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RESUMO

PERINOTTO, Wendell Marcelo de Souza. Estudo da atividade enzimatica e patogénica de
isolados brasileiros de Metarhizium anisopliae s.l. visando o uso no controle bioldgico de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. 2013. 85 p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Veterindrias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

O fungo Metarhizium anisopliae sensu lato € um dos micro-organismos mais promissores a
ser utilizado no controle de carrapato, e por isso, vem sendo estudado em todo o mundo,
demonstrando potencial acaricida, principalmente em testes in vitro. Entretanto, tem sido
observada variacdo na viruléncia entre diferentes isolados deste fungo. Nessa perspectiva, 0
presente estudo teve como objetivos verificar a acdo patogénica em suspensdes aquosas e em
diferentes formulagdes oleosas e também analisar a acdo enzimatica de isolados brasileiros de
M. anisopliae s.l. com a finalidade de selecionar isolados mais virulentos para utilizagdo em
futuros programas de biocontrole de carrapatos. Além disso, pesquisar a presenca de
particulas virais de dsSRNA e associar as atividades enzimaticas, inclusive da subtilisina Pr 1
secretadas pelos isolados de M. anisopliae s.I. com os percentuais de controle, visando
estabeler marcadores moleculares de viruléncia especificos para o carrapato R. microplus.
Para tanto, cinco linhagens de M. anisopliae s.l. isolados de diferentes estados brasileiros
foram analisadas. Primeiramente foi realizado um bioensaio para testar a viruléncia destes
isolados sobre fémeas alimentadas de R. microplus. Concomitantemente foram realizados
ensaios enzimaticos para quantificar as atividades de lipases, proteases e quitinases secretadas
pelos diferentes isolados de M. anisopliae s.l. cultivados em meio liquido contendo cuticula
de carrapato e estearato de colesteril, atraves da utilizacdo de substratos cromogénicos e
fluorescentes. Para a pesquisa de micovirus, foi realizada a extracdo do acido nucléico total
que foi submetido a digestdo por uma endonuclease S1 e uma RNAse A e posteriormente
visualizado em gel de agarose. Além desses ensaios, foi realizado um bioensaio utilizando
diferentes formulagdes oleosas, uma a base de 0leo vegetal e outra com 6leo mineral, ambas a
10%. Neste experimento, fémeas de R. microplus completamente alimentadas foram imersas
por trés minutos nos respectivos tratamentos, a eficacia dos tratamentos foi avaliada através
de alteracbes provocadas nos parametros reprodutivos destas fémeas. O estudo demonstrou
que ha variacdo na viruléncia entre os isolados brasileiros de M. anisopliae s.l. para fémeas
alimentadas de R. microplus, além disso, ficou evidenciado que os isolados que apresentaram
0s maiores percentuais de controle foram também os que tiveram as maiores atividade
lipolitica, proteolitica e quitinolitica. Pelo fato da enzima Pr 1 ser sabidamente envolvida no
processo de infeccdo de M. anisopliae s.l., os resultados aqui encontrados demonstraram a
possibilidade de usar a atividade desta enzima como um potencial marcador molecular para R.
microplus, visto que os isolados que apresentaram maior atividade de Pr 1 foram os mais
virulentos para esta espécie de carrapato. Entretanto, ndo foi evidenciada nenhuma relacéo
entre a viruléncia com a infeccdo por particulas de dsRNA, sendo que dos cinco isolados
testados, somente um ndo estava infectado. A partir do bioensaio utilizando formulacGes
oleosas, ficou evidenciada que as formulacdes contendo 6leo mineral foram mais eficientes do
que as que continham 6leo vegetal, proporciondo os melhores percentuais de controle. Além
disso, pode-se concluir que os isolados CG 148 e CG 629 quando em formulacdo de 0leo
mineral apresentam alto potencial de controle para fémeas ingurgitadas de R. microplus.

Palavras-chave: fungos artropodopatogénicos, viruléncia e controle biolégico.



ABSTRACT

PERINOTTO, Wendell Marcelo de Souza. Study of the enzymatic activity and pathogenic
of Metarhizium anisopliae s.I. Brazilian isolates targeting the biological control of
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. 85 p. Thesis (Doctor Science in Veterinary Science,
Veterinary Parasitology). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

The fungus Metarhizium anisopliae sensu lato (s.l.) is one of the most promising micro-
organisms to be used in the biological control of ticks. This fungus has been studied
worldwide showing accurate acaricidal potential, especially in in vitro tests. However, a large
variation on the virulence of different fungal isolates has been observed. From this
perspective, the present study aimed to verify the pathogenic action of different fungal
formulations (oil-based and aqueous) on ticks and also analyze the enzymatic action of M.
anisopliae s.l. isolates from different Brazilian geographical regions in order to select the
most virulent isolates for further use in programs of biological control of ticks. The presence
of dsRNA viral particles (mycovirus) associated to the fungal enzymatic activities was also
studied. Among the studied enzymes was the subtilisin Pr 1; whose enzymatic activity was
associated with the percentage of tick control caused by the fungi aiming establish virulence
markers specific for Rhipicephalus microplus ticks. Five M. anisopliae s.l. isolates from
different Brazilian states were analyzed. First, a bioassay was performed on R. microplus
engorged females to test the virulence of these fungal isolates. Concomitant assays were
performed to quantify the enzymatic activity of lipases, proteases and chitinases secreted by
the same M. anisopliae s.l. isolates. Fungi were grown in liquid medium containing ticks’
cuticle and cholesteryl stearate; fluorescent and chromogenic substrates were used to quantify
the enzymatic activity. Mycovirus survey was carried out following steps of total nucleic acid
extraction before an endonuclease S1 and RNAse A digestion and consecutive visualization
on agarose gel. Furthermore, a bioassay was conducted using different oil formulations (10 %
vegetable oil and 10% mineral oil). In this experiment, R. microplus engorged females were
immersed in the respective formulations for three minutes. The efficacy of the treatments was
assessed through analysis in the females’ reproductive parameters. The present study showed
that there is variation in the virulence among M. anisopliae s.l. isolates against R. microplus,
moreover, it was evident that the isolates that yielded the highest tick control percentages
were also those which had the highest lipolytic, proteolytic and chitinolytic activities. Prl is
known to be involved in the infection process of M. anisopliae s.l.; accordingly the present
results demonstrate that this enzyme can be used as a molecular marker for R. microplus,
since the isolates that showed higher Pr 1 activity were also the most virulent for this tick
species. However, there was no evident analogy between the infection with dsRNA virulent
particles and the enzymatic activity levels of the five isolates tested, considering that only
one was not infected. Regarding the bioassay with oil-based formulations, it was clear that
formulation containing mineral oil were more effective than those containing vegetable oil
which provided low percentage of tick control. Furthermore, it can be concluded that the
isolates GC 148 and GC 629 have a high potential to control R. microplus engorged females
when formulated in mineral oil.

Key-words: arthropod-pathogenic fungi, virulence and biological control.
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INTRODUCAO GERAL

Rhipicephalus (Boophilus) microplus Canestrini, 1887 (Murrel e Barker, 2003) (Acari:
Ixodidae) apresenta grande importancia em medicina veterinaria por promover danos diretos e
indiretos aos animais. Este carrapato estd envolvido na transmissdo de agentes patogénicos
causadores da Tristeza Parasitaria Bovina, que € um complexo de doengas de alta morbidade,
como por exemplo, Babesiose e Anaplasmose. Essas doencas sdo responsaveis por grandes
prejuizos econdmicos devido a morte de animais, queda na produtividade de leite e de carne,
além dos gastos com controle e profilaxia.

O uso de acaricidas quimicos é a principal forma de controle de carrapatos nos
rebanhos bovinos, porém a utilizacdo indiscriminada pode predispor a contaminacdo do meio
ambiente, intoxicacdo de mamiferos e selecdo de cepas resistentes. Com intuito de minimizar
esses danos e produzir carne e leite livres de residuos quimicos, medidas alternativas de
controle tém sido propostas.

Um método alternativo que vem sendo amplamente estudado no controle destes
ectoparasitas ¢ o bioldgico. Neste contexto, os fungos filamentosos artropodopatogénicos
destacam-se como 0s micro-organismos mais promissores, devido a capacidade de penetracao
direta pela cuticula dos hospedeiros, facilitando sua aplicacdo a campo através de aspersao
sobre os animais infestados.

Dentre os fungos estudados no controle de carrapatos, uma das espécies de maior
destaque é Metarhizium anisopliae sensu lato, que tem demonstrado resultados satisfatorios
principalmente em testes in vitro. Por esse motivo, as pesquisas com o intuito de selecionar
isolados de maior viruléncia vém aumentando e, consequentemente, tem possibilitado a
descoberta de novos potenciais biocontroladores provenientes de diversas regifes e com
especificidade a diferentes hospedeiros.

Os fungos penetram nos artrépodes pela associacdo de fatores fisicos como a pressao
do tubo germinativo sobre o tegumento, juntamente com uma degradacao quimica da cuticula
exercida por enzimas hidroliticas. Varios estudos vém sendo realizados com intuito de
estabelecer a interacdo fungo-artropode e esclarecer a importancia das enzimas secretadas
durante a infeccdo. As proteases Pr 1 foram as primeiras enzimas que tiveram o papel
esclarecido na penetracdo, seguidas pelas quitinases; e mais recentemente foi demonstrada a
importancia das lipases durante a infeccdo. As proteases subtilisinas Prl possuem varias
isoformas e estdo intimamente relacionadas com a viruléncia para os artrépodes.

Atualmente existem muitas linhagens de M. anisopliae s.l. isoladas de diferentes
substratos e hospedeiros que estdo armazenadas em diversas coleces no mundo. Quando
estas sdo testadas sobre diferentes espécies de artropodes, geralmente ha variacdo na
viruléncia. Estudos tém demonstrado que existe variacdo na secrecdo de proteases, quitinases
e lipases entre isolados de M. anisopliae s.l., podendo, desta maneira, afetar a viruléncia sobre
0s artropodes.

Outro fator que vem sendo relacionado com a viruléncia dos fungos
artropodopatogénicos é a infecgdo por micovirus que sdo virus de RNA fita dupla (dsRNA),
frequentemente encontrados infectando varios géneros de fungos. Apesar da maioria dessas
infeccdes ser latente, em alguns casos, a presenca destas particulas pode interferir no fenotipo
do hospedeiro, alterando a morfologia da coldnia e diminuicdo na taxa de crescimento e
esporulacdo flngica. Existem estudos que demonstram que a infeccdo por esses virus
promove hipoviruléncia do fungo.

A busca de isolados com maior potencial de viruléncia é de extrema importancia, pois
um dos entraves da utilizacdo destes micro-organismos a campo € o tempo de acdo sobre o
hospedeiro. Desta maneira, quanto mais virulento for o isolado, menor serd& o tempo



necessario para a infeccdo e morte do hospedeiro, aumentando a chance de sucesso comercial
do biocontrole.

Vérios estudos demonstram a acdo patogénica de M. anisopliae s.l. sobre carrapatos
em testes in vitro. Entretanto, em testes a campo, ha um decréscimo na patogenicidade sobre o
artrépode, porque os fungos sofrem influéncia de diversos fatores ambientais, principalmente
radiacdo solar, temperatura e umidade. Desta forma, a utilizagdo de formulagtes baseadas
nestes organismos pode aumentar a estabilidade dos conidios, prolongar sua persisténcia a
campo e, inclusive, aumentar sua viruléncia para carrapatos.

Assim, o presente estudo teve como objetivos verificar o potencial patogénico in vitro
de diferentes isolados brasileiros de M. anisopliae s.l. formulados ou ndo em 6leo mineral
e/ou vegetal, sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus, além de relacionar as atividades de
lipases, proteases, quitinases e também a infec¢do por micovirus com a viruléncia destes
isolados, com o intuito de estabelecer marcadores moleculares de viruléncia desta espécie
fungica para o carrapato dos bovinos.

REVISAO DE LITERATURA
Rhipicephalus (Boophilus) microplus

O carrapato R. microplus (Figura 1) pertence ao Filo Artropoda, Classe Aracnida,
Subclasse Acari, Ordem Ixodida, Subordem Metastigmata e Familia Ixodidae
(FLECHTMANN, 1990). Recentemente, através de estudos morfolégicos e moleculares,
Murrel e Barker (2003) propuseram que as cinco espécies do género Boophilus fossem
transferidas ao género Rhipicephalus, devido a similaridade filogenética entre os géneros
Boophilus e Rhipicephalus. Desta forma, foi estabelecida uma nova classificacdo e partir
disso, Boophilus passou a ser considerado subgénero de Rhipicephalus.

Figura 1. Fémea adulta de R. microplus completamente ingurgitada (Foto cedida por Fillipe
Araujo de Sa).



A palavra de origem grega Boophilus foi designada em 1891 por Curtice e significa
“amigo do boi”, devido a sua alta especificidade pelos bovinos. Esta especificidade também
resultou no nome popular “carrapato dos bovinos” dado a espécie R. microplus. Em rebanhos
bovinos, as maiores infestacdes ocorrem em animais da espécie Bos taurus (taurinos) e as
menores em Bos indicus (zebuinos) (GONZALES, 1975). Bovinos taurinos apresentam, em
média, 10,5 vezes mais carrapatos que os de cruzamentos com zebuinos (FRANCIS; LITTLE,
1964). Segundo Gomes (1995), esta resisténcia se deve a sele¢do natural pelo tempo maior
que B. indicus conviveu com os carrapatos. Além dos bovinos, outros animais, em épocas de
grande infestagdo nas pastagens, podem servir de hospedeiros, como, por exemplo, ovelhas,
cavalos, veados, cées, cabras, homem (GONZALES, 1974), bafalos, gatos, coelhos, cangurus,
porcos e ongas (PEREIRA, 1980).

Segundo Wharton (1974), R. microplus € originario da Asia, mais especificamente da
india e da Ilha de Java. Sua distribuicdo pelas regides tropicais e subtropicais ocorreu devido
a movimentacdo de animais e mercadorias na época das expansdes territoriais no século XVI.
R. microplus esta presente em praticamente todos o0s paises compreendidos entre os paralelos
32° de latitude norte e 32° de latitude sul, podendo ter alguns focos no paralelo 35° sul, sendo
0 ectoparasita de maior relevancia econdmica na pecuaria desses paises (NUNEZ et al.,
1982).

No Brasil, acredita-se que R. microplus foi introduzido por animais comprados do
Chile no inicio do século XVIIlI (GONZALES, 1995), adaptando-se perfeitamente ao nosso
clima (BARCI, 1997). O parasitismo deste carrapato em bovinos no Brasil é favorecido por
fatores climéticos (com excecdo do periodo do inverno na regido sul do pais), principalmente
pelo calor e umidade, e também pela exploracdo de racas mais sensiveis, como as racas
européias taurinas e seus cruzamentos (GRISI et al., 2002). Os prejuizos econdmicos
ocasionados por R. microplus gira em torno de 2 bilhdes de ddlares por ano, devida a compra
de carrapaticidas, mdo de obra para sua administracdo e pela perda na produtividade do
rebanho Grisi et al. (2002).

Uma fémea de R. microplus pode ingerir de 0,5 a 3,0 mL de sangue durante a fase
parasitaria, podendo inclusive causar anemia nos hospedeiros em altas infestacdes
(GONZALES, 1993). Durante o repasto sanguineo, o carrapato provoca intenso desconforto
aos bovinos que, consequentemente, diminuem a ingestdo de alimento (JONSSON, 2006), a
taxa diaria de conversdao do alimento em carne e/ou leite, promovendo o enfraquecimento
generalizado dos animais e deixando-os mais susceptiveis a contrair doencas (FURLONG,
1993). Através de um estudo realizado na Australia, foi estimado que cada fémea de R.
microplus seria responsavel pela queda de producdo diaria de aproximadamente 8,9 mL de
leite e de 1,0 g de peso corporal (JONSSON et al., 1998). No momento de sua alimentacgéo, o
carrapato inocula saliva no seu hospedeiro. A saliva contém inimeras proteinas com funcées
especificas que podem inibir a cascata do complemento, causar enfraquecimento da funcéo
das células natural killer (NK), células dendriticas e neutréfilos e bloguear a atividade
quimiotatica, ou seja, a saliva possui acdo imunossupressora (HOVIUS, 2009). Além disso,
pode transmitir os agentes do complexo da tristeza parasitaria, que causam doenca com
elevado grau de morbidez, podendo levar o animal a morte (PETER et al., 2005).

Os pontos de parasitismo causados pelos carrapatos resultam em lesdes da pele, que,
além de serem prejudiciais a producédo de couro, promovendo a desvalorizagdo no preco final
do produto, predispdem o animal a infec¢fes por bactérias e a outros parasitas como larvas de
moscas (HORN; ARTECHE, 1985). A distribuicdo do carrapato no corpo do hospedeiro nao
é homogénea, sendo a parte posterior do animal (virilha, Ubere e traseira) a regido mais
infestada, seguida da regido anterior (cabeca e parte escapular) e por Ultimo a regido mediana
(pbs escapular) (OLIVEIRA et al., 1989).



O ciclo de vida do carrapato R. microplus (figura 2) divide-se em fase de vida livre ou
ndo parasitaria, que se inicia com o desprendimento da teledgina (fémea completamente
ingurgitada) do hospedeiro e a sua queda ao solo; e a de vida parasitaria, que se inicia quando
a larva se fixa no hospedeiro. Na fase de vida livre, sdo necessarios em torno de trés dias para
a pré-postura e 15 dias para a postura. Geralmente a massa total de ovos equivale a 52% do
peso inicial da teledgina e a cada postura uma fémea produz de 2000 a 3000 ovos, com
periodo de incubagdo de 22 a 30 dias, e, ap0s a eclosdo das larvas, sdo necessarios seis dias
para o fortalecimento de suas cuticulas, transformando-as em larvas infestantes (FURLONG,
1993). Segundo Sonenshine (1993), as larvas de R. microplus possuem geotropismo negativo,
permanecem na parte posterior da pastagem para alcancar os hospedeiros, que geralmente séo
localizados pelo odor, pelas vibragdes, pelo sombreamento, por estimulos visuais e pelo
gradiente de concentracdo de CO,. Na fase parasitaria sdo necessarios, em média, de 18 a 26
dias para a fixacdo, alimentacdo, troca de cuticula, fase adulta e acasalamento, assim como
para a alimentacdo, ingurgitamento e queda das fémeas. Os machos permanecem mais tempo
sobre o bovino e podem acasalar com outras fémeas (FURLONG, 1993). Segundo Faccini e
Barros-Batesti (2006), as fases do ciclo de R. microplus geralmente se sobrepdem, sendo
possivel observar infestacdes com novas larvas antes do ingurgitamento total e queda das
teleoginas.

Figura 2. Esquema do ciclo bioloégico de R. microplus. 1: eclosdo da larva no ambiente; 2:
ninfas; 3: adultos e 4: fémeas alimentadas realizando postura no ambiente.
(Fonte: http://www.engormix.com).

No Brasil, o carrapato R. microplus representa um grande problema na producédo de
bovinos em diferentes regies e 0 uso de acaricidas quimicos vem sendo a medida de controle
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profilatico e terapéutico mais comum contra esse ectoparasito. A maioria dos produtores
continua combatendo o carrapato da forma “tradicional”, com uso intenso e desordenado de
produtos comerciais que sdo empregados de 12 a 24 vezes ao ano (ROCHA, 1996). Esse uso
inadequado de produtos carrapaticidas, além de acarretar em prejuizos econdémicos, favorece a
selecdo de carrapatos resistentes (LEITE, 1988).

