lll JII Universidade
] g Estadual de LondRrina

DANIELLE CARDOSO GIMENES

PROTEASES DE BEAUVERIA BASSIANA:
INDUCAO E POLIMORFISMO GENETICO

Londrina
2013



DANIELLE CARDOSO GIMENES

PROTEASES DE BEAUVERIA BASSIANA:
INDUCAO E POLIMORFISMO GENETICO

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Mestrado em Biotecnologia, do Departamento
de Bioguimica e Biotecnologia, da Universidade
Estadual de Londrina como pré-requisito para a
obtencao do titulo de Mestre.

Orientadora: Profa. Dra. Geni da Silva Varéa.
Coorientador: Prof. Dr. André Luiz Martinez de
Oliveira.

Londrina
2013



Catalogacao elaborada pela Divisao de Processos Técnicos da Biblioteca Central da
Universidade Estadual de Londrina

Dados Internacionais de Catalogacao-na-Publicacio (CIP)

G491p Gimenes, Danielle Cardoso.
Proteases de Beauveria bassiana : indugdo e polimorfismo genético / Danielle
Cardoso Gimenes. — Londrina, 2013.
113 f. @il

Orientador: Geni da Silva Varéa.

Coorientador: André Luiz Martinez de Oliveira.

Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina,
Centro de Ciéncias Exatas, Programa de Pés-Graduacio em Biotecnologia, 2013.

Inclui bibliografia.

1. Microbiologia industrial — Teses. 2. Inibidores enzimaticos proteoliticos —
Teses. 3. Fungos — Controle bioldgico — Teses. 4. Enzimas proteoliticas — Teses.
5. Enzimas — Aplicac¢des industriais — Teses. I. Varéa, Geni da Silva. II. Oliveira,
André Luiz Martinez de. III. Universidade Estadual de Londrina. Centro de
Ciéncias Exatas. Programa de P6s-Graduag@o em Biotecnologia. IV. Titulo.

CDU 663.1




DANIELLE CARDOSO GIMENES

PROTEASES DE BEAUVERIA BASSIANA:
INDUCAO E POLIMORFISMO GENETICO

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Mestrado em Biotecnologia, do Departamento
de Bioguimica e Biotecnologia, da Universidade
Estadual de Londrina como pré-requisito para a
obtencao do titulo de Mestre.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Profa. Dra. Geni da Silva Varéa
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Profa. Dra. Mara Lucia Luiz Ribeiro
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Profa. Dra. Marcia Cristina Furlaneto
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 03 de abril de 2013.



Dedico este trabalho ao meu marido
Rafael Gimenes por todo amor, incentivo
e compreensdo depositados a mim. Aos
meus pais José Cardoso e Josilda Cardoso
por serem os meus melhores exemplos de

perseveranga e fé.



AGRADECIMENTOS

Aos meus orientadores, Profa. Dra. Geni da Silva Varéa e Prof. Dr.
André Luiz Martinez de Oliveira pelo conhecimento transmitido, dedicacéo,
paciéncia, amizade e tempo desprendido.

A Universidade Estadual de Londrina — UEL pela oportunidade.
A CAPES, pela concesséao da bolsa de estudos.

A todos os professores do Mestrado em Biotecnologia pelos

ensinamentos no decorrer das disciplinas.

Aos colegas de laboratério Jaqueline Bordini, Danielle Ferreira, Karita

Costa, Thiago Andrade e Renata Badini pela amizade, companheirismo e ajuda.

As estagiarias Thais Dolfini e Alana Carvalho pelo auxilio nas
atividades laboratoriais e também pelos momentos divertidos e de descontracao.

Ao técnico e amigo Nelson Janeiro pela atencédo e disponibilidade

durante a realizacéo dos trabalhos no laboratdrio.

A todos, que de um modo ou de outro, contribuiram para que eu

alcancasse mais este objetivo.



