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Controle Biológico

Apesar de os defensivos agrícolas terem uma alta e
rápida eficiência, são necessárias aplicações repetidas
desses produtos, o que representa grandes quantidades
lançadas no ambiente e um alto custo. Esses produtos
químicos propiciam uma alta produtividade, mas têm
efeitos negativos sobre o solo, o clima, a vegetação, as
águas, os animais e o homem, e provocam a seleção de
mutantes resistentes, resultantes da forte pressão seletiva.
Além disso, seu tempo de degradação no ambiente é da
ordem de décadas, o que provoca uma concentração
elevada dessas substâncias na cadeia alimentar. Nesse
contexto, o controle biológico é uma alternativa viável
para o combate de pragas e patógenos e vantajosa em
relação ao controle químico, especialmente quanto ao
impacto ambiental, ao custo, à especificidade e ao desen-
volvimento de resistência.

Entre os microrganismos patogênicos com aplicação
potencial em controle biológico destacam-se os fungos
filamentosos. Quando comparados a outros sistemas
utilizados em controle biológico, como bactérias produ-
toras de toxinas, protozoários e vírus, os fungos apresen-
tam como vantagem um mecanismo especializado de
infecção, que ocorre pela sua penetração ativa nos
hospedeiros, não dependendo, assim, da sua ingestão
para que se inicie o processo de infecção.

O maior entrave para a utilização de fungos filamen-
tosos no controle biológico é o grande lapso de tempo
entre a sua aplicação e a morte dos hospedeiros, se
comparados com os pesticidas químicos. Durante esse
período de tempo, as pragas agrícolas podem causar
sérias perdas na produtividade da cultura-alvo. Um dos
objetivos comuns no estudo desses microrganismos em
controle biológico visa a aumentar a velocidade de morte
dos hospedeiros para melhorar a eficiência do biocontro-
lador. Têm sido feitos esforços no intuito de melhorar a
produção, a estabilidade e a aplicação de inóculos desses
fungos. O entendimento das características básicas da
relação entre o fungo e o inseto hospedeiro tem permitido
conhecer a natureza da patogenicidade, possibilitando a
introdução de genes específicos, altamente expressos em
condições de infectividade, com vistas a acelerar o
processo de infecção e de diminuir, assim, o tempo entre
o início da infecção e a morte do hospedeiro (ST. LEGER
et al., 1996).

O Entomopatógeno Metarhizium anisopliae

O fungo Metarhizium anisopliae é um Deuteromiceto
amplamente distribuído na natureza e pode ser encontra-
do facilmente nos solos, onde sobrevive por longos
períodos (ALVES, 1998). M. anisopliae infecta mais de 300
espécies de insetos das diferentes ordens, incluindo
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pragas importantes (ALVES, 1998). Al-
guns de seus hospedeiros são pragas
na agricultura, como a cigarrinha da
cana-de-açúcar (Mahanarva postica-
ta), a cigarrinha-das-pastagens (Deois
sp e Zulia sp), a lagarta-da-soja (Anti-
carsia gemmatalis), a formiga saúva
(Atta sexdens), os térmitas subterrâne-
os (Isoptera : Rhinotermitidae). Sua
patogenicidade tem sido ainda de-
monstrada para carrapatos de diferen-
tes gêneros e espécies (KAAYA et al.,
1996; ZHIOUA et al., 1997; FRAZZON

et al., 2000). Vários fatores têm sido
apontados como possíveis determi-
nantes de patogenicidade, entre os
quais, a produção de toxinas e a pro-
dução e secreção de enzimas hidrolíti-
cas, como quitinases, proteases e lipa-
ses (CLARKSON & CHARNLEY, 1996).
Alguns autores sugerem ainda que a
expressão diferenciada das superóxi-
do dismutases (SODs), enzimas que
atuam como um sistema de defesa
contra radicais livres de oxigênio
(SCHRANK et al., 1993), e a presença

de micovírus, com genoma de dsRNA
(BOGO et al., 1996b), influenciam a
patogenicidade de M. anisopliae. São
necessárias, entretanto, confirmações
experimentais para essas observações.