O controle dos carrapatos é extremamente complexo devido a varios fatores, como,
por exemplo, a grande quantidade de ovos que uma fémea produz e que posteriormente se
transformam em larvas infestantes (KETTLE, 1995), a falta de conhecimentos dos pecuaristas
e pedes que lidam com o rebanho (ROCHA et al., 2006).

Devido a complexidade do controle de R. microplus e os efeitos adversos causados
pelos acaricidas quimicos, como por exemplo, a contamina¢do do meio ambiente, intoxicacdo
de mamiferos, acumulo de residuos nos alimentos (carne e leite) e principalmente a selegdo de
cepas resistentes a diversas bases quimicas, o controle biol6gico esta sendo cada vez mais
atrativo, pois causa menos danos ao meio ambiente, além disso, a populacdo humana segue
uma tendéncia crescente no consumo de produtos organicos (SAMISH et al., 2004).

Metarhizium anisopliae s.I.

Entre os fungos utilizados no controle biologico de pragas de importancia agricola e
veterinaria, o fungo M. anisopliae s.l. destaca-se como um agente microbiano de extrema
importancia. Seu mecanismo de acdo é amplamente estudado e conhecido, este fungo
filamentoso pode ser encontrado naturalmente em diversas regifes, no solo, na rizosfera de
plantas e em cadaveres de artropodes, desde ambientes de clima temperado até clima tropical
(ZIMMERMAN, 2007 b). Metarhizium anisopliae s.l. pertence a classe Deuteromycetes,
ordem Moniliales, familia Moniliaceae e foi descrito por Metschinikoff em 1879 pela
primeira vez como Entomophtora anisopliae. Este pesquisador realizou o primeiro trabalho
de controle microbiano utilizando este fungo para o controle de larvas do besouro Anisopliae
austriaca; posteriormente esta espécie foi classificada por Sorokin em 1883 como
Metarhizium anisopliae (TULLOCH, 1976). A partir de entdo, este patdgeno vém sendo
estudado no controle de muitas espécies de insetos e acaros, apresentando um imenso
potencial biocontrolador tendo como hospedeiros mais de 300 espécies de artropodes
(ALVES, 1998).

A classificacdo atual de Metarhizium sp. foi proposta por Bischoff et al. (2009)
utilizando analises filogenéticas multigénicas. Segundo os autores, as evidéncias filogenéticas
e morfoldgicas afirmam o carater monofilético dos nove taxons terminais do complexo M.
anisopliae, reconhecendo como espécies: M. anisopliae, M. guizhouense, M. pingshaense, M.
acridum, M. lepidiotae, M. majus e M.brunneum e descrevendo também duas novas espécies,
M. globosum e M. robertsii. Desta forma, as espécies ainda ndo reclassificadas de acordo com
a metodologia de Bischoff et al. (2009), devem ser consideradas pertencentes ao complexo M.
anisopliae e referenciadas como M. anisopliae sensu lato (s.l.). Além da forma assexuada
(anamdrfica), Metarhizium apresenta a forma sexuada (teleomdrfica), denominada Cordyceps.
Atualmente sdo descritas trés espécies teleomorficas: C. brittlebankisoides (LIU et al., 2001),
C. campsosterni (ZHANG et al., 2004) e C. taii (LIANG et al., 1991). Sung et al. (2007)
propuseram uma nova nomenclatura do género Metarhizium na forma teleomorfica de
Cordyceps para Metacordyceps.

M. anisopliae s.I. € um fungo de cultivo simples, necessitando basicamente de uma
fonte de amido, desenvolve-se em diversos meios de cultura (AZEVEDO, 1998), é
cosmopolita e apresenta grande potencial como artropodopatégeno, pois segundo Goettel et
al. (1990) pode infectar uma gama de hospedeiros tais como: Symphyla, Orthoptera,
Dermaptera, Isoptera, Homoptera, Heteroptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera,
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Siphonaptera, Lepidoptera, Acari, Ephemeroptera, Dermaptera e Heteroptera. Por isso, & um
dos fungos que mais tem sido estudado em programas de manejo bioldgico de pragas
(ONOFRE et al., 2002).

No Brasil os principais projetos de controle de pragas envolvendo M. anisopliae s.I.
sdo: cigarrinhas da cana-de-agucar (Mahanarva posticata e M. fimbriolata), cigarrinhas das
pastagens (Deois flavopicta e Zulia entreriana), cupim das pastagens (Cornitermes
cumulans), cupim da cana-de-agucar (Heterotermes sp.), broca-da-bananeira (Cosmopolites
sordidus), broca-dos-citros (Diploschema rotundicolle), percevejo-do-colmo do arroz
(Tibraca limbativentris) e a broca-do-café (Hipothenemus hampei) (ALVES, 1998). Além
destes projetos, M. anisopliae s.l. vem sendo amplamente estudado em ensaios laboratoriais
no controle de carrapato e tem demonstrado eficiéncia sobre varias espécies como
Rhipicephalus sanguineus, Dermacentor nitens, Amblyomma variegatum, Amblyomma
Cajennense, R. microplus (KAAYA et al., 1996; MONTEIRO et al., 1998; BITTENCOURT
et al., 1999; BITTENCOURT, 2000; PAIAO et al., 2001; GARCIA et al., 2004; LOPES et al.,
2007; PERINOTTO et al.,, 2012 a). Vale ressaltar que no Brasil, ja foram encontrados
isolados de M. anisopliae s.l. infectando naturalmente fémeas de R. microplus (COSTA et al.,
2002).

Uma das maiores preocupacdes na escolha de micro-organismos a serem utilizados no
controle de pragas é a patogenicidade aos mamiferos e contaminagdo ambiental. Entretanto,
estudos demonstraram que M. anisopliae s.l. pode ser considerado seguro a vertebrados,
humanos e ao meio ambiente (ZIMMERMANN, 2007 b). Devido aos bons resultados em
experimentos de patogenicidade, facilidade de cultivo e seguranca ao meio ambiente,
atualmente existem varios produtos micopesticidas disponiveis no mercado mundial a base de
M. anisopliae s.I. Segundo Faria e Wraight (2007) dentre as centenas de micopesticidas
destinadas ao controle de artrépodes, 33,9% sédo a base deste fungo.

Controle microbiano de carrapatos utilizando fungos artropodopatogénicos

Os fungos artropodopatogénicos sd@o 0s agentes microbianos mais promissores como
método alternativo ao controle quimico dos carrapatos. 1sso se deve a capacidade destes
organismos em penetrar diretamente pela cuticula do artropode, sem precisar ser ingerido pelo
hospedeiro para iniciar o processo de infeccdo. Outra vantagem € a grande variabilidade
genética apresentada por esses micro-organismos, que possibilita a selecdo de isolados
fungicos altamente virulentos, mais especificos e tolerantes as condi¢cdes climaticas para
serem utilizados como acaricidas microbianos (ALVES, 1998).

O processo de infeccdo dos fungos artropodopatogénicos em seus hospedeiros ocorre
pela combinacdo de fatores fisicos e quimicos (ARRUDA et al., 2005), como pode ser
observado na figura 3.



Desenvolvimento do Desenvolvimento
tubo germinativo do apressorio

Dispersao Ade§ao €

Produgdo de Exteriorizagao Colonizagao total
conidios fungica do hospedeiro

Penetragao pela
cuticula

Figura 3. Foto de microscopia eletronica mostrando o ciclo de infecgdo de M. anisopliae no
hospedeiro R. microplus. CO: conidio; GT: tubo germinativo; AP: apressorio; PP: penetracéo;
H: hifa. (BEYS DA SILVA et al., 2013)

A primeira etapa do processo de penetracdo € a adesdo. Estudos tém demonstrado a
participacdo de enzimas secretadas por M. anisopliae s.l. na adeséo dos conidios. Uma destas
enzimas é uma ecto-fosfatase, cuja funcao principal seria a liberacdo de energia, pois, neste
estagio o fungo ainda nédo é totalmente ativo metabolicamente (MANNERS, 1966). Segundo
Consentino-Gomes et al. (2013) quando had a inibicdo desta proteina, ocorre uma menor
adesdo conidial. A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) também esta relacionada
com a adesdo dos conidios a superficie do hospedeiro, pois de acordo com Broetto et al.
(2010), além desta proteina estar presente na superficie do conidio, sua inibicdo diminui
consideravelmente a adesdo conidial. Outras proteinas importantes sdo as adesinas, como por
exemplo, a MAD 1 (Metarhizium adesin-like protein) (BARELLI et al., 2011) e também
hidrofobinas (FANG et al., 2007). Além destas enzimas, Beys da Silva et al. (2009) fizeram a
inferéncia da participacdo de esterases e lipases nesta fase, devido a composicéo estrutural da
epicuticula dos artropodes, que é formada basicamente por lipidios. Estas enzimas hidrolisam
componentes do tegumento do hospedeiro promovendo alteracGes na topologia da cuticula,
liberando nutrientes que favorecerdo a germinacao do fungo.

Uma vez aderido a cuticula do hospedeiro, o conidio inicia 0 processo de germinagao.
Essa etapa sofre influéncia de fatores externos, como por exemplo, umidade, temperatura, pH,
0., nutrientes, podendo ainda ser afetada pela presenca de substancias quimicas da superficie
do artropode e pela microbiota saprofitica (ARRUDA, 2005). Em condi¢6es ideais ocorre a
germinacdo, que é caracterizada pela formacdo de uma estrutura denominada tubo
germinativo, que posteriormente sofre alteracdes morfolégicas na extremidade posterior
formando uma estrutura dilatada conhecida por apressério. Nessa etapa ocorre migracdo de
conteddo citoplasmatico, como mitocondrias e ribossomos para o apressorio, promovendo alta
atividade metabolica (ZACHARUK, 1970). Além disso, h&d também um acimulo de aglcares
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responsaveis pela liberagdo de energia e pela pressdo osmdtica no processo de penetracdo
(WANG; ST LEGER, 2007). Posteriormente forma-se uma saliéncia na parte inferior do
apressorio denominada grampo de penetracdo; esta estrutura € afilada e fica em contato com a
cuticula dando inicio ao processo de penetracdo (CLARKSON; CHARNLEY, 1996).

A etapa de penetracdo propriamente dita ocorre pela pressdo mecanica da hifa
terminal, facilitada pela degradacdo enzimatica promovida por hidrolases secretadas pelo
fungo na cuticula do artropode. Dentre estas, sdo sabidamente conhecidas as proteases que sao
responsaveis pela hidrolise de cadeias polipeptidicas para formacdo de moléculas menores
capazes de serem absorvidas pelas células; as lipases, que fracionam os lipidios presentes na
epicuticula e as quitinases responsaveis pela hidrolise da quitina presente na cuticula
(ARRUDA, 2005). Apos transpor a cuticula, hd um espessamento das hifas e a formagéo de
blastosporos responsaveis pela nutricdo do fungo com a degradacdo das fontes de carbono da
hemolinfa dos hospedeiros (BEYS DA SILVA, 2009). No interior da hemocele, o fungo se
multiplica provocando a morte do hospedeiro, geralmente dentro de trés a dez dias apds a
infeccdo. A morte do artropode se da pelo desequilibrio hidrico, devido a perda de &agua,
privacdo de nutrientes, danos mecanicos, como por exemplo, a compressdo de Orgdos, e
quimicos pela acdo de toxinas. Apds a morte do hospedeiro, tendo condicdes favoraveis de
temperatura e umidade, o fungo se exterioriza e inicia a conidiogénese sobre o cadaver do
artropode, para posterior disseminagdo dos conidios sobre outros hospedeiros, e desta forma
déo continuidade ao ciclo na natureza (CHANDLER et al., 2000).

O controle biologico de carrapatos utilizando fungos artropodopatogénicos tem
apresentado resultados potencialmente satisfatorios. A utilizacdo de fungos no controle de
carrapatos data do inicio de 1990, quando Bittencourt et al., (1992) estudaram o efeito de M.
anisopliae s.l. sobre fémeas de R. microplus, e foi observado alto percentual de controle em
teste laboratorial. Dentre os fungos estudados, B. bassiana s.l. e M. anisopliae s.l. sdo 0s que
tém apresentado resultados mais satisfatorios em condic6es laboratoriais, demonstrando-se
patogénicos para varias especies de carrapatos, como Amblyomma cooperi, (REIS et al.,
2003), A. cajennense (REIS et al., 2004), A. variegatum (MARANGA et al., 2005), R.
sanguineus (GARCIA et al., 2004) e R. microplus (BITTENCOURT et al., 1992).

Fernandes e Bittencourt (2008) fizeram um levantamento da utilizacdo de fungos
artropodopatogénicos no controle de carrapatos na America do Sul. Nesta revisdao foi
demonstrada que em testes laboratoriais, a fase mais susceptivel é a larval, entretanto, varios
isolados de M. anisopliae s.l. e B. bassiana s.l. demonstraram alta viruléncia para todos os
estagios de carrapato. Além disso, foi observado que a maioria dos testes a campo apresentou
resultados menos satisfatorios do que os testes em laboratério. Segundo os autores, em
experimentos in vivo, as condi¢cGes ambientais (temperatura, umidade relativa, radiacédo solar,
entre outras) podem influenciar no desenvolvimento dos fungos, podendo inibir a germinacédo
dos conidios, diminuir a penetracdo no hospedeiro, promovendo, desta maneira, menores
niveis de infeccdo. Visando minimizar esses problemas, estudos vém sendo realizados
testando fungos artropodopatogénicos em diferentes formulagdes, com intuito de proteger e
potencializar a acdo destes micro-organismos em condi¢fes a campo (KAAYA et al., 2011).

Formulacdes fangicas

A utilizacdo de fungos artropodopatogénicos no controle biolégico de carrapatos €
uma alternativa promissora ao controle quimico. Porém, a maioria dos testes que foram
realizados em nivel de campo com fungos artropodopatogénicos no controle de carrapatos na
América do Sul demonstrou baixa eficacia (FERNANDES; BITTENCOURT, 2008), com
excecdo de uma formulacdo de gel de celulose polimeralizada e conidios de B. bassiana s.l.
aplicada diretamente nas orelhas dos eqiinos para reduzir a infestagcdo de Dermacentor
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(Anocentor) nitens (SOUZA et al., 2009). A baixa eficiéncia dos fungos em testes de campo
esta relacionada a fatores bidticos e abioticos que podem influenciar na sua sobrevivéncia,
propagacdo e infeccdo do hospedeiro (GOETTEL et al.,, 2000). Os fatores abidticos s&o
essenciais para a sobrevivéncia dos fungos, dentre estes, a radiacdo solar UV é considerada a
de maior importancia (CAGAN; SVERCEL, 2001), pois pode inativar o conidio, ocasionando
danos letais a0 DNA e mutacdes génicas (NICHOLSON et al., 2000). Outros fatores de
extrema importancia para os fungos sdo a temperatura e umidade que podem influenciar na
longevidade dos conidios (ALVES et al., 2002). Segundo Alves (1998), a temperatura pode
afetar a germinacéo, crescimento e viabilidade dos fungos, devido a alteragdes metabolicas
nestes organismos. A maioria dos fungos artropodopatogénicos € meséfilo, com crescimento
entre 10 e 40 °C, sendo a temperatura 6tima entre 25 e 35 °C (COONEY; EMERSON, 1964;
ROBERTS; CAMPBELL, 1977). Com relagdo a umidade relativa (U.R.), Walstad et al.
(1970) demonstraram que M. anisopliae s.I teve maior percentual de germinacédo em 100% de
U.R. Entretanto, existem estudos que demonstram que os fungos entomopatogénicos podem
infectar insetos em condi¢des entre 60 e 70% de U.R. (ZIMMERMANN, 2007 a).

Sobre a influéncia de fatores bidticos no desenvolvimento fungico, Groden e
Lockwood (1991) relataram que micro-organismos presentes na microbiota do solo exercem
acdo fungistatica inibindo a atividade ou sobrevivéncia dos fungos artropodopatogénicos.
Além da interferéncia dos fatores bioticos e abidticos, outro fator que influencia na utilizacéo
em larga escala dos fungos artropodopatogénicos, é o tempo necessario para causar
mortalidade no hospedeiro (SANTI et al., 2011).

Uma possibilidade de minimizar a interferéncia dos fatores ambientais na eficacia e
potencializar a acdo dos fungos artropodopatogénicos seria a utilizagdo destes micro-
organismos em formulagdes. De acordo com Alves (1998), formular um artropodopatogeno é
acrescentar a ele determinados compostos que melhoram o seu desempenho a campo, facilita
a aplicacdo e, principalmente, permite 0 armazenamento sob condi¢des nas quais se minimiza
0 custo, com perda minima na qualidade do produto. Além do potencial de uso do agente
selecionado, a analise econdmica da formulacdo também deve ser criteriosa, uma vez que na
comercializacdo, o preco final do produto é extremamente importante.

Os componentes presentes na formulacdo devem contribuir para o incremento da
estabilidade, viruléncia e eficacia do agente biocontrolador (ALVES, 1998). Varios estudos
tém demonstrado resultados satisfatorios na utilizacdo de fungos artropodopatogénicos em
formulacdes oleosas para o controle in vitro de carrapatos (POLAR et al., 2005; LEEMON et
al., 2008; ANGELO et al., 2010; CAMARGO et al., 2012). Quando utilizado em associacao
com fungos artropodopatogénicos, o 6leo aumenta a adesdo dos conidios a superficie dos
artropodes, os protegendo contra as condices ambientais adversas (ALVES, 1998).
Entretanto, o tipo de 6leo utilizado na formulacdo é importante podendo refletir na eficacia e
também no preco final do produto.

Os Oleos vegetais e minerais tém sido amplamente testados como adjuvantes em
formulagdes fangicas, pois proporcionam menor dose letal, menor efeito evaporativo sobre o
produto aplicado, propriedades quitinofilicas que favorecem a adesdo e a infectividade, e
maior tempo de armazenamento do produto formulado quando comparado a suspensdes
aquosas (PRIOR et al., 1988). Segundo Alves e Faria (2010), existem muitas diferencas entre
Oleo vegetal e mineral. De acordo com estes autores, os 6leos vegetais possuem como
principais vantagens: a certificacdo e utilizacdo em cultivos organicos, sdo mais viscosos e
ddo maior adesividade a superficie dos organismos alvos e plantas, ndo sdo inflamaveis,
conferem maior protecdo aos esporos contra a radiacdo ultravioleta e apresentam menor
evaporacdo. Este tipo de 6leo tem como principal desvantagem, a possibilidade de diminui¢do
da viabilidade durante o armazenamento em temperatura ambiente, pois pode ocorrer a
germinacdo dos conidios se estes tiverem teor de agua acima de 10%, através da utilizagdo de
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residuos de nutrientes presentes no 6leo vegetal. J& os 6leos minerais tém como vantagem a
manutencdo da viabilidade por maior tempo em temperatura ambiente, mesmo se 0s conidios
tiverem mais de 10% de teor de agua, visto que ndo contém residuos de nutrientes. Entretanto,
estes Oleos ndo podem ser utilizados e certificados em cultivos orgénicos. Alguns dleos
minerais ainda podem ser inflamaveis, ndo proteger os conidios contra a radiacdo ultravioleta
e também evaporar mais rapido. Além disso, o valor do éleo vegetal custa em média um terco
do 6leo mineral, possibilitando uma reducdo do preco do produto final.

Com relacédo a eficacia das formulagdes contendo diferentes tipos de éleo, Polar et al.
(2005) demonstraram que o tempo médio para o fungo formulado provocar a morte do
carrapato, tanto em 6leo mineral quanto em vegetal, foi muito préximo, em torno de 4 dias,
enquanto que o grupo tratado com suspensdo aquosa levou 8 dias. Porém, estes mesmos
autores observaram que o tempo de germinacdo do fungo em formulacéo de 6leo mineral foi
menor (24 horas) do que o 6leo vegetal (48 horas).

