvidos processos quimicos, resultantes da producdo e
secrecdo de enzimas, as quais facilitam a penetracdo mecanica do fungo. Algumas enzimas
podem estar correlacionadas com a agressividade de certos fungos para determinados
hospedeiros, porém a morte do inseto ¢ ocasionada por uma série complexa de eventos.

12



Para a implementagao de programas de controle bioldgico é de extrema importancia o
conhecimento dos fatores envolvidos no processo de viruléncia dos fungos
entomopatogénicos entre insetos-praga. Desta forma o objetivo deste trabalho foi avaliar a
viruléncia do fungo N. rileyi sobre S. frugiperda e a produgdo de proteinas extracelulares em

meio suplementado com cuticula do inseto em diferentes intervalos de tempo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Insetos-pragas

Praga agricola compreende uma populagdo de organismos capazes de causar danos as
plantas, seus produtos e subprodutos. O dano pode afetar o rendimento do produto ou sua
qualidade, através do consumo direto dos tecidos ou orgdos da planta, frutos ou sementes,
suc¢do de seiva, transmissdao de doengas, competicdo por espago € por nutrientes.

Mesmo em condigdes satisfatérias de clima e qualidade de solo, problemas como
doengas, plantas invasoras e insetos-praga interferem na produtividade e qualidade da safra
(Embrapa, 2007).

A ocorréncia de insetos-praga pode afetar significativamente o potencial produtivo das
plantas. E possivel encontrar em alguma regido ou determinado ano agricola, a presenca de
pragas que tém a capacidade de reduzir o nimero ideal de plantas, seja por danificar e matar a
semente logo apos o plantio, ou a plantula antes ou apos a emergéncia. A planta também pode
ser morta pelo efeito sinérgico do ataque dos insetos-praga e pela competicdo com outros
fatores, doencas ou estresses abioticos como escassez de agua, por exemplo. Em funcao da
espécie do inseto e da época de ataque pode ndo ocorrer a morte da planta, e sim uma reducao
parcial de sua capacidade de produ¢ao (Embrapa, 2006).

A cultura da videira estd sujeita ao ataque de insetos-praga durante todo o ciclo ja
tendo sido relatadas aproximadamente 160 espécies de insetos que se alimentam da planta. Os
danos causados pelos insetos as plantas podem ocasionar maior ou menor prejuizo
quantitativo e qualitativo, dependendo de varidveis como espécie, densidade populacional,
estadio de desenvolvimento, estrutura vegetal atacada e duragdo do ataque (Bento, 1999;
Gallo et al., 2002).

A maioria dos danos atribuida aos lepidopteros ¢ ocasionada pelas lagartas, devido ao
seu habito alimentar fitofago. Em determinadas regides, dependendo da localiza¢do e manejo
do parreiral, tem sido observados danos nas folhas e nos ramos ocasionados por Spodoptera
frugiperda (Efrom et al., 2014).

No Brasil, esta espécie de inseto era considerada praga secundaria em diversos
cultivos, incluindo espécies anuais e perenes (Fonseca, 2006; Quintela et al., 2007), mas
relatada como praga primaria em diferentes culturas (Miranda et al., 2004; Santos et al., 2005;

Santos et al., 2010, Botton et al., 2012)
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Dentre os insetos que causam danos econdmicos, Spodoptera frugiperda é comumente
conhecida no Brasil como lagarta-do-cartucho, lagarta-dos-milharais e lagarta-militar,
considerada uma praga secundaria da cultura da videira. E um inseto altamente polifago e
cosmopolita, estando amplamente distribuido pelas regides produtoras devido a grande
disponibilidade ¢ diversidade de alimento (Cruz, 1995), além de adaptar-se facilmente a
diferentes latitudes e longitudes e possuir excelente fecundidade (Labrador, 1967).

S. frugiperda pode atacar diferentes culturas em qualquer época do ano, a frequéncia e
a intensidade de uso de inseticidas tém aumentado bastante nos ultimos anos e fracassos no
controle de S. frugiperda com inseticidas tradicionais tém sido periodicamente relatados

(Diez-Rodriguez & Omoto, 2001)

2.2. Controle de Pragas

Desde a antiguidade, agricultores tentam desenvolver maneiras alternativas de controle
das pragas que se difundem nos cultivos, competindo pelo alimento.

Desde 2008 o Brasil se tornou o maior consumidor mundial de agrotéxicos (Sindag, 2008),
movimentando 6,62 bilhdes de dolares em 2008, para um consumo de 725,6 mil toneladas de
agrotoxicos — o que representaria 3,7 quilos de agrotdxicos por habitante.

