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Resumo

O Trichoderma sp. é utilizado mundialmente no controle de diversos fungos causadores

de doenças de plantas, mas, poucos trabalhos reportam sua ação inseticida. À espécie

Trichoderma asperellum apesar de presente em muitos solos tropicais, ainda é estudada

com baixa freqiilência. Seis isolados de T. asperellum da Amazônia Brasileira foram

selecionados após screening toxicológico e avaliados quanto à ação inseticida sobre

larvas do besouro Tenebrio molitor, são insetos bastante utilizadas como referência em

laboratório para testes com agentes biológicos. Neste trabalho utilizou-se o fungo

entomopatogênico Beauveria bassina como controle positivo e água destilada como

controle negativo em comparação aos isolados de 7. asperellum. Analisaram-se

suspensões de esporos na concentração de 10º conídios/mL, filtrados com e sem

indução enzimática de quitinase e protease após crescimento do 7: asperellum e B.

bassiana em Meio líquido Minimo (MM), sobre larvas de 3º instar de 7. molitor e

atividade enzimática dos filtrados, e também os filtrados foram autoclavados em

temperatura de 120ºC para comprovar se há ação das enzimas no meio. Os isolados de

T. asperellum que se destacaram com filtrados contendo quitinase foram: UFRA T192,

UFRA TI166 e UFRA T57, pois causaram mortalidades de 100, 77,5 e 77,5%,

respectivamente, diferindo do controle positivo B. bassiana que causou 50%

mortalidade e do controle negativo com água destilada estéril com 2,5%. Todos os

tratamentos de T. asperellum com indução de protease causaram 100% de mortalidade

igual ao controle positivo com B. bassiana. As maiores atividades quitinolíticas foram

observadas para os isolados de 7. asperellum UFRA T127, UFRA T57, UFRA T166 e

UFRA T175, com 0,21208, 0,18598, 0,18036 e 0,1704 U/mL, enquanto que B. bassina

obteve atividade menor 0,1536 U/mL. À maior atividade proteolítica obtida foi do

isolado de T. asperellum UFRA T175 com O, 54214 U/mL e B. bassiana 0,10899

U/mL. As larvas de T. molitor reduziram de peso após aplicação dos tratamentos com as

enzimas. Os filtrados dos isolados que foram autoclavados apresentaram baixas taxas de

mortalidade quando comparados com os filtrados não-autoclavavel. Conclui-se que o T.

asperellum produz quitinases e proteases, e essas enzimas estão envolvidas na ação

inseticida semelhante ao que ocorre com os fungos entomopatogênicos.

Palavras chave: Inseto, Fungo entomopatogênico, Proteases, Quitinases
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Abstract

Trichoderma sp. it is widely used for controlling various fungi that cause plant diseases,
but few studies report their insecticide action. The Trichoderma asperellum species
although present in many tropical soils, is still studied with low frequency. Six isolates
of T. asperellum the Brazilian Amazon were selected after toxicology screening and
evaluated for insecticidal activity against larvae of the beetle Tenebrio molitor, insects
are often used as a reference laboratory for testing with biological agents. In this work
we used the entomopathogenic fungus Beauveria bassina as positive control and
distilled water as negative control in comparison to isolates of T. asperellum. Analyzed
spore suspensions at a concentration of 108 spores/mL, filtered with and without
enzyme induction of chitinase and protease after T. asperellum growth and B. bassiana
in liquid Minimum Medium (MM), on larvae of 3º instar 7. molitor and enzymatic
activity of filtered, and also the filtered were autoclaved at 120 º C temperature to see if
there is action of enzymes in the middle. The isolates of 7. asperellum that stand out
with chitinase containing filtrates were UFRA T192, TI66 UFRA UFRA and T57, as
caused mortality of 100, 77,5 and 77,5%, respectively, differing from the positive
control causing B. bassiana 50% mortality, and the negative control with sterile distilled
water to 2,5%. All treatments 7. asperellum protease induction caused 100% mortality
equal to the positive control with B. bassiana. The highest chitinolytic activities were
observed for the T. asperellum UFRA T127, T57 UFRA, UFRA UFRA T166 and T175,
with 0,21208, 0,18598, 0,18036 and 0,1704 U / ml, whereas B. bassina had lower
activity 0,1536 U / mL. Most proteolytic activity obtained was isolated from 7.
asperellum UFRA T175 with 0, 54214 U/mL and B. bassiana 0,10899 U/ml. The 7.
molitor reduced weight after application of treatments with enzymes. The filtrates were
autoclaved isolates that showed lower mortality rates when compared with non-filtered
autoclavable. It is concluded that T. asperellum produce chitinases and proteases, and
these enzymes are involved in insecticide similar to what occurs with the
entomopathogenic fungi.

Keywords: insecta, entomopathogenic fungus,chitin,protease
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1 CONTEXTUALIZAÇÃO

Os processos biotecnológicos têm se destacado cada vez mais no

desenvolvimento tecnológico mundial, pois exibem características econômicas e

operacionais que lhe conferem vantagens em relação aos processos químicos

convencionais. O uso desses processos possibilita a produção de um grande número de

metabólitos de interesse industrial, que inclui enzimas, hormônios, ácidos orgânicos,

agentes de controle biológico de pragas, antibióticos, etc. Alguns desses bioprodutos

podem ser obtidos a partir de microrganismos como, por exemplo, os fungos.

O uso de agentes de controle biológico tem sido uma alternativa promissora aos

produtos químicos (ALABOUVETTE et al., 2006), com isso tem-se procurado obter

produtos eficientes no controle de pragas, principalmente por meio de microrganismos

(VILAS-BOAS et al., 1992).

A especificidade de microrganismos entomopatogênicos e a sua persistência no

ambiente tem sido uma alternativa muito promissora no controle de insetos. O elevado

potencial dos fungos entomopatogênicos, baseia-se principalmente em sua grande

variabilidade genética, largo espectro de hospedeiros e a não necessidade de ingestão

por parte dos insetos que se deseja controlar, pois sua infecção é, geralmente, via

tegumento, diferente de bactérias e vírus cuja infecção dá-se exclusivamente por

ingestão (ALVES, 1998).

A ação de Trichoderma sp, no biocontrole de doenças de plantas tem sido

relatado,mas poucos trabalhos reportam sua ação no controle de insetos. Essa atividade

antagonista tem sido atribuída à produção de enzimas líticas extracelulares degradadoras

da parede celular de muitos fungos, tais como celulases, quitinases, B-1-D-glucanases,

B-1,4-glucosidases e proteases (CORABI-ADELL et al., 2002). E a ação dessas enzimas

também têm sido relacionadas com a degradação da cutícula de insetos a partir do

cultivo de B. bassiana (GUPTA et al., 1992).