A escolha do 6leo a ser utilizado na formulagcdo tem que ser criteriosa, visto que
existem Oleos que podem ocasionar efeitos tdxicos aos artropodopatdégenos, como foi
observado por Aguda et al. (1986) que verificaram queda na producdo de conidios em
laboratorio quando M. anisopliae s.l. foi associado com 0leo de Nim (Azadirachta indica) em
concentragbes > 5%. Outro fator a ser considerado para formulacdo de fungos
artropodopatogénicos em Gleos ¢é a viabilidade. Stathers et al. (1993) estudaram o efeito de
varios Oleos de origem vegetal no armazenamento de conidios de M. flavoviridae e
encontraram que, com excecao do 6leo de soja, todos os 0leos vegetais avaliados reduziram a
viabilidade dos conidios para menos de 40%, apds quatro semanas. Além da toxicidade para
os fungos, alguns 6leos tém demonstrado efeito toxico também sobre os artropodes (ABDEL-
SHAFTY; SOLIMAN, 2004). Isto pode ser utilizado como uma ferramenta de controle
suplementar se o 6leo néo for prejudicial ao fungo, promovendo efeito sinérgico.

Através de um estudo realizado por Peng e Xia (2011) foi evidenciado que a utilizacdo
de agentes surfactantes na forma de uma emulsdo, para diluir as formulac6es oleosas de M.
anisopliae s.l., facilita a homogeneizacdo da suspensdo e potencializa a viruléncia do fungo
em condi¢bes de baixa umidade, devido a disponibilizacdo de agua necessaria para a
germinacéo do conidio.

De maneira geral, quando se pensa em controle bioldgico de carrapato a campo
utilizando fungos artropodopatogénicos, é imprescindivel a utilizacdo de formulagdo. Até o
momento, varios estudos tém demonstrado resultados promissores. Porém, mais estudos ainda
s80 necessarios para chegar a um produto que atenda as recomendacdes fiscais e que possa
entdo ser utilizado de maneira comercial no nosso pais.

Fatores de viruléncia em M. anisopliae s.I.

De acordo com Shapiro-llan et al. (2005), viruléncia é um termo quantitativo
relacionado com a capacidade de um organismo em provocar doencas dentro de um grupo ou
espécies. A variacdo da viruléncia entre diferentes linhagens de M. anisopliae s.l., de acordo
com Bidochka e Khachatourians (1990), pode estar relacionada com a producdo de enzimas
hidroliticas, que se inicia com a adesdo do conidio fungico a superficie do artrépode, através
da expressdo de genes que codificam enzimas envolvidas na penetracdo (FREIMOSER et al.,
2003), dentre elas lipases, proteases e quitinases.

As lipases sdo enzimas que catalisam, entre outras reacoes, a hidrélise das ligacdes
éster de lipidios gerando alcoois e &cidos graxos (BEYS DA SILVA, 2009). A atividade
lipolitica ocorre na interface 6leo-a4gua, devido as caracteristicas estruturais destas enzimas
(JAEGER et al., 1999; UEDA et al., 2002; REIS et al., 2009). O sitio ativo das lipases é
composto por serina, histidina e aspartato, e é protegido por um oligopeptideo helicoidal, que
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funciona como uma “tampa”, e somente € exposto quando ha interacdo com uma superficie
hidrofébica, permitindo desta maneira o contato com o substrato (JOSEPH et al., 2008). Beys
da Silva et al. (2009) purificaram e caracterizaram uma lipase de aproximadamente 66 kDa e
pl 5,6 extraida da superficie de conidios de M. anisopliae s.l. No processo de infec¢do de M.
anisopliae s.| sobre artropodes, as lipases estdo relacionadas com a hidrélise de lipidios
presentes na epicuticula, a primeira barreira do artrépode contra 0s micro-organismos,
reforcando desta maneira a importéancia das lipases (SILVA et al., 2005; BEYS DA SILVA et
al., 2010). O trabalho realizado por Piyaporn et al. (2010), demonstrou que uma lipase
extracelular purificada de Nomuraea rileyi quando foi adicionada a suspensdo fungica
proporcionou uma diminuigdo no tempo de mortalidade de larvas de Spodoptera litura.

Os produtos da hidrélise de lipidios da epicuticula apresentam fun¢Ges importantes na
infecgdo fungica, como por exemplo, o reconhecimento do hospedeiro e a utilizagdo como
nutrientes que dardo suporte energético ao inicio da germinacdo (BEYS DA SILVA et al.,
2009).

Apo6s a degradacdo da epicuticula, o fungo se depara com a procuticula, por¢do que
compreende a maior fracdo da cuticula dos artrépodes, cuja composicdo € basicamente
proteina e quitina (CLARKSON; CHARNLEY, 1996). As proteases sdo responsaveis pela
hidrolise protéica. Um estudo realizado por St. Leger et al., (1986 a) confirmou a participacéo
de uma protease (Prl1) na hidrélise da cuticula, removendo 25 - 30% das proteinas cuticulares.
Em outro estudo, St. Leger et al. (1998), observaram que durante o processo infectivo em
Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae), M. anisopliae s.l. secretou 14 isoformas de
proteases que foram detectadas em zimogramas. Destas proteases secretadas por M.
anisopliae s.l., a maior parte sdo serino endopeptidases semelhantes a subtilisinas, que tem o
sitio ativo composto por serina, acido aspartico e histidina. Estas enzimas sdo importantes
para hidrolisar as proteinas e fornecer nutrientes para o desenvolvimento fungico. Bagga et al.
(2004) demonstraram a diversidade destas enzimas tipo subtilisinas produzidas por um
isolado de M. anisopliae s.l. durante o crescimento na cuticula de insetos, sendo estas
classificadas de Pr1 A a Pr 1 K, totalizando 11 isoformas. Estes mesmos autores, concluiram
que as diferencas entre as isoformas de Prl ocorrem pelas especificidades de substrato
secundario, propriedades de adsorcdo na cuticula e estabilidade alcalina, indicativas das
diferencas funcionais. Em M. anisopliae s.l. a protease Pr 1 A tem importancia confirmada
experimentalmente no processo de infeccdo em artrépodes. Isto foi observado em um estudo
conduzido por St. Leger et al. (1996) ao superexpressarem o gene prl em M. anisopliae s.1.,
observando um aumento da eficiéncia no processo de infeccdo em larvas de M. sexta, quando
comparadas com a linhagem selvagem.

Além de Pr 1, outras proteases foram caracterizadas em sobrenadante de cultivo de M.
anisopliae s.l., entre estas estdo as serino proteases semelhante as quimotripsinas (SCREEN;
ST LEGER, 2000), cisteino-proteases (Pr 4) (COLE et al., 1993), metaloproteases (ST
LEGER et al., 1994 a), carboxipeptidases (ST LEGER et al., 1994 b), e as proteases do tipo
tripsina, denominadas de Pr 2 (ST LEGER et al., 1996). A funcdo de Pr 2 no processo de
infeccdo ainda ndo esta completamente elucidada. Paterson et al. (1994) relataram que Pr 2
estaria envolvida na ativacdo ou inducdo de Pr 1 em M. anisopliae var. anisopliae. Esta
hipdtese foi reforcada pelo fato de que em cultivo, Pr 2 ocorre anteriormente a Pr 1
(GILLESPIE et al., 1998). Estes autores investigaram a producdo de Pr 1 e Pr 2 em 19
isolados de M. anisopliae s.l. A atividade de Pr 1 foi observada ap6s 72 horas de incubacéo,
enquanto a atividade Pr 2 foi detectada, na maioria dos isolados, apds 48 horas, sugerindo que
Pr 2 atuaria precocemente na cuticula com liberacdo de peptidios indutores de Pr 1. St Leger
et al. (1994) através de um estudo de eletroforese de focalizacdo isoelétrica observaram a
ocorréncia de trés isoformas de Pr 2. A presenca destas isoformas variou conforme o meio de
cultura e tempos de cultivo, sugerindo que elas podem ser diferentemente expressadas
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conforme o meio de cultivo. No estudo realizado por Santi et al. (2010 a), foram encontradas
cinco isoformas de proteases presentes na superficie de conidios de M. anisopliae s.l., capazes
de hidrolisar diferentes tipos de substratos, garantindo desta forma sua manutengdo tanto em
ambiente saprdfita quanto em parasitismo. Com relagdo a testes utilizando substratos
especificos para Pr 1 e Pr 2 extraidas da superficie dos conidios, foi verificada que a Pr 1
possui atividade quatro vezes maior do que a Pr 2, confirmando a sua importancia na infeccao
fungica (SANTI et al., 2010 a).

Concomitantemente com a hidrélise protéica na procuticula, ocorre degradacdo da
quitina, que é um polimero linear composto por unidades de N- acetilglucosamina
(monossacarideos derivados da glicose), unidas por ligagdes B-1-4 (DAHIYA et al., 2005). A
quitina é o componente mais abundante na composicdo da parede celular dos fungos e
também esté presente na cuticula de artrépodes, proporcionando defesa mecanica e estrutural.
As quitinases atuam nas ligacdes [-1-4 presentes entre as subunidades de N-
acetilglucosamina. De acordo com o local da clivagem, as quitinases s&o classificadas em: (i)
endoquitinases, quando clivam a quitina em sitios aleatérios no interior do polimero; (ii)
exoquitinases, que clivam a quitina na extremidade (DUO-CHUAN, 2006) e (iii) endo-exo-
quitinases, que possuem as duas atividades (SILVA et al., 2005). As principais funcbes das
quitinases ja estabelecidas em fungos artropodopatogénicos sdo: degradacdo da quitina
exogena presente em fragmentos de hifas autolizadas e no exoesqueleto de artropodes mortos,
para uso como fonte de nutriente; remodelamento da parede celular durante o ciclo de vida do
fungo (morfogénese); participagdo como fatores de viruléncia em fungos entomopatogénicos
(SEIDL, 2008; BOLDO et al., 2009). As quitinases sdo agrupadas em duas familias, 18 e 19,
das glicosil-hidrolases, com base na conservacdo da sequéncia de aminoacidos e na estrutura
da proteina (HENRISSAT, 1991). De acordo com Seidl et al. (2005), M. anisopliae s.I secreta
23 quitinases pertencentes a familia 18, e separadas em subgrupos A, B, C (SEIDL et al.,
2005). Porém, recentemente, a partir de um estudo filogenético, Junges (2010) propds a
formacdo do subgrupo D, onde seriam agrupadas trés quitinases que ficaram em uma
ramificacdo separada quando comparada com a analise de Seidl et al. (2005).

Em M. anisopliae s.l., os primeiros estudos com quitinases foram realizados por St.
Leger et al. (1987) que detectaram atividade quitinolitica em sobrenadante de cultura
contendo cuticula do gafanhoto Schistocerca gregaria. Posteriormente, esses mesmos
pesquisadores purificaram duas quitinases, uma endoquitinase de 33 KDa e uma exoquitinase
de 110 KDa em sobrenadante de cultivo de M. anisopliae s.l. enriquecido com quitina. Em
um isolado brasileiro de M. anisopliae s.l., a primeira quitinase foi purificada por Pinto et al.
(1997), caracterizarando a enzima como uma endo-exo-quitinase de aproximadamente
30KDa, nomeada como CHIT30. Atualmente, trés genes que codificam quitinases foram
isolados e caracterizados: chitle chi3 (BOGO et al., 1998) e chi2 (FREIMOSER et al., 2003).
De acordo com Silva et al. (2005) é o gene chi3 que codifica a quitinase CHIT30, esta endo-
exo-quitinase foi detectada em condicGes de infec¢do na cuticula de R. microplus através de
analises imunocitoquimicas, sugerindo entdo sua participacdo na infeccdo deste artrpode.
Reforcando a importancia desta enzima, Staats (2007) observou gque a delecdo do gene chi3
em M. anisopliae s.I. diminuiu a viruléncia em um bioensaio sobre Dysdercus
peruvianus (Hemiptera: Pyrrhocoridae). Nesse mesmo raciocinio, quando Fang et al. (2005)
superexpressaram o gene que codifica a quitinase Bchitl de B. bassiana s.l. foi observado um
aumento de 50% da viruléncia para Myzus persicae (Hemiptera: Aphididae). Esses estudos
demonstram a importancia das quitinases no processo de infec¢do em artrépodes.

Outro fator que vem sendo relacionado com a viruléncia de M. anisopliae s.l. é a
infeccdo por micovirus dsSRNA (LEAL et al., 1994; FRAZZON et al., 2000). A presenca de
RNA fita dupla no genoma de fungos é um indicativo comum da presenca de micovirus
(ARRUDA, 2005). Os micovirus sdo particulas ribonucleoprotéicas intracelulares contendo
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um genoma (dsRNA), incluso dentro de um capsidio com cobertura protéica (CASTRO et al.,
1999). Segundo Melzer e Bidochka (1998) a infeccdo por essas particulas virais em M.
anisopliae s.I. € latente, pois muitos fungos infectados ndo apresentam sintomas, embora ja
tenham ocorrido alteracdes no crescimento da col6nia, producéo de conidios e diminuigdo da
viruléncia sobre insetos. A transmissdo desses virus pode ocorrer durante a producdo de
conidios, sendo dessa forma vertical (MELZER et al., 1997), ou transmissdo horizontal,
quando h4 a fusdo de células entre linhagens geneticamente compativeis (BUCK, 1998). Em
um estudo realizado por Bogo et al. (1996) foi observada a presenca de dsRNA em trés de
sete isolados de M. anisopliae s.l. analisados em eletroforese de gel de agarose. O padrdo de
dsRNA ocorreu tanto em micélio quanto em conidio, confirmando a presenca dos micovirus
durante o desenvolvimento do fungo. A partir de um estudo realizado por Day et al. (1977)
propOs-se a associacdo da infeccdo por micovirus com a hipoviruléncia em fungos. Neste
estudo, os autores observaram que isolados de Endothia parasitica infectados com dsRNA
apresentaram alteracdes morfoldgicas e foram menos virulentos quando comparados a
isolados livres da infecgdo. A presenca de micovirus em M. anisopliae s.l. ja foi observada
por varios autores (BOGO et al.,, 1996; MELZER; BIDOCHKA, 1998; MARTINS et al.,
1999; FRAZZON et al., 2000; GIMENEZ-PECCI et al., 2002). No trabalho realizado por
Melzer e Bidochka (1998) foi verificado que 28 de 73 (38,4%) isolados de M. anisopliae s.l. e
2 de 12 (16,7%) isolados de B. bassiana s.l. coletados de solo estavam infectados com
dsRNA. Neste mesmo estudo, 0s autores observaram que nao houve diferenca no grau de
crescimento, na producéo de conidios e viruléncia sobre inseto, quando isolados infectados
com dsRNA foram comparados com isolados livres de dSRNA. Entretanto, ao compararem
duas linhagens isogénicas, uma infectada e outra livre de dsRNA, esses autores verificaram
um aumento na producdo de conidios e no grau de viruléncia dos isolados livres de dsSRNA.
Além disso, Giménez-Pecci et al. (2002) ao analisarem a secrecdo de quitinases entre
diferentes isolados de M. anisopliae s.l., observaram que todos isolados infectados
apresentaram menor atividade quitinolitica do que os isolados livres de dsSRNA. Com relacéo
a secrecdo de proteases, Tiago et al. (2002) compararam linhagens isogénicas de M.
anisopliae s.l. e Paecilomyces fumosoroseus, e ndo observaram correlagdo entre presenca ou
auséncia de dsSRNA com a secrecao de proteases.

De modo geral, a infeccdo por dsRNA relacionada com fator de viruléncia em M.
anisopliae s.l. ainda é bastante controversa, visto que ha estudos que evidenciam diminuicao
da viruléncia (FRAZZON et al., 2000) e outros que demonstram que nao ha alteracdo alguma
em linhagens infectadas por dsSRNA (MARTINS et al., 1999). Por este motivo, devido a
grande importancia de M. anisopliae s.l. no contexto do controle bioldgico, torna-se relevante
estudos que visem associar a infeccdo por micovirus com outros possiveis fatores de
viruléncia entre diferentes isolados, buscando, desta maneira, potenciais biocontroladores para
serem utilizados no controle de R. microplus.
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CAPITULO |

ESTUDO ENZIMATICO E PESQUISA DE MICOVIRUS EM DIFERENTES
ISOLADOS BRASILEIROS DE Metarhizium anisopliae s.l. RELACIONADOS COM
VIRULENCIA PARA Rhipicephalus (Boophilus) microplus
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo verificar o potencial patogénico dos isolados brasileiros
CG 112, CG 347, CG 32, CG 148 e CG 629 de Metarhizium anisopliae s.l a partir da relacéo
entre diferentes fatores de viruléncia como a secrecdo de enzimas hidroliticas (lipases,
proteases e quitinases) e a infeccdo por micovirus com o percentual de controle de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. O bioensaio in vitro foi realizado com fémeas
ingurgitadas de R. microplus expostas a suspensdo aquosa dos diferentes isolados de M.
anisopliae s.l. As atividades lipolitica e proteolitica foram avaliadas usando substratos
cromogeénicos p-Nitrofenol Palmitato (pNPP) e Azocaseina, respectivamente, e a atividade
quitinolitica foi determinada pela hidrélise do substrato fluorescente 4- Metilumbeliferil-
triacetilquitotriose. No ensaio de protease, foi realizada também a atividade proteolitica em
gel de poliacrilamida contendo gelatina como substrato, para verificar a presenca de isoformas
destas enzimas. Para a pesquisa de dsRNA, as amostras sofreram digestdo enzimatica por S1
endonuclease e RNAse e posteriormente foram migradas por eletroforese em gel de agarose.
Os cinco isolados testados foram patogénicos para fémeas de R. microplus, porém, os isolados
CG 629 e CG 148 mostraram 0s maiores percentuais de controle. Os resultados dos ensaios
enzimaticos demonstraram que os isolados mais virulentos para fémeas ingurgitadas de R.
microplus foram o0s que apresentaram as maiores atividades enzimaticas (lipolitica,
proteolitica e quitinolitica). Com relacdo a pesquisa de dsRNA, quatro dos cinco isolados
testados estavam infectados com micovirus, o Unico livre da infecgdo foi o isolado CG 347,
que no presente estudo demonstrou baixo percentual de controle para R. microplus, nédo
demonstrando desta maneira, nenhuma associagdo com a viruléncia. A partir destes
resultados, foi possivel concluir que a atividade enzimatica de lipases, proteases e quitinases
dos isolados de M. anisopliae s.l. estudados estdo diretamente relacionadas com a viruléncia
para fémeas de R. microplus.

Palavras-chave: lipases, proteases, quitinases, micovirus e controle biologico.
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ABSTRACT

The present study aimed to determine the virulence potential of CG 112, CG 347, CG 32, CG
148 and CG 629 of Metarhizium anisopliae senso latu isolates based on the relation between
different virulence factors, such as the secretion of hydrolytic enzymes (lipases, proteases and
chitinases) and the presence of mycovirus infection, with the control percentage of
Rhipicephalus (Boophilus) microplus ticks. The in vitro bioassay was performed with R.
microplus engorged females exposed to aqueous fungal suspensions of different M. anisopliae
s.| isolates. The lipolytic and proteolytic activities were evaluated using the following
chromogenic substrates: p-Nitrophenol Palmitate (pNPP) and azocasein, respectively; and the
chitinolytic activity was determined by the hydrolysis of the fluorescent substrate 4 -
methylumbelliferyl-triacetilquitotriose. In the assay of protease was also performed
proteolytic activity in polyacrylamide gel containing gelatin as a substrate, to verify the
presence of isoforms of these enzymes. The detection of dSRNA was performed through
enzymatic digestion using RNAse and S1 endonuclease; samples were subsequently migrated
by electrophoresis in agarose gel. The five tested isolates were pathogenic for R. microplus
females, although the isolates CG 629 and CG 148 caused the highest percentages of control.
The most virulent isolates for R. microplus females also showed the highest enzymatic
activities whether compared with the less virulent isolates. Regarding the dsSRNA search, four
of the five tested isolates were infected with mycovirus; the only one free of infection was CG
347 isolate, which in this study showed a low percentage of R. microplus control,
demonstrating accordingly that mycovirus infection has no association with fungal virulence
against ticks. Based on these results, it was concluded that the enzymatic activity of lipases,
proteases and chitinases of M. anisopliae s.l. isolates studied are directly related to the
virulence for females of R. microplus.

