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RESUMO

Nomuraea rileyi ¢ um entomofungo que infecta principalmente lepidopteros representantes da
superfamilia Noctuoidea, que inclui pragas-chave de diversas culturas de grande importancia
econdémica. No entanto, a susceptibilidade das espécies a este agente é varidvel, mesmo entre
representantes da mesma familia e até de mesmo género. Um dos fatores responsaveis por esta
susceptibilidade diferenciada pode ser a composicéo lipidica da cuticula larval. O objetivo deste
estudo foi avaliar a estrutura e composicdo cuticular de larvas de lepidopteros e sua relagdo com a
susceptibilidade a N. rileyi. Foram utilizadas as espécies Anticarsia gemmatalis, Mythimna sequax,
Rachiplusia nu e Spodoptera cosmioides e duas linhagens do fungo (CH87551 e UB93150). Larvas
de segundo instar foram obtidas a partir da criacdo massal no Laboratério de Controle de Pragas da
Universidade de Caxias do Sul e submetidas a suspensdes de 10°, 10° e 10° conidios/mL por 24
horas e apos, transferidas para recipientes de 200mL contendo dietas artificiais especificas. Os
bioensaios foram mantidos em condic¢des controladas e avaliados diariamente por 14 dias. Para
analise da composicdo lipidica cuticular, extvias oriundas da metamorfose larval-pupal foram
submetidas a extragdo com hexano e posteriormente a diclorometano-metanol. Para obtencdo das
exuvias de M. sequax, as larvas foram alimentadas com Lolium multiflorum. Os extratos obtidos
foram analisados por cromatografia de camada delgada e seus componentes separados por
cromatografia em coluna aberta, cujas fracdes resultantes foram analisadas por cromatografia
gasosa acoplada a detector de massas (GCMS). Imagens de microscopia eletronica de varredura
(MEV) foram obtidas de larvas de segundo instar de cada espécie, submetidas uma suspenséo de
10® conidios/mL e analisadas 24, 48 e 72 horas apds a exposicdo ao patdgeno. Os resultados
demonstraram que as espécies avaliadas foram diferentemente afetadas por N. rileyi e, mesmo pelas
diferentes linhagens avaliadas. A CLs (log dose) obtida com as linhagens CH e UB foi de 6,73 e
7,97 para A. gemmatalis e 8,26 e 9,16 para R. nu respectivamente. S. cosmioides foi susceptivel
apenas a linhagem UB, porém a taxa de mortalidade foi de apenas 11,5% na maior concentracao e
M. sequax ndo foi susceptivel a nenhuma das linhagens avaliadas. A composic¢éo lipidica cuticular
apresentou diferencas quali-quantitativas entre as larvas. Os principais componentes identificados
em A gemmatalis, M. sequax e R nu foram hidrocarbonetos, respondendo por 72,3, 74,5 e 83,6%
respectivamente, com menor diversidade de compostos para M. sequax. Acidos graxos lineares e
ramificados (Cy4 a Cy) foram identificados, com diferentes composi¢cdes em cada uma das espécies.
Identificou-se um aldeido e um alcool graxo em A. gemmatalis e outro aldeido graxo em R. nu. Em
S. cosmioides, o componente majoritario identificado foi vitamina E, com mais de 70%. Nas
imagens de MEV foi possivel observar conidios de N. rileyi aderidos a superficie cuticular das
quatro espécies avaliadas, especialmente na regido abdominal e nos pseudopodes, mesmo depois de
48 horas apds contato, sobretudo em S. cosmioides e M. sequax, espécies nas quais muitos dos
conidios visualizados apresentaram tubo germinativo crescendo paralelamente a superficie. As
espécies que se mostraram mais susceptiveis nestes bioensaios foram as que apresentaram, além de
grandes quantidades de alcanos, as maiores diversidades destes compostos. As espécies menos
susceptiveis apresentaram pouca quantidade e/ou variedade de alcanos ou ainda algum composto
antioxidante, como no caso da vitamina E. Os resultados obtidos sugerem que, além das diferencas
na composicao lipidica e na estrutura cuticular das larvas, a variabilidade de N. rileyi pode estar
relacionada a susceptibilidade diferenciada observada nas espeécies, no entanto o potencial de uso
deste agente como ferramenta no manejo integrado de pragas é consideravel e precisa ser mais bem
compreendido e explorado.



ABSTRACT

Nomuraea rileyi is an entomofungus that mainly infects lepidopteran representatives of the
Noctuoidea superfamily, which includes key-pests of various crops of large economic importance.
Nevertheless, the susceptibility of species in relation to this agent is variable, even among
representatives of the same family or genus. One of the factors responsible for this differentiated
susceptibility might be the lipid composition of the larval cuticle. The aim of this study was to
assess the cuticular structure and composition of lepidopteran larvae and their relationship with the
susceptibility to N. rileyi fungi. The species Anticarsia gemmatalis, Mythimna sequax, Rachiplusia
nu and Spodoptera cosmioides and two strains of the fungus (CH87551 and UB93150) were used.
Second instar larvae were obtained from the mass creation of the Pest Control Laboratory at the
University of Caxias do Sul and subjected to suspensions of 10’, 10° and 10° conidia/mL for 24
hours and subsequently transferred to 200mL containers containing specific artificial diets. The
bioassays were maintained in controlled conditions and assessed daily for 14 days. In order to
perform an analysis of the cuticular lipid composition, exuviae derived from the larval-pupal
metamorphosis were subjected to extraction with hexane and with dichloromethane-methanol
afterwards. For obtaining the M. sequax exuviae, the larvae were fed with Lolium multiflorum. The
obtained extracts were analyzed by means of slender layer chromatography and their components
were separated using open column chromatography components, whose resulting fractions were
analyzed through gas chromatography attached to mass detector (GCMS). Images of scanning
electron microscopy (SEM) were obtained from second instar larvae of each species, subjected to a
suspension of 10® conidia/mL and analyzed 24, 48 and 72 hours after exposure to the pathogen. The
results showed that the assessed species were differently affected by N. rileyi fungi or even by
different assessed strains. The LCsg (log dose) obtained with the CH and UB strains was 6,73 and
7,97 for A. gemmatalis and 8,26 and 9,16 for R. nu respectively. S. cosmioides was susceptible only
to the UB strain, but the mortality was limited to 11.5% in the highest concentration and M. sequax
was not susceptible to any of the assessed strains. The cuticular lipid composition showed
qualitative and quantitative differences between the larvae. The main components identified in A.
gemmatalis, M. sequax and R. nu were hydrocarbons, accounting for 72,3, 74,5 and 83,6%
respectively, with lower diversity of compounds for M. sequax. Linear and branched fatty acids (C14
to Cy0) have been identified, with different compositions in each one of the species. It was found an
aldehyde and a fatty alcohol in A. gemmatalis and other fatty aldehyde in R. nu. In S. cosmioides,
the major identified component was vitamin E, with more than 70%. In the SEM images, it was
possible to observe conidia of N. rileyi attached to the cuticular surface of the four assessed species,
especially in the abdominal region and in pseudopods, even after 48 hours of contact, mainly in S.
cosmioides and M. sequax, species in which many observed conidia showed germ tube growing in
tandem with the surface. The species that were more likely in these bioassays were the ones that
presented, in addition to large amounts of alkanes, the greatest diversities of these compounds. The
less susceptible species showed little quantity and/or variety of alkanes or even some antioxidant
compound, as in the case of the vitamin E. The obtained results suggest that, besides differences in
the lipid composition and cuticular structure of the larvae, the variability of N. rileyi might be
related to the differentiated susceptibility observed in species, however, the potential usage of this
agent as a tool for holding an integrated pest management is sizeable and needs to be better
understood and explored.



INTRODUCAO

Insetos-praga de cultivos estdo entre as principais causas de perdas econdmicas na producéo
agricola, seja por perdas diretas ou por necessidade de aplicacdo de produtos para seu controle, o
que eleva os custos de producdo. Entre estes insetos, algumas espécies de noctuideos (Lepidoptera)
se destacam como pragas em diversas culturas de elevada importancia econémica, como soja, milho
e trigo, entre outras.

Entre as formas de controle de pragas, o controle bioldgico, dentro do Manejo Integrado de
Pragas, apresenta-se como alternativa sustentavel ao uso de pesticidas, uma vez que ndo apresenta
0s inconvenientes ambientais dos agroquimicos e o agente de controle, em muitos casos, pode
manter-se no ambiente. Um desses agentes é o fungo entomopatogénico Nomuraea rileyi (Farlow)
Samson, um fungo cosmopolita que tem entre seus hospedeiros preferenciais lepiddpteros das
familias Noctuidae e Erebidae.

Este patdgeno tem sido objeto de estudos que, ao longo dos anos vem contribuindo para a
elucidacdo de seus mecanismos de acdo e caracterizacdo genética visando seu uso como
biopesticida. Entretanto, a compreensdo da interacdo patdégeno/hospedeiro ainda ndo € totalmente
conhecida e os fatores envolvidos na patogenicidade ainda ndo sdo bem claros, visto que héa
variabilidade entre linhagens de N. rileyi e a gama de espécies atacadas € relativamente restrita,
atingindo apenas algumas dezenas de espécies e de maneira diferencial entre espécies do mesmo
grupo taxondémico e entre diferentes linhagens do patégeno.

Um dos possiveis aspectos que interferem na susceptibilidade ou ndo de larvas a N. rileyi
pode ser a composicdo lipidica cuticular que, dependendo dos compostos presentes, pode inibir a
adesdo conidial, dificultar a germinacdo ou ainda impedir a penetracdo do tubo germinativo no
inseto.

Os objetivos deste trabalho foram analisar a susceptibilidade de larvas de quatro espécies de
lepidopteros-praga a N. rileyi, determinar a composicao lipidica cuticular destas espécies, identificar
0s principais componentes lipidicos presentes, e avaliar a estrutura e composicao cuticular destas
espécies, incluindo observacdes diretas da interacdo entre conidios e cuticula, e sua relagdo com a

susceptibilidade ao patégeno.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O numero total de espécies de insetos descritas é de cerca de um milhdo, das quais
aproximadamente 10% sdo pragas, prejudicando plantas, animais domésticos e o proprio homem
(Gallo et al., 2002).

Na ordem Lepidoptera, diversas espécies sdo consideradas pragas por atacarem varias
culturas de importancia econdémica, como algodao, milho, pastagens, soja, trigo, entre outras A
Superfamilia Noctuoidea (Lepidoptera: Noctuoidae), por exemplo, inclui diversas espécies de
importancia agricola, devido as suas larvas causarem danos econdmicos a diversas culturas. Em
Noctuidae, uma familia deste taxon, é registrada a presenca de mais de 350 espécies apenas no Rio
Grande do Sul (Specht & Corseuil 1996; 1998; 2001; 2002b), com muitas das quais tendo o estagio
larval caracterizado por hébitos subterrdneos, alimentagdo voraz e uso de diversas plantas
hospedeiras. Neste grupo encontram-se importantes pragas de culturas como o milho (Spodoptera
spp.), o trigo (Mythimna sequax Franclemont, 1951) e a soja (Spodoptera spp. e plusiineos diversos,
entre os quais Rachiplusia nu Gueneé, 1852). Além de Noctuidae, também Erebidae (Lafontaine &
Schmidt, 2010) inclui pragas agricolas importantes, com destaque para a lagarta-da-soja Anticarsia
gemmatalis Hibner, 1818 (Gallo et al., 2002; Silva et al., 1968).

O género Spodoptera Guenee, 1852 é cosmopolita e composto por 30 espécies das quais 15
sdo pragas agricolas polifagas (Zenker et al., 2007). Spodoptera cosmioides Walker, 1858 ocorre
em diversas plantas hospedeiras incluindo soja, milho, sorgo, macieira, cebola, algodoeiro,
pimentdo, tomateiro, mamona, feijao, feijao caupi, eucalipto, abacaxizeiro, arroz, mangueira e
berinjela, entre outras (Bavaresco et al., 2003). Sua ocorréncia estd restrita a América do Sul
(Bavaresco et al., 2001), porém sua importancia tem sido crescente nas regides produtoras de soja
ocasionando aumento da aplicacéo de inseticidas para seu controle.

O género Mythimna Franclemont, 1951 inclui as lagartas-militares verdadeiras, destacando-
se M. sequax (sensu Lafontaine & Schmidt, 2010 - antes Pseudaletia) uma espécie polifitdfaga que
pode alimentar-se de grande variedade de vegetais, muitos dos quais de consideravel importancia
econémica como milho, sorgo, arroz, centeio, cevada, tomate, etc. (Biezanko et al., 1974), sendo
uma das pragas mais importantes do trigo e triticale, tanto por seus danos como pelo dificil controle,
tendo o nivel de dano econdmico em apenas 10 lagartas por metro quadrado (Grego et al., 2006).
Também é citada como praga chave em azevém (Specht & Corseuil, 2002a) e ocorre em toda a
América (Poole, 1989).

A lagarta-falsa-medideira R. nu é considerada praga do girassol, do linho e da soja, no

entanto, é capaz de desenvolver-se sobre uma grande variedade de espécies de diversas familias



botanicas. Apresenta um ciclo vital de cerca de 40-45 dias, dos quais cerca de 18 a 25 dias
correspondem a fase larval, distribuidos em 5 instares. Ocorre no Brasil desde o sul da Bahia em
direcdo ao Sul, Argentina Chile, Paraguai e Uruguai. Sua importancia econdémica baseia-se na
importancia das culturas e Orgdos vegetais atacados, visto que pode alimentar-se de folhas e
também de partes da inflorescéncia no girassol, folhas e vagens tenras de soja, causando danos
diretos na produtividade. Além disso, o surgimento de resisténcia a inseticidas piretrdides dificulta
0 controle desta espécie no Uruguai, Argentina e Chile (Chiaravalle, 2006).

Principal desfolhadora da soja, A. gemmatalis apresenta preferéncia por leguminosas, mas
pode ser encontrada em baixa densidade em Malvéceas. Esta espécie alimenta-se de folhas tenras e
por esse motivo é encontrada com frequéncia no terco superior das plantas, fato que facilita seu
controle quimico (Herzog & Todd, 1980) e bioldgico (Moscardi, 1998). Ocorre desde os 40° de
latitude norte nos Estados Unidos até os 39° de latitude sul na Argentina (Sosa-Gomez, 2004). Em
campo, populacdes desta espécie sdo naturalmente dizimadas por epizootias ocasionadas pelo fungo
entomopatogénico Nomuraea rileyi Farlow (Samson) (Allen et al., 1971, Boucias et al., 2000)

Uma das alternativas de controle de pragas € o controle bioldgico, que é um dos pilares do
manejo integrado de pragas (Gallo et al., 2002) e tem despertado interesse dos pesquisadores por
diversos motivos entre 0s quais se destacam o fato de ndo apresentarem alguns dos efeitos negativos
dos defensivos quimicos; menor custo, uma vez que o agente de controle pode se estabelecer no
ambiente; seletividade; ndo surgimento de resisténcia, entre outras vantagens (Alves, 1988). Nesse
contexto, 0 uso de micro-organismos tem se mostrado uma alternativa eficiente, econdmica e
duradoura, com resultados comprovados a nivel de campo (Alves & Lopes, 2008; Bravo, 2011,
Moscardi, 1998).

Entre os micro-organismos utilizados no controle biolégico encontram-se os fungos, que ao
contréario de outros micro-organismos patogénicos, ndo precisam ser ingeridos para causar infeccao
e sua utilizacdo se fundamenta na capacidade de infeccdo por contato, causando doenga e morte
num processo dependente de fatores biGticos e abiodticos. Para ser efetivo como agente de
biocontrole, o fungo deve penetrar no inseto (Boucias & Pendland, 1982; Thorvilson et al., 1985).
A etapa inicial de infestacdo se da pela adesdo e germinacdo de conidios do fungo na superficie do
inseto, seguida de penetracdo da hifa, envolvendo dois processos principais: o fisico, devido a
pressdo da hifa terminal que rompe as areas membranosas ou esclerosadas, e 0 quimico, resultante
da producdo de enzimas (proteases, quitinases e lipases), as quais facilitam a penetracdo mecanica
do fungo e o metabolismo do tubo germinativo (El-Sayed et al., 1991; 1993; Smith et al., 1981,
Xiong et al., 2013). Alguns produzem uma estrutura denominada apressorio, que corresponde a

uma dilatacdo da hifa onde normalmente ocorre grande atividade enzimatica tendo como objetivo
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degradar a cuticula e penetrar no inseto, ja outros, como o fungo N. rileyi, formam uma massa
mucilaginosa ao redor do tubo germinativo, a qual também teria funcdo de adesdo e producéo de
enzimas (Boucias & Pendland, 1991; Alves, 1998; Srisukchayakul et al., 2005).

A patogenicidade e a viruléncia podem variar entre as diferentes espécies de fungos e
mesmo de uma linhagem para outra na mesma espécie, e podem ser influenciadas pela sua atividade
enzimaética, incluindo lipases, quitinases e proteases, que é fundamental no processo de infeccdo
para a penetracdo na cuticula do inseto e que é expressa a partir da germinacdo dos conidios
(Boucias et al., 2000, El-Sayed et al., 1993; Nunes et al., 2010).

Dentre os fungos patogénicos, destacam-se Metarhizium spp., Beauveria bassiana,
Verticillium lecanii e Nomuraea rileyi, sendo os lepidopteros os hospedeiros preferenciais deste
ultimo (Alves, 1998; Carruthers, 1991; Ibrahim et al., 1999; Wraight et al., 2010).

N. rileyi, especificamente, € um fungo patogénico cosmopolita que infecta naturalmente
larvas de vérias espécies que atacam algumas culturas de importancia econémica em muitas regiées
do mundo. Seus hospedeiros sdo basicamente lepiddpteros, apresentando uma certa preferéncia por
representantes da Superfamilia Noctuoidae (Ignoffo et al., 1975; Suwannakut et al., 2005).

Pesquisas com N. rileyi vém sendo realizadas visando seu emprego no controle de
lepiddpteros-praga desde a década de 70, quando seu potencial passou a chamar a atencdo devido a
epizootias em lavouras de soja (Ignoffo et al., 1975; Puttler et al., 1976). Atualmente esforcos tém
sido direcionados para elucidacdo de caracteristicas moleculares, bioquimicas e nutricionais
(Vargas et al., 2003; Nunes et al., 2010; Noda et al., 2011), além de outros aspectos como producédo
massal, conservacdo e viabilidade de formulacdes (Thakre et al., 2011; Torres & Cotes, 2005;
Vega-Aquino et al., 2010).