GIMENES, Danielle Cardoso. Proteases de Beauveria bassiana: Inducédo e
Polimorfismo Genético. 2013. 113 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

Beauveria bassiana é um fungo entomopatogénico muito estudado e aplicado no
controle de insetos-praga. O mecanismo de infeccdo envolve a produgédo de enzimas
extracelulares que degradam a cuticula do inseto. As proteinas sdo 0s principais
constituintes da procuticula dos insetos, devido a isso, as proteases desempenham um
importante papel na penetracdo cuticular. Proteases podem ser induzidas em cultivos
submersos na presenca de indutores de natureza proteica e poucos estudos foram
realizados sobre analise de polimorfismos de genes envolvidos com proteases e outros
fatores de viruléncia do fungo B. bassiana. Deste modo, 0 objetivo deste trabalho foi
induzir a producao de proteases extracelulares e avaliar a ocorréncia de polimorfismos
nos genes codificadores de proteases de B. bassiana. A cepa CG432 de B. bassiana foi
cultivada em meio minimo de Vogel suplementado com os indutores: cuticula de
cigarras, larvas de Aedes aegypti, caseina, quitina, gelatina, ureia e os aminoacidos
metionina, prolina, alanina e glicina e inoculado & 10° esporos mL™, mantidos a 28°C,
200 rpm durante 5 dias. Extratos enzimaticos obtidos pela centrifugacdo foram
analisados quanto ao teor de proteinas, producdo de biomassa e atividade de
proteases. Dos substratos analisados nos meios de cultura, a cuticula de cigarras, as
larvas de Aedes aegypti e a caseina apresentaram maior atividade de proteases e, entre
0s aminoécidos, a metionina foi que apresentou melhor resultado. Entre esses indutores
a cuticula e as larvas foram os que induziram maior atividade especifica da enzima e a
caseina contribuiu para o maior crescimento da biomassa fungica. Posteriormente trés
indutores foram escolhidos: larvas de Aedes aegypti, caseina e metionina e a influéncia
destes, na producdo de proteases, foi avaliada utilizando um delineamento de misturas
composto por 7 ensaios com 2 repeticdes no ponto central. O micro-organismo foi
cultivado em meio de Vogel suplementado com os indutores e inoculado & 10° esporos
mL?, mantido a 28°C, 150 rpm por 5 dias. Extratos enzimaticos obtidos foram
analisados quanto a atividade de proteases e sua atividade especifica, ao teor de
proteinas, producdo de biomassa e especificidade da enzima. Entre os indutores
analisados, as larvas de A. aegypti induziram uma maior atividade de proteases, como
também a atividade especifica desta enzima, a caseina influenciou no aumento da
producdo de biomassa fungica e a adicdo dos trés indutores aumentou o teor de
proteinas. Em todos os ensaios contendo larvas de Aedes aegypti houve a produgéo de
proteases tipo-subtilisina (Prl). Para a anélise do polimorfismo nos genes codificadores
de proteases, foram utilizadas 16 cepas de B. bassiana isoladas de diferentes insetos e
origens geograficas, foi realizada a extracdo do DNA, amplificacdo e sequenciamento.
A amplificacdo dos genes que codificam proteases resultou em um produto de
aproximadamente 400 pb para todas as cepas testadas, os fragmentos amplificados
foram sequenciados e as sequéncias utilizadas para a montagem de um dendrograma,
onde foi analisado o polimorfismo genético entre as cepas. A andlise indicou a formacéo
de dois agrupamentos diferentes, sendo que essa variabilidade genética néo foi
correlacionada com a atividade de protease, inseto hospedeiro e origem geograéfica.

