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Controle Biologico

Apesar de os defensivos agricolas terem uma alta e
rapida eficiéncia, sdo necessarias aplicacoes repetidas
desses produtos, o que representa grandes quantidades
lancadas no ambiente e um alto custo. Esses produtos
quimicos propiciam uma alta produtividade, mas tém
efeitos negativos sobre o solo, o clima, a vegetacdo, as
aguas, os animais e o homem, e provocam a selecao de
mutantes resistentes, resultantes da forte pressao seletiva.
Além disso, seu tempo de degradacio no ambiente é da
ordem de décadas, o que provoca uma concentracio
elevada dessas substincias na cadeia alimentar. Nesse
contexto, o controle bioloégico € uma alternativa viavel
para o combate de pragas e patdégenos e vantajosa em
relacio ao controle quimico, especialmente quanto ao
impacto ambiental, ao custo, a especificidade e ao desen-
volvimento de resisténcia.

Entre os microrganismos patogénicos com aplicacao
potencial em controle biol6gico destacam-se os fungos
filamentosos. Quando comparados a outros sistemas
utilizados em controle biolégico, como bactérias produ-
toras de toxinas, protozodrios e virus, os fungos apresen-
tam como vantagem um mecanismo especializado de
infeccao, que ocorre pela sua penetracio ativa nos
hospedeiros, nio dependendo, assim, da sua ingestio
para que se inicie o processo de infeccio.

O maior entrave para a utilizacao de fungos filamen-
tosos no controle biolégico é o grande lapso de tempo
entre a sua aplicacio e a morte dos hospedeiros, se
comparados com os pesticidas quimicos. Durante esse
periodo de tempo, as pragas agricolas podem causar
sérias perdas na produtividade da cultura-alvo. Um dos
objetivos comuns no estudo desses microrganismos em
controle biolégico visa a aumentar a velocidade de morte
dos hospedeiros para melhorar a eficiéncia do biocontro-
lador. Tém sido feitos esforcos no intuito de melhorar a
producio, a estabilidade e a aplicacao de in6culos desses
fungos. O entendimento das caracteristicas basicas da
relacio entre o fungo e o inseto hospedeiro tem permitido
conhecer a natureza da patogenicidade, possibilitando a
introduc¢io de genes especificos, altamente expressos em
condicoes de infectividade, com vistas a acelerar o
processo de infecciao e de diminuir, assim, o tempo entre
o inicio da infeccao e a morte do hospedeiro (ST. LEGER
et al., 1996).

O Entomopatégeno Metarhizium anisopliae

O fungo Metarbizium anisopliaeé um Deuteromiceto
amplamente distribuido na natureza e pode ser encontra-
do facilmente nos solos, onde sobrevive por longos
periodos (ALVES, 1998). M. anisopliaeinfecta mais de 300
espécies de insetos das diferentes ordens, incluindo

32 Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - n® 23 - novembro/dezembro 2001



Figura 1: Linhagens brasileiras do fungo Metarbizium anisopliae. A)
RJc (Deois flavopicta — Rio de Janeiro); B) RJd (Deois flavopicta — Rio de
Janeiro); C) M5 (Deois sp. - Pernambuco); D) AL (Mabanarva postigata -
Alagoas); E) MT (Deois sp. — Mato Grosso); F) E9 (Deois flavopicta —
Espirito Santo); e, G) E6S1 (Deois flavopicta — Espirito Santo). Ambas
crescidas em Meio Cove solido. Entre parénteses estd descrito o
hospedeiro em que a linhagem foi isolada e o Estado de origem

pragas importantes (ALVES, 1998). Al-
guns de seus hospedeiros sao pragas
na agricultura, como a cigarrinha da
cana-de-actcar (Mabanarva postica-
ta), a cigarrinha-das-pastagens (Deois
sp e Zuliasp), a lagarta-da-soja (Anti-
carsia gemmatalis), a formiga saiva
(Atta sexdens), os térmitas subterrane-
os (Isoptera : Rhinotermitidae). Sua
patogenicidade tem sido ainda de-
monstrada para carrapatos de diferen-
tes géneros e espécies (KAAYA et al.,
1996; ZHIOUA et al., 1997; FRAZZON

et al., 2000). Varios fatores tém sido
apontados como possiveis determi-
nantes de patogenicidade, entre os
quais, a producido de toxinas e a pro-
ducio e secrecio de enzimas hidroliti-
cas, como quitinases, proteases e lipa-
ses (CLARKSON & CHARNLEY, 1996).
Alguns autores sugerem ainda que a
expressao diferenciada das superoxi-
do dismutases (SODs), enzimas que
atuam como um sistema de defesa
contra radicais livres de oxigénio
(SCHRANK et al., 1993), e a presenca