O acumulo de pesticidas no solo normalmente atinge o lengol freatico, difundindo-se
para locais ao redor da area de aplica¢dao, contaminando outras plantas, animais ¢ humanos
(Akbar & Akbar, 2013). A contaminagdo por pesticidas ¢ associada com inlimeras
consequéncias, como danos ao sistema nervoso e aumento na probabilidade de
desenvolvimento de cancer (Soares,2010). Neste sentido, foram notificados no Brasil
1.055.897 casos de intoxicacdes humanas por agrotoxicos e 6.632 dbitos pelo mesmo motivo
no periodo entre 1989 e 2004 (Sinitox, 2004).

Uma forma de minimizar os impactos decorrentes do uso de inseticidas quimicos € o
emprego do controle bioldgico. De acordo com Eilenberg et al., (2006), o controle bioldgico
envolve o uso de organismos vivos para controlar a densidade populacional e/ou o impacto de
um organismo patogénico especifico. E uma alternativa vantajosa em relagdo ao controle
quimico, especialmente quanto ao impacto ambiental, a especificidade, ao desenvolvimento
de resisténcia e o impacto sobre a saude humana (Lopes, 2009; Franceschini ef al., 2001).

O controle biologico assume importancia cada vez maior, primeiramente por ser um

dos pilares de sustentacdo de qualquer programa e, em segundo lugar como uma importante
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medida de controle para manutencdo das pragas em niveis populacionais toleraveis (Parra,
2000).

Ao lado de tantos outros métodos de controle, como culturais, fisicos, de resisténcia de
plantas a insetos, comportamentais (feromonios), podem ser harmoniosamente integrados com
métodos quimicos (especialmente reguladores de crescimento e produtos de ultima geragao,
pouco agressivos ao meio ambiente) (Parra, 2000).

O uso generalizado e continuo de inseticidas quimicos para o controle de pragas agricolas,
além de ocasionar problemas ambientais pode conduzir ao desenvolvimento de resisténcia por
parte dos insetos alvo. Devido ao aumento da resisténcia dos insetos-praga aos inseticidas
quimicos, os fungos entomopatogénicos tem sido usados como uma alternativa ao controle de
tais pragas (Shah & Pell, 2003).

Os fungos possuem fatores de viruléncia para a penetracdo da cuticula dos insetos,
conferindo vantagem sobre outros patdgenos que infectam os insetos por via oral ou
mesentério, como bactérias e virus. A capacidade do fungo infectar o inseto hospedeiro
depende ndo somente da suscetibilidade do hospedeiro e condi¢des ambientais, mas também
da produgdo de fatores de viruléncia pelo fungo.

Enzimas tomam um papel importante no processo de penetragdo, especialmente
durante as fases de adesdo e germinag¢ao dos conidios. Um complexo multienzimatico
contendo quitinases, proteases e lipases € necessario para a degradagdo da cuticula dos insetos
(Schrank & Vainstein 2010; Ortiz-Urquiza & Keyhani 2013)

Alguns fungos podem manter-se em populacdes de insetos suscetiveis por muitas

geracdes sem necessitarem de aplicagdes repetidas. Uma vez que a maioria das espécies de
fungos ndo necessita ser ingerida para causar infeccdo, os mesmos podem ser usados para
controlar populagdes de insetos em estagios em que estes ndo se alimentam, como na pupacao
e, muitas vezes antes que tenham ocasionado danos econdomicos.
Nomurea rileyi pode infectar muitas pragas das principais culturas em todo o mundo,
especialmente lepidopteros tais como Helicoverpa armigera, Spodoptera litura, Tricoplusiani,
Anticarsia gemmatalis, e Pseudoplusia sp., com potencial para o desenvolvimento de
micoinseticidas (Shanthakumar et al., 2010; Thakre ef al., 2011).

O entendimento do processo de infec¢ao ¢ fundamental, a fim de acelerar a velocidade
de morte do hospedeiro através de estratégias biotecnoldgicas, como a introducdo de genes
especificos, tanto do proprio fungo com promotores constitutivos (St. Leger et al., 1996;

Screen et al., 2001), identifica¢do e purificagdo de muitas enzimas possivelmente envolvidas
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na viruléncia e inducdo por cuticulas de insetos (St. Leger et al., 1986) e estudos de
protedmica (Murad et al., 2008; Bianco & Perrota, 2015) que contribuem para a compreensao

do modo de infec¢do de fungos entomopatogénicos.