Estudos com ação de microorganismos tem sido cada vez mais constante

pesquisas com metabólitos, como enzimas, produzidas por fungos e outros. Diante disso

a utilização do microrganismo Trichoderma sp. que produz as mesmas enzimas que os

fungos entomopatogênicos, como as quitinases, glucanases e proteases; que são

degradadoras de quitina, se torna um importante agente de controle biológico de insetos.
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As larvas de Tenebrio molitor são muito utilizadas como referencia em

laboratório para testes com agentes biológicos (RICHARDS e DAVIES, 1983) e

também sua fácil manipulação e criação em laboratório para avaliação de experientos.

A espécie de besouro Tenebrio molitor (LINNAEUS, 1758) frequentemente

coabita em silos de grãos armazenados em regiões tropicais (HILL et al, 2002).

O presente estudo teve como objetivo estudar a ação de enzimas como as

quitinases e proteases produzidas pelo fungo Trichoderma asperellum no controle do

besouro Tenebrio molitor.

1.1 Revisão de literatura

1.1.1. Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae)

A ordem Coleoptera, com cerca de 370.000 espécies descritas constítui o maior

grupo conhecido de insetos, o que corresponde, aproximadamente, a 40% da Classe

— Insecta e a 30% do Reino Animalia (Pereira et al., 2001). Além disso, essa ordem

abrange a maioria das espécies pragas de produtos armazenados. Os insetos que vivem

em produtos armazenados apresentam características para adaptação neste tipo de

ambiente.

O ciclo reprodutivo do 7. molitor se completa em seis meses, estando, no

entanto, muito sujeito às condições de temperatura, umidade, nutrição e iluminação. É

de hábito noturno, não suportando a luz solar. Baixas temperaturas poderão retardar ou

até mesmo impedir seu desenvolvimento. A temperatura ideal para o seu

desenvolvimento fica entre 28 e 32ºC (Gallo et al., 2002). Os besouros apresentam

dimorfismo sexual evidente, estão maduros sexualmente no décimo dia e vivem por

cerca de 60 dias. Uma fêmea pode efetuar a postura de cerca de 300 ovos que se aderem

às partículas do substrato e eclodem após 15 dias (GALLO et al., 2002).

A duração da fase larval é de aproximadamente 90 dias e uma larva pode atingir

3 cem de comprimento. No final do seu desenvolvimento, sobem para a superfície do

substrato e mudam de fase, quando são chamadas de pupas. As pupas não se alimentam

e movimentam-se apenas por contorções dorso-ventrais quando estimuladas pelo toque.

Permanecem nesse estágio por 15 dias, quando viram adultos (GALLO et al., 2002).
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Suas larvas são bastante utilizadas como referência de laboratório para testes

com agentes biológicos (Richards e Davies, 1983) ou produtos químicos. Essa espécie

se caracteriza pela alta taxa de reprodução, cerca de 500 ovos por ovoposição. Prefere

sempre ambientes secos e escuros. São exigentes por calor e tem desenvolvimento ideal

entre 26ºC e 32ºC (Potrich et al, 2007).

1.1.2. Fungo Trichoderma sp. (Hypocreales: Hypocreaceae)

O gênero Trichoderma pertencente ao grupo dos fungos filamentosos, e foi

descrito primeiramente por Persoon e Gray, em 1801. São considerados fungos

saprófitos mesofílicos pertencentes à divisão Ascomycota, à ordem Hypocreales e à

família Hypocreaceae. Quando cultivado estaticamente, o aspecto observado é verde

brilhante, devido a grupos de conídios presentes nas extremidades das hifas aéreas

(SILVEIRA, 1995). Fungos Trichoderma spp. são colonizadores onipresentes de

materiais celulósicos e podem frequentemente ser encontrados em materiais vegetais em

decomposição disponíveis na natureza (JAKLITSCH, 2009), bem como na rizosfera de

plantas, onde podem induzir resistência sistêmica a patógenos.

Várias espécies de Trichoderma, tais como T. asperellum, T. harzianum,

T. polysporum, T. viride e T. virens têm sido utilizados com sucesso como agentes de

controlo biológico contra uma variedade de fungos fitopatogênicos (ALMEIDA «et al.,

2007).

Usualmente podemos destacar a ação do Trichoderma spp. sobre uma grande

diversidade de fungos fitopatogênicos (QQUALHATO «et al. 2013) em que 7. asperellum

foi um antagonista eficaz contra Fusarium solani , Rhizoctonia solani e Sclerotinia

sclerotiorum. Outro relato é a interação de micoparasitismo de 7. asperellum com R.

solani que envolve o crescimento ao longo das hifas de acolhimento e enrolamento

(HARMAN et., 2004). Segundo Melo e Faul (2000), essa relação de hospedeiro-parasita

é geralmente se da por um período relativamente longo de contato, que pode ser físico

ou metabólico com digestão por enzimas hidrolíticas, como quitinases, proteases,

glucanases e lípases. O uso de Trichoderma harzianum, T. polysporum e Scytalidium

lignicola em larvas de quinto instar de S. scolytus e S. multistriatus criados no meio

artificial, causou um aumento de 80% na mortalidade das larvas (JASIM et al.,1990).

Mais ainda não se tem estudos específicos relatando a ação de 7. asperellum sobre
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insetos.

Estudos com microscopia eletrônica analisou a morfologia de 7. asperellum

(TOO) e observou intensas zonas de conidiação, os conidióforos apresentando fiálides

pareadas e relativamente ampuliformes, típicas desta espécie (LIMA, 2002).

A ação de Trichoderma sp tem sido intensamente estudada e deve-se, sobretudo

a produção de enzimas líticas extracelulares degradadoras da parede celular de muitos

fungos, tais como celulases, quitinases, B-1-D-glucanases, B-1,4-glucosidases e

proteases (CORABI-ADELL «et al., 2002). Segundo Viterbo et al. (2004), relata a

presença de enzimas como as proteases, duas proteases aspárticas Papa e PAPB de 7.

asperellum T-203 foram identificadas por SDS-PAGE e análises de sequência de

peptidio.

Segundo Bokhari (2009), as enzimas produzidas como proteases, quitinases e

glucanases também podem degradar a cutícula dos insetos, que é composta

principalmente de quitina.

1.1.3 Quitinases

A quitina é um homopolímero linear composto de resíduos de à, 1-4 N-

acetilglicosamina. É o mais difundido amino polissacarídeo natural na natureza, alguns

autores a consideram como derivado da celulose, devido a sua semelhança na estrutura

molecular, sendo o biopolímeros mais abundante na natureza depois de celulose

(MERZENDORFER, 2003). Ela está presente também na bainha de microfilárias,

nematóides e parasitas e o revestimento dos aparelhos digestivos de muitos insetos (IKE

et al., 2006). Atuam nestes organismos como componentes estruturais de suporte celular

e de superfície do corpo (MERZENDORFER, 2003).