Por ser considerado um dos agen-
tes mais promissores no controle de
pragas, M. anisopliae tem sido um dos
modelos mais estudados em relação
ao isolamento e à seleção de linha-
gens do ambiente, ao isolamento de
mutantes com características impor-
tantes para o controle biológico, ao
estudo dos mecanismos de infecção,
ao desenvolvimento de metodologias
de biologia molecular e a estudos
alternativos para produção, manuten-
ção da viabilidade e formulação de
biopesticidas. A Figura 1 mostra algu-
mas linhagens brasileiras do fungo M.
anisopliae, e suas origens. A Figura 2
mostra detalhes morfológicos do fun-
go M. anisopliae. O nosso grupo de
pesquisa tem estudado alguns aspec-
tos básicos da biologia molecular de
M. anisopliae, em especial o desen-
volvimento de sistemas de transfor-
mação para permitir a re-introdução
de genes manipulados in vitro (BOGO
et al., 1996a), o estudo da regulação
de quitinases (PINTO et al., 1996) e a
clonagem e a caracterização do gene
chit1, que codifica uma dessas quiti-
nases (BOGO et al., 1998). O grupo
dedica-se, ainda, ao estudo da aplica-
ção de M. anisopliae como biocontro-
lador do carrapato Boophilus micro-
plus (FRAZZON et al., 2000).

O processo de infecção

O processo de infecção de M.
anisopliae em seus hospedeiros ocor-
re em fases sucessivas de germinação,
diferenciação, penetração, coloniza-
ção, reprodução e disseminação
(SCHRANK et al., 1993; ALVES, 1998).

O processo de infecção é iniciado
pela germinação dos esporos sobre a
cutícula do hospedeiro. Na superfície
do esporo, ainda não germinado, foi
detectada a presença de enzimas (pro-
teases, esterases e N-acetilglicosida-
ses) que têm efeito na adesão, na
aquisição preliminar de nutrientes e
que também causam modificações su-
perficiais nas camadas mais externas
da cutícula do hospedeiro (ST. LEGER
et al., 1990). O esporo germina e o
tubo germinativo se diferencia por

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

Figura 2:  Detalhes morfológicos de Metarhizium anisopliae. A) O
fungo M. anisopliae apresenta micélio hialino e septado e esporos
de coloração verde. B) Os esporos são cilíndricos. C) Algumas
linhagens de M. anisopliae são infectadas por micovírus
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dilatação da extremidade
das hifas para a formação
do apressório, uma estru-
tura especializada de pe-
netração, estimulada pelo
contato físico com a cutí-
cula do hospedeiro (ST.
LEGER et al., 1991b). Esse
estímulo também é sensí-
vel a alterações da super-
fície, indicando um pos-
sível mecanismo pelo qual
o patógeno reconhece
seu hospedeiro (ST. LE-
GER et al., 1990).

Após a formação do
apressório, ocorre o de-
senvolvimento de estru-
turas denominadas gram-
pos de penetração, que
são caracterizadas por
uma alteração na parede
celular da parte do apres-
sório que está em contato
com o hospedeiro, sendo
mais fina e saliente (ST. LEGER et al.,
1991b). Evidências obtidas por mi-
croscopia eletrônica e histoquímica
sugerem que a etapa de penetração
ocorre por uma combinação de degra-
dação enzimática e pressão mecânica
(ST. LEGER et al., 1988a). Nesse pro-
cesso são produzidas algumas enzi-
mas como lipases, quitinases e prote-
ases (ST. LEGER et al., 1986a, b, 1988b,
1991a; PINTO et al., 1996; ALVES,
1998).

Após o processo de
penetração, o fungo ini-
cia a etapa de coloniza-
ção do hospedeiro. As
hifas que atravessam a
cutícula 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 à
produção de metabóli-
tos secundários deno-
minados destruxinas,
que afetam os canais de
transporte de íons, en-
volvidos na resposta
muscular e a integrida-
de da membrana celu-
lar. O hospedeiro exibe

vários sintomas incluindo inquieta-
ção, perda de coordenação e parada
da ingestão de alimento (LAVERLAM,
1999).

Após a morte do hospedeiro, que
ocorre de 4 a 5 dias após a infecção, as
hifas se desenvolvem invadindo os
diversos órgãos internos. Após o es-
gotamento dos nutrientes, as hifas se
estendem para fora do corpo do hos-
pedeiro, formando um micélio, que

cobre a superfície do tegumento, re-
sultando na mumificação. Sob condi-
ções ambientais apropriadas, ocorre a
produção de esporos, que poderão
ser disseminados pelo vento para in-
fectar outros indivíduos (LAVERLAM,
1999). As Figuras 3 e 4 mostram os
estágios inicial e final do processo de
infecção do fungo M. anisopliae em
teleógina do carrapato B. microplus.

As proteases

Foi demonstrado que
entre os genes expressa-
dos especificamente du-
rante o processo de in-
fecção de M. anisopliae
no hospedeiro está o
gene pr1A, originalmen-
te pr1, que codifica uma
protease do tipo subtili-
sina (PR1A), que tem uma
participação marcante na
penetração da cutícula
do hospedeiro pelo fun-
go.

ST. LEGER et al.
(1992) demonstrou que
a protease PR1A é mais
efetiva na degradação
estrutural das proteínas
ligadas �a cutícula por
ligação covalente, devi-
do aos resíduos de carga

Figura 3: Cutícula de teleógina
de Boophilus microplus
infectada com esporos de
Metarhizium anisopliae. 108

esporos do fungo foram
incubados com cutícula de
carrapato a 28 0C por 24 horas.
Fotos de microscopia
eletrônica de varredura. A)
Germinação de esporos com
aumento de 100 vezes;
primeiro detalhe, aumento de
605 vezes; segundo detalhe,
aumento de 4.900 vezes. B)
Preferência dos esporos em
germinar próximo a locais
porosos e articulados da
cutícula; no caso, pêlos;
aumento de 2.000 vezes. C)
Ponta de hifa do acaricida que
atravessou a cutícula do
carrapato. Aumento de 1.500
vezes

Figura 4:  Teleóginas 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 teleógina de B. microplus completamente infectada. B)
Detalhe de uma teleógina de B. microplus completamente
infectada pelo fungo M. anisopliae. A cutícula da teleógina
foi parcialmente retirada
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positivas que se formam na superfície
da molécula de PR1A 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 óti-
mo para proteases sendo igual a 8 (ST.
LEGER et al., 1999).

O gene pr1A é altamente regulado
e somente expressado durante a fase
de penetração (ST. LEGER et al., 1992).
Esse gene está sob controle duplo de
expressão: i) pelo mecanismo de re-
pressão catabólica regulado pelos ní-
veis de carbono e nitrogênio (ST.
LEGER et al., 1988b) e, ii) pela indução
específica promovida pelas proteínas
da cutícula (PATERSON et al., 1994). A
protease PR1A hidrolisa de 25% a 30%
das proteínas da cutícula dos hospe-
deiros liberando peptídeos que servi-
rão de nutrientes para o fungo e
substratos para a elaboração de outros
determinantes da patogenicidade (ST.

LEGER et al., 1986a).
PR1A é a única protease de cutícu-

la produzida em quantidade elevada
em vários isolados patogênicos de M.
anisopliae. Foi observado por ST. LE-
GER et al. (1987) um aumento da
protease PR1A durante a penetração
do fungo M. anisopliae na cutícula de
larvas de Manduca sexta.

O gene pr1A foi clonado sob o
controle de um promotor constitutivo
e os transformantes, superexpressan-
do PR1A, mostraram-se 25% mais efi-
cientes na infecção de insetos (ST.
LEGER et al., 1996). Nesse trabalho, foi
definitivamente demonstrado o po-
tencial da manipulação genética para
ser efetivamente utilizada na constru-
ção de linhagens mais eficientes para
o controle biológico a partir do conhe-
cimento dos fenômenos básicos da
etapa de penetração. A Figura 6 mos-
tra a superprodução de PR1A de uma
linhagem transformada de M. aniso-

pliae em comparação com a linhagem
selvagem.

JOSHI et al. (1997), investigando
genes envolvidos no processo de in-
fecção de fungos entomopatogêni-
cos, descreveram uma nova protease
também do tipo subtilisina (PR1B) a
partir de genes especificamente ex-
pressados por M. anisopliae durante
seu desenvolvimento na cutícula de
baratas (Blabarus gigantius). A dedu-
ção da seqüência de aminoácidos
mostrou 54% de similaridade com a
subtilisina PR1A. No entanto, a PR1B
possui várias substituições na seqüên-
cia altamente conservada compreen-
dendo o sítio ativo das subtilisinas.
Essas substituições são cataliticamen-
te críticas podendo reduzir a eficiên-
cia catalítica da protease. A função da
protease PR1B na infecção de hospe-
deiros ainda não foi determinada.