Palavras-chave: Beauveria bassiana. Proteases. Inducdo. Aedes aegypti.
Polimorfismo.
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ABSTRACT

Beauveria bassiana is an entomopathogenic fungus extensively studied and applied
in the control of insect pests. The mechanism of infection involves the production of
extracellular enzymes that degrade the insect cuticle. The proteins are the major
constituents of the procuticle insects, because of this, proteases play an important
role in cuticular penetration. Proteases can be induced in cultured submerged in the
presence of induced protein nature and few studies have been conducted on the
analysis of polymorphisms of genes involved with proteases and other virulence
factors of the fungus B. bassiana. Therefore, the objective of this study was to induce
the production of extracellular proteases and evaluate the occurrence of
polymorphisms in genes encoding proteases of B. bassiana. The CG432 strain of B.
bassiana was grown on Vogel's minimal medium supplemented with the inducer:
cuticle cicadas, Aedes aegypti larvae, casein, chitin, gelatin, urea, and amino acids
methionine, proline, alanine and glycine and inoculated with 10° spores mil?,
maintained at 28 ° C, 200 rpm for 5 days. Enzyme extract obtained by centrifugation
were analyzed for protein content, biomass and protease activity. Of the substrates
examined in the culture media, the cuticle of cicadas, the larvae of Aedes aegypti
and casein had higher protease activity and, between amino acids, methionine was
presented the best result. Among these inductors cuticle and larvae that were
induced higher specific activity of the enzyme and casein contributed to the higher
growth of fungal biomass. Subsequently three inductors were chosen: larvae of
Aedes aegypti, casein and methionine and their influence on the production of
proteases was assessed using a mixture design consists of 7 trials with two
repetitions at the center point. The organism was grown in Vogel's medium
supplemented with inducers and inoculated at 10° spores mL™, maintained at 28°C,
150 rpm for 5 days. Enzymatic extracts obtained were analyzed for protease activity
and its specific activity, protein content, biomass and enzyme specificity. Among the
inductors analyzed larvae of A. aegypti induced a higher activity of proteases, but
also the specific activity of this enzyme, casein influence the increased production of
fungal biomass and addition of the three inductors increased protein content. In all
assays containing Aedes aegypti larvae was the production of subtilisin-like
proteases (Prl). For the analysis of the polymorphism in genes encoding proteases
were used 16 strains of B. bassiana isolates from different geographical origins and
insects, we performed DNA extraction, amplification and sequencing. The
amplification of the genes encoding proteases resulted in a product of approximately
400 bp for all strains tested, the amplified fragments were sequenced and the
sequences used for the assembly of a dendrogram, which was analyzed genetic
polymorphism between strains. The analysis indicated the formation of two different
groups, and this genetic variability was not correlated with the activity of protease,
insect host and geographical origin.

Key words: Beauveria bassiana. proteases. induction. Aedes aegypti.
polymorphism.
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1 INTRODUCAO

Beauveria bassiana € conhecido como um fungo entomopatogénico
com distribuicdo em todo o mundo e em diversos ambientes ecoldgicos. Pertence a
classe Ascomycetes e familia Cordycipitaceae, € muito estudado e aplicado no
controle microbiano de pragas (OWNLEY et al., 2008). O controle microbiano de
pragas € um segmento do controle biolégico que trata da utilizacdo racional dos
entomopatdégenos, visando a manutencdo das populacdes de pragas em niveis de
dano ndo econdmicas, segundo os principios do Manejo Integrado de Pragas (MIP).

As principais vantagens do uso de fungos entomopatogénicos para o
controle de pragas € a especificidade desses agentes de controle, facilidade de
multiplicacdo, dispersdo e producdo em meios artificiais e, ao contrario dos
pesticidas quimicos, auséncia de poluicdo ambiental e toxicidade ao homem e outros
organismos nao alvos (MOINO-Jr, 2006).

Varios trabalhos na literatura relatam sobre o potencial do fungo B.
bassiana no combate a populacbes de insetos sugadores que causam S€rios
prejuizos a producdo de alimentos vegetais, alimentos de origem animal e, mais
atualmente, doencas em humanos como é o0 caso do mosquito transmissor da
dengue (ITO et al., 2007; DONATTI et al., 2008, DONG et al., 2012).

No processo infeccioso o fungo penetra na cuticula do inseto
hospedeiro principalmente por acdo de enzimas extracelulares produzidas em
resposta a constituicdo da cuticula do inseto (GUPTA et al., 1992). Um dos principais
constituintes da cuticula sdo as proteinas e, sabe-se que, entre as enzimas
extracelulares produzidas pelo fungo B. bassiana, as proteases sao fatores de
viruléncia que desempenham um importante papel na penetracdo cuticular (URTZ;
RICE, 2000).

O fungo B. bassiana pode diversificar a produgcédo de fatores de
viruléncia em resposta a cuticula de diferentes insetos. Varios substratos indutores ja
foram estudados a fim de aumentar o teor de proteinas e, consequentemente, a
producdo de proteases extracelulares para facilitar o estudo sobre estrutura e
cinética dessas enzimas e correlacionar com os niveis de viruléncia da cepa fungica
nos bioensaios em insetos (MOINO; ALVES; PEREIRA, 1998).

A producédo de proteases extracelulares por B. bassiana é fortemente

influenciada por componentes do meio de cultivo, especialmente fontes de carbono
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e nitrogénio, fatores fisicos e quimicos como pH e temperatura, densidade de
indculo, oxigénio dissolvido e tempo de incubacdo (RAO et al., 2006; GUPTA et al.,
2002; DHAR; KAUR, 2010). Devido a esses varios fatores que influenciam o
crescimento do fungo e a sua producdo de enzimas, é necessaria a aplicacdo de
metodologias estatisticas, tais como o delineamento fatorial, de misturas e
metodologia de superficie de resposta, que permite verificar a importancia de varios
fatores relacionados as condi¢cfes de producdo (KALIL; MAUGERI; RODRIGUES,
2000).

Como a quantidade das enzimas produzidas por B. bassiana
envolvidas na degradacdo da cuticula e desenvolvimento da doenca no inseto pode
depender do hospedeiro e do ambiente que habitam (GUPTA et al., 1992), varios
grupos de pesquisa tém se empenhado em encontrar alguma correlacdo entre cepas
de fungos entomopatogénicos, regido geografica de origem e inseto hospedeiro por
meio da deteccéo de polimorfismos genéticos (COATES; HELLMICH; LEWIS, 2002,
GAITAN et al., 2002; MURO; MEHTA; MOORE, 2003; WANG et al., 2003; WANG et
al., 2004; URIBE; KHACHATOURIANS, 2004; MITINA et al.,, 2011; XIAO et al.,
2012). Até o momento, poucos estudos foram realizados sobre analise de
polimorfismos de genes envolvidos com fatores de viruléncia de diferentes isolados
do fungo B. bassiana. Em um desses estudos, Wang et al. (2003) analisaram o
polimorfismo do gene da protease prl de B. bassiana e observaram grande
variabilidade neste gene utilizando a técnica de PCR-RFLP.

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo induzir a producédo de
proteases extracelulares e avaliar a ocorréncia de polimorfismos no gene da

protease de B. bassiana.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Induzir a producgéo de proteases extracelulares e avaliar a ocorréncia

de polimorfismos nos genes codificadores de proteases de Beauveria bassiana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Induzir a producdo de proteases por B. bassiana CG432 em meio
minimo de nutrientes suplementado com larvas de Aedes aegypti e outros substratos
protéicos.

Analisar a influéncia desses indutores, adicionados ao meio de
cultura, sobre o aumento na producéo de proteases, visualizado pelo aumento de
sua atividade enzimética, utilizando como ferramenta um delineamento de misturas.

Caracterizar as proteases quanto ao grupo ao qual pertencem: tipo-
tripsina (Pr2) ou tipo-subtilisina (Pr1)

Amplificar os genes codificadores de proteases de 16 cepas de B.
bassiana de regides geograficas e inseto hospedeiro diferentes e verificar a
ocorréncia de polimorfismos através do sequénciamento desse gene alvo.

Analisar possiveis correlagbes de polimorfismos no gene da
protease de B. bassiana com a atividade de proteases, inseto hospedeiro e regiao

geografica de origem.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

O controle microbiano de pragas é um segmento do controle biolégico
que trata da utilizacdo racional dos entomopatdgenos, visando a manutencdo das
populacdes de pragas em niveis de dano ndo-econémicas, conforme 0s principios
do Manejo Integrado de Pragas (MIP). Segundo Moino-Jr (2006), os principais
agentes entomopatogénicos relacionados ao controle microbiano sao fungos,
bactérias, virus e nematoides, além de outros micro-organismos, COmo protozoarios,
rickétsias, espiroplasmas e fitoplasmas, menos conhecidos e estudados, mas
também com potencial de investigacdo com relacdo a patogenia e aplicagéo.

A aplicacdo de pesticidas quimicos é o método mais utilizado no
controle de pragas na agricultura. Entretanto, ndo pode acabar com todas as pragas,
como os pulgbes, sendo que desenvolvem resisténcia a agentes quimicos e
multiplicam-se rapidamente. Além disso, 0 uso excessivo de agrotoxicos resulta em
poluicdo ambiental, bem como efeitos adversos sobre a sadde dos seres humanos e
outros organismos. Com o aumento da producdo mundial de vegetais € necessario
um controle de pragas que néo ofereca risco ao meio ambiente. O uso de agentes
de controle biologico sao alternativas muito atraentes em relacdo aos convencionais
produtos quimicos. Fungos entomopatogénicos que parasitam insetos sdo armas
importantes no biocontrole de pragas na lavoura. Atualmente, varias cepas de
fungos entomopatogénicos como Lecanicillium sp., Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Paecilomyces, Nomuraea rileyi sdo usadas para controlar os pulgdes e
outras pragas (VU; HONG; KIM, 2007; ANDALO, 2004).

As principais vantagens do uso de fungos entomopatogénicos para o
controle de pragas sao a especificidade, a facilidade de multiplicacéo, disperséo e
producdo em meios artificiais e a auséncia de poluicdo ambiental e toxicidade ao
homem e outros organismos nao alvos. Dessa forma, percebe-se que o controle
microbiano de insetos, como parte do controle bioldgico, € base de sustentacdo do
equilibrio natural das espécies de insetos potencialmente considerados como pragas
(MOINO-Jr, 2006).

Varios inseticidas bioldgicos a base de fungos (micoinseticidas) estao

sendo comercializados em varios paises. No Brasil, a producdo massal de fungos
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entomopatogénicos é tradicionalmente realizada com o ingrediente ativo dos
micoinseticidas, os esporos do fungo. Os produtos comerciais a base de fungos
entomopatogénicos no Brasil sdo, na sua maioria, formulados como pé molhavel,
com cerca de 5% de fungo e 95% de inertes, como arroz moido (FARIA,
MAGALHAES, 2001; MOINO-Jr, 2006).

J& existe no mercado, principalmente internacional, varios produtos
microbianos a disposicdo do consumidor, com perspectivas de utilizacdo em
decorréncia do processo de conscientizacdo da sociedade na dire¢cdo do consumo
de produtos agricolas sanitdria e ambientalmente seguros, os quais, inclusive,
podem ter maior valor de mercado em funcado das caracteristicas citadas (MOINO-Jr,
2006).

O fungo Beauveria bassiana € empregado em escala comercial nos
Estados Unidos e México e também jé foi comercializado no Brasil para o controle
de acaros do mamao e da broca-do-café (FARIA; MAGALHAES, 2001).

3.2 FUNGO ENTOMOPATOGENICO BEAUVERIA BASSIANA

O fungo Beauveria bassiana pertencente a classe Ascomycetes e
familia Cordycipitaceae é o mais comumente isolado de insetos praga na natureza.
Esse fungo mostra grande potencial para o controle do desenvolvimento de
populacdes de insetos sugadores que causam sérios prejuizos a producdo de
alimentos de origem vegetal e animal, doengas em humanos como 0 mosquito
transmissor da dengue (OWNLEY et al., 2008; ITO et al.,, 2007; DONATTI et al.,
2008; DONG et al., 2012).

O fungo B. bassiana € conhecido como um fungo entomopatogénico
com distribuicdo em todo o mundo e em diversos ambientes ecologicos (OWNLEY et
al., 2008). Varios relatos na literatura indicam o potencial entomopatogénico desse
fungo sobre diferentes insetos praga (DONATTI et al., 2008; MONZON; GUHARAY;
KLINGEN, 2008; AMORA et al., 2009; DEMBILIO et al., 2010; BUKHARI; TAKKEN;
KOENRAADT, 2011).

Na regido central do Brasil, o gafanhoto Rhammatocerus
schistocercoides € uma praga que causa sérios danos a culturas e pastagens. O
fungo B. bassiana tem sido descrito como uma espécie promissora para o controle

biologico de gafanhotos. Donatti et al. (2008) induziram a producédo de proteases,
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um importante fator de viruléncia do fungo, em meio de cultura suplementado com
cuticula de gafanhotos R. schistocercoides. Obtiveram maior producdo dessas
enzimas em relacdo aos meios contendo outros indutores, sugerindo o potencial
desse fungo no combate dos gafanhotos.

A broca do café (Hypothenemus hampei) é a praga desta cultura mais
conhecida em todo o mundo e em varios paises da América Latina o fungo B.
bassiana tem sido usado para o controle dessa praga. A ocorréncia natural de
infecgcdo de H. hampei por B. bassiana foi observada em um estudo realizado em
trés fazendas de café em dois anos consecutivos. Os niveis de infeccdo variaram
neste periodo, atingindo um pico de 13,5% na fazenda trés em 2004 e de 44% na
fazenda um em 2005. Esses resultados mostram o potencial desse fungo
entomopatogénico no controle natural da praga do café (MONZON; GUHARAY;
KLINGEN, 2008).

Em estudos laboratoriais e de campo foi demonstrada a capacidade
infectante de B. bassiana na praga de palmeiras Rhynchophorus ferrugineus,
também conhecida popularmente como escaravelho da palmeira. Foi demonstrado
gue o fungo infectou ovos, larvas e adultos de R. ferrugineus, com reducao de 78%
no desenvolvimento das larvas e de 32,8% na eclosdo dos ovos. Ensaios de campo
indicaram eficacia de 85,7% no combate a R. ferrugineus (DEMBILIO et al., 2010).

O mosquito flebotomineo Lutzomyia longipalpis, principal vetor da
Leshimaniose no Brasil, pode ser combatido por biocontrole com B. bassiana. O
fungo nas concentracdes de 10* a 10° conidios/mL reduziu em 59% o nGmero de
ovos que eclodiram. A longevidade dos mosquitos adultos foi de cinco dias, valor
menor comparado ao controle negativo, com 7 dias. Portanto, foi observado nesse
estudo que o fungo apresenta potencial patogénico contra esse mosquito vetor
(AMORA et al., 2009).

Estudos experimentais tém demonstrado o potencial de fungos
entomopatogénicos no controle dos mosquitos vetores da malaria. Em laboratério, a
formulacéo de esporos de M. anisopliae e B. bassiana em 6leo mineral reduziu de 39
— 50% a populacéo de larvas de anofelinos. No entanto, sdo necessarios estudos de
campo, bem como o desenvolvimento de meios eficazes de aplicacdo que garanta
uma maior eficiéncia dos esporos dos fungos nas condi¢bes ambientais (BUKHARI,
TAKKEN; KOENRAADT, 2011).
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3.3 CONTROLE BIOLOGICO DO AEDES AEGYPTI

Ha uma preocupacdo mundial com relacdo ao mosquito Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae) como vetor de epidemias urbanas como a dengue, dengue
hemorragica e febre amarela. O controle desse vetor é baseado na destruicdo de
criadouros combinada com a aplicagdo de inseticidas sintéticos, principalmente
piretréides e organofosforados. Dessa forma, contribuem para aumentar a
resisténcia dos mosquitos e causam impacto nocivo ao meio ambiente e a saude
humana. Devido a esses fatores é necessaria a aplicacdo de métodos sustentaveis
de controle destes vetores (SANTOS et al., 2009).

Insetos de todas as ordens, como os dipteros, sdo suscetiveis a
doencas causadas por fungos. Patdégenos fangicos, tais como Lagenidium,
Coelomomyces e Culicinomyces, sdo conhecidos por afetar populacbes de
mosquitos. H4, no entanto, muitos outros fungos que infectam e matam mosquitos
na fase larval e adultos. Com a descoberta, em 1917, da seletividade da bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringiensis houve reducdo na pesquisa de outros
agentes de controle biolégico. Entretanto, nos ultimos anos a busca por outros
agentes tem aumentado devido aos niveis continuos e crescentes de resisténcia aos
inseticidas e aumento do risco global de doencas transmitidas por mosquitos
(SCHOLTE et al., 2004).

Em testes laboratoriais, conidios de B. bassiana mataram 100% de
mosquitos adultos de A. aegypti apos 5 dias de contato, em uma concentracdo de 2
mg de conidios, a 20°C e umidade relativa do ar de 70%-90% (CLARK et al., 1968).

Miranpuri e Khachatourians (1990) fizeram bioensaios laboratoriais
utilizando o fungo B. bassiana, em dois estagios de desenvolvimento: blastosporos e
conidiosporos, contra larvas de Aedes aegypti, a 27°C. ApOs 24 horas de exposicao
das larvas do mosquito aos blastosporos e conidiosporos do fungo, foi observado
diferencas significativas (p < 0,0001) nas respostas larvicidas em relacdo ao
experimento controle. A maior mortalidade das larvas do mosquito foi observada
entre 24 e 96 horas apds exposicao aos blastosporos e conidiosporos do fungo em
concentracdes de 10* e 10° esporos/ mL™.

Scholte, Takken e Knols (2007) observaram que o fungo

entomopatogénico M. anisopliae aplicado em mosquitos Aedes aegypti e
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A. Albopictus foi eficaz na infeccdo dos mosquitos na concentracdo de 1,6x10°
conidios/m? de recipiente de descanso dos mosquitos.

No trabalho realizado por Santos et al. (2009) foi observado que o M.
anisopliae apresentou atividade ovicida aos ovos de Aedes aegypti em umidade
relativa superior a 98% e 75%, em 5 e 25 dias de incubag&o, com concentracdo de
2,8 e 9,8 conidios/cm?.

3.4 MECANISMO DE ACAO ENTOMOPATOGENICA

Uma das peculiaridades dos fungos entomopatogénicos € que eles
causam a morte do inseto por infeccdo através da cuticula, ndo precisando ser
ingeridos.

A cuticula dos insetos € formada por varias camadas de polimeros
estruturais, formando a epicuticula mais externamente, seguida pela procuticula e
epiderme. A epicuticula € uma camada muito fina (0,1 — 3 um) e multifacetada,
sendo que cada face tem diferentes estruturas quimicas e propriedades. A camada
superficial externa da epicuticula é constituida de 95% de lipideos e é a camada que
possui mais caracteristicas de barreira devido a sua resisténcia a degradacao
enzimatica e resisténcia a perda de agua (PEDRINI; CRESPO; JUAREZ, 2007;
BIDOCHKA; St. LEGER; ROBERTS, 1997).

A procuticula € uma camada rica em proteinas (61%), quitina (30%) e
lipideos (7%) e é composta por duas camadas, a exocuticula e a endocuticula. A
epiderme é a camada mais interna da cuticula (PEDRINI; CRESPO; JUAREZ, 2007;
BIDOCHKA; St. LEGER; ROBERTS, 1997).

A proposta do mecanismo de infeccdo ocorre em trés estagios
sucessivos: (1) adsorcédo dos conidios do fungo na superficie cuticular, (2) adesao
ou consolidacdo da interface entre o conidio pré-germinado e a epicuticula e (3)
germinacdo do fungo e desenvolvimento na superficie cuticular até iniciar o estagio
de penetracdo (PEDRINI; CRESPO; JUAREZ, 2007).

Os conideos do fungo B. bassiana s&do responsaveis pela
disseminacéao e inicio da infeccdo no hospedeiro, que ocorre por contato ou adesao
a cuticula do inseto. O conidio vidvel germina sobre o inseto e, por a¢do quimica e
fisica, atravessa a cuticula, penetra na cavidade geral do corpo, colonizando-o e

matando-o. Posteriormente, com o objetivo de se reproduzir, o fungo atravessa a
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cuticula do inseto e esporula, ou seja, produz conidios em grande quantidade que
serdo responsaveis pela disseminacao e infeccao de insetos, completando o ciclo do
patogeno (NEVES, 2006).

No processo infeccioso, o fungo penetra na cuticula do inseto
hospedeiro principalmente por acdo de enzimas extracelulares produzidas em
resposta a constituicdo da cuticula do inseto. Essas enzimas hidrolisam os polimeros
constituintes do exoesqueleto, garantindo ao fungo os nutrientes necessarios para o
seu crescimento. As principais enzimas produzidas por B. bassiana sé&o proteases,
lipases e quitinases (GUPTA et al., 1992; ITO et al., 2007; DHAR; KAUR, 2010).

3.5 PROTEASES

Um dos principais constituintes da cuticula dos insetos sdo as
proteinas e, sabe-se que, entre as enzimas extracelulares produzidas por B.
bassiana, as proteases sao fatores de viruléncia que desempenham um importante
papel na penetracdo cuticular (SAMUELS; PATERSON, 1995; URTZ; RICE, 2000;
DONATTI et al., 2008).

Proteases constituem um grande grupo de enzimas hidroliticas que
clivam as ligagbes peptidicas das proteinas em peptideos menores e aminoécidos.

As proteases fungicas apresentam uma ampla faixa de pH de acdo (4 a
11) e especificidade de substrato. No entanto, essas enzimas tém uma menor taxa
de reacéo e menor tolerancia ao calor do que as bacterianas (RAO et al., 1998).

A atividade proteolitica pode ser medida por métodos qualitativos e
guantitativos. O principio fundamental destes métodos consiste na medida dos
produtos de hidrdlise da proteina ou na quantidade de proteina residual (GUPTA et
al., 2002).

De acordo com o Comité de nomenclatura da Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular, proteases sao classificadas no subgrupo 4 do
grupo 3 (hidrolases). No entanto, na maioria das vezes, as proteases nado se
encaixam no sistema de nomenclatura de enzimas, devido a sua enorme diversidade
de acao e estrutura. Sendo assim, as proteases sao classificadas com base em trés
critérios principais: o tipo de reacdo catalisada, a natureza quimica do sitio catalitico
e 0 seu desenvolvimento estrutural (RAO et al., 1998).
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As proteases podem ser subdivididas em dois grandes grupos de
acordo com o seu sitio de acdo: exopeptidases e endopeptidases. As exopeptidases
quebram a ligacao peptidica proxima ao sitio amino ou carboxi terminal no substrato,
as endopeptidases quebram as ligacdes peptidicas distantes dos sitios amino e
carboxi terminais. Com base no grupo funcional presente nos sitios cataliticos
dessas enzimas elas podem ser classificadas em quatro grupos: serina proteases,
aspartato proteases, cisteina proteases e metaloproteases (RAO et al., 1998).

No fungo M. anisopliae o fator determinante de sua
entomopatogenicidade é baseado na protease tipo serina subtilisina (designada
Prl), onde o seu papel mais conhecido no processo infeccioso foi determinado. Esta
enzima tem a funcéo de degradar proteinas da cuticula de insetos e sua estrutura foi
localizada na cuticula de insetos hospedeiros durante as fases iniciais de penetracao
do fungo. A enzima tipo tripsina (Pr 2) pertencente ao grupo das serina proteases
também ocorre durante as fases iniciais de colonizacdo da cuticula, sugerindo que
esta enzima tem um papel complem