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RESUMO GERAL

O controle de insetos-vetores, nematoides, parasitas de plantas e animais, frequentemente
depende do uso massivo de pesticidas quimicos. Diante desses problemas, surge uma
alternativa sustentavel, o controle bioldgico e bioquimico, que utiliza organismos vivos e 0s
produtos quimicos naturais para suprimir a densidade populacional ou o impacto de uma
determinada praga ou parasito. Dentre os fungos entomopatogénicos, podemos citar o
Metarhizium anisopliae. Este fungo produz enzimas hidroliticas, como proteases e quitinases,
que sdo fundamentais no processo de infeccdo do hospedeiro. Além disso, o latex de mamao
(Carica papaya), é conhecido como uma rica fonte de papaina. Portanto, o presente trabalho
teve como objetivo o estudo das enzimas de M. anisopliae e da papaina como biopesticidas. O
trabalho foi estruturado em um capitulo de livro sobre a bioquimica de entomopatdgenos e
micoparasitas, com foco em Metarhizium, e dois artigos. O primeiro artigo descreveu a
producdo de enzimas por M. anisopliae em diferentes meios de cultura e sua eficacia no controle
in vitro de nematoides parasitas de animais e planta (Haemonchus spp. e Meloidogyne
incognita). O segundo artigo investigou a compatibilidade entre o uso da papaina e de conidios
de M. anisopliae IP119 para o controle de larvas (L3) de Aedes aegypti. Os resultados
demonstraram que 0 meio de arroz com soro de leite foi mais eficaz para a producao de protease
e quitinase em M. anisopliae IBCB 424, apresentando uma atividade de 52 U/mg e 0,60 U/mg,
respectivamente. O extrato bruto testado mostrou uma reducdo de 100% em parasitas animais
e 71% em parasita de planta. Em relacdo a Aedes. aegypti (L3), foi observada uma mortalidade
de 100% com 10% (p/v) de papaina e uma mortalidade de 97% com 4% (p/v) de papaina
suplementada com M. anisopliae 1P119 (10" conidios/mL). Os resultados s&o promissores,
indicando a eficacia da enzima produzida por M. anisopliae contra 0s nematoides testados e
demonstrando o potencial da combinacdo de papaina e conidios para o controle de A. aegypti.
Este estudo pioneiro abre novas perspectivas de pesquisa ho campo das enzimas, com potenciais
aplicacdes futuras.

Palavras-chave: Controle biologico; controle bioquimico, papaina; protease.



ABSTRACT

The control of insect vectors, nematodes, and plant and animal parasites often relies on the
massive use of chemical pesticides. In light of these issues, a sustainable alternative emerges:
biological and biochemical control, which uses living organisms and natural chemical products
to suppress the population density or impact of a particular pest or parasite. Among
entomopathogenic fungi, Metarhizium anisopliae stands out. This fungus produces hydrolytic
enzymes, such as proteases and chitinases, which are essential in the host infection process.
Additionally, papaya latex (Carica papaya) is known as a rich source of papain. Therefore, the
present study aimed to investigate the enzymes of M. anisopliae and papain as biopesticides.
The work was structured into a book chapter on the biochemistry of entomopathogens and
mycoparasites, focusing on Metarhizium, and two research articles. The first article described
the production of enzymes by M. anisopliae in different culture media and their efficacy in the
in vitro control of parasitic nematodes of animals and plants (Haemonchus spp. and
Meloidogyne incognita). The second article investigated the compatibility between the use of
papain and conidia of M. anisopliae 1P119 for the control of third-instar larvae (L3) of Aedes
aegypti. The results showed that the rice medium with whey was the most effective for the
production of protease and chitinase by M. anisopliae IBCB 424, with activities of 52 U/mg
and 0.60 U/mg, respectively. The crude extract tested showed a 100% reduction in animal
parasites and a 71% reduction in plant parasites. Regarding Aedes aegypti (L3), 100% mortality
was observed with 10% (w/v) papain, and 97% mortality was observed with 4% (w/v) papain
supplemented with M. anisopliae IP119 (1077 conidia/mL). The results are promising,
indicating the efficacy of the enzyme produced by M. anisopliae against the tested nematodes
and demonstrating the potential of the papain and conidia combination for the control of A.
aegypti. This pioneering study opens new research perspectives in the field of enzymes, with
potential future applications.

Keywords: Biological control; biochemical control; papain; protease.



INDICADORES DE IMPACTO

Foram utilizadas enzimas que demonstraram grande atividade antiparasitaria tanto em plantas
guanto em animais. Além disso, evidenciou-se o poder da enzima papaina no controle do
mosquito Aedes aegypti. Por meio dos bioensaios realizados in vitro, espera-se contribuir para
futuras pesquisas e oferecer solugdes tanto para o setor agrondémico quanto para o setor da
salde. O projeto contou com o apoio de diversas pessoas que contribuiram significativamente
para a sua concluséo e a Universidade Federal de Minas Gerais. De acordo com a Politica
Nacional de Extensdo, este projeto estd alinhado com vérios principios, como os Direitos
Humanos, que incluem o direito a uma alimentacdo saudavel e livre de compostos quimicos.
No ambito da Educacdo, fomenta o aprendizado continuo e a busca por alternativas que
melhorem o entorno. Quanto ao Meio Ambiente, promoveu-se 0 uso de produtos ndo tdxicos.
Na area de Saude, o trabalho busca novas alternativas para o controle de insetos vetores de
doencas, visando a reducédo de casos e mortes associadas. Em relacdo a Tecnologia e Producéo,
0 projeto promove o uso de tecnologias ambientalmente sustentaveis, com potencial para
implementacdo em larga escala. Por fim, no ambito do Trabalho, futuras pesquisas e producdes
podem gerar novos empregos na area da biotecnologia. O presente trabalho esta alinhado com
varios dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da ONU. Em particular, contribui
para 0 ODS 3: Saude e Bem-Estar, ao buscar alternativas para o controle de insetos vetores de
doencas como o Aedes aegypti, reduzindo assim o risco de propagacdo de enfermidades.
Também impacta o ODS 12: Producdo e Consumo Sustentaveis, ao propor o uso de
biopesticidas naturais, como as enzimas de Metarhizium anisopliae e a papaina, para mitigar o
uso indiscriminado de aos pesticidas quimicos, promovendo praticas agricolas mais
sustentaveis. Finalmente, est4 alinhado com o ODS 15: Vida Terrestre, ao incentivar métodos

de controle bioldgico que reduzem o uso de substancias nocivas ao meio ambiente.