Atualmente se encontram disponí-
veis no GENBANK seqüências de mais
oito genes de proteases da família das
subtilisinas PR1 denominados de pr1D
até pr1K, que foram isolados de M.
anisopliae pelo grupo norte-america-
no liderado por St. Leger. Sua função
ainda não foi estudada.

Quitina e Quitinases

A quitina, depois da celulose, é um
dos polímeros mais abundantes na
natureza (FLACH et al., 1992). É en-
contrada como constituinte do exoes-
queleto de insetos e de crustáceos, em
conchas de moluscos e é o maior
componente da parede celular de fun-
gos (CABIB, 1987). As quitinases são
enzimas hidrolíticas com a proprieda-
de de hidrolisar a quitina em oligôme-

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

Quitinases Indução Ação Linhagem
CHIT30 Quitina Exo / Endoquitinase E6
CHIT33 Quitina Endoquitinase ME1
CHIT43,5 Cutícula Endoquitinase ME1
CHIT45 Cutícula Endoquitinase ME1
CHIT60 Quitina Exo / Endoquitinase ATCC 20500
CHIT110 Inibida por NAG Quitobiase ME1

Genes Cópias No de Aminoácidos Linhagem
chit1 (42 kDa) Única 423 E6
chi11  (58 kDa) Única 523 ATCC 20500
chi2 (43 kDa) - 414 ME1
chi3 (34 kDa) - 317 ME1

Figura 5:  Alcalinização de meio contendo substrato para proteases
pelo fungo Metarhizium anisopliae. O meio utilizado apresenta como
fonte de carbono apenas azocaseína. Para demonstrar em que faixa de
pH o fungo cresce quando proteases são requeridas o meio foi
complementado com o corante Vermelho de Bromocresol. Esse corante
apresenta coloração variando do amarelo até o violeta quando o pH
varia do ácido até o alcalino. O pH ótimo para proteases secretadas
por M. anisopliae fica na faixa alcalina igual a 8. As setas indicam halo
de degradação de azocaseína
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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, crustáceos, insetos e plan-
tas superiores.

Em fungos, cuja parede celular é
composta basicamente por polissaca-
rídeos como quitina e glicanas (GOO-
DAY et al., 1992), as enzimas quitino-
líticas estão basicamente envolvidas
nos processos de crescimento e dife-
renciação. Os fungos filamentosos tam-
bém possuem quitinases que atuam
em diferentes processos fisiológicos,
como dispersão de esporos, autólise e
nutrição (DE LA CRUZ et al., 1992;
STIRLING et al. 1979).

As enzimas quitinolíticas provavel-
mente desempenham um papel im-
portante na penetração de fungos fila-
mentosos através da cutícula dos hos-
pedeiros. Essas enzimas se encontram
sob forte regulação no fungo M. ani-
sopliae, onde o sistema quitinolítico é
regulado por um mecanismo de indu-
ção-repressão, tendo a quitina como

indutor tanto da síntese como da se-
creção de quitinases, e a glicose como
repressor da sua síntese. A concentra-
ção do monômero NAG também re-
gula a síntese e a secreção das quitina-
ses, sendo que, em baixas concentra-
ções, age como indutor, enquanto em
altas concentrações, 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 M.
anisopliae altamente secretora produ-
zia uma mistura complexa de enzimas
quitinolíticas quando o fungo era cul-
tivado em condições de indução. A
presença de, aproximadamente, 10
isoenzimas foi sugerida (ST. LEGER et
al., 1993). Inibidores catabólitos redu-
zem a produção de todas as isoenzi-

mas com apenas uma ex-
ceção. 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 1).

Até o momento, não
foi confirmada a participa-
ção das quitinases na en-
tomopatogenicidade de M.
anisopliae. Apesar dos
estudos bioquímicos e do
conhecimento acumulado,
pouco se sabe quanto aos
tipos, a regulação, a loca-
lização, as seqüências en-
volvidas em sua glicosila-
ção, a secreção e a partici-
pação das quitinases nos
processos fisiológicos.
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