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RESUMO

FREITAS, Maria Clemente de. Atividade enziméatica micelial e conidial de isolados de
Metarhizium anisopliae s.I. e viruléncia para Rhipicephalus microplus. 2018. 73p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia
Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Metarhizium sppné um fungo patogénico para diversos artropodes, com utilizacdo
consolidada no controle de pragas agricolas, sendo considerado um agente promissor no
controle de carrapatos como Rhipicephalus microplus. O presente estudo avaliou
caracteristicas morfoldgicas, producdo conidial, rendimento em meio de cultivo sélido
(crescimento em arroz), viruléncia para fémeas de R. micropluse atividades enzimaticas
(proteases, Prl, Pr2, lipases e enzimas oxidativas) de quatro isolados brasileiros de M.
anisopliae sensu lato (s.l.) (IBCB 116, IBCB 383, IBCB 410 e IBCB 481). Os isolados foram
crescidos em meio batata-dextrose-agar (BDA) durante 15 dias, realizando a partir de entdo a
quantificacdo conidial. O rendimento foi determinado a partir do crescimento em arroz e da
pesagem da massa de conidios produzidos. Ja a viruléncia foi avaliada a partir de
acompanhamento dos parametros bioldgicos de fémeas ingurgitadas de R. microplus apos
imersdo em suspensdes aquosas (1x107 e 1x108 conidios mL™)de cada isolado. Para os
estudos enzimaticos, extragdes proteicas foram realizadas em conidios (superficie e fracdo
intracitoplasmatica) e micélios (secretado micelial e fracdo intracitoplasmatica). Os dados
paramétricos foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey e
ndo paramétricos pelo teste de Kruskal Wallis seguido de Student-Newman-Keuls (SNK) com
nivel de significancia de 5%. Foi observado variacdo na producdo de conidios/cm? entre os
isolados. IBCB 383 foi aquele que apresentou maior producédo conidial tanto em BDA quanto
em arroz, e IBCB 116 o menor produtor. Em relacéo a viruléncia, quando avaliadas a maior
concentragéo (1x108 conidios mL1), IBCB 481 apresentou maior percentual de controle para
fémeas de R. microplus (44%) e IBCB 116 o menor percentual (14%). Quanto as enzimas, no
geral, as atividades de proteases totais, Prl, Pr2 e lipases foram superiores nos isolados mais
virulentos. Em destaque, IBCB 481, quando comparado a IBCB 116, apresentou atividade de
Prl superior em aproximadamente 2,8 vezes na superficie conidial e 2,5 vezes para o
secretado micelial, além de atividade lipolitica cerca de cinco vezes superior na fracdo
intracitoplasmatica conidial. A atividade das enzimas oxidativas apresentou variacdes entre 0s
isolados, corroborando os achados de viruléncia, IBCB 481 exibiu as maiores atividades de
superdxido desmutase, catalase e peroxidase na maioria das analises. Portanto, conclui-se que
a associacdo de estudos morfologicos com andlises de viruléncia e caracterizagcdes
enzimaticas sdo ferramentas importantes a serem utilizadas na selecdo de isolados de
Metarhizium anisopliae s.l., especialmente para programas visando o biocontrole do
carrapatoo R. microplus.

Palavras-chave: controle biolégico, fungo artropodopatogénico, carrapato dos bovinos, fator
de viruléncia, enzimas.



ABSTRACT

FREITAS, Maria Clemente de. Mycelial and conidial enzymatic activity of isolates of
Metarhizium anisopliae s.I. and virulence for Rhipicephalus microplus. 2018. 73p.
Dissertation (Master of Science). Institute of Veterinary Medicine, Department of Animal
Parasitology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Metarhizium spp. is a pathogenic fungus applied to several arthropods, being globally used
for control of agricultural pests and considered a promising agent to ticks such as
Rhipicephalus microplus. The present study assessed the macromorphology, conidial
production, rice yield, virulence for engorged R. microplus females and enzymatic activities
(proteases, Pri, Pr2, lipases and oxidative enzymes) in four Brazilian M. anisopliae sensu lato
(s..) isolates (IBCB 116, IBCB 383, IBCB 410 and IBCB 481). Fungal growth was
performed in potato-dextrose-agar media (PDA) for 15 days. Descriptions of the colony and
spots from media, with consequent quantification, were performed for the analysis of
morphology and conidiogenesis. The yield was determined after growth in rice and conidia
mass were individually weight. Virulence was evaluated by following the biological
parameters of engorged R. microplus females after immersion in aqueous suspensions (1x10’
and 1x10® conidia mL™?) of each isolate.Forenzymatic activities, protein extractions were
carried out in conidia (surface and intracytoplasmic fraction) and mycelia (mycelial secretion
and intracytoplasmic fraction). Parametric data were analyzed by analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey test and non-parametric by Kruskal Wallis test followed by
Student-Newman-Keuls (SNK) (p<0.05). Differences number of conidia/cm? were observed
among the isolates. IBCB 383 presented the highest conidial production in both BDA and
rice, while the lowest number was observed in IBCB 116. When the highest concentration
(1x10® conidia mL™) was evaluated, IBCB 481 showed a higher control percentage for
engorged R. microplus females (44%) and IBCB 116 again the lowest (14%). For enzymes, in
general, all activities (proteases, Prl, Pr2 and lipases) were higher in the most virulent
isolates. When comparing IBCB 481 and IBCB 116, Prl activity was considered superior for
IBCB 481 in almost 2.8 times for the conidia surface and 2.5 times for the micelial secretion,
besides lipolytic activity was 5 times higher in the intracytoplasmic conidia fraction. The
oxidizing activity presented variations among the isolates and in accordance with the
virulence findings, formost of the analyzes, IBCB 481 exhibited the highest activities of SOD,
catalase and peroxidase.Therefore, it is concluded that the association among morphological
studies, virulence analysis and enzymatic characterization are important tools to be used in the
selection of Metarhizium anisopliae s.l. isolates, especially for programs aiming the
biocontrol of ticks such as R. microplus.

Keywords: biological control, arthropodpathogenic fungus, bovine tick, virulence factor,
enzymes.
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura no Brasil é responsavel por quase 6% do PIB nacional, sendo um dos
setores que mais contribuem para o crescimento do agroneg6cio no pais. Tanto o setor de
gado de corte quanto o de gado de leite fornecem empregos para diversas familias e
colaboram com crescimento econdmico do pais.

Contudo, esta atividade sofre com as perdas provocadas pelas mais diversas
parasitoses, sendo o carrapato Rhipicephalus microplus o ectoparasito que mais causa
prejuizo aos produtores devido aos danos a salde dos animais. Este carrapato é responsavel
pela transmissdo de agentes infecciosos, como as babésias e as riquétsias, além de provocarem
anemia nos animais pela perda de sangue durante o hematofagismo. Além disso, 0s animais
diminuem seu desempenho, perdendo peso e reduzindo a produgdo. Os gastos com acaricidas
s80 exorbitantes, até mesmo porque muitas das bases quimicas disponiveis no mercado nédo
apresentam a eficacia desejada pelo fato dos carrapatos estarem resistentes a estes produtos.

Como alternativa, a utilizacdo de fungos artropodopatogénicos no controle de
ectoparasitos apresentam excelentes resultados. Estes microrganismos estdo presentes no solo,
nas raizes de plantas e infectando naturalmente artropodes. O uso destes patdgenos para o
controle de pragas da agricultura, que hd anos sdo alvos de estudo, ja estd bastante
consolidado, ndo tendo demonstrado, até entdo, ser prejudicial para o meio ambiente, ser
humano e animais, além de ndo gerar desequilibrio nas populagdes de artrépodes nao alvos.

Dentre os artropodopatdégenos mais estudados e utilizados atualmente, encontra-se o
fungo Metarhizium sp. Este género merece destaque por apresentar resultados satisfatorios no
controle de R. microplus, tanto em testes laboratoriais quanto sob condi¢fes naturais. Além
disso, sdo fungos que também apresentam resposta positiva quando associados a produtos
quimicos, aumentando a eficacia, possibilitando assim o melhor controle deste ectoparasito.

Uma das principais vantagens do uso dos fungos artropodopatogénicos para o controle
de parasitos € a sua forma de infeccdo, eles apresentam a capacidade de penetrar via cuticula
integra dos seus hospedeiros e infecta-los. E através do conidio que se inicia a infeccéo do
artropode: apds interacdo direta com a cuticula do hospedeiro, acontece a fixacdo e
germinacdo do conidio sob a superficie cuticular, iniciando o processo de penetracgéo.

A cuticula dos carrapatos € composta por proteinas, quitina e lipidios, sendo
basicamente formada por duas camadas: epicuticula e procuticula. Para atravessar estas

camadas o fungo utiliza basicamente dois mecanismos de acdo: a pressdo mecénica exercida
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por estruturas que sdo formadas a partir do conidio (grampo e apressorio) e a degradacdo das
camadas da cuticula através de enzimas hidroliticas como proteases, quitinases e lipases. A
acdo enzimética € o que possibilita a internalizacdo fungica, através da qual, dentro da
hemocele do artrpode, o fungo inicia o processo de coloniza¢do, coma formacdo inicial de
blastosporos ap6s driblar a resposta imunolégica do hospedeiro.

Neste contexto, uma série de enzimas oxidativas, que atuam principalmente na
detoxificagdo de radicais oxidantes e redutores, sdo excretadas na tentativa de reduzir
processos de fagocitose, agregacdo celular e melanizacdo. Na sequéncia, ap6s completa
colonizacdo, hifas sdo formadas e externalizadas, dando origem assim a novos conidios, a fim
de facilitar a dispersdo para novos hospedeiros em potencial. Durante a manutengdo dos
conidios no ambiente, a producdo de proteases e lipases apresenta também funcao de nutricdo
e protecdo dos conidios alem de auxiliarem na etapa inicial de fixacdo a superficie cuticular
do carrapato.

As enzimas oxidativas por sua vez, além de atuarem contra o sistema imune do
hospedeiro, protegem o conidio contra espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidos pela
radiacdo solar. Assim, a caracterizacdo e o estudo enzimatico podem atuar como importantes
fatores na determinacdo da eficacia fangica, auxiliando diretamente na escolha de isolados
que possuam boa prospeccdo para formulagédo de produtos bioldgicos.

Sendo assim, 0s objetivos deste trabalho foram determinar a atividade proteolitica,
lipolitica e oxidativa das enzimas obtidas da superficie e porcdo intracitoplasmatica conidial
dos isolados ap0Os crescimento em arroz; avaliar as mesmas atividades enzimaticas dos
diferentes isolados para o secretado e por¢édo intracitoplasmatica dos micélios obtidos a partir
do crescimento em meio minimo liquido; relacionar os dados obtidos sobre a viruléncia de
Metarhizium anisopliae s.l. para Rhipicephalus microplus com as atividades enzimaticas

avaliadas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Bovinocultura no Brasil

Os primeiros bovinos chegaram ao Brasil no ano de 1533, vindo junto das grandes
navegacOes oriundas de Cabo Verde e Agores, transportados na caravela Galga, sendo
conduzidos a Salvador, capital da col6nia naquela época. No século XVI, muitos animais ja se
encontravam no litoral brasileiro e em todas as Capitanias Portuguesas, no qual a corte teve
importante papel no incentivo a importacdo de bovinos, que inicialmente chegavam ao
Recdncavo Baiano e eram transportados e distribuidos através do Rio Sdo Francisco para as
demais regiGes brasileiras, iniciando assim a criacdo em territorio nacional (SILVA,
BOAVENTURA; FIORAVANTI, 2012). Em meados de 1970, a bovinocultura ja era
considerada uma das mais importantes atividades econdmicas da agropecuéria brasileira
(MIELITZ NETTO, 1995). Entretanto, somente a partir dos anos 90, se tornou mais
competitiva, aumentando a producdo e a qualidade dos produtos, passando a atender o
mercado interno. Este fato esta relacionado com grande disponibilidade de recursos
ambientais, extensas areas de pastagens e de tecnologias exclusivas para sistemas de producédo
tropicais (BARCELLOS; OLIVEIRA; MARQUES, 2016).

Atualmente, o rebanho bovino brasileiro € de cerca de 215 milhdes de cabecas de gado,
sendo este valor superior ao nimero de habitantes no Brasil (IBGE, 2017). Este fato € to expressivo
que faz com que o pais possua 0 segundo maior rebanho bovino do mundo, sendo o primeiro em
termos de rebanho comercial. Além disso, o Brasil € 0 maior exportador de carne bovina e o 5° maior
produtor de leite em nivel internacional, ficando atras apenas da India, Estados Unidos da
América (EUA), China e Paquistdo (FAO, 2016; IBGE, 2017). O leite € um dos seis produtos
mais importantes da agropecuaria brasileira, essencial para a geracdo de emprego e renda,
além de ser suprimento de alimentos a populacdo (EMBRAPA, 2016). Do mesmo modo, o
setor de bovinocultura de corte tem uma importante contribuicdo na economia brasileira, tendo
atingindo uma receita de US$ 5,3 bilhGes em 2016, dando emprego a 1,6 milhdes de brasileiros
envolvidos na producdo (ABIEC, 2016; IBGE, 2017).

Contudo, os mercados da carne e do leite sdo bastante exigentes com relacdo a
seguranca alimentar, principalmente no ambito de residuos encontrados nos produtos carneos
e lacteos. No ano de 2010, EUA, Japdo e alguns paises da Europa embargaram a importacao

de carne bovina do Brasil por terem identificado residuos em niveis acima dos aceitaveis de



antiparasitarios, como a ivermectina (EC, 2010; AGENCIA ESTADO, 2011). Deste modo,
para que o leite e a carne bovina brasileira possam efetivamente ganhar o mercado
consumidor, tanto o mercado externo, quanto aumentar o consumo interno é de fundamental
importancia que os produtores tenham a sua disposi¢cdo produtos que apresentem maior

seguranca alimentar e ambiental.

2.2 Rhipicephalus microplus

O carrapato Rhipicephalus microplus Canestrini, 1888 (Acari: Ixodidae) (MURREL,;
BARKER, 2003) originou-se no continente Asiatico, com descricdes iniciais na llha de Java e
india (WHARTON, 1974). Acredita-se que sua disseminagio pelo mundo se deu através das
expedicdes exploratorias, uma vez que nestas embarcagOes transportavam-se animais e
mercadorias (MATTHYSSE, 1984; GONZALES, 1993). Com o passar dos tempos por toda
América Central, América do Sul, Australia, Oriente, Sul da Flérida e Africa este artropode
passou a ser encontrado (GONZALES, 2002).

O bovino é o hospedeiro preferencial de R. microplus, porém este carrapato pode
parasitar outros animais, inclusive o homem. Algumas racas apresentam maior predisposicéo
ao parasitismo, sendo os bovinos da espécie Bos taurus mais acometidos que os da espécie
Bos indicus, uma vez que, quanto maior o grau de sangue zebuino, maior a resisténcia ao
parasitismo por carrapatos (OLIVEIRA; ALENCAR, 1990; SILVA et al., 2010).