IMPACT INDICATORS

Enzymes have been used that have shown great anti-parasitic activity in both plants and
animals. In addition, the power of the papain enzyme in controlling the Aedes aegypti mosquito
was demonstrated. The bioassays carried out in vitro are expected to contribute to future
research and offer solutions for both the agronomic and health sectors. The project had the
support of several people who contributed significantly to its completion and the Federal
University of Minas Gerais. In accordance with the National Extension Policy, this project is
aligned with various principles, such as Human Rights, which include the right to healthy food
free from chemical compounds. In terms of Education, it encourages continuous learning and
the search for alternatives to improve the environment. As for the Environment, the use of non-
toxic products has been promoted. In the area of Health, the work seeks new alternatives for
controlling insect vectors of disease, with a view to reducing cases and associated deaths. With
regard to Technology and Production, the project promotes the use of environmentally
sustainable technologies with the potential for large-scale implementation. Finally, with regard
to Labor, future research and production could generate new jobs in the biotechnology field.
This work is aligned with several of the UN's Sustainable Development Goals (SDGSs). In
particular, it contributes to SDG 3: Health and Well-being, by seeking alternatives for
controlling insect disease vectors such as Aedes aegypti, thus reducing the risk of spreading
diseases. It also impacts SDG 12: Sustainable Production and Consumption, by proposing the
use of natural biopesticides, such as Metarhizium anisopliae enzymes and papain, to mitigate
the indiscriminate use of chemical pesticides, promoting more sustainable agricultural
practices. Finally, it is aligned with SDG 15: Life on Land, by encouraging biological control

methods that reduce the use of substances harmful to the environment.
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INTRODUCAO

A salde humana e animal depende diretamente do equilibrio do ecossistema, um
principio fundamental da abordagem de "Satde Unica". Na sociedade atual, é essencial adotar
praticas mais sustentaveis no uso de pesticidas para preservar os solos e a agua, 0 que beneficia
tanto os ecossistemas quanto a salde publica. Infelizmente, a necessidade de controlar certas
"pragas" frequentemente resulta no uso indiscriminado ou abusivo de compostos quimicos,
como anti-helminticos e inseticidas, comprometendo a integridade ambiental e a saude humana
e animal.

A producdo de pequenos ruminantes, como ovelhas e cabras, desempenha um papel
crucial na economia global ao fornecer carne, leite e diversos subprodutos (Sargison, 2012). No
entanto, essas espécies sdo vulneraveis a endoparasitoses, sendo 0os nematoides gastrointestinais
uma das principais causas de perdas econdmicas significativas devido ao retardo no crescimento
e desnutri¢do (Busin e Sargison, 2014; Chagas et al., 2022). Entre eles, Haemonchus contortus
se destaca pela resisténcia aos anti-helminticos comerciais (Rudolphi, 1803; Kuiseu et al.,
2021). Representam um desafio econdmico consideravel para a inddstria pecuéria, com perdas
anuais estimadas em 107,52 milhGes de ddlares no Brasil (Chagas et al., 2022). Em particular,
na regido sul do Brasil, as perdas devido a H. contortus e Trichostrongylus colubriformis
chegam até 500.000 do6lares anuais (Oliveira et al., 2017).

No ambito agricola, o controle sustentavel de nematoides fitoparasitas é crucial para
enfrentar a crescente demanda global por alimentos, esses organismos sao responsaveis por
mais de 30% das perdas mundiais de rendimento em culturas (Sikora et al., 2023). Entre eles,
0 nematoide-das-galhas (Meloidogyne incognita) é especialmente devastador, causando perdas
significativas na producdo de tomate, onde os tratamentos atuais dependem em grande parte de
nematicidas quimicos (Shilpa et al., 2022). Atualmente, o controle desses fitopatdgenos € dificil
e pode se apoiar no uso extensivo de nematicidas quimicos, 0 que pode levar a resisténcia
(Stucky et al.,2024).

Além disso, a propagacdo de arboviroses como dengue (DENV), zika (ZIKV) e
chikungunya (CHIKV), transmitidas pelo mosquito Aedes aegypti, aumentou
consideravelmente nas Gltimas décadas. Em 2010, o nimero de casos notificados superou pela
primeira vez um milh&o, uma marca que voltou a ser ultrapassada em 2013, 2015, 2016, 2019,
2022, 2023 e 2024. Apesar das medidas de controle, desde o inicio de 2024 até 19 de marco de
2024, foram notificados quase 2 milhdes de casos suspeitos de dengue no Brasil, sendo as
maiores taxas de incidéncia registradas nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste (Brasil, 2024).

Durante esse periodo, foram confirmadas 630 mortes por dengue, enquanto 1.009 mortes
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permanecem sob investigagdo. Mais de 80% dessas mortes confirmadas ou em investigagéo
estdo concentradas em cinco estados: Minas Gerais, S80 Paulo, Parana, Goiés e o Distrito
Federal. Além das acGes emergenciais, 0 Ministério da Saude trabalhou ao longo de 2023 para
normalizar o estoque de inseticidas destinados aos estados e municipios, adquirindo 400.000
quilos de larvicida e 12.600 quilos de adulticida (inseticidas para mosquitos adultos) para uso
em 2024 (Who, 2023; Maciel et al., 2024).

O uso intensivo de inseticidas e anti-helminticos levou ao desenvolvimento de
resisténcia nos organismos-alvo, reduzindo a eficacia dos métodos de controle convencionais
(Gubler e Clark, 1995; Szewc, De Waal e Zintl, 2021). Portanto, hd um crescente interesse em
alternativas menos prejudiciais ao meio ambiente e a salde humana. Em resposta a esses
desafios, o controle bioldgico emergiu como uma estratégia promissora que utiliza organismos
vivos para reduzir as populacgdes de artropodes e pragas, minimizando assim os efeitos adversos
ao meio ambiente e a saude humana (Eilenberg, Hajek, Lomer., 2001; Sentis et al., 2022).
Ainda, compostos derivados de plantas e microorganismos tém mostrado ser alternativas
viaveis e ambientalmente sustentaveis para o manejo integrado de pragas (Garcez et al., 2009).
Nas plantas, as cisteino proteases estdo amplamente distribuidas em varios tecidos responsaveis
pelo metabolismo das proteinas (Liggieri et al., 2009). Por exemplo, o latex obtido do mamé&o
(Carica papaya) € rico em enzimas como papaina e quimopapaina, e tem sido tradicionalmente
utilizado devido as suas propriedades inseticidas e antimicrobianas (Satrija et al., 1995; Sapaat
et al., 2012). Por outro lado, os fungos entomopatogénicos, como Metarhizium anisopliae,
destacam-se pela capacidade de infectar e controlar uma ampla gama de insetos, além de
contribuir para o crescimento das plantas (Santi et al., 2011; Hussain et al., 2016). O mecanismo
de acdo de M. anisopliae envolve a producdo de enzimas hidroliticas como proteases e
quitinases, que desempenham papel crucial na decomposi¢do das estruturas celulares do
hospedeiro (Alkhaibari et al.,2016).