Key words: lipases, proteases, chitinases, mycovirus and biological control.
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1 INTRODUCAO

Rhipicephalus (Boophilus) microplus é considerado um dos principais ectoparasitas
dos bovinos nas regibes tropicais e subtropicais do mundo (POWEL; REID, 1982),
acarretando queda na produtividade (JONSSON, 2006) e consequentemente, prejuizos
econdmicos (GRISI et al., 2002). Além disso, esse carrapato pode ser vetor de agentes
patogénicos aos bovinos, responsaveis por causar doencas de alta morbidade como Babesiose
e Anaplasmose (JONSSON et al., 2008).

A utilizacdo de fungos acaripatogénicos no controle de carrapatos vem sendo estudada
a pelo menos duas décadas (BITTENCOURT et al., 1992). Dentre os fungos utilizados,
Metarhizium anisopliae é a espécie que tem demonstrado maior potencial, sendo capaz de
infectar vérias espécies de carrapatos, inclusive R. microplus (FERNANDES;
BITTENCOURT, 2008). A capacidade de penetrar na cuticula dos artrépodes é o que torna
viavel a utilizacdo destes micro-organismos no controle biolégico (ALVES, 1998). O
processo de penetracgdo via cuticula ocorre pela adesdo dos conidios, seguida pela germinacéo,
modificacdo e especializacdo do conidio formando tubo germinativo e posterior liberacdo de
enzimas (lipases, proteases, quitinases, entre outras) que hidrolisam componentes da cuticula
deixando-a friavel, concomitantemente o tubo germinativo exerce uma pressao fisica e o
fungo invade a hemocele (BITTENCOURT et al., 1999; ARRUDA et al., 2005).

Varios estudos vém sendo realizados com intuito de estabelecer a interagcdo fungo-
artropode e esclarecer a importancia das enzimas secretadas durante a infecgdo (SCHRANK;
VAINSTEIN, 2010). As proteases Pr 1 foram as primeiras que tiveram o papel esclarecido na
penetracdo (ST LEGER et al., 1996), seguidas pelas quitinases (SILVA et al., 2005) e mais
recentemente Beys da Silva et al. (2010 a) demonstraram a importancia das lipases durante a
infeccao.

Atualmente existem muitas linhagens de M. anisopliae s.l. isoladas de diferentes
substratos e hospedeiros armazenadas em diversas colecbes no mundo. Quando estas sdo
testadas sobre carrapatos geralmente hd muita variacdo na viruléncia (QUINELATO et al.,
2012). Estudos tém demonstrado ampla variacdo na secrecdo de enzimas entre diferentes
isolados de M. anisopliae (MUSTAFA; KAUR, 2009), podendo desta maneira, influenciar na
viruléncia sobre os artrépodes. Outro fator que vem sendo relacionado com o grau de
viruléncia dos fungos fito e acaripatogénicos, € a infeccdo destes com virus de RNA fita dupla
(dsRNA) cuja presenca pode diminuir a capacidade infectiva (MC CABE et al., 1999). Esses
micovirus sdo frequentemente encontrados infectando varios géneros de fungos (FRAZZON
et al., 2000). A maioria das infeccdes por micovirus é latente, porém, em alguns casos, pode
interferir no fendtipo do fungo, alterando a morfologia da colénia e diminuindo a taxa de
crescimento e esporulacdo (MELZER; BIDOCHKA, 1998; CHU et al., 2002; TSAI et al.,
2004). Com relacdo ao género Metarhizium ainda ha controvérsias sobre a relacdo da infeccdo
por esses virus com a viruléncia, pois existem trabalhos que demonstraram que isolados
infectados podem ser mais ou menos virulentos a artropodes (MARTINS et al., 1999;
FRAZZON et al., 2000).

Visto o exposto, foi elaborado um estudo, cujos objetivos foram verificar o potencial
patogénico de diferentes isolados brasileiros de M. anisopliae s.l. sobre fémeas ingurgitadas
de R. microplus, verificar se ha associacdo entre as atividades enzimaticas (lipolitica,
proteolitica e quitinolitica) e a infeccdo por micovirus com o percentual de controle e
estabelecer marcadores moleculares de viruléncia desta espécie fangica para R. microplus.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao dos isolados de M. anisopliae s.l. e manutencéo das col6nias
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Para a realizacdo do experimento foram utilizados cinco isolados brasileiros de M.

anisopliae s.I. (CG 32, Mahanarva posticata (Homoptera: Cercopidae), Bahia, 1984; CG
112, Distrito Federal, Deois flavopicta (Homoptera: Cercopidae), 1988; CG 148, Deois
flavopicta (Homoptera: Cercopidae), Mato Grosso do Sul, 1982; CG 347, Solo, Goias, 1991;
CG 629, Mahanarva posticata (Homoptera: Cercopidae), Alagoas, 1997), cedidos pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia-DF, Brasil. A escolha destes isolados foi a partir de um estudo prévio
realizado por Quinelato et al. (2012), que demonstrou varia¢do na viruléncia entre 30 isolados
de M. anisopliae s.I. A partir deste estudo, foram selecionados dois isolados mais virulentos,
dois menos e um intermediario. Esses isolados foram cultivados em meio batata, dextrose e
agar (BDA) (Himedia, Mumbai, India) em temperatura de 25 + 1 °C e umidade relativa >
80%, por 15 dias. Para a manutengdo das colonias, os isolados foram mantidos em BDA sob
refrigeracdo no Laboratorio de Controle Microbiano da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro.

2.2 Preparo das suspensdes fungicas

Os conidios de cada isolado fungico foram raspados da superficie do meio de cultura,
suspensos em solugdo de agua destilada estéril e Tween 80 a 0,01% (Sigma) (LUZ et al.,
1998) e quantificados com auxilio de cdmara de Neubauer e microscopio Optico, segundo
Alves (1998). A partir da suspensdo na concentracdo de 10% conidios/mL obteve-se a
concentracéo de 10° conidios/mL, através de diluicdo seriada.

2.3 Viabilidade dos conidios

Uma aliquota da suspensdo 10® conidios/mL de cada isolado de M. anisopliae s.I. foi
depositada em placa de Petri contendo meio BDA e incubadas sob temperatura de 25 + 1°C e
umidade relativa > 80% durante 24 horas. O calculo da germinagéo dos conidios foi realizado
segundo Alves (1998).

2.4 Infeccdo in vitro de R. microplus

2.4.1 Autorizacao pelo comité de ética para utilizacdo de animais em experimentacao

O experimento faz parte de um projeto aprovado pelo Comité de Etica (COMEP) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro no processo niumero 23083.009241/2011-16 e
com o protocolo de aprovacdo 154/2011.

2.5 Bioensaio com fémeas ingurgitadas

Apos a coleta em bezerros artificialmente infestados, as fémeas ingurgitadas foram
imersas em solucdo de hipoclorito de sodio a 1% por trés minutos para assepsia da superficie
externa do carrapato; em seguida, foram pesadas e distribuidas homogeneamente de acordo
com o peso, em seis grupos contendo 10 fémeas cada.

No tratamento, as fémeas ingurgitadas foram imersas (uma em cada tubo de ensaio)
durante trés minutos em um mL da suspensdo fungica e/ou controle (dgua destilada estéril e
Tween 80 0,01%). Posteriormente, os carrapatos foram fixados em fita adesiva dupla face, no
interior de placas de Petri, e mantidos em camara climatizada sob temperatura de 27 £ 1 °C e
umidade relativa > 80%. Os parametros avaliados foram: peso da massa de ovos, percentual
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de eclosdo das larvas, indices de producdo de ovos e nutricional, utilizando as férmulas
segundo Bennet (1974).

IPO = peso da massa de 0vos (g) x 100
peso inicial da fémea ingurgitada (g)

IN = peso da massa de ovos (g) x 100
peso da teledgina (g) — peso da quendgina (g)

Além disso, foi calculado o percentual de controle de R. microplus exercido pelos
diferentes isolados de M. anisopliae, de acordo com a formula de Drummond et al. (1971) .
RE = peso da massa de ovos (g) x % ecloséo larvas x 20000
peso da teledgina (g)

Percentual de controle = média RE (controle) — média RE (tratado) x 100
média RE (controle)

2.6 Reisolamento fungico

As fémeas ingurgitadas dos grupos tratados e controle foram colocadas em camara
Umida e incubadas em camara climatizada sob temperatura de 27 £1 °C e umidade relativa >
80% para facilitar o desenvolvimento do fungo e posterior confirmacéo de suas caracteristicas
(SAMSON; EVANS, 1982).

2.7 Cultivo dos isolados para os ensaios enzimaticos

Para os bioensaios enzimaticos, um mL de suspensdo fingica na concentragdo de 10°
conidios/mL dos diferentes isolados foram cultivados em frascos Erlenmeyer contendo 50 mL
de meio minimo liquido (BEYS DA SILVA et al.,, 2010b), enriquecido com cuticula de
teledginas de R. microplus 1 % e estearato de colesterol 1 % (Sigma Chem., Co., St. Louis,
USA). As culturas foram incubadas em agitador orbital a 150 rpm e 25 °C durante 24, 48 e 72
horas. Para extracdo das enzimas foram adicionados 250 pL de Triton X-100 a 10% (SILVA
et al., 2005), agitado manualmente durante um minuto; posteriormente o micélio foi filtrado
em papel Whatman n°1 com auxilio de bomba de vacuo. O sobrenadante foi recuperado e
armazenado a -80 °C ateé a realizacdo do ensaio.

2.7.1 Determinacdo da atividade lipolitica

A anélise lipolitica foi realizada pela hidrolise do substrato cromogénico p-nitrofenol
palmitato (pNPP) (Sigma Chem., Co., St. Louis, USA) na forma de emulsdo na proporc¢ao de
1:9 de solucdo A (1: 3 p:v de pNPP em isopropanol) e solugdo B (450 mL de Tris-HCI 50
mM pH 8,0; 0,5 g de goma arabica e 2 g de Triton X-100) (BEYS DA SILVA et al., 2010 b).
O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pocos contendo 10 pL de amostra (x 0,16 ug de
proteinas totais) e 90 pL de emulsdo contendo o substrato. Foi realizada a leitura da
absorbancia em espectrofotometro Spectramax (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) a 410
nm no tempo zero, imediatamente apds a adicdo da amostra (T0), e logo ap6s o tempo
reacional, 30 minutos (T30), incubados a 37 °C. A atividade lipolitica foi calculada pela
subtracdo dos valores de absorbancia de T30 — TO, e esses valores foram aplicados na curva
de p-Nitrofenol para o célculo da atividade. Uma unidade de lipase (U) foi definida como a
quantidade necessaria de enzima para liberar 1 pmol de p-Nitrofenol por minuto nas
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condicdes descritas acima. Os experimentos foram feitos em triplicata e o branco do ensaio
foi realizado com adicéo de tamp&o Tris-HCI 50 mM pH 8,0 ao invés de amostra.

2.7.2 Determinagdo da atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada pela hidrolise de azocaseina (Sigma). O
ensaio foi realizado com a adi¢cdo de 100 uL amostra (+ 1,6 g de proteinas totais) em 100 pL
de solucdo de azocaseina a 2% misturadas a 200 pL de tampdo fosfato de sédio 0,05 M pH
7,9 (SANGORRIN et al., 2001). Os ensaios foram incubados a 50 °C por 15 minutos e a
reacdo foi parada com adicao de 800 pL de &cido tricloroacético (Merk) 20%. Em seguida as
amostras foram centrifugadas a 4000 g por 5 minutos e a absorbancia foi medida em
espectrofotdbmetro a 400 nm. A atividade enzimética foi calculada como descrito por
Sangorrin et al. (2001). Os experimentos foram feitos em triplicata e o branco da reagéo foi
realizado com adicdo de tampéo fosfato de sédio 0,05 M pH 7,9 ao invés de amostra.

2.7.3 Determinacdo da atividade quitinolitica

A atividade quitinolitica foi determinada pela hidrolise do substrato fluorescente 4-
Metilumbeliferil-triacetilquitotriose. Para tanto, 20 uL de amostra (+ 0,32 pg de proteinas
totais) foram adicionadas em 5 pL de substrato a 0,08 mM mais 80 pL de tampéo citrato
fosfato 0,1 M pH 5,0 e foram incubadas por 30 minutos a 37 °C. Apds esse periodo foram
adicionados 120 pL de tampdo glicina NaOH a 1M e pH 10,6, seguido de mais 5 minutos de
incubagdo a 37 °C para parar a reagdo. A fluorescéncia foi medida em fluorimetro
(Spectramax), com excitacdo a 355 nm e emissdo a 460 nm (SANTI et al., 2010). O célculo
da atividade foi realizado a partir de uma curva de metilumbeliferona. Uma unidade de
quitinase (U) foi definida como a quantidade necessaria de enzima para liberar 1 umol de 4-
Metilumbeliferona por mL por minuto nas condicfes descritas acima. Os ensaios foram
realizados em triplicata e o branco da reacdo foi realizado com adi¢do de tampdo citrato
fosfato 0,1 M pH 5,0 ao invés de amostra.

2.8 Determinacédo da concentracao de proteinas

A determinacdo da quantidade de proteina total foi feita de acordo com o método de
Bradford (1976), usando concentracdes conhecidas de alboumina sérica bovina como padréo.

2.9 Zimograma de proteases

Como azocaseina € um substrato hidrolisado por varias proteases, foi utilizada a
técnica de atividade de proteases em gel, através de eletroforeses em géis de poliacrilamida
(SDS-PAGE) a 12% contendo 0,1% de gelatina ultrapura (Sigma), com intuito de estabelecer
0 tamanho aproximado das enzimas secretas em meio extracelular por M. anisopliae s.I. A
quantidade de proteina utilizada foi de 50 pg por poco. Como padrdo de peso molecular, foi
utilizado o marcador “Prestained SDS-PAGE Standards®’ (Bio-rad). Apds a eletroforese, 0s
géis ficaram incubando com agitacdo em tampao tris-HCI 50 mM pH 8,0 + 2,5% Triton X-
100 (Merck) durante 16 horas a 37 °C. Em seguida, foram corados com Coomassie Brilliant
Blue (Sigma) a 0,1% por cerca de uma hora e descorados com solucdo de metanol (Merck):
acido acético (Merck): agua na proporcdo de (3: 1: 6) (v: v: V).

2.10 Deteccéo da infeccdo por micovirus

20



2.10.1 Cultivo dos isolados e extragdo do acido nucléico total para deteccdo de dsSRNA

Frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de Meio de Cove liquido (NaNo3
0,6%, glicose 1%, peptona 0,2%, extrato de levedura 0,05% e caseina 0,15%), foram
inoculados com 1 mL de suspensdo flingica na concentragdo de 10° conidios/mL. As culturas
foram incubadas em agitador orbital por 72 horas a 28 °C e 150 rpm. Apds esse periodo, 0
micélio foi coletado por filtragdo em papel Whatman n°1 estéril, com auxilio de uma bomba
de vacuo.

Para a extracdo dos acidos nucléicos totais, o micélio foi congelado em nitrogénio
liguido e macerado utilizando grau e pistilo. Posteriormente, dois gramas de micélio
macerado foram homogeinizados em 5 mL de tampdo de lise (dgua Milli-Q tratada com
DEPC (Sigma); 100 mM Tris-HCI; 10 mM EDTA; 0,6 M NaCl e 4% SDS), e permaneceram
em “banho-maria” por uma hora a 65 °C. Em seguida, foram adicionados 2,5 mL de fenol e
2,5 mL de cloroférmio, as amostras foram homogeinizadas e centrifugadas por dez minutos a
4000 g. Apds a centrifugacdo, a fase aquosa foi coletada e acondicionada em um novo frasco.
Para retirar o excesso de fenol, foram adicionados 2,5 mL de cloroférmio e centrifugou-se por
dez minutos a 4000 g. Novamente coleou-se a fase aquosa e adicionou-se 105 pL de NaCl
(200 mM) e 5 mL de etanol absoluto gelado. As amostras ficaram precipitando durante 30
minutos a -80 °C. Decorrido este tempo, foram centrifugadas por 15 minutos a 4000 g e o
sobrenadante foi desprezado. O “pellet” formado foi lavado com 5 mL de etanol 70% e
centrifugado por cinco minutos na mesma rotacdo descrita acima. Apds a centrifugacao,
desprezou-se o sobrenadante e o pellet ficou secando por trés horas em temperatura ambiente
e em seguida foi ressuspendido em 200 uL de agua Milli-Q tratada com DEPC (ZHANG et
al., 1996), com algumas modificagdes. O material obtido foi aliquotado em microtubos e
armazenado a -80 °C.

2.10.2 Digestdo enzimatica

Para digestdo de RNA de fita simples foram utilizados 0,5 puL de nuclease S1 (100
U/uL) (Sigma Chem. Co., St Louis, MO, U.S.A.), 5 uL de &cido nucléico total (contendo
aproximadamente 200 ng), 2 pL de tampédo da enzima nuclease S1 (10x), (2,8 M de NaCl,
300 mM de acetato de sédio pH 4,5 e 10 mM de ZnSO4) (Sigma) e 12,5 pL de agua Milli-Q
tratada com DEPC (Sigma). A reacdo foi incubada a 37 °C por 1 hora, em seguida as amostras
foram colocadas em gelo para parar a reacdo (ARRUDA, 2005)

Para digestdo de todo RNA presente na amostra, tanto de fita simples como de fita
dupla, foi realizada a digestdo de 5 pL de acido nucléico total, 0,2 uL de RNAse A (200
pg/mL) (Invitrogen) e 4,8 pL de agua Milli-Q tratada com DEPC. A reacdo foi incubada a 37
°C por 30 minutos, em seguida as amostras foram colocadas em gelo para parar a reacdo. Os
produtos obtidos de ambos os tratamentos enzimaticos foram visualizados por eletroforese em
gel de agarose 1,2% corado com 0,5 g de brometo de etidio (ARRUDA, 2005).

2.11 Analise estatistica

Para analise dos dados paramétricos (peso da massa de ovos, indices de producdo de
ovos e nutricional, ensaios enzimaticos) foi realizada a andlise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste de Tukey para comparacdo entre as médias, com nivel de significancia de
5%. Os dados ndo paramétricos (percentuais de eclosdo das larvas) foram submetidos a
andlise de Kruskal-Wallis, seguida pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK) para
comparacdo entre as ordenacGes médias, com nivel de significAncia de 5% (SAMPAIO,
2002).
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3 RESULTADOS

Através do teste de viabilidade, foi possivel observar que todos os isolados fungicos
utilizados no experimento estavam viaveis, demonstrando percentual de germinacao de 100%
apos 24 horas.

No bioensaio com fémeas ingurgitadas, todos isolados foram capazes de promover
alteracdes na maioria dos parametros avaliados. Ao se avaliar a acdo dos fungos na oviposicao
das fémeas, os isolados CG 148 e CG 629 foram capazes de promover reducdo de
aproximadamente 58% no peso médio total da massa de ovos, quando comparados com o
grupo controle. Os isolados CG 112 e CG 347 também diferiram do controle diminuindo 28%
da massa total de ovos. J& o isolado CG 32 ndo diferiu estatisticamente do controle e nem dos
isolados CG 112 e CG 347.