2.3 Nomuraearileyi: fatores associados a viruléncia

O género Nomuraea se caracteriza por possuir conidiéforos com filiddes originadas
num mesmo ponto, apresentando conidios elipsoides. Nomurea rileyi foi reclassificado como
Metarhizium rileyi (Kepler et al., 2014)

O ciclo completo de infec¢do N. rileyi ¢ de 8 a 12 dias a 25°C. A germinagdo pode
ocorrer em 12 horas e a invasdo da hemocele em 24 horas. O fungo penetra no inseto,
frequentemente via tegumento, envolvendo dois processos principais: o fisico, devido a
pressdo da hifa terminal que rompe as areas membranosas ou esclerosadas, e o quimico,
resultante da secre¢do de enzimas (proteases, quitinases e lipases), as quais facilitam a
penetracdo mecanica do fungo e o metabolismo do tubo germinativo. A coloniza¢do do
hospedeiro dura cerca de 3 a 5 dias e a morte pode ocorrer entre 6 a 7 dias. Os conidioforos se
formam apos 8 a 12 dias do inicio da infeccdo (Alves, 1998).

O fungo M. rileyi ocorre naturalmente infectando insetos-praga das ordens Coleoptera,
Lepidoptera e Orthoptera em diversas culturas de importancia econdmica em varias regioes
do mundo. Apesar de ser isolado de diversos hospedeiros descreve-se uma preferéncia por
hospedeiros da ordem Lepidoptera (Suwannakut ef al.,2005).

Na Argentina, Brasil e Uruguai tem sido reportado que N. rileyi infecta além de larvas

de A. gemmatalis, mais de 30 diferentes espécies de lepidopteros- praga (El-Sayed et al.,
1991; Devi et al., 2003, Srisukchayakul et al., 2005) incluindo S. frugiperda (Pavone et al.,
2009).
O primeiro registro da ocorréncia do fungo N. rileyi infectando lagartas de Aucula magnifica
(Lepidoptera: Noctuidae: Agaristinae) foi realizado por Poletto et al., (2010 ) em Vitis
vinifera, na cidade de Bento Gongalves/RS. O fungo foi isolado (linhagem UCS03) e mantido
na colegdo de fungos entomopatogénicos do Laboratério de Controle de Pragas do Instituto de
Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul.

Grandes esforcos t€m sido feitos para entender os fatores determinantes da viruléncia
em fungos entomopatogénicos (Casadevall, 2007). O modo de infeccdo dos fungos ¢

preferencialmente por penetracdo na cuticula do hospedeiro, vencendo as barreiras fisicas e
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quimicas da cuticula do inseto (Srisukchayakul et al., 2005; StLeger & Wang 2010; Wang &
Feng 2014).

Virios fatores podem estar associados a viruléncia do fungo nas interagdes com
diferentes hospedeiros (Van de Wouw & Howlett, 2011; Urban et al., 2015). Neste sentido,
proteases € quitinases sao cruciais para o fungo entomopatogénico degradar a cuticula dos
insetos (Ortiz-Urquiza & Keyhani 2013; Wang & Feng, 2014).

No geral, os patdogenos que infectam o mesmo grupo de hospedeiros tém caracteristicas
semelhantes no que diz respeito as familia de proteinas secretadas, uma indicagdo clara de
evolugdo convergente (Shang ef al, 2016).

Além das enzimas, a contribuicdo de metabdlitos secundarios para a viruléncia tem sido
evidenciada em diferentes fungos, como por exemplo, as toxinas destruxinas e oosporeina em
patogenos de insetos (Wang et al., 2012; Feng et al., 2015).

Estudos com isolados generalistas dos géneros Metarhizium ¢ Beauveria, comumente
usados como pesticidas biologicos,mostram que os fungos empregam conjuntos diferentes de
metabolitos secundarios durante o crescimento infeccioso e saprofitico (Bekker ef al., 2013).
Estudos com proteases produzidas por fungos entomopatogérnicos envolvidas na degradagao
das proteinas da cuticula para facilitar a penetragdo pelas hifas do fungo foram realizados por
varios autores (Tiago & Furlaneto, 2003; Campos et al., 2005; Nunes et al., 2010; Dhar &
Kaur, 2010; Golo et al., 2015). Evidéncias de adsor¢do diferencial e degradagdo de proteinas
acidas ou bésicas foi mostrado por eletroforese em gel bidimensional na degradagdo do
exoesqueleto do gafanhoto Melanoplus sanguinipes por proteinases produzidas pelos fungos
entomopatogénicos B. bassianae M. anisopliae (Bidochka & Khachatourians, 1994).

Linhagens de Metarhizium anisopliae de diversas origens geograficas tem sido
caracterizadas de acordo com sua viruléncia e producdo de enzimas hidroliticas secretadas
envolvidas na infec¢do de insetos. Entre estas, proteases, redutases e acetiltransferase podem
estar envolvidas na degradacdo e absorcdo de nutrientes da cuticula desidratada de
Callosobruchus maculatus (Murad et al., 2008).