Segundo Cabib (1987), estudos através da analise de difração de raios-X,

revelaram a existência de três formas (a, B e y) de interação intercadeias das moléculas

de quitina, as quais são estabilizadas através de pontes de H. A a-quitina é a forma mais

comum, presente na parede celular de fungos e na cutícula de artrópodes. A B-quitina

apresenta estrutura diferente da a-quitina no que se refere a sua capacidade de

hidratação e é encontrada apenas em organismos aquáticos. A y-quitina é encontrada

apenas em membranas periotróficas de insetos, todas diferem entre si pelos tipos e
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formas de cadeias. À mais comum na natureza é a a-quitina, mais tanto B-quitina quanto

a y-quitina tendem a ser convertida em a-quitina.

As enzimas responsáveis pela degradação da quitina são as quitinases, que são

glico-hidrolases que catalisam e degradam hidrolíticamente a quitina. Elas clivam as

ligações glicosídicas B 1-4 presentes nos polímeros N-acetilglicosamina e é encontrado

em uma ampla variedade de organismos, incluindo bactérias, fungos, invertebrados,

plantas e animais. (GOODAY, 1990).

Por apresentarem a capacidade de degradar a parede celular de vários fungos e

insetos tem tido diversas aplicações no controle de pragas (YANO et al, 2004). Essas

enzimas são produzidas por vários microrganismos, tais como Cellulosimicrobium

cellulans (FLEURI, 2003), Trichoderma harzanium (NAMPOOTHIRI et al, 2004) e

Penicillium aculeatum (BINOD et al, 2005) entre outros.

1.1.4 Proteases

Enzimas denominadas proteases catalisam a quebra hidrolítica de ligações

peptídicas. Algumas proteases rompem somente a ligação peptídica adjacente a resíduos

de aminoácidos específicos, e assim fragmentam um polipeptídio de uma forma

reproduzível e previsível. (LEHNINGER et al., 2011).

Segundo St. Leger et al. (1986c), os principais constituintes da cutícula de

artrópodes são as proteínas (55-80%), dessa forma, acredita-se que provavelmente as

proteases tenham papel principal durante a sua degradação.

Estudos relataram que muitos fungos produzem proteases capazes de hidrolisar

suas próprias proteínas. E foi observado também, que em isolados de T. harzianum, a

produção de proteases em meio de cultura liquido, apresentou propriedade de hidrolisar

a parede celular de fungos fitopatogênicos (KREDICS et al.,2005).

St. Leger et al. (1987a, b e c), detectou alta atividade proteolítica e uma ampla

variedade de proteases e peptidases em filtrados de culturas de M. anisopliae quando

suplementadas com cutículas de artrópodes, sugerindo uma papel chave para esse tipo

de enzima na penetração da cutícula.

St. Leger et al.(1986a), também verificou que a protease Prl de M. anisopliae

var. anisopliae foi capaz de remover 25-30% das proteínas cuticulares, demonstrando

assim que as proteases estariam envolvidas na hidrolise da cutícula, facilitando a
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penetração através do tegumento. Outro estudo feito relatou a atividade lipolítica e

proteolítica relacionando com a patogenicidade de B. bassiana e M. anisopliae sobre

insetos de broca-do-café (Hypothenemus hampei) (GIRALDO et al., 2001).

1.1.55 Ação das enzimas entomopatogênicas sobre os insetos

As enzimas proteases e quitinases têm sido aceitas como os principais fatores

determinantes da virulência dos fungos entomopatogênicos (ST. LEGER et al., 1986Db),

pois hidrolisam os principais polímeros constituintes da cutícula, proteínas e quitina,

organizados em camadas denominadas exo e endocutícula.

Segundo Gallo et al. (2002), o tegumento do inseto é composto por três partes

principais: a membrana basal, que é constituída por uma camada de polissacarídeos que

separa a epiderme do hemocele; a epiderme, constituída de células epiteliais

intermeadas com células especializadas de vários tipos e é responsável direta ou

indiretamente pela formação de toda a cutícula; e a cutícula, que é a ultima camada do

tegumento e é formada na superfície externa, € solidificando-se para forma o

exoesqueleto. Esta última dividi-se em duas partes: a epicutícula, de espessura delgada,

que não apresenta quitina na sua constituição, é estruturada por lipoproteínas e cadeias

de ácidos graxos embebidas em um complexo de proteínas e polifenóis e tem como

principal função evitar a perda de água; e a procutícula (exocutícula e endocutícula) que

é composta de quitina sempre associada a proteína, a diferença básica entre essas duas

camadas esta justamente na relação do complexo quitina-proteína. As principais funções

atribuídas ao tegumento são: promover a proteção mecânica, química e biológica, evitar

perda excessiva de água, possibilitar à sustentação dos músculos e órgãos e servir de

ponto de ligação às pernas, asas e outros apêndices.

O tegumento dos insetos constitui-se em uma barreira fisico-química altamente

eficiente contra a penetração de muitos agentes entomopatogênicos. Este tegumento

compreende a epicutícula e procutícula. À epicutícula é composta por lipídios (95%),

aminoácidos e aminoaçúcares que servem como fonte de nutrientes para a germinação

do fungo. Já na procutícula as proteínas são os componentes predominantes (61%),

seguida de quitina (30%) e lipídios (7%) (BIDOCHKA et al., 1997).

Na maioria dos fungos a penetração ocorre via tegumento, ao contrário de

bactérias e vírus que precisam ser ingeridos para poder causar doença no hospedeiro, o
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que os coloca em vantagem quando comparados a estes microrganismos (FANG et

al.,2009).

Segundo Ito et al. (2007), a patogênese tem inicio com a adesão do conídio à

cutícula do inseto através da secreção de substancias adesivas durante a pré-germinação.

Após a adesão ocorre a formação do apressório onde dará inicio ao surgimento do tubo

germinativo que irá colonizar o corpo do inseto, através da ação de enzimas

degradadoras de cutículas e força mecânica das hifas, depois inicia-se o processo de

colonização do hospedeiro e penetração.