Figura 2: Detalhes morfolégicos de Metarbizium anisopliae. A) O
fungo M. anisopliae apresenta micélio hialino e septado e esporos
de coloragio verde. B) Os esporos sao cilindricos. C) Algumas
linhagens de M. anisopliae sao infectadas por micovirus

de micovirus, com genoma de dsRNA
(BOGO et al., 1996b), influenciam a
patogenicidade de M. anisopliae. Sao
necessarias, entretanto, confirmagdes
experimentais para essas observacoes.

Por ser considerado um dos agen-
tes mais promissores no controle de
pragas, M. anisopliaetem sido um dos
modelos mais estudados em relacio
ao isolamento e a selecio de linha-
gens do ambiente, ao isolamento de
mutantes com caracteristicas impor-
tantes para o controle biolégico, ao
estudo dos mecanismos de infeccio,
ao desenvolvimento de metodologias
de biologia molecular e a estudos
alternativos para produ¢io, manuten-
¢ao da viabilidade e formulacio de
biopesticidas. A Figura 1 mostra algu-
mas linhagens brasileiras do fungo M.
anisopliae, e suas origens. A Figura 2
mostra detalhes morfologicos do fun-
go M. anisopliae. O nosso grupo de
pesquisa tem estudado alguns aspec-
tos basicos da biologia molecular de
M. anisopliae, em especial o desen-
volvimento de sistemas de transfor-
macdo para permitir a re-introducio
de genes manipulados in vitro(BOGO
et al., 1996a), o estudo da regulacio
de quitinases (PINTO et al., 1996) e a
clonagem e a caracterizacio do gene
chitl, que codifica uma dessas quiti-
nases (BOGO et al., 1998). O grupo
dedica-se, ainda, ao estudo da aplica-
¢ao de M. anisopliae como biocontro-
lador do carrapato Boophilus micro-
plus (FRAZZON et al., 2000).

O processo de infeccio

O processo de infeccio de M.
anisopliae em seus hospedeiros ocor-
re em fases sucessivas de germinacio,
diferenciacio, penetrac¢io, coloniza-
cao, reproducio e disseminacido
(SCHRANK et al., 1993; ALVES, 1998).

O processo de infec¢io € iniciado
pela germinacdo dos esporos sobre a
cuticula do hospedeiro. Na supertficie
do esporo, ainda nao germinado, foi
detectada a presenca de enzimas (pro-
teases, esterases e N-acetilglicosida-
ses) que tém efeito na adesiao, na
aquisicao preliminar de nutrientes e
que também causam modificacoes su-
perficiais nas camadas mais externas
da cuticula do hospedeiro (ST. LEGER
et al., 1990). O esporo germina e o
tubo germinativo se diferencia por
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dilatacao da extremidade
das hifas para a formacao
do apressorio, uma estru-
tura especializada de pe-
netracao, estimulada pelo
contato fisico com a cuti-
cula do hospedeiro (ST.
LEGER etal., 1991b). Esse
estimulo também é sensi-
vel a alteracdes da super-
ficie, indicando um pos-
sivel mecanismo pelo qual
o patdgeno reconhece
seu hospedeiro (ST. LE-
GER et al., 1990).

Ap6s a formacio do
apressorio, ocorre o de-
senvolvimento de estru-
turas denominadas gram-
pos de penetracao, que
sdo caracterizadas por
uma alteracao na parede
celular da parte do apres-
sorio que estd em contato
com o hospedeiro, sendo
mais fina e saliente (ST. LEGER et al.,
1991b). Evidéncias obtidas por mi-
croscopia eletronica e histoquimica
sugerem que a etapa de penetracio
ocorre por uma combinacio de degra-
dacao enzimdtica e pressao mecanica
(ST. LEGER et al., 1988a). Nesse pro-
cesso sdo produzidas algumas enzi-
mas como lipases, quitinases e prote-
ases (ST.LEGER eral., 1986a, b, 1988b,
1991a; PINTO et al., 1996; ALVES,
1998).