A alta diversidade de proteinas encontradas nos proteomas de fungos filamentosos
pode estar associada a aparicdo de multiplas modificagcdes pods traducionais, como
glicosilagdo, fosforilagdo, sulfonacdo, acetilacdo e metilacdo, splicing alternativo, entre
outras, que sdo extremamente importantes porque determinam a fun¢do, estabilidade e

localizagdo das proteinas (Kim et al., 2007).
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O proteoma, de acordo com Greenbaum et al. (2001) abrange todas as proteinas de

uma célula, tecido ou organismo, que sao codificadas pelo genoma em uma determinada
condi¢do e o secretoma se refere a conjunto de proteinas secretadas por um organismo.
As proteinas secretadas por fungos tém atraido a atencdo dos pesquisadores. Estes
"secretomas" s3o uma fonte rica de enzimas degradativas. Secretomas sdo especialmente ricos
em proteases e carboidratos e lignina hidrolases com potencial de uso comercial e industrial e
proteinas cuja presenca ¢ necessaria para iniciar a infeccdo, sendo que sua remogdo pode
resultar na perda da viruléncia dos patégenos (Rampitsch & Day, 2013).

Avangos na andlise de proteinas t€ém auxiliado os estudos sobre secretomas de fungos
filamentosos, principalmente porque eles podem elucidar vias de secrecao, bem como genes
para delecdo ou co-expressdo, para melhorar linhagens para fins biotecnologicos (Ribeiro et
al.,2012).

Proteinas de Metarhizium anisopliae relacionadas ao processo de infeccdo de
Dysdercus peruvianus foram avaliadas por analise protedmica, verificando-se alteragdes na
abundancia de 71 proteinas ap6s exposigdo a cuticula do hospedeiro incluindo Pr1A, B, C, I,
proteinas relacionadas a danos oxidativos e proteinas sinalizadoras (Beys-da-Silva et al.,
2014)O fungo entomopatogénico M. anisopliae ¢ especializado para a secre¢do de um
complexo enzimatico consistindo de proteases, lipases e quitinases relacionadas a
patogenicidade e viruléncia. O secretoma de duas linhagens deste fungo crescido em presenga
de crisalida de Bombyx mori como indutor foi analisado em gel bidimensional mostrando
diferengas qualitativas e quantitativas entre as proteinas secretadas por ambas as linhagens.
Setenta e seis por cento das proteinas correspondentes identificadas por espectrometria de
massas foram agrupadas em diferentes classes (hidrolases, oxidases, redutases, isomerases,
quinases, dominios de WSC, e proteinas hipotéticas), sendo trinta e trés por cento comuns

entre as linhagens (Rustiguel et al., 2016).
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3. OBJETIVOS
3.1 ObjetivoGeral

- Avaliar a viruléncia do fungo N. rileyi sobre S. frugiperda e a produgdo de proteinas
extracelulares em meio suplementado com a cuticula do inseto em diferentes intervalos de

tempo.

3.2 Objetivo Especifico

- Determinar a viruléncia do fungo N. rileyi a S. frugiperda.

- Quantificar as proteinas totais produzidas pelo N. rileyi em presenca da cuticula de S.
frugiperda em diferentes intervalos de tempos;

- Avaliar a indugdo da secrecdo de proteinas produzidas pelo N. rileyi em presenga da cuticula
de S. frugiperda em diferentes intervalos de tempos;

- Analisar por SDS-PAGE secre¢des de N. rileyi obtidas apds indugdo pela presenga da
cuticula de S. frugiperda;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Insetos

As lagartas de S. frugiperda utilizadas nos ensaios foram provenientes da criacdo de
insetos mantida no laboratério de Controle de Pragas do Instituto de Biotecnologia da
Universidade de Caxias do Sul. Estes lepidopteros foram mantidos em sala climatizada com
temperatura de 26° £ 1°C, umidade relativa (UR) de 60% e fotofase de 14 horas. A
alimentagdo das lagartas constou de dieta artificial preparada segundo Greene et al. (1976).
Para os ensaios do secretoma foram utilizadas cuticulas de S. frugiperda de 5° a 6° instar,

secas em estufas a 50°C por cerca de 4 horas.

4.2 Linhagens do fungo N. rileyi

Duas linhagens do fungo N. rileyi foram selecionadas para os ensaios:
linhagemUCSO03, isolada de Aucula magnifica, coletada em Vitis vinifera, na cidade de Bento
Gongalves (RS) e a linhagem Sa86101, isoladade A. gemmatalis, na cidade de Sarandi (RS),
ambas armazenadas no Banco de Entomopatdgenos do Laboratério de Controle de Pragas da

Universidade de Caxias do Sul.