Acredita-se que R. microplus tenha sido introduzido no Brasil em principios do século
XVIII, através da importacéo de bovinos do Chile, que entraram no Estado do Rio Grande do
Sul. Atualmente, encontra-se distribuido por todo o pais, e a incidéncia varia de acordo com
as condicBes climaticas e as racas bovinas que sio criadas (GONZALES, 1995).

Esta espécie de carrapato apresenta um Unico hospedeiro durante sua fase parasitaria,
caracterizando-a como monoxeno. Apos a quitinizacdo do aparelho bucal, as larvas sobem
nos bovinos geralmente enquanto estdo pastejando. No corpo do hospedeiro elas se fixam nas
regibes mais quentes e sensiveis do animal (onde o couro é mais macio), como Ubere, bolsa
escrotal, perineo e virilha. As larvas passam a ninfas e posteriormente a adultos, macho e
fémea. Acontece entdo a clpula e as fémeas ingerem sangue até sua completa replecéo,
quando se desprendem do hospedeiro e caem ao solo. Cerca de trés dias apds a queda inicia-se

a postura dos ovos, que eclodem dando origem a larvas que somente se tornam infectantes



apos quitinizacdo do aparelho bucal, este fato acontece cerca de 7 a 10 dias apés a eclosdo. O
periodo entre o desprendimento da fémea ingurgitada, realizacdo da postura, eclosdo das
larvas e inicio da fase parasitaria compreende a fase de vida livre ou ndo parasitaria do
carrapato (DOUBE; KEMP, 1979; FURLONG, 1993; SONENSHINE, 1993). Durante sua
permanéncia no hospedeiro, cada fémea ingurgitada ingere cerca de trés mililitros de sangue e
transforma em torno de 60% de sua massa corporal em ovos. Cada grama de ovos produz em
torno de 20.000 larvas (GONZALES, 1993).

O parasitismo do carrapato R. microplus provoca diversos danos ao hospedeiro e ao
produtor, uma vez que o habito hematofagico do carrapato causa anemia, além de possibilitar
a transmissdo de diversos hemoparasitos, o que pode levar o animal a ébito. A fixacdo do
carrapato no hospedeiro causa espoliagcdo do couro, predispondo a infecgdes secundarias e a
miiases, desvalorizando o produto (HORN; ARTECHE, 1985; GONZALES; SERRA-
FREIRE, 1992). Reck et al. (2014), investigaram a associacdo entre 0s ectoparasitos R.
microplus e Cochliomyia hominivorax. Estes autores reportaram que bovinos altamente
parasitados por R. microplus apresentam cerca de quatro vezes mais risco de terem miiase que
animais com baixa carga parasitaria.

Pesquisas relataram que no Brasil, 0s prejuizos causados pelos danos diretos e
indiretos dos carrapatos aos bovinos tenham aumentado de 2,0 para 3,24 bilhdes de ddlares
anuais (GRISI et al., 2002; 2014).Segundo Jonsson et al. (1998), um grupo de vacas livres de
carrapatos produziu 2,86 litros de leite e 0,14 kg de gordura no leite por dia a mais em relacdo
a um grupo que estava parasitado por R. microplus, além disso, ao fim de 15 semanas,
animais ndo parasitados ganharam 10,6 kg de peso vivo a mais em relacéo as vacas infestadas.
Rodrigues e Leite (2013) realizaram um estudo com 74 animais na regido central de Minas
Gerais e estimaram a reducdo de 90,24 litros de leite por vaca em lactacdo, o que corresponde
a uma reducéo de 2,75% da producao.

Para evitar o parasitismo, 0 uso de produtos quimicos vem sendo a principal medida
de controle de R. microplus. Existem diversas bases acaricidas no mercado, porém, mesmo
com tamanha variedade, as populacfes de carrapatos estdo apresentando resisténcia aos
produtos utilizados, principalmente por causa de seu mau uso (PEREIRA; LABRUNA, 2008).
A aplicacdo indiscriminada dessas substancias leva ao aparecimento de residuos quimicos nos
produtos de origem animal,principalmente leite e carne, aléem da poluicdo ambiental
(BULLMAN; MUNOS CABENAS, M.E.; AMBRUSTOLO, 1996).



Em virtude da problemética em questdo, existem formas alternativas que reduzem o
uso dos carrapaticidas quimicos, visando um controle estratégico a partir de técnicas como:
selecdo de bovinos resistentes aos carrapatos; cultivo de pastagens que dificultam a
sobrevivéncia das larvas (SUTHERST et al., 1982); rotagéo de pastejo (ELDER et al., 1980);
controle através do manejo de predadores naturais, como Egretta ibis(gar¢a-vaqueira)
(ALVES-BRANCO et al., 1983) e formigas (GONZALES, 1995); controle microbiano: uso
de patdgenos como os fungos Beauveria bassiana (CORDOVES, 1997), Metarhizium
anisopliae s.I. (BITTENCOURT; MASSARD; LIMA, 1994) e bactérias como Cedecea
lapagei (BRUM, 1988) ou ainda o uso de vacinas anti-carrapato R. microplus (WILLADSEN,
2006).

2.3 Controle Microbiano Utilizando Fungos Artropodopatogénicos

Por definicdo, controle biolégico é a acdo de parasitoides, predadores e patdgenos na
manutencdo da densidade de outro organismo a um nivel mais baixo do que aquele que
normalmente ocorreria nas suas auséncias (DEBACH, 1968). Nessa Otica, Cruz (1995) afirma que
o controle biolégico é um fendmeno natural que ocorre quando a reducdo de individuos de
uma praga acontece pela acdo de um inimigo natural, dirigida ou causada pela interferéncia do
homem, fazendo com que tal praga deixe de ser um problema econémico.

Segundo Baker e Cook (1974), o controle bioldgico sempre deve atuar de forma que
se mantenha o equilibrio ecoldgico, pois de outra maneira as chances de sucesso sdéo menores.
S&o do século XVIII os primeiros relatos de microrganismos infectando insetos. Em 1726,
Réaumur, relatou que o fungo Cordyceps sp. estava infectando larvas de lepidopteros
(Lepidoptera: Noctuidae) (MARANHAO; MARANHAO, 2009).

Os fungos artropodopatogénicos sdo responsaveis por cerca de 80% das doencas
causadas em insetos (CARDOSO et al., 2003). Existem cerca de 90 géneros e mais de 700
espécies de fungos descritos como sendo patogénicos a invertebrados (ALVES, 1998). Assim,
sdo importantes alvos de estudos e estdo apresentando excelentes resultados no controle de
diversos artrépodes. No Brasil, os primeiros estudos com fungos artropodopatogénicos séo
datados como sendo de 1923, quando Pestana identificou duas espécies de cigarrinhas
naturalmente infectadas por M. anisopliae, identificado como Penicillium anisopliae naquele
tempo. O primeiro trabalho a nivel de campo foi realizado utilizando M. anisopliae no
combate da cigarrinha Tomaspis liturata (ALVES; FARIA, 2003).



Diversos foram os trabalhos realizados a partir de entdo e os fungos Beauveria e
Metarhizium se tornaram os géneros mais conhecidos e utilizados para o controle de
artrépodes (MASCARIN et al., 2018). Este fato pode ser atribuido a ampla distribuicéo
geografica destes agentes, a grande variedade de hospedeiros naturais e pela capacidade em
infectarem todos os estagios evolutivos do hospedeiro (ALVES, 1998). Além disso, sdo
microrganismos de fécil isolamento, podendo ser isolados tanto de artrépodes quanto de
partes de plantas ou do solo.

Como vantagens da utilizacdo de fungos para o controle biolégico de artropodes, ha o
fato de ndo serem poluentes, ndo sao toxicos para 0 homem, animais e para 0 meio ambiente,
ndo provocarem desequilibrios bioldgicos, além de poderem ser aplicados com as maquinas
convencionais apos pequenas adaptagdes (ALVES; ALMEIDA, 1997). Atrelado aos fatos,
apresentam também especificidade e seletividade do patdgeno em relacdo ao artropode-alvo;
capacidade de multiplicacdo e dispersdo no ambiente; possibilidade de associacdo do
patogeno a produtos quimicos; facilidade de aplicacéo e, além disso, possuem a capacidade de
gerar efeitos nas geracdes subsequentes (ALVES, 1998).

Sobretudo, a principal vantagem no que diz respeito a utilizacdo de fungos no controle
biologico de artropodes pragas esta na facilidade de producéo das suas unidades infectivas em
grande escala atendendo a producdo comercial, somado a facil aplicacdo em condicdes de
campo (pastagens) e reduzido impacto ambiental comprovado nos programas de controle de
pragas utilizando agentes bioldgicos estabelecidos até entdo na agricultura (ORLANDELLI;
PAMPHILE, 2011). Geralmente, em laboratorio a manutencdo dos fungos € realizada em
placas de Petri, através de repique continuo, porém, para producdo em larga escala dos
conidios, diversos substratos podem ser usados como 0 sorgo, aveia e 0 arroz, sendo este
altimo o mais utilizado (ALVES; FARIA, 2010).

Fungos artropodopatogénicos possuem a capacidade de penetrar ativamente via
cuticula dos hospedeiros pela acdo mecanica e enzimatica (CHARNLEY; ST. LEGER, 1991,
WANG et al., 2002). Esta propriedade favorece a sua utilizacdo como agentes no controle
microbiano, uma vez que 0s mesmos conseguem infectar o artropode independente da sua
atividade alimentar (BITTENCOURT et al., 19953, b; 1999a; TIAGO; FURLANETO, 2003).

Contudo, ainda existem limitacdes para a utilizacdo destes microrganismos em
sistemas agropecudrios, devido ao fato de sofrerem intensa acéo de fatores bioticos e abidticos

que influenciam na sobrevivéncia dos fungos a campo, sua distribui¢éo e a sua habilidade de



causar doencas (INGLIS et al., 2001). Para tanto, os trabalhos envolvendo o uso destes fungos
a campo precisam considerar fatores como temperatura, umidade relativa e radiacdo UV, afim
de que a capacidade de infec¢do dos artropodes, assim como a viruléncia do fungo ndo sejam
alteradas (ROBERTS; YENDOL, 1971; THOMAS; JENKINS, 1997; GOETTEL; INGLIS;
WRAIGHT, 2000). Uma das estratégicas utilizadas a campo para auxiliar o fungo a manter a
viruléncia é o uso de adjuvantes como Oleo mineral e vegetal em formulagGes fungicas,
protegendo assim os conidios das condigdes ambientais desfavoraveis (CAMARGO et al.,
2014). Ainda neste contexto, estudos recentes reportam que a eficacia de M. anisopliae s.l. no
controle de R. microplus em bovinos em condic¢des naturais é potencializada a partir da adi¢do
de adjuvantes como o 6leo mineral (CAMARGO et al., 2016).

Diversos autores demonstraram o potencial dos fungos artropodopatogénicos no
controle de R. microplus em testes in vitro e in vivo (BITTENCOURT; MASSARD; LIMA,
1994; FERNANDES et al., 2004; FERNANDES; BITTENCOURT, 2008; BAHIENSE et al.,
2008; CAMPOS et al., 2010; KAAYA et al., 2011; CAMARGO et al., 2016). Deste modo, 0 uso

destes agentes no controle de carrapatos se mostra promissor.

2.4 Metarhizium anisopliae s.I.

Em 1879, Metschnikoff descreveu o fungo Entomophthora anisopliae e o utilizou para
controle das larvas de Cleonus punctiventris,uma praga muito importante no cultivo da
beterraba, sendo este o primeiro trabalho envolvendo um fungo no controle de um artrépode.
Posteriormente, SOROKIN (1883) descreveu 0 novo género Metarhizium, que possuia
conidios do mesmo tamanho dos descritos anteriormente.

Porém, em 2009, Bischoff, Rehner e Humber, através de estudos filogenéticos,
morfologicos e moleculares, concluiram que a espécie M. anisopliae é na verdade um
complexo formado por nove espécies, sendo elas: M. pingshaense, M. anisopliae, M.robertsii,
M. brunneum, M. majus, M. lepidiotae, M. acridum, M globosume M. guizhouense.

Para os isolados de M.anisopliae que ndo passaram pela reclassificacdo, de acordo
com Bischoff, Rehner e Humber, (2009), sugere-se que sejam considerados pertencentes a um
complexo de espécies e que sejam identificados da seguinte maneira: Metarhizium anisopliae

sensu lato (s.I.).



Recentemente Lopes et al., (2018) incluiram uma nova espécie de Metarhizium ao
complexo M. anisopliae: o fungo CG 1123, isolado do solo de uma plantagéo de banana no
Ceard, foi batizado como Metarhizium alvesii ap6s estudos morfolégicos e moleculares que
comprovaram que o taxon deste isolado ndo se encaixava dentro dos tdxons do complexo de
espécies de Metarhizium descritos até entéo.

Metarhizium anisopliae s.l., € um ascomiceto pertencente a classe Sordariomicetes, ordem
Hypocreales, familia Clavicipitaceae, apresenta-se como fungo filamentoso de micélio hialino e
septado, conidios cilindricos de coloracdo esverdeada que medem geralmente 3 a 18 pum de
comprimento e que se formam sobre conidi6foros também cilindricos (BISCHOFF, REHNER,
HUMBER, 2009). Em seus hospedeiros, esse fungo causa uma doenca conhecida como
muscardine verde, pois os cadéaveres ficam enrijecidos e com uma coloragdo verde, variando
desde tons claros a escuros, devido a conidiogénese (WANG et al., 2002; ZIMMERMANN,
2007a).

Além disso, este fungo é mesofilico, tendo sua atividade desenvolvida em uma faixa
de temperatura entre 15 e 35°C, sendo sua temperatura 6tima de germinacéo e crescimento em
torno de 25 e 30°C (EKESI et al., 1999; MILNER et al., 2003). Porém, a temperatura de
germinacéo e crescimento variam de acordo com as necessidades especificas de cada isolado
de Metarhizium spp, por exemplo, em um estudo realizado por Yip et al. (1992), isolados que
apresentaram crescimento a 5°C ndo cresceram a 37 °C e aqueles que cresceram a 37°C nao
cresceram em baixas temperaturas. Entretanto, a temperatura de 25°C foi considerada 6tima
para a germinacgdo e crescimento micelial de M. anisopliae s.l. e B. bassiana (DIMBI et al.,
2004; DEVI et al., 2005).

O patégeno M. anisopliae s.I. é considerado um agente valioso para o controle
microbiano de artropodes, uma vez que apresenta potencial para atacar um grande nimero de
parasitos, possui vasta distribuicdo global, ocorrendo em diferentes solos e diferentes climas
do planeta, além de apresentar pouca exigéncia em relacdo a fonte nutritiva (ROBERTS, ST
LEGER, 2004; ALVES; LOPES, 2008).