Ap6s o processo de
penetracio, o fungo ini-
cia a etapa de coloniza-
¢ao do hospedeiro. As
hifas que atravessam a
cuticula do hospedeiro
sofrem um engrossa-
mento e se ramificam
inicialmente no tegu-
mento e, posteriormen-
te, na cavidade geral do
corpo, liberando toxinas
e ocasionando a morte
do hospedeiro devido a
producio de metaboli-
tos secundarios deno-
minados destruxinas,
que afetam os canais de
transporte de fons, en-
volvidos na resposta
muscular e a integrida-
de da membrana celu-
lar. O hospedeiro exibe

varios sintomas incluindo inquieta-
cao, perda de coordenacio e parada
da ingestao de alimento (LAVERLAM,
1999).

Ap6s a morte do hospedeiro, que
ocorre de 4 a 5 dias ap6s a infeccio, as
hifas se desenvolvem invadindo os
diversos 6rgaos internos. Apos o es-
gotamento dos nutrientes, as hifas se
estendem para fora do corpo do hos-
pedeiro, formando um micélio, que

Figura 4: Teledginas do carrapato B. microplus infectadas
com o fungo acaricida M. anisopliae. A) Detalhe de hifas
do fungo M. anisopliae se estendendo para fora do corpo
de teledgina de B. microplus completamente infectada. B)
Detalhe de uma teledgina de B. microplus completamente
infectada pelo fungo M. anisopliae. A cuticula da teledgina
foi parcialmente retirada
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Figura 3: Cuticula de teledgina
de Boopbhilus microplus
infectada com esporos de
Metarbizium anisopliae. 10
esporos do fungo foram
incubados com cuticula de
carrapato a 28 °C por 24 horas.
Fotos de microscopia
eletronica de varredura. A)
Germinacgio de esporos com
aumento de 100 vezes;
primeiro detalhe, aumento de
605 vezes; segundo detalhe,
aumento de 4.900 vezes. B)
Preferéncia dos esporos em
germinar proximo a locais
porosos e articulados da
cuticula; no caso, pélos;
aumento de 2.000 vezes. C)
Ponta de hifa do acaricida que
atravessou a cuticula do
carrapato. Aumento de 1.500
vezes

cobre a superficie do tegumento, re-
sultando na mumificaciao. Sob condi-
¢Oes ambientais apropriadas, ocorre a
producdo de esporos, que poderio
ser disseminados pelo vento para in-
fectar outros individuos (LAVERLAM,
1999). As Figuras 3 e 4 mostram 0s
estagios inicial e final do processo de
infeccio do fungo M. anisopliae em
tele6gina do carrapato B. microplus.

As proteases

Foi demonstrado que
entre 0s genes expressa-
dos especificamente du-
rante o processo de in-
feccao de M. anisopliae
no hospedeiro esti o
gene priA, originalmen-
te pri, que codifica uma
protease do tipo subtili-
sina (PR1A), que temuma
participacdo marcante na
penetracdo da cuticula
do hospedeiro pelo fun-
go.

ST. LEGER et al
(1992) demonstrou que
a protease PRIA é mais
efetiva na degradacao
estrutural das proteinas
ligadas ‘a cuticula por
ligacio covalente, devi-
do aos residuos de carga



Tabela 1 Quitinases e genes de quitinases isolados de Metarhizium anisopliae.

Quitinases Inducio Acdo

CHIT30 Quitina Exo / Endoquitinase
CHIT33 Quitina Endoquitinase
CHIT43,5 Cuticula Endoquitinase
CHIT45 Cuticula Endoquitinase
CHIT60 Quitina Exo / Endoquitinase
CHIT110 Inibida por NAG Quitobiase

Genes Copias N° de Aminoacidos
chit1 (42 kDa) Unica 423

chi11l (58 kDa) Unica 523

chi2 (43 kDa) - 414

chi3 (34 kDa) = 317

positivas que se formam na superficie
da molécula de PRI1A em pH neutro
ou alcalino. A Figura 5 mostra a capa-
cidade do fungo M. anisopliae de
alcalinizar o meio contendo substrato
para proteases, confirmando pH o6ti-
mo para proteases sendo igual a 8 (ST.
LEGER et al., 1999).