4.3 Avaliacao da viruléncia de N. rileyi a S. frugiperda

Sa86101 do fungo foram realizados por meio de tratamento em placa de Petri
contendo papel filtro previamente esterilizado. As suspensdes de conidios foram distribuidas
sobre o papel filtro nas concentragdes de 5x 107, 5x 108, 5 x10° conidios/mL.
Foram utilizadas 150 lagartas para cada concentragdo, considerando-se 50 insetos por
repeticdo e igual nimero para o controle, por um periodo de 24 horas, com 60% UR e 26°C.
Apos este periodo, os insetos foram transferidos para dieta artificial ¢ mantidos nas mesmas
condi¢des da sala de criacdo. A taxa de mortalidade foi avaliada diariamente até o estagio de
pupa. Os dados de mortalidade dos insetos foram submetidos a analise de Probit pelo
programa estatistico Statgraphics X VII, determinando-se o CLs, (concentragdo letal mediana)

e TLso (tempo letal mediano).
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4.4Analise do Secretoma

A andlise do secretoma foi realizada com a linhagem UCS03 do fungo N. rileyi,
inoculando-se 1mL de uma suspensdo de 10°con/mL em Erlenmeyers contendo meio TM
autoclavado (0,1% bacto-peptona, 0,03% uréia, 0,2% KH,PO., 1,4 % (NH4),SO4, 0,03%
MgSO., 0,3% glicose), mantidos por 3 dias sob agitacao a 26°C. Apos o periodo de incubagio
em meio TM, os micélios foram lavados e transferidos para novos Erlenmeyers, contendo
meio minimo (MM) autoclavado (0,2% KH,PO,, 0,03% MgSO., 1,4 % (NH4).SO,) — controle
e meio minimo adicionado de 0,5% de cuticula desidratada de S. frugiperda (lagartas de 5°
ou 6° instar, secas em estufa a 50°C por cerca de 8 horas e maceradas em almofariz) também
previamente autoclavados. Em diferentes intervalos de tempos foram coletadas amostras e

armazenadas.

4.5 Quantificacido de proteinas dos extratos extracelulares

A quantificacdo de proteinas do secretoma foi realizada pelo método de Bradford
(1976), da seguinte forma: 1,0 mL de reagente de Bradford (100 mg de Coomassie brilliant
blue R-250, 50 mL de etanol a 95% e 100 mL de acido fosférico 85%) foi pipetado em 100
puL de amostra, utilizando-se 100 pL de 4dgua destilada para controle negativo. A solucdo foi
agitada e deixada em repouso por 5 minutos. Em seguida as amostras foram analisadas por

espectrofotometria a 595nm, utilizando soro albumina bovina (BSA) como padrao.

4.6 Preparacao da amostra para SDS-PAGE

As proteinas dos sobrenadantes das culturas foram precipitadas utilizando-se acetona
para analise em SDS-PAGE. Para volume de amostra, correspondente a quantidade de
proteina requerida foi adicionado acetona numa proporcao de 1:2 (v/v), seguida de incubagao
a 4°C por 20 minutos. Apds a incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por
20 min com temperatura de 4°C, o sobrenadante foi descartado e o sedimento, contendo as
proteinas, foi lavado 2 vezes com agua destilada, por centrifugagdo, a 13.000 rpm por 15 min
com temperatura de 4°C. Apos o descarte da agua o sedimento protéico foi liofilizado e

ressuspendido em 30 pL de tampao amostra.

22



4.7 Analisepor SDS-PAGE das proteinas secretadas

As proteinas foram preparadas, segundo o item 3.5. As analises foram feitas por SDS-
PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate Poly Acrylamide Gel Eletrophoresis) a 12,5% de acordo
com o método de Laemmli (1970), com algumas modificagdes. O gel separador foi preparado
com 2mL de solugdo de 30% acrilamida/bisacrilamida (29:1), 1,25mL de tampao Tris HClpH
8,8 (1,5M tris-hidroximetil-aminometano, 0,4% Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), pH 8,8
ajustando com HCI (IM), 1,70 mL de H>O, 50ul de 10% de persulfato de amdnio e 3uL de
TEMED. O gel de empilhamento foi preparado utilizando 0,42 mL de solucdo a 30%
deacrilamida/bisacrilamida (29:1), 0,34mL de tampao Tris HCIpH 6,8 (1M tris-hidroximetil-
aminometano, 4% SDS, 1,75 mL de H,O, 25uL de depersulfato de amdnio 10% e 3uL de
TEMED. A corrida foi realizada a 100 volts por 45 minutos.