Ha décadas que fungos do género Metarhizium estdo sendo utilizados no controle de
diversas pragas da agricultura. No Nordeste, M. anisopliae s.l. foi utilizado com grande
sucesso no controle da cigarrinha Mahanarva posticata. No Estado de Séo Paulo este mesmo
microrganismo foi utilizado para o controle de Mahanarva fimbriolata cigarrinha da raiz da
cana-de-acucar (LOUREIRO et al., 2005a, 2005b). Espécies de M. anisopliae s.l. também



apresentam acao no controle da cigarrinha-das-pastagens (géneros Deois e Zulia), principais
pragas das pastagens brasileiras (ALVES, 1998).

Neste contexto, fungos deste género séo alguns dos microrganismos mais estudados e
bem descritos a nivel de controle biolégico e de suas caracteristicas bioquimicas e
moleculares (FARIA; WRAIGHT, 2007; SCHRANK; VAINSTEIN, 2010; ST LEGER;
WANG; FANG; 2011). Encontram-se amplamente distribuidos, sendo observados desde
regides tropicais a temperadas, e é possivel realizar o isolamento a partir de amostras do solo,
da rizosfera de plantas, de materiais em decomposicdo (como saprofitas) ou parasitando
insetos (BISCHOFF; REHNER; HUMBER, 2009).

A infeccdo por M. anisopliaeem diversas espécies de insetos, como gafanhotos
(Locusta migratoria, Chortoicetes terminifera), mosquitos (Aedes aegypti, Anopheles sp.) e
cigarrinhas da cana-de-acucar (Mahanarva posticata, Mahanarva fimbriolata) (SCHOLTE et
al., 2005; SOUZA, 2007; RAMANUJAM et al., 2014), além de carrapatos como R.
microplus, Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma variegatum e Dermacentor nitens foi
descrita na literatura (ARRUDA et al., 2005; FERNANDES; BITTENCOURT; ROBERTS;
2012).

Em 1994, Bittencourt, Massard e Lima, relataram a patogenicidade de isolados do
género Metarhizium sob R. microplus, demonstrando o potencial deste fungo no controle de
artropodes de importancia veterinaria, sendo a patogenicidade de Metarhizium também
testada posteriormente em outras espécies de carrapatos, como, R. sanguineus, R.
appendiculatus, D. nittens, Ixodes scapularis, Amblyomma sculptum (=Amblyomma
cajennense), A. variegatum, A. maculatum, A. americanum, entre outros (KAAYA;
MWANGI; OUNA, 1996; SOUZA; REIS; BITTENCOURT, 1999; BENJAMIN; ZHIOUA,;
OSTFELD, 2002; MONTEIRO; BAHIENSE; BITTENCOURT, 2003; HORNBOSTEL et al.,
2004; KIRKLAND; CHO; KEYHANI, 2004; LOPES et al., 2007; FISCHHOFF; KEESING;
OSTFELD, 2017).

Estudos demonstraram que apesar deste microrganismo ser patogénico para artropodes
ele ndo apresenta efeito nocivo para mamiferos e outros vertebrados (SHADDUCK;
ROBERTS; LAUSE, 1982; HALL; ZIMMERMANN; VEY, 1982, et al, 1982;
LAIRD;LACEY; DAVIDSON, 1990; SAIK; LACEY; LACEY, 1990; ZIMMERMANN,
1993, 2007a, 2007b; VESTERGAARD et al., 2003), ressaltando assim uma seguranca para a

utilizagdo deste fungo no controle de artropodes. Fischhoff, Keesing e Ostfeld (2017)
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realizaram um estudo utilizando M. brunneum no controle de I. scapularis levando em
consideracdo a acdo do fungo em artropodes ndo alvos. Este estudo demonstrou que, a
utilizacdo desta espécie de biocontrolador em ambientes naturais ndo foi capaz de causar
reducéo relevante nas populagdes de artropodes ndo alvos.

Além disso, hd anos que diferentes isolados de Metarhizium sdo utilizados como
biocontroladores de artropodes, portanto o ambiente j& foi por diversas vezes exposto a acao
destes patdgenos. No que diz respeito a sua producdo ou uso como produtos de controle
microbiano, apenas as alergias foram relatadas e nenhum outro efeito adverso foi registrado
(SIEGEL; SHADDUCK, 1990; ZIMMERMANN, 1993; COOK et al., 1996).

Outra vantagem do uso de fungos artropodopatogénicos no controle de pragas € a
possibilidade de associa-los a produtos quimicos, potencializando assim o efeito dos mesmos.
Bahiense et al., 2008, avaliaram in vitro a associagcdo entre Deltametrina e o fungo M.
anisopliae s.l. sobre larvas de R. microplus resistentes a piretroide e os resultados
demonstraram que as taxas de mortalidade foram elevadas quando a base quimica foi
associada com fungo. Outro trabalho neste sentido foi o de Fiorotti et al.(2016), onde
demonstraram a eficiéncia da associacdo de M. anisopliae s.. com a base quimica
cipermetrina no controle de estagios imaturos de R. microplus.

Neste contexto, o uso de fungos artropodopatogénicos no controle de pragas € uma
ferramenta que deve ser utilizada, principalmente por ser considerado um produto seguro,
com riscos muito baixos a vertebrados, humanos e ao meio ambiente (ZIMMERMANN,
2007h).

2.5 Infeccdo de Artrépodes

Os fungos artropodopatogénicos possuem a capacidade de penetrar ativamente na
cuticula dos artropodes e mesmo que ela esteja integra a colonizacdo da hemocele do
hospedeiro se torna possivel, diferentemente de outros patdgenos que penetram
preferencialmente através de rupturas na cuticula ou quando ingeridos, tornando o uso destes
fungos como agentes de biocontrole mais vantajoso quando comparado com outros
microrganismos (MADELIN; ROBINSON; WILLIAMS,1967).

Zimmermann (2007a), divide a infec¢do dos artropodes em etapas, sendo elas: “1)

fixacdo dos conidios na cuticula, 2) germinacdo, 3) penetracdo através da cuticula, 4)
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superacao da defesa imunoldgica do hospedeiro, 5) proliferacdo no interior do hospedeiro, 6)

crescimento sobre o hospedeiro morto e 7) producgdo de conidios” (Figura 1).
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Figura 1: Ciclo de infeccéo de fungos artropodopatogénicos (MASCARIN;
PAULI, 2010- Adaptado).

Para que aconteca a fixacdo ou adesdo dos conidios a cuticula dos hospedeiros,
algumas interacGes proteicas e enzimaticas devem ocorrer. Ecto-enzimas como catalases
(CAKMAK; MARSCHNER,1992), peroxidases (VIEIRA; LUPETTI; FATIBELLO-FILHO,
2003) e superdxido dismutase (BEYER; FRIDOVICH, 1987) ja foram descritas como as
responsaveis por manter a integridade de conidios de M. anisopliae no ambiente. A enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), encontrada na superficie de conidios de
Metarhizium, apresenta uma grande importancia para a interacdo da superficie conidial com o
artropode alvo (BROETTO et al., 2010). Wang e St. Leger (2007) avaliaram a presenca de
uma proteina do tipo adesina 1 (MAD 1) em conidios de M. anisopliae, e observaram que
quando esta proteina foi suprimida, a germinacdo foi atrasada e ndo houve a formacédo de
blastosporo, dessa forma, a viruléncia do fungo para lagartas de Manduca sexta foi reduzida.
A presenca de algumas enzimas, como esterases e proteases, que ocorrem na superficie dos
conidios ndo germinados, sdo muito importantes nessa etapa, pois elas alteram a superficie do
tegumento do hospedeiro, favorecendo a nutricdo e a germinacdo do fungo (ST LEGER et al.,
1991).
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Além disso, a atividade de enzimas do tipo lipases, que também podem estar presentes
na superficie de conidios de M. anisopliae, aumenta as interac6es hidrofébicas, uma vez que a
exocuticula dos artrépodes é composta quase que em sua totalidade por lipidios, liberando
acidos graxos que favorecem a adesdo (SILVA et al, 2010). Beys-da-Silva (2009)
descreveram pela primeira vez uma lipase presente na superficie do conidio de M. anisopliae
capaz de hidrolisar diferentes substratos lipidicos, portanto, favorecendo a interagcdo do fungo
com a epicuticula, visto que a mesma é formada exclusivamente por lipidios.

Uma vez estabelecida a adesdo dos conidios, e em condi¢cBes favoraveis de
temperatura, umidade e luz, inicia-se a germinacdo que ocorre em até 24 horas
(BITTENCOURT et al., 1999a; SCHRANK; VAINSTEIN, 2010). O conidio germinado
forma o tubo germinativo através da dilatacdo da extremidade distal das hifas, formando uma
estrutura especializada na penetracdo, denominada apressorio, o qual dara origem ao grampo
de penetracdo, que de forma mecéanica adentra a superficie cuticular do hospedeiro
(ARRUDA et al., 2005). Atrelado a pressdo fisica do grampo de penetracdo ocorre também
degradacdo enzimatica, mecanismo quimico envolvendo a secrecdo de enzimas hidroliticas,
como proteases, quitinases e lipases que sdo responsaveis pela degradacdo dos principais
constituintes da cuticula (SOUZA, 2007; SCHRANK; VAINSTEIN, 2010).

As proteases estdo envolvidas nos processos de formacdo e germinacdo dos conidios e
hidrolise das cadeias polipeptidicas em moléculas menores, que serdo absorvidas pelas células
e as quitinases hidrolizam a quitina presente na cuticula. As lipases fracionam os lipidios
existentes na superficie dos artropodes, para posterior metabolizacdo pelos microrganismos
(ARRUDA, 2005). Desta forma, sugere-se que a acdo das lipases preceda a das proteases,
uma vez que a epicuticula dos artrépodes apresenta lipidios em sua composicdo e esta € a
primeira barreira a ser quebrada (ST LEGER; COOPER; CHARNLEY, 1986). A ultima
enzima a atuar € a quitinase, uma vez que é necessaria a acao da atividade proteolitica para
hidrolisar a estrutura fisica da cuticula de artropodes, que é recoberta por uma matriz de
natureza proteica, sendo as fibras de quitina as responsaveis por ancorar essas proteinas
(BIDOCHKA,; ST LEGER; ROBERTS, 1997). Em resumo, para transpor a epicuticula, o
principal mecanismo utilizado pelo fungo é o quimico, enquanto que para a transposicdo da
procuticula, camada mais profunda da cuticula, ambos os mecanismos, quimico e fisicos,
estdo envolvidos (GOETTEL et al., 1989) (Figura 2).
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Figura 2: Esquema das camadas da cuticula do artrépode, detalhando a penetragéo
do fungo, bem como as enzimas envolvidas neste processo (BEYS-SILVA, 2009).

Apos a penetracdo, o fungo precisa driblar o sistema imunologico do hospedeiro.
Nesta fase s@o utilizadas duas estratégias principais para o sucesso da colonizacao, a primeira
trata-se da diferenciacdo em células que ndo sao reconhecidas pelo sistema imune e a segunda
o fungo produz substancias imunomoduladoras que suprimem o sistema de defesa do
hospedeiro, acarretando em diminuicdo das células da resposta imune celular (SCHRANK;
VAINSTEIN, 2010; FREITAS et al., 2015; FIOROTTI et al., 2018).

Na hemocele do hospedeiro, o fungo desenvolve uma estrutura denominada de
blastosporo que é derivada das hifas (CHO et al., 2006). Nessa fase, acontece a liberacdo de
toxinas e 0 esgotamento dos nutrientes que sdo utilizados como fonte de alimento para o
fungo, resultando na morte do hospedeiro (SOUZA et al., 2007; SCHRANK; VAINSTEIN,
2010). Os fungos do género Metarhizium podem secretar uma enzima chamada de trealose
acida, responsavel pela hidrélise da trealose que é o principal acucar presente na hemolinfa e
é utilizada pelo hospedeiro como fonte de nutriente, desse modo, os fungos consomem a
trealose esgotando as reservas nutricionais do artropode (XIA; CLARKSON; CHARNLEY,
2002). Além disso, alguns fungos artropodopatogénicos sd@o conhecidos por produzirem
toxinas denominadas de destruxinas, que afetam o sistema de defesa do hospedeiro e ainda
causam danos no sistema muscular e tubulos de Malpighi, de modo que os sistemas de
excrecdo, alimentacdo e mobilidade ficam prejudicados (PAL; ST LEGER; WU, 2007,
SCHRANK; VAINSTEIN, 2010).
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A morte do hospedeiro infectado por fungos artropodopatogénicos geralmente
acontece em até 10 dias, sendo provocada principalmente pela acdo combinada das toxinas
fungicas, pela invasdo dos 6rgéos, obstrugdo fisica da circulacdo, diminuicdo dos nutrientes e
perda de dgua (CHANDLER et al., 2000). Apds a morte, acontece a esporulacdo do fungo na
superficie do cadaver (HARTELT et al., 2008) e segundo Goettel e Inglis (1997), um fungo
apenas se exterioriza no cadaver de seu hospedeiro e esporula caso possua condicbes
apropriadas de temperatura e umidade para o seu desenvolvimento. A esporulacdo ou
producdo de conidios na superficie do cadaver da inicio a etapa de disseminacdo dessa
estrutura pelo ambiente, para que assim outros artropodes possam ser infectados, dando
continuidade ao seu ciclo de vida (SOUZA et al., 2007).

Desta forma, o modo de colonizacdo destes patogenos é alvo de muita pesquisa,
visando principalmente caracterizar os fatores de viruléncia para que assim possam melhorar
este processo de infeccdo fungica (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010).

2.6 Fatores Relacionados a Viruléncia de Fungos Artropodopatogénicos

A patogenicidade de um microrganismo esta relacionada a capacidade de induzir
morbidade e influir na mortalidade de hospedeiros ou em populacdo de hospedeiros
(FERREIRA; CHIEFFI; ARAUJO, 2012). Entretanto, quando atribuido um grau a esta
patogenicidade usamos o termo viruléncia (CHANG et al., 2003). Deste modo, um patégeno
pode ser muito ou pouco virulento, uma vez que a viruléncia esta relacionada com fatores
microbioldgicos, patologicos, ecoldgicos e evolucionarios, influenciando em como o fungo
expressa sua patogenicidade (CASADEVALL,; PIROFSKI, 1999).

A producéo de toxinas e a secrecdo de enzimas hidroliticas sdo importantes fatores de
viruléncia de M. anisopliaes.]. (CLARKSON; CHARNLEY, 1996). A micotoxina mais
importante produzida por este fungo € a destruxina (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010), os
isolados de Metarhizium que possuem uma maior producéo de destruxina tendem a ser mais
virulentos (SREE; PADMAJA; MURTHY, 2008). Entretanto, St Leger, Cooper, Charnley
(1993) afirmaram que a viruléncia de um isolado ndo esta relacionada a apenas um
componente fungico.