A ação de proteases, quitinases e lipases têm sido relacionadas à degradação da

cutícula de insetos a partir do cultivo de B. bassiana (GUPTA «et al., 1992) e

Metarhizium anisopliae (ST LEGER, 198624).
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Resumo

O Trichoderma sp. é um fungo utilizado no controle de diversos fungos causadores de

doenças de plantas, mas, poucos trabalhos reportam sua ação inseticida. Seis isolados de

Tichoderma asperellum foram selecionados após screening e avaliados quanto à ação

inseticida sobre larvas do besouro Tenebrio molitor. Neste trabalho utilizou-se o fungo

entomopatogênico Beauveria bassina como controle positivo e água destilada como

controle negativo em comparação aos isolados de T. asperellum. Analisaram-se

suspensões de esporos na concentração de 10º conídios/mL, filtrados com e sem

indução enzimática de quitinase e protease e os mesmos autoclavado a 120ºC e não-

autoclavado, após crescimento do 7. asperellum e B. bassiana em Meio líquido Minimo

(MM), sobre larvas de 3º instar de 7: molitor e atividade enzimática dos filtrados. Os

isolados de T. asperellum que se destacaram com filtrados contendo quitinase foram:

UFRA T192, UFRA T166 e UFRA T57, pois causaram mortalidades de 100, 77,5 e

77,5%, respectivamente, diferindo do controle positivo B. bassiana que causou 50%

mortalidade e do controle negativo com água destilada estéril com 2,5%. Todos os

tratamentos de T. asperellum com indução de protease causaram 100% de mortalidade

igual ao controle positivo com B. bassiana. As maiores atividades quitinolíticas foram

observadas para os isolados de 7. asperellum UFRA T127, UFRA T57, UFRA T166 e

UFRA T175, com 0,21208, 0,18598, 0,18036 e 0,1704 U/mL, enquanto que B. bassina

obteve atividade menor 0,1536 U/mL. A maior atividade proteolítica obtida foi do

isolado de T. asperellum UFRA T175 com O, 54214 U/mL e B. bassiana 0,10899

U/mL. As larvas de T. molitor reduziram de peso após aplicação dos tratamentos com as

enzimas. Os filtrados dos isolados autoclavados apresentaram baixas taxas de

mortalidade quando comparados com os filtrados não-autoclavavel. Conclui-se que o 7.

* Este capítulo segue as normas de apresentação da Biotechnology Advances, ANEXO A
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asperellum produz quitinases e proteases, além de outros metabólitos e estão envolvidas

na ação inseticida semelhante ao que ocorre com os fungos entomopatogênicos.

Palavras chave: Inseto, Fungo entomopatogênico, Proteases, Quitinases

Abstract

Trichoderma sp. a fungus is used for controlling fungi causing various plant diseases,

but few studies report their insecticidal action. Six isolates of Tichoderma asperellum

were selected after screening and evaluated for insecticidal activity against larvae of the

beetle Tenebrio molitor. In this work we used the entomopathogenic fungus Beauveria

bassina as positive control and distilled water as negative control in comparison to

isolates of T. asperellum. They were analyzed spore suspensions at a concentration of

108 conidia/mL, filtered with and without enzyme induction of chitinase and protease

and the same autoclaved at 120ºC and non-autoclaved after growth of 7. asperellum and

B. bassiana in liquid medium minimum (MM), on 3º instar larvae of T. molitor and

enzymatic activity of the filtered. The isolates of T. asperellum that stand out with

chitinase containing filtrates were UFRA T192, T166 UFRA UFRA and T57, as caused

mortality of 100, 77,5 and 77,5%, respectively, differing from the positive control

causing B. bassiana 50% mortality, and the negative control with sterile distilled water

to 2,5%. All treatments T. asperellum protease induction caused 100% mortality equal

to the positive control with B. bassiana. The highest chitinolytic activities were

observed for the T. asperellum UFRA T127, T57 UFRA, UFRA UFRA T166 and T175,

with 0,21208, 0,18598, 0,18036 and 0,1704 U / ml, whereas B. bassina had lower

activity 0,1536 U/mL. Most proteolytic activity obtained was isolated from 7.

asperellum UFRA T175 with 0, 54214 U/mL and B. bassiana 0,10899 U/ml. The 7.

molitor reduced weight after application of treatments with enzymes. The filtrates of

autoclaved isolates showed lower mortality rates when compared with non-filtered

autoclavable. It is concluded that 7. asperellum produce chitinases and proteases, and

other metabolites and are involved in insecticide similar to what occurs with the

entomopathogenic fungi.

Keywords: insecta, entomopathogenic fungus,chitin,protease
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2.1 Introdução

Trichoderma sp. é um dos mais estudados gêneros visando o controle de

diversos fungos causadores de doenças de plantas em todo mundo, porque apresenta

atividade antagônica a vários fungos fitopatogênicos (Rajendiran et al., 2010). Várias

espécies de Trichoderma, tais como T. asperellum, T. harzianum, T. polysporum, T.

viride e T. virens têm sido utilizados com sucesso para esse fim conforme trabalhos de

Harman et al., (2004), Benitez et al., (2004), Almeida et al, (2007), Kaewchai et al.,

(2009), Hermosa et al., (2013) e Qualhato et al. (2013).

A atividade antagonista de Trichoderma sp. tem sido atribuída à produção de

enzimas líticas extracelulares degradadoras da parede celular de muitos fungos, tais

como celulases, quitinases, B-1-D-glucanases, B-1,4-glucosidases e proteases (Corab1-

adell et al., 2002). A presença de enzimas proteolíticas como aspárticas Papa e PAPB de

T. asperellum T-203 foram identificadas por SDS-PAGE e análises de seqilência de

peptídio já foram feitas por Viterbo et al. (2004).

Apesar do potencial de uso no controle de fungos fitopagênicos, poucos

trabalhos reportam a entomopatogenicidade de Trichoderma. Jassim et al. (1990),

estudaram os efeitos de Trichoderma harzianum, T. polysporum e Scytalidium lignicola

sobre larvas de quinto instar dos besouros Scolytus scolytus e S. multistriatus criados em

meio artificial, demosntraram que a mortalidade das larvas foi aumentada em 80% por

meio da inoculação do fungo nas larvas. Entretanto, ainda não se tem estudos

específicos relatando a ação inseticida de 7. asperellum, pois, as enzimas proteases,

quitinases e glucanases podem degradar a cutícula dos insetos, que é composta

principalmente de quitina (Bokhari et al., 2009). A ação das lipases também têm sido

correlacionada à degradação da cutícula de insetos a partir do cultivo de Beauveria

Bbassiana (Gupta et al., 1992) e Metarhizium anisopliae (St leger et al., 19864).

As quitinases são enzimas responsáveis pela degradação da quitina. Elas clivam

as ligações glicosídicas BB 1-4 presentes nos polímeros N-acetilglicosamina e é

encontrado em uma ampla variedade de organismos, incluindo bactérias, fungos,

invertebrados, plantas e animais. (Gooday, 1990). E segundo (Yano et al. 2004), por

apresentarem essa capacidade de degradar a parede celular de vários fungos e insetos,

tem tido diversas aplicações no controle de pragas.
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As proteases apresentam a capacidade catalisar a quebra hidrolítica de ligações

peptídicas. Algumas proteases rompem somente a ligação peptídica adjacente aos

resíduos de aminoácidos específicos, e assim fragmentam um polipeptídio de uma

forma reproduzível e previsível (Lehninger et al., 2011).

Os principais constituintes da cutícula de artrópodes são as proteínas (55-80%),

dessa forma, acredita-se que provavelmente as proteases tenham papel importantíssimo

durante a degradação (St. Leger et al. 1986c). Foi observado em estudos que a produção

de proteases em meio de cultura líquido a partir de isolados de T. harzianum apresentou

propriedade de hidrolisar a parede celular de fungos fitopatogênicos (De Marco e Felix,

2002 e KREDICS «et al., 2005). Portanto, as enzimas produzidas possuem a ação

degradadora da parede celular de fungos fitopatogênicos como da cutícula de insetos.

Objetivou-se neste estudo maior conhecimento da ação de filtrados enzimáticos de

quitinases e proteases produzidas pelo fungo 7. asperellum na mortalidade de larvas do

besouro T. molitor.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Criação das larvas de 7. molitor

Larvas e adultos de T.molitor são criadas no Laboratório de Proteção de Plantas

da Universidade Federal Rural da Amazônia em caixas de plásticos de 50x30 cm, os

insetos são alimentados com farelo de milho, trigo, fatias de batata, chuchu e pedaços de

pão.

22.2 Cultivo e produção dos isolados de 7. asperellum

Os isolados são oriundos da mata atlântica, foram repicados e armazenados no

banco de microrganismos do Laboratório de Proteção de Plantas da Universidade

Federal Rural da Amazônia, foram repicados em placas de petri de 15 x 60mm,

acondicionadas em estantes de crescimento sobre iluminação constante durante 7 dias

em temperatura ambiente e depois armazenadas em geladeiras em temperatura de 10ºC

e constantemente são repicados para novas placas para manutenção das culturas puras.
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2.2.3 Pré-seleção dos isolados T. asperellum (“screening”) com potencial efeito

entomopatogênico.

Inicialmente foi realizado screening toxicológico com 15 isolados de 7.

asperellum, os quais cultivados em placas de petri contendo meio de cultura BDA

(Batata-Dextrose-Agar), após o crescimento, bioensaios com utilização de suspensões

de esporos na concentração 10º conídios/mL foram avaliados. As larvas foram

acondicionados em placas de petri de 15 x 60 mm, forradas com papel de filtro e

retirados 24 horas a pós a aplicação da suspensão. A inoculação se deu com 1 mL de

suspensão/placa, aplicado com borrifador de 20 mL. As placas foram mantidas em

câmaras climatizadas a 26ºC e fotoperíodo de 24hs. O delineamento experimental foi

inteiramente casualizado, com 15 tratamentos, quatro repetições e 10 larvas do besouro

de 3º instar/tratamento. As avaliações foram feitas de cinco em cinco dias ao longo de

20 dias.

Os isolados que causaram as maiores mortalidades foram selecionados para os

bioensaios seguintes.

2.2.4 Preparo do filtrado enzimático com quitinase

Utilizou-se o método proposto por Ramírez et al. (2004) com modificações.A

quitina coloidal foi preparada com: 4g de quitina cristalina (p) (Sigma) foi incubada

com 40 mL de ácido clorídrico (37% p/ v) por 50 minutos em temperatura ambiente

sobre agitação constante na incubadora Shaker em 155 rpm. Após o processo de

incubação, a solução de quitinatácido .clorídrico foi transferida para um bécker

contendo 1 L de água. A solução foi centrifugada em tubos falcon de 50 mL por 10

minutos em agitação de 2.700 rpm em temperatura ambiente, depois filtrada em papel

de filtro para retirada da água e lavada três vezes em solução tampão de fosfato de sódio

a 0,IM pH=7,4 por meio de centrifugação (10.000g x 25ºC x 10min) até neutralizar o

pH. Depois foi realizado uma última lavagem com água destilada para retirar o tampão

fosfato. O volume final da solução foi definida quando a quitina coloidal preparada em

solução aquosa estivesse na concentração de 15 mg/mL.

Preparo do Meio Mínimo (MM) proposto por Freimoser et al. (2005). Foi

utilizado 0,188 (KH;PO4, MgSO, e NaCl) e 0,12g de extrato de levedura, em 600 ml
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água destilada, com e sem a adição de 10 ml da quitina coloidal. No meio foi

acrescentado 5 círculos contendo colônias dos isolados de T.asperellum e B. bassiana.

O crescimento foi em agitador horizontal por 5 dias a 180 rpm, em temperatura de

26ºC. O filtrado foi coletado pelo método proposto por (Alves, 1998).

2.2.5 Preparo do filtrado enzimático com protease

Foi preparado o Meio Mínimo (M.M) sem e com indução de protease adaptado

de Sena et al. (2006): 7g HoN2O04P; 1,58 K2HPO,; 0,48 CaCl2.2H2O; 0,58 MgSO4

THÃO; 5g de leite desnatado (fonte de proteína); 100ml de glicose a 30% e 2,5 ml de

sais (0,1g de FeSO,.7H20 + 0,1g MnCl, 4H20 + 0,18 ZnSO21.7H20 diluído em 100 ml

de água destilada). Todos os reagentes foram diluídos em 1000 ml de água. Cinco

discos de colônia de cada isolado selecionado foram colocados para crescimento em

elernmeyers de 50 ml, durante 10 dias em incubadora a 26 ºC. O filtrado foi coletado

método proposto por (Alves, 1998).

2.2.6 Preparo dos filtrados enzimáticos autoclavadol e não-autoclavado

Foi retirado 5 mL de cada um dos filtrados com indução de quitinase e protease

dos isolados de 7. asperellum e B.bassiana e autoclavados em ependoffe à 120º C e

comparados com os filtrados não-autoclavado para verificar se as enzimas ou outros

metabólitos estavam envolvidas na mortalidade.

2.2.7 Aplicação dos filtrados enzimáticos e aplicação dos filtrados autoclavados e não-

autoclavados sobre 7. Molitor

A ação inseticida de 7. asperellum foi avaliada através da mortalidade dos

insetos, causada pelos líquidos indutores e não indutores, além disso, foi avaliado

também mortalidade causada pelos filtrados autoclavados e não-autoclavados. O

experimento constou de aplicação de | mL dos filtrados sobre 10 insetos com

borrifadores de 20 mL, com 4 repetições, mantidos em placas de petri de 60x15mm e

incubados em câmaras do tipo BOD a 26ºC, e alimentados com batata. A observação de

mortalidade foi feita durante 15 dias.
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2.2.8 Quantificação da atividade enzimática

2.2.8.1 Quitinases

Foi verificado pelo método de detecção de grupos redutores formado pela

hidrólise do substrato, conforme Noelting e Bernfeld (1948). À determinção da

atividade enzimática de quitinase dos isolados de 7. asperellum e B. bassiana foi

utilizando-se 100 uL do filtrado enzimático incubados em um MIX de 1:1 de 50 uL de

quitina coloidal + 50 uL de tampão citrato-fosfato de sódio 0,2M pH= 4,0. As amostras

foram levadas ao aquecimento em Bloco seco por 60 minutos a 30ºC, em seguida

acrescentado 200 uL de DNS (Ácido 3,5 dinitrossaliciílico), para a formação dos grupos

redutores. As amostras foram aquecidas novamente em Bloco Seco em 100ºC por 5 min

e resfriadas em temperatura ambiente, após foi adicionado 1.600 uL de agua milliQ e

lidas em placas de Elisa (Multiskan Go, Thermo Scientific ) regulado no comprimento

de onda de 550 nm. A curva padrão de glicose foi utilizada como referência para

calcular a atividade enzimática (U= pumol de grupo redutor liberado/min).

2.2.8.2 Proteases

Os filtrados dos isolados foram obtidos pelo método proposto por Sena et al.

(2006) e filtrados conforme o método adaptado proposto por (Alves,1998).

A determinação da atividade proteolítica dos isolados de 7. asperellum foi feito

pelo método proposto por Hutadilok-Towatana et al. (1999). Foi utilizado um sistema

de reação contendo 125 uL de solução de azocaseína a 0,5% m/v, em tampão Tris-HCL

100 mM pH=8,0 e 75 uL do filtrado dos isolados . Após 20 min de incubação a 40ºC à

reação foi interrompida pela adição de 600 uL de TCA 10% (m/v). As amostras foram

centrifugadas em 60 rpm por 5 min em temperatura de 4ºC, e 600 uL de cada reação foi

transferido para novos ependoffes. Aos ependoffes foram acrescentados 700 uL de

NaOH IM e absorvância lida em Leitor de elisa a 440 nm.
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2.2.9 Peso das larvas

Para verificar se ocorre perda de água das larvas de 7. molitor após aplicação

dos filtrados contendo quitinase e protease, dois isolados de 7. asperellum UFRA T175,

UFRA TI166, foram selecionados, mais o tratamento controle negativo com água

destilada estéril e tratamento positivo com B. bassiana. Cinco larvas/tratamento foram

pesadas em balança digital de precisão, antes da aplicação dos tratamentos e após

mortalidade. Cada larva foi considerada uma repetição.

2.2.10 Microscopia eletrônica

2.2.10.1 Microscopia óptica

As fotos foram feitas em microscopio optico modelo Motic BA400 no

laboratório de Proteçao de Plantas da Universidade Federal Rural da Amazonia, para

observar os segmentos das larvais de 7. molitor, no tratamento controle com água

destilada esteril e sob efeito dos tratamentos com os filtrados.

2.2.10.2 Microscopia eletrônica de varredura (MEV)

Fotos dos segmentos dos aneis das larvas de 7. molitor, foram feitas em um

Microscopio de Varredurara (MEV) de bancada da marca HITACHI modelo TM 3030,

nas escalas de Imm.

2.2.11 Análise Estatistica

Foi utilizado o programa estatístico ASSISTAT 7.7 Beta, e as comparações das

médias pelo teste de “Scott-knott” ao nível de 5% de significância e o calculado o

desvio padrão. Para a seleção dos isolados foi utilizado o programa estatístico Análise

de Agrupamento SSPS através da analise de Cluster das distancias euclidianas entre os

pontos.
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2.3 Resultados e Discussão

23.1 Pré-seleção dos isolados de T. asperellum (“Screening”) com potencial efeito

entomopatogênico.

A análise quantitativa (Distância euclidiana) agrupou com maior similaridade os

isolados que causaram mortalidades mais próximas. Esta analise de agrupamento

demonstrou que os isolados de 7. asperellum formaram quatro grupos distintos, onde o

Grupo 1 ficou o tratamento controle com água destilada,2UFRA T1I32,UFRA

TI29,UFRA T49,UFRA TI95,UFRA TI39,UFRA TISO,UFRA TI49,UFRA

T34,UFRA TI66,UFRA T175 com médias de mortalidades de 1,75 a 6, Grupo 2 os

isolado UFRA T283 e UFRA T57 com médias de mortalidade de 6,75 e 8,25, Grupo 3

com UEFRA T192 com médias de mortalidade de 8 larvas e o Grupo 4 UFRA T127 que

causou média de mortalidade de 9 larvas de 7. molitor (Fig. 1). Foram selecionados os

seguintes isolados UFRA T129, UFRA T57, UFRA T166, UFRA T127, UFRA T192 e

UFRA T175.
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Fig. 1 — Dendograma de agrupamento dos isolados de 7 richoderma asperellum segundo a

análise de Cluster.

A utilização da suspensão de conídios de 7. asperellum demonstrou que, apesar

de ser pouco utilizado no controle de insetos, apresentou potencial ação inseticida.

Resultado semelhante foi encontrado por Jassim et al., (1990) que verificou o aumento

da mortalidade em 80% nas larvas do 5º instar dos besouros S. scolytus € S.

multistriatus.

Foi observado neste trabalho pouca esporulação do T. asperellum sobre o

tegumento das larvas de 7. molitor, não foi verificada penetração cuticular nem

colonização interna das larvas como ocorre com os fungos entomopatogênicos,

indicando que enzimas como proteases, quitinases e B-glucanases estão envolvidas

nesse processo de parasitismo, e segundo (Bokhari 2009), estas enzimas podem

degradar a cuticula dos insetos, diferindo do parasitismo típico dos fungos

entomopatogênicos, haja vista que estes no ato da entomopatogenicidade os conídios
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aderem, germinam e formam um tubo germinativo que se diferencia em apressório e

libera enzimas hidroliticas que vão favorecer a penetração do fungo sobre o hospedeiro

e por fim colonização, reprodução e disseminação (St. leger et al., 1986, Bidochka et al.,

1997).

Modo de ação ocorre diferente com Trichoderma sp, que no processo de

parasitismo com fungos fitopatogênicos, as hifas crescem em direção ao hospedeiro

enrolam-se na nas hifas do fungo alvo e começam a degradar (perfurar) a parede celular

dos fungos através de uma série de processos enzimáticos, onde enzimas como

quitinases, proteases, glucanases e celulases quebram as estruturas dos fungo e em

seguida absorvem todos os nutrientes necessários para sua sobrevivência (Thrane et al,

2000).

2.3.2 Ação das enzimas sobre a cutícula das larvas de T.molitor

2.3.2.1 Efeito das quitinases sobre 7. molitor

Os resultados de mortalidade do bioensaio com o filtrado com quitinase mostrou

que as maiores médias de mortalidade foram causadas pelos isolados UFRA T192 com

100%, UFRA T166 com 80% e UFRA T57 com 77,5% (Fig. 2.A) e aumento nas

atividades quitinoliticas de 0,1545 U/mL, 0,18036 UmmL e 0,18598 U/mL,

respectivamente (Fig. 2.B), assim como, (Mondejar et al. 2011), obteve aumento da

atividade de quitinase em isolados T-30 e T-78 de T.harzianum sobre Fusarium

oxysporum, mais houve diferença nas atividades apesar dos isolados serem da mesma

espécie e segundo (González et al., 2012) é comum ocorrer essas diferenças em suas

atividades, e tais diversidades entre isolados podem demonstrar níveis diferentes de

desempenho e expressão das enzimas hidrolíticas, quando utilizados como agentes de

controle biológico tanto para fungos quanto para insetos.

No extrato controle negativo com a água a mortalidade foi baixa com apenas

2,5% no entanto no controle positivo com B. bassiana a mortalidade foi de 50% e sua

atividade quitinolitica 0,1536 U/mL (Fig.2 A € B), reforçando que a presença da quitina

induziu a produção da enzima e aumentou patogenicidade do fungo. Jeuniaux et al.

(1966), descreveu em seu trabalho que uma ampla gama de microrganismos eucariótico

como fungos e bactérias como Serratia marcescenses que apresentavam grande
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potencial para produzir enzimas quitinolíticas quando a quitina está presente no meio.

Outro trabalho que reforça ainda mais a ideia de que a presença da quitina no meio

degrada a cutícula do inseto, foi descrito por St. Leger et al. ( 1991), e verificou que no

processo de parasitismo do fungo M. anisopliae sobre os insetos a presença das enzimas

quitinases estavam estavam envolvidas nesse processo, onde estirpes de Metarhizium

anisopliae, Beauveria bassiana, e Verticillium lecanii, foram cultivadas em culturas

líquidas contendo cutícula de gafanhoto triturada, e as enzimas quitinases produzidas

foram capazes de hidrolisar completamente a quitina do tegumento do inseto, clivando

as ligações glicosídicas B 1-4 presentes nos polímeros N-acetilglicosamina.

Em isolados de B. bassianna URM2915 e URMA4548 incubados com Meio

Minimo + cutícula de Diatraera saccharallis, foi detectada atividade quitinolitica logo

após as 24hs, com isso Svedese et al. (2013), sugere que há uma correlação entre o

aumento da atividade enzimática de quitinase com o tempo de incubação e a presença

da cutícula no meio e sugere mais ainda que a enzima pode ser induzida

especificamente por algum componente da cutícula.

Silva et al (2013), confirma a produção de enzimas quitinolicas por T.

asperellum , quando verificou que a presença de 0,5% de quitina no meio TLE (Meio

liquido), que induziu produção de quitinase e N-acetilelucosaminidase, no primeiro dia

de incubação com 8046 U/mL e 15656 U/mL, respectivamente, contra os fungos

Aspergillus niger, Penicillium sp e Sclerotinia sclerotiorum. Esses fatores sugerem que

o metabolismo da quitina é um excelente alvo para controlo seletivo de pragas.
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Figura 2. A. Média de mortalidade em porcentagem (%) de Tenebrio molitor após aplicação de

filtrado enzimático com e sem quitinase produzido por Trichoderma asperellum. B. Atividade

enzimática.

Médias de mortalidade seguidas de letras maiúsculas diferem significativamente sem indução de

quitinase e medias seguidas de letras minúsculas diferem significativamente entre os

tratamentos com indução de quitinase pelo teste de Scot-knott ao nível de 5% de probabilidade,

(*) há diferença estatística entre os isolados.
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2.3.2.2 Efeito das proteases

Todos os isolados induzidos à produção de protease UFRA T175, UFRA T166,

UFRAT 129, UFRA T127, UFRA T57 e UFRA T192 causaram 100% de mortalidade

(Fig. 3A), enquanto que os filtrados sem indução tiveram mortalidades mais baixas, em

no máximo 40%. St Leger et al. (1987a, b, c) observaram que à alta atividade

proteolítica em filtrados obtidos de culturas de M. anisopliae quando suplementados

com cutícula de artrópodes, causou mortalidades parecidas em e Manduca sexta.

A atividade proteolítica foi maior para os isolados UFRA T175, UFRA T166 e B.

bassiana (controle positivo) com 0,54214, 0,10899 e 0,10796 U/mL, respectivamente

(Fig 3B), resultados semelhantes foram encontrados por Dias et al., (2008) em meios

suplementados com a cutícula do besouro Hypothenemus hampei, onde a atividade de

duas protease (Pr2) subtilisina-like e (Prl) tripsina produzidas por B. bassiana foi mais

elevada do que em meios sem cutícula.

Dhar et al. (2010), verificou elevação da atividade proteolítica em três isolados de

B. bassiana UB8, UB10 e UB 14 0,58, 0,60 e 0,52 U/ mL, respectivamente, logo após

o segundo dia de incubação, até ao oitavo dia, reforçando a ação entomopatogênica de

isolados de B. bassiana.

A protease é uma enzima importante durante ação entomopatogênica. Entretanto,

altas taxas de mortalidade também se deve ao fato da constituição da cutícula do inseto

que também apresentam proteínas principalmente na região da epicutícula que é a

camada mais externa, mais também as proteínas estão presentes na camada mais interna

da procutícula que constitui a maior parte da cutícula onde esta localizada as quitinases

embebidas em uma matriz proteica (Galo, 2002). Esse processo ocorre devido às

proteases catalisarem a quebra hidrolítica de ligações peptídicas, formando resíduos de

Aminoácidos (Lehninger, 2011). Possivelmente a enzima participa da infecção nos

estágios iniciais sobre o hospedeiro quando os compostos metabolizáveis são

extremamente baixos.

Essa atividade enzimática de protease do isolado de 7. harzianum T-57 aumenta

logo após 24h de incubação, em estudo contra Fusarium oxysporum (Mondejar et al

2011).

Estudos confirmam a produção de enzimas proteoliticas por 7. asperellum,

quando verificaram que a presença de 0,5% de quitina no meio TLE (Meio liquido)
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induziu produção de quitinases, N-acetilglucosaminidase e protease, no primeiro dia de

incubação, com 10,00 U/mL de atividade de protease, no controle dos fungos

Aspergillus niger, Penicillium sp e Sclerotinia sclerotiorum. (Silva et al. 2013).

À
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Figura 3. 3A. Médias de mortalidade em porcentagem (%) de Te enebrio molitor após aplicação

Ge filtrado enzimático com e sem protease produzido por Trichoderma asperellum. B. Atividade

enzimática.

Médias de mortalidade seguidas de letras maiúsculas diferem significativamente sem indução de

protease e médias seguidas de letras minúsculas diferem significativamente entre os tratamentos

com indução de protease pelo teste de Scot-knott ao nível de 5% de probabilidade, (*) há

diferença estatística entre os isolados.
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2.3.3 Efeito dos filtrados enzimáticos de quitinase e protease autoclavado e não-

autoclavado

Após 15 dias de avaliação os filtrados dos isolados de quitinase e protease não-

autoclavado apresentaram maior índice de mortalidade, como comprovados nas analises

anteriores e nesta (Fig. 4A). Já os filtrados de quitinase e protease autoclavado, ou seja,

os que foram submetidos à alta temperatura de 120ºC em autoclave causaram as

menores taxas de mortalidade, esse fato ocorreu devido à elevação da temperatura que

desnaturou as enzimas presentes nesse meio degradando suas estruturas, no caso da

quitinase provavelmente não suporta a elevação de temperatura acima de 100ºC, e a

protease provavelmente também não suporta temperaturas acima de 40ºC, no entanto o

que se observa é que mesmo o meio sendo submetido à alta de temperatura existe outros

metabólitos presentes no meio que suportam a elevação de temperatura e causaram

mortalidade das larvas, de forma igual ao controle negativo com a água (Fig. 4B).
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Figura 4. 4A. Médias de mortalidade de 7. enebrio molitor após aplicação de filtrado enzimático

com quitinase não-autoclavavel e autoclavavel produzido por Trichoderma asperellum. B.

Médias de mortalidade de Tenebrio molitor após aplicação de filtrado enzimático com protease

não-autoclavavel e autoclavavel produzido por Trichoderma asperellum.

Médias de mortalidade seguidas de letras minúsculas diferem significativamente entre os

tratamentos com indução de protease e quitinase autoclavavel e não-autoclavavel pelo teste de

Duncan ao nível de 5% de probabilidade.

2.34 Efeito das enzimas produzidas pelo fungo 7. asperellum sobre o tegumento e

cutícula das larvas de T. Molitor

2.3.4.1 Tegumento das larvas

Observou-se que as larvas 7. molitor tratadas com os filtrados enzimáticos de

quitinases e proteases, após crescimento do T. asperellum, morreram totalmente secas e

escurecidas (Fig.5), esse fato reforça que O modo de ação é diferente dos fungos

entomopatogênicos tradicionalmente já descritos.
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Fonte: Autora (2015)

Figura 5. Larva de Tenebrio molitor escurecida e seca após a aplicação de filtrados com

quitinases e proteases produzido por Trichoderma asperellum

2.3.4.2 Perda de água para o meio

Foi observado que as larvas de T. molitor após a aplicação dos filtrados com

indução de quitinases e proteases perderam água para o meio, pois muitas placas

ficaram totalmente condensadas (Fig. 6), outro fato que reforça essa hipótese é que

houve variação no peso das larvas de T. molitor, pesos diminuíram após aplicação dos

tratamentos com os filtrados enzimáticos de T. asperellum, enquanto os pesos das larvas

com o tratamento controle negativo com água destilada estéril aumentou, devido o

crescimento das larvas, não havendo perda de água do inseto para o meio ambiente

(Tabelal), essa observação reforça a hipótese de que ocorrem alterações na cutícula do

inseto e morrem por acentuada desidratação.

o

Fonte: Autora (2015)

Fig. 6. Placa condensada contendo larvas de Tenebrio molitor após aplicação de filtrados

enzimáticos produzido por Trichoderma asperellum
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Tabela 1. Peso fresco (g) de larvas de Tenebrio molitor antes e após aplicação dos

filtrados de quitinases e proteases dos isolados de Trichoderma asperellum e tratamento

controle negativo com água destilada e tratamento controle positivo com o fungo

4 B.bassiana, e quanto houve de perda de massa.

Peso fresco (g)

Quitinase Protease

, Antes da Após a Antes da Após a

aplicação do aplicação Redução | aplicaçãodo aplicação Redução

Tratamentos filtrado do filtrado — da massa filtrado do filtrado — da massa

HO 0,046 + 0,051 + Ganho 0,046 + 0,051 Ganho de

0,001 0,001 de massa 0,001 0,001 massa

B. bassiana 0,053 + 0,032 + 0,021 + 0,052 + 0,018 + 0,034 +

0,002 . 0,004 0,04 0,002 0,001 0,002

= UFRA T166 0,057 + 0,049 + 0,0083+ 0,054 + 0,026 + 0,028 +

0,001 0,002 0,0017 0,002 0,001 0,003

> UFRA T175 0,054 0,003 — 0,044+ 0,0101+ 0,047 + 0,017 + 0,030 +

0,003 0,0018 0,001 0,001 0,001

UFRA T192 0,064 + 0,050 + 0,014 + 0,054 + 0,017 + 0,037

0,003 0,003 0,004 0,001 0,001 0,001

UFRA TS57 0,045 + 0,015 + 0,030 + 0,046 + 0,017 0,029 +

0,002 0,001 0,001 0,001 0,001 0,002

UFRA T127 0,056 + 0,021 + 0,035 + 0,051 + 0,037 + 0,014 +

0,002 0,002 0,001 0,002 0,002 0,002

" UFRA T129 0,074 + 0,037 + 0,037 + 0,050 + 0,031 + 0,019 +

0,003 0,003 0,004 0,001 0,001 0,002
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2.3.5 Fotos de microscopia eletrônica da cutícula das larvas de T. molitor

2.3.5.1 Fotos microscópio óptico
A

As fotos em microscopia óptica mostra um enrugamento acentuado da cutícula

do T. molitor (Fig. 7A), após a aplicação dos filtrados enzimáticos de quitinases e

proteases de 7. asperellum, diferindo do tratamento controle (Fig.7 B) em que foi

observado enrugações normais da cutícula. Esse sintoma pode indicar a perda de

água do corpo do inseto.

Enrugações Enrugações

acentuada normal

Fonte: Autora (2015)

S Figura 7. A. Cutícula de larvas de Tenebrio molitor após aplicação de filtrados de quitinase e
protease de Trichoderma asperellum. B. Cutícula de inseto controle com aplicação de água

destilada

2.3.5.2 Fotos Microscópio eletrônico de varredura (MEV)

As fotos em microscopia eletrônica de varredura demonstraram a ocorrência de

áreas de necrose sobre o tegumento das larvas que receberam tratamento com os

filtrados contendo quitinases e proteases tanto de B. bassiana como do 7. asperellum.

As placas observadas destacam-se do tegumento e apresentaram perfurações (Fig. 8A),

o que pode ter favorecido a perda de água do corpo do inseto, entretanto, o tegumento

das larvas controle não foi observado perfurações e nem descamação destaque na região

de inserção dos anéis que compõem o tegumento da larva, ou seja, apresenta tegumento

mais liso e sem nenhuma descamação (Fig. 8B).
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da cutícula

Da aos LESaTeR E e EE aaa caca pieeTta eae,
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Fonte: Autora (2015)

D5.1 x100

Figura 8- Cutícula de 7. molitor. A- Cutícula necrosada após aplicação de filtrados
enzimáticos de Trichoderma asperellum, B- Cutícula de inseto controle (Imm).

2.4 Conclusão

Conclui-se que o Trichoderma asperellum produz enzimas quitinases €

proteases, e outros metabólitos e esses possuem ação inseticida semelhante ao que

ocorre com fungo entomopatogênico B. bassiana. À atividade enzimática produzida

não está relacionada à mortalidade. As enzimas causam necroses na cutícula e o

inseto morre com elevada desidratação.
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