Estudos envolvendo rDNA mitocondrial demonstraram que N. rileyi apresenta pouca
variabilidade genética e € muito proximo dos representantes do género Metarhizium (Boucias et al.,
2000; Sosa-Gomez et al., 2009). Alem disso, a diversidade de N. rileyi esta mais relacionada com a
espécie hospedeira do que com a localizacdo geogréafica, conforme demonstrado em estudos
genéticos (Boucias, et al., 2000; Suwannakut et al., 2005).

N. rileyi € conhecido por atacar larvas de diversos lepiddpteros como A. gemmatalis e varios
noctuideos como Heliothis zea, H. virescens, S. frugiperda, entre outros (Ignoffo et al., 1976; Sosa-
Gomez & Silva, 2002; Mohamed & Nelson 1984; Vimala Devi et al., 2003). Sua atividade
enzimatica parece ser estimulada em meios com presenca de substrato cuticular de A. gemmatalis
em comparacdo a outros substratos (Nunes et al., 2010) e estudos demonstram existir grande

variagdo entre linhagens e entre hospedeiros (Boucias et al., 2000; Suwannakut et al., 2005) além
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de uma certa especificidade, apresentando alta viruléncia quando empregados contra o hospedeiro
original e atividade reduzida em outras espécies (Moscardi et al., 1992).

O periodo entre o contato inicial do patdgeno com o hospedeiro, o desenvolvimento do
processo infectivo e a morte do inseto dura em média 6 a 8 dias (Srisukchayakul et al., 2005),
variando conforme o isolado e a espécie hospedeira envolvida, sendo que grande variabilidade é
descrita entre isolados de N. rileyi (Boucias et al., 2000; Ignoffo & Boucias, 1992; Morrow &
Boucias, 1988)

Em estudos recentes, Noda et al. (2010a; 2010b; 2011), identificaram D-eritro-C14-
esfingosina como fator de aceleracdo da germinacédo conidial de N. rileyi a partir de Bombix mori e
que co-fatores nitrogenados desencadeiam a germinacgéo, sugerindo que as condic¢Oes requeridas
para germinacao conidial ndo sdo apenas ambientais (Boucias & Pendland 1982; Kumar et al.,
1997), mas também nutricionais, que parecem ser mais complexas que em outros fungos
entomopatogénicos (Boucias et al., 2000; Boucias & Pendland 1984).

Embora em alguns fungos entomopatogénicos como M. anisopliae e B. bassiana a
ocorréncia e acdo de toxinas sejam bem conhecidas (Roberts, 1981), em N. rileyi apenas um
peptidio tdxico foi caracterizado (Onofre et al., 2002) e um outro composto foi identificado a partir
de larvas de Spodoptera litura infectadas, o peréxido de ergosterol (Prompiboon et al., 2008).

Sendo N. rileyi um entomofungo, o tegumento dos insetos é a primeira barreira de protecao
de qualquer potencial hospedeiro. Este tegumento evita a dessecacdo e funciona como uma
significativa barreira a0 meio externo e, consequentemente a penetracdo dos fungos
entomopatogénicos (Lockey, 1985; 1988; Clarkson & Charnley, 1996).

O tegumento ¢é formado pela epiderme e pela cuticula. A compreensdo dos mecanismos de
formacdo, diferenciacédo, estrutura e composicdo dessas diferentes camadas tém sido objetos de
diversos estudos, principalmente relacionados a lipidios e proteinas (Lockey, 1985; 1988; Andersen
et al., 1995; Gibbs, 1995; Moussian, 2010; Andersen, 2011).

Os lipidios sdo os constituintes principais da cuticula (Guo & Blomquist, 1991)
encontrando-se lipidios estruturais e lipidios livres. Os estruturais sdo lipoproteinas e ocorrem em
toda a cuticula, sendo insolveis em solventes organicos, podendo ser extraidos por oxidagdo
destrutiva, ja os lipidios livres consistem principalmente de compostos alifaticos polares e apolares
e ocorrem na epicuticula, podendo ser extraidos por solventes organicos. A composic¢ao dos lipidios
cuticulares livres varia nas espécies e pode incluir acidos graxos, alcoois, ésteres, glicerideos,
esterdis, cetonas e hidrocarbonetos (Lockey, 1988; Nelson & Blomquist, 1995).

Diversas funcbes estdo relacionadas aos lipidios cuticulares: protecdo contra dessecacao;

reconhecimento; atracdo sexual; afetam a absorcdo de produtos quimicos e a penetracéo da cuticula
13



por micro-organismos; mimetismo quimico, entre outras (Nelson & Blomquist, 1995), sendo que a
protecdo contra micro-organismos ocasionada pelos lipidios cuticulares pode ser tanto de origem
fisica como quimica (Koidsumi, 1957).

Analises da composicdo de lipidios cuticulares vem sendo realizadas em diversas espécies,
desde hemipteros como o percevejo verde da soja (Sosa-Gomez et al., 1997), coledpteros
(Golebiowski et al., 2008a), Thisanoptera (Golebiowski et al., 2007) e mais especificamente de
acidos graxos cuticulares em espécies de lepidopteros e dipteros (Golebiowski et al., 2008b; 2011).
Compostos lipidicos podem influenciar a adesdo conidial na cuticula do inseto através de forcas
hidrofébicas (Lord & e Howard, 2004) e também apresentar efeitos inibidores sobre o crescimento
flngico (St. Leger et al., 1988). Acidos graxos cuticulares tem forte efeito sobre a germinacéo e
diferenciacdo de esporos de fungos, podendo ser todxicos, fungistaticos, ou ocasionalmente
estimulantes para algumas espécies patogenas, e a determinacdo do perfil de acidos graxos
cuticulares é de grande importancia para compreender a susceptibilidade dos insetos a infeccdo
fangica (Golebiowski et al., 2008b; 2011).

Outro aspecto relevante é a superficie cuticular e sua ornamentacdo que, junto com sua
composicao quimica, pode contribuir de maneira decisiva na defesa e protecdo do inseto, tanto por
efeito mecénico, influenciando a adesdo de particulas estranhas como conidios de patdgenos, por
exemplo, como por forcas hidrofébicas, atraindo ou repelindo estas particulas (Boucias et al.,
1988). Este aspecto ja foi explorado em larvas de Trichoplusia ni infectadas com Nomuraea rileyi
com uso de técnicas de microscopia eletrénica de varredura (Ignoffo, 1981).

O complexo natural de resisténcia dos insetos sugere uma ac¢do sinérgica de varias enzimas
como criticas no processo de infeccdo do hospedeiro (Clarkson & Charnley, 1996). Niveis minimos
de lipases foram detectados sobre substratos de Trichoplusia ni, Helicoverpa zea e Heliothis
virescens e este fato foi atribuido a liberacdo de indutores que sdo gerados pela acdo anterior de
outras enzimas como proteases e quitinases (El-Sayed et al., 1993).

A susceptibilidade ou resisténcia de varias espécies de insetos a invasdo fungica podem
resultar de varios fatores, incluindo aspectos comportamentais (Yanagawa et al., 2008) diferengas
na estrutura e composicao do exoesqueleto, a presenca de compostos anti-fingicos na cuticula
(Lord & Howard, 2004; Sosa-Gomez et al., 1997), bem como a eficiéncia das reacdes de defesa
celular e humoral dos insetos invadidos (Boucias & Pendland, 1987). Diferencas na composi¢éo e
estrutura cuticular podem influenciar a germinagdo conidial, resultando em susceptibilidade
diferenciada das varias espécies de insetos a patdgenos, e desta forma, um fungo pode ser altamente

patogénico para determinada espécie e ndo o ser para outra (Golebiowski et al., 2008b).
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Diante destes aspectos, é de grande interesse elucidar algumas questdes relacionadas com a
susceptibilidade diferencial de alguns lepidopteros ao fungo N. rileyi, visto que espécies como A.
gemmatalis e plusiineos em geral sdo susceptiveis, enquanto outras, como por exemplo, S.
cosmioides ndo sdo infectadas pelo patdgeno (Sosa-Goémez & Silva, 2002; Humber et al., 2011). O
conhecimento da estrutura e composi¢do cuticular das lagartas destas espécies podera trazer novas
perspectivas e ajudar a esclarecer cientificamente o processo de interacdo patdégeno-hospedeiro,
considerando aspectos fisicos e quimicos da cuticula das larvas, que constituem a fase suscetivel ao

fungo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo apresentados na forma de capitulos, cada um deles correspondente a um

artigo, conforme descrito a seguir:

3.1 Capitulo 1: Identification of a-tocopherol and a-tocopheryl acetate from the cuticle of soybean
pods armyworm (Spodoptera cosmioides)

Nota cientifica publicada no periddico Natural Product Research

3.2 Capitulo 2: Concentracdo de vitamina E na composicdo cuticular de larvas (Lepidoptera,
Noctuoidea) e sua relagdo com resisténcia a infeccdo por Nomuraea rileyi

Nota a ser submetida ao peridédico Naturwissenschaften

3.3 Capitulo 3: Superficie e composicao lipidica cuticular de larvas de Anticarsia gemmatalis e
Spodoptera cosmioides e sua possivel influéncia na susceptibilidade diferencial a Nomuraea rileyi

A ser submetido ao periddico Journal Invertebrate Pathology

3.4 Capitulo 4: Superficie e composic¢éo lipidica cuticular larval de Mythimna sequax e Rachiplusia
nu e susceptibilidade a Nomuraea rileyi

A ser submetido ao periddico Mycopathologia

3.5 Capitulo 5: Espécies hospedeiros de Nomuraea rileyi e seu potencial como biopesticida:
fronteiras e perspectivas

A ser submetido ao periddico Biological Control
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The chemical composition of the soybean pods armyworm Spodoptera cosmioides
(Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) and Anticarsia gemmatalis Hibner, 1818
(Lepidoptera: Erebidae) larval cuticles was evaluated using gas chromatography
coupled to a mass detector (GC-MS). Among the usuval lipids found in the insect
cuticle, a-tocopherol and a-tocopheryl acetate were also isolated from S. cosmiovides.
On the other hand, no vitamin E derivative was found in A. gemmatalis exuvia. This is
the first report of vitamin E occurrence in the insect’s cuticle.

Keywords: antioxidant; tocopherol; larval exuviae; Lepidoptera

1. Introduction

The insect cuticle comprises an exoskeleton embedded in a complex hydrophobic mixture of
long chain alkyl compounds, such as hydrocarbons, fatty alcohols, fatty acids, long chain
ketones and other chemical functionalities. The cuticle chemical composition depends on the
development stage of the insect as well as on its taxonomic group (Golebiowski et al. 2007;
Golebiowski, Malinski, Bougus, et al. 2008; Golebiowski, Malinski, Nawrot, et al. 2008;
Golebiowski et al. 2010). The cuticle is the border/boundary between the insects and its
environment, protecting them primarily against desiccation and temperature changes (Nelson &
Lee 2004). Alkanes, wax esters, free fatty acids among other structures are commonly found in
cuticular lipids of Orthoptera, (Soliday et al. 1974), Coleoptera (Baker et al. 1979) and
Lepidoptera (Guo & Blomquist 1991). The chemical and physical characterisation of the insects
cuticle are important issues for a better understanding of insects’ evolutional aspects, their
environmental adaptation and communication cues as well as their resistance to pathogens.
Entomopathogenic fungi are those capable to colonise insects leading to their death at
different developmental stages (Alves 1998). Usually, the fungal pathogenicity is limited to a
family of insects, but it could be also species dependent, being harmless for other living organisms
or beneficial insects. This fact turns the use of such fungi as an interesting alternative to control
agricultural pests. Several strains of Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, Nomuraea rileyi
Farlow (Samson) and other fungi are being increasingly used to protect crops from insect plagues,
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such as lepidopteran caterpillars. Two of the most common pests of soybean, the velvetbean
caterpillar Anticarsia gemmatalis Hiibner 1818 (Lepidoptera: Erebidae) and the soybean pods
armyworm Spodoptera cosmioides (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) show different
susceptibility towards the entomopathogenic fungus N. rileyi. Although the former is severely
attacked by the fungi, the latter lepidopteran species is not affected by natural epizooties of N.
rilevi (Sosa-Gomez & Silva 2002). Previous reports stressed the relationship between cuticle
chemical composition and the insect resistance to pathogens (Golebiowski, Malinski, Bougus,
et al. 2008). Therefore, differences between the cuticle chemical compositions of the soybean
pods armyworm S. cosmioides and A. gemmatalis larvae could explain the observed behaviour
towards N. rileyi.

The present communication aims to contribute to a better comprehension of differential
pathogen—insect interactions, through the comparison of the exuvia’s lipid composition from
both larvae.

2. Results and discussion

Exhaustive extraction of S. cosmioides and A. gemmatalis exuviae reared over the same artificial diet
using organic solvents followed by open column chromatography fractionation yielded several
fractions. GC-MS analysis of the obtained fractions showed the presence of compounds similar to
those already described in the literature for lepidopteran larvae, such as alkanes (C,Ha, 1 2) (n = from
15 to 32) belonging to the iso and anteiso series, alcohols and fatty acids (data not shown) (Guo &
Blomquist 1991: Nelson & Blomquist 1995). The difference between the lipidic composition of both
exuviae was the presence of vitamin E and its acetate in the S. cosmiovides extract. This finding was
confirmed after comparison with commercial MS libraries (Figure 1). To the best of our knowledge,
both compounds have not been reported in lepidopteran larval cuticles. Vitamin E and its acetate were
not detected within A. gemmatallis cuticular lipids.

The beneficial biological effects of vitamin E to different organisms have been widely
reported (Cerqueira et al. 2007). The presence or absence of vitamin E in the diet can interfere
with the biological and reproductive aspects of Pimpla turionellae (Schmiedeknecht, 1888)
(Hymenoptera) as demonstrated by Coskun et al. (2005). Precursor compounds of vitamin E
have been reported in Epilachna borealis (Fabricius, 1775) (Coleoptera: Coccinellidae) by
Attygalle et al. (1996), who have also demonstrated that beetles from this species can produce «-
tocopheryl acetate from «-tocopherol obtained from their diet. Nevertheless, there are few
reports on vitamin E isolation from insects.

N. rileyi is an entomopathogenic fungus that infects many lepidopteran species, and it is used
to control some major soybean plagues, as the soybean caterpillar, A. gemmatalis (Alves 1998).
However, S. cosmiodes has not been reported as a natural host for N. rileyi (Sosa-Gomez & Silva
2002) and it is not affected by the fungi at the different larval developmental stages. This fact
leads to speculate that the presence of the well-known antioxidant vitamin E can be involved in
S. cosmioides natural resistance towards the fungus, as one of the proposed mechanisms of N.
rileyi pathogenicity is the breakdown of the larval cuticle through the generation of ergosterol
peroxide (Prompiboon et al. 2008). On the other hand, lack of vitamin E within the cuticle could
explain the susceptibility of A. gemmatallis larvae to N. rileyi.

3. Experimental
3.1 Biological material

The biological material was obtained from larvae grown and reproduced at the Biological Plague
Control Laboratory, Biotechnology Institute, University of Caxias do Sul, Caxias do Sul, Brazil,
under controlled conditions (25°C, 70% relative humidity and 12 h photo phase) in individual
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Figure 1. GC-MS chromatogram of vitamin E containing fraction, and MS of the peak at 47 min compared
with the NIST® library spectra.

cages. A. gemmatalis and S. cosmioides larvae were fed with artificial diet (Greene et al. 1976)
until they reached the adult stage. After the last ecdysis, the larval cuticles were collected
discarding the cephalic capsules. The exuviae were washed three times with distilled water and
stored at —18°C.

3.2 Chemical analysis

The exuviae (2.0 g) were stirred with dichloromethane—methanol (2:1) for 1 h and macerated for
another 19 h in repose. The obtained extract was dried under reduced pressure at 40°C, taken up with
cthyl acetate and analysed by thin layer chromatography (TLC) using silica gel 60F254 Merck
(Darmstadt, Germany) plates and [ractionated by open column chromatography using a 100 mm
X 6 mm silica column. The obtained fractions were analysed by TLC and GC-MS (HPGC 6890
MI5973, HP-S 30 m column ID 0.25 m and programme rate: 150—280°C, 3°C/min.). Tocopherol and
tocopheryl acetate were isolated and identified using the NIST 05a. Library (SI: 97% and 94%,
respectively).

4. Conclusions

Among many other compounds present in S. cosmioides larval cuticle, a-tocopherol and «-
tocopheryl acetate were identified. None of them could be found in the exuviae of A. gemmatalis
which is susceptible to N. rileyi. The function of vitamin E within 8. cosmioides cuticle remains
uncertain, but due to its antioxidant properties it can be related to the insect resistance to
entomopathogenic fungi.
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Abstract

Cuticular lipids may be associated with insect resistance to pathogens. Lepidopteran larvae with variable levels
of susceptibility to the entomofungus Nomuraea rileyi can synthesize, and store, different amounts of vitamin E
together with their cuticular lipids. By contrast, the cuticular lipids of Anticarsia gemmatalis, which is highly
susceptible to the fungus, lack this vitamin. In this study we evaluated quantitatively the presence of vitamin E in the
cuticle of three lepidopterans, Rachiplusia nu, Agrotis ipsilon and Spodoptera cosmioides. We also supplemented the
diet of A. gemmatalis caterpillars with this vitamin, to ascertain whether it decreases their susceptibility to N. riley.
Despite the fact that the caterpillars of the three species were given a similar diet, the proportion vitamin E in their
cuticles varied greatly. The intake of vitamin E did not reduce the susceptibility of A. gemmatalis caterpillars to the
fungus. The vitamin was found in their feces, suggesting that these larvae cannot metabolize it. Differences in the
metabolic pathways of the species studied may be related to the lipid composition of their cuticules and hence to their

susceptibility to entomopathogenic fungi.
Key-words: Lepidoptera; metabolism; Nomuraea rileyi; susceptibility; vitamin E.

Introduction

The cuticle is the most important protective barrier of insects against microorganisms. Even though the
exoskeleton of immature lepidopterans is not yet fully covered with chitin, their exocuticle is still the main barrier
between their internal and external environments, performing different functions. The insect cuticle includes a complex
mixture of lipids, which may be almost exclusively composed by hydrocarbons, or hydrocarbons in various amounts
combined with aldehydes, alcohols, and other components (Lockey 1985, 1988; Nelson and Blomquist 1995; Pedrini
2007).

In insects, cuticular lipids may be involved in the susceptibility to entomopathogenic fungi, either by offering a
physical barrier or through chemical pathways (Koidsumi 1957; El-Sayed et al. 1991; Golebiowski et al. 2008; Jarrold

et al. 2007), for example from some specific type of lipid such as fatty acids or fatty amides (Lord and Howard, 2004;



Golebiowski et al. 2011). The fungus Nomuraea rileyi Farlow (Samson) is amongst the most important pathogens in the
control of caterpillars of several species, including the key pest of several crops (Alves 1998). However, the
susceptibility of lepidopteran hosts to this pathogen is variable, especially in terms of families and subfamilies (Boucias
et al. 2000; Suwannakut et al. 2005).