O gene priA é altamente regulado
e somente expressado durante a fase
de penetracao (ST. LEGER etal., 1992).
Esse gene estd sob controle duplo de
expressao: i) pelo mecanismo de re-
pressdo catabolica regulado pelos ni-
veis de carbono e nitrogénio (ST.
LEGER etal., 1988b) e, il) pela inducao
especifica promovida pelas proteinas
da cuticula (PATERSON etal., 1994). A
protease PR1A hidrolisa de 25% a 30%
das proteinas da cuticula dos hospe-
deiros liberando peptideos que servi-
rdo de nutrientes para o fungo e
substratos para a elabora¢ao de outros
determinantes da patogenicidade (ST.

LEGER et al., 19862).

PR1A ¢é a Ginica protease de cuticu-
la produzida em quantidade elevada
em varios isolados patogénicos de M.
anisopliae. Foi observado por ST. LE-
GER et al. (1987) um aumento da
protease PR1A durante a penetracio
do fungo M. anisopliae na cuticula de
larvas de Manduca sexta.

O gene priA foi clonado sob o
controle de um promotor constitutivo
e os transformantes, superexpressan-
do PR1A, mostraram-se 25% mais efi-
cientes na infeccao de insetos (ST.
LEGER etal., 1996). Nesse trabalho, foi
definitivamente demonstrado o po-
tencial da manipulacio genética para
ser efetivamente utilizada na constru-
¢ao de linhagens mais eficientes para
o controle biol6gico a partir do conhe-
cimento dos fendmenos bisicos da
etapa de penetracao. A Figura 6 mos-
tra a superproduc¢io de PR1A de uma
linhagem transformada de M. aniso-

Y

Figura 5: Alcalinizacio de meio contendo substrato para proteases
pelo fungo Metarbizium anisopliae. O meio utilizado apresenta como
fonte de carbono apenas azocaseina. Para demonstrar em que faixa de
pH o fungo cresce quando proteases sio requeridas o meio foi
complementado com o corante Vermelho de Bromocresol. Esse corante
apresenta coloracio variando do amarelo até o violeta quando o pH
varia do acido até o alcalino. O pH 6timo para proteases secretadas
por M. anisopliae fica na faixa alcalina igual a 8. As setas indicam halo

de degradacio de azocaseina

Linhagem
EG

ME1

ME1

ME1

ATCC 20500
ME1

Linhagem
EG

ATCC 20500
ME1

ME1

Ppliaeem comparacio com a linhagem
selvagem.

JOSHI et al. (1997), investigando
genes envolvidos no processo de in-
feccio de fungos entomopatogéni-
cos, descreveram uma nova protease
também do tipo subtilisina (PR1B) a
partir de genes especificamente ex-
pressados por M. anisopliae durante
seu desenvolvimento na cuticula de
baratas (Blabarus gigantius). A dedu-
¢do da sequéncia de aminodcidos
mostrou 54% de similaridade com a
subtilisina PR1A. No entanto, a PR1B
possui varias substituicoes na sequién-
cia altamente conservada compreen-
dendo o sitio ativo das subtilisinas.
Essas substituicoes sao cataliticamen-
te criticas podendo reduzir a eficién-
cia catalitica da protease. A funciao da
protease PR1B na infeccao de hospe-
deiros ainda nio foi determinada.

Atualmente se encontram disponi-
veis no GENBANK seqliéncias de mais
oito genes de proteases da familia das
subtilisinas PR1 denominados de priD
até prikK, que foram isolados de M.
anisopliae pelo grupo norte-america-
no liderado por St. Leger. Sua funcio
ainda nao foi estudada.

Quitina e Quitinases

A quitina, depois da celulose, € um
dos polimeros mais abundantes na
natureza (FLACH et al., 1992). E en-
contrada como constituinte do exoes-
queleto de insetos e de crusticeos, em
conchas de moluscos e é o maior
componente da parede celular de fun-
gos (CABIB, 1987). As quitinases sio
enzimas hidroliticas com a proprieda-
de de hidrolisar a quitina em oligdme-
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Figura 6: Halo de degradacio
em meio com substrato para
proteases de linhagens de
Metarbizium anisopliae. A faixa
mais clara em cada placa
demonstra a degradacio de
azocaseina em meio que
contém apenas azocaseina
como fonte de carbono, em pH
otimo para proteases igual a 8.
A linhagem ES, € selvagem de
M. anisopliae, enquanto a
linhagem T136 é uma linhagem
ES, selvagens que foi
transformada para que
superexpressasse a protease
PR1A. A linhagem apresentou
halo de degradacio 4 vezes
maior que a linhagem
selvagem. Esses dados sdo
estatisticamente significantes
(teste de Tukey para a = 0,05)

ros de N-acetilglicosamina (NAG), que
assim podem ser absorvidos e meta-
bolisados (GOODAY, 1990; GOODAY
et al., 1992). Muitos organismos pro-
duzem quitinases, entre eles, bactéri-
as, fungos, crustaceos, insetos e plan-
tas superiores.

Em fungos, cuja parede celular é
composta basicamente por polissaca-
rideos como quitina e glicanas (GOO-
DAY et al., 1992), as enzimas quitino-
liticas estao basicamente envolvidas
nos processos de crescimento e dife-
renciacao. Os fungos filamentosos tam-
bém possuem quitinases que atuam
em diferentes processos fisiologicos,
como dispersao de esporos, autdlise e
nutricio (DE LA CRUZ et al., 1992;
STIRLING et al. 1979).

As enzimas quitinoliticas provavel-
mente desempenham um papel im-
portante na penetracio de fungos fila-
mentosos através da cuticula dos hos-
pedeiros. Essas enzimas se encontram
sob forte regulacio no fungo M. ani-
sopliae, onde o sistema quitinolitico é
regulado por um mecanismo de indu-
¢ao-repressiao, tendo a quitina como

Figura 7: Anilise da producio de enzimas
quitinoliticas por linhagens de Metarbizium
anisopliae. As linhagens foram crescidas em
meio com substrato para quitinases ligado
(B) ou nao (A) ao corante Azul de Remazol.
A faixa mais clara nas placas representa a
degradacao do substrato pelo fungo. 1) E9;
2) RJc; 3) MT; e, 4) E6S1. A linhagem E6S1
demonstrou ser a mais promissora para

estudos de producao de quitinases

indutor tanto da sintese como da se-
crecdo de quitinases, e a glicose como
repressor da sua sintese. A concentra-
cio do mondmero NAG também re-
gula a sintese e a secrecdo das quitina-
ses, sendo que, em baixas concentra-
¢oes, age como indutor, enquanto em
altas concentracoes, apresenta papel
de repressor (BARRETO, 1996; MO-
REIRA, 1998; Figura 7).

Foi demonstrado em géis de ativi-
dade contendo glicol-quitina como
substrato que uma linhagem de .
anisopliaealtamente secretora produ-
zia uma mistura complexa de enzimas
quitinoliticas quando o fungo era cul-
tivado em condicoes de inducao. A
presenca de, aproximadamente, 10
isoenzimas foi sugerida (ST. LEGER et
al., 1993). Inibidores catabdlitos redu-
zem a produgido de todas as isoenzi-
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mas com apenas uma ex-
cecao. Essa atividade re-
manescente foi sugerido
ser controlada separada-
mente das demais (ST.
LEGER et al., 1993). Estu-
dos demostraram mais de
um gene codificando qui-
tinase em M. anisopliae
(Tabela D.

Até o momento, nio
foi confirmada a participa-
¢do das quitinases na en-
tomopatogenicidade de M.
anisopliae. Apesar dos
estudos bioquimicos e do
conhecimento acumulado,
pouco se sabe quanto aos
tipos, a regulacio, a loca-
lizaco, as seqiiéncias en-
volvidas em sua glicosila-
¢d0, a secrecdo e a partici-
pacdo das quitinases nos
processos fisiologicos.
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