Diante desse contexto, o presente estudo proposto investigar diferentes meios de cultura
para M. anisopliae, a fim de avaliar o mais promissor para a producdo de enzimas quitinase e
protease. Além disso, foi analisado o efeito desses extratos enzimaticos no controle de
nematoides parasitas, bem como a avaliacdo da papaina pura e combinado com os conidios de
M. anisopliae como agente de controle de insetos vetores. Este estudo aborda a necessidade de
desenvolver métodos de controle alternativos e sustentaveis para nematoides parasitas e vetores
de doencas, destacando a importancia de investigar e aplicar solugdes que minimizem o impacto

ambiental e promovam a seguranca alimentar e a satde publica global.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653513001185?via%3Dihub#b0055
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2.REFERENCIAL TEORICO
2.1 Uso de produtos quimicos

Os pesticidas sdo substancias ou misturas de substancias amplamente utilizadas para
controlar pragas agricolas e artropodes vetores de doengas humanas e animais, além de serem
empregados no controle de insetos e acaros que afetam a producgéo (FAO, 2022). No entanto, 0
controle de pragas e vetores ainda depende significativamente do uso desses produtos quimicos,
cuja utilizacao deve ser racional devido aos riscos que representam para a saude humana e o
meio ambiente. Além disso, as pragas e vetores estdo rapidamente desenvolvendo linhagens
resistentes a inseticidas quimicos, bem como aos bioinseticidas a base de Bacillus thuringiensis
que é utilizado para o controle de Aedes aegypti (Hemingway e Ranson,2000; Tilquin.,2008;
Alkhaibari et al.,2016).

A utilizacdo de produtos quimicos para o controle de parasitas gastrointestinais em
bovinos, como benzimidazoéis e imidazotiazdis/tetrahidropirimidinas, e uso de os piretrdides
para controle de ectoparasitos é outra pratica comum (Céceres, Ayarza, Bernal., 2023; Costa,
Simoes, Riet-Correa.,2011). No entanto, é importante observar que esses tratamentos
frequentemente perdem eficacia devido a exposicdo excessiva ao longo do tempo, resultando
na selecdo de linhagens resistentes por parte desses parasitas, um problema sanitario
significativo em rebanhos ovinos em todo o mundo (Mederos e Banchero, 2013).

Diante dessa situacdo, hd uma busca crescente por métodos alternativos de controle de
doencas e pragas (Ortiz-Ocampo et al., 2016). Nesse contexto, uma alternativa tem sido é o uso
de fungos entomopatogénicos (Mendoza De Gives et al.,2018). Esses microrganismos
produzem enzimas como proteases (EC 3.4), quitinases (EC 3.2.11.14) e lipases (EC 3.1.1.3),
que catalisam a quebra de componentes estruturais essenciais como proteinas, quitina e lipidios
nos alvos que se deseja controlar (Lacey et al., 2001; Schrank e Vainstein., 2010). Assim
também a utilizacdo de plantas como Carica papaya gque produz proteases, como a papaina,

tem potencial para ser em utilizada no controle de insetos vetores (Nunes et al.,2013).

2.2. Controle bioldgico e bioquimico

O controle bioldgico é reconhecido pelo uso de organismos vivos com o objetivo de
reduzir a incidéncia de uma determinada praga (Eilenberg, Hajek, Lomer., 2001; Poveda, abril-
Urias, Escobar.,2020). Historicamente, tem-se buscado aprimorar o controle biolégico para
compreender melhor as interagdes entre inimigos naturais e seus alvos especificos (Heimpel e

Mills, 2017). Vale destacar que o mercado de produtos relacionados ao controle biologico tem
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crescido significativamente nos Gltimos anos, e espera-se que seu valor triplique até 2029 em
relacdo ao valor atual de aproximadamente 5 bilhdes de dolares (Liu, Smagghe, Liu., 2023).
Diversos microrganismos sdo utilizados para o controle biologico, sendo as bactérias e 0s
fungos os mais proeminentes. No caso dos fungos, 0 mecanismo bioquimico envolve
principalmente a acdo de enzimas hidroliticas, como proteases (que catalisam a hidrolise das
ligacdes peptidicas entre residuos de aminoacidos em peptideos e proteinas) e quitinases (que
catalisam a quebra das ligacdes glicosidicas entre residuos de N-acetil-glucosamina) (Schark e
Vanstein, 2010; Ferreira e Soares, 2023). Esse processo facilita a penetracdo do fungo ao
degradar tecidos na zona de infeccdo, tornando-os uma opcao viavel para o desenvolvimento
de biopesticidas que permitam controle eficaz sem contaminagdo e degradagdo ambiental
(Motta-Delgado e Ordofiez, 2011; Faiscas et al., 2021; Oliveira, Oliveira, Mani., 2022).

Por muitos séculos, Carica papaya, tem sido estudado no tratamento de doencas
transmitidas por vetores, como malaria, dengue, infeccdo pelo virus Zika, chikungunya, entre
outras (Malviya et al., 2023). Pesquisas farmacoldgicas e clinicas extensivas tém sido
conduzidas para investigar os fitoquimicos responsaveis por essas atividades, além do
desenvolvimento de formulacGes inovadoras para melhorar a eficacia dos fitofarmacos ativos
de C. papaya, promovendo assim um melhor enfoque no tratamento de doencas transmitidas
por vetores (Tyas, Wahyuni, Hariyadi,2014; Sari e Khaira, 2020; Malviya et al.,2023).

2.2.1. Bioinseticida

Os bioinseticidas sdo substancias naturais de diversas fontes que controlam pragas-
insetos. Considerados uma opc¢do promissora devido ao seu baixo risco ambiental, alta
seletividade de espécies e baixa toxicidade para mamiferos, além disso, sdo mais seguros que
seus equivalentes sintéticos, que sdo toxicos para organismos alvo, incluindo humanos (Qu et
al., 2022). Sao utilizados para designar uma variedade de agentes de controle de pragas como
microorganismos (virus, bactérias, fungos), nematoides entomopatogénicos, pesticidas de
origem vegetal, feroménios e genes (Tamez., 2001; Ferreira e Soares, 2023). Alguns de estes
produtos tém a vantagem de exigir baixo investimento para producéo e podem ser obtidos por
processos simples que ndo requerem grande infraestrutura (Blanco, Sirio, Roldan., 2022).
Nesse contexto, 0 mamédo (C. papaya) é uma espécie de amplo uso no campo da medicina
tradicional. Suas sementes tém sido usadas no tratamento de helmintos e protozoarios. Outros
exemplos som a pimenta, alho, crisantemo, amplamente utilizados em cultivos de hortalicas,

frutas e tubérculos para o controle de pragas como mosca branca, pulgdes, acaros, etc. Outros
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extratos vegetais que também se mostraram eficazes contra mosca branca incluem mamona,
anonaceas e eucalipto. A mamona (Ricinus communis L.) produz metabdlitos secundarios como
albuminas (ricina) e alcal6ides (ricinina), utilizados como nematicidas e inseticidas para o
controle de pragas em diversas culturas. A anonacea (Annona squamosa L.) é composta
principalmente por acetogeninas como anonacina, anonastatina, anonina, asimicina e
bullatanonina, também utilizadas como inseticidas, antimicrobianos e antihelminticos. O
eucalipto (Eucalyptus globulus) apresenta compostos como 1,8-cineol ou eucaliptol, a-pineno,
bourboneno, limoneno e nerol, hidrocarbonetos e alcoois monoterpénicos e sesquiterpénicos,
aldeidos alifaticos, citronelal, carvona, acetato de citronelilo, geranilo e a-terpinilo, todos com
efeito anti-alimentar, repelente e inseticida que inibem o desenvolvimento e crescimento de
muitos insetos (Choi et al.,2003; Bailey et al.,2010).