Com relacdo as enzimas secretadas por M. anisopliae s.l., as proteases desempenham
funcbes essenciais na viruléncia deste patégeno. E por meio da acdo destas enzimas que 0
fungo consegue penetrar na cuticula integra de seus hospedeiros, ap0s a degradagdo
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enzimatica desta primeira barreira (ST LEGER et al., 1991;ST LEGER; COOPER,;
CHARNLEY, 1993; FREIMOSER et al., 2003). Outra enzima fortemente relacionada a
viruléncia dos fungos artropodopatogénicos é a lipase, essa enzima aumenta a adesdo dos
conidios a superficie dos hospedeiros para assim iniciar a infeccdo, além de atuar na
degradacéo da epicuticula dos artropodes que é composta basicamente por lipidios, auxiliando
também na penetracdo do fungo (STEHR et al., 2003). Neste contexto, isolados altamente
virulentos apresentam quantidades consideraveis de proteases, quitinases e lipases, sendo
estas enzimas muito ativas e muito necessarias para a penetracdo na epicuticula hidrofébica e
na cuticula altamente proteica (ROBERTS; GUPTA,; ST LEGER, 1992).

Entretanto, existem alguns fatores que podem ser negativos para os fungos, como por
exemplo, a expressao diferenciada das superoxido-dismutases (SODs) que sdo enzimas que
atuam como um sistema de defesa contra espécies reativas de oxigénio (SCHRANK et al.,
1993; BITTENCOURT, 1998) e a presenca de micovirus com genoma de dsRNA
(GIMENEZ-PECCI et al., 2002; TIAGO et al., 2004) podem influenciar negativamente na
viruléncia de M. anisopliae, s.l., reduzindo seu potencial.

Além dos fatores intrinsecos, a adi¢cdo de substancias as suspensées fungicas podem
aumentar a viruléncia deste microrganismo. Diversos trabalhos demonstraram que a adi¢do de
Oleos e espalhantes adesivos a suspensdes fungicas aumentam a acdo destes patdgenos no
controle de R. microplus (ANGELO et al., 2010; MARCIANO et al., 2013; CAMARGO et
al., 2014; CAMARGO et al., 2016). J& que estes adjuvantes aumentam a interacdo entre 0s
conidios do fungo e a cuticula dos carrapatos (CAMARGO et al., 2012), aumentando assim o

potencial patogénico do fungo.

2.7 Proteases

Proteases sdo enzimas capazes de hidrolisar as cadeias polipeptidicas em cadeias
menores, para gque sejam absorvidas pelas células. Elas estdo envolvidas nos processos de
formacdo e germinacdo dos conidios e na degradacédo de constituintes da cuticula (ST LEGER
et al., 1987;TIAGO; SILVA, 2007).

As proteases sdo consideradas como essenciais no processo de infeccdo de
Metarhizium, por participarem ativamente da hidrdlise da porcdo proteica da cuticula (ST
LEGER; BIDOCHKA; ROBERTS, 1994). Além da funcdo de auxiliar na penetragdo da
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cuticula, as enzimas permitem a utilizacdo das proteinas do hospedeiro na nutricdo e agem em
resposta as defesas do artropode através da hidrolise de peptideos antimicrobianos e
inibidores de proteases (VILCINSKAS, 2010).

Durante o processo infeccioso, pelo menos trés tipos diferentes de enzimas séo
produzidas, sendo elas as serino-proteases do tipo subtilisina (Prl), tripsina (Pr2) e uma
metaloprotease (ST LEGER; BIDOCHKA; ROBERTS, 1994). As tripsinas e subtilisinas
pertencem a superfamilias distintas de serino-proteases, pois apesar de apresentarem
mecanismos cataliticos similares, elas evoluiram de maneira independente. Em um estudo que
avaliava o modo de infeccdo do fungo, pelo menos 14 isoformas de proteases foram
detectadas por zimogramas (ST LEGER; JOSHI; ROBERTS, 1998).

Anélises de etiquetas de sequéncia expressas (ESTs) indicaram a presenca de 11
isoformas de Prl, que foram classificadas de Pr1A a PrlK, a maior quantidade ja observada
em fungos (FREIMOSER et al., 2003; BAGGA et al., 2004). Dentre as isoformas de Prl, a
primeira, PrlA, merece destaque durante o processo de infeccdo. Em um experimento
realizado, St Leger et al. (1996a), 0s mesmos observaram que linhagens com super expressao
dessa isoforma reduziram o tempo de morte de larvas de Manduca sexta em até 25%,
ocorrendo também reducao no consumo de alimentos em 40% enquanto Vivos.

Além disso, a protease Pr1A é uma das primeiras a ser secretada durante o processo de
degradacdo da cuticula (BAGGA et al., 2004; FREIMOSER; HU; ST LEGER, 2005).Em
estudos protebmicos, esta isoforma de Prl foi detectada no processo de infeccdo de diversos
hospedeiros, dentre eles R. microplus (SANTI et al., 2010) e Dysdercus peruvianus (BEYS-
DA-SILVA et al., 2014), demonstrando que a Pr1A nao esta relacionada com a especificidade
ao hospedeiro, mas com a infeccdo de modo geral.

Javar et al. (2015) avaliaram a Pr1A na infeccdo de Spodoptera exigua e observaram
que esta protease demonstra um aumento gradual na sua expressdo nos estagios iniciais de
infeccdo e atinge um pico de aumento 1.000 vezes maior na etapa de conidiogénese, em
relacdo ao inicio do processo. Desta forma, sugere-se que essa isoforma também tem fungdes
no processo de extrusdo das hifas nos estagios finais, possivelmente disponibilizando
nutrientes. Do mesmo modo, em Galleria mellonella, Smalle Bidochka (2005), verificaram
uma superexpressdo de PrlA no inicio da infeccdo (formacdo de apressorios) e na

conidiogénese.
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Entretanto, outras isoformas de Prl também se mostraram importantes nos estagios
iniciais do processo de infec¢do. Analises protebmicas de M. anisopliae s.l. durante a infecgédo
de Dysdercus peruvianus, realizadas por Beys-da-Silva et al. (2014), demonstraram a
superexpressdo de PrlA, PrlB, PriC e Prll, além de subexpressdo de Prl) nos estagios
iniciais de infeccdo (48h) e que mesmo apds 96 horas do inicio da infeccdo, a PriB
continuava superexpressa. Experimentos de RNA-Seq a partir de RNA extraido de culturas de
M. anisopliae s.l. em cuticulas de R. microplus evidenciam superexpressdo das isoformas de
Prl sendo elasPrlC, Prll, PrlJ e PrlK nas primeiras 48 horas ap6s o inicio do processo,
voltando a niveis basais passadas 144h (STAATS et al., 2014).

Juntamente com as Prl, as proteases do tipo tripsina, ou Pr2, sdo importantes para
transpor a cuticula do hospedeiro. Acredita-se que a atividade da tripsina possa ser
complementar a Prl, desencadeando uma cascata de reacdes que facilitam a penetracdo do
fungo no hospedeiro (ST. LEGER et al., 1996a; MANALIL et al., 2010). St. Leger et al.
(1996b) reportam que duas isoformas de Pr2 encontradas a partir do crescimento fungico em
meio minimo podem estar associadas a formacéo do apressorio e que por este motivo, estas
proteases encontram-se sempre presentes nos primeiros estagios da colonizacdo dos
artropodes. Além disso, Gillespie, Bateman e Charnley (1998) demonstraram que esta enzima
€ uma das primeiras a surgir durante o crescimento in vitro de M. anispoliae s.l., e que
supostamente teria funcéo de produzir peptideos que induzem o surgimento de Prl.

Apesar da funcdo individual de cada protease ainda ndo ser totalmente conhecida,
acredita-se que elas se complementam durante o processo de infeccdo e que sdo importantes
fatores de viruléncia do fungo Metarhizium (ST LEGER et al., 1996a;VILCINSKAS,
2010;ROSAS-GARCIA et al., 2014). Entretanto, as proteases ndo atuam sozinhas no processo
de colonizacdo dos seus hospedeiros. Elas também precisam interagir de maneira sinérgica
com outras enzimas degradadoras de cuticula, para assim hidrolisar de maneira mais eficiente
0s componentes cuticulares (BAGGA et al., 2004; L1 et al., 2010; BUTT et al., 2016).
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2.8 Lipases

Lipases sdo enzimas que catalisam a hidrdlise das ligacGes éster de lipidios gerando
alcoois e 4cidos graxos (BEYS-DA-SILVA, 2009). Os fungos filamentosos, como
Metarhizium anisopliae s.l., apresentam grande capacidade em produzir lipases (CARDENAS
et al., 2001).

J& foram reportadas por Beys-da-Silva et al. (2014), duas enzimas relacionadas com a
degradacdo de lipidios, a lactonohidrolase e a ceramidase, estas lipases foram identificadas
em secretoma de M. anisopliae s.l. e apresentam alta especificidade. A cuticula dos artrépodes
possui diferentes composicdes de lipidios, alguns muito complexos, deste modo, enzimas
altamente especificas sdo importantes para degradacdo das fracdes lipidicas da cuticula do
hospedeiro. Sendo assim, o fungo Metarhizium € capaz de produzir lipases induzidas por
diferentes lipidios como fonte de carbono (SILVA et al., 2005).

Acredita-se que as enzimas lipoliticas sdo as primeiras a serem secretadas para
penetracdo do fungo, tendo em vista que a epicuticula dos artropodes é composta basicamente
por lipidios (BEYS-DA-SILVA et al., 2010a). Além da degradacdo da camada lipidica, a
secrecdo destas enzimas favorece a aderéncia do conidio, através da liberacdo de acidos
graxos livres aumentando a hidrofobicidade e disponibiliza nutrientes iniciais que s&o
utilizados no inicio da germinacdo do conidio auxiliando na formacdo do tubo germinativo
(BEYS-DA-SILVA et al.,2010a).

Além disso, Santi et al. (2010) detectaram lipases durante as primeiras seis horas de
infeccdo e na superficie de conidios. Desta forma, acredita-se que a atividade destas enzimas é
essencial para desencadear todo o processo infectivo. Beys-da-Silva et al., (2010b),
reportaram que, quando a atividade da lipase foi bloqueada utilizando um inibidor especifico,
o controle do carrapato R. microplus ndo foi efetivo, demonstrando a importancia desta classe

de enzimas no inicio do processo de infeccéo.

2.9 Enzimas oxidativas

Em resposta a colonizacdo fungica, o sistema imunolégico do artrépode ativa
substancias como a profenoloxidase, que atuam na cuticula e na hemolinfa desencadeando
uma série de reacdes que resultam na producdo de melanina (LOVETT; ST LEGER, 2014). A

partir de entdo se inicia um processo de melanizacdo para tentar proteger o hospedeiro
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infectado, produzindo espécies reativas de oxigénio que sdo metabdlitos toxicos para o fungo
(BOGDAN; ROLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000; KOMAROV et al., 2009).

Diante disto, diversos autores reportaram a presenca de proteinas relacionadas com a
detoxificacdo/protecdo do fungo contra espécies reativas de oxigénio, que sao enzimas oxidativas,
sendo elas: Superoxido Dismutases (SOD), Catalases e Peroxidases (FREIMOSER et al., 2003;
2005; DUTRA et al., 2004; SANTI et al., 2009; SANTI et al., 2010; BEYS-DA-SILVA et al,,
2014).

As SODs sdo metaloenzimas antioxidantes que catalisam a reducdo desproporcional
(dismutacédo) de radicais superdxido (O2). Esta enzima foi isolada em 1938 por Mann e Keilin,
mas apenas em 1969 Mccord e Fridovich descobriram a funcdo das SODs. Para o fungo M.
anisopliae s.l. foi descrita a presenca de trés SODs, denominadas: CuZnSOD, MnSOD e FeSOD
(BASSANESSI, 1992; SCHRANK et al., 1993; WAGNER et al., 2001).

Catalases e peroxidases sdo as enzimas que degradam H>O> em agua e oxigénio,
diminuindo assim os niveis intracelulares de peroxido de hidrogénio (WANG; ST LEGER,
2007). Essas enzimas, juntamente com as superoxido dismutases, sdo 0S mecanismos de
defesa primarios da célula contra as especies reativas de oxigénio. Miller et al. (2004),
demonstraram haver um aumento da atividade de catalase durante a germinacéo e crescimento
de M. anisopliaes.l.

Li et al. (2017), realizaram um estudo utilizando uma cepa mutante de Metarhizium
acridum que possuia um gene analogo ao gene que esta ligado com a producdo de catalases e
peroxidases, este gene mutante (MakatG1) reduz a producdo destas enzimas. Ao exporninfas
de Locusta migratoria a cepa selvagem e a cepa mutante, observaram que o gene mutante
diminuiu a viruléncia, germinacéo e formacéo do apressorio, quando comparado com a cepa
selvagem.

Outra funcdo importante das enzimas antioxidantes € a protecdo dos conidios no
ambiente contra as espécies reativas de oxigénio formadas pela radiacdo solar ultravioleta
(UV-A e UV-B). Sendo a alta tolerancia a radiacdo UV muito importante para o sucesso de
Metarhizium como agente comercial para controle de pragas (SANTI et al., 2010).

Deste modo, as enzimas oxidativas sdo favoraveis ao fungo durante os processos de
penetracdo e colonizacgdo, assim como na manutencdo da viruléncia destes microrganismos no

ambiente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de Realizagéo dos Experimentos

Os experimentos foram realizados de janeiro/2017 a margo/2018 nas instalagdes do
Laboratério de Controle Microbiano (LCM) localizado na Estacdo Experimental para
Pesquisas Parasitoldgicas Wilhemn Otto Neitz (EPPWON) do Departamento de Parasitologia
Animal (DPA), Instituto de Veterinaria (1) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), Seropédica - RJ, Brasil.

3.2 Obtencao e Selecéo dos Isolados de Metarhizium anisopliaes.l.

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados quatro isolados brasileiros (IBCB
116, IBCB 383, IBCB 410 e IBCB 481) do fungo Metarhizium anisopliae s.l. (Tabela 1). Os
isolados foram gentilmente cedidos a UFRRJ pelo Instituto de Biologia de Séo Paulo aos

cuidados da professora Dr? Vania R. E. P. Bittencourt.

Tabela 1 - Isolados brasileiros de Metarhizium anisopliae s.l.,
substrato/hospedeiro de isolamento e regides geogréaficas de origem.

Isolado Substrato de isolamento Orlgferp
geografica
IBCB 116 Solo Contagem--MG
IBCB 383 Mahanarva fimbriolata Agua Branca -— SP
(Homoptera: Cercopidae)
IBCB 410 Lepidoptera Petar-lporanga - SP
IBCB 481 Solo Campinas - SP

A escolha dos isolados foi baseada em um estudo prévio realizado por Quinelato et al.
(2012) que demonstrou variacdo na viruléncia entre 30 isolados de Metarhizium spp. para

larvas de R. microplus.
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3.3 Manutengao dos isolados fungicos

Os isolados encontravam-se preservados em 6leo mineral na micoteca do LCM. Para
recuperagéo, todos foram inicialmente repicados em placas de Petri (90 x 15 mm — Prolab®)
contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) (Kasvi®) e mantidos em camara
climatizada do tipo B.O.D. (Biological Oxygen Demand) a 25 £+ 1°C de temperatura ¢ UR >
80% por 15 dias.