Na analise do percentual de eclosdo das larvas oriundas da oviposicdo das fémeas
expostas aos diferentes isolados, observou se que o isolado CG 32 foi 0 que mais interferiu
neste parametro, reduzindo aproximadamente 32% da eclosédo das larvas de R. microplus.
Porém, vale ressaltar que todos isolados diminuiram a eclosdo, quando comparados ao grupo
controle.

Com relacdo ao indice de producéo de ovos, que € o pardmetro que relaciona o peso
total da massa de ovos com o peso inicial das fémeas ingurgitadas, foi verificado que os
isolados CG 148 e CG 629 foram capazes de reduzir em 53% a capacidade de oviposicdo das
fémeas, quando comparados ao controle. Os demais isolados também foram capazes de
diminuir esse parametro, porém em proporcoes menores.

Resultados similares foram observados ao se avaliar o indice nutricional, que é a
relacdo do peso total da massa de ovos com a quantidade de sangue ingerido pela fémea, onde
os isolados CG 148 e CG 629 diminuiram aproximadamente 59% da capacidade da
metabolizacdo do alimento para utilizacdo na oviposicéo. Os isolados CG 112, CG 347 e CG
32 também diminuiram esse parametro significativamente quando comparados ao controle.
Desta forma, a partir da analise de todos estes parametros que estdo diretamente relacionados
com a capacidade reprodutiva das fémeas de carrapato, pode-se dizer que os isolados CG 148
e CG 629 foram os que proporcionaram os melhores resultados, alcangando percentuais de
controle de 61,5 e 66,9%, respectivamente. O isolado CG 32 teve uma eficacia intermediaria
promovendo 43,4 % de percentual de controle, enquanto os isolados CG 112 e CG 347 foram
considerados os menos eficazes para R. microplus, ambos apresentando em torno de 30% de
percentual de controle, como pode ser observado na tabela 1.

Tabela 1. Média * Desvio padrdo do peso da massa de ovos (P.P.); percentual de ecloséo de
larvas (P.E.); indice de producdo de ovos (I.P.O.), indice nutricional (I.N.) e percentual de
controle de fémeas de Rhipicephalus microplus tratadas com suspensdo aquosa ha
concentragdo de 10° conidios/mL de cinco isolados de Metarhizium anisopliae s.I. Os
experimentos foram conduzidos a 27+1 °C e RH > 80% (*).

Tratamentos P.P (mg) P.E. (%) 1.P.O. (%) I.N. (%) % Controle
Controle 1349+0,01*  986+051°  581+239%  72,3+599° -
CG 112 93,9+0,02°  91,0+567° 434+1346° 522+128" 30,9
CG 347 1059+0,02° 83,0+11,10° 456+12,18" 534 +13,95° 31,5
CG 32 109,0+0,02®  67,5+2,11° 488+1127" 57,4+11,8"° 43,4
CG 148 62,8+0,02° 838+1259" 2615+9,19° 31,1+09,50° 61,5
CG 629 56,1 +0,02°  750+24,60° 257+872°  30,3+9.24° 66,39

(*) Média seguida da mesma letra na mesma coluna, ndao diferem significativamente entre si (P
>0.05).
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No ensaio lipolitico, observou-se que com 24 horas de cultivo os isolados CG 629, CG
32 e CG 148 apresentaram as maiores atividades. Com 48 horas de cultivo, o isolado que
apresentou a maior atividade lipolitica foi 0 CG 629, seguido pelos CG 148 e CG 347. Ao
analisar os dados obtidos com 72 horas de cultivo, observou-se que os isolados com maiores
atividades foram o CG 629, CG 148 e CG 347. Com relacdo a andlise da atividade de cada
isolado de acordo com o tempo de cultivo, pode-se dizer que ndo houve um padrdo que
demonstrasse aumento ou diminui¢do da atividade, afinal, dos cinco isolados, somente 0 CG
347 teve aumento significativo na atividade lipolitica progressivamente em relacdo ao tempo
de cultivo. De maneira geral, como pode ser verificado na tabela 2, os isolados que foram
mais virulentos, tiveram altas atividades ja com 24 horas de cultivo. Nos isolados
considerados menos virulentos, foi verificado que o CG 347 teve aumento significativo da
atividade lipolitica de acordo com o tempo de cultivo, ja o0 CG 112 apresentou baixa atividade
em todos os tempos.

Tabela 2. Atividade de lipase (U) (uMol/mL/min) de diferentes isolados de Metarhizium
anisopliae s.l. cultivados em meio liquido contendo 1% de cuticula de carrapato associado a

1% de estearato de colesteril (*).
Tempo de cultivo em horas

Isolados 24 48 72

CG 112 0,12 + 0,004 0,12 +0,002%* 0,12 + 0,003*"
CG 347 0,13 +0,002** 0,27 + 0,003°® 0,49 + 0,008°°
CG 32 0,27 +0,011°A 0,10 + 0,003 0,12 + 0,003%®
CG 148 0,26 + 0,020° 0,32 +0,004°" 0,33 + 0,003
CG 629 0,39 + 0,002°" 0,42 + 0,008°* 0,25 + 0,008°®

*Unidade enzimatica seguida da mesma letra mindscula na mesma coluna e maiuscula na
mesma linha, ndo diferem significativamente entre si (P > 0,05).

No ensaio proteolitico utilizando azocaseina como substrato, pode se observar que
com 24 horas de cultivo, todos os isolados apresentaram atividade. Entretanto, o CG 32 teve
atividade significativamente maior quando comparado aos demais. J& com 48 e 72 horas de
cultivo, o isolado CG 148 foi 0 que apresentou a maior atividade, seguido pelos isolados CG
629 e CG 32. Neste ensaio, ficou evidenciado um aumento progressivo da atividade de cada
isolado com relacdo ao tempo de cultivo, principalmente entre os tempos de 24 e 48 horas,
onde foi observada diferenca significativa em todos os isolados, como demonstra a tabela 3.

Tabela 3. Atividade de protease de diferentes isolados de Metarhizium anisopliae s.l.
cultivados em meio minimo contendo 1% de cuticula de carrapato e 1% de estearato de
colesteril (*).

Tempo de cultivo em horas

Isolados 24 48 72

CG 112 0,20 + 0,006™" 17,60 + 0,030%° 19,55 + 0,029%°
CG 347 0,47 + 0,002°" 4,75 + 0,007™® 5,28 + 0,064°°
CG 32 4,32 +0,025™ 27,05 + 0,134%B 29,08 + 0,082 8
CG 148 0,57 + 0,015 33,47 + 0,079 36,68 + 0,055
CG 629 0,14 +0,001** 23,56 +0,119%® 35,44 + 0,006°

* Unidade enziméatica seguida da mesma letra na mesma coluna, ndo diferem
significativamente entre si (P > 0.05).

Com intuito de verificar a diversidade de proteases secretadas pelos diferentes isolados
de M. anisopliae s.l., foi realizada a analise de zimograma em gel contendo gelatina como
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substrato. Através da visualizacdo dos géis, foi possivel perceber que houve aumento da
atividade proteolitica de acordo com o progresso do tempo de cultivo. Sendo que, no
zimograma com amostras cultivadas por 24 horas, foram detectadas somente duas bandas,
uma ocasionada pelo isolado CG 112, porém muito fraca, ja a demonstrada pelo isolado CG
32 foi facilmente visivel no gel, como demonstra a figura 1. J& com 48 e 72 horas de cultivo,
todos isolados apresentaram bandas de atividade proteolitica, corroborando desta forma, com
a andlise dos ensaios utilizando azocaseina como substrato.

A partir do padrdo de massa molecular, estima-se que as bandas mais intensas de
atividade proteolitica observadas nos géis tinham aproximadamente 30 KDa. Essas proteases
estavam presentes nas amostras de todos os isolados testados, como demonstram as figuras 2
e 3. Entretanto, foi possivel observar maior digestdo do substrato por estas proteases nos
isolados CG 148 e CG 629, quando cultivados por 72 horas.

198,8 KDa

115,7 KDa
96,7 KDa

53,5 KDa

37,1 KDa

6,9 KDa

M CG CG CG CG CG
12 347 148 629 32

Figura 1. Zimograma de protease em gel de poliacrilamida (12%) contendo gelatina 0,1 %
como substrato. M: peso padrdo de massa molecular; CG 112, CG 347, CG 148, CG 629 e
CG 32, cultivados por 24 horas.
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198,8 KDa

115,7 KDa
96,7 KDa

53,5 KDa

37,1 KDa

6,9 KDa

CG CG CG CG CG
112 347 148 629 32

M

Figura 2. Zimograma de protease em gel de poliacrilamida (12%) contendo gelatina como
substrato. M: peso padrdo de massa molecular; CG 112, CG 347, CG 148, CG 629 e CG 32,
cultivados por 48 horas.
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198,8 KDa

115,7 KDa
96,7 KDa
53,5KDa
37,1KDa
6,9KDa

M CG CG CG CG CG

112 347 148 629 32

Figura 3. Zimograma de protease em gel de poliacrilamida (12%) contendo gelatina como
substrato. M: peso padrdo de massa molecular; CG 112, CG 347, CG 148, CG 629 e CG 32,
cultivados por 72 horas.

No ensaio quitinolitico utilizando amostras de 24 horas de cultivo, foi verificado que
os isolados CG 148 e CG 629 apresentaram atividades significativamente maiores do que 0s
outros isolados. Com 48 e 72 horas, a maior atividade novamente foi promovida pelo isolado
CG 629 seguida pelo CG 148. De maneira geral, o isolado CG 32 demonstrou atividade
quitinolitica intermediaria e os isolados CG 112 e CG 347 foram os que tiveram as menores
atividades. Ao relacionar a atividade com o tempo de cultivo, foi observado aumento
crescente nos isolados CG 347 e CG 32. O isolado CG 148 manteve atividades similares entre
0s tempos de 24 e 48 horas de cultivo, apresentando um aumento significativo com 72 horas.
Ja o isolado CG 629 aumentou a atividade entre os tempos de 24 e 48 horas e se manteve
estavel com 72 horas de cultivo. Por fim, o isolado CG 112 apresentou baixa atividade em
todos os tempos ndo demonstrando diferenca significativa entre os tempos de cultivo, como
pode ser visto na tabela 4.
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Tabela 4. Atividade de quitinase (U) (uMol/mL/min) de diferentes isolados de Metarhizium
anisopliae s.l. cultivados em meio minimo contendo 1% de cuticula de carrapato e 1% de
estearato de colesteril (*).

Tempo de cultivo em horas

Isolados 24 48 72

CG 112 1,04 + 0,004 1,39 + 0,002 1,77 +0,003
CG 347 2,83 +0,007 4 5,14 + 0,001 *B 7,84 +0,002 °¢
CG 32 5,01+ 0,002 ™ 7,56 + 0,001 *B 12,82 + 0,002 <
CG 148 10,40 + 0,002 A 12,52 + 0,001 A 19,47 + 0,009 *®
CG 629 11,88 + 0,002 A 24,97 + 0,008 ©® 27,34 + 0,003 ®

* Unidade enzimatica seguida da mesma letra na mesma coluna, ndo diferem
significativamente entre si (P > 0.05).

No ensaio para deteccdo de moléculas de dsRNA, o acido nucléico total foi analisado
por eletroforese em gel de agarose a 1,2%, e foi observado a presenca de moléculas que
migraram mais rapido do que o DNA cromossomico. A presenca dessas bandas foi analisada
apos o tratamento com enzimas endonuclease S1 e RNAse A. A resisténcia a endonuclease S1
e a sensibilidade a RNAse A sugerem a infec¢do por particulas virais dsSRNA. Dos cinco
isolados testados, somente o isolado CG 347 nédo apresentou essas moléculas, como pode ser
observado na figura 1.

M CG112 CG347 CG32 CG629 CG148 CG31
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose (1,2%) dos acidos nucléicos totais dos diferentes
isolados de Metarhizium anisopliae s.l. M: marcador molecular 1kb Plus DNA Ladder
(Promega); 1: Acido nucléico total sem nenhum tratamento; 2: Tratamento com endonuclease
S1 e 3: Tratamento com RNAse A. O isolado CG 31 foi utilizado como controle positivo.

4 Discussao

No bioensaio com fémeas ingurgitadas, os cinco isolados de M. anisopliae s.l. foram
capazes de infectar R. microplus provocando alteragdes significativas nos parametros
reprodutivos. Ja as fémeas do grupo controle, realizaram postura normalmente e 0s ovos
estavam viaveis, de acordo com o padrdo dos valores normais em condicdes laboratoriais
(temperatura 27 + 1 °C e UR > 80%) para esta espécie de carrapato (GLORIA et al., 1993).
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Além disso, os fungos foram re-isolados, confirmando a infecgdo. Por isso, pode-se dizer que
as alteracdes observadas sobre os parametros biolégicos de R. microplus foram ocasionadas
pela agcdo dos isolados de M. anisopliae s.l. testados.

Ainda neste bioensaio, foi demonstrado que todos isolados fungicos reduziram o peso
total da postura e interferiram na viabilidade dos ovos, diminuindo a eclosdo das larvas. Além
disso, foi possivel verificar que estes isolados sédo capazes de interferir também no processo
de digestdo e metabolizacdo do sangue ingerido pelas fémeas, que posteriormente seriam
utilizados como nutrientes para a formagdo dos ovos. A patogenicidade in vitro de M.
anisopliae s.l. para carrapatos ja foi demonstrada por outros autores (BITTENCOURT et al.,
1992; PERINOTTO et al., 2012 a), que também observaram influéncia deste fungo na vida
reprodutiva de R. microplus, através da diminuicdo do numero total de ovos e menor
eclodibilidade das larvas. Essa reducgéo da capacidade reprodutiva juntamente com diminuicao
da viabilidade dos ovos e larvas, favorece o controle deste carrapato, visto que pode promover
uma reducdo na quantidade de larvas infestantes nas pastagens.

Entretanto, no presente estudo foi evidenciada a diferenga no percentual de controle
entre os isolados de M. anisopliae s.l. A variacdo na viruléncia para carrapatos entre isolados
fungicos da mesma espécie vem sendo relatada frequentemente (LEEMON et al., 2008;
ANGEL-SAHAGUN et al, 2010; FERNANDES et al, 2011; QUINELATO et al, 2012).
Estudos prévios tém atribuido essa variagdo a diversos fatores, como por exemplo: a origem
geogréfica e tipo de substrato do qual o fungo foi isolado (VICENTINI et al., 2001),
variabilidade genética (FERNANDES et al., 2011), sucessivas passagens em meio artificial
(FARGUES; ROBERT, 1983), susceptibilidade do hospedeiro (FERNANDES et al., 2011,
PERINOTTO et al, 2012), variacdo na secrecdo de proteases, quitinases e lipases
(MUSTAFA; KAUR, 2009) e infeccdo por micovirus (FRAZZON et al, 2000). Por isso,
testes para selecionar isolados mais virulentos se tornam cada vez mais necessarios, visto que,
a escolha da linhagem fangica pode refletir diretamente no sucesso do controle da praga alvo.

Pode-se observar que de maneira geral, os isolados de M. anisopliae s.| testados que
promoveram 0S maiores percentuais de controle sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus
foram os que apresentaram as maiores atividades hidroliticas das enzimas diretamente
envolvidas na infeccdo. Em um estudo similar, utilizando diferentes isolados de B. bassiana,
Pelizza et al (2012), verificaram que os isolados que tinham maior atividade de quitinase,
eram 0s mais patogénicos para o gafanhoto Tropidacris collaris (Orthoptera: Romaleidae) e
com isso estabeleceram a possibilidade de usar 0s ensaios de quitinase como caracteristica
para a selecdo prévia de isolados de B. bassiana mais virulentos no controle deste gafanhoto.
Os fungos artropodopatogénicos produzem enzimas extracelulares capazes de hidrolisar
lipidios, proteinas e quitina, componentes da cuticula dos artropodes, facilitando desta forma a
penetracdo no hospedeiro (FRAZZON et al, 2000; ARRUDA et al, 2005). A mensuracao das
atividades enzimaticas de M. anisopliae s.l. vem sendo amplamente estudada visando
esclarecer a interacdo patdgeno-hospedeiro e também elucidar o papel de cada grupo de
enzimas no processo de infeccdo (SILVA et al, 2005; BOLDO et al, 2009; SANTI et al, 2010
a,b; BEYS DA SILVA et al, 2010 a,b).

Os ensaios enzimaticos realizados neste estudo demonstraram que ha variagdo na
atividade lipolitica, proteolitica e quitinolitica entre os isolados de M. anisopliae s.l.
Resultados similares foram observados por St Leger et al. (1986) quando analisaram a
atividade destas mesmas enzimas em diferentes isolados de M. anisopliae s.l. cultivados em
meio contendo cuticula de gafanhoto. De acordo com estes autores, essa varia¢do pode ser em
decorréncia da diferenca no grau de crescimento entre os isolados e a consequente liberacdo
de enzimas para hidrolise de substratos e obtencdo de nutrientes para o desenvolvimento
fangico.
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Os fungos artropodopatogénicos utilizam os componentes da cuticula dos artropodes
desde a primeira etapa do processo de infeccdo, a adesdo. Nesta fase, estdo envolvidas
enzimas como as ectofosfatases (CONSENTINO-GOMES et al., 2013), GAPDH (BROETTO
et al., 2010), adesinas (BARELLI et al., 2011), hidrofobinas (FANG et al.,, 2007) e
possivelmente as esterases e lipases (BEYS DA SILVA et al., 2009). De acordo com Beys da
Silva et al. (2009), o caréter hidrofobico das lipases e dos &cidos graxos liberados na hidrdlise
dos lipidios podem auxiliar na adesdo, além disso, os lipidios presentes na epicuticula ao
serem hidrolisados servem de nutrientes para germinacdo dos conidios fungicos e
reconhecimento dos hospedeiros. No presente estudo foi verificada a atividade de lipases
secretadas por diferentes isolados de M. anisopliae s.l, e observado que os isolados que
promoveram 0s maiores percentuais de controle para R. microplus tiveram também altas
atividades lipoliticas com apenas 24 horas de cultivo. Isso corrobora os resultados
encontrados por Beys da Silva et al (2010 a,b) que demonstraram a importancia das lipases
secretadas por M. anisopliae s.l. na fase inicial do processo de penetragdo, afinal a
composicdo da face mais externa da cuticula, a epicuticula dos artropodes, € formada
basicamente por lipidios (SANTI et al, 2010 a).

No ensaio proteolitico foi constatado que os isolados mais virulentos para R. microplus
também apresentaram maior atividade de protease, sendo que o0s maiores valores foram
obtidos com amostras cultivadas por 48 e 72 horas. Em um estudo realizado por GUPTA et al
(1994), que visou associar o percentual de mortalidade de larvas de Galleria mellonella com a
atividade proteolitica de cinco isolados de B. bassiana, ficou evidenciado que os isolados que
tinham maior atividade proteolitica eram os mais virulentos. Os resultados da analise da
atividade proteolitica através do tempo de cultivo fungico aqui observados, corroboram com o
estudo realizado por Arruda et al (2005), que demonstraram que a penetracdo de M.
anisopliae s.l. no carrapato ocorre mais intensamente com 72 horas apos o contato.

A atividade exercida pelo complexo proteolitico esta intimamente relacionada com a
hidrolise de proteinas que compde a procuticula (ST LEGER et al., 1986). Estudos prévios
analisando a secrecdo de enzimas extracelulares presentes na superficie de conidios,
demonstraram que existem varias isoformas de proteases, dentre elas, uma de
aproximadamente 30 KDa, do tipo subtilisina denominada Pr 1 (SANTI et al., 2010 a). Esta
protease é sabidamente envolvida no processo de penetracdo fungica nos hospedeiros
artropodes, sendo responsavel pela hidrolise de aproximadamente 30% de toda proteina da
procuticula, e por isso, sdo consideradas importantes na viruléncia de M. anisopliae s.I. (ST
LEGER et al., 1996). No presente estudo, através da zimografia em gel com gelatina, foram
observadas proteases com massa molecular em torno de 30 KDa, principalmente nos tempos
de 48 e 72 horas, sendo que com as amostras de 72 horas de cultivo ficou evidente maior
atividade de proteases pelos isolados mais virulentos, CG 148 e CG 629. Desta forma, pode-
se inferir a participacdo dessas enzimas na viruléncia sobre carrapatos.

No ensaio quitinolitico pode se observar que os isolados que foram mais virulentos
também apresentaram as maiores atividades de quitinases. Além disso, foi demonstrado um
aumento progressivo na atividade de quitinases com o decorrer do tempo. De acordo com St
Leger et al (1996), M. anisopliae s.l. secreta diversas quitinases que estdo envolvidas tanto no
crescimento fungico como na degradacdo da cuticula do artropode hospedeiro, isto explica o
aumento expressivo da atividade com o maior tempo de cultivo observada no presente estudo.
As quitinases sdo as enzimas responsaveis pela hidrolise da quitina constituinte da procuticula
dos artrépodes, por isso, acredita-se que a acdo destas enzimas ocorra concomitantemente
com as proteases. 1sso pode ser observado no presente estudo, cujas maiores atividades
proteoliticas e quitinoliticas ocorreram a partir de 48 e 72 horas de cultivo.

Além das atividades enzimaticas, a infecgdo por micovirus também tem sido associada a
viruléncia dos fungos artropodopatogénicos. Os resultados encontrados ndo permitem associar
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a infeccdo de particulas virais dsSRNA com a viruléncia dos isolados de M. anisopliae s.1.,
visto que, tanto os isolados mais virulentos (CG 148 e CG 629) quanto os menos (CG 112 e
CG 32) estavam infectados, e somente o isolado CG 347 (considerado menos virulento) nao
apresentou infeccdo. Resultados similares foram encontrados por Martins et al. (1999) e
Arruda (2005), que ndo observaram nenhuma associacdo da presenca das particulas de
dsRNA viral com a hipoviruléncia de Metarhizium spp.

Day et al, (1977) demonstraram, em outros estudos utilizando fungos fitopatogénicos,
que a infeccdo por micovirus estava intimamente relacionada com a viruléncia, além de
causar alteracdo na morfologia da col6nia, coloracdo e tamanho dos conidios. Entretanto,
Melzer e Bidochka (1998), concluiram que a infeccdo por micovirus pode ser latente em
algumas espécies flngicas e ndo promover nenhum tipo de alteracdo na morfologia fingica.
Os isolados utilizados no presente estudo foram analizados morfologicamente por Quinelato
(2012), e ndo foi verificada diferenca no tamanho dos conidios, que tiveram entre 7,54 x 2,52
pum e 8,55 x 2,63 um. Outros aspectos relacionados a viruléncia dos fungos com a infecgéo
por micovirus é a interferéncia na secrecdo das enzimas hidroliticas. Segundo Giménez-Pecci
et al. (2002) a atividade de quitinases entre diferentes isolados de M. anisopliae s.l., foi menor
em todos os isolados infectados quando comparados com os isolados livres de dSRNA. Com
relacdo a secrecdo de proteases, Tiago et al. (2002) compararam linhagens isogénicas de M.
anisopliae s.l. e Paecilomyces fumosoroseus, e ndo observaram correlagdo entre presenca ou
auséncia de dsRNA com a secrecdo de proteases. No presente estudo tambem ndo houve
nenhuma associagéo da infecgdo com a atividade das enzimas hidroliticas secretadas, afinal os
isolados que apresentaram as maiores atividades enzimaticas apresentaram particulas virais.

Os resultados aqui encontrados reforcam a hipotese da importancia das enzimas de M.
anisopliae s.l. para infectar o carrapato dos bovinos, e permitem inferir a possivel sequéncia
da secrecao destas hidrolases. Através disso, pode-se sugerir a possibilidade de utilizar essas
técnicas de quantificacdo de atividade enzimatica (lipolitica, proteolitica e quitinolitica) como
ferramentas Gteis de marcadores moleculares de viruléncia de M. anisopliae s.l. para R.
microplus, visto que sdo técnicas rapidas, de facil reprodutibilidade e de preco moderado.
Além disso, pode-se concluir que a presenca de dsSRNA em M. anisopliae s.l. ndo influencia
na viruléncia de R. microplus. Entretanto, mais estudos devem ser realizados com intuito de
verificar o comportamento dessas particulas virais no genoma dos fungos
artropodopatogénicos. Com relacdo ao estudo de patogenicidade sobre fémeas ingurgitadas,
conclui-se que, dentre os isolados estudados, CG 148 e CG 629 sdo 0s mais indicados para
serem utilizados em testes futuros que visam o controle bioldgico de R. microplus.
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CAPITULO Il

ATIVIDADE DA PROTEA§E PR1 EM Metarhizium anisopliae s.l.. MARCADOR
MOLECULAR DE VIRULENCIA PARA O CARRAPATO BOVINO Rhipicephalus
(Boophilus) microplus
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade da subtilisina Pr 1 dos isolados CG
112, CG 347, CG 32, CG 148 e CG 629 de M. anisopliae s.l., associando esta atividade com o
potencial de viruléncia destes isolados sobre fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
O bioensaio foi formado com fémeas ingurgitadas de R. microplus e a atividade de Pr 1 foi
avaliada usando o substrato cromogénico N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilide. Todos
os isolados testados foram patogénicos para fémeas de R. microplus, porém, os isolados CG
629, CG 148 e CG 32 causaram maiores percentuais de mortalidade (P<0.05) do que os
isolados CG 112 e CG 347, oito dias ap6s o tratamento. No grupo controle ndo houve
mortalidade das fémeas. Os dados do ensaio enzimatico demonstraram que o0s isolados CG
629, CG 148 e CG 32 cultivados por 48 e 72 horas apresentaram maior atividade do que 0s
isolados CG 112 e CG 347. A partir destes resultados, foi possivel concluir que a atividade de
Pr 1 de M. anisopliae s.l. pode ser utilizada como um potencial marcador molecular de
viruléncia sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus, considerando que os isolados que
apresentaram a maior atividade de Pr 1 foram também os mais virulentos para este carrapato.

Palavras-chave: carrapatos, fungos artropodopatogénicos, protease, subtilisina.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate a subtilisin-like protease Prl activity from CG
112, CG 347, CG 32, CG 148 and CG 629 of Metarhizium anisopliae s.l. isolates, associating
this activity to the isolates’ virulence potential on Rhipicephalus (Boophilus) microplus
females. Bioassays were performed with engorged females and Prl activity was evaluated
using the chromogenic substrate N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilide. All isolates were
virulent to R. microplus; although, the isolates CG 629, CG 148 and CG 32 caused higher
mortality percentages (P<0.05) than the isolates CG 112 and CG 347 eight days after
treatment. The control group yielded no mortality. Data from enzymatic assays showed that
isolates CG 629, CG 148 or CG 32 cultivated for 48 h and 72 h presented more activity than
the isolates CG 112 or CG 347. From the obtained results, it is possible to conclude that Prl1
activity of M. anisopliae s.l. may be used as a potential molecular marker of virulence on R.
microplus females, considering the isolates with more enzymatic activity were also more
virulent to this tick.

Key words: tick, arthropodpathogenic fungi, protease, subtilisin.
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1 INTRODUCAO

Rhipicephalus (Boophilus) microplus Canestrini, 1887 (Acari: Ixodidae) (MURREL;
BARKER, 2003), é um ectoparasita de importancia em medicina veterinaria por promover
danos diretos e indiretos aos animais (DE CASTRO; NEWSON, 1993), além disso, acarreta
perdas econdmicas refletindo diretamente no preco final da producdo. Este carrapato se
adaptou bem em areas de climas tropicais e subtropicais (POWELL; REID, 1982), onde é
considerada a principal praga da pecudria nestas regifes, causando prejuizos econdémicos em
torno de dois bilhdes de dolares por ano (GRISI et al., 2002).

Um método alternativo que vem sendo amplamente estudado no controle destes
ectoparasitas € o bioldgico, tendo os fungos como 0s micro-organismos mais promissores,
devido a capacidade de penetracdo direta pela cuticula do hospedeiro alvo, facilitando sua
aplicacdo a campo através de aspersdo sobre os animais infestados (ALVES, 1998).

Dentre os fungos estudados no controle de carrapatos, as espécies de maior destaque
sdo Metarhizium anisopliae s.l. e Beauveria bassiana s.l., que tem demonstrado resultados
satisfatorios, principalmente em testes in vitro (FERNANDES; BITTENCOURT, 2008). Por
esse motivo, as pesquisas com o intuito de selecionar isolados de maior viruléncia vém
aumentando, conseqlientemente tem possibilitado a descoberta de novos potenciais
biocontroladores fungicos provenientes de diversas regides e com especificidade a diferentes
hospedeiros.

Os fungos penetram nos artropodes pela associacao de fatores fisicos como a pressao
hifal sobre o tegumento, juntamente com uma degradacdo quimica exercida por enzimas
(BITTENCOURT et al., 1999, ARRUDA et al., 2005). No caso de M. anisopliae s.l., ja se
sabe da importancia de determinadas proteinas no processo de infeccdo do hospedeiro, como
por exemplo, lipases, quitinases e proteases (SCHARANK; VAINSTEIN, 2010; SANTI et al.,
2010; BEYS DA SILVA et al., 2010a), e dentre essas, umas das mais estudadas sdo as
proteases tipo subtilisinas Prl, que segundo St. Leger et al. (1988) possuem varias isoformas e
estdo intimamente relacionadas com a viruléncia. 1sso foi confirmado pelo estudo de St. leger
et al (1996 a), através da construcéo genética de cepas de M. anisopliae s.l. super expressando
0 gene de Prl, os autores evidenciaram que essa cepa modificada teve acdo mais rapida sobre
Manduca sexta em relacéo a cepa selvagem. Por outro lado, quando se diminuiu a expressao
do gene de Pr1, foi observada uma reducéo na atividade letal sobre Tenebrio molitor (WANG
et al., 2002). Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade de Prl de
diferentes isolados brasileiros de M. anisopliae s.l. associando a atividade desta enzima com o
potencial virulento para fémeas ingurgitadas de R. microplus.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencao e manutencédo dos isolados de M. anisopliae s.1.

Para o experimento foram utilizados cinco isolados brasileiros de M. anisopliae s.I.
(CG 32, Bahia, 1984; CG 112, Distrito Federal, 1988; CG 148, Mato Grosso do Sul, 1982;
CG 347, Goias, 1991; CG 629, Alagoas, 1997), cedidos pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF, Brasil. Esses
isolados foram cultivados em meio batata, dextrose e dgar (BDA) (Himedia, Mumbai, India)
em temperatura de 25°C + 1 °C e umidade relativa > 80%, por 15 dias.

Para 0 bioensaio enzimatico, um mL de suspensdo fangica a 10° conidios/mL dos
diferentes isolados foram cultivados em erlenmeyer contendo 50 ml de meio minimo liquido
(BEYS DA SILVA et al., 2010b), enriquecido com cuticula de R. microplus 1 % e estearato
de colesteril 1 % (Sigma). As culturas foram agitadas a 150 rpm a 25° C durante 24, 48 e 72
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horas. Para extracdo das enzimas foram adicionados 250 pL de Triton X-100 a 10%, agitado
manualmente por um minuto e posteriormente o micélio foi filtrado em papel Whatman n°1
com auxilio de bomba a vacuo, o sobrenadante foi recuperado e armazenado a -80 °C até a
realizacdo do ensaio.

2.2 Preparo das suspensdes fangicas

Os conidios fungicos foram raspados da superficie do meio de cultura, suspensos em
solucdo de agua destilada estéril e Tween 80 0,01% (Sigma) (LUZ et al., 1998) e
quantificados com auxilio de cadmara de Neubauer e microscopio 6ptico, segundo Alves
(1998). A partir da suspensdo na concentragio de 10° conidios/ml obteve-se a concentracéo de
10° conidios/ml, através de diluicdo seriada.

2.3 Viabilidade dos conidios

Uma aliquota da suspensdo 10® conidios/mL de cada isolado de M. anisopliae s.I. foi
depositada em placa de Petri contendo meio BDA e incubadas sob temperatura de 25 + 1°C e
umidade relativa > 80% durante 24horas. O calculo da germinagdo dos conidios foi realizado
segundo Alves (1998).

2.4 Infeccdo in vitro de R. microplus
2.4.1 Autorizacao pelo comité de ética para utilizacdo de animais em experimentacao

O experimento faz parte de um projeto aprovado pelo Comité de Etica (COMEP) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro no processo niumero 23083.009241/2011-16 e
com o protocolo de aprovacdo 154/2011.

2.5 Bioensaio com fémeas ingurgitadas

Apos a coleta em bezerros artificialmente infestados, as fémeas ingurgitadas foram
imersas em solucdo de hipoclorito de sédio a 1% por trés minutos, para fazer assepsia da
cuticula, em seguida foram pesadas e distribuidas homogeneamente em seis grupos contendo
60 fémeas em cada.

No tratamento, as fémeas ingurgitadas foram imersas durante trés minutos na
suspensdo fungica e/ou controle (agua destilada estéril e Tween 80 a 0,01%), posteriormente
foram acondicionadas em placas de Petri, e mantidas em camara climatizada sob temperatura
de 27 °C + 1 °C e umidade relativa > 80% (PERINOTTO et al., 2012 b). O parametro avaliado
foi o percentual de mortalidade, que foi avaliado a cada dois dias.

2.6 Reisolamento fungico
As fémeas ingurgitadas dos grupos tratados e controle foram colocadas em camara
umida e incubadas em camara climatizada sob temperatura de 27 +1 °C e umidade relativa >

80% para facilitar o crescimento dos fungos e posterior confirmacdo de suas caracteristicas
(SAMSON; EVANS, 1982).

2.7 Determinacéo da atividade proteolitica
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A atividade proteolitica foi determinada pela hidrélise de 5 uL de N-suc-ala-ala-pro-
phe-pNA (Sigma) 1 mM, 5 uL de amostra (£ 0,08 g de proteinas totais), 90 pL de tampéo a
0,1 M tris/HCI pH 8,0 (SANTI et al., 2010 a). Os ensaios foram incubados a 37 °C por 30
minutos e em seguida medida a absorbancia em espectrofotometro a 405 nm. A atividade
enzimatica foi calculada a partir de uma curva padrdao de p-nitroanilina, expressa em pMol
por minuto de reacdo por mg de proteina. Os experimentos foram feitos em triplicata.

A determinacdo da quantidade de proteina total foi feita de acordo com o método de
Bradford (1976), usando concentragdes conhecidas de albumina sérica bovina como padréo.

2.8 Analise estatistica

Para 0 estudo estatistico dos dados da atividade enzimatica, foi realizada analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey (P<0,05), através do software Bioestat 4.0
(AYRES et al., 2003). Os dados ndo paramétricos (percentual de mortalidade de fémeas
ingurgitadas) foram submetidos a analise de Kruskal-Wallis, seguida pelo teste Student-
Newman-Keuls (SNK) para comparacdo entre as ordenagdes médias, com nivel de
significancia de 5% (SAMPAIO, 2002).

3 RESULTADOS

As suspensdes conidiais dos cinco isolados de M. anisopliae s.l. apresentaram 100%
de viabilidade. Isso demonstrou que todos isolados estavam aptos a serem utilizados no
experimento, possibilitando atribuir alteraces aos grupos tratados a acéo fangica.

No bioensaio com fémeas ingurgitadas, pode-se observar que todos os isolados
testados foram patogénicos para R. microplus. Entretanto, os isolados CG 629, CG 148
promoveram percentuais de mortalidade significativamente maiores ja a partir do quarto dia
apos o tratamento. Neste experimento foi observado que os isolados CG 112 e CG 347
também sdo capazes de matar as fémeas de R. microplus, porém necessitam de um tempo
maior, quando comparado com os isolados CG 629, CG 148 e CG 32, como demonstram a
tabela 1 e a figura 1.

Tabela 1. Média + Desvio padrdo do percentual de mortalidade de fémeas de Rhipicephalus
microplus ap6s o tratamento com suspensdo aquosa na concentracdo de 10° conidios/mL de
cinco isolados de Metarhizium anisopliae s.l. Os experimentos foram conduzidos a 27+1 °C e
RH > 80% (*).

Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8
Controle 0+0? 0+0? 0+0? 0+0?
CG 112 0+0°? 10 +8,94° 30+7,21° 50 + 5,16 °
CG 347 0+0°? 10 +6,32° 40 +7,53° 45 +13,78°
CG32 0+0°? 20+7,21" 60 +6,32°¢ 70+8,94°
CG 148 0+0°? 30 +10,05°¢ 70 + 7,53° 90 + 7,53 ¢
CG 629 0+02 50 + 6,32 1 90 + 5,161 100 +0¢

(*) Média e Desvio Padrao seguidos da mesma letra na mesma linha ndo diferem entre si (P >
0,05).
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Figura 1. Fémeas de Rhipicephalus microplus no oitavo dia apds o tratamento com diferentes
isolados de Metarhizium anisopliae s.l.: (1) Controle; (2) CG 112; (3) CG 347; (4) CG 32; (5)
CG 148; (6) CG 629. (*): as setas vermelhas demonstram a conidiogénese na superficie
externa de cadaveres de R. microplus tratadas com os diferentes isolados de M. anisopliae s.1.

No ensaio enzimatico ndo houve diferenca significativa entre os isolados quando se
avaliou a atividade proteolitica de Prl entre os grupos cultivados por 24 horas em meio
contendo cuticula a 1% + estearato de colesteril a 1%. Porém, ap0s 48 e 72 horas de cultivo,
os isolados CG 629, CG 148 e CG 32 apresentaram maior atividade proteolitica do que 0s
isolados CG 112 e CG 347, como demonstra a tabela 2.

Tabela 2. Atividade de Pr 1 (U) (uMol /mL/min) de diferentes isolados de Metarhizium
anisopliae s.l. cultivados em meio liquido contendo 1% de cuticula de Rhipicephalus
microplus associado a 1% de estearato de colesteril (*).

Tempo de Cultivo (horas)

24 48 72
Isolados
CG 112 0,07+ 0,010** 1,14 +0,010°* 1,90 + 0,060 *°
CG 347 0,19 + 0,010** 0,57 + 0,001 *® 1,32 +0,010%
CG 629 0,29 + 0,001 4,61 +0,010° 5,06 + 0,001 °°
CG 148 0,20 + 0,001 5,74 + 0,001 5,25 + 0,010
CG 32 0,20 + 0,001 ** 4,55 +0,010%® 4,41 +0,001 *®
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*Unidade enzimética seguida da mesma letra mintscula na mesma coluna e maidscula na
mesma linha, ndo diferem significativamente entre si (P > 0,05).

4 DISCUSSAO

Metarhizium anisopliae s.l. vem sendo amplamente estudado como agente biol6gico no
controle de diversas pragas, principalmente pela habilidade de penetrar a cuticula destes
artrépodes (ALVES, 1998). O inicio do processo de penetracdo se d& pela adesdo dos
conidios no tegumento (BITTENCOURT et al., 1999; ARRUDA et al., 2005) e posterior
germinacdo quando o ambiente for favoravel. Sendo assim, o teste de germinacdo é de
extrema importancia, visto que reflete diretamente na infeccdo do fungo no hospedeiro. No
presente estudo, os cinco isolados testados tiveram percentuais de germinacdo de 100% apds
24 horas de crescimento. Além disso, no re-isolamento fungico foram confirmadas as
caracteristicas macro e microscopicas de M. anisopliae s.l., por isso, os efeitos deletérios
observados nas fémeas de R. microplus foram atribuidos a acdo dos isolados testados.

No bioensaio com fémeas ingurgitadas foi observado variacdo no percentual de
mortalidade entre os isolados, fato ja demonstrado em outros estudos, como o de Angel-
Sahagun et al. (2010), que ao estudarem 30 isolados de M. anisopliae s.l. e 23 isolados de
Isaria fumosorosea, observaram grande varia¢do no percentual de mortalidade de larvas de R.
microplus de acordo com o isolado utilizado. Resultados similares foram encontrados por
Leemon et al. (2008) quando estudaram 31 isolados de M. anisopliae s.l., e também
observaram variagdo na viruléncia entre os isolados fungicos. Acredita-se que esta variacao
ocorra por varios fatores, como por exemplo: origem geogréafica e tipo de substrato do qual foi
isolado (VICENTINI et al., 2001), variabilidade genética (FERNANDES et al., 2011),
sucessivas passagens em meio artificial (FARGUES; ROBERT, 1983). Em um estudo
realizado por Shah et al. (2007), ficou evidenciado que cultivos sucessivos do fungo em meio
de cultura, diminuem a viruléncia de M. anisopliae s.l. Segundo esses autores, iSso ocorre por
mudancas na superficie dos esporos, diminuindo a capacidade de adesdo, hidrofobicidade e
producdo de Prl. Além disso, trabalhos recentes demonstram que a variagdo no nivel de
viruléncia possa estar relacionada com a susceptibilidade do hospedeiro (FERNANDES et al.,
2011; PERINOTTO et al., 2012 a).

No ensaio de endoprotease tipo subtilisina Pr 1 foi observado que os fungos cultivados
em meio contendo cuticula de carrapato + estearato de colesteril, apresentaram alta atividade
proteolitica. Nunes et al. (2010), observaram que a atividade de Pr 1 foi bem maior quando o
fungo Nomuraea spp. foi cultivado em meio contendo cuticula de Anticarsia gemmatalis do
que em meio desprovido deste substrato, sugerindo entdo que esta enzima é induzida pela
presenca da cuticula do artropode. Beys da Silva et al. (2010b), ao testarem diferentes
substratos para cultivo de M. anisopliae s.l., observaram que o fungo, quando crescido em
meio contendo cuticula de carrapato mais estearato de colesteril, produziu mais micélio e
também teve maior atividade lipolitica, sugerindo que estes substratos juntos por conter
constituintes especificos, que sdo facilmente reconhecidos pelo fungo e induzem a producéo
enzimatica. Por outro lado, em um estudo realizado por St. Leger et al. (1988b), foi observado
que em meios contendo fontes simples de carbono e nitrogénio, ha uma repressdo na sintese
de Prl, isso se da pelo excesso de produto final no meio levando a inibicdo de sintese
enzimatica. Recentemente, através de um estudo de imunoprotedbmica, foi observada
claramente a diferenca na producdo de proteinas em meio mimetizando a interacdo parasito-
hospedeiro, utilizando cuticula como fonte de carbono, quando comparado com meio
contendo glicose (SANTI et al. 2010 b). De acordo com St. Leger et al. (1987), Pr 1 esta
intimamente relacionada com o mecanismo de infec¢do de M. anisopliae s.l. no hospedeiro. O
papel desta enzima na degradacdo de proteinas cuticulares foi descrito por St. Leger et al.
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(1988a) que observaram que a presenca de inibidor ou anticorpo Ig G especifico para Pr 1
durante a infeccdo em Manduca sexta por M. anisopliae s.l., reduziu a taxa de mortalidade do
artrépode. Sendo assim, a acdo desta enzima é essencial para que o fungo possa penetrar no
artrépode (WANG et al, 2002; MOHANTY et al, 2008).

No presente estudo, pode se observar que os isolados mais virulentos a fémeas de R.
microplus foram 0s que tiveram as maiores atividades de Pr 1, demonstrando a associagéo
desta enzima a viruléncia destes isolados. Resultados similares foram encontrados por Gupta
et al. (1994), que ao estudarem cinco isolados de Beauveria bassiana s.l., observaram relacao
positiva entre atividade proteolitica de Pr 1 e mortalidade em larvas de Galleria mellonella,
onde os isolados que tinham maior atividade de Pr 1 matavam as larvas mais rapido.

A Prl atua nos estéagios iniciais do processo de penetracdo no hospedeiro (SMALL;
BIDOCHKA, 2005), sendo capaz de hidrolisar diversos substratos presentes na epicuticula
dos artropodes (SEGERS et al., 1995), liberando nutrientes para germinacdo dos conidios,
causando alteracGes tegumentares e posterior infeccdo. Com isso, quanto maior a atividade de
Pr 1, mais répida a infeccdo no hospedeiro. Pelo fato de R. microplus ter um ciclo curto, em
torno de 21 dias, quanto mais rapido o fungo agir, maior seré sua eficacia no controle deste
carrapato. Portanto, os resultados aqui encontrados sdo extremamente importantes, pois
ajudam no entendimento da relagcdo parasito-hospedeiro, fortalecem a influéncia das enzimas
Prl no mecanismo de infeccdo e possibilitam a selecdo de isolados de M. anisopliae s.l. mais
virulentos a este carrapato. Além disso, os resultados obtidos permitem concluir que a
atividade de Prl de M. anisopliae pode ser utilizada como potencial marcador molecular de
viruléncia para fémeas de R. microplus, haja visto que os isolados com maior atividade
enzimatica apresentaram maior viruléncia. A utilizacdo desta técnica facilitaria a busca por
isolados mais eficientes no controle de artropodes ja que o ensaio proteolitico de Pr 1 é uma
técnica rapida, facil de reproduzir e de custo moderado. Vale ressaltar que este € um trabalho
pioneiro na utilizacdo de Prl como marcador de viruléncia de M. anisopliae s.l. sobre R.
microplus.
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CAPITULO Il

ESTUDO DA PATOGENICIDADE IN VITRO DE DIFERENTES ISOLADOS
BRASILEIROS DE Metarhizium anisopliae sI. EM FORMULACOES OLEOSAS
SOBRE Rhipicephalus (Boophilus) microplus
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito patogénico in vitro dos isolados
brasileiros CG 112, CG 347, CG 32, CG 148 e CG 629 de Metarhizium anisopliae s.l., e
também testar a associacdo dos isolados CG 148 e CG 629 em formulacdes a base de 6leo
vegetal e mineral sobre Rhipicephalus (Boophilus) microplus. O bioensaio foi realizado com
fémeas ingurgitadas de R. microplus que foram imersas por trés minutos em formulagGes
contendo 10 % de 6leo (vegetal ou mineral), para anélise do efeito patogénico dos diferentes
isolados avaliou-se os parametros reprodutivos das fémeas (peso da massa total de ovos,
percentual de eclosdo, indices de producédo de ovos e nutricional e percentual de controle). No
presente estudo pode-se observar que todos os isolados testados, inclusive a associagao, tanto
em formulacbes de dleo vegetal como de dleo mineral foram capazes de influenciar nos
parametros bioldgicos das fémeas de R. microplus. Porém, foi evidenciada que as formulacdes
contendo 6leo mineral foram mais eficientes do que as que continham Oleo vegetal, pois
proporcionaram os melhores percentuais de controle. A associacdo dos isolados CG 148 e CG
629, ndo promoveu diferencas significativas nos parametros avaliados quando comparada a
estes isolados formulados separadamente. A partir destes resultados, foi possivel concluir que
ha variagdo no grau de viruléncia entre diferentes isolados de M. anisopliae s.I. e também em
diferentes tipos de dleo. Alem disso, pode-se concluir que os melhores isolados foram CG 148
e CG 629, pois quando em formulagdo de 6leo mineral apresentam alto potencial de controle
para fémeas ingurgitadas de R. microplus.

Palavras-chave: formulacdo, controle biolégico e carrapatos.
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ABSTRACT

The current study aimed to evaluate the in vitro pathogenic effects of CG 112, CG 347, CG
32, CG 148 and CG 629 of Metarhizium anisopliae s.l. isolates, and also test the association
between the CG 148 and CG 629 isolates, formulated in the vegetable or in mineral oils on
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. The bioassay was performed with R. microplus
engorged females. Ticks were immersed for three minutes in oil-based formulations
containing 10% oil (mineral or vegetable). The effect of the different fungal isolates was
evaluated analyzing the females’ reproductive parameters (total weight of egg mass, hatching
percentage, egg production index and nutrient index). The present study showed that all tested
isolates, including the association, in both vegetable and mineral oil changed the biological
parameters of R. microplus females. Although it was demonstrated that the mineral oil
formulation was more effective than the vegetable oil formulation, since the first showed
higher tick control percentage. The association between the CG 148 and CG 629 isolates, did
not cause significant differences in treatments and in some parameters, was even worse than
these isolated separately.Accordingly, based on the results of the present study, besides the
variation in the virulence among different M. anisopliae s.l. isolates there is also variation in
the virulence when different types of oil are used. Furthermore, it was concluded that the
isolates GC 148 and GC 629 formulated in mineral oil have a better potential to control R.
microplus engorged females.

Key-words: formulation, biological control and ticks.
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1 INTRODUCAO

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é responsavel por perdas
econbmicas na pecuaria brasileira estimadas em dois bilhdes de dolares por ano (GRISI et al.,
2002). Os prejuizos econdmicos sdo decorrentes da acdo espoliativa sobre o hospedeiro, da
predisposicdo ao aparecimento de miiases, da desvalorizacdo do couro, do retardo no
desenvolvimento dos animais, diminuicdo da producéo, excessivos gastos com méo-de-obra e
carrapaticidas e pela transmissdo de patégenos causadores de doengas como anaplasmose e
babesiose (HORN; ARTECHE, 1985; GUIMARAES et al., 1998; HEUCHERT et al., 1999).
O controle da fase parasitaria de R. microplus € feito basicamente por aplicacdo de
carrapaticidas no rebanho. Contudo, os freqlientes tratamentos com produtos quimicos e o
manejo inadequado tem conduzido o desenvolvimento de populacbes de carrapatos
resistentes.

A reducdo da populacdo de carrapatos no rebanho pode ser alcancada melhorando a
eficacia no seu controle através da selecdo e aplicacdo correta do carrapaticida e utilizando o
sistema estratégico de controle associado a outras praticas de manejo (FURLONG et al.,
2004). Desta maneira, o controle microbiano utilizando fungos artropodopatogénicos vem se
tornando uma alternativa promissora para o0 controle de carrapatos. Os fungos
artropodopatogénicos foram o0s primeiros patdgenos utilizados no controle microbiano e
atualmente sdo os agentes de biocontrole mais estudados e empregados mundialmente no
controle de pragas (FARIA; WRAIGHT, 2007), devido a sua maior eficiéncia em causar a
morte de seu hospedeiro, a sua grande variabilidade genética que permite selecionar isolados
altamente virulentos para o controle de um grande nimero de pragas, e sua relativa seguranca
ambiental e para humanos (ALVES, 1998; THOMAS; READ, 2007; ZIMMERMANN, 2007

a).

A viruléncia destes agentes biocontroladores para R. microplus ja foi demonstrada em
diversos estudos in vitro (FERNANDES; BITTENCOURT, 2008; FERNANDES et al., 2012;
ANGELO et al.,, 2012; PERINOTTO et al., 2012 a, b), sendo as espécies Metarhizium
anisopliae s.l. e Beauveria bassiana s.l. as mais utilizadas no controle de artropodes em geral.
No entanto, a eficacia dos fungos artropodopatogénicos depende de fatores ambientais tais
como umidade, temperatura e radiacdo solar (HUANG; FENG, 2009; MENT et al., 2010;
PENG; XIA, 2011).

Quando utilizado em associa¢cdo com fungos artropodopatogénicos, o 6leo mineral ou
vegetal aumenta a adesdo dos conidios a superficie dos artropodes, 0s protegendo contra as
condicGes ambientais adversas (ALVES, 1998). Desta forma, a utilizacdo de formulacbes
oleosas destes entomopatogenos pode aumentar a estabilidade dos conidios, prolongar sua
persisténcia a campo (JACKSON et al., 2010) e aumentar sua viruléncia para carrapatos
(ANGELO et al., 2010; CAMARGO et al., 2012).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a patogenicidade in vitro de diferentes
isolados brasileiros de Metarhizium anisopliae s.I. formulados em 6leo vegetal ou mineral no
controle de fémeas ingurgitadas de R. microplus, bem como verificar o efeito da associacéo
dos isolados CG 148 e CG 629 nestas formulagoes.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencao de R. microplus
Para realizacdo dos bioensaios, fémeas totalmente ingurgitadas foram coletadas de

bovinos infestados artificialmente e sem contato recente com carrapaticidas quimicos. Vale
ressaltar que este experimento faz parte de um projeto aprovado e submetido a Comissao de
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Etica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, sob o nimero de protocolo 185/2011.
Antes da exposicdo fungica realizou-se a assepsia da cuticula das fémeas utilizando
hipoclorito de sodio a 1%, por trés minutos, em seguida estas foram lavadas duas vezes em
agua destilada estéril.

2.2 Obtencao dos isolados fungicos

Para o experimento foram utilizados cinco isolados brasileiros de M. anisopliae s.I.
(CG 32, Bahia, 1984; CG 112, Distrito Federal, 1988; CG 148, Mato Grosso do Sul, 1982;
CG 347, Goias, 1991; CG 629, Alagoas, 1997), cedidos pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria (EMBRAPA), Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF, Brasil. Esses
isolados foram cultivados em meio batata, dextrose e 4gar (BDA) (Himedia, Mumbai, India)
em temperatura de 25 £ 1 °C e umidade relativa > 80%, por 15 dias.

2.3 Preparo das suspensdes fungicas e formulacdes oleosas

Com auxilio de uma lamina de bisturi estéril, os conidios foram raspados da superficie
do meio de cultura e suspensos em uma solucéo de adgua destilada esteril e espalhante adesivo
Tween 80 0,01% (LUZ et al., 1998). A suspensdo aquosa foi quantificada utilizando uma
camara de Neubauer e microscépio Optico, segundo Alves (1998) e ajustada para
concentracéo de 1,0 x 10° conidios/mL, tendo como volume final 20 mL de suspens&o aquosa
de cada isolado.

Para associacdo fungica foram misturados 4,45 mL da suspenséo aquosa de cada isolado
(CG 148 e CG 629). Esses isolados foram selecionados a partir de estudos prévios (Capitulo |
desta tese), onde demonstraram os maiores percentuais de controle sobre fémeas ingurgitadas
de R. microplus in vitro em suspensdes aquosas.

As formulacbes oleosas foram feitas na concentracdo de 10% tanto de Oleo vegetal
(soja) (Cargil, Brasil) como de 6leo mineral (Vetec Quimica Fina Ltda., Brasil), ambos foram
esterilizados em autoclave por 121 °C por 20 minutos. Para elaborar as formulacdes foram
seguidas as seguintes proporcdes: 8,9 mL de suspensdo conidial aquosa + 1 mL de 0leo
(vegetal; mineral) + 0,1 mL de Tween 80 (Vetec Quimica Fina Ltda., Brasil). Como controles
foram formados os seguintes grupos: Controle aquoso (10 mL de solucdo de agua destilada
estéril e Tween 80 a 0,01% ), Controle 6leo vegetal e/ou mineral a 10% (8,9 mL de solucédo de
agua destilada estéril + 1 mL de Oleo vegetal e/ou mineral + 0,1 mL de Tween 80),
totalizando 15 grupos experimentais.

2.4 Viabilidade das suspensdes conidiais

Uma amostra de 10 puL de cada suspensdo conidial foi colocada em placas de Petri
contendo meio BDA para avaliacdo da viabilidade dos fungos. As placas foram mantidas em
camara climatizada sob temperatura de 25 + 1°C e umidade relativa > 80% e avaliadas 24
horas ap6s. O célculo da germinacao dos conidios foi realizado segundo Alves (1998).

2.5 Bioensaio com Fémeas Ingurgitadas

No bioensaio com fémeas, estas foram separadas em grupos homogéneos quanto ao
peso e em seguida imersas em um mL de suspensdo fungica por trés minutos, cada grupo foi
composto por dez fémeas. Apos o tratamento, foram fixadas pelo dorso em placas de Petri
contendo fita adesiva e mantidas em camara climatizada sob temperatura de 27 °C e umidade
relativa do ar > 80%. Quando se iniciou a oviposi¢éo, os ovos foram coletados, pesados e
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acondicionados em tubos de ensaio (Pirex®, Corning®, NY) medindo 16 X 125 mm e
mantidos em cdmara climatizada para posterior avaliagdo do percentual de ecloséo das larvas.

Os parametros bioldgicos utilizados para avaliar o efeito dos diferentes tratamentos dos
isolados de M. anisopliae s.l. sobre fémeas ingurgitadas foram: peso inicial das fémeas, peso
da massa de ovos, percentual de eclosdo das larvas e peso residual das fémeas.

Esses parametros foram observados para permitir o calculo dos indices de Produgéo de
Ovos (IPO) e Nutricional (IN), que foram obtidos utilizando as equacdes segundo Bennett
(1974). Para a obtencdo do Percentual de controle de R.(B.) microplus exercido por M.
anisopliae s.l., foi calculada a Reprodugéo Estimada (RE), de acordo com Drummond et al.,
(1971).

2.6 Analises estatisticas

Para analise dos dados paramétricos (peso inicial das fémeas, peso da massa de ovos,
peso residual das fémeas, indices de eficiéncia reprodutiva e nutricional) foi realizada a
analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para comparacgdo entre as médias,
com nivel de significancia de 5% (P < 0,05). O dado ndo paramétrico (percentual de eclos&o)
foi submetido a analise de Kruskal Wallis, seguida pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK)
para comparacao entre as ordenacGes medias, com nivel de significancia de 5% (P < 0,05)
(SAMPAIQ, 2002).

3 RESULTADOS

Quando se avaliou o percentual de germinacédo dos isolados de M. anisopliae s.l. 24
horas ap0s sua elaboracdo, os conidios apresentaram 100% de germinacdo, sob temperatura
de 25 £+ 1°C e umidade relativa > 80%, demonstrando que os fungos estavam aptos a serem
utilizados.

Pode-se observar que todos os isolados testados, inclusive a associacdo, tanto em
formulacdes de dleo vegetal como de Oleo mineral foram capazes de causar alteracGes nos
parametros biolégicos das fémeas de R. microplus.

Ao avaliar o peso total da massa de ovos das fémeas tratadas com as formulac6es de
Oleo vegetal, o isolado CG 629 foi considerado o mais eficiente, reduzindo significativamente
em 65% 0 peso da postura, quando comparado ao controle aquoso. Os demais tratamentos
utilizando conidios fungicos e d&leo vegetal, ndo diferiram entre si, porém, foram
significativamente menores do que o grupo controle. Na analise do percentual de eclosdo das
larvas oriundas dos ovos ovipostos pelas fémeas tratadas com as formulacGes de 6leo vegetal,
foi verificado que os isolados CG 148, CG 629 e também a associacdo entre eles, reduziram
significativamente em média 47% da eclosdo das larvas. Enquanto que os isolados CG 32, CG
112 e CG 347 reduziram em média 27%.

Com relacdo ao indice de producdo de ovos, o isolado CG 629 foi o tratamento que
mais interferiu neste parametro, diminuindo significativamente em média 65% a capacidade
de ovipor destas fémeas, quando comparado com o grupo controle aquoso. Na avaliacdo do
indice nutricional pode-se observar que todos os isolados testados reduziram
significativamente a capacidade de metabolizacdo das fémeas de R. microplus.

A partir da andlise desses parametros, foi calculado o percentual de controle, que
podem ser visualizados na tabela 1. Vale ressaltar que o grupo controle contendo 10% de éleo
vegetal mesmo nédo diferindo estatisticamente do controle aquoso, teve todos os valores dos
parametros reprodutivos diminuidos, acarretando um efeito toxico as fémeas de R. microplus,
cujo percentual de controle foi de 10,73 %.
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Tabela 1. Média + Desvio padrdo do peso da massa de ovos (P.P.); percentual de eclosdo de
larvas (% P.E.); indice de producgdo de ovos (I.P.O.), indice nutricional (1.N.) e percentual de
controle de fémeas de Rhipicephalus microplus tratadas com formulacdo de 6leo vegetal a
10% na concentragdo de 10° conidios/mL de cinco isolados de Metarhizium anisopliae s.l. Os

experimentos foram conduzidos a 27+1 °C e RH > 80% (*).

Tratamentos P.P. % P.E. 1.P.O. I.N. % CTR
CTR Agua 131,2 + 4,032 98,2+0,40° 54,12 + 1,662 89,23 + 4,912 -

CTR Oleo 1192 +4,17®  965+1,64® 49,15+1,67® 81,25+ 4,83® 10,73
CG 112 73,25+1518°  71,7+9,83°  29,96+6,16* 59,07 +8,70° 59,4
CG 347 76,25 +31,61° 76,7 +23,38° 31,40+1312° 66,07 + 15,61 50,48
CG 32 99,7 + 7,28 70,0+6,32° 40,70 +3,89°  71,07+7,17" 46,49
CG 148 79,9+ 14,15°  442+2154° 32,89+568° 54,57 + 11,98 73,34
CG 629 46,2 +1565° 61,0+31,93° 19,08 + 6,46 51,91 + 8,13° 79,88

CG 148 +629  73,7+0,07° 53,1+2492° 283+13,79% 36,2 +16,15° 71,8

(*) Média e Desvio Padrao seguidos da mesma letra na mesma linha ndo diferem entre si (P >
0,05).

Os efeitos dos tratamentos utilizando os isolados de M. anisopliae s.l. em formulag&o com
0leo vegetal, podem ser visualizados na figura 1.

(/8

Figura 1. Fémeas de R. microplus tratadas com formulacdo de M. anisopliae s.I. em 6leo
vegetal. 1: Controle aquoso; 2: Controle oleoso; 3: CG 112; 4. CG 347; 5: CG 32; 6: CG 148;
CG 629.

Ao avaliar o peso total da massa de ovos das fémeas tratadas com as formulacoes de
6leo mineral, todos os isolados testados, reduziram significativamente o peso da postura
qguando comparados aos grupos controles. Entretanto, destes, o isolado CG 148 foi o que mais
interferiu neste parametro, reduzindo significativamente em 88% o peso da massa de ovos.

Na analise do percentual de eclosdo das larvas oriundas dos ovos ovipostos pelas
fémeas tratadas com as formulacdes de dleo mineral, foi verificado que ndo houve diferenca
significativa entre os isolados quando comparados aos controles. Porém, dentre os isolados
utilizados neste bioensaio, o isolado CG 629 foi 0 que apresentou a maior influéncia neste
parametro, diminuindo em 62% o percentual de eclosdo das larvas.

Com relacdo ao indice de producdo de ovos, pode-se observar que todos isolados
foram capazes de reduzir significativamente este parametro, quando comparado aos controles.
Porém, ao se analisar numericamente, o isolado CG 148 foi 0 que mais interferiu, diminuindo
em 88% a capacidade de oviposicdo das fémeas de R. microplus.

Na avaliacdo do indice nutricional pode-se observar que todos os isolados testados
reduziram significativamente a capacidade de metabolizacdo das fémeas de R. microplus.
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Entretanto, o isolado CG 148 foi responsavel por maior diminuigdo, reduzindo em 85% a
capacidade de utilizac&o do sangue ingerido para ser utilizado na oviposicéo.

A partir da analise desses parametros, foi calculado o percentual de controle, podem
ser visualizados na tabela 2. Vale ressaltar que o grupo controle contendo 10 % de 6leo
mineral mesmo né&o diferindo estatisticamente do controle aquoso, teve todos os valores dos
pardmetros reprodutivos diminuidos, acarretando um efeito toxico as fémeas de R. microplus,
cujo percentual de controle foi de 13,11 %.

Tabela 2. Média + Desvio padrdo do peso da massa de ovos (P.P.); percentual de eclosdo de
larvas (% P.E.); indice de producdo de ovos (I.P.O.), indice nutricional (I.N.) e percentual de
controle de fémeas de Rhipicephalus microplus tratadas com formula¢do de éleo mineral a
10% na concentracdo de 10° conidios/mL de cinco isolados de Metarhizium anisopliae s.1. Os
experimentos foram conduzidos a 27+1 °C e RH > 80% (*).

Tratamentos P.P. % P.E. 1.P.O. 1.N. % CTR
CTR Agua 131,2+4,03%  98,2+0,40° 54,12+166° 89,23 +4,91% -
CTR Oleo 116,9+1159° 955+1,22®  4831+4,66° 79,19 +20,17® 13,11

CG 112 30,45+2325° 70,8+19,60° 12,58+9,58° 54,65+ 16,89™ 83,47
CG 347 29,2+12,62° 58,3+25,63° 12,0+5,13° 39,65 + 8,91 86,65
CG 32 18,16 +8,05° 62,5+ 33,72° 7,52 +3,32° 27,9 +7,18% 91,47
CG 148 16,1 + 3,05° 45,8 +25,38° 6,62 +1,28" 13,88 +2,97° 94,25
CG 629 18,05+ 17,31 38,0+13,04° 7,39+ 7,04° 29,0 + 23,48 93,8
CG 148 + 629 29,9+0,06° 43,3+1155° 10,8+20,70° 14,6 +27,96% 91,20

(*) Média e Desvio Padrao seguidos da mesma letra na mesma linha ndo diferem entre si (P >
0,05).

Os efeitos dos tratamentos utilizando os isolados de M. anisopliae s.I. em formulagdo com
6leo mineral, podem ser visualizados na figura 1.

<

Figura 2. Fémeas de R. microplus tratadas com formulacdo de M. anisopliae s.I. em dleo

mineral. 1: Controle aquoso; 2: Controle oleoso; 3: CG 112; 4: CG 347; 5: CG 32; 6: CG 148;
CG 629.

De maneira geral, os isolados CG 148 e CG 629 foram os mais virulentos,
proporcionando 0s maiores percentuais de controle para fémeas de R. microplus. Entretanto,
quando esses isolados foram associados, observou se uma pequena diminuicdo da eficacia nos
pardmetros avaliados, quando comparado com os resultados sem a associagdo, entretanto, sem
diferenca significativa na maioria das vezes.
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4 DISCUSSAO

Os principais entraves do uso dos fungos artropodopatogénicos a campo séo os fatores
ambientais, principalmente a radiagdo solar, umidade e temperatura (MENT et al., 2010). Por
iSs0, se preconiza 0 uso dos conidios fungicos em formulagdes (ALVES, 1998). Os 6leos
vegetais e minerais vém sendo utilizados em formulag¢6es fungicas com intuito de proteger os
conidios de dessecacdo e também por proporcionar um efeito sinérgico, melhorando a
eficiéncia dos fungos sobre a praga alvo (ALVES, 1998). Segundo Prior et al. (1988),
concentracdes de 5% ou mais de 6leo melhoram a adeséo dos conidios fungicos a cuticula do
artrépode, devidas caracteristicas cutinofilicas do 6leo e hidrofdbicas da cuticula.

No presente estudo, com intuito de verificar o efeito de diferentes formulagdes
oleosas, ficou evidenciado um aumento no potencial patogénico dos isolados de M. anisopliae
s.l. formulados na concentracdo de 10% de dois tipos de éleo (vegetal e mineral). Os melhores
resultados foram encontrados nos grupos expostos a formulagdo de éleo mineral, cujos
percentuais de controle de fémeas de R. microplus foram proximos a 95% em trés dos cincos
isolados testados. Até os dois isolados que no experimento utilizando suspensdo aquosa
tinham sido considerados menos virulentos, através da formulagdo com 6leo mineral, tiveram
altos percentuais de controle, em torno de 85%. Nos grupos tratados com a associacdo de dois
isolados ndo foi observado nenhum resultado relevante, visto que o percentual se manteve
proximo dos valores obtidos quando os isolados foram testados separadamente, com isso
pode-se dizer que ndo houve sinergismo e nem antagonismo. Vale ressaltar que o grupo
controle contendo 10% de o0leo mineral foi capaz de influenciar nos parametros reprodutivos
de R. microplus atingindo percentual de controle de 13,6%.

De acordo com Abdel-Shafy e Soliman (2004), alguns 0&leos apresentam
caracteristicas toxicas a carrapatos, provavelmente pelos componentes presentes na sua
composicdo. Com relagéo a toxicidade de o0leo mineral, Camargo et al. (2012), observaram
que ha variacdo entre 0s estagios, onde as larvas sdo mais sensiveis ao efeito do 6leo a medida
que se aumenta o tempo de exposicdo. Essa caracteristica de toxicidade dos Oleos sobre 0s
carrapatos e o sinergismo com os fungos artropodopatogénicos, tem proporcionado resultados
promissores no controle de diversas espécies de carrapatos, tais como: Amblyomma
variegatum (MARANGA et al., 2005), R. microplus (LEEMON et al., 2008; ANGELO et al.,
2010; CAMARGO et al., 2012), Amblyomma cajennense (LOPES et al., 2007). Além de
potencializar a acdo dos fungos e melhorar a viruléncia, 0os 6leos minerais possuem a
vantagem de manter a viabilidade dos conidios por longo tempo em temperatura ambiente,
mesmo se 0s conidios tiverem mais de 10% de teor de agua, visto que ndo contém residuos de
nutrientes, sendo desta maneira, um excelente coadjuvante para formulagdes fungicas.

Outro fator que deve ser considerado nas formulacGes oleosas é a concentracdo de
6leo a ser utilizada, pois pode refletir no custo do produto, na aplicacdo, na homogeneizacéo e
na toxicidade, tanto do micro-organismo (AGUDA et al., 1986) como do artropode (ABDEL-
SHAFY; SOLIMAN, 2004). Nesta perspectiva, alguns estudos contendo diversas
concentracdes de 6leo mineral foram desenvolvidos sobre diferentes espécies de fungos para
o controle de R. microplus, como por exemplo, Lecanicillium lecanii em formulacdo contendo
15% de 6leo mineral que promoveu percentual de controle de 97,6% (ANGELO et al., 2010),
B. bassiana s.I. em formulagbes contendo 10, 15 e 20% de 6leo mineral proporcionando
18,07, 0,71 e 21,67 % de percentual de controle, respectivamente (CAMARGO et al., 2012),
M. anisopliae s.I. a 10, 15 e 20% de 6leo mineral acarretando percentuais de controle de
58,12, 93,69 e 87,54 %, respectivamente (CAMARGO et al., 2012).

Com relacdo as formulagdes com 6leo vegetal, estudos previos tém demonstrado
aumento na eficacia dos tratamentos quando comparado com suspensfes aquosas (KAAYA,
HASSAN, 2000). No presente estudo, pode se dizer que houve também um aumento no
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potencial patogénico dos diferentes isolados nas formulagdes utilizando éleo vegetal, porém
menor do que 6leo mineral. Todavia, vale enfatizar que os isolados CG 148 e CG 629
mantiveram altos percentuais de controle, em torno de 75%. Esse resultado é extremamente
relevante dentro do contexto de controle microbiano, onde se busca diminuir a carga
parasitaria a niveis que ndo gerem prejuizos econdmicos aos proprietarios e ainda permitem o
desenvolvimento da estabilidade enzoética dos animais aos agentes da tristeza parasitaria
bovina.

A partir dos resultados do presente estudo, pode se concluir que dos cinco isolados, o
CG 148 e CG 629 sdo os que apresentaram 0 maior potencial sobre esta espécie de carrapato,
sendo a formulacdo com éleo mineral a mais indicada. Com relacdo a associacdo entre 0s
isolados CG 148 e CG 629, conclui se que ndo houve interagdo nem positiva e nem negativa e
por isso, ndo é recomendado esse tipo de associacao.

Desta forma, levando se em consideracdo a eficacia das formulacGes testadas neste
trabalho, sdo recomendados mais estudos utilizando estes isolados em formulagdes em testes
futuros em condicdes a campo, para desta forma, estabelecer o uso destes fungos no controle
bioldgico de R. microplus de uma maneira aplicada.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos no presente estudos permitem elaborar as seguintes conclusoes:

1.

2.

3.

10.

11.

12.

13.

Os isolados brasileiros de M. anisopliae s.I. CG 112, CG 347, CG 32, CG 148 e CG
629 sdo capazes de infectar in vitro fémeas de R. microplus.

Ha diferencga na viruléncia para R. microplus entre os cinco isolados brasileiros de M.
anisopliae s.l. avaliados neste estudo.

Os isolados CG 112 e CG 347 s&o pouco virulentos para R. microplus, quando
utilizados em suspenséao aquosa.

O isolado CG 32 apresentou viruléncia consideravel para R. microplus, quando
utilizado em suspenséo aquosa.

Os isolados CG 148 e CG 629 séo virulentos para R. microplus, quando utilizados em
suspensdo aquosa.

Existe diferenca na atividade das enzimas hidroliticas entre os isolados brasileiros de
M. anisopliae s.I.

Os isolados que apresentaram as maiores atividades enzimaticas foram os mais
virulentos para fémeas de R. microplus.

A infeccdo com particulas virais ndo esta associada com a viruléncia nos isolados de
M. anisopliae s.l.

A atividade de Pr 1 é considerada um marcador molecular de viruléncia de M.
anisopliae s.l. para R. microplus.

Os dleos vegetal e mineral potencializam o efeito de todos isolados de M. anisopliae
s.l. testados sobre R. microplus.

Os isolados quando formulados em Oleo mineral apresentam maior potencial de
controle de R. microplus.

N&o é recomendada a utilizacdo da formulacdo contendo associacdo entre os isolados
CG 148 e CG 629.

Os isolados com maior potencial para esta especie de carrapato foram CG 148 e CG
629, sendo desta maneira, 0s mais indicados para testes futuros.

50



CONSIDERACOES FINAIS

A busca por isolados fangicos com alto potencial de viruléncia para artépodes vem
sendo intensa, visando a utilizacdo destes micro-organismos em programas integrados de
controle de pragas: agricolas, veterinarias e de salde publica. Dentre as espécies de fungo
utilizadas neste tipo de controle, M. anisopliae s.l. merece destaque, sendo juntamente com B.
bassiana s.l., as mais estudadas. Os resultados encontrados nestes estudos demonstram que ha
variacdo de viruléncia entre diferentes isolados fingicos, mesmo sendo da mesma espécie.

Visando verificar o grau de viruléncia dos isolados brasileiros CG 112, CG 347, CG
32, CG 148 e CG 629 de M. anisopliae s.l. foi feita a pesquisa da atividade de lipases,
proteases, incluindo a tipo subtilisina Pr 1, quitinases e a infeccdo por micovirus.
Concomitantemente, foram feitos também testes in vitro de patogenicidade com fémeas
ingurgitadas de R. microplus. Desta forma, foi possivel verificar que os isolados mais
virulentos a esta espécie de carrapato foram os que tiveram as maiores atividades enzimaticas.
A partir destes resultados, pode se considerar que a avaliacdo da atividade destas enzimas
pode ser utilizada como marcadores moleculares de viruléncia para R. microplus.

Ao se avaliar a acdo de cada grupo de enzimas (lipases, proteases e quitinases), foi
possivel verificar que os isolados considerados mais virulentos, CG 148 e CG 629, tiveram
alta atividade lipolitica quando cultivados por 24 horas em meio contendo cuticula de
carrapato e estearato de colesteril. Isso reforca a importancia das lipases na fase inicial do
mecanismo de infeccdo, cuja primeira barreira a ser ultrapassada € a epicuticula, cuja
composicao estrutural é basicamente lipidios. Com relacdo a acdo das proteases e quitinases,
ficou evidenciado que as maiores atividades ocorrem a partir de 48 horas e aumentam com 72
horas de cultivo. Esses resultados corroboram com a maioria dos estudos que associam a acao
dessas hidrolases com a capacidade de infectar os artropodes. Esse conhecimento fortalece a
importancia destas hidrolases no processo de infeccdo do fungo no artrépode hospedeiro e
auxilia no esclarecimento deste processo, considerado altamente complexo.

A utilizagdo de marcadores de viruléncia pode servir como “screening” ou selecéo
prévia, com intuito de acelerar o processo de escolha de isolados com potencial para serem
utilizados no controle biologico de pragas, visto que, atualmente existem muitos isolados
armazenados em diversas cole¢des fungicas pelo mundo a serem estudados. Levando-se em
consideracdo o método mais comum de testes de viruléncia para carrapatos, que é o bioensaio
para larvas, o tempo necessario para conhecer o efeito do isolado leva em torno de dez dias, ja
com os testes enzimaticos, sdo necessarios no maximo trés. Além disso, vale ressaltar que, por
ndo precisar de grande quantidade de carrapatos para testes de selecdo de isolados, a
utilizacdo de animais (bovinos) para manutencdo de colénia diminui. Este fator ¢é
extremamente relevante, visto que tem aumentado a preocupagdo com 0s maus tratos de
animais na pesquisa.

Com relacdo a infeccdo por micovirus, nao foi verificada associacdo da infeccdo destes
virus com a viruléncia dos isolados fungicos testados. Porém, o que pode-se observar é que
estas particulas virais sdo comuns em M. anisopliae s.l. Por isso, mais estudos devem ser
desenvolvidos visando estabelecer realmente a interacdo entre esses micovirus com o fungo.

A utilizacdo de fungos artropodopatogénicos no controle de carrapato em testes com
condicBes controladas (in vitro), tem demonstrado resultados promissores. Entretanto, em
testes in vivo, ha uma diminuicdo expressiva da acdo destes fungos, principalmente em
regibes tropicais como o Brasil. Essa queda na efetividade estd relacionada com a
interferéncia de fatores bioticos e abidticos, que influenciam diretamente na viabilidade e
desenvolvimento dos conidios. Desta forma, estudos utilizando diversos tipos de substancias
adjuvantes que permitam ndo sO a protecdo, mas também proporcione efeito potencializador
dos conidios fungicos sobre a praga alvo, vem sendo amplamente desenvolvidos. No presente
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estudo, foi verificado o efeito de dois tipos de 6leo (vegetal e mineral) formulados com
conidios de cada isolado brasileiro de M. anisopliae s.I. A partir dos resultados obtidos, foi
verificado que ambos os Oleos potencializam a acdo de todos os isolados. Entretanto, os
melhores resultados foram alcancados com a formulacdo em éleo mineral. Este 6leo protege
os conidios e favorece a adesdo dos conidios na cuticula dos artrépodes, porém, a utilizagdo
do 6leo mineral eleva o custo final da formulacdo fungica. Por isso, a busca por formulac6es
com precos mais acessiveis aos produtores é recomendada.

Dentre os isolados testados, foram os CG 148 e CG 629 que demonstraram 0s maiores
potenciais de controle para R. microplus, sendo desta forma os mais indicados a serem
utilizados em testes futuros in vivo.

Levando se em consideracdo os resultados observados, este trabalho pode servir como
ferramenta para estudos futuros, demonstrando a importancia do conhecimento dos fatores de
viruléncia relacionada com a patogenicidade para esta espécie de carrapato, podendo ser
expandida para outros artropodes.
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