Os fungos entomopatogénicos também sdo usados como bioinseticidas. No passado,
foram combinados com outros inseticidas para reduzir a resisténcia desenvolvida pelos insetos
aos inseticidas sintéticos. Os fungos entomopatogénicos tém a capacidade de induzir alta
susceptibilidade aos inseticidas nas pragas-alvo, suprimindo atividades enzimaticas e
predispondo a infeccdo fungica (Ambethgar, 2009). Alguns entomopatdgenos importantes
pertencem aos géneros Verticillium, Metarhizium, Nomuraea, Paecilomyces, Hirsutella (Sinha,
Choudhary, Kumari.,2016). Projeta-se que o mercado mundial de bioinseticidas cresca de um
valor estimado de 2,2 bilhdes de délares em 2020 para 4,6 bilhdes de dblares em 2025, tornando
o desenvolvimento e a producdo de bioinseticidas um campo muito gratificante (Qu et al.,
2022).

2.2.1.1. Fungos entomopatogénicos

Os agentes de controle biologico, em particular os patégenos, sdo um dos pilares do
manejo integrado de pragas (MIP), uma ferramenta promissora para reduzir 0s impactos
gerados pelas pragas (Lacey et al.,2001). O uso de fungos como controle biol6gico remonta a
1835, quando Agostino Bassi observou que um fungo poderia causar uma doenca nos bichos-
da-seda (Steinhaus, 1956; Lord, 2007). No final da década de 1870, Metschnikoff observou
uma alta propor¢do de curculio (Cleonus punctiventris) da beterraba sacarina, mortos por
Metarhizium e propds o conceito de controlar este inseto com conidios desse fungo.
Posteriormente, nos Estados Unidos, Lugger (1888) sugeriu o uso de outro fungo, agora
conhecido como Beauveria bassiana, para controlar o percevejo do trigo (Blissus leucopterus);

no Kansas, Nebraska e estados vizinhos, o fungo foi produzido in vivo (Billing e Glenn, 1911).
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A comercializagdo de fungos nos Estados Unidos foi limitada, mas os esforgos
aumentaram em Varios paises, principalmente Brasil, Cuba, a antiga Checoslovaquia, a antiga
URSS e China, por razBes econémicas e ambientais (Bartlett e Jaronski, 1988). Atualmente,
existem mais de 100 produtos comerciais baseados em fungos entomopatogénicos (De Faria e
Wraight, 2007; Jaronski, S. T, 2023).

O ciclo de vida dos fungos Ascomycetes comeca quando o conidio entra em contato
com a cuticula do artropode, aderindo-se inicialmente por forcas de van der Waals, para depois
aderir-se mais firmemente e germinar em poucas horas. Produz-se uma hifa de penetracgéo,
assim como um apressorio ou estrutura de ancoragem em algumas espécies. A hifa penetra a
cuticula do artrépode por meio de varias enzimas e pressdo mecanica. Uma vez no hemocele,
o fungo prolifera por meio de corpos semelhantes a leveduras. A medida que o hospedeiro
morre, o fungo se transforma rapidamente em micélio e, sob condi¢es ideais (particularmente
um periodo prolongado de alta umidade), emerge para esporular no exterior do inseto (Clarkson
e Charnley,1996; Pedrini, Crespo, Juérez., 2007; Howard et al.,2010; Mnyone et al.,2010;
Okumu et al.,2010).

Mais de 750 espécies de fungos em mais de 100 géneros foram relatadas como
patdgenos de insetos (St Leger e Wang, 2010). Entre os fungos entomopatogénicos os géneros
que se destacam pela sua importancia agrondmica sdo: Beauveria, Metarhizium,
Tolypocladium, Paecilomyces, Nomuraea, Lecanicillium e Hirsutella, os quais foram
identificados isolados a partir de artropodes que vivem em plantas, no solo e na agua
(Maldonado e Reyna., 2022; Zimmermann, 2007; Zhang et al. 2018).

Esses fungos agem por meio da infeccdo de seus hospedeiros diretamente atraves da
cuticula, de modo que ndo precisam ser ingeridos por seus hospedeiros. Essa caracteristica torna
os fungos entomopatogénicos os principais candidatos para o controle de insetos, especialmente
aqueles gue se alimentam da seiva das plantas (St Leger e Wang 2020). Atualmente, ha muitas
preparagcdes comerciais compostas por estes fungos em todo o mundo e elas sdo usadas para
controlar varias pragas agricolas e florestais (Goettel, Eilenberg, Glare.,2005)

2.2.1.1.1. Metarhizium anisopliae

Os fungos Metarhizium spp. sdo fungos filamentosos, entomopatogénicos, cujo estudo
data de 1879, quando o patologista russo Metschnikoff o isolou de larvas do besouro Anisopliae
austriaca Hbst, classificando-o como Entomophthora anisopliae (Arruda,2005). Pertencentes a
classe Sordariomycetes e filo Ascomycota. Apresentam micélio hialino e septado, com
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conidiéforos caracteristicos, sobre o0s quais surgem conidios que sdo normalmente
uninucleados, cilindricos e de dimensdes variaveis em colunas compactas (Lima,1989).

As colbdnias de Metahizium anisopliae tém um desenvolvimento efetivo nos meios de
cultura de BDA (Batata-dextrose-agar). A colénia em forma circular apresenta inicialmente um
crescimento micelar branco, exibindo varia¢es de cor quando o fungo esporula; no inicio do
processo de multiplicacdo de conidios, uma coloracdo verde-oliva é percebida na superficie
micelar. Os conidiéforos crescem irregularmente do micélio com dois a trés ramos em cada
septo. Estes conidioforos tém um comprimento de 4 a 14 microns e um didmetro de 1,5a 2,5
microns. Os fidlide sdo estruturas geradas no micélio, sendo o local onde os conidios s&o
liberados. Quanto aos conidios, sdo estruturas unicelulares, cilindricas e truncadas, com longas
cadeias, hialinas a esverdeadas. Os conidios tém um comprimento de 4 a 10 microns e um

didametro que varia de 2 a 4 microns ver Figura 1 (Padilla et al.,2000; Altamirano.,2021).

Figura 1: Detalhes morfoldgicos de Metarhizium anisopliae. A) Aspecto da colénia do
isolado com conidio de coloracéo verde. B) Conidiéforo. C) Morfologia do
conidio.

Fonte: Modificado de Arruda (2005).