3.4 Infecgdo in vitro de Fémeas Ingurgitadas de Rhipicephalus microplus

3.4.1 Preparo das suspensoes fungicas e viabilidade dos conidios

A elaboragdo das suspensdes foi realizada a partir das placas com os respectivos
isolados. Os conidios de cada isolado fungico foram raspados da superficie do meio de cultura
e suspensos em agua destilada estéril acrescida de Tween® 80 (Vetec®) a 0,01%.

As suspensdes iniciais foram elaboradas na concentragdo de 1x108 conidios mL™ e
quantificadas com auxilio de cAmara de Neubauer (Kasvi®e microscépio dptico (Nikon®)
segundo Alves (1998). Na sequéncia, foi realizada uma diluicdo decimal seriada para a
obtencéo das suspensdes na concentracdo de 1x107 conidios mL™.

Uma aliquota da suspensdo contendo 1x107 conidios mL? de cada isolado de M.
anisopliae s.l. foi depositada em placa de Petri contendo meio BDA, sendo incubadas sob
temperatura de 25 + 1°C e U.R. > 80% durante 24 horas. A determinagdo do percentual de

germinacdo dos conidios foi realizada segundo Alves (1998).

3.4.2 Obtencédo das fémeas ingurgitadasde Rhipicephalus microplus

Para a obtencdo das fémeas ingurgitadas, trés bezerros foram artificialmente infestados
por trés dias consecutivos com larvas provenientes de 500 mg de ovos previamente separados.
Todo o procedimento antes de sua execucdo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA)-da UFRRJ tendo como numero de protocolo 113/2014. Apos 21 dias da
infestacdo, as fémeas totalmente ingurgitadas que se desprendiam dos animais foram

coletadas do chdo das baias. No laborat6rio, as mesmas foram lavadas em agua corrente e
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higienizadas com solucdo de hipoclorito de sodio a 0,05% por trés minutos para a assepsia
externa da cuticula. Cada fémea foi individualmente pesada e separada em classes de peso
segundo a formula de Yule (SAMPAIOQ, 2002) para assim formarem os grupos de carrapatos.

3.4.3 Ensaio biolégico com fémeas ingurgitadas

Para o0 ensaio bioldgico, foram formados nove grupos contendo dez fémeas cada: um
grupo controle, que recebeu tratamento com agua destilada estéril e Tween® 80 a 0,01%,
quatro grupos tratados com suspensdo aquosa na concentracdo de 1x10’conidios mL™ e
quatro grupos tratados com suspensdo na concentragdo de 1x108 conidios mL?, sendo um
grupo para cada isolado de Metarhizium. Os ensaios foram repetidos duas vezes.

O tratamento foi realizado a partir da imersdo individual das fémeas em um mL da
suspensdo fungica do respectivo isolado ou agua destilada estéril e Tween® 80 a 0,01%
(controle) durante trés minutos. Apos o tempo de tratamento, foi retirado 0 excesso de
suspensdo, sendo cada fémea fixada em decubito dorsal nas placas de Petri contendo fita
adesiva e mantidas em B.O.D. a 27 = 1°C e UR > 80% para a observa¢do dos parametros
biologicos. Diariamente, a postura de cada fémea foi pesada e armazenada em frascos de
vidro, mantidos sob as mesmas condic¢des descritas acima, para a determinagdo do percentual
de eclosdo das larvas. Ao final do experimento, o peso residual de cada fémea do grupo
também foi determinado com auxilio de balanca de precisdo (Shimadzu®).

Os parametros bioldgicos avaliados foram Peso Total da Massa de Ovos (P.T.M.O.),
indice de Producdo de Ovos (I.P.0.), Percentual de Eclosdo das Larvas (P.E.L.) e indice
Nutricional (I.N.) de acordo com as formulas descritas por Bennett (1974). Para a
determinacdo da eficidcia do tratamento in vitro foram calculados também a Eficiéncia
Reprodutiva (E.R.) e o Percentual de Controle (% Controle) baseado nas férmulas de
Drummond et al. (1971).

3.4.4 Reisolamento fangico

Apos avaliacdo dos parametros bioldgicos das fémeas ingurgitadas dos grupos tratados

e controle foram incubadas em cdmara tmida ¢ mantidas em B.O.D. a 25 £1°C ¢ UR > 80%
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para facilitar o desenvolvimento e externalizacdo do fungo e posterior confirmagdo de suas
caracteristicas macro e micromorfolégicas (BISCHOFF; REHNER; HUMBER, 2009).

3.45 Andlise estatistica

A estatistica dos ensaios bioldgicos foi realizada a partir do programa BioEstat 5.3
(Instituto de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraud), sendo os dados paramétricos avaliados
pela analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey (comparagdo entre as médias)
e ndo paramétricos pelo teste de Kruskal Wallis seguido de Student-Newman-Keuls (SNK)

(comparacdo entre as ordenacdes médias) com nivel de significancia de 5% (p>0,05).

3.5 Avaliacdo da producéo conidial

3.5.1 Producéo conidial em meio de culturabatata-dextrose-agar

Para a realizacdo da quantificacdo da producédo conidial dos isolados foram preparadas
quatro suspensdes fiingicas na concentracdo de 1x10° conidios mL™* (uma suspensdo para
cada isolado fungico). Cinco microlitros (UL) de cada suspensdo foram inoculados no centro
de placas de Petri de 90 x 15 mm de diametro contendo meio de cultura BDA, sendo feitas
seis réplicas. Apds a inoculacdo do fungo, as placas foram mantidas em camaras com
temperatura e umidade controladas (25+1°C e UR > 80%) durante 15 dias.

Em cada colbnia, foram realizados trés cortes de 0,7 cm? de uma amostra do centro,
uma da porcdo mediana e uma da periferia da colonia. Na sequéncia, os cortes foram
ressuspendidos em tubos contendo dez mL de agua destilada estéril e Tween® 80 a 0,1%,
sendo agitados vigorosamente em aparelho do tipo vortex (Kasvi®) por 1 minuto. A
quantificacdo foi realizada a partir de 10 puL de suspensdo através da observacdo direta em
microscopio oOptico com auxilio de camara de Neubauer. Com base nos valores obtidos
calculou-se a quantidade de conidios produzidos por area (cm?) (adaptado de FREGONESI;
MOCHI; MONTEIRO, 2016).

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa Bio Estat 5.3, utilizando o
teste de Kruskal Wallis seguido de Student-Newman-Keuls (SNK) (comparacdo entre as
ordenacBes médias) com nivel de significancia de 95% (p<0,05). Os gréficos foram

produzidos utilizando o programa GraphPad® Prism 5.
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3.5.2 Producéo dos conidios em arroz

A partir dos conidios obtidos do cultivo em meio de cultura artificial, foram
preparadas suspensdes aquosas de cada isolado fungico na concentragdo de 1x108 conidios
mL?, que foram quantificadas com auxilio de camara de Neubauer e microscopio 6ptico
segundo Alves (1998). Em capela de fluxo laminar (Airstream®), um mL de suspensdo de
cada isolado foi inoculado em sacos de polipropileno de 36 x 40 x 0,01cm, contendo 500 g de
arroz parboilizado e 150 mL de solucdo peptonada a 0,5% previamente autoclavados
(Adaptado de SANTI et al., 2010). Os sacos foram identificados e devidamente vedados com
auxilio de fita adesiva. Posteriormente, foram armazenados em B.O.D a temperatura de
25+1°C e U.R. > 80% por 20 dias. Durante todos os dias do experimento os sacos foram
manualmente agitados para a fragmentacdo de agregados e dispersdo do fungo por todo
substrato.

Apos os vinte dias, 0s sacos com os substratos foram retirados da B.O.D e colocados
em estufa com temperatura de 28°C durante trés dias para reduzir a umidade relativa. Na
sequéncia, o arroz foi peneirado para a retirada dos conidios com auxilio de peneirador
automatico (Bertel® IndUstria Metaldrgica Ltda). A producdo conidial total foi pesada e
calculado o percentual de rendimento levando em consideracdo a producéo de conidios (g) em
100 g de arroz (ALVES, 1998). ApoOs pesagem, os conidios foram conduzidos para a
realizacdo dos estudos enzimaticos (Adaptado de SANTI et al., 2010).

3.6 Estudos enzimaticos

3.6.1 Extracdo proteica conidial

Para a realizacdo da extracdo das proteinas da superficie conidial (PSC) e das
proteinas intracitoplasmaticas conidiais (PIC) foram utilizados conidios provenientes do
crescimento em arroz (item 3.5.2). Inicialmente, para cada um grama (1g) de conidios, foram
adicionados 2,5 mL de tampéo de extracéo (Tris-HCI 50mM pH 8,0 + Triton X-100 a 0,25%).

Na obtencdo de PSC, os conidios foram vigorosamente agitados por cinco minutos em
vortex (Kasvi®), sendo sequencialmente separados da fracdo liquida com o auxilio de

centrifuga refrigerada (Hettich®) a 5000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante obtido foi filtrado
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com filtro Millex 0,22 um (Millipore®), dividido em aliquotas e armazenados a -20°C até a
realizacdo dos ensaios enzimaticos (SANTI et al., 2010).

Apbs a extracdo da PSC, o sedimento obtido na centrifugacdo foi utilizado para
obtencdo da PIC. Para a ruptura da parede conidial, os conidios foram transferidos para
cadinhos estéreis de porcelana e macerados com auxilio de pistilo em nitrogénio liquido.
Assim como para PSC, as fases de extracdo, centrifugacao, filtragdo e armazenamento foram
realizadas como descrito anteriormente pra PSC.

3.6.2 Extracéo proteica micelial

Para a extracdo das proteinas miceliais, os isolados fungicos foram crescidos em meio
minimo liquido (0,6% de NaNOs; 0,05% de KH2PO4 e 0,05% de MgSO4). Um mL de cada
suspensdo fungica na concentracdo de 1 x 10° conidios mL? foi introduzido em frascos
Erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL de meio minimo enriquecido com 1% de cuticula de
fémeas de R. microplus e 1 % de estearato de colesterol (Sigma®) (BEYS-DA-SILVA et al.,
2010b). Todos os isolados foram crescidos em triplicata e incubados em agitador orbital a
25°C e 150 rpm por 72 horas.

A obtencéo das proteinas do secretado micelial (PSM) foi obtida a partir da adicdo de
250 pL de tampao de extrag¢ao (SILVA et al., 2005) nos frascos contendo os isolados fangicos
crescidos em meio minimo e agitagdo manual durante cinco minutos. Na sequéncia, o micelio
foi separado da fracéo liquida usando papel de filtro (Whatman® n® 1) com auxilio de bomba
de vacuo (Neuoni®). O liquido obtido foi filtrado por sistema de microfiltragdo (Millex 0,22
um Millipore®) e aliquotado em microtubos, sendo mantido armazenado a -20°C até a
realizacdo dos ensaios enzimaticos.

Para a obtencdo das proteinas intracitoplasmaticas miceliais (PIM), os micélios de
cada isolado obtidos apds extracdo de PSM foram pesados individualmente, transferidos para
cadinhos estéreis e macerados em nitrogénio liquido. Na sequéncia, foram adicionados
tampao de extracdo na propor¢do 1:2,5 (p/v) e 0 macerado mais o tampao de extracdo foram
transferidos para tubos de polipropileno de fundo cdnico, sendo agitados com auxilio de
vortex (KASVI®) por cinco minutos. O PIM foi separado do sedimento com auxilio de
centrifuga refrigerada (5000 rpm por 3 minutos). A fracdo liquida foi filtrada por sistema de
microfiltragdo (Millex 0,22 um Millipore®) sendo aliquotada e também armazenada a -20°C

até a realizacdo dos experimentos.
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3.6.3 Determinacdo da concentracdo de proteinas totais

A determinacdo da quantidade de proteina total (ug/mL) de PSC, PIC, PSM e PIM foi
realizada segundo o método de Lowry modificado (MARKWELL et al., 1978), sendo a
curva padrdo elaborada a partir de dilui¢bes seriadas (de 0,5 a 5 pg/mL) de albumina sérica
bovina (Sigma®) como padrdo. A absorbancia das amostras e da curva padrdo foram
mensuradas em triplicata com auxilio de espectrofotdmetro (Boeco Germany®) a 595 nm. Os
valores da concentracdo de proteinas totais foram utilizados para realizar as correces dos

valores das atividades enzimaticas.

3.6.4 Determinacao da atividade proteolitica total

A atividade proteolitica total foi caracterizada a partir da hidrélise da azocaseina
(Sigma®) (SANGORRIN et al., 2001). Em microtubos de 1,5 mL de volume, 100 pL de
amostra, 100 puL de solucdo de azocaseina a 2% e 200 pL de tampdo fosfato de sodio
(Merck®) a 50 mM e pH 7,9 foram incubados em banho-maria (Quimis®) a 50°C por 15
minutos. Para a realizacdo do branco, foram utilizados somente o tampéo fosfato de sodio e 0
substrato de azocaseina. Ap0s incubacdo, a reacdo foi paralisada com a adicdo de 800 pL de
acido tricloroacético (Merck®) a 20%. As amostras foram centrifugadas a 4000 x g por 5
minutos e a absorbancia determinada por leitura em espectrofotdmetro (Boeco Germany®) a
400 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos trés vezes para ambos 0s
grupos.

Uma unidade enzimatica especifica (U especifica) foi definida como a quantidade
capaz de aumentar a absorbancia em 0.1 unidade quando comparado ao branco (controle)
durante uma hora em funcéo da concentracdo de proteinas totais obtidas (U/ug) (SANTI et al.,
2010).
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3.6.5 Determinacéo da atividade proteolitica de Prl

A atividade enzimatica da serino protease tipo subtilisina (Prl) foi determinada pela
hidrolise de 5 pL do substrato cromogénico N-suc-ala-ala-pro-phe-pNA (Sigma®) 1 mM.
Cinco microlitros de cada amostra foram incubados com o substrato em 90 pL de tampéo
Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 (Sigma®). Os ensaios foram mantidos a 37°C por 30 minutos e a
absorbancia mensurada em espectrofotdmetro (ThermoCientific®) equipado com termostato e
agitador a 405 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos trés vezes para
ambos os grupos.

A atividade enzimatica foi calculada a partir da curva padrao de p-nitroanilina, sendo
considerada uma U especifica a quantidade de enzima capaz de produzir um pmol de p-

nitroanilina por hora por micrograma de proteina (U especifica) (U/ug) (SANTI et al., 2010).

3.6.6 Determinacdo da atividade proteolitica de Pr2

A atividade enzimatica da serino protease do tipo tripsina (Pr2) foi determinada pela
hidrolise de 5 pL do substrato cromogénico Bz-phe-val-arg-pNA (Sigma®) a 1 mM. Assim
como para Prl, tanto a realizacdo do ensaio enzimatico quanto o calculo das U especificas

enzimaticas seguiram a metodologia descrita no topico 3.6.5.

3.6.7 Determinacdo da atividade lipolitica

A atividade lipolitica foi determinada pela hidrolise do substrato cromogénico p-
nitrofenol palmitato (pNPP) (Sigma®) (BEYS-DA-SILVA et al., 2010a). Para a preparacio do
substrato, foi elaborada uma emulsao na propor¢ao de 1:9 da solugdo A (1:3 p/v de pPNPP em
isopropanol) com a solucéo B (450 mL de Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (Sigma®); 0,5 g de goma
arébica (Tonbras®) e 2 g de Triton X-100 (Impex®)). Para o ensaio enzimatico foram
adicionados 10 pL de amostra e 90 pL de emulsio em microplacas de 96 pogos (TPP®).

As leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotbmetro
(ThermoScientific®) a 410 nm no tempo zero (T0), que marca o tempo imediato apds a
aplicagdo da emulsdo sobre a amostra, e 30 minutos apds incubagdo das mesmas a 37°C

(T30). A atividade enzimaética lipolitica foi determinada pela subtragdo dos valores de
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absorbéncia de T20 — TO e os valores foram calculados em fun¢do de uma curva de p-
nitrofenol previamente elaborada.

A definicdo de uma U especifica de lipase foi determinada como a quantidade de
enzima necessaria para liberar um pmol de p-nitrofenol por hora por micrograma de proteina
nas condigdes supracitadas. Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos trés
vezes para todos os grupos, tendo o branco sido descontado do valor das absorbancias de cada
amostra (SANTI et al., 2010).

3.6.8 Determinagdo de Superoxido Dismutase

O ensaio de superoxido dismutase (SOD) foi realizado de acordo com metodologia
proposta por Beyer e Fridovich (1987). Um mL de solucdo contendo tampéo fosfato de
potassio 50 mM pH 7,8; L-metionina 13 mM; nitroblue tetrazdlio cloreto (NBT) 75 mM; 0,1
mM de EDTA e 0,025% de Triton X-100 foi adicionado em tubos de ensaio. Para inicio das
reacdes, a amostra e riboflavina 10 mM foram adicionados junto a solu¢do ao mesmo tempo,
sendo os tubos acondicionados sob luz fluorescente por 15 minutos. Apos esse periodo, a
absorbéancia foi determinada a 560 nm. Uma unidade especifica de SOD foi caracterizada
como a reducdo de NBT por mL por hora em funcdo da concentracdo de proteinas totais da

respectiva amostra.

3.6.9 Determinacao de Catalase

A atividade de catalase foi determinada usando peréxido de hidrogénio (H202) como
substrato (CAKMAK; MARSCHNER, 1992). Vinte e cinco microlitros de cada amostra
foram adicionados em dois mL de tampdo fosfato a 25 mM pH 8,0 acrescido de 10 mM de
H202,sendo a atividade enzimatica estimada durante trés minutos a 240 nm. Uma unidade de
catalase (U especifica) foi caracterizada como a reducdo na absorbancia por hora em funcao

da concentragdo de proteinas totais amostradas (SANTI et al, 2010).

3.6.10 Determinacao de Peroxidase

A atividade da peroxidase foi determinada a partir da formacdo de tetraguaiacol

(VIEIRA; LUPETTI; FATIBELLO-FILHO, 2003). A reacdo foi caracterizada a partir da
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inclusdo de 100 pL de amostra em tampédo fosfato 0,1 M pH 6,5 acrescido de guaiacol
(50mM) e H20- (10,3 mM). A variacdo foi monitorada durante cinco minutos a 470 nm, no
qual uma U especifica foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir um
aumento de 0,001 na absorbancia por hora por pug de proteina sob as condi¢des descritas
acima (SANTI et al., 2010).
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4 RESULTADOS

4.3 Avaliagdo da Producéo Conidial

A producédo de conidios em meio BDA variou de acordo com cada isolado (Figura
4). O isolado IBCB 383 apresentou a maior concentragdo de conidios por area (10,4 x 10°
conidios/cm?), considerada significativa (p<0,05), quando comparado com 116 (3,52 x 10°
conidios/cm?), IBCB 410 (4,72 x 10° conidios/cm?) e IBCB 481 (6,05 x 10° conidios).

Producio conidial

15 b
=
— 10' a
o
£ a
=]
< -
\E 5_
=1
@)
0 T [

IBCB116 IBCB383 IBCB410 IBCB 481

Figura 3: Média e desvio padrdo da producdo conidial dos isolados
brasileiros de Metarhizium anisopliae s.l. crescidos em meio de
cultura batata-dextrose-4gar (BDA), durante 15 dias sob condicdes
controladas de temperatura e umidade (25+1°C e UR>80%). Média
seguida da mesma letra ndo difere significativamente entre si no teste
de Kruskal-Wallis seguido do teste Student-Newman-Keuls (p>0,5)

Com relacdo a producdo conidial apOs crescimento em arroz, o rendimento foi

determinado em porcentagem para cada um dos isolados. Assim como em meio de cultura

artificial o isolado IBCB 383 apresentou a maior conidiogénese, apresentando rendimento
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superior (10%) aos demais (7% para IBCB 481, 6% para IBCB 410 e 0,2% para IBCB 116),
produzindo cerca de até 0,1 g de conidios por g de arroz processado.

4.4 Viabilidade dos conidios

Em todos os isolados de M. anisopliae s.l. estudados, o percentual de germinacdo dos
conidios foi superior a 98% ap6s 24 horas de incubacdo em BOD a 25 + 1°C e U.R. > 80%.

4.5 Bioensaio com fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus

Todos os parametros biologicos avaliados a partir do tratamento de fémeas de R.
microplus encontram-se dispostos na Tabela 3. N&do houve diferenca estatistica no P.1.F. das
fémeas entre os grupos, de modo que todas as alteragdes encontradas nos parametros
biologicos foram causadas pelo tratamento fungico. Em relagdo ao P.T.M.O., os isolados
IBCB 383, IBCB 410 e IBCB 481, somente na maior concentracio testada (102 conidios mL-
1), foram capazes de reduzir significativamente em torno de 21%, 31% e 33%,
respectivamente, o peso médio de ovos obtidos até o final da postura das fémeas quando
comparados ao grupo controle.

Para o P.E.L., com excecdo de IBCB 116, os demais isolados reduziram
significativamente a eclodibilidade das larvas de R. microplus quando comparados ao grupo
controle, com redugdes variando entre 7,1% (IBCB 383 - 10’ conidios mL™) e 18,9% (IBCB
410 - 108 conidios mL™).

Em relacdo ao I.P.O., trés isolados fungicos foram capazes de alterar este parametro.
Na concentracdo de 10® conidios mL?, os isolados IBCB 383, IBCB 410 e IBCB 481
reduziram significativamente em torno de 22%, 32% e 34%, respectivamente, quando
comparados ao grupo controle, entretanto, na concentragdo 10’ conidios mL™, apenas os
IBCB 410 e IBCB 481 apresentaram reducdo significativa deste parametro.

Ja para o I.N., todos os isolados, na maior concentracéo testada (102 conidios mL?) e
0s isolados IBCB 410 e 481 também com a menor concentracdo (10’ conidios mL™),
apresentaram reducdo significativa quando comparados ao grupo controle, registrando
diminuicdes entre 12% (IBCB 410 — 107 conidios mL™) e 27% (IBCB 481 — 108 conidios mL"

1) do parametro em questéo.
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Para os quatros isolados avaliados, o percentual de controle variou entre 14% a 44%,
sendo o IBCB 116 o isolado que apresentou 0s menores percentuais, mesmo na maior
concentracdo. Para os demais isolados, as maiores porcentagens foram registradas para
fémeas tratadas com suspensdes na concentracio de 108 conidios mL™, sendo IBCB 481
considerado o mais eficaz dentre os isolados testados.
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Tabela 2 -Valor médio e desvio padrdo do Peso Inicial da Fémea (P.1.F.), Peso Total da Massa de Ovos (P.T.M.O.), Percentual de Eclosdo das
Larvas (P.E.L.), indice de Producéo de Ovos (I.P.0.), indice Nutricional (I.N.) e Percentual de Controle (% Controle) de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus tratadas por imersdo em suspensdo aquosa de 1x10’ e 1x108 conidios mL™ dos diferentes isolados de Metarhizium
anisopliae s.I. e mantidas a 27 £+ 1°C e U.R. > 80%.

Grupo P.1.LF. (9) P.T.M.O. (9) P. E.L. (%) 1.P.O. I.N. % Controle
CTR 0,2536 + 0,0200 a 0,1482 + 0,0200 a 99,40 £0,92a 58,49 +441a 70,11+7,17a -
IBCB 116 10’ 0,2563 £ 0,0232 a 0,1309 + 0,0269 ac 97,30 = 3,00 ac 51,24 £ 9,74 ac 61,45 + 8,73 ac 14,42
IBCB 116 10° 0,2558 + 0,0228 a 0,1311 +0,0183 ac 97,40+ 1,68 ad 51,28 £5,27 ac 61,01 £ 6,66 bc 14,19
IBCB 383 10’ 0,2563 + 0,0219 a 0,1355 + 0,0162 ac 92,30 + 4,58 bcd 53,18 £ 7,24 ac 64,67 £ 7,36 ac 15,76
IBCB 383 10° 0,2555 +0,0214 a 0,1165 + 0,0338 bc 92,10 + 8,62 bcd 45,48 + 12,47 bed 56,58+ 13,19 bc 26,25
IBCB 410 10’ 0,2561 + 0,0223 a 0,1296 + 0,0169 ac 89,40 * 8,59 bcd 50,71 5,90 bc 61,08 £ 4,99 bc 21,81
IBCB 410 10° 0,2561 + 0,0219 a 0,1013 + 0,0304 bd 80,60 * 28,54 hd 39,69 +11,82d 52,59 £ 13,16 hd 40,71
IBCB 481 10’ 0,2561 + 0,0230 a 0,1270 + 0,0258 ac 87,40 = 19,68 bcd 49,59 + 9,67 bc 60,51 £ 8,66 bc 25,53
IBCB 481 10° 0,2562 + 0,0232 a 0,0993 + 0,0167 d 84,00+12,21 b 38,82 +£6,08d 50,84 £6,93 d 44,67

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).0s resultados foram avaliados usando o teste Kruskal-Wallis
seguido de SNK. O ensaio biolégico foi repetido duas vezes.
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4.6 Atividade Enzimética

4.6.1 Atividade proteolitica geral (azocaseina)

A atividade proteolitica referente a hidrolise da azocaseina encontra-se disposta

na Figura 6. Quando analisadas as atividades conidiais, em relacdo a superficie conidial
(Figura 5A), IBCB 481 e IBCB 410 foram aqueles que apresentaram 0S maiores

nameros de unidades enzimaticas por micrograma de proteina (60,06 + 1,27 U e 18,51 +

0,75 U, respectivamente) diferindo significativamente dos demais isolados. Ja quanto a

porcdo intracitoplasmatica (Figura 5B), novamente os conidios de IBCB 481

apresentaram atividades superiores ao demais isolados (58,95 + 2,49 U), seguidos do

isolado IBCB 116 (35,67 + 1,08 U).
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Figura 4: Atividade proteolitica geral com azocaseina (U/ug) de conidios
dos diferentes isolados brasileiros de Metarhizium anisopliae s.I. da
superficie conidial (A) e da porcao intracitoplasmatica conidial (B) ap6s
crescimento em meio de cultivo sélido (arroz) acrescido de 0,5% de
peptona caseinada. Médias seguidas das mesmas letras no mesmo grafico
ndo diferem significativamente entre si através da andlise de variancia
(ANOVA) seguida do teste Tukey (P >0,01).
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Em relacdo ao secretado micelial (Figura 6A), IBCB 481 apresentou 7,25 + 1,62
U ap6s 72 horas de crescimento, secretando entre duas e cinco vezes mais unidades
enzimaticas do que os demais isolados. Em contrapartida, quando analisadas as por¢des
intracitoplasmaticas (Figura 6B), IBCB 116 foi o uUnico isolado a apresentar alta

atividade proteolitica (10,96 + 1,62 U) quando comparado aos demais.
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Figura 5: Atividade proteolitica geral com azocaseina (U/ug) de micélios
dos diferentes isolados brasileiros de Metarhizium anisopliae s.l. a partir
do secretado micelial (A) e da porcéao intracitoplasmaticamicelial(B) apos
72 horas de crescimento em meio minimo liquido contendo 1% de cuticula
do carrapato Rhipicephalus microplus. Médias seguidas das mesmas letras
no mesmo grafico ndo diferem significativamente entre si atraves da
andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste Tukey (p >0,01).

4.5.2 Atividade proteolitica especifica de Prl

A atividade proteolitica especifica de Prl encontra-se disposta na Tabela 4. Na
superficie conidial, o nimero de unidades enzimaticas variou entre 3,03 U e 8,71 U,
com IBCB 481 e IBCB 410 apresentando maior atividade (8,71 = 0,79 e 5,15 + 0,47,
respectivamente). Ja na porcdo intracitoplasmatica do conidio, a variacdo registrada foi
entre 10,67 U e 13,79 U, no qual IBCB 383 foi 0 Unico isolado a apresentar diferenca

significativa quando comparado aos demais (13,79 £ 0,29 U).
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Com relagdo ao secretado micelial, IBCB 116 e IBCB 383 apresentaram
atividade enzimatica semelhante, assim como IBCB 410 e IBCB 481, entretanto estes
dois ultimos isolados foram os que alcancaram maiores valores de atividade enzimatica
(12,85 + 0,68 U e 14,21 + 0,92 U, respectivamente). Por fim, quando avaliada a fracao
intracitoplasmatica micelial, a atividade variou entre 0,92 U e 2,00 U, sendo os isolados
IBCB 481 e IBCB 383 aqueles que demonstraram as maiores atividades proteoliticas.

Tabela 3— Média e desvio padrdo da atividade de Prl (U/ ug) de conidios (superficie e
fracdo intracitoplasmatica conidial) e micélio (secretado e fracdo intracitoplasmatica
micelial) de isolados brasileiros de Metarhizium anisopliae s.l. crescidos sob condicGes
controladas de temperatura e umidade (25+1°C e UR>80%).

Conidio (U/ug) Micélio (U/ug)
Superficie Intracitoplasmatico Secretado Intracitoplasmatico
conidial conidial micelial micelial
IBCB 116 303+0,29a 10,67+ 0,86 a 563+009a  0,92+0,02a
IBCB 383 4,36 + 0,55 ac 13.79+0.29 b 725+0,16a  1,91+0,03bc
IBCB 410 515 + 0,47 bc 11,20 +0,60 a 1285+068b  1,20+0,02 ac
IBCB 481 8,71+0,79 b 11,00 +0,64 a 1421+092b  2,00+0,15b

Médias seguidas das mesmas letras na mesma coluna ndo diferem significativamente entre
siatravés da analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P >0,05).

4.5.3 Atividade proteolitica especifica de Pr2

Os resultados da atividade especifica de Pr2 estdo representados na Tabela 5.
Com relacdo ao conidio, tanto para a superficie conidial quanto para a fracdo
intracitoplasmatica, IBCB 481 apresentou atividade superior a IBCB 116 e IBCB 383, e
atividade proteolitica semelhante a IBCB 410.

No secretado micelial, IBCB 383 (9,67 + 0,26 U) e 481 (9,28 + 0,33 U) foram
semelhantes com as maiores atividades. Nesta mesma condicdo, IBCB 116 foi o isolado
que apresentou a menor atividade enzimatica dentre os isolados (7,41 + 0,36 U). Para a
fracdo intracitoplasmatica, IBCB 116 se manteve registrando a menor atividade
proteolitica intracelular (6,10 + 0,41 U), se diferindo dos demais isolados, que
apresentaram atividade numericamente semelhante.
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Tabela 4— Média e desvio padréo da atividade de Pr2 (U/ug) de conidios (superficie e
fracdo intracitoplasmética conidial) e micélio (secretado e fracdo intracitoplasmatica
micelial) de isolados brasileiros de Metarhizium anisopliae s.l. crescidos sob condi¢oes
controladas de temperatura e umidade (25+1°C e UR>80%).

Conidio (U/ug) Micélio (U/pug)
Superficie Intracitoplasmatico Secretado Intracitoplasmatico
conidial conidial micelial micelial
IBCB 116 0,41 £0,07 ab 0,17 +0,08a 741 +£0,36a 6,10 + 0,44a
IBCB 383 0,26 +0,06 b 0,40 £ 0,09 ac 9,67+0,26b 8,82+0,46 b
IBCB 410 0,95%0,16 ¢ 1,15+ 0,11 bc 8,51+0,22¢c 7,97 £0,50b
IBCB 481 1,90+0,34c 2,23+0,21b 9,28 £ 0,33 bc 8,17+0,61b

Médias seguidas das mesmas letras na mesma coluna nao diferem significativamente entre si
através da analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P >0,05).

4.5.4 Atividade lipolitica

Os resultados da atividade lipolitica encontram-se dispostos na Tabela 6. Em
relacio aos conidios, tanto para superficie conidial quanto para fracdo
intracitoplasmatica, IBCB 410 e IBCB 481 foram aqueles que apresentaram as maiores
atividades dentre os isolados estudados, registrando resultados superiores aos
observados para IBCB 116 e IBCB 383.

Em relacdo a analise do micelio, novamente o isolado IBCB 481 (0,207 *
0,018), registrou 0 maior nimero de unidades enzimatica. Tanto no secretado quanto na
fracdo intracitoplasmatica micelial, o isolado IBCB 116 apresentou a menor atividade
(0,086 + 0,018 U e 0,027 + 0,008 U, respectivamente), sendo semelhante, ou seja, ndo
se diferenciou estatisticamente do isolado IBCB 410 (0,149 = 0,038) no secretado

micelial e ao IBCB 383 (0,023 + 0,006) na fracdo intracitoplasmatica.
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Tabela 5- Média e desvio padrdo da atividade lipolitica (U/pg) de conidios (superficie
e fracdo intracitoplasmética conidial) e micélio (secretado e fracdo intracitoplasmatica
micelial) de isolados brasileiros de Metarhizium anisopliae s.l. crescidos sob condi¢oes
controladas de temperatura e umidade (25+1°C e UR>80%).

Conidio (U/ug) Micélio (U/ug)
Superficie Intracitoplasmatico Secretado Intracitoplasmatico
conidial conidial micelial micelial

IBCB 116  0,035+0,006 a 0,573+0,084 a 0,086 +0,018a 0,027 + 0,008 a

IBCB 383 0,021 +£0,007a 0,155 +0,023 b 0,168 £0,015b 0,023 + 0,006 a
IBCB 410 0,055+0,012b 1,839 + 0,062 ¢ 0,149 +0,038ab  0,062+0,019b
IBCB481 0,066 +0,016 b 2,865 +0,024 d 0,207 £0,018b 0,092 £0,023 ¢

Meédias seguidas das mesmas letras na mesma coluna ndo diferem significativamente entre
siatravés da analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P >0,05).

4.5.5 Atividade de enzimas oxidativas

A atividade de superoxido dismutase (SOD) esta representada na Tabela 7. Para
as analises conidiais, 0 ensaio enzimatico realizado so foi capaz de detectar atividade
em trés (IBCB 383, IBCB 410 e IBCB 481) dos quatro isolados testados. IBCB 481 foi
0 isolado com maior atividade (24,99 £ 1,69 U), com resultados cerca de 1,3 a 2,4 vezes
superiores a IBCB 383 e IBCB 410, respectivamente. Em contrapartida, quando
avaliadas a fracdo intracitoplasmatica, IBCB 116 apresentou a maior média de unidades
enzimaticas (104,51 £ 6,28 U), registrando resultados superiores aos demais isolados de
aproximadamente 1,4 vezes (IBCB 383), 2,2 vezes (IBCB 410) e 1,3 vezes (IBCB 481).

Quanto a fracdo micelial, IBCB 383 (137,62 + 8,10 U) e IBCB 481 (103,00 +
10,29 U) apresentam maior atividade oxidativa no secretado micelial. Para a porcdo
intracitoplasmatica, novamente IBCB 383 foi o que apresentou uma das maiores
atividades de SOD (99,69 + 5,95 U), juntamente com IBCB 116 (101,27 + 10,02 U).
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Tabela 6- Média e desvio padrdo daatividade de superoxido dismutase (U /ug) de
conidios (superficie e fracdo intracitoplasmaética conidial) e micélio (secretado e fracéo
intracitoplasmatica micelial) de isolados brasileiros de Metarhizium anisopliae s.l.
crescidos sob condigdes controladas de temperatura e umidade (25+1°C e UR>80%).

Conidio (U/ug) Micélio (U/ug)
Superficie Intracitoplasmatico Secretado Intracitoplasmatico
conidial conidial micelial micelial
IBCB 116 * 104,51 £ 6,28 a 43,30 £ 3,56 a 101,27 £ 10,02 a
IBCB 383 19,38 +1,36a 71,99+347b 137,62+8,10b 99,69 +595a
IBCB 410 10,61+1,19b 46,15+ 3,76 Cc 64,47 £9,25¢ 79,61+£521b
IBCB 481 2499 +169c 79,13+2,86 b 103,00+ 10,29b  31,80+258¢c

Meédias seguidas das mesmas letras na mesma coluna ndo diferem significativamente entre
siatravés da analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P >0,05).
(*) Atividade enzimatica ndo detectada nas condi¢Bes experimentais avaliadas.

Os resultados da analise de catalase estdo reportados na Tabela 8. Com relacdo a
superficie conidial a atividade variou de 4,69 a 21,31 U. Com menor atividade dentre os
demais, a atividade catalitica de IBCB 116 foi considerada cerca de cinco vezes inferior
aos isolados com maior atividade (IBCB 383 e IBCB 481). Para a porcdo
intracitoplasmatica, novamente IBCB 116 apresentou a menor atividade catalitica (6,32
+ 0,51 U), diferindo-se dos demais com resultados cerca de 8 a 10 vezes inferiores a
IBCB 383, IBCB 410 e IBCB 481.

Ja para o secretado micelial, a atividade de IBCB 116 e IBCB 383 foram
semelhantes, sendo que o isolado que apresentou maior atividade (IBCB 410), registrou
cerca de cinco vezes mais unidades enzimaticas do que o isolado com menor atividade
catalitica (IBCB 481). Na fracdo intracitoplasmatica, a variacdo de unidades ocorreu
entre 0,49 U e 0,95 U, sendo IBCB 116 e IBCB 410 os isolados com maiores atividades

cataliticas intracelulares (0,95 + 0,06 U e 0,84 + 0,04 U, respectivamente).
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Tabela 7- Média e desvio padrdo da atividade de catalase (U/ug) de conidios (superficie
e fracdo intracitoplasmética conidial) e micélio (secretado e fracdo intracitoplasmatica
micelial) de isolados brasileiros de Metarhizium anisopliae s.l. crescidos sob condi¢oes
controladas de temperatura e umidade (25+1°C e UR>80%).

Conidio (U/ug) Micélio (U/ug)
Superficie Intracitoplasmatico Secretado Intracitoplasmatico
conidial conidial micelial micelial
IBCB 116 469+043a 6,32+0,51a 0,57+0,06a 0,95+0,06a
IBCB 383 22,46 +£223b 66,10 + 6,33 b 0,41+0,08a 0,49+0,04b
IBCB 410 16,79+1,60¢c 52,70 £5,66 b 1,72+0,16 b 0,84+£0,04 c
IBCB 481 21,31+£1,76 b 57,76 £3,74 b 0,33+0,04 ¢ 0,51+0,05hb

Meédias seguidas das mesmas letras na mesma coluna ndo diferem significativamente entre
siatravés da analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P >0,05)

Os resultados da atividade de peroxidase estdo representados na Tabela 9. Em
relacdo a atividade conidial, na maioria dos isolados, a peroxidagéo intracitoplasmatica
foi superior a registrada na superficie conidial. Como destaque, IBCB 116 apresentou 0s
maiores numeros de U especifica, tanto para analises da superficie conidial quanto da
fracdo intracitoplasmatica (603 + 62 U e 803 + 84 U, respectivamente).

Para as analises miceliais, IBCB 116 registrou menor atividade no secretado
micelial (1474 + 231 U) em comparacdo aos demais isolados. Ja na porcdo
intracitoplasmatica, o0 mesmo isolado apresentou entre 2 a 3 vezes mais unidades
enzimaticas do que IBCB 383 e IBCB 481.

Tabela 8- Media e desvio padrdo da atividade de peroxidase (U/pg) de conidios
(superficie e fracdo intracitoplasmatica conidial) e micélio (secretado e fracdo
intracitoplasmatica micelial) de isolados brasileiros de Metarhizium anisopliae s.l.
crescidos sob condi¢des controladas de temperatura e umidade (25+1°C e UR>80%).

Conidio (U/ug) Micélio (U/ug)
Superficie Intracitoplasmatico Secretado Intracitoplasmatico
conidial conidial micelial micelial
IBCB 116 603 +62a 803 +84a 1474 + 231 a 1200+ 28a
IBCB 383 113+20b 242 £43Db 4803 +305b 528 £ 59 b
IBCB 410 150+32b 312+42b 4593 £ 494 b 936 + 48 a
IBCB 481 431 +59a 264 £34b 5198 £ 630 b 350+88hb

Médias seguidas das mesmas letras na mesma coluna ndo diferem significativamente entre
siatravés da analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P >0,05).
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5 DISCUSSAO

Fungos artropodopatogénicos sdo 0s patdgenos mais estudados, especialmente
no Brasil, para controle de pragas agricolas. Aproximadamente 50% dos biopesticidas
registrados até entdo sdo provenientes de fungos (MASCARIN et al., 2018). Numa
menor escala, porém de projecdo significativa, os estudos envolvendo a patogenia € a
eficacia sobre os diferentes estagios de carrapatos vém crescendo com o passar dos anos
(FERNANDES; BITTENCOURT; ROBERTS, 2012). Metarhizium é um dos géneros
fungicos que tem sido amplamente investigado tanto a nivel morfolégico/molecular
(BISCHOFF; REHNER; HUMBER, 2009; LOPES et al., 2018) quanto bioquimico
(SANTI et al., 2010; SCHRANK; VAINSTEIN, 2010; LOVETT; ST LEGER, 2014).

Por ser caracterizado como um deuteromiceto, nos meios de cultivo
convencionais, como BDA, Metarhizium apresenta duas fases de desenvolvimento
distintas: vegetativa (producéo hifal) e reprodutiva (indugdo da conidiogénese) (KAMP;
BIDOCHKA, 2002). Liu et al. (2003) e Fernandes et al. (2011), observaram que a
producdo de conidios apresentava variacao para diferentes isolados de B. bassiana e M.
anisopliae. Quinelato et al., (2012), ao avaliarem a producdo conidial de diversos
isolados de Metarhizium anisopliae s.l., observaram que IBCB 116, IBCB 383 e IBCB
481 apresentavam alto potencial de producéo de conidios em meio de cultivo sintético
(BDA), embora nao tenham observado relacao direta do nimero de conidios produzidos
e a viruléncia para larvas de R. microplus, assim como observado neste trabalho. No
presente estudo, IBCB 116 apresentou menor producdo conidial por cm? de area
analisada, evidenciando assim possiveis dificuldades de desenvolvimento. Passagens
sucessivas em meios de cultura artificiais, especialmente para manutencdes em
laboratdrio, influenciam negativamente a producdo de conidios por isolados fungicos e
até mesmo a viruléncia (SAFAVI, 2012; SANTORO et al., 2014; JIRAKKAKUL et al.,
2018). Como alternativa, passagens por hospedeiros-alvo podem reduzir estes efeitos,
inclusive aumentar a viruléncia do isolado. Num experimento que avaliou o efeito de
sucessivas passagens de M. anisopliae em R. microplus, observou-se que a
concentracdo letal (CL 50) foi drasticamente reduzida em funcdo do namero de ciclos
de crescimento no hospedeiro (ADAMES et al., 2011).
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No Brasil, em escala comercial, o crescimento em massa de Metarhizium baseia-
se na utilizacdo de meios sélidos. A producdo do fungo em grdo de arroz foi
comprovada por Guagliumi, Marques e Vilas Boas (1974), Costa e Magalhées (1974) e
Villacorta (1977), sendo considerado o principal substrato de crescimento fungico das
biofabricas nacionais (ALVES; PEREIRA, 1989). Do ponto de vista industrial, o
rendimento € um importante parametro para determinar a produtividade conidial
(FREITAS et al., 2014). Apds crescimento em arroz, a maioria dos isolados do presente
estudo apresentou bom rendimento (g de conidios/g de arroz), com exce¢do de IBCB
116. Alves e Pereira (1989) relataram que, para producdes comerciais, o rendimento em
torno de 11% é considerado satisfatério. Sabe-se que, exigéncias nutricionais, como
requerimento de carbono e nitrogénio, podem modular a conidiogénese e limitar o
crescimento em massa (KAMP; BIDOCHKA, 2002; FARIA; WRAIGHT, 2007). Deste
modo, a baixa producdo do isolado em questdo pode estar relacionada com diversos
fatores, como o tipo de substrato, baixa atividade enzimética na catabolizacdo de
nutrientes e/ou maior susceptibilidade aos fatores abioticos (ALVES, 1998).

Diversos isolados de Metarhizium spp. sdo virulentos para carrapatos
(FERNANDES; BITTENCOURT, 2008; KAAYA et al., 2011; SAMISH et al., 2014).
No presente estudo, trés isolados (IBCB 383, IBCB 410 e IBCB 481) apresentaram acao
sob fémeas ingurgitadas de R. microplus, sendo os melhores percentuais de controle
registrados nas maiores concentragdes conidiais (108 conidios mL™). Estes achados
corroboram diversos estudos (BAHIENSE et al., 2008; GARCIA et al., 2011;
CAMARGO et al., 2014; CAMARGO et al., 2016; PERINOTTO et al., 2017) que
demonstram que a eficacia fungica se relaciona com a concentracdo conidial usada
durante o tratamento (GINDIN et al.,, 2002). Quinelato et al., (2012), ao testar a
viruléncia dos mesmos isolados para larvas de R. microplus, observaram percentuais de
mortalidade de até 100% (IBCB 481) apds 20 dias de exposicdo das larvas a M.
anisopliae s.I. Em concordancia, neste estudo, o0 mesmo isolado foi considerado um dos
mais eficazes no controle de fémeas ingurgitadas, com percentuais de controle de
aproximadamente 45%. Variacdes em eficacia sdo visualizadas para os diferentes
estagios evolutivos, no qual, estagios mais jovens (ovos e larvas), seja em estudos
laboratoriais ou a campo, tendem a ser mais sensiveis do que estagios adultos (machos e

fémeas) (OJEDA-CHI et al., 2010; CAMARGO et al., 2012). A expressao da viruléncia
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de M. anisopliae s.I. é considerada multifatorial, no qual fatores ambientais (umidade,
temperatura, radiagdo UV-A e UV-B etc) e bioldgicos (vigor, idade, presenca de
nutrientes, producdo de toxinas e secrecdo enzimatica etc) modulam as atividades de
penetracgdo e colonizagéo nos hospedeiros-alvo (LOVETT; ST LEGER, 2014; FARIA et
al., 2015).

Neste estudo, a atividade de diversas enzimas hidroliticas, tanto de conidio
quanto de micélio (fragdes intra e extracitoplasmaticas), foram caracterizadas com a
finalidade de relacionar a eficacia flingica com a producdo de metabdlitos celulares.
Estudos protedmicos que avaliaram um isolado de Metarhizium anisopliae (Mal1291),
através de gel 2-D e MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization - Time-
of-Flight), identificaram cerca de 900 proteinas em conidio e mais de 1000 proteinas em
micélio, no qual apresentavam perfil de similaridade de 28% (SU et al., 2013). Nos
ensaios proteoliticos realizados no presente estudo, os isolados que apresentaram as
melhores resultados no controle de R. microplus, foram aqueles que apresentaram as
maiores atividades enzimaticas conidiais e miceliais (atividade geral, Prl e Pr2).
Diversos autores afirmam que a viruléncia de um patogeno esta diretamente associada a
intensidade da producéo de peptidases, durante a germinacao dos conidios, juntamente a
outros fatores (ST. LEGER; COOPER; CHARNLEY, 1987; ST LEGER et al., 1989). A
partir destes resultados, acredita-se que o0s conidios de isolados mais virulentos
mantenham maior nimero de unidades enzimaticas na superficie celular no intuito de
facilitar os processos iniciais de interacdo com a cuticula do hospedeiro. Prl é
considerada uma das enzimas imprescindiveis durante a fase de internalizacéo cuticular
(SMALL; BIDOCHKA, 2005), sendo sua atividade na superficie conidial positivamente
correlacionada com a viruléncia (SHAH et al., 2007; WU et al., 2010), modulando em
até 78% a sintese proteica para sua producdo (ST LEGER et al., 1988). Em
concomitancia, as maiores reservas citoplasmaticas também foram observadas nos
isolados mais virulentos (IBCB 410 e IBCB 481). A formacdo do apressorio, que se
caracteriza pelo espessamento da extremidade do tubo germinativo e acumulo de
enzimas hidroliticas, é realizada a partir da translocacdo do contetdo citoplasmatico do
conidio (MOINO JR et al., 2002). Levando em consideracao o curto ciclo de vida de R.

microplus, com média de duracdo de 21 dias (GONZALES, 1993), acredita-se que
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maiores reservas celulares fungicas, especialmente aquelas relacionadas as proteases,
podem facilitar a colonizagao do artrépode e assim modular a viruléncia.

Em relacdo ao micélio, diferencas expressivas foram observadas entre as fracbes
intracitoplasmaticas e suas respectivas secre¢des miceliais para Prl. Gupta et al. (1994)
e Perinotto et al. (2014) reportaram maiores atividades secretoras em Beauveria
bassiana s.l. para larvas de Galleria mellonella e Metarhizium anisopliae s.l. para R.
microplus, respectivamente, para os isolados mais virulentos. A excrecdo de Prl pode
ser modulada em funcdo da disponibilidade de nutrientes, registrando maiores
atividades sob situacdo de estresse fungico (ST. LEGER; STAPLES; ROBERTS, 1991;
WANG; TYPAS; BUTT, 2002; FREIMOSER; HU; ST. LEGER, 2005; REZENDE,
2009). Com condices proximas as registradas durante a infeccdo (meio minimo
acrescido de cuticula e fonte lipidica), uma menor atividade intracelular e uma maior
secrecdo extracitoplasmatica podem estar associadas ao estimulo realizado pela
presenca da cuticula de carrapatos no meio, modulando positivamente a secrecdo de
enzimas, especialmente aquelas envolvidas na colonizacdo do hospedeiro (GUPTA et
al., 1992; CAMPOS et al. 2005; ROHDE et al, 2006).

Para os conidios, seja intra ou extracelular, as atividades de Pr2 foram inferiores
as registradas para Prl. Os resultados corroboram os achados de superficie conidial
(SANTI et al., 2010) descritos para o isolado E6 de M. anisopliae, no qual Pr2 possui
atividade quatro vezes inferior a Prl (SANTI et al., 2010). No crescimento micelial, a
atividade de Pr2 parece ndo ser influenciada pela presenca de cuticula do hospedeiro,
visto que resultados encontrados entre as por¢des intra e extracelulares foram similares.
Assim, acredita-se que os niveis de Pr2 intracelulares possam atuar na inducdo de Prl.
Com isoformas associadas a formacao apressorial (ST LEGER et al., 1996b) a funcéo
real da Pr2 ainda é desconhecida, trabalhos relacionam que esta enzima atua na inducgéo
de peptideos responsaveis pela producéo de Prl (SMITHSON et al. 1995; GILLESPIE
et al. 1998).

Lipases sdo serino hidrolases muito importantes durante a colonizacdo de
artropodes. Para M. anisopliae, uma importante lipase extraconidial foi caracterizada e
relacionada as fases iniciais do desenvolvimento fangico (BEYS-DA-SILVA et al.,
2009). Em geral, possuem suas atividades moduladas em fungdo das constituicGes

lipidicas da cuticula dos hospedeiros (BEYS-DA-SILVA et al., 2010a). Os isolados
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mais virulentos no presente estudo foram também aqueles que apresentaram as maiores
atividades lipasicas na superficie conidial. A importancia de enzimas lipoliticas em
fungos artropodopatogénicos ja foi descrita anteriormente, sendo que para R. microplus,
uma lipase extracitoplasmatica foi caracterizada como fator de viruléncia (BEYS-DA-
SILVA et al., 2010b). Sabe-se que para células eucaridticas, os lipidios, além de
atuarem como estruturadores das membranas celulares e producdo enérgica modulam
sinalizacGes intracitoplasmaticas e atuam na transcricdo génica (STEHR et al., 2003).
Além disto, os lipidios sdo constantemente reportados como influenciadores da
germinacdo (COCHRANE et al., 1963). Em Metarhizium, o armazenamento é realizado
através de goticulas, que se encontram revestidas por proteinas denominadas de
perilipinas. A deplecdo do gene MPL1 que regula a expressdo de perilipinas modula a
formacdo de reservas intracitoplasmaticas lipidicas e influencia na formagdo do
apressorio e consequentemente na viruléncia (WANG; ST LEGER, 2007). Neste
estudo, as maiores atividades observadas foram relacionadas ao citoplasma conidial
(enzimas intracitoplasmaticas), no qual os isolados mais virulentos, apresentaram as
maiores atividades lipasicas (IBCB 410 e IBCB 481). Assim, acredita-se que um maior
numero de unidades enzimaticas no citoplasma celular pode contribuir positivamente,
auxiliando tanto na formacdo do apressério, como incrementando a viruléncia. Outro
fator contribuinte seria o substrato no qual os isolados foram crescidos. Na literatura,
estudos reportam que diferentes meios de cultivo podem influenciar tanto na
concentracdo conidial quanto micelial de lipidios (PUPIN et al., 2000; BEYS-DA-
SILVA et al., 2010a). Salleh et al., (1993) ao analisarem as lipases intra e extracelulares
de micélio do fungo termofilico Rhizopus oryzae, detectaram que diversas fontes de
carbono eram capazes de reduzir a secrecdo micelial e aumentar a producdo
intracitoplasmatica. Usado como meio de cultivo, o arroz, fonte rica em carbono, pode
atuar modulando a producéo extra e aumentando a producéo intracelular. Os relatos de
lipases miceliais sdo frequentes para fungos (ST LEGER; COOPER; CHARNLEY,
1986; STEHR et al., 2003; ZIBAEEA; SADEGHI-SEFIDMAZGIB; FAZELI-DINAN,
2011). As atividades enzimaticas do secretado micelial foram superiores a producdo
intracelular para todos os isolados. Semelhante aos resultados encontrados no presente
trabalho, Perinotto et al., (2014), ao avaliarem apds 72 horas de crescimento, a atividade

lipolitica de isolados de M. anisopliae s.I. em meio liquido acrescido de cuticula de
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carrapato e estearato de colesteril, observaram as maiores atividades lipasicas para 0s
isolados mais virulentos. Neste contexto, acredita-se que as possiveis secrecdes externas
sejam superiores devido a necessidade de digestdo do substrato (cuticula) para obtencdo
de carbono necesséria para o desenvolvimento fungico.

Enzimas oxidativas sdo proteinas hidroliticas que atuam na remocdo de radicais
como anions superdxido (O2), perdxido de hidrogénio (H.02), moléculas de oxigénio
(O2) e radicais hidroxil (OH) (CAMPA-CORDOVA; HERNANDEZ-SAAVEDRA;
ASCENCIO, 2002). Para fungos, em muitos momentos, encontram-se relacionadas
com a protecdo intra e extracitoplasmatica, atuando na linha de frente na detoxificacéo
de EROs (FREIMOSER et al., 2003; 2005; DUTRA et al., 2004; SANTI et al., 2009).
No presente trabalho, em conidios, as atividades oxidativas foram superiores na porcao
intracitoplasmatica em relacdo a fracdo extracelular. Estudos prévios ja detectaram a
presenca de enzimas oxidantes na superficie conidial de M. anisopliae e B. bassiana e
relacionarama resisténcia a radiacdo UV-B, temperatura e viruléncia (SANTI et al.,
2010; ALI et al., 2012; WANG et al., 2013). No presente estudo, os isolados eficazes no
controle de R. microplus foram 0s mesmos que apresentaram altas atividades de catalase
interna e externamente e 0s Unicos a apresentarem atividade de SOD na superficie do
conidio, fato que corrobora os estudos que relacionaram respostas oxidativas com
aumento de viruléncia (XIE et al., 2012). A germinacéo conidial é considerada um fator
determinante da eficacia fungica, tendo um aumento significante no consumo de
oxigénio nas primeiras horas, com registros de atividade oxidativa exponenciais em
funcdo da proliferacio celular (BRAGA; DESTEFANO; MESSIAS, 1999). Entretanto,
a atividade oxidativa tende a regressar a valores basais apds o periodo de estresse, uma
vez que altas taxas de enzimas oxidativas por longos periodos de tempo podem acarretar
em efeitos deletérios ao desenvolvimento fungico. Experimentos que avaliaram a agéo
do oxigénio durante o crescimento fungico detectaram reducéo de atividade de catalases
e germinacdo conidial devido a exposi¢do prolongada a altas concentracGes de Oa.
Assim como analises de overexpression do gene catl demonstraram que os isolados
mutantes de Metarhizium germinavam mais rapido, com maior atividade de catalase, do
que as cepas selvagens (HERNANDEZ et al.,, 2010). Portanto, acredita-se que a
determinacdo do vigor de isolados fangicos (percentual de germinacdo em fungdo do

tempo) junto & caracterizacdo de atividades oxidativas conidiais, possam auxiliar na
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selecdo de isolados que possuam resisténcia aos fatores abidticos e maior eficacia em
testes de patogenicidade.

Assim como em conidios, para o crescimento micelial, o desenvolvimento de
hifas necessita de demandas crescentes de oxigénio. Com germinagéo a partir de meios
suplementados com cuticula de R. microplus, diversas respostas oxidativas sdo
desencadeadas na tentativa de obter especialmente carbono como fonte nutricional para
0 desenvolvimento. Em insetos, durante a penetracdo, EROs sdo produzidas a partir da
digestdo de hidrocarbonetos ocorrida na B-oxidacdo peroxissomal (PEDRINI et al.,
2013). Aqui, IBCB 481 apresentou as maiores atividades de SOD e peroxidase ao
analisar o secretado micelial, apds 72hs de crescimento. Tais achados corroboram 0s
relatos de Miller et al. (2004) que caracterizaram um aumento da atividade de catalase e
peroxidase durante o desenvolvimento de hifas.

O presente estudo demonstrou variagdes significativas na viruléncia e atividade
enzimatica entre isolados de Metarhiziumanisopliae s.I. Os isolados IBCB 410 e 481
apresentaram potencial para serem usados em programas de controle de carrapatos,
tendo demonstrado boa producdo de propagulos, bom percentual de controle para
fémeas ingurgitadas de R. microplus e alta atividade enzimatica relacionada a
viruléncia, Prl e lipase, bem como as relacionadas a protecdo contra estresse oxidativo
(catalases, superdxido desmutase e peroxidases). Assim sendo, tais resultados reforcam
a idéia de que a eficacia fungica no controle de artrépodes € multifatorial.

Neste contexto, estudos moleculares que envolvam a expressdo ou silenciamento
de genes relacionados aos fatores enzimaticos de viruléncia, podem auxiliar no
estabelecimento de correlagdes mais estreitas entre atividade enzimatica e viruléncia, de
modo que, ensaios bioquimicos para analises enzimaticas possam ser vinculados a
selecdo de isolados fungicos para programas de controle de artropodes, uma vez que sao

andlises rapidas, de facil reproducdo e baixo custo.
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6 CONCLUSOES

Apos as andlises realizadas neste trabalho, foi possivel concluir que:

e Os isolados brasileiros de Metarhizium anisopliae s.I avaliados no
presente trabalho apresentam diferenca na viruléncia para fémeas de
Rhipicephalus microplus, assim como, na conidiogenese e diferenga na
producdo enzimatica.

e Existe uma relacdo positiva entre a viruléncia e atividade enzimatica
de proteases e lipases. Isolados mais virulentos, IBCB 410 e IBCB 481 foram
também os que tiveram maior producédo destas enzimas.

e A atividade das enzimas superéxido dismutase, catalase e peroxidase,
variou entre os isolados, demonstrando que ndo ha relacdo entre estas enzimas e

viruléncia de Metarhizium anisopliae s.I..
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