Among the host species of N. rileyi in South America are the following Noctuoidea: the velvetbean caterpillar,
Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Erebidae, Eulepidotinae) and the South American semilooper, Rachiplusia nu
(Guenée, 1852) (Noctuidae, Plusiinae) (Suwannakut et al. 2005; Bueno et al. 2012). In favorable, natural conditions,
these species and other Plusiinae are controlled naturally by the epizootic N. rileyi (Bueno et al. 2012; Boucias et al.
1982). On the other hand, N. rileyi has seldom been isolated from representatives of armyworms (Spodoptera spp.) and
cutworms (Agrotis spp.) (Noctuidae: Noctuinae) (Sosa-Gomez and Silva 2002).

Recently, the presence of vitamin E, a terpenoid antioxidant that insects and other animals have to obtain from
their diet, and which provides protection against Reactive Oxygen Species (ROS), was identified between the cuticular
lipids of the soybean pods armyworm, Spodoptera cosmioides (Walker, 1858), a species that is not very susceptible to
N. rileyi; by contrast, the vitamin was not found in the cuticle of A. gemmatalis (Fronza et al. 2013), a highly
susceptible species.

We hypothesize that the susceptibility of larvae to infection by N. riley is associated with the presence and the
amount of Vitamin E in their cuticles. The vitamin most likely hampers one of the fungal pathogenicity mechanisms
when interacting with ergosterol peroxide, a fungal compound. If this hypothesis holds true, less susceptible species will
have greater amounts of vitamin E in their cuticles, whereas more susceptible species, for instance A. gemmatalis, will
have little to none. In this work, we assessed the presence and quantified the amounts of vitamin E with respect to other
cuticular lipids in two species that are not very susceptible [S. cosmioides and the black cutworm Agrotis ipsilon
(Hufnagel, 1766)], and one species that is highly susceptible (R. nu). Furthermore, we tested the addition of different
concentrations of vitamin E in the artificial diet of A. gemmatalis larvae to verify whether they metabolize it and acquire

greater protection against N. riley as a result.

2. Materials
2.1 Biological material

In the experiments, we reared A. gemmatalis, A. ipsilon, S. cosmioides and R. nu in the Laboratory of Pest
Control of the Institute of Biotechnology, Universidade de Caxias do Sul, Caxias do Sul, Brazil. The larvae were
maintained at 25°C, 70 % RH and 12 h photophase and fed Greene’s artificial diet (Greene et al. 1976.), except A.
ipsilon, which received an adaptation of the Grenee’s diet (Bento et al. 2007). In order to perform the bioassay with A.

gemmatallis, 0.75, 1.5 and 2.25mg of a--tocopherol were added to 40009 of diet.

2.2. Lipid Analysis

We analyzed exuviae extract of A. ipsilon (1.57g) and R. nu (1.44g). The exuviae were washed three times with
distilled water. The head capsule was discharged, and the remaining material was stored at -18 °C. The methodology for
analysis and the data pertaining S. cosmioides and A. gemmatalis followed Fronza et al. (2013). The quantification of
the compounds was performed considering the area of the peaks corresponding to the compounds relative to the total

area of all peaks obtained.
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2.3 Effects of the addition of Vitamin E in the diet of A. gemmatalis

Second instar A. gemmatalis larvae, which from birth were fed an artificial diet supplemented with 0.75, 1.5
and 2.25 mg vitamin E/kg diet were exposed to a suspension of 10® conidia/ml N. rileyi (strain CH87551). A total of
545 larvae were used: 45 in the control, which received a diet without the vitamin, and 100 larvae per treatment, which
consisted of: diet supplemented with vitamin E at 1.5mg/kg diet, normal diet+ fungus and diet + vitamin at (0.75, 1.5
and 2.25mg/kg) + fungus. The bioassay was conducted under the same controlled conditions as the rearing, and was
evaluated for 14 days, until the larvae reached the pupal stage. Feces of larvae fed an enriched diet, and which were not
used in the bioassays, were subjected to hexane extract and analyzed by GCMS, following the same methodology

described for the analysis of cuticular lipids (Fronza et al., 2013).

3. Results and discussion

As previously described for S. cosmioides, vitamin E was detected in the cuticle of R. nu and A. ipsilon. After
we quantified this vitamin, we noticed that the data were quite variable. For instance, in S. cosmioides, Vitamin E is the
most abundant compound among the cuticular lipids, whereas in R. nu and A. ipsilon it is present in small amounts in
terms of percentages, while in absolute numbers, the amount per individual is about 18 times higher in A. ipsilon than in

R. nu. The amount of this vitamin in A. ipsilon represents approximately 28 % of the amount found in S. cosmioides

(Table 1).
Table 1: Susceptibility of the lepidopteran larvae studied to N. rileyi, and their cuticular a-tocopherol content.
Species Susceptibility to N. rileyi % Vit. E? pg vit E/insect
Anticarsia gemmatalis +++ nd nd
Agrotis ipsilon -- 1.17 55.54
Rachiplusia nu ++ 2.48 3.06
Spodoptera cosmioides -- 70.86 198.2

% 0% of the total cuticular lipids indentified. nd: not detected

Given that the diets offered are very similar in terms of ingredients, the presence of Vitamin E among the
cuticular lipids of A. ipsilon, R. nu and S. cosmioides, and its absence in A. gemmatalis suggests that these species have
different metabolic pathways, which result in different capacities to metabolize or accumulate the vitamin. It has been
already demonstrated that in Epilachna borealis (Fabricius, 1775) (Coleoptera: Coccinellidae) (Attygalle et al . 1996)
the precursors of vitamin E are obtained from the diet; and the influence of this vitamin on the biological and
reproductive aspects of other species has been demonstrated (Coskun et al. 2005). Alpha-tocopherol is present in wheat
germ, but the metabolism and accumulation of it in the cuticle does not occur in all species that eat the same diet, or
which contain the some common components. Moreover, only S. cosmioides is able to build up a pool of vitamin E
where not only the free compound is deposited in the cuticle, but also its acetate , providing a fast-track access to free
tocopherol , the vitamin’s bioactive form. While attacking the insect, the fungus produces a number of enzymes, some
of which lipases, which could also free the radical scavenger and increase, in a particular point of the larval cuticle, the
concentration of vitamin E.

When pure vitamin E was added to the diet of A. gemmatalis caterpillars, it did not alter their resistance to the
pathogen, suggesting that either this compound is not absorbed, or that it is absorbed and deposited in the larval cuticle,
but some other factor suppresses its protective effects. However, vitamin E was detected in the analysis of larval feces,
indicating that this compound is not either not metabolized, or that it is metabolized in very small quantities.

Insects’ ability to store semiochemicals obtained from their diets has been well documented as a defensive

strategy, especially in Lepidoptera (Nishida 2002). If the sequestration and subsequent acetylation of vitamin E is one of
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the factors that decrease the susceptibility of lepidopteran larvae to entomopathogenic fungi, the effectiveness of the
vitamin must be related to the high amounts present in the cuticle, since the compound also appears in the susceptible R.
nu, though in smaller quantities (Sosa-Gémez and Silva 2002). It has been shown that different species have distinct
metabolic pathways, and the accumulation of vitamin E may be an important factor in their susceptibility to pathogens.
It is possible that the role of vitamin E includes facilitating the formation and accumulation, in the cuticle, of other
compounds that have a more direct effect on the development of the pathogen (Pedrini et al. 2007, 2013; Golebiowski et
al. 2011).

In addition to the qualitative and quantitative structure of cuticular lipids, the differential susceptibility among
species of Lepidoptera may also be associated with the virulence of the pathogen, since several studies have
demonstrated that different strains of N. rileyi affect different host species differently, tending to be more active against

the species from which they were isolated (Boucias et al. 2000; Suwannakut et al. 2005).

4. Conclusions
The proportion of vitamin E in the lipid composition of the larval cuticle varied from 0% to over 70% in the

four species of Noctuoidea.

The addition of Vitamin E to the diet of A. gemmatalis did not result in a decreased susceptibility to the fungus
N. rileyi, indicating the inhabilitty of the larvae to store vitamin E within their cuticular lipids.

The amounts of vitamin E per insect in the cuticle of non-suceptible species to N. rileyi range from 55ug (A.
ipsilon) to 198ug (S. cosmioides) but the susceptible R.nu stores only 3ug of it, indicating a concentration dependent
protective effect. Differences in the metabolic pathways of the species studied may be related to the lipid composition

of their cuticules and hence to their susceptibility to entomopathogenic fungi.
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Resumo

Nomuraea rileyi € um entomopatégeno cujos hospedeiros preferenciais sdo larvas de lepidopteros,
no entanto, a patogenicidade difere entre as espécies. O objetivo deste trabalho foi comparar a
susceptibilidade de lagartas de segundo instar de Anticarsia gemmatalis e Spodoptera cosmioides a
duas linhagens de N. rileyi (CH87551 e UB93150) relacionando com a estrutura da superficie e a
composicao de lipidios da cuticula das larvas. No oitavo dia apds a aplicacéo as larvas de A.
gemmatalis se mostraram suscetiveis a ambos as linhagens, sem diferencas estatisticas para valores
de CLsp [log dose 6,733 e 7,969]. Entretanto, nas mesmas condi¢Ges, nenhuma concentracédo e
linhagem matou mais de 11,5% das larvas de S. cosmioides. As imagens de microscopia eletronica
de varredura (MEV) da cuticula de larvas de segundo instar de ambas as espécies indicaram a
presenca de conidios de N. rileyi apos 24, 48 e 72 horas. As imagens revelaram diferencas na
superficie cuticular das lagartas observando-se que em A. gemmatalis, 0s conidios aparentemente
germinaram em direcdo ao interior da larva, enquanto em S. cosmioides tubos germinativos foram
observados crescendo paralelamente a superficie cuticular, sem penetrar no corpo da larva. A
andlise da composigdo lipidica da cuticula revelou diferencas quali-quantitativas entre os

hidrocarbonetos das duas espécies. Em A. gemmatalis constituem a maior parte (72,3%) dos lipidios



cuticulares, sem a presenca de vitamina E, enquanto que em S. cosmoides, representam apenas
20,5% e o principal componente é a vitamina E (70,86%). Considerando que as lagartas de ambas
as espécies apresentaram conidios aderidos a superficie da cuticula e diferencas marcantes na
composicao lipidica da cuticula, nossos resultados indicam que, no caso de A. gemmatalis e S.
cosmioides a susceptibilidade diferencial pode estar relacionada, ao menos em parte, com a

composic¢do quimica da cuticula.

Destaques

Nomuraea rileyi foi testado contra Anticarsia gemmatalis e Spodoptera cosmioides.
Conidios aderem e germinam em ambas as espécies.

Em S. cosmioides os tubos germinativos parecem ndo penetrar na cuticula.

Ha grande variacdo na composicao lipidica cuticular das duas espécies.

A susceptibilidade ao patdgeno pode estar relacionada a composic¢do lipidica cuticular.

Palavras-chave: adesao conidial; controle bioldgico; cuticula larval; hidrocarbonetos cuticulares;

viruléncia.

1. Introducéo

Os agentes patogénicos para controle bioldgico sdo uma poderosa e promissora ferramenta
no combate as espécies-praga, sobretudo por sua seletividade e vantagens ambientais. Entre estes
agentes, os fungos entomopatogénicos tém papel de destaque, constituindo-se nos principais
agentes por serem capazes de penetrar na cuticula dispensando a necessidade de ingestdo por parte
do inseto. Além disso, podem provocar a morte dos hospedeiros nos diferentes estagios de
desenvolvimento (Alves et al., 2008; Castrillo et al., 2005; Shah e Pell, 2003; Lacey et al., 2001).

A gama de hospedeiros varia conforme a espécie do entomofungo, podendo atingir insetos
de diversas ordens, como Metarhizium anisopliae, por exemplo (Alves et al., 2008), ou ser restrita a
espécies de poucas familias dentro de uma Unica ordem, como € o caso de Nomuraea rileyi Farlow
(Samson), que infecta principalmente lepiddpteros, e em sua maioria, representantes da superfamilia
Noctuoidea (Boucias et al., 1982; Ignoffo, 1981; Ignoffo et al.,1976), representada pela maioria das
espécies de elevada importancia econémica (Gallo et al., 2002).

Para que o processo de infeccdo se desenvolva, uma série de interagdes entre o entomofungo
e 0 inseto hospedeiro precisa ser estabelecida e a epicuticula dos insetos, cujos principais
componentes sdo os lipidios (Guo e Blomquist, 1991; Lockey, 1985, 1988) é a primeira barreira de

protecdo que precisa ser vencida. A protecdo que os lipidios cuticulares conferem aos insetos contra
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micro-organismos pode ser tanto de origem fisica, como uma barreira que evita a invasdo fungica,
como quimica, por propriedades que aumentem a resisténcia da cuticula contra agentes invasores
(Golebiowski et al., 2008; Koidsumi, 1957).

O processo de infeccdo de N. rileyi sobre lepiddpteros ja foi descrito em hospedeiros como
Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Erebidae) e Bombyx mori Linnaeus, 1782 (Bombycidae)
(Boucias e Pendland, 1982; Kumar et al., 1997). A viruléncia de N. rileyi encontra-se bem
documentada com inlmeros registros de epizootias em campo (Allen et al., 1971; Ignoffo et al.,
1975; 1976a) e em trabalhos conduzidos em laboratorio (Ignoffo et al., 1976b; Puttler et al., 1976;
Vega-Aquino et al., 2010). Embora patogénico contra diversas espécies, um aspecto intrigante
relacionado a este patdgeno é que sua agdo supressiva em epizootias naturais ocorre em uma restrita
gama de hospedeiros (Boucias et al., 2000; Sosa-Gomez e Silva, 2002). Além disso, estudos
laboratoriais demonstram viruléncia diferencial entre isolados para diversas espécies de
lepiddpteros, sendo mais efetivo contra os hospedeiros dos quais foram isolados do que contra
outras espécies e a diversidade genética tem sido mais relacionada com a espécie hospedeira do que
com a localizacdo geografica (Boucias et al., 2000; Suwannakut et al., 2005).

Boucias et al. (1988) sugerem que forcas hidrofobicas entre os conidios e a cuticula do
hospedeiro mediariam a ades&o dos conidios sobre a superficie do inseto e que este seria um dos
aspectos importantes na susceptibilidade ao patdgeno. Essa hidrofobicidade pode ser influenciada
por lipidios cuticulares (Lord e Howard, 2004). Além disso, o envolvimento de lipidios cuticulares
na ativacao da germinacdo conidial também ja foi demonstrada (Boucias and Pendland, 1984) e
outros estudos relacionaram efeitos de lipidios cuticulares sobre diversos aspectos relacionados a
infeccdo fungica (El-Sayed et al., 1991; Golebiowski et al., 2011, 2013; Jarrold et al., 2007;
Lecuona et al., 1997; Smith e Grula, 1982; Sosa-Gémez et al., 1997).

Neste trabalho comparou-se, em laboratdrio, a susceptibilidade de duas espécies de larvas de
lepidopteros a N. rileyi que em campo sao diferentemente infectadas, e simultaneamente, analisou-
se a composicdo lipidica e estrutura tegumentar destas espécies e a interacdo cuticular com os
conidios do fungo, buscando esclarecer possiveis mecanismos de susceptibilidade/resisténcia a

infeccdo por este patégeno.

2. Materiais e métodos
2.1 Insetos
Foram utilizadas larvas da lagarta-da-soja A.gemmatalis e da lagarta-das-vagens Spodoptera
cosmioides (Walker, 1858) (Noctuidae) obtidas junto a criacdo massal do Laboratorio de Controle
de Pragas do Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul. A criacdo dos insetos foi
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mantida em condi¢Oes controladas (25 = 1°C, 70 = 10% UR e fotofase 14 horas). A alimentacdo das

larvas constou de dieta artificial (Greene et al.,1976) para larvas de ambas espécies.

2.2. Fungos

Nos bioensaios empregaram-se as linhagens CH87551 e UB93150 de Nomuraea rileyi
(Farlow) Samson isoladas de A. gemmatalis, coletadas em Cachoeirinha, RS e Uberaba, MG, e
mantidas em meio SMAY na Colecdo de Entomopatogenos do Laboratorio de Controle de Pragas

do Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul.

2.3. Bioensaios

Inicialmente, realizou-se revigoramento das linhagens de N. rileyi por meio de bioensaios
com suspensdes de 10° conidios/mL, utilizando-se larvas de A. gemmatalis, reisolando-se o fungo
em meio SMAY.

Os bioensaios para determinagdo da viruléncia do fungo N. rileyi foram conduzidos em
condicdes controladas (25 + 1°C, 70 + 10% UR e fotofase de 14 horas) utilizando-se aliquotas de
1,5mL das suspensdes de conidios de primeiro repique (107, 108 e 10° conidios/mL) aplicadas sobre
discos de papel filtro com 8 cm de didmetro dispostos em placas de Petri. As larvas foram colocadas
em contato com o papel filtro por 24 horas e apds este periodo os insetos foram transferidos para
copos plasticos de 200 mL, com tampa, contendo dieta artificial, avaliando-se a mortalidade
diariamente até o estagio de pupa. Os ensaios foram realizados com 600 larvas de segundo instar de
cada espécie, utilizando-se 150 lagartas para o controle e 150 para cada concentracdo. A viabilidade
dos conidios foi determinada pela metodologia de Daoust and Roberts (1982).

Devido a mortalidade das larvas de S. cosmioides, em bioensaios com N. rileyi ter sido
inferior a 50%, calculou-se a porcentagem de sobrevivéncia de ambas as especies até o fim do
desenvolvimento e até o oitavo dia, que representa a tempo médio de sobrevivéncia da maioria das
larvas. A sobrevivéncia média e o erro padrdo foram obtidos em fun¢do do tempo de observacéao
através do método de Kaplan-Meier. A comparacdo dos multiplos grupos foi efetuada aplicando-se
o teste ndo paramétrico Log-rank com nivel de significancia de 5% usando Statistical Package for
Social Sciences (SPSS versao 13). As concentragoes letais medianas CLsg e CLgs no oitavo dia

foram estimadas com limites de confianga de 95% com analise Logit usando SPSS verséo 13.

2.4 Microscopia eletrdnica de varredura
Imagens de microscopia eletronica de varredura foram obtidas utilizando larvas de segundo

instar das duas espécies, submetidas a concentraces de 2-10%conidios/mL, em bioensaios com as
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mesmas linhagens e metodologia anteriormente descritas. Amostras de 5 a 8 larvas de cada espécie
foram sacrificadas 24, 48 e 72 horas apds contato com os conidios e fixadas para processamento e
analise em microscopio eletronico de varredura (MEV) na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, em Brasilia, DF. Para a fixacdo, as lagartas foram decapitadas e imediatamente
mergulhadas em fixador Carnoviski, onde permaneceram por 24 horas em temperatura ambiente e
apos foram transferidas para solugdo tampdo cacodilato de sédio 0,2% e mantidas a 4° C até a
analise por MEV. Para esta andlise, o material foi lavado sucessivas vezes com diferentes
concentragdes de acetona e apos submetido a secagem por ponto critico de CO,, metalizado com

ouro-paléadio e observadas a 20Kv e 77pA.

2.5 Extracao e identificacéo dos lipidios cuticulares

Para extracdo dos lipidios cuticulares foram usadas 1,49 e 1,80 g de exuvias do ultimo instar
larval, de A. gemmatalis e S. cosmioides, respectivamente, obtidas apds a pupacgdo. A capsula
cefalica foi removida e o material lavado com &gua destilada por trés vezes e ap6s, secado sob
temperatura de 25 °C. O material obtido foi acondicionado a -15 °C até o0 momento da analise.

A extracdo dos lipidios cuticulares foi realizada a partir de dois sistemas solventes
diferentes: hexano (50 mL) e uma solucdo de diclorometano:metanol (2:1) (60 mL), na Catedra de
Farmacognosia, Facultad de Quimica, da Universidad de la Republica, em Montevideo, UY.

Para extracdo por hexano, o material bioldgico foi acondicionado em baldo com refluxo e
submetido a ebulicdo (653 °C) por 1 h 45 min e depois deixado em macera¢do por cerca de 20 h.
O extrato resultante foi filtrado e evaporado a presséo reduzida a 40 °C, sendo depois pesado e
ressuspendido com 5mL de hexano. Quando necessario fez-se uso de sonicador para recuperacao
total dos extratos.

Posteriormente a extracdo com hexano, 0 mesmo material foi submetido a extracdo em 60
mL de solucdo diclometano:metanol (2:1) em agitacdo por 1 h 10 min (225 °C) e ap6s deixado em
maceracao por aproximadamente 20 horas. Apo6s, o extrato foi filtrado e evaporado a pressdo
reduzida a 40 °C e o extrato resultante foi pesado e ressuspendido com 5mL de acetato de etila.
Sempre que necessario, fez-se uso de sonicador para recuperacdo total dos extratos brutos.

Os extratos brutos foram analisados por cromatografia em camada delgada (CCD) em placas
de silica gel 60F254 MERCK, utilizando-se como fases moveis cloroformio:metanol (98:2) e
hexano:acetato de etila (20:1) e hexano:tolueno (4:1) para os extratos hexanicos, e
cloroférmio:metanol (85:15 e 90:10) para os extratos diclorometano-metanélicos.

Apos a andlise inicial por CCD, os extratos brutos foram fracionados por cromatografia de

coluna aberta usando uma coluna de silica gel de 100mm - 6mm silica. Para isto, utilizou-se 1mL
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de extrato, que foi secado em fluxo de nitrogénio para quantificagdo da massa de extrato. O volume
de silica utilizado foi de 150 vezes a massa do extrato.

Para os extratos hexanicos, os solventes de eluicdo utilizados na coluna constaram de 10 ml
de cada solucdo a seguir: hexano; hexano:acetato de etila (95:5); hexano:acetato de etila (90:10);
hexano:acetato de etila (85:15) e por ultimo cloroférmio:metanol (50:50). Todas as fragdes
resultantes foram analisadas em CCD, sendo que para as correspondentes as trés primeiras solucées
de solventes de eluicdo da coluna utilizou-se fase movel hexano:acetato de etila (95:05) e para as
demais uma solucdo cloroférmio:metanol (98:02).

Para os extratos diclorometano-metandlicos, os solventes de eluigdo constaram de 10 mL de
cada uma das seguintes soluces: cloroférmio:metanol 85:15; cloroférmio:metanol 50:50 e metanol
100%. Apos a separacdo dos compostos por coluna de silica, todas as fragGes resultantes foram
analisadas por CCD com uso de fases moveis de cloroformio/metanol (85:15 e 80:20) e aquelas
correspondentes a elui¢do cloroformio:metanol (50:50) também foram analisadas em CCD com esta
mesma fase movel. As placas de CCD foram observadas em [&mpada UV a 254 e 366 nm e
revelador sulfato de cobre (CuSQ,) foi utilizado para a verificacdo da presenca de compostos
organicos.

As fracOes de cada extrato que apresentaram as mesmas bandas foram unidas e aliquotas
correspondentes foram submetidas a analise por cromatografia gasosa e espectrometria de massa
GC-MS (HPGC 6890 MJ5973, coluna HP-S 30m, 1D0.25m e programa de temperatura de 150 a
280 °C, 3 °C/min.) com Bibliotecas de espectros de massas de impacto eletrénico (El) a 70 ev.
NISTO5a.L e Wiley275.L. As bibliotecas foram utilizadas para a identificacdo dos diferentes
compostos, cujos espectros e tempos de retencdo também foram comparados com indice de Kovats
e com os resultados de padrdes como parafina e parafilme. A fragmentacao dos hidrocarbonetos foi
analisada de acordo com Hesse et al. (1999), e Nelson e Blomquist (1995), o que permitiu a

identificacdo dos pontos de ramificacdo dos hidrocarbonetos detectados.

3. Resultados
3.1Bioensaios

A mortalidade causada por N. rileyi foi significativamente diferente entre as larvas das duas
espécies. As duas linhagens avaliadas causaram elevada mortalidade para A. gemmatalis e o efeito
observado foi dose-dependente tanto em relagdo ao nimero de mortes como na antecipacao do
surgimento dos efeitos, sobretudo com a linhagem UB93150. Observou-se mortalidade no sexto e
no sétimo dia com as concentracdes 10° e 10° conidios/mL e apenas no sétimo dia com a

concentragdo 10’ conidios/mL. Nos ensaios com a linhagem CH87551, o periodo de ocorréncia de
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mortalidade foi mais longo, iniciando no quinto (concentracdes 10° e 10°conidios/mL) e sétimo dia
(107 conidios/mL) estendendo-se até o décimo (10’ e 10°conidios/mL) e 11° dia (10° conidios/mL),
porém efeito dose-dependente nédo foi significativo entre as duas concentracdes mais elevadas
(Figuras 1 e 2). Ndo houve mortalidade no grupo controle.

Para S. cosmioides, a linhagem CH87551 se mostrou indcua enquanto UB93150 causou
mortalidade nas trés concentracdes avaliadas, embora em percentuais infimos, que ndo chegaram a
12%, mesmo na concentracdo mais elevada, o que nao permitiu calculos de CLs, possiveis apenas
para A. gemmatalis (Figura 3). Além disso, o tempo transcorrido para as mortes foi maior, iniciando
apenas a partir do oitavo e se estendendo até o 14° dia (Figuras 1 e 2).

Apesar de pouco significativa, a linhagem UB93150 foi capaz de infectar e matar larvas de
S. cosmioides, diferentemente da linhagem CH87551, que por sua vez foi mais efetiva para A.

gemmatalis.
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Figura 1. Mortalidade cumulativa (%) de larvas de segundo instar de Anticarsia gemmatalis e
Spodoptera cosmioides (n= 150) tratadas com trés concentracdes de isolados de Nomurea rileyi
(CH87551 e UB93150) no oitavo e décimo quarto dias apés inoculacdo. Nao houve mortalidade no
grupo controle.
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Figura 2. Tempo médio de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) e intervalo de confianca (95%) de larvas
de segundo instar de Anticarsia gemmatalis e Spodoptera cosmioides (n= 150) expostas ao fungo
Nomuraea rileyi (CH87551 e UB93150).
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Figura 3. CLsp e CLgs e intervalo de confianca de larvas de segundo instar de Anticarsia
gemmatalis (n= 150) expostas a isolados de Nomuraea rileyi (CH87551 e UB93150) oito dias apds
inoculacéo.

3.2 Microscopia eletronica de varredura
Nas imagens de MEV verificaram-se conidios de N. rileyi aderidos a cuticula larval de
ambas as espécies, principalmente nos insetos obtidos ap6s permanecerem 24 horas em contato com

a suspensao de esporos (Figuras 4A e B). A quantidade de conidios aderidos em 48 horas, ou seja,
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apos as larvas permanecerem 24 horas na dieta, aparentemente diminui, embora muitos conidios
foram observados em diferentes regides da superficie cuticular das larvas, especialmente em S.
cosmoides, tanto na regido ornamentada da cuticula, como em regides lisas, incluindo partes dos
pseudopodes, na base cerdas ou ainda nas regides intersegmentares, mesmo 72 horas ap0s o contato
inicial (Figura 4C).

Nas imagens efetuadas empregando larvas em 24 horas, observou-se a formacéo de tubo
germinativo em conidios sobre larvas das duas espécies. No entanto, em A. gemmatalis observou-se
em apenas alguns conidios, principalmente em regides com maior quantidade (Figura 4A). Além
disso, a maioria parece germinar perpendicularmente em direcdo ao interior da larva. Em S.
cosmioides, porém, o crescimento do tubo germinativo € maior e proporcionalmente visivel em
mais conidios e parece desenvolver-se paralelamente a superficie cuticular sem penetrar a cuticula
(Figura 4D).
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Figura 4: Microscopia eletronica de varredura de larvas de Anticarsia gemmatalis e Spodoptera
cosmioides tratadas com suspensdo de 10® conidios/mL de Nomuraea rileyi. A: Conidios de N.
rileyi sobre larva de A. gemmatalis apds 24 horas em contato com o inoculo; B: conidios de N. rileyi
sobre larva de S. cosmioides apds 24 horas em contato com o in6culo; C: conidios de N. rileyi sobre
uma regido lisa da cuticula larval de S. cosmioides apds 72 horas; D: germinacéo de conidios de N.
rileyi sobre larva de S. cosmioides. As setas indicam tubos germinativos desenvolvidos.
3.3 Rendimento de extratos e identificacdo dos compostos

A composicao de lipidios cuticulares de ambos os lepiddpteros diferem quali e
quantitativamente (Tabela 1). Em A. gemmatalis, elevado contetdo de hidrocarbonetos foi
observado, principalmente de alcanos, fato ja conhecido em insetos (Lockey, 1980), porém o
mesmo nado se observa em S. cosmioides, espécie na qual quantitativamente, apenas pouco mais de
vinte por cento dos lipidios cuticulares identificados sdo hidrocarbonetos. Além disso, em S.
cosmioides apenas dois compostos deste tipo foram identificados, esqualeno e um alcano
ramificado com 34 carbonos, enquanto em A. gemmatalis, identificou-se uma série de alcanos,
ramificados ou ndo, de 21 até 33 atomos de carbono (Tabela 2), sendo que os alcanos ramificados
(desconsiderando a presenca de esqualeno) respondem por mais da metade dos hidrocarbonetos

identificados e constituem 40,1% do total de lipidios cuticulares.
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Tabela 1: Rendimento total de extratos hexanico e diclorometano-metandlico de exuvias larvais de
duas espécies de Lepidoptera (resultados expressos em % sobre a massa de material submetido a
extracdo) e composicao total dos extratos.

Espécie . Lipidios . Hidrocarbonetos Outros
cuticulares totais compostos

Spodoptera cosmioides 4,33% 20,52% 79,48%

Anticarsia gemmatalis 3,25% 72,30% 27,70%

Embora consensualmente o esqualeno, presente em ambas as espécies, ndo seja sintetizado
por artropodes, sua presenca ja foi descrita em percevejos triatomideos (Juarez e Blomquist, 1993) e
a exemplo destes autores, a origem deste composto na exuvia larval das duas espécies de
lepidopteros avaliadas pode ser explicada a partir dos ingredientes da dieta artificial fornecida.

Tabela 2: Quantidade (em %) dos compostos lipidicos dos extratos hexanico e diclorometano-
metanolico de exuvias larvais de Anticarsia gemmatalis e Spodoptera cosmioides identificados por
GC-MS.

Composto A. gemmatalis S. cosmioides
Hidrocarbonetos 8-metil eicosano 0,16 nd
Docosano 1,16 nd
Pentacosano 1,75 nd
Heptacosano 4,28 nd
5-metil octacosano 3,07 nd
Esqualeno 15,60 4,76
Nonacosano 1,44 nd
Heneitriacontano 4,05 nd
2-metil triacontano 23,15 nd
12,19-dimetil octacosano 0,25 nd
13,19-dimetil triacontano 1,15 nd
18-metil heneitriacontano 0,12 nd
3-metil dotriacontano 7,09 nd
15-metil dotriacontano 511 nd
Tritriacontano 3,92 nd
13-metil tritriacontano nd 15,77
Aldeidos Tetradecanal 0,07 nd
Alcoois Hexadecanol 0,15 nd
Acidos graxos Ac. Miristico 0,31 nd
Ac. 14-metil Pentadecanoico 7,97 nd
Ac. 15-metil Hexadecandico nd 0,45
Ac. Palmitico 17,28 2,99
Ac. Palmitico metil ester 0,43 nd
Ac. Estedrico 0,31 0,67
Outros Vitamina E nd 70,86
Nao identificados* 1,17 450

* Inclut um composto para A. gemmatalis e dois para S. cosmioides. nd: nao detectado. **: soma de todos os acetatos.

Além do perfil de hidrocarbonetos, os demais compostos identificados também diferem
entre as espécies. S. cosmioides apresenta acidos graxos ramificados e saturados com 16 ou 18
atomos de carbono e uma quantidade consideravel de Vitamina E, que corresponde a mais de dois
tercos do total de lipidios identificados. Em A. gemmatalis também ocorrem acidos graxos

saturados, ramificados ou ndo, mas também se verifica presenga de acido miristico (Cy4) (Figura 5).
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Ainda identificou-se a presenca de um aldeido e um alcool em A. gemmatalis, ndo presentes em S.
cosmioides (Tabela 2).
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Figura 5: Cromatograma obtido por GC-MS de extrato de extvias larvais de Anticarsia
gemmatalis. Os picos obtidos a partir fragmentacdo da amostra (parte superior) apresentam
espectros de massa idénticos aos correspondentes ao acido tetradecandico, de acordo com
Biblioteca NIST05a.L (parte inferior).

Discusséo

Os resultados dos bioensaios apresentaram diferencas significativas na patogenicidade e
também na viruléncia de N. rileyi sobre larvas de lepidopteros, fato este ja demonstrado para este
entomopatdgeno (Boucias et al., 1982; Puttler et al., 1976). Embora seja conhecido que isolados de
N. rileyi apresentam alta viruléncia quando empregados contra o hospedeiro original e atividade
reduzida em outras espécies (Boucias et al, 2000; Moscardi et al., 1992), a auséncia de linhagens
originariamente isoladas de S. cosmioides (Sosa-Gomez e Silva, 2002) dificulta uma analise
minuciosa nesse aspecto. A capacidade de um dos isolados causar mortalidade, mesmo que baixa,
em S. cosmioides, aliada ao fato de que os conidios conseguem aderir efetivamente na cuticula
larval e manter-se aderidos a ela, bem como a grande variabilidade de N. rileyi (Devi et al., 2007)
nos permitem cogitar a possibilidade de que, com auxilio de outras técnicas como o uso de enzimas
e de imunossupressores (Park e Kim, 2012; Supakdamrongkul et al., 2010) algumas linhagens
podem ser estudadas e selecionadas para atuar contra espécies que atualmente ndo tem status de
hospedeiras deste patdgeno.

Embora ja demonstrado que a adesao de conidios néo é especifica para um hospedeiro e que

este processo deve ser mediado por for¢as hidrofobicas (Boucias et al., 1988) e a capacidade de
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adesdo de conidios de N. rileyi a cuticula de espécies ndo suscetiveis ser conhecida (Boucias e
Latgé, 1988), este aspecto ainda ndo havia sido observado em lepiddpteros. Neste trabalho, a
adesdo foi confirmada em uma espécie-praga que apresentou baixa susceptibilidade em bioensaios e
que, em campo, dados de ocorréncia do patdgeno sdo desconhecidos ou insignificantes. Esta adesédo
ndo deve ser apenas mecanica, uma vez que conidios foram observados na cuticula de S. cosmioides
depois de 72 horas apds o contato e mesmo as larvas tendo passado pelas sucessivas etapas de
preparacdo para observacdo ao microscopio eletrénico de varredura.

A baixa susceptibilidade de S. cosmioides a N. rileyi ndo é devida a falta de adeséo dos
conidios & cuticula do inseto, assim outros mecanismos devem estar envolvidos. Estes podem
incluir o envolvimento da composicéao cuticular da espécie, atuando em algum momento pré-
penetracdo como observado anteriormente por Sitch e Jackson (1997), com o fungo Verticillium
lecanii, o que justifica a presenca de conidios ndo germinados sobre a cuticula de S. cosmioides 72
horas apds o contato inicial com o patdgeno.

A composicao quimica da cuticula dos insetos pode ser responsavel tanto pela resisténcia de
algumas espécies como por sua susceptibilidade. Koidsumi (1957), demonstrou que Chilo simplex e
Bombyx mori se tornavam mais susceptiveis quando a cuticula era esfoliada. Da mesma forma,
larvas de H. virescens que se mostraram resistentes quando expostas a um biétipo de N. rileyi ndo o
foram quando blastoporos do mesmo bi6tipo foram injetados na hemocele (Ignoffo e Garcia, 1985).

Alcanos sdo componentes comuns em lipidios cuticulares de insetos (Lockey, 1980) e varios
foram identificados em A. gemmatalis, o que pode ser um dos fatores de patogenicidade de N. rileyi
para esta espécie dada sua capacidade de utilizacdo deste tipo de composto (St. Leger et al., 1988).
Embora Boucias e Latgé (1988), demonstraram que a germinacdo de N. rileyi também pode ocorrer
a partir de extratos cuticulares de espécies ndo hospedeiras, em S. cosmioides a auséncia ou
insuficiéncia de compostos deste tipo pode ser um dos fatores de resisténcia a este patdgeno uma
vez que a viruléncia esta relacionada com a habilidade de um fungo entomopatogénico degradar
hidrocarbonetos cuticulares do inseto hospedeiro (Pedrini et al., 2007, 2013). Hidrocarbonetos de
cadeia curta como octano, descritos como inibidores de crescimento de N. rileyi (St. Leger et al.,
1988) ndo foram identificados nas espécies avaliadas.

Embora alguns compostos lipidicos, incluindo aldeidos e acidos graxos, tenham sido
implicados na resisténcia de insetos a patdégenos (Golebiowski et al., 2008; Sosa-Gomez et al.,
1997), a especie quimica envolvida, a quantidade presente ou a interacdo com outros compostos
pode exercer um papel importante sobre sua real efetividade, visto que alguns destes compostos
estdo presentes em A. gemmatalis, que se mostra muito susceptivel a N. rileyi. Neste aspecto, é

interessante salientar que a formacéo de apressorio no fungo fitopatogénico do abacate
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Colletotrichum gloeosporioides € desencadeada pela presenca de alcoois de cadeia longa (Co4 a
Cs0), na cera do hospedeiro (Podila et al., 1993). O gatilho de origem quimica da patogenicidade
ndo deve ser o mesmo para os fungos fitopatogenicos e entomopatogenicos, no entanto vale a pena
mencionar que hexacosanol (Cy) foi encontrado apenas entre os lipidios cuticulares de larvas A.
gemmatalis e ndo encontrado em S. cosmioides.

Os unicos componentes identificados comuns entre as duas espécies, exceto o esqualeno,
séo dois acidos graxos, o palmitico (Ci¢) e 0 estearico (Cig), sendo o primeiro em quantidade
superior em A. gemmatalis. Acidos graxos de cadeias mais curtas, como &cido caprilico (Cs),
presente na superficie larval de H. zea e apontados como um dos responsaveis por afetar a
germinacéo conidial de B. bassiana (Smith e Grula, 1982), ndo foram identificados.

Interessante notar que, embora muitos conidios germinem sobre S. cosmioides, a penetracao
na cuticula aparentemente nao ocorre, e 0 crescimento segue apenas superficialmente,
diferentemente de A. gemmatalis, onde a penetracdo parece ser direta a partir dos conidios, como ja
demonstrado para este patdgeno (Thorvilson et al., 1985). Se a penetracdo do tubo germinativo ndo
ocorre por uma questdo mecanica, ou se é inibida por algum componente cuticular ou ainda se ndo
ha absorcdo de nutrientes presentes na cuticula em quantidades suficientes por parte do fungo para
sua manutencdo e crescimento em S. cosmioides, isto ainda precisa ser melhor avaliado.

Além dos compostos encontrados, é possivel que algum outro fator esteja atuando (ou
ausente, no caso de S. cosmioides) a exemplo do que se verificou em Bombyx mori (Noda et al.,
2010a, 2010b, 2011), espécie na qual D-eritro-C14-esfingosina foi identificado como fator de
aceleracdo da germinacdo conidial de N. rileyi e co-fatores nitrogenados desencadeiam a
germinacéo, sugerindo que as condi¢des requeridas para germinacao conidial ndo sdo apenas
ambientais (Gardner, 1985), mas também nutricionais, que parecem ser mais complexas em N.
rileyi que em outros fungos entomopatogénicos (Boucias et al., 2000; Boucias e Pendland, 1984).
Sendo o peroxido de ergosterol um dos metabolitos ativos de N. rileyi (Prompiboon et al., 2008),
uma via de defesa pode ser a presenga de compostos de natureza anti-oxidante, com possivel funcéo
protetora, como a vitamina E, presente em grande quantidade na cuticula larval de S. cosmioides
(Fronza et al., 2013).

A capacidade enzimética do fungo, sobretudo a producao de lipases, pode estar vinculada
com a resisténcia de S. cosmioides, uma vez que uma enzima deste tipo, quando aplicada na forma
purificada, aumentou consideravelmente a mortalidade larval de S. litura (Supakdamrongkul, 2010).
Além disso, a resposta imune contra N. rileyi € conhecida em outras espécies deste género e

também pode ser um fator de resisténcia em S. cosmioides (Park e Kim, 2012).
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S&0 necessarios novos estudos e comparag¢des com outras espécies para compreender até que
ponto a diferenca significativa de patogenicidade e de viruléncia de N. rileyi entre A. gemmatalis e
S. cosmoides, observada nos bioensaios, esta relacionada com as diferencas na composicao
cuticular, ou se é apenas um dentre varios fatores responsaveis pela resisténcia ou susceptibilidade

das espécies a este patogeno.

Conclusbes

A patogenicidade e viruléncia do fungo sobre as duas espécies de larvas variou conforme as
linhagens testadas e as espécies envolvidas.

A resisténcia de S. cosmioides ao fungo entomopatogénico N. rileyi ndo é uma questao de
adesdo dos conidios a superficie cuticular. Outros fatores, incluindo diferencas na composicdo
lipidica da cuticula, devem estar envolvidos na resisténcia ao patdgeno.

Hidrocarbonetos sdo os principais componentes entre os lipidios cuticulares de A.
gemmatalis, enquanto vitamina E é o composto majoritario em S. cosmioides, seguido de 13-metil

triacontano, com 15,77%.
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Resumo

Com o objetivo de avaliar a relagdo entre a composicao e estrutura cuticular de larvas de Noctuidae com a
patogenicidade de Nomuraea rileyi, um entomofungo que ataca principalmente noctuideos, duas linhagens (UB93150 e
CH87551) deste biocontrolador foram testadas em bioensaios contra Mythimna sequax e Rachiplusia nu em
concentracdes de 107, 10%e 10° conidios/mL. Os bioensaios foram realizados sob condicdes controladas no Laboratério
de Controle de Pragas do Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul e as larvas foram alimentadas
com dietas artificiais. Paralelamente, a composic¢do lipidica cuticular larval destas espécies foi analisada e larvas
submetidas a uma concentrago de 10° conidios/mL foram analisadas em microscépio eletronico de varredura (MEV)
em 24, 48 e 72 horas apds contato inicial. M. sequax ndo foi afetada por nenhuma linhagem avaliada. Para R. nu a CLsg,
(log dose) foi estimada em 9,16 e 8,26 para UB e CH, respectivamente. Hidrocarbonetos constituem a maior parte dos
lipidios cuticulares em ambas as espécies, porém M. sequax apresentou apenas seis destes compostos enquanto R. nu
apresentou 36. Imagens de MEV mostraram a presenca de conidios aderidos a cuticula de M. sequax até 72 horas ap6s
contato inicial. Conidios germinados, com tubos germinativos crescendo paralelamente a superficie cuticular foram
observados nesta espécie. Em R. nu conidios foram observados principalmente nas extremidades dos pseudopodes.
Diferengas na estrutura e composi¢do cuticular e também a variabilidade de N. rileyi podem estar relacionadas com as

diferengas de patogenicidade observadas nas duas espécies e entre as duas linhagens testadas.

Palavras-chave: biocontrole, entomopatégeno, Noctuidae, lepidépteros-praga



1. Introducéao

Nomuraea rileyi (Farlow) Samson é um entomofungo cujos hospedeiros preferencias pertencem a Noctuoidea
[1,2], um tdxon que congrega muitas pragas-chave de diversas culturas de elevada importancia econdmica [3].

Embora a ocorréncia de epizootias causadas por este agente de biocontrole seja conhecida desde os anos
setenta [4,5], a restrita gama de hospedeiros [6,7] continua sendo um aspecto intrigante no conhecimento deste
organismo. Esta “seletividade” pode ser atribuida as diferengas e propriedades genotipicas do proprio fungo [1,8] ou a
mecanismos inerentes aos hospedeiros, como sua estrutura e composicédo da cuticula, que € a primeira barreira de
prote¢do contra agentes patogénicos [9]. Nesse aspecto, lipidios cuticulares, componentes de destaque na composicao
cuticular dos insetos [10,11], sdo citados como protetores contra penetracdo de agentes patogénicos [12], impedindo a
adesdo conidial na cuticula [13] como inibidores do crescimento flngico [14] ou ainda como fungicidas [15].

Em Lepidoptera, estudos sobre lipidios cuticulares sdo descritos por [11] e a influencia destes sobre a
patogenicidade de microrganismos foi analisada em bioensaios com Heliothis zea utilizando-se o fungo Beauveria
bassiana [16] e acdo antifungica de hidrocarbonetos de cadeia curta foi descrita para N. rileyi e também Metarhizium
anisopliae [17].

O objetivo deste trabalho foi avaliar a susceptibilidade de duas espécies de lepidopteros-praga a N. rileyi e ao
mesmo tempo comparar com e estrutura e composicdo lipidica cuticular de cada uma delas, buscando encontrar

subsidios que possam ajudar a esclarecer as diferencgas de susceptibilidade entre as espécies.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Insetos e fungo

Foram utilizadas larvas de duas espécies de Noctuidae, Mythimna sequax (Franclemont, 1951) (Noctuinae) e a
falsa-medideira Rachiplusia nu (Guenée, 1852) (Plusiinae) obtidas junto a criacdo massal do Laboratério de Controle de
Pragas do Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul. A criagdo dos insetos foi mantida em condicGes
controladas (25 + 1°C, 70 + 10% relative humidity and photofase 14 hours). A alimentagdo das larvas constou de dietas
artificiais [18] para M. sequax e [19] para R. nu.

Os bioensaios empregaram as linhagens CH87551 e UB93150 de Nomuraea rileyi (Farlow) Samson isoladas
de Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818 (Erebidae), coletadas em Cachoeirinha, RS e Uberaba, MG, e mantidas em
meio SMAY na Colecéo de Entomopatdgenos do Laboratério de Controle de Pragas do Instituto de Biotecnologia da

Universidade de Caxias do Sul.

2.2 Bioensaios

Inicialmente, realizou-se revigoramento das linhagens de N. rileyi por meio de bioensaios com suspensdes de
108 conidios/mL, utilizando-se larvas de A. gemmatalis, reisolando-se o fungo em meio SMAY.

Os bioensaios para determinacdo da viruléncia do fungo N. rileyi foram conduzidos em condic¢Ges controladas
(25 £ 1°C, 70 £ 10% UR e fotoperiodo de 14 horas) utilizando-se aliquotas de 1,5 mL das suspensdes de conidios de
primeiro repique (107, 10° e 10° conidios/mL) aplicadas sobre discos de papel filtro com 8 cm de diametro dispostos em
placas de Petri. As larvas foram colocadas em contato com o papel filtro por 24 horas e apds este periodo os insetos
foram transferidos para copos plasticos de 200 mL, com tampa, contendo dieta artificial, avaliando-se a mortalidade

diariamente até o estagio de pupa. Os ensaios foram realizados com 600 larvas de segundo instar de cada espécie,
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utilizando-se 150 lagartas para o controle e 150 para cada concentragdo. A viabilidade dos conidios foi determinada
pela metodologia de [20].

Devido a mortalidade das larvas de M. sequax em bioensaios com N. rileyi ter sido inferior a 50%, calculou-se
a porcentagem de sobrevivéncia de ambas as especies até o fim do desenvolvimento e até o oitavo dia, que representa a
tempo médio de sobrevivéncia da maioria das larvas. A sobrevivéncia média e o erro padrdo foram obtidos em funcéo
do tempo de observagdo através do método de Kaplan-Meier. A comparagdo dos multiplos grupos foi efetuada
aplicando-se o teste ndo paramétrico Log-rank com nivel de significancia de 5% usando Statistical Package for Social
Sciences (SPSS versdo 13). As concentragdes letais medianas CLsy e CLgs no oitavo dia foram estimadas com limites de

confianga de 95% com andlise Logit usando SPSS verséo 13.

2.3 Extracao e identificacdo dos lipidios cuticulares

Para extracéo dos lipidios cuticulares foram usadas entre 1,70 e 1,44 e g de exdvias do Ultimo instar larval, de
M. sequax e R. nu, respectivamente, obtidas ap6s a pupacgdo. Para estas analises, M. sequax foi criada em azevém
(Lolium multiflorum) e R. nu com dieta artificial. A capsula cefalica foi removida e o material lavado com agua
destilada por trés vezes e apés, secado sob temperatura de 25 °C. O material obtido foi acondicionado a -15 °C até o
momento da analise.

A extracdo dos lipidios cuticulares foi realizada a partir de dois sistemas solventes diferentes: hexano (50 mL)
e uma solucdo de diclorometano:metanol (2:1) (60 mL), na Catedra de Farmacognosia, Facultad de Quimica, da
Universidad de la Republica, em Montevideo, UY.

Para extracéo por hexano, o material bioldgico foi acondicionado em baldo com refluxo e submetido a ebulic&o
(65£3 °C) por 1h 45 min e depois deixado em maceragéo por cerca de 20 h. O extrato resultante foi filtrado e evaporado
a pressédo reduzida a 40 °C, sendo depois pesado e ressuspendido com 5mL de hexano. Quando necessério fez-se uso de
sonicador para recuperacao total dos extratos.

Posteriormente a extragdo com hexano, o mesmo material foi submetido a extracdo em 60 mL de solucdo
diclometano:metanol (2:1) em agitacéo por 1h 10 min (25 °C) e ap6s deixado em maceragdo por aproximadamente 20
horas. Apos, o extrato foi filtrado e evaporado a pressao reduzida a 40 °C e o extrato resultante foi pesado e
ressuspendido com 5mL de acetato de etila. Sempre que necessario, fez-se uso de sonicador para recuperagdo total dos
extratos brutos.

Os extratos brutos foram analisados por cromatografia em camada delgada (CCD) em placas de silica gel
60F254 MERCK, utilizando-se como fases moveis cloroférmio:metanol (98:2) e hexano:acetato de etila (20:1) e
hexano:tolueno (4:1) para os extratos hexanicos, e cloroférmio:metanol (85:15 e 90:10) para os extratos diclorometano-
metanolicos.

Apos a analise inicial por CCD, os extratos brutos foram fracionados por cromatografia de coluna aberta
usando uma coluna de silica gel de 100mm - 6mm. Para isto, utilizou-se 1mL de extrato, que foi secado em fluxo de
nitrogénio para quantificagdo da massa de extrato. O volume de silica utilizado foi de 150 vezes a massa do extrato.

Para os extratos hexanicos, os solventes de elui¢do utilizados na coluna constaram de 10 ml de cada solugéo a
seguir: hexano; hexano:acetato de etila (95:5); hexano:acetato de etila (90:10); hexano:acetato de etila (85:15) e por
Gltimo cloroférmio:metanol (50:50). Todas as fragfes resultantes foram analisadas em CCD, sendo que para as
correspondentes as trés primeiras solu¢des de solventes de eluicdo da coluna utilizou-se fase moével hexano:acetato de

etila (95:05) e para as demais uma solucéo cloroférmio:metanol (98:02).
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Para os extratos diclorometano-metandlicos, os solventes de elui¢do constaram de 10 mL de cada uma das
seguintes solucdes: cloroférmio:metanol 85:15; cloroférmio:metanol 50:50 e metanol 100%. Apo6s a separacéo dos
compostos por coluna de silica, todas as frac@es resultantes foram analisadas por CCD com uso de fases méveis de
cloroférmio/metanol (85:15 e 80:20) e aquelas correspondentes a eluicdo cloroférmio:metanol (50:50) também foram
analisadas em CCD com esta mesma fase mével. As placas de CCD foram observadas em lampada UV a 254 e 366 nm
e revelador sulfato de cobre (CuSQ,) foi utilizado para a verificacdo da presenca de compostos organicos.

As fracGes de cada extrato que apresentaram as mesmas bandas foram unidas e aliquotas correspondentes
foram submetidas a analise por cromatografia gasosa e espectrometria de massa GC-MS (HPGC 6890 MJ5973, coluna
HP-S 30m, 1D0.25m e programa de temperatura de 150 a 280 °C, 3 °C/min.) com Bibliotecas de espectros de massas de
impacto eletrénico (EI) a 70 ev. NIST05a.L e Wiley275.L. As bibliotecas foram utilizadas para a identificacdo dos
diferentes compostos, cujos espectros e tempos de retencdo também foram comparados com indice de Kovats e com 0s
resultados de padrdes como parafina e parafilme. A fragmentacédo dos hidrocarbonetos foi analisada de acordo com
Hesse et al. (1999), e Nelson and Blomquist (1995), o que permitiu a identificacdo dos pontos de ramificacéo dos

hidrocarbonetos detectados.

2.4 Microscopia eletrénica de varredura

Imagens de microscopia eletrénica de varredura foram obtidas utilizando larvas de segundo instar das duas
espécies, submetidas a concentragées de 2-108 conidios/mL, em bioensaios com as mesmas linhagens e metodologia
anteriormente descritas. Amostras de 5 a 8 larvas de cada espécie foram sacrificadas 24, 48 e 72 horas ap6s contato com
os conidios e fixadas para processamento e analise em microscopio eletrénico de varredura (MEV) na Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia, DF. Para a fixagdo, as lagartas foram decapitadas e imediatamente
mergulhadas em fixador Carnoviski, onde permaneceram por 24 horas em temperatura ambiente e ap6s foram
transferidas para solucéo tampdo cacodilato de sédio 0,2% e mantidas a 4° C até a anélise por MEV. Para esta analise, o
material foi lavado sucessivas vezes com diferentes concentracGes de acetona e apds submetido a secagem por ponto

critico de CO,, metalizado com ouro-paladio e observadas a 20Kv e 77pA.

3. Resultados
3.1 Bioensaios

As linhagens avaliadas se mostraram indcuas contra M. sequax, que ndo apresentou mortalidade alguma,
mesmo nas concentracbes mais elevadas. Para R. nu, foi possivel estabelecer a CLs, com a utilizacdo de ambas
linhagens, sendo CH87551 mais efetiva (Tabela 1). No bioensaio com a linhagem CH, as primeiras mortes foram
observadas no quinto dia, estendendo-se até o décimo dia, com alguma morte eventual nos dias posteriores. Para a
linhagem UB, as primeiras mortes foram observadas apenas no sexto dia, também se estendendo basicamente até o
décimo dia, com apenas duas mortes nos dias seguintes. A concentracdo 10’ da linhagem UB foi praticamente in6cua
(Figura 1). Maxima mortalidade foi observada no oitavo dia para a linhagem CH e no sétimo dia para UB, no entanto,
para esta linhagem, mortalidade semelhante foi observada no oitavo e nono dias (Figura 2).

O tempo médio de sobrevivéncia (Figura 3) variou conforme a linhagem e as concentragdes avaliadas, sendo
sempre inferior para a linhagem CH87551, com variagdo de cerca de dois dias nas concentragdes 10" e 10° e cerca de

um dia na concentracao 10°.
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Tabela 1: CLsg e CLgs de duas linhagens de Nomuraea rileyi sobre larvas de segundo instar de Rachiplusia nu. Dados
de mortalidade no oitavo dia.

Rachiplusia nu

Linhagem* Log (conc.) limite confianga 95% (log conc.)
UB - CLs 9,16 8,12 -10,21
UB — CLgs 10,20 9,15-11,25

CH-CLsg 8,26 7,21-9,31
CH-ClLgs 9,30 8,25 10,35

*UB93150 e CH87551
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Fig. 1 Mortalidade de larvas de segundo instar de Rachiplusia nu, submetidas a bioensaio com duas linhagens
(CH87551 e UB93150) e trés concentracdes de Nomuraea rileyi.
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Fig. 2 Mortalidade diaria cumulativa de larvas de segundo instar de Rachiplusia nu, submetidas a bioensaio com duas
linhagens de Nomuraea rileyi (CH87551 e UB93150).
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Fig. 3 Tempo médio de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) e intervalo de confianca (95%) de larvas de segundo instar de
Rachiplusia nu (n=150) expostas a trés concentra¢des do fungo Nomuraea rileyi (linhagens CH87551 e UB93150).

3.2 Rendimento de extratos e identificacdo dos compostos

M. sequax e R. nu apresentaram diferencas quali-quantitativas na composic¢ao dos extratos (Tabela 3). As duas
espécies apresentaram hidrocarbonetos, sobretudo alcanos, ramificados ou ndo, como sendo 0s compostos
predominantes quantitativamente, no entanto em M. sequax apenas seis compostos deste tipo foram identificados, com
cadeias C,4 a C3, enquanto em R. nu chegou a 36, com cadeias desde Ci5 a C34. Além dos hidrocarbonetos, acidos
graxos (Cys a Cy) ramificados ou ndo, constituem mais de 20% dos lipidios de M. sequax, destacando-se o &cido
palmitico. Em R. nu, estes compostos constituem menos de 2,5% dos lipidios e estdo representados por cadeias Cy¢ €
Cyg apenas. Outros compostos identificados foram um fitol e um carotenoide em M. sequax e vitamina E e pimpinelina

emR. nu.

Tabela 2: Composi¢do dos extratos hexanico e diclorometano-metanolico de exuvias larvais de duas espécies de
Lepidoptera submetidas a extragdo por hexano e ap6s por diclorometano-metanol (2:1)

Espécie Lipidios cuticulares ~ Hidrocarbonetos (%) Outros compostos (%)
totais (%)

Mythimna sequax 2,36 73,89 26,11

Rachiplusia nu 9,94 83,62 16,38

3.3 Microscopia eletrdnica de varredura

As imagens de MEV obtidas a partir das larvas mostram que as larvas possuem ornamentaces diferentes e
conidios aderidos a cuticula larval das duas espécies (Figura 4). Conidios em processo de germinacéo e crescimento do
tubo germinativo podem ser observados em varios pontos na regido abdominal de M. sequax, sobretudo apoés as larvas
permanecerem 24 horas em contato com o indculo (Figura 4A), fato ndo observado quando decorridas 24 e 48 horas
apos a individualizacdo das larvas, quando muitos conidios puderam ser observados em regides lisas e também
ornamentadas da cuticula, mas sem germinacéo ou formacéo de tubo germinativo (Figura 4B). Em R. nu, que possui 0

tegumento com mais e maiores microtriquias (Figura 4C), conidios foram observados basicamente nas extremidades
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dos pseudopodes apds 24 horas em contato com o fungo (Figura 4D), sendo escassos 0s visualizados com 48 horas e

praticamente nenhum conidio foi observado em 72 horas.

Tabela 3: Quantidade (em %) dos compostos lipidicos dos extratos hexanico e diclorometano-metandlico de exuvias
larvais de Mythimna sequax e Rachiplusia nu identificados por GC-MS.

Composto Mythimna sequax Rachiplusia nu
Hidrocarbonetos Hexadecano nd 6,91
Octadecano nd 7,41
5-metil heptadecano nd 0,15
3-metil nonadecano nd 0,15
5-metil nonadecano nd 0,10
8-metil nonadecano nd 0,55
Eicosano nd 4,79
Docosano nd 2,18
7-metil heneicosano nd 0,16
Tetracosano nd 0,91
5-metl tricosano 0,51 nd
7-metil tricosano nd 0,03
5-metil tetracosano 3,12 nd
Pentacosano nd 0,05
Hexacosano nd 0,05
3-metil hexacosano nd 0,03
Heptacosano 3,75 0,55
Octacosano nd 0,19
3-metil octacosano nd 0,18
Esqualeno nd 0,92
Nonacosano 14,27 0,36
3,11-dimetil octacosano nd 10,80
11,12-dimetil nonacosano nd 1,50
3,11-dimetil nonacosano nd 0,17
11,12-dimetil triacontano nd 4,68
11-metil nonacosano nd 1,50
3-metil triacontano nd 1,98
11-metil triacontano nd 4,95
Heneitriacontano 16,29 1,35
3-metil heneitriacontano nd 0,19
Dotriacontano nd 0,36
3-metil dotriacontano nd 9,95
Tritriacontano nd 0,53
11-metil tritriacontano nd 6,07
11,13-dimetil dotriacontano 35,95 Nd
11-metil tetratriacontano nd 1,40
5,11-dimetil triacontano nd 5,53
5,11-dimetil dotriacontano nd 0,66
5,11-dimetil tetratriacontano nd 6,34
Aldeidos Nonadecanal nd 0,41
Acidos graxos Ac. Palmitico 11,96 2,25
Ac. Palmitico Ester etilico 3,06 Nd
Ac. Linoleico metil Ester nd 0,01
Ac. Oleico metil Ester nd 0,02
Ac. Oleico nd Nd
Ac. Araquidbnico 5,15 Nd
Outros Phytol 0,85 Nd
Vitamina E nd 2,48
Licoperseno 5,08 Nd
Pimpinelina nd 3,32
Na&o identificados* nd 7,90

*correspondente a trés compostos. nd: nao detectado
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Fig. 4 Microscopia eletronica de varredura de larvas de Mythimna sequax e Rachiplusia nu expostas a suspensao de 10°
conidios/mL de Nomuraea rileyi. A: larvas de M. sequax apds permanecerem 24 horas em contato com o patégeno
(linhagem UB93150). As setas indicam tubos germinativos crescendo sobre a superficie larval, sem penetragdo no
tegumento do inseto. B: Conidios aderidos em M. sequax decorridas 48 horas do contato inicial. Conidios estéo
presentes em regides lisas e também em regides ornamentadas da cuticula. C: Superficie cuticular de R. nu, com intensa
presenca de microtriquias. D: Conidios (indicados pelas setas) aderidos na extremidade de um pseudépode de R. nu
apos a larva permanecer 24 horas em contato com o indculo.

Discussao
A susceptibilidade de R. nu as linhagens testadas foi menor do que a observada para A. gemmatalis nas
mesmas condi¢Bes e concentracdes de indculo [22]. Varios trabalhos demonstram resultados variaveis entre A.

gemmatalis e outros plusiineos em relacdo a infecgdo por N. rileyi, ocorrendo maior susceptiblidade da primeira ou de
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algum representante de Plusiinae [23-25]. Estes resultados também podem estar associados ao fato das linhagens serem
originalmente isoladas de A. gemmatalis uma vez que estudos demonstram que a diversidade genética de N. rileyi é
mais relacionada com os hospedeiros do que por aspectos geograficos [1,8] e mesmo uma certa especificidade ja foi
documentada [26].

Alcanos sdo componentes comuns em lipidios cuticulares de insetos [27] e estdo presentes em grande
quantidade e diversidade em R. nu, o que pode ser um dos fatores de patogenicidade de N. rileyi para esta espécie, da
mesma forma como relatado para A. gemmatalis [22], dada sua capacidade de utilizagdo deste tipo de composto [17].
Em R. nu a presenca de esqualeno entre os hidrocarbonetos pode ter origem na dieta, assim como ja mencionado para A.
gemmatalis e Spodoptera cosmioides [22] e outros insetos [28]. O mesmo ocorre para a Vitamina E, que ja foi
identificada em larvas de lepidopteros e cuja eventual funcdo protetora contra N. rileyi deve estar associada a
quantidade presente na cuticula [29,30].

O fato de poucos conidios serem observados em R. nu pode ser explicado pelo ciclo de vida mais rapido, que
leva a ecdises mais frequentes, e pelo modo de locomocéo das larvas, do tipo mede-palmo, que confere menor contato
abdominal com a superficie. Nesta espécie, as larvas sofrem mudas com intervalos de 2 a 3 dias [31], o que ndo
impossibilita a contaminacao, visto que as mesmas tem o habito de comer a exuvia eliminada, o que faz com que os
conidios sejam ingeridos, mantendo o andamento do processo infectivo internamente. Além disso, a mortalidade
observada nos bioensaios comprova a infecgéo.

Diferentemente de R. nu, M. sequax ndo se mostrou suscetivel as linhagens testadas. Como a incapacidade de
adesdo ndo é o fator chave para a ndo susceptibilidade de M. sequax a N. rileyi uma vez que as larvas ndo séo imunes a
ades&o conidial [32], outros mecanismos devem estar envolvidos incluindo o envolvimento da composi¢éo cuticular da
espécie, atuando em algum momento pré-penetragdo [33]. Entre os compostos lipidicos identificados em M. sequax
destaca-se 0 contelido de &cidos graxos, que podem estar associados a agdo antifingica [34,35], 0 que também
justificaria o fato de que, nesta espécie, conidios germinados foram observados nas primeiras 24 horas mas ndo nos
intervalos seguintes, sugerindo algum tipo de acdo fungistatica.

Além disso, a pouca diversidade de hidrocarbonetos, principalmente de alcanos, pode se traduzir em
dificuldades nutricionais para o crescimento fangico [36]. Mesmo que a germinacdo de N. rileyi possa ocorrer a partir
de extratos cuticulares de espécies ndo hospedeiras [37], a quantidade e as caracteristicas dos compostos presentes
podem estar associadas a susceptibilidade, uma vez que a viruléncia de um fungo entomopatogénico esta relacionada
com sua habilidade em degradar hidrocarbonetos cuticulares do inseto hospedeiro [38,39]. Hidrocarbonetos de cadeia
curta como octano, descritos como inibidores de crescimento de N. rileyi [17] ndo foram identificados nas espécies
avaliadas.

Respostas imunes contra N. rileyi sdo conhecidas em outras espécies [40], no entanto, se as larvas apresentam
constituicdes lipidicas diferentes e se isso esta relacionado a sua susceptibilidade ou ndo a N. rileyi, entdo outro ponto a
ser analisado é a capacidade enzimatica do patdégeno. Nesse aspecto, ja foi observado que o uso de uma lipase
purificada aumentou consideravelmente a mortalidade larval de Spodoptera litura [41], o que sugere que O
conhecimento da constituicao cuticular do hospedeiro pode abrir novas perspectivas de uso para este patdgeno.

Tendo em vista a conhecida variabilidade de N. rileyi [1], é um tanto dificil estimar o quanto as diferencas
observadas na composicdo lipidica cuticular das larvas de M. sequax e R. nu estejam associadas as diferengas na
susceptibilidade de uma ou outra espécie. Novos estudos devem ser conduzidos na tentativa de quantificar essas

respostas e esclarer ainda mais a interagdo patégeno-hospedeiro.
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Capitulo 5
Espécies hospedeiras de Nomuraea rileyi e seu uso como biopesticida: fronteiras e perspectivas
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Resumo

Nomuraea rileyi é um entomofungo que ataca larvas de lepidopteros, incluindo diversos noctuideos
pragas-chave de culturas de importancia agricola. Nesta revisdo sdo abordados aspectos historicos,
interagcBes patdgeno/hospedeiro, fatores ambientais e aspectos produtivos, entre outros, referentes a
pesquisa e uso deste potencial agente de controle biolégico de pragas. Uma lista de espécies
hospedeiras conhecidas atualmente é apresentada. Desafios visando um melhor aproveitamento

deste agente séo descritos e novos enfoques de pesquisa sdo sugeridos.
Palavras-chave: Lepidoptera, Manejo integrado de pragas, Noctuidae, viruléncia

Destaques:
Nomuraea rileyi é um entomofungo cosmopolita especifico de lepiddpteros.
Entre seus hospedeiros encontram-se pragas-chave de culturas economicamente valiosas.

Tem grande potencial para uso como ferramenta no manejo integrado de pragas agricolas.

1. Introducéo

O controle de pragas é um dos pontos mais criticos e um dos maiores desafios do
agronegocio da atualidade. Anualmente, cifras milionarias sdo gastas na tentativa de combater
espécies que se alimentam dos cultivos agricolas, sejam graos, frutas, pastagens ou hortalicas como

fonte de alimento.



Apesar dos avancos tecnologicos relacionados ao setor agricola, desde a mecanizagéo,
nutricdo vegetal e engenharia genética, as pragas parecem estar sempre um passo a frente e nos
forcam a fazer uso de qualquer ferramenta disponivel que permita diminuir o impacto e as perdas
nas lavouras. Entre estas ferramentas, e talvez uma das mais promissoras, esta 0 manejo integrado
de pragas, que envolve uma gama de técnicas de manejo que ndo apenas permite como também
objetiva, simultaneamente, racionalizar o controle de pragas, manter ou aumentar os niveis de
produtividade e ainda diminuir os efeitos negativos de pesticidas ao meio ambiente. Um dos pilares
do manejo integrado de pragas € o controle bioldgico, no qual se destacam agentes patogénicos
(Lacey et al. 2001).

Entre estes agentes patogénicos, destacam-se os fungos, grupo com uma notavel diversidade
de espécies e linhagens (Carruthers, 1991) e variada gama de hospedeiros, e que figuram entre 0s
principais casos de sucesso em termos de controle bioldgico de pragas (Faria e Wraight, 2007).
Fungos sdo agentes etiolégicos de inUmeras doencgas em insetos, sendo 0s primeiros patdgenos a
serem utilizados no controle microbiano de insetos. Entre estes agentes podemos citar Nomuraea
rileyi Farlow (Samson), um fungo patogénico cosmopolita que infecta diversas espécies de
lepidopteros, incluindo muitas pragas agricolas importantes (Alves, 1998; Ignoffo, 1981; Vimala
Devi et al., 2003).

O objetivo desta reviséo é apresentar uma compilacao de dados disponiveis na literatura
sobre N. rileyi subsidiando novos enfoques de pesquisa sobre este patégeno, que embora pouco
aproveitado atualmente, ndo pode ser negligenciado diante da necessidade cada vez maior de

dispormos de novas alternativas de controle de pragas.

2. Historico

Nomuraea rileyi (Farlow) Samson foi descrito no final do século 19 e registrado desde o
inicio do século 20 controlando naturalmente populacdes de varias espécies de lepiddpteros nas
culturas de soja e algodéo (Allen et al., 1971; Ignoffo, 1981). Seu uso experimental para controle
biol6gico ocorreu apenas a partir da segunda metade do século 20 (Ignoffo, 1981). O trabalho de
Allen et al. (1971), realizado nos Estados Unidos, foi um dos primeiros estudos de monitoramento
de epizootias de N. rileyi sobre a lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis Hibner, 1818 (Erebidae),
um de seus hospedeiros preferenciais. Trabalhos similares foram realizados a seguir (Corréa e
Smith, 1975; Ignoffo et al., 1976a), sendo que atualmente modelos matematicos podem fazer
simulagOes de época de ocorréncia e densidade de lagartas e consequentemente a ocorréncia de

epizootias (Sujii et al., 2002). Infecta basicamente larvas de lepiddpteros, especialmente da
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superfamilia Noctuoidae (Alves, 1998; Suwannakut et al., 2005), incluindo diversas pragas
agricolas importantes, embora alguns insetos de outras também sejam susceptiveis.

Com registros de ocorréncia epizodtica e identificado como um potencial agente biologico
para controle da lagarta da soja A. gemmatalis e de plusiineos diversos, os estudos com N. rileyi
adquiriram maior visibilidade a partir do final dos anos 70 e inicio dos anos 80 (Boucias et al.,
1984; Boucias e Latgé, 1988; Boucias e Pendland, 1982; Boucias e Pendland, 1984; Boucias et al.,
1982; Ignoffo, 1981; Ignoffo et al., 1976a; Ignoffo et al., 1976b; Ignoffo et al., 1975).

Embora nos anos 90 tenha sido menos frequente nas publicacGes, estudos com este e outros
agentes microbianos tem recebido cada vez mais atengédo na busca de solu¢des ambientais relativas
a producéo de alimentos (Bravo et al., 2011; Hussain et al., 2010) e também porque podem se
constituir em uma ferramenta muito importante para o manejo de pragas hospedeiras que
desenvolvem resisténcia a inseticidas como Rachiplusia nu e Helicoverpa armigera (Chiaravalle,
2006; El-Latif e Subrahmanyam, 2010), e também a acéo de toxinas Bt. em culturas geneticamente
modificadas como Spodoptera frugiperda (Storer et al., 2012) ou ainda para uso no combinado com
inseticidas, melhorando o desempenho e dificultando o surgimento de resisténcia aos principios
ativos disponiveis (Ambethgar, 2009).

Atualmente, outros enfoques de pesquisa relacionados a N. rileyi como o uso combinado de
supressores imunoldgicos e agentes estimulantes, e aspectos moleculares estdo sendo desenvolvidos
com bons resultados em termos de aumento de eficiéncia contra hospedeiros e conhecimentos de
aspectos enzimaticos e patogénicos (Devi et al., 2007; Noda et al., 2011; Nunes et al., 2010; Park e
Kim, 2012; Shekharappa, 2009; Supakdamrongkul et al., 2010; Vargas et al., 2003), inclusive
obtendo com sucesso producédo de microesclerotias (Song et al., 2013). No entanto, o uso comercial
deste agente ainda é muito restrito, estando limitado a alguns poucos paises sul-americanos, e sua
representatividade no mercado é praticamente insignificante (Faria e Wraight, 2007; Alves et al.
2008b; Sandhu et al., 2012).

3. Aspectos gerais

N. rileyi é cosmopolita e diversos isolados se encontram catalogados em vérias partes do
mundo, no entanto, geneticamente, estudos tém demonstrado que sua variabilidade é baixa, estando
muito proximo dos representantes do género Metarhizium (Boucias et al., 2000; Sosa-Gomez et al.,
2009), e que a diversidade genética esta mais relacionada com as espécies hospedeiras do que com a
localizacéo geograficas (Suwannakut et al., 2005). Outros estudos demonstram que N. rileyi
apresenta grande diversidade genética, inclusive entre isolados obtidos a partir de um Unico inseto,

fato que esté associado a ocorréncia de recombinacéo (Devi et al., 2007).
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Estudos tém demonstrado que isolados de N. rileyi sdo mais virulentos quando aplicados em
seus hospedeiros originais em comparag¢do com outras espécies (Boucias et al., 1982, 2000; Ignoffo
et al., 1976b; Moscardi et al., 1992; Tigano-Milani et al., 1995). Da mesma forma, o periodo
necessario para germinacao conidial e desenvolvimento do ciclo completo sobre o hospedeiro varia
conforme o isolado e a espécie hospedeira envolvida (Srisukchayakul et al., 2005).

A manutenc&o dos isolados e a producdo de conidios podem ocorrer via meio sem agar, mas
conidios obtidos nessas condigdes apresentaram perda de patogenicidade (Bell, 1975). O meio
Sabouraud maltose agar suplementado com 1 ou 2% de extrato de levedura (SMAY) é um dos mais
usados em laboratdrio, embora varios outros permitam sua germinag&o e crescimento e sejam
adequados para estudos enzimaticos (EI-Sayed et al. 1992).

A composicao lipidica de N. rileyi € descrita como semelhante a de outros fungos como B.
bassiana, M. anisopliae entre outros (Boucias et al., 1984) e o perfil proteico possui poucas
proteinas identificadas (Qin et al., 2009).

Quando as linhagens sdo mantidas em laboratério, a patogenicidade/viruléncia decresce com
cada transferéncia de meio, mas pode ser restabelecida com passagem através de insetos, em
bioensaios de revigoramento (Ignoffo, 1981), embora a capacidade de esporulacdo sobre cadaveres
também seja afetada dependendo da quantidade de geragdes produzidas sucessivamente em meio de
cultura (Morrow et al., 1989). Condigdes ambientais como umidade, temperatura e luminosidade
influenciam a germinacéo e esporulacéo do fungo em laboratério (Tang e Hou, 2001).

3.1 Atividade enzimética

A producdo de enzimas degradadoras de cuticulas é um dos fatores de patogenicidade. Entre
estas enzimas encontram-se proteases, lipases, aminopeptidades, entre outras. A maioria dos fungos
entomopatogénicos desenvolve apressorio, estrutura parece exercer um papel importante nos
primeiros estagios da infeccdo uma vez que apresenta elevada atividade enzimatica. Em M.
anisopliae, por exemplo, simultaneamente a formacéo do apressorio, sdo produzidas endoproteases
e aminopeptidases (Clarkson e Charnley, 1996). N. rileyi, por outro lado, ndo apresenta apressorio,
0 que pode significar menor producdo enzimatica e consequentemente restringir a gama de
hospedeiros.

Em seu crescimento, N. rileyi produz grande quantidade de polissacarideos extracelulares
(Latgé et al., 1988). Outros estudos demonstram que a expressao enzimatica em N. rileyi é
influenciada pela presenca de cuticulas larvais de hospedeiros como substrato quando comparado
com celulose e que sua presenca pode influenciar tanto o tempo como a quantidade de enzimas

expressas (quitinoliticas: endoquitinases, N-acetilglicosaminidase, proteoliticas: aminopeptidases,
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quimoelastase e tripsina, e pouca atividade de lipases), sendo a atividade proteolitica maior que a
quitinolitica. A expressdo enzimética também variou conforme a espécie utilizada no substrato
(Trichoplusia ni, Heliothis zea e H. virescens) (El-Sayed et al., 1993). De acordo com esses autores,
varias enzimas extracelulares que podem estar envolvidas na penetracdo do tegumento larval séo
expressas na germinacdo conidial e a expressao de proteases e quitinases foi admitida como uma
provavel resposta especifica a presenca das cuticulas, tendo em vista que pouca ou nenhuma
atividade foi expressa sobre celulose. Resultados similares foram descritos por Nunes et al., (2010),
que verificou maior atividade enzimatica de N. rileyi em meios com presenca de substrato cuticular
de A. gemmatalis em comparacéo a outros substratos. Maior atividade proteolitica e lipolitica do
que chitinolitica também foi observada in vitro por Mohamed et al., (1978).

Quando uma lipase purificada foi adicionada ao patdgeno contra Spodoptera litura a
mortalidade larval aumentou consideravelmente (Supakdamrongkul, 2010), indicando que este tipo
de enzima pode ter um papel subestimado na patogenicidade e viruléncia de N. rileyi, também
porque lipidios cuticulares estéo entre os principais constituintes da cuticula larval dos insetos
(Nelson e Blomquist, 1995).

Embora infecte larvas de diversas espécies de lepidopteros como Bombyx mori
(Saturniidae), A. gemmatalis (Erebidae) e varios noctuideos (Alves, 1998; Boucias et al., 1982;
Boucias et al., 2000; Mohamed e Nelson, 1984; Vimala Devi et al., 2003; Ye et al., 1993), poucos
sdo os metabdlitos produzidos por N. rileyi ja identificados. Entre estes, encontra-se o peroxido de
ergosterol (Prompiboon et al., 2008) e um peptideo cuja CLsp contra larvas de terceiro instar de A.
gemmatalis foi estimada em 0,0163 mg/mL (Onofre et al., 2002). Em B. mori, uma enzima
especifica secretada por N. rileyi age sobre ecdisterdides e inibe a muda larval (Kiuchi et al., 2003).
A implicacéo de metabdlitos secundarios na patogénese € bem conhecida em outros

entomopatdgenos como M. anisopliae e B. bassiana (Clarkson and Charnley, 1996).

3.2 Interacgdes patdgeno-hospedeiro

O periodo entre o contato inicial do patdgeno com o hospedeiro, o desenvolvimento do
processo infectivo e a morte do inseto dura em média 6 a 8 dias (para germinacéo conidial e
desenvolvimento do ciclo completo sobre o hospedeiro) variando conforme o isolado e a espécie
hospedeira envolvida (Srisukchayakul et al., 2005).

Uma das primeiras barreiras de defesa dos insetos é a cuticula, que por sua composicao
quimica e estrutura, pode impedir ou dificultar a adesao dos conidios, processo este que € mediado

por forcas hidrofdbicas (Boucias et al., 1988), embora ndo seja especifica, isto é, conidios podem
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aderir também em espécies ndo hospedeiras (Boucias e Latgé, 1988), podendo permanecer na
superficie cuticular do inseto por até trés dias (Fronza et al., 2014a)

Apbs a adesdo, o fungo precisa atravessar a cuticula para entdo invadir do corpo do inseto.
Essa cuticula é constituida principalmente por lipidios, cujos teores variam de espécie para espécie
e suas funcgdes sdo igualmente diversas (Lockey, 1988, Nelson e Blomquist, 1995). Tendo em vista
que o tubo germinativo pode atravessar diretamente a cuticula ou crescer ao longo da endocuticula,
entre a epiderme e a exocuticula, com a lise da endocuticula ocorrendo antes da invasdo da
epiderme e o desenvolvimento de corpos hifais inicia quando as hifas alcancam a hemocele (Kumar
et al., 1997; Srisukchayakul et al., 2005) e que uma vez atingida a hemocele e corpos hifais
formados, ndo hé reconhecimento pelas opsoninas ou hemacitos da hemolinfa (Srisukchayakul et
al., 2005), a cuticula se torna uma das principais defesas contra N. rileyi, embora outros
mecanismos contra patdégenos sejam conhecidos (Boucias e Pendland, 1987; Omoto e Alves, 1998;
Park e Kim, 2012). Nesse aspecto, o0 uso combinado de N. rileyi com imunossupressores de origem
bacteriana aumentou significativamente a patogenicidade contra Spodoptera exigua e Plutella
xylostella, apresentando-se como uma alternativa promissora para uso em espécies cuja resisténcia é
baseada nas defesas celulares e humorais (Park e Kim, 2012).

A composicao quimica cuticular pode ser responsavel pela resisténcia de algumas espécies,
como sugerido por Koidsumi (1957) em Chilo simplex e Bombyx mori, que se tornavam mais
susceptiveis quando a cuticula era esfoliada. Da mesma forma, larvas de H. virescens que se
mostraram resistentes quando expostas a um biotipo de N. riley ndo o foram quando blastoporos do
mesmo bidtipo foram injetados na hemocele (Ignoffo e Garcia, 1985).

A presenca de compostos com acao antifngica ou fungistatica na cuticula pode ser uma das
razdes da resisténcia em algumas espécies. Acidos graxos de cadeias curtas presentes na superficie
larval de H. zea, como &cido caprilico, sdo apontados como responsaveis por afetar seriamente a
germinacdo conidial de B. bassiana (Smith e Grula, 1982). Além de &cidos graxos, hidrocarbonetos
também podem atuar diretamente na acao antifingica. Um desses compostos, o octano, foi descrito
como inibidor de crescimento tanto de N. rileyi como M. anisopliae (St. Leger et al., 1988).
Também aldeidos cuticulares foram descritos como inibidores para a germinacdo conidial de M.
anisopliae sobre o percevejo verde da soja Nezara viridula (Sosa-Gomez et al., 1997). Outro tipo de
compostos cuticulares estdo associadas a prevenc¢édo da adeséo de conidios de varias espécies de
fungos sobre Liposcelis bostrychophila (Psocoptera) (Lord e Howard, 2004). A composicao lipidica
da cuticula, sobretudo os acidos graxos, também tem sido implicada na resisténcia de insetos a

outros agentes entomopatogénicos (Golebiowski et al., 2008).
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Sendo o perdxido de ergosterol (Prompiboon et al., 2008) um dos metabolitos ativos de N.
rileyi, uma outra via de defesa pode ser a presenca de compostos de natureza anti-oxidante, com
possivel funcdo protetora que podem ser produzidos a partir da alimentacdo, conforme ja descrito
em Spodoptera cosmioides, que apresenta vitamina E entre seus lipidios cuticulares (Fronza et al.
2013) e em Epilachna borealis (Coleoptera) por Attygalle et al. (1996), que demonstraram que
besouros desta espécie podem regular a presenca da antioxidante vitamina E através da conversao
de a-tocoferol proveniente da dieta a a-tocoferil acetato.

Outro viés desta questdo diz respeito a composi¢édo cuticular em relacdo as necessidades
nutricionais do patégeno. O envolvimento de lipidios cuticulares na ativagdo da germinacéao
conidial durante o processo infectivo foi comprovado na espécie A. gemmatalis em estudos
desenvolvidos por Boucias e Pendland (1984), que observaram efeitos estimulantes diferentes
conforme a grupo de lipidios analisados quando comparados com extrato cuticular bruto.

Em trabalho posterior, St. Leger et al. (1988), analisando a utilizac&o de alcanos por fungos
entomopatogénicos, menciona que N. rileyi apresentou alto crescimento sobre cadeias Ci;-12 € Cys-
17. Outro fator importante observado foi que a posicdo do grupo metil na cadeia afeta seriamente o
crescimento do fungo, ressaltando a importancia da B-oxidagédo tendo em vista que N. rileyi foi
capaz de utilizar 2-metil, mas ndo 3-metilnonano e que heptametilnonano impediu completamente
seu crescimento. Da mesma forma, espécies que apresentam, além de grandes quantidades, maior
diversidade de compostos se mostraram mais susceptiveis a linhagens de N. rileyi do que outras
com pouca quantidade e ou pouca variedade de alcanos (Fronza et al., 2014a, 2014b). Ainda neste
aspecto, estudos sugerem que a patogenicidade de B. bassiana, por exemplo, esta relacionada com a
sua capacidade de utilizagéo de hidrocarbonetos (Pedrini et al., 2013).

Em estudos recentes, Noda et al., (2010a, 2010b; 2011) identificaram D-eritro-C14-
esfingosina como fator de aceleracdo da germinacdo conidial de N. rileyi sobre Bombix mori e que
co-fatores nitrogenados desencadeiam a germinacéo, sugerindo que as condigdes requeridas para
germinacéo conidial ndo s&o apenas ambientais (Boucias e Pendland, 1982; Kumar et al., 1997),
mas também nutricionais, que parecem ser mais complexas que em outros fungos
entomopatogénicos (Boucias e Pendland, 1984, Boucias et al., 2000).

A questéo nutricional precisa ser estudada mais detalhadamente, também em outras
espécies. Se em algumas espécies a infeccdo ndo se materializa apenas por dificuldades nutricionais
para a germinagdo dos conidios e crescimento do tubo germinativo, abre-se a possibilidade de uso
de N. rileyi contra outras espécies mediante o preparo de formulacdes nutricionalmente

enriquecidas ou também com a adi¢éo de determinadas enzimas (Supakdamrongkul, 2010).
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Além disso, outro aspecto importante é a necessidade de melhor compreenséo da
variabilidade intraespecifica deste organismo, que faz com que diferentes linhagens apresentem
diferencas na patogenicidade e na viruléncia contra diferentes hospedeiros e que também se

comportem de modos diferentes em condi¢des semelhantes (Boucias et al., 2000).

4. Condic6es ambientais para desenvolvimento de epizootias

O solo é o reservatdrio de inoculos do fungo, no qual a viabilidade decai gradativamente
(Ignoffo et al., 1978), e as plantulas, ao germinarem, carregam os conidios para a superficie foliar,
possibilitando o contato com as larvas que se alimentam das folhas (Ignoffo, 1981).

A ocorréncia do patégeno e principalmente de epizootias de N. rileyi é influenciada e
dependente de uma série de condic¢des abidticas e bioticas. Entre essas, destacam-se as ambientais
como temperatura e umidade. O desenvolvimento de N. rileyi em condi¢des de campo envolve
temperaturas em torno de 25 °C e alta umidade relativa do ar (acima de 70-75%) (Allen et al., 1971,
Edelstein et al., 2005; Gardner, 1985; Getzin, 1961), o0 que nem sempre ocorre, principalmente em
regiGes ndo tropicais, e a dispersdo de conidios esta diretamente relacionada com a velocidade do
vento (Garcia e Ignoffo, 1977).

Além dos pardmetros temperatura e umidade, outras varidveis devem ser consideradas,
como o uso de pesticidas (Horton et al., 1980). Estudos conduzidos em campo tém demonstrado que
0 uso de fungicidas retarda o desenvolvimento do patégeno em até trés semanas (Johnson et al.,
1976). Fungicidas usados para tratamento de oidio, por exemplo, influenciaram negativamente a
ocorréncia de N. rileyi no cultivo da soja sendo que em parcelas tratadas com fungicidas observou-
se maior numero de lagartas e atraso de até duas semanas na ocorréncia da epizootia (Sosa-Gomez
et al., 2003).

Allen et al., (1971) mencionam que a ocorréncia de epizootias é dependente da populacdo de
hospedeiros, necessitando muitas geracdes antes de haver esporos disponiveis em quantidade
suficiente para contaminar um grande nimero de lagartas. Por outro lado, Ignoffo et al., (1976a)
afirmam que uma baixa populacéo de lagartas pode produzir conidios suficientes para manter
epizootias, ja que apenas uma larva de ultimo instar a cada cinco linhas do cultivo podem produzir
conidios em quantidades equivalentes a que aplicaram em seu estudo (10 conidios/acre).

Tendo em vista o tempo necessario para o desenvolvimento do processo infectivo até a
morte do hospedeiro, a eficacia no controle também é influenciada pelo estagio de desenvolvimento
das lagartas, que devem estar nos instares iniciais, o que resulta em maior mortalidade e um

consumo foliar bastante reduzido (Ignoffo et al., 1975; Ignoffo, 1981).
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5. Espécies susceptiveis

Em comparacéo com outros entomofungos como B. bassiana ou M. anisopliae a gama de
hospedeiros € mais restrita para N. rileyi, limitando-se basicamente a larvas de lepidopteros
(Humber et al., 2011; Sosa-Gomez e Silva, 2002), embora alguns coledpteros (Ignoffo, 1981) e
representantes de outras ordens também possam ser susceptiveis (Matter e Sabbour 2013). Nesta
revisdo, uma lista de espécies susceptiveis é apresentada (Tabela 1), atualizando a lista de
hospedeiros para 60 espécies de lepidopteros, entre os quais estdo algumas das principais pragas de
culturas como algodéo, girassol, milho, soja, entre outras (Bentancourt e Scatoni, 2006; Gallo et al.,
2002). Paralelamente, uma lista de espécies para as quais N. rileyi foi testado mas que néo se
mostrou patogénico também é apresentada (Tabela 2).

Embora seja conhecido por atacar lagartas pertencentes a diversos géneros como Heliothis,
Spodoptera, Chrysodeixis (antes Pseudoplusia), Rachiplusia, entre outros (Boucias et al., 1982;
Ignoffo et al., 1976b) diferencas de susceptibilidade parecem existir entre espécies do mesmo
género, pois registros de ocorréncia ou mesmo da existéncia de isolados a partir de espécies como,
por exemplo, S. cosmioides e outros noctuideos como Mythimna spp., Agrotis spp., Mocis latipes,
entre outras, sao extremamente raros ou desconhecidos (Humber et al., 2011; Sosa-Gomez e Silva,
2002). Muitas espécies de noctuideos-praga tampouco séo suscetiveis a outros entomopatdgenos
como, por exemplo, B. bassiana (Wraight et al., 2010).

A grande maioria das espécies susceptiveis pertencem a superfamilia Noctuoidea e, dentro
desta, muitas espécies pertencentes a Noctuidae (Tabelal), familia que congrega muitas pragas-
chave de culturas de elevada importancia comercial (Gallo et al., 2002), o que ressalta ainda mais o
potencial de uso deste biocontrolador. Além disso, entre as espécies contra as quais N. rileyi foi
testado e ndo se mostrou patogénico encontram-se espécies benéficas, incluindo parasitoides e
predadores (Tabela 2).

No Brasil, diversos isolados de N. rileyi estdo catalogados em unidades da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), especialmente na Embrapa-soja e no Centro
Nacional de Recursos Genéticos (CENARGEN) e também em instituicdes de pesquisa como
universidades (Universidade de Caxias do Sul, Universidade de ljui, Escola Superior de Agricultura
Luiz de Queirdz, Universidade Estadual de Londrina, Universidade Federal de Pernambuco). No
entanto, a grande maioria destes isolados tem sido obtida a partir de umas poucas espécies de
hospedeiros, destacando-se A. gemmatalis e Spodoptera frugiperda (Sosa-Gomez e Silva, 2002;
Humber et al., 2011).
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Tabela 1: Artropodes e insetos susceptiveis ao fungo Nomuraea rileyi. Local, cultura de origem das larvas (quando identificada) e/ou uso
em testes de laboratorio e referéncias séo apresentadas.

Familia - Subfamilia Espécie Pais Cultura Referéncias
Ixodida (Acari)

Ixodidae Rhipicephalinae Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888)  Brasil Laboratorio Perinotto et al. 2012
Hemiptera

Delphacidae Sogatella furcifera (Horvath, 1899) EUA Humber et al., 2011

Aleyrodidae Bemisia tabaci (Genadius, 1889) Egito Tomate Matter e Sabbour, 2013

Aphididae Myzus persicae (Sulzer, 1776) Egito Tomate Matter e Sabbour 2013
Coleoptera

Curculionidae Hypera punctata (Fabricius, 1775) EUA Trevo Ignoffo, 1981

Chrysomelidae Leptinotarsa decemlineata (Say 1824) Laboratério Fargues, 1976

Scarabaeidae Popillia japonica Newman, 1841 Laboratério Julian et al., 1982

Lepidoptera
Gracillaroidea

Gracillaridae Acrocercops tenera Meyrick, 1914 India Espécies florestais Sandhu et al., 1993
Yponomeutoidea

Plutellidae Plutella xylostella (linnaeus, 1758) China Laboratdrio Jun, 2000
Hyblaeoidea

Hyblaeidae Hyblaea puera (Cramer, 1777) India Espécies florestais, teca Sandhu et al. 1993

Pyraloidea

Crambidae Crambinae Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) Brasil Cana-de-acgucar Alves, 1998; Romero et al., 2008

Crambidae Evergestinae Evergestis forficalis (Linnaeus, 1758) Natural Ignoffo, 1981

Pyralidae Galerinae Stenachroia elongella Hampson, 1898 India Laboratdrio, sorgo Phadke e Rao, 1978

Crambidae Nymphulinae Paraponyx stratiotata Linnaeus, 1758 Svinningen et al., 2010

Crambidae Pyraustinae Glyphodes pyloalis Walker 1859 Japéo Natural, amoreira Ignoffo, 1981

Crambidae Pyraustinae Eutectona machaeralis (Walcker, 1859) India Teca Ali et al., 2002

Crambidae Pyraustinae Ostrinia nubilalis (Hibner, 1796) USA Natural, milho Ignoffo, 1981

Crambidae Pyraustinae Ostrinia furnacalis (Guenée, 1854) Saito e Oku, 1985

Crambidae Pyraustinae Cnaphalocrocis medinalis (Guenée, 1854) Filipinas Humber et al., 2011
Bombycoidea

Bombycidae Bombix mori (Linnaeus, 1758) Japéo Laboratério Alves, 1998; Humber et al. 2011
Hesperioidea

Hesperiidae - Hesperiinae Panoquina sp. Colombia Arroz Vargas e Sanchez ,1983
Papilionoidea

Nymphalidae Chlosyne lacinia saundersii (Doubleday, Argentina Sosa-Gomez et al., 2010
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Nymphalidae
Noctuoidea
Erebidae Erebinae
Erebidae Scolioteryginae
Erebidae Eulepidotinae
Erebidae Arctiinae
Erebidae Hypocalinae
Erebidae Lymantriinae
Erebidae Erebinae
Erebidae Erebinae
Nolidae Chloephorine
Erebidae Hypeninae

Erebidae Rivulinae
Erebidae Rivulinae
Erebidae Arctiinae
Erebidae Arctiinae
Noctuidae Acontiinae
Noctuidae Plusiinae

Noctuidae Plusiinae

Noctuidae Plusiinae

Noctuidae Plusiinae
Noctuidae Plusiinae
Noctuidae Plusiinae
Noctuidae Heliothinae

Noctuidae Heliothinae
Noctuidae Heliothinae

Noctuidae Heliothinae
Noctuidae Heliothinae
Noctuidae Agaristinae
Noctuidae Noctuinae
Noctuidae Noctuinae

[1847])
Junonia orithyia Linnaeus, 1764

Achaea janata (Linnaeus, 1758)
Alabama argilacea (Hiibner, 1823)
Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818
Hyphantria cunea (Drury, 1773)
Hypocala rostrata (Fabricius, 1794)
Lymantria dispar (Linnaeus, 1758)
Mocis undata (Fabricius, 1775)

Mocis frugalis (Fabricius, 1775)
Xanthodes graellsii (Feisthamel, 1837)
Hypena scabra (Fabricius, 1798)

Rivula atimeta (Swinhoe, 1905)

Rivula biatomea (Moore, 1883)
Spilosoma obliqua Walker, 1855
Spilosoma virginica Fabricius (1798)
Naranga sp.

Trichoplusia orichalcea (Fabricius, 1775)

Trichoplusia ni (Hibner, [1803])

Crhysodeixis includens (Walker, [1858])

Rachiplusia nu (Guenée, 1852)
Chrysodeixis acuta (Walker, [1858])
Chrysodeixis eriosoma (Doubleday, 1843)
Helicoverpa armigera (Hibner, 1809)

Helicoverpa punctigera (Wallengren, 1860)
Helicoverpa zea (Boddie, 1850)

Heliothis subflexa (Guenée, 1852)
Heliothis virescens (Fabricius, 1777)
Aucula magnifica (Schaus, 1904)
Spodoptera litura (Fabricius, 1775)
Spodoptera ornithogali (Guenée, 1852)

India

India
Brasil
Brasil, EUA
Japéo
India
EUA
India
India
India
EUA

Filipinas
Taiwan

India
Argentina
Indonésia
New Zealand

Brasil, EUA, Rep.
Dominicana,
Tailandia

EUA

Brasil

India

Ceildo
Australia
Africa
Australia
Brasil, EUA

EUA
EUA
Brasil
India
USA
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Espécies florestais

Algodéo

Soja, feijdo
Natural, amoreira
Espécies florestais
Laboratério
Espécies florestais

Laboratério
Natural, soja

Bambu
Laboratorio

Leguminosas e
Brassicaceae
Couve/repolho, soja
Algodao, laboratério

Algoddo, soja, laboratorio

Soja

Couve/repolho
Laboratdrio

Algodao

Laboratério

Natural, alfafa, algodéo,
milho, soja

Laboratério

Algoddo, soja, laboratério
Natural

Natural, tabaco

Natural

Sandhu et al. 1993

Phadke e Rao, 1978
Sosa-Gomez and Silva, 2002
Ignoffo, 1981

Ignoffo, 1981

Vimala e Prasad, 2001

Wasti e Hartmann, 1978
Vimala e Prasad, 2001
Humber et al., 2011

Vimala e Prasad, 2001
Ignoffo, 1981; Puttler et al., 1976;
Thorvilson et al., 1985
Humber et al., 2011

Chang and Fan, 1991
Mathew et al., 1998
Sosa-Goémez et al. 2010
Humber et al., 2011

Hill et al., 1987

Alves, 1998; Behnke e Paschke, 1966;
Vimala e Prasad, 2001

Boucias et al.,, 1982; Gudauskas e
Canerday, 1966; Harper e Carner, 1973
Sosa-Gomez e Silva, 2002

Gupta, 2003

Vimala e Prasad, 2001

Holdom e van de Klashorst, 1986
Vimala e Prasad, 2001

Holdom e van de Klashorst, 1986

Alves, 1998; Boucias et al.,, 1982;
Ignoffo e Garcia, 1985; Smith et al, 1976
Ignoffo e Garcia, 1985

Putler et al., 1976

Poletto et al., 2010

Vimala Devi, 1994; Rao e Phadke, 1977
Ignoffo, 1981



Noctuidae Noctuinae

Noctuidae Noctuinae

Noctuidae Noctuinae
Noctuidae Noctuinae
Noctuidae Noctuinae
Noctuidae Noctuinae
Noctuidae Noctuinae

Noctuidae Noctuinae
Noctuidae Noctuinae
Noctuidae Noctuinae

Noctuidae Noctuinae
Noctuidae Noctuinae
Noctuidae Noctuinae
Noctuidae Noctuinae
Noctuidae Noctuinae

Spodoptera exigua (Hiibner, 1808)
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)

Spodoptera litoralis (Boisduval, 1833)
Mythimna sequax (Franclemont, 1951)
Mithymna unipuncta (Haworth, 1809)
Peridroma saucia (Hiibner, 1808)

Feltia jaculifera (Guenée, 1852)

= Feltia ducens Walker

Agrotis gladiaria Morrison, 1875
Agrotis ipsilon (Hufnagel, 1776)

Panolis flammea (Dennis & Schiffermiller,

1775)

Agnorisma badinodis (Grote, 1874)
Leucania latiuscula Herrich-Schéffer, 1868
Cosmia sp. nr. C. exigua (Butler, 1881)

Tiracola plagiata (Walker, 1857)

Mamestra brassicae Linnaeus 1758

EUA

India

Brasil, Colombia,
Equador, EUA
Israel e Madagascar
Brasil

EUA, Japan

EUA

USA

USA
India, USA
UK

USA
Brasil
Fiji
Papua
Franca

Laboratorio, natural,
grama e paingo
Milho, laboratério

Natural, algoddo

Natural, arroz
Laboratério, soja
Laboratério

Laboratorio
Laboratorio, natural
Pinus

Cana-de-agucar
Natural

Cacau
Laboratorio

Boucias et al., 1982; Phadke et al., 1978

Alves, 1998; Boucias et al.,
Ignoffo e Garcia, 1985

Ignoffo, 1981

Sosa-Gomez e Silva, 2002
Ignoffo, 1981

Alves, 1998; Puttler et al., 1976
Crumb, 1929

Crumb, 1929
Alves, 1998; Ignoffo, 1981
Hicks e Watt 2000

Crumb, 1929

Alves, 1998

Ignoffo, 1981

Catley, 1962

Maniania e Fargues, 1992

1982,
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Tabela 2: Espécies de insetos nas quais Nomuraea rileyi foi testado, mas que ndo se mostraram susceptiveis.

Familia Espécie Pais Cultura Referéncias
Coleoptera

Curculionidae Hypera punctata (Fabricius, 1775) EUA Clover Ignoffo, 1981

Curculionidae Hypera postica (Gyllenhal, 1813) Ignoffo, 1981

Scarabaeidae
Curculionidae
Coccinellidae
Scarabaeidae
Dynastidae
Tenebrionidae
Tenebrionidae

Glossinidae
Tachinidae

Braconidae
Scelionidae

Sphingoidea
Sphingidae
Sphingidae
Papilionoidea
Pieridae
Pyraloidea
Pyralidae Phycitinae

Cetonia aurata (Linnaeus, 1758)

Chalcodermus aeneus Boheman, 1837
Hippodamia convergens Guerin-Meneville, 1842
Melolontha melolontha (Linnaeus, 1758)
Oryctes rhinoceros (Linnaeus, 1758)

Tenebrio molitor Linnaeus, 1758

Tribolium confusum Jacquelin du Val, 1868

Diptera
Glossina morsitans Westwood, 1850
Voria ruralis (Fallén, 1810)

Hymenoptera
Cotesia marginiventris (Cresson, 1865)
Telenomus proditor Nixon, 1937 India

Lepidoptera

Manduca sexta (Linnaeus, 1764)
Manduca gquinquemaculata (Haworth,1803)

Pieris rapae (Linnaeus, 1758)

Plodia interpunctella (Hubner, [1813])

Fargues, 1976;1gnoffo, 1981

Bell e Hamalle, 1970; Ignoffo, 1981
Ignoffo, 1981

Fargues, 1976

Fargues, 1976;

Ignoffo, 1981

Ignoffo, 1981

Ignoffo, 1981
Ignoffo. 1981

Ignoffo. 1981
Phadke e Rao, 1978
Ignoffo, 1981
Ignoffo, 1981

Puttler et al., 1976

Ignoffo, 1981
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6. Producéao massal e formulagoes

Conidios séo o ponto de partida da infec¢do. O uso e aplicacdo de outras estruturas, como
corpos hifais, foi testado mas nao se mostrou alternativa promissora (Holdom e van de Klashorst,
1986).

Em virtude de sua grande variabilidade, a produgéo massal e a elaboracéo de formulagdes
para uso comercial estdo entre os principais desafios para o desenvolvimento de biopesticidas a base
de N. rileyi.

A producéo de conidios em meios SMAY com o objetivo de producdo comercial é inviavel
técnica e economicamente. Neste sentido o uso de substratos s6lidos como arroz parece ser uma
alternativa interessante, de facil obtencéo, manejo e com possibilidade de producéo em larga escala
(Méndez et al., 2010). Outros meios incluindo, além do arroz, outros grdos como trigo e sorgo e
também banana e batata, foram testados por Thakre et al. (2011), obtendo melhores resultados com
arroz e banana em 7 a 11 dias apds a incubacdo. Também sorgo esmagado, com adicéo de 1% de
estrato de levedura se mostrou adequado para o cultivo (Vimala Devi, 1994).

Apbs a producdo em larga escala, se faz necessario obter formulados estaveis por um
periodo razoavel de tempo, o que ainda é um gargalo. Embora produtos comerciais a base de arroz
sejam comuns para outros fungos e a quantidade e o volume ocupado podem dificultar o manuseio,
transporte e preparacdo, a producéo de conidios em arroz, seguida de formulagdo em 6leo, a
exemplo do que ja ocorre com outros fungos (Alves e Faria, 2010; Alves et al., 2008a) é uma
alternativa a ser considerada. No entanto, o tipo de éleo utilizado pode acarretar em efeitos
diferentes de N. rileyi sobre o inseto alvo (Vega-Aquino et al., 2010) embora ja tenha sido usado
combinado com 0leos vegetais ou mesmo com alguns extratos vegetais deterrentes, sem
comprometer sua patogenicidade (Vimala Devi e Prasad, 1996). No caso de formulacdes liquidas,
estas podem ter a qualidade influenciada pelo pH, que deve estar entre 5 e 7 (Aguirre et al., 2009).

Formulages granulares, que podem conferir protecdo contra radiacdo UV e ainda servir
como substrato de crescimento podem ser viaveis, a exemplo do uso de gérmen de milho
desengordurado, no entanto este substrato também é adequado para crescimento de outros fungos
produtores de micotoxinas, como Aspergilus flavus (Pavone et al., 2009).

Outro ponto importante diz respeito a armazenagem, visto que isso permite suportar e
também atender eventuais oscilagcdes de demanda e as condi¢des de armazenamento podem alterar
sensivelmente a viabilidade do produto (Lopes e Barros, 1995; Silva e Loch, 1993). A
crioconservacéo foi testada como forma de conservacdo mantendo a qualidade do indculo por até 18

meses, sem afetar a germinacdo e a patogenicidade (Torres e Cotes, 2005).
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O uso profilatico ja foi sugerido no passado, tendo em vista que uma aplicagdo de conidios
pode antecipar o desenvolvimento de epizootias em cerca de duas semanas (Ignoffo et al., 1976a) o
que € um tempo consideravel comparado a duracdo da fase larval dos principais hospedeiros e a
quantidade de alimento consumida pelas larvas nos Gltimos instares. No entanto, para que um
produto realmente seja eficaz, aspectos ndo apenas comerciais precisam ser considerados, mas
também toda a gama de conhecimentos disponiveis sobre a ecologia e as diversas interagdes

possiveis entre o0 patdgeno e seu (ou seus) hospedeiros (Jackson et al., 2010).

Considerac0es finais

Varios avancos na pesquisa com N. rileyi estdo contribuindo para o conhecimento de
diversos aspectos relacionados ao patdgeno e suas interacdes com os insetos hospedeiros.
Provavelmente, a diversidade genotipica do patdgeno e as caracteristicas cuticulares especificas dos
insetos sdo as causas das diferencas de patogenicidade entre os hospedeiros. O potencial deste
entomofungo € indiscutivel e o esclarecimento destes fatores pode elevar o status de N. rileyi no
controle de pragas. A selecdo e melhoramento de linhagens comportamentalmente mais estaveis e
especicas para diferentes espécies de larvas devem ser levados em conta. A realizacao de avaliacdes
em campo pode contribuir para aumentar a gama de espécies sujeitas ao controle por este
entomopat6geno bem como fornecer novos dados bioecoldgicos que proporcionem melhor dominio

e uso deste organismo.
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4 CONCLUSOES

Nas condigdes experimentais do presente trabalho, pode-se concluir que:

A composicdo lipidica cuticular das quatro espécies de larvas de Lepidoptera avaliadas
difere quali-quantitativamente. Hidrocarbonetos, principalmente alcanos, sdo 0s componentes
predominantes em A. gemmatalis, R. nu e M. sequax, porém, nas duas primeiras foram encontrados
respectivamente 15 e 36 compostos, e apenas seis em M. sequax;

Hidrocarbonetos sdo os principais componentes entre os lipidios cuticulares de A.
gemmatalis, enquanto vitamina E foi o composto majoritario em S. cosmioides correspondendo a
cerca de 70% da quantidade total de lipidios identificados;

A presenca da vitamina E na cuticula de S. cosmioides, R. nu e A. ipsilon e sua auséncia em
A. gemmatalis indicam que estas espécies possuem vias metabdlicas distintas;

A possivel influéncia da vitamina E na susceptibilidade/resisténcia das espécies avaliadas a
infecgdo por N. rileyi pode estar relacionada com a quantidade do composto presenta na cuticula;

Em M. sequax o conteudo de acidos graxos foi superior as demais, respondendo por cerca de
20% dos lipidios cuticulares. Em S. cosmioides, o0 componente principal é a vitamina E;

As linhagens CH87551 e UB93150 de N. rileyi apresentaram diferencas de patogenicidade e
viruléncia para as espécies avaliadas;

A CLsp e a CLgs (log-dose) para A. gemmatalis foram de 6,73 e 7,97 e 7,57 e 8,80, enquanto
para R. nu foram de 8,26 e 9,16 e 9,30 e 10,20 com a utilizacdo das linhagens CH87551 e
UB93150, respectivamente, no oitavo dia;

A linhagem UB93150 foi capaz de infectar e causar mortalidade em S. cosmioides, embora
inferior a 12%, enquanto M. sequax néo foi susceptivel a nenhuma das linhagens avaliadas;

A adesdo de conidios de N. rileyi a superficie cuticular foi observada nas quatro espécies.
Em S. cosmioides e M. sequax, conidios germinados foram visualisados sobre a superficie cuticular
24 horas ap0Os contato inicial com o patégeno e 48 e 72 horas apds, somente conidios ndo
germinados foram observados em larvas destas duas espécies;

A resisténcia de S. cosmioides e M. sequax ao fungo entomopatogénico N. rileyi ndo foi
devida a falta de adesao dos conidios a superficie cuticular;

A susceptibilidade diferencial entre as espécies avaliadas ao entomofungo N. rileyi pode
estar associada a variabilidade entre as linhagens do fungo e tambem as diferencas na composi¢éo
lipidica cuticular das larvas;

Nas espécies avaliadas neste trabalho, a composic¢éo lipidica cuticular pode estar afetando o

patdégeno devido a presenga de compostos que impedem a germinacdo, o desenvolvimento e a



penetracdo na cuticula, ou por deficiéncias nutricionais, ndo possibilitando ao patdgeno a absorcao
de nutrientes que suportem seu estabelecimento inicial sobre a cuticula;

O uso de N. rileyi no controle de pragas em campo é incipiente se comparado a outros
fungos, no entanto, seu potencial € indiscutivel visto entre seus hospedeiros encontram-se muitas

pragas-chaves de culturas de elevada importancia econémica;
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