4.8 Coloracao dos géis

Os géis foram visualizados fixando-os em solugdo com nitrato de prata de acordo com

metodologia descrita por Blum et al., (1987).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Viruléncia das linhagens UCS03 e Sa86101do fungo N. rileyi sobre S. frugiperda.

As duas linhagens demonstraram viruléncia contra S. frugiperda, constatando-se um
aumento da mortalidade das lagartas em funcao do aumento da concentracao de conidios.

A linhagem UCSO03, isolada de A. magnifica (Figura 1) causou 61,3% de mortalidade
de S. frugiperda na maior concentrada testada (5 x 10°con/mL) ¢ a linhagem Sa86101, isolada

de A. gemmatalis causou 17,3% de mortalidade nesta mesma concentragao.
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Figura 1. Porcentagem de mortalidade de S. fiugiperda em ensaios com as linhagens Sa86101 e UCS03, Caxias
do Sul, 2016.

De maneira geral os trabalhos que testam a mortalidade de lepidopteros com fungos
demonstram uma maior mortalidade nos primeiros instares larvais, com a mortalidade
apresentando uma queda nos ultimos estagios (Inglis et al., 2001).

Varios autores consideram que os entomopatdgenos sao eficazes quando apresentam
valores de mortalidade acima de 40% (Alves et al. 1985, Faria et al. 1991; Lecuona et al.
1996; Silva & Veiga, 1998). O conhecimento da concentracdo e tempo letal auxilia na sele¢ao
do entomopatdgeno mais eficaz, na sensibilidade dos insetos a doenga e até mesmo para

previsdes de sua utilizagdo em programas de controle de pragas (Haddad, 1998).
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A CLs foi determinada apenas para a linhagem UCSO03, isolada de A. magnifica (2 x 10
’con/mL) sendo esta linhagem mais efetiva para o controle de S. frugiperda, do que a
linhagem Sa86101 isolada de A. gemmatalis a qual induziul7,3% de mortalidade.

Em estudos de sele¢do de isolados, a variagdo na patogenicidade ¢ observada com
frequéncia, podendo estar relacionada a especificidade e a tolerancia do hospedeiro, assim
como a variabilidade genética de cada isolado (Alves, 1998). Nesse sentido, Rohde et al.
(2006), Kaur; Padmaja (2008) e Carneiro et al. (2008) avaliaram a suscetibilidade de fungos
entomopatogénicos Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae contra Alphitobius
diaperinus, Spodoptera litura e S. frugiperda e, também constataram ampla variagdo na
patogenicidade entre os isolados avaliados de uma mesma espécie de fungo.

O fungo M. rileyi tem um grande potencial no uso do controle de lagartas, onde 90%
de seus hospedeiros pertencem a ordem Lepidoptera (Alves, 1998), demonstrando uma certa
especificidade que faz com que um determinado isolado seja muito virulento para um grupo e
ndo seja para outro. Esta caracteristica ¢ considerada uma vantagem do controle microbiano
em relacdo ao quimico, pois mesmo quando os micro-organismos sdo aplicados em altas
concentragdes, conseguem evitar alteragdes importantes no agroecossistema, por ndo afetarem
parasitoides, predadores e polinizadores (Alves, 1998).

A barreira fisica proporcionada pela camada de cera existente no inseto faz com que
grande parte do inoculo aplicado fique retida na mesma. Com isso, a por¢do que entra em
contato com o tegumento do inseto ndo ¢ suficiente para promover o inicio do processo de
infeccdo. Alguns estudos sugerem que existe um nimero minimo de estruturas do patogeno
necessarias para desencadear a doenga em um inseto (Alves ef al., 1998).

Foi observado também que o maior percentual de mortalidade dos insetos ocorreu no
sétimo dia apos o inicio do ensaio com a linhagem UCS03 (Figura 2) e no nono dia com a
linhagem Sa86101. Isto mostra também a eficiéncia da linhagem UCS03, quanto ao tempo de
infec¢dao no inseto, um dos fatores que deve ser levado em consideragdo em programas de
manejo integrado de pragas, visto que um menor tempo letal promove a reducdo rapida dos
prejuizos econdmicos causados pelas pragas.

Acredita-se que a utilizagdo do fungo entomopatogénico N. rileyi no controle S.
frugiperda (Figura 2), possa vir incrementar o manejo integrado de pragas na cultura da
videira, racionalizando o uso de agrotoxicos, gerando menor impacto na saude do consumidor
assim como do trabalhador rural e manutencdo do equilibrio ambiental, bem como, em busca

por sistemas de producdo sustentaveis.
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Figura 2. Porcentagem de mortalidade de S. fiugiperda com a linhagem UCS03, Caxias do Sul, 2016.

Os estudos sobre a selecdo de isolados de fungos entomopatogénicos ¢ de grande
importancia para melhor aproveitamento destes micro-organismos nos programas de manejo
integrado, visto que as grandes variagdes genéticas inerentes aos fungos fornecem a eles
caracteristicas relacionadas a patogenicidade e viruléncia muito variada. A busca por isolados
mais especificos no controle de determinado inseto-praga, necessariamente passa pela selecao
dos mesmos. Outros fatores devem ser levados em conta para a determinagdo da interacao
patdgeno-hospedeiro, como a produgdo de enzimas degradadoras de cuticula, as quais estdo
diretamente relacionadas ao processo de infeccao dos insetos pelos fungos (Bianco &Perrota,
2015).

Os testes de sele¢do de entomopatdogenos tém como principal funcdo excluir isolados
pouco virulentos e com baixa capacidade de penetracdo e germinagdo, selecionando os
isolados com maior potencial para uma avaliagdo mais eficiente, tendo na escolha da
mortalidade confirmada um parametro de sele¢do com maior confiabilidade e precisao nos

dados obtidos (Moino, 1993; Hajek & St. Leger, 1994).

5.2. Proteinas totais secretadas pelo fungo

As proteinas sdo os maiores constituintes da cuticula dos insetos e as proteases extracelulares
sao produzidas em abundancia em fungos crescidos em cultura liquida contendo cuticula de
inseto (St. Leger et al, 1986) tendo sido postulado que proteases extracelulares estdo

envolvidas na hidrolise da cuticula facilitando a penetragdo da hifa através da cuticula.
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Visando identificar um fator relacionado a viruléncia avaliou-se a quantidade de
proteinas extracelulares secretadas pela linhagem UCS03 quando em meio liquido
suplementado com cuticula de S. frugiperda. O sobrenadante na presenga e na auséncia de
cuticulas de S. frugiperda foram coletados por 19 dias apds a incubagao dos micélios.

A secrecdo das proteinas totais aumentou progressivamente com o tempo. A maior producao
de proteinas ocorreu no 14° dia apds incubagao com a cuticula de S. frugiperda, sendo de 0,35

mg/mL e, decaindo a secrecdo de proteinas apds este periodo (Figura 3).
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Figura 3. Proteinas totais secretadas pela linhagem UCS03 em fungdo do tempo, em meio suplementado com

cuticula de Spodoptera frugiperda.

Os resultados obtidos com a técnica de Bradford (1976), foram compativeis com os

resultados observados em SDS-PAGE unidimensional, como pode ser verificadono item 4.3.

5.3 Analise das proteinas secretadas

O perfil protéico dos diferentes extratos foi analisado por eletroforese unidimensional -SDS-
PAGE (Figura 4). Apés a dosagem de proteinas totais nas amostras de sobrenadante, os
polipeptideos secretados pelo fungo N. rileyi, foram analisados por SDS-PAGE mostrando
uma variagao do perfil eletroforético, dependendo do tempo de cultivo em presenca da

cuticula de S. frugiperda.
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A partir da quantificagdo de proteinas (item 4.2) verificou-se que as maiores secrecdes de
polipetideos ocorreram entre o 12° e 16° dia de incubagdo do fungo N. rileyi em presenca da
cuticula de S. frugiperda, e a partir desta informacao foram seguidos os estudos de analise do
secretoma por meio do SDS-PAGE.

No gel do sobrenadante observa-se proteinas com massas moleculares de 150 kDa até

inferiores a 20kDa, sendo que essas proteinas estdo presentes em maior quantidade nos

ultimos tempos de cultivo.

Figura 4. Perfil eletroforético do sobrenadante: (M) Marcador de massa molecular (Benchmark) (A) Controle
com cuticula de S frugiperda (B) Controle com N. rileyi, (C)Amostra coletada em 13 dias, (D) Amostra coletada
em 14 dias, (E) Amostra coletada em 14 dias, (F) Amostra coletada em 15 dias e (G) Amostra coletada em 16

dias.

Na canaleta (A), que ¢ o perfil eletroforético utilizado como controle, sendo utilizado somente
a cuticula de S. frugiperda, foi possivel identificar 4 bandas bem destacadas, provavelmente
proteinas estruturais da cuticula; na canaleta (B) foi utilizado apenas o fungo N. rileyi sem a
cuticula do inseto, mostrando um perfil protéico diferenciado dos demais e praticamente com

poucas proteinas a serem consideradas.
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No 14° dia (canaleta E), onde mostrou a maior quantidade proteinas, também pode ser visto
diferentes massas moleculares de proteinas, destacando-se proteinas inferiores a 50kDa. O
mesmo comparativo pode ser feito nos 15° e 16° dias que tanto pela quantificacdo (figura 3 e
4) quanto pela massa molecular foi possivel verificar uma altera¢ao no perfil proteico.

A andlise das proteinas secretadas por M. anisopliae e B. bassiana em meios de cultura
contendo exoesqueleto de Callosobruchus maculatus, foi realizada por Murad et al., (2008),
onde foi possivel tracar uma provavel via metabolica na qual as enzimas degradam os
principais compostos: quitinas, proteinas, outros carboidratos e amoénio. M.
anisopliaeproduziu um padrao proteico que apresentou massas moleculares aproximadamente
27 kDa, 30 kDa, 37 kDa, 45 kDa, 50 kDa e 70 kDa.

Ribeiro (2006) demonstrou diferengas nas proteinas secretadas no cultivo em meio
liquido de M. anisopliae na presenca de cuticulas de D. peruvianus, A. gemmatalis, B.
microplus. Polipeptidios de tamanho aproximado de 30 kDa, secretadas na presenga de
cuticula de D. peruvianus em 72 horas de cultivo, outras proteinas do tamanho aproximado de
22 kDa, presentes em meio de cultivo com cuticula de A. gemmatalis apos 24 e 72 horas de
cultivo e também presentes com cuticula de B. microplus em 72 horas de cultivo. Em meio
com cuticulas de D. peruvianus e A. gemmatalis observou-se perfis similares, porém na
presenca de cuticula de B. microplus a intensidade de bandas de maior tamanho foi
ligeiramente menor e, também, a banda de tamanho aproximado de 29 kDa foi mais intensa e
a de 23 kDa menos intensa.

Proteinas secretadas por 7. harzianum durante nove dias de crescimento utilizando quatro
diferentes fontes de carbono (glicose, celulose, xilana e bagago de cana de acgucar),
apresentaram perfis proteicos caracteristicos para cada amostra. Em meio com glicose
verificou-se proteinas de 30 kDa, 37 kDa e 40 kDa, meio com celulose proteinas de 14 kDa a
90 kDa, com xilana como fonte de carbono apareceram proteinas com 25 kDa, 20 kDa e 15
kDa e o no meio contendo bagaco de cana as massas moleculares proteicas foram de 66 kDa,
30 kDa, 20 kDa e 14 kDa. Os autores observaram que algumas bandas estavam presentes em
mais de uma amostra, enquanto outras eram exclusivas ou muito expressas em determinado
secretoma, observaram também que a amostra proveniente da cultura em glicose mostrou um
perfil protéico mais simples do que os demais. Por outro lado, a amostra crescida em meio
contendo xilana mostrou mais bandas que as amostras coletadas dos meios contendo celulose

e bagaco de cana (Mendoza, 2013).
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Uma alta diversidade de proteinas encontra-se presente nos proteomas de fungos
filamentosos heterogeneidade proporcionada pela aparicdo de multiplas modificacdes pos
traducionais, como glicosilacdo, fosforilagdo, sulfonacdo, acetilagdo e metilacdo, splicing
alternativo entre outras, que sdo extremamente importantes porque determinam a funcao,
estabilidade e localizagdo das proteinas (Kim et al., 2007).

Este perfil proteico diferenciado pode estar envolvido na degradagdo e captacao de
nutrientes da cuticula desidratada de S. frugiperda, fato que podera ser comprovado por meio
de espectrometria de massas. Os resultados indicam ser N. rileyi um fungo promissor no
controle da praga, entretanto, sdo necessarios mais estudospara definir de forma precisa a
aplicacdo deste agente de controle no manejo de S. frugiperda e outras pragas da videira,

levando sempre em consideragdo a relagdo custo-beneficio e as condi¢cdes do ambiente.
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6. CONCLUSOES

- A linhagem UCS 03 do fungo entomopatogénico N. rileyi foi mais virulenta (CLs, de 2 x 10
’con/mL) do que a linhagem Sa86101 para S. fiugiperda, a qualinduziu 17,3% de mortalidade
de S. frugiperda,

- Proteinas extracelulares do secretoma da linhagem UCS03 quando em presenga da cuticula
desidratada de S. frugiperda mostraram diferentes quantidades em relacdo ao tempo de
cultivo;

- A maior producdo de proteinas totais da linhagem UCS03 ocorreu no 14° dia ap6s incubagao
com a cuticula de S. frugiperda, sendo de 0,35 mg/mL;

- Foi possivel verificar diversos perfis eletroforéticos nos diferentes tempos de cultivo quando
avaliadas as amostras do sobrenadante por gel unidimensional;

- Os perfis eletroforéticos avaliados por SDS-PAGE entre 12 a 16 dias de cultivo sugerem que

as massas moleculares dos polipeptideossao inferiores a 75kDa;
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