O processo de infeccdo varia de acordo com o hospedeiro, pois no caso de insetos que
tém parte de seu ciclo de vida na &gua, como por exemplo larvas de Culex quinquefasciatus, 0s
conidios flutuantes de M. anisopliae aderem a superficie interna das valvulas, germinaram e
invadiram o tecido da ponta do sifdo, espalhando-se e blogueando a traqueia, resultando em

asfixia e morte (Lacey et al., 1988). Toxinas, particularmente, destruxinas, tém sido apontadas
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como a causa da morte de larvas de mosquitos, produzidas por conidios ndo germinados na
cuticula, dentro do intestino, ou liberadas ap6s a digestdo de conidios de M. anisopliae
(Crisan.,1971; Al-Aidroos, Roberts,1978)

Metarhizium anisopliae infecta hospedeiros suscetiveis por meio da penetracdo direta
na cuticula. Para fins de descricéo, o processo de infec¢do pode ser dividido em: (1) adesdo de
conidios a cuticula do hospedeiro por meio de interacdes hidrofobicas e material mucilaginoso
fino; (2) germinacéo e desenvolvimento de conidios; (3) diferenciacdo do tubo germinativo em
apressorios; (4) penetracdo na cuticula; (5) diferenciacdo das hifas em blastosporos/anticorpos
de hifas na hemolinfa; (6) colonizacdo do hospedeiro; (7) extrusdo para a superficie do corpo
do hospedeiro e (8) formacao de conidiéforos e producdo de conidios ver Figura 2 (Schrank e
Verinstein,2010). Neste processo estdo presentes diferentes enzimas hidroliticas,
principalmente proteases e quitinases, que contribuem para o processo de infeccdo e

colonizacdo do hospedeiro (Ferreira e Soares, 2023).

Figura 2: Mecanismo de infeccdo de Metarhizium spp. em insetos terrestres.
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Fonte: Modificado de Schrank e Verinstein (2010).

2.2.2 Compatibilidade de compostos naturais com o controle bioldgico

O interesse pelo uso de microorganismos entomopatogénicos no controle bioldgico tem
crescido nos dltimos anos, especialmente fungos e produtos vegetais. Poucos estudos tém

explorado a compatibilidade de compostos naturais como agentes de controle biologico, mas
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nos ultimos anos tem havido experimentos avaliando o efeito da combinacdo de dois ou mais
desses compostos no controle de pragas (Ansari, Shah, Butt.,2010; Bueno-Pallero et al.,2018;
Jaffuel et al.,2019; Paula et al.,2019). Por exemplo, a combinacdo de dois produtos naturais
pode aumentar significativamente a eficacia, como demonstrado pelo fungo entomopatogénico
Beauveria bassiana em combinagdo com 6leos essenciais extraidos de Azadirachta, Artemisa
haussknechtii e Citrus vulgaris. A juncdo deste fungo com cada um desses 0leos essenciais
resultou em alta compatibilidade, com uma elevada taxa de mortalidade observada nos insetos
estudados, principalmente com A. haussknechtii (Shakarami et al.,2015).

Outro exemplo de compatibilidade ocorre entre extratos da planta Eucalyptus
camaldulensis e o fungo entomopatogénico B. bassiana contra pulgdo. A combinacdo desses
dois compostos resultou em uma mortalidade de 87%, afetando negativamente também a
fecundidade dos insetos tratados. Esses resultados demonstram que a associacdo desses agentes
tem um efeito sinérgico significativo e apresenta-se como uma alternativa promissora como
bioinseticida (ALI et al., 2018). Outro exemplo de compatibilidade ¢é a utilizacdo do fungo
nematofago Duddingtonia flagrans (AC001) e seu extrato bruto rico em protease no controle
in vitro de Panagrellus sp., Haemonchus spp. e Trichostrongylus spp. (De Souza et al., 2023).
Neste estudo, foi observada uma maior redugéo (77 £ 5 %) com o uso combinado dos dois
compostos (ACO001 e extrato rico em protease), indicando um efeito positivo e compativel.

2.2.3. Enzimas

As proteases (EC 3.4) sdo enzimas hidroliticas extracelulares que atuam catalisando a
hidrdlise da ligagdo peptidica entre residuos de aminoacidos de peptideos e proteinas. Sdo
classificadas em quatro classes diferentes: serina, cisteina, metalo e aspartil, das quais a mais
comum nos fungos entomopatogénicos é a serina-protease do tipo subtilisina (St Leger, 1995).
Metarhizium anisopliae produz diversas proteases, como subtilisina (Prl), tripsina (Pr2),
cisteino proteases (Pr4) e metaloproteases, também forom relatado que pelo menos 14
isoformas de protease foram detectadas durante o crescimento em insetos (St Leger et al., 1987).
Ha 11 genes de subtilisina Prl no genoma do M. anisopliae (Bagga et al., 2004). Em particular,
a protease Pr1A foi implicada na entomopatogenicidade. A superexpressdo da Pr1A aumenta a
patogenicidade contra insetos (St Leger et al., 1996).

As enzimas que catalisam a degradacdo da quitina em mondmeros N-acetilglucosamina
sdo divididas em N-acetilglucosaminidases [EC 3.2.1.52, familia 20 glicosideos hidrolases

(GH)] e quitinases (CE3.2.1.14, familia GH18 e 19). As quitinases podem ser classificadas em
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duas classes principais: endoquitinases que catalisa a clivagem do polimero de quitina em
qualquer ponto dentro da fibra e exoquitinases que atuam na clivagem da extremidade ndo
redutora do polimero e liberam dimeros de N-acetilglucosamina (GICNACc). Todas as quitinases
fangicas analisadas at¢ o momento (incluindo todos os genomas flangicos disponiveis)
pertencem a familia GH 18 (Santi et al., 2011; Hussain et al., 2016; Umaru e Simarari, 2022;
Ferreira e Soares, 2023).

A classificacdo atual divide as 18 quitinases da familia GH em trés subgrupos. As
quitinases do subgrupo A (antiga classe V) contém dominio catalitico, mas ndo dominio de
ligagéo a carboidratos (CBM), e tém massa molecular variando de 40 a 50 kDa. As quitinases
do subgrupo B (antiga classe I11) também possuem peptideo sinal N-terminal e variam muito
em tamanho, variando de 30 a 90 kDa. O subgrupo C é composto por grandes quitinases com
massa molecular de 140-170 kDa. Possuem peptideo sinal N-terminal e varias caracteristicas
que os distinguem de outros subgrupos, como as regides de ligacdo aos peptidoglicanos
(Schrank e Verinstein 2010; Mora, Castilho, Fraga, 2016). Um exemplo da estrutura

tridimensional das enzimas proteases e quitinases se poder ver na figura 3.

Figura 3:Quitinase, estrutura do modelo de fita; B:Protease estrutura do modelo de fita.

Fonte: Hao et al. (2016).

2.2.4. Papaina

A papaina é uma enzima proteolitica vegetal muito versatil encontrada naturalmente no
mamao e isolada do latex deste fruto, preferencialmente quando esta verde e a enzima esta mais
ativa. Devido a sua versatilidade, esta enzima tem sido utilizada no campo médico para o
tratamento de lesGes esportivas e outros traumas, pois pode atuar em tecidos que carecem da
enzima o-1-antitripsina, promovendo a cicatrizagdo sem a necessidade de destruir tecidos
saudaveis, o que acelera o processo de recuperacao. Na industria farmacéutica, é utilizada na
forma de gel devido as suas propriedades antifungicas, antibacterianas e anti-inflamatorias
(Mamboya e Amri, 2012).



24

A papaina também apresenta varios usos em outros nichos industriais, como no
amaciamento da carne, devido a sua capacidade de atuar na hidrolise de quase qualquer proteina
presente nos tecidos musculares, tendfes e ligamentos. Na industria lactea, é empregada
principalmente na producdo de queijos semiduros e cremosos, melhorando sua capacidade de
fusdo e estiramento, ao hidrolisar os enlaces peptidicos especificos para formar caseina e
macropeptideos. As proteases tém sido usadas como catalisadoras na coagulacdo do leite
(Feijoo-Siota e Villa, 2011; Fernandez-Lucas, Castafieda, Hormigo, 2017).

Na industria cervejeira, a papaina é utilizada hd muito tempo para facilitar a degradacéo
de vérios agregados de proteinas insollveis formados durante e apos a fermentacao da cerveja,
que podem causar efeitos indesejaveis como turvacgdo, viscosidade e excesso de espuma, sem
comprometer as propriedades organolépticas (Polaina e Maccabe, 2007; Fernandez-Lucas,
Castafieda, Hormigo, 2017). Em outro contexto, Estudos demonstraram que o extrato de
papaina € altamente eficaz contra Spodoptera litura em condi¢Ges de umidade, desde que o
tegumento do inseto esteja exposto ao bioinseticida. A papaina degrada o tegumento, deixando

0 inseto vulneravel a outros microrganismos, o que leva a sua morte (Wijanarko, 2017).

2.3.  Nematoides parasitas

2.3.1. Meloidogyne incognita

As espécies endoparasitas sedentarias obrigatérias de Meloidogyne pertencem a um
grupo devastador de nematoides que causam severo agalhamento nas raizes das plantas, dai o
nome nematoides de galhas radiculares, que infectam a maioria das espécies de plantas
superiores, principalmente hortalicas (Silva et al., 2019) Meloidogyne incognita € uma das
principais espécies estudadas devido a sua patogenicidade, amplo espectro de hospedeiros e
alta prevaléncia mundial (Sikora e Fernandez, 2005), produzindo alteracdes na absorcdo de
agua e nutrientes pelas raizes das plantas (Mhatre et al., 2015,2020), resultando em perdas
anuais estimadas em US$ 157 bilhdes para os cultivos agricolas (Coyne et al., 2018). Devido
aos graves danos ocasionados por esta praga, € fundamental compreender seu ciclo de vida para
desenvolver estratégias eficazes de controle.

O ciclo de vida desse nematoide é dividido em cinco estagios: ovo, trés estagios juvenis
que incluem o estagio infeccioso (J2) e os estagios de desenvolvimento (Jz e Js), além do estagio
adulto (Mani, Assefa, Hahn, 2021). O ciclo de vida fitoparasita obrigatorio de M. incognita
comecga com os juvenis de segunda fase (J2) infectando a raiz do hospedeiro ao penetrar as
paredes celulares préximas a ponta da raiz com seu estilete. Em seguida, 0s (J2) migram entre

as celulas até o cilindro vascular da planta. L4, estabelecem um local de alimentacéo
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permanente pela secrecdo de enzimas que degradam a parede celular e induzem as células
circundantes da raiz a se diferenciar em uma célula gigante multinucleada da qual os nematoides
sedentarios se alimentam (Tian, Cao, Zhang, 2015; Stucky et al.,2024).A infeccdo por
nematoides e a irritacdo das raizes levam a um crescimento deficiente das plantas e a uma
reducdo na resisténcia das plantas a outros estresses bioticos e abioticos (Jones et al., 2013;
Siddique e Grundler, 2018). Apos a terceira muda dos nematoides na planta, apenas os machos
se tornam mdveis e abandonam o hospedeiro. As fémeas sedentarias produzem ovos, que sao
depositados principalmente fora da superficie da raiz em uma matriz gelatinosa (Figura 4 e 5)
(Papadopoulou e Triantaphyllou, 1982; Jones et al., 2013). Acredita-se que oS machos
desempenham um papel menor na reproducdo, j& que as fémeas podem se reproduzir

assexuadamente (Ahmad et al., 2021).

Figura 4:Meloidogyne incognita.

Fonte: Rui map Zheng, Bugwood.org



26

Figura 5: Meloidogyne incognita durante o processo de infecgdo da raiz da planta.
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Fonte: Modificado de Ahmad et al. (2021).

2.3.2.  Haemonchus spp.

Durante varias décadas, o controle dos nematoides gastrintestinais (GIN) foi baseado
qguase exclusivamente no uso de farmacos anti-helminticos (AH). O uso frequente e
indiscriminado desses medicamentos favoreceu o surgimento de populages resistentes (Rashid
et al., 2019). A parasitose em ruminantes representa um problema econémico e sanitario de
importancia global. América Latina representa 25% da superficie mundial de producéo pecuéaria
(Roeber, Jex, Gasser.,2013; Selzer e Epe,2021). Diversos estudos tém avaliado o impacto
econdémico dos principais parasitas (nematoides, trematoides e cestoides) que infectam
ruminantes, relatando perdas econdmicas devido a baixa produtividade e mortalidade
(Arsenopoulos et al., 2021). (Costa, Simbes, Riet-Correa., 2011).

As espécies de nematoides gastrintestinais Haemonchus spp. sdo helmintos
hematdfagos pertencentes ao filo Nematoda, classe Chromadorea (Endo et al., 2014). Eles
causam perda de eritrocitos e ferro no hospedeiro, levando a inflamagdo da mucosa abomasal e
ativacdo do sistema imune (Sczesny-Moraes et al., 2010; Costa, Simdes, Riet-Correa.,2011,;
Storillo, 2016). Haemonchus contortus é o nematoide parasita mais patogénico devido ao seu
comportamento hematofago, causando graves problemas de satde e produtividade nos sistemas
de producdo ovino e caprino (Arsenopoulos et al., 2021; Besier et al., 2016; Santos et al., 2019).

As larvas e parasitas adultos no abomaso causam aumento do pH e gastrite, comprometendo a
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capacidade digestiva, resultando em perda energética e proteica, além de anorexia no
hospedeiro (Hernandez, 2011; Padilla, 2020).

O ciclo biologico de Haemonchus spp. € direto e inicia-se com 0s parasitas adultos
presentes no abomaso do hospedeiro. Esses parasitas tém grande capacidade de oviposicao, e
séo eliminados nas fezes dos animais infectados. A fase ambiental comega no bolo fecal, e na
presenca de oxigénio, alimentam-se de bactérias e desenvolvem-se em larvas de segundo
estagio (L2), e posteriormente em larvas de terceiro estagio (L3), que sdo infectantes e ndo se
alimentam, pois mantém a cuticula do estagio anterior. Essa parte do ciclo ocorre em condicdes
ideais de temperatura entre 18 a 26 °C e umidade entre 80 a 100% (Storillo, 2016). As Ls
migram erraticamente para fora do bolo fecal, auxiliadas pela presenca de umidade até o capim,
sendo assim ingeridas pelo hospedeiro. No abomaso do hospedeiro, as larvas de terceiro instar
(Ls) do Haemonchus se transformam em larvas de quarto instar (La). Esse periodo de
crescimento e desenvolvimento significa que as Ls comegam a penetrar na mucosa gastrica,
causando danos a mucosa e contribuindo para a patogenicidade do parasita. As larvas (L)
continuam a se desenvolver e se tornam larvas de quinto estagio (Ls).

Os adultos jovens (Ls) se alimentam de sangue, assim como as larvas (L4), 0 que pode
causar anemia e outras complicagdes no hospedeiro. Além disso, as Ls se acasalam e as fémeas
comecam a produzir ovos que sdo excretados nas fezes do hospedeiro, completando o ciclo de
vida do parasita (Figura 6 e 7) (Amarante, Ragozo, Silva., 2014; Mendes et al., 2020). O ciclo
completo dura cerca de 28 dias, sendo 7 dias de vida livre e 21 dias para a fase parasitaria.
Animais jovens e fémeas prenhas sdo mais suscetiveis aos helmintos do que os animais adultos

devido ao seu estado nutricional e ao baixo nivel de imunidade (Vieira., 2014).

Figura 6: Haemonchus contortus. A: Larva (L) e B: Larva (L3).

Fonte: Niciura et al. (2023).
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Figura 7: Processo de infecgdo de Haemonchus spp.
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Fonte: Modificado de Dos Anjos et al. (2024).

2.4. Inseto vetor

2.4.1. Aedes aegypti

O virus dengue (DENV) € transmitido principalmente pelos mosquitos Aedes aegypti,
que se reproduzem e se distribuem em ambientes urbanos, fazendo da dengue uma doenga
predominantemente urbana. A dengue € responsavel por cerca de 10.000 mortes e 100 milhdes
de infeccBes sintomaticas por ano em mais de 129 paises (Bhatt et al., 2013; Schmitz e
Harzheim, 2017; Semenza, Rockl6v, Ebi, 2022). Outros dois virus causadores de arboviroses,
chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV), também s&o transmitidos pelos mesmos vetores e, nas
Gltimas décadas, tiveram um grande impacto em surtos epidémicos nas Américas, Africa e
Polinésia (Musso e Gubler, 2015). O Aedes aegypti estd entre os vetores de arbovirus mais
proeminentes do mundo. Este inseto originou-se na Africa Subsaariana como espécie silvestre
e foi introduzido nas Américas atraves de navios pouco depois da chegada dos europeus nos
anos 1400 (Powell e Tabachnick, 2013). No periodo de 1° de janeiro de 2014 a 11 de marco de
2024, foram notificados 11.795.637 casos de dengue no Brasil, com uma média anual de
1.072.331 casos. Isso equivale a uma taxa de incidéncia média anual de 510,71 casos por
100.000 habitantes. Nos ultimos trés anos (2022 a 2024), observou-se um aumento de 60,80%
no numero medio anual de casos em relacéo ao periodo de 2014 a 2021 (De Sousa e Paradella,
2024) (Tabela 1).
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Tabela 1: NotificagBes, hospitalizacbes e mortes por dengue no periodo de 2014 a 2024.

Ano Notificacdes Hospitalizacdes Mortes

2014 591.13 19.64 496
2015 1.697.801 38.33 1.005
2016 1.518.858 32.27 726
2017 243.34 11.60 205
2018 266.39 15.10 222
2019 1.556.588 56.20 851
2020 952.51 31.87 580
2021 531.81 16.92 276
2022 1.394.532 49.798 1.052
2023 1.517.840 49.723 1.072
2024 1.524.848 42.036 444
Total  11.795.637 363.477 6.929

Fonte: De Sousa e Paradella, (2024).

O ciclo de vida do Aedes aegypti ndo € muito exigente quanto as condi¢des ambientais.
Comeca com a oviposicdo em depdsitos de agua. Em seguida, a eclosdo da origem a uma larva
de primeiro estadio. Esta larva passa por trés mudas sucessivas, conhecidas como ecdises, que
a transformam em larvas de segundo, terceiro e quarto estadios, respectivamente. Apos a quarta
ecdise, ocorre a formacdo da pupa, que da origem a pupa. Finalmente, uma muda, chamada
emergéncia, da origem a imago, conhecido comumente como o adulto do mosquito, seja macho
ou fémea. Para completar o ciclo de vida, ocorre o acasalamento e a cépula, o que leva a
fertilizacdo da fémea. Posteriormente, se a fémea tiver obtido uma refeicdo de sangue suficiente,
ocorre a oviposi¢ao, ou seja, a postura dos ovos ver (Figura 8) (Christophers et al., 1960).
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Figura 8: Ciclo de vida do Aedes aegypti.
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Fonte: Modificado de Christophers et al. (1960).

2.5.  Justificativa

Este estudo envolve a utilizacdo de enzimas de Metarhizium anisopliae e papaina como
possiveis solugdes de controle para diversos nematoides parasitas de plantas e animais. Além
disso, busca o controle do vetor Aedes aegypti mediante a combinacdo de conidios de
Metarhizium anisopliae e enzimas de papaina. Estas solucBGes se destacam por serem mais
seguras para a salude humana e estdo alinhadas com os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS), especificamente os objetivos 2 (Fome Zero), 3 (Saude e Bem-estar) e 15
(Vida Terrestre).

Diversos estudos tém sido realizados para mitigar o uso de produtos sintéticos, mas
ainda ha muito a ser investigado. Este estudo € um dos pioneiros nessa area, e a utilizacdo de
enzimas como metodo de controle bioquimico ainda é um campo que precisa ser explorado em
maior profundidade. A continuacdo das pesquisas é essencial para desenvolver alternativas

seguras e eficazes para o controle de nematoides e insetos de interesse a saide humana e animal.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a acdo das enzimas de Metarhizium anisopliae, bem como da combinacéo entre papaina
e conidios de M. anisopliae como biopesticidas contra nematoides e larvas de terceiro estagio
de Aedes aegypti.

3.2. Objetivos especificos

Explorar os mecanismos de infeccdo de fungos do género Metarhizium e suas interacfes
bioguimicas como potenciais caminhos para a criagdo de alternativas sustentaveis no manejo
de pragas de insetos.

Avaliar a producéo de protease e quitinase extracelular pelo fungo Metarhizium anisopliae em
diferentes meios de cultura e sua aplicacdo no controle de nematoides parasitas de animais e
plantas (Haemonchus spp. e Meloidogyne incognita) in vitro.

Avaliar a acdo de conidios de Metarhizium anisopliae s.s. combinados a papaina sobre larvas

de terceiro estagio de Aedes aegypti.
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Resumo: O controle de pragas é um grande desafio devido a baixa efetividade dos produtos
quimicos sintéticos. Portanto, alternativas ecologicamente corretas sdo urgentemente
necessarias. Uma opcao promissora é a utilizacao de fungos entomopatogénicos, especialmente
0s do género Metarhizium. Esses fungos usam dois mecanismos principais para atingir seus
hospedeiros: pressdo mecénica para romper areas membranosas ou levemente escleréticas e
degradacdo bioquimica da cuticula, como proteinas, quitina e lipidios, por meio do uso de
enzimas hidroliticas extracelulares, como proteases, quitinases e lipases. O Metarhizium secreta
varias enzimas, incluindo metaloproteases, subtilisina (Prl), tripsina (Pr2) e cisteina proteases
(Pr4) durante o processo de infec¢do. Além disso, os genes codificadores de quitinase chitl,
chi2 e chi3 sdo ativados. Este capitulo se concentra nos fungos entomopatogénicos pertencentes
ao género Metarhizum, sua utilizacdo como biocontroladores, suas enzimas e o possivel uso

futuro dessas enzimas como biopesticidas.

Palavras-chave: Metarhizium, Pragas, Protease, Quitinase, Lipases, Toxinas

1.Introducéo

A agricultura moderna enfrenta desafios significativos no gerenciamento de
fitopatdgenos e artropodes-pragas, que podem causar perdas de rendimento nas principais
culturas alimentares (arroz, trigo, soja) entre 10% e 30% (He et al., 2021; Savary et al., 2019).
Nesse contexto, a agricultura convencional em larga escala depende muito de produtos
sintéticos para manter a produtividade (Singh e Kaur, 2020). Esses produtos sdo prejudiciais ao
ecossistema e a salude humana, pois tém residuos téxicos para varios animais, inclusive
humanos. Além disso, seu uso exacerbado levou a selecdo de pragas resistentes (Sing e Kaur,
2020).

Em resposta a esses desafios, um método de controle sustentavel esta crescendo em todo
0 mundo: o controle biol6gico. Esse método implica o uso de organismos e/ou seus produtos
para reduzir os danos e as perdas causados por uma determinada praga ou patdégeno na area-
alvo (Eilenberg et al., 2001; Sentis et al., 2022). A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (EPA) (2022) classifica os biopesticidas como pesticidas microbianos, que sao baseados
em bactérias e em fungos entomopatogénicos, etc, ou bioquimicos, que sdo baseados em
compostos naturais (Ferreira e De Freitas Soares, 2023).

O controle biologico foi introduzido pela primeira vez no Brasil com o0 uso de
Neodusmetia sangwani (Hymenoptera: Encyrtidae) como parasitoide para 0 manejo de

Antonina graminis (Hemiptera: Pseudococcidae), que causava danos significativos as
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gramineas forrageiras (Postali Parra e Coelho, 2019). Atualmente, os fungos
entomopatogénicos sdo usados para tratar mais de 3,5 milhGes de hectares somente no Brasil
(Mascarin et al., 2019). Baculovirus, bactérias e fungos entomopatogénicos sao agentes de
biocontrole usados para controlar artropodes (Ferreira e de Freitas Soares, 2023; Schrank e
Vainstein, 2010). Os fungos entomopatogénicos (FEP) sdo importantes agentes de biocontrole
porque podem infectar varias espécies de artrépodes e ndo poluem o ambiente com compostos
toxicos e bioacumulativos (Tamayo-Mejia et al., 2020; Wang et al., 2019). Além disso, varias
espécies de fungos entomopatogénicos também podem contribuir positivamente para o
crescimento das plantas (De Freitas Soares et al., 2020).

Ao contréario dos baculovirus e das bactérias, que precisam ser ingeridos, os fungos
podem penetrar ativamente nos artropodes por meio de aberturas naturais ou invadindo a
cuticula. O esporo do fungo é capaz de reconhecer e aderir a cuticula do artropode. A
germinagdo e a penetracdo da cuticula ocorrem por dois mecanismos. O primeiro é a pressao
mecanica, devido a acdo das hifas que rompem areas membranosas ou levemente esclerdticas.
O segundo mecanismo é de natureza bioguimica e envolve a acdo de enzimas hidroliticas
extracelulares. As lipases (EC 3.1.1.3) catalisam a clivagem de ligacdes éster dentro do
triacilglicerol para produzir glicerol e &cidos graxos de cadeia longa. As proteases (EC 3.4)
funcionam catalisando a clivagem da ligagdo peptidica que une os residuos de aminoacidos nos
peptideos e nas proteinas. As quitinases (EC 3.2.1.14) funcionam catalisando a clivagem de
ligagdes glicosidicas entre residuos de N-acetilglucosamina conectados por ligagdes [-[1-4]
(Ferreira e de Freitas Soares, 2023; Hussein et al., 2010; Umaru e Simarani, 2022).

Durante a infeccdo, os fungos entomopatogénicos produzem varias subclasses de
proteases, incluindo metaloproteases, subtilisina (Prl), tripsina (Pr2) e cisteina (Pr4) (Charnley,
2003; Schrank e Vainstein, 2010). Os isolados virulentos tém altos niveis de Prl ligados aos
esporos e, em associagcdo com outras enzimas, atuam para digerir os componentes da superficie
do hospedeiro e liberar nutrientes que promovem o crescimento fugal (Charnley, 2003; Schrank
e Vainstein, 2010; St. Leger, 1993). Por exemplo, o M. anisopliae tambem produz toxinas,
principalmente destruxinas, que foram identificadas como fatores de viruléncia que aceleram a
morte de insetos infectados (Schrank e Vainstein, 2010). Nesse contexto, 0 objetivo desta
revisao € explorar os mecanismos de infecgdo do Metarhizium e suas interacGes bioquimicas
como possiveis caminhos para a criacdo de alternativas sustentaveis no manejo de insetos-

pragas.
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1.1 Desafios agricolas

O desafio de alcangar uma agricultura mais sustentavel exige o desenvolvimento de
abordagens inovadoras. No entanto, ainda ha muitos desafios. Por muitos anos, as pragas tém
sido um problema persistente no campo, resultando em graves perdas econémicas (He et al.,
2021; Oerke e Dehne, 2004). As pragas-insetos causam danos significativos as culturas, com
perdas anuais estimadas em cerca de US$ 100 bilhGes, no total, as pragas-insetos reduzem a
produtividade agricola em todo o mundo em 20 a 32% antes e depois da colheita. (Carlini e
Grossi-De-Sa, 2002; Oberemok et al.,2023). A FAO relata que as pragas de insetos causam
perdas de pelo menos US$ 70 bilhGes em todo o mundo (Ferreira e de Freitas Soares, 2023).

Em geral, os métodos convencionais de controle de pragas envolvem a aplicacdo de
produtos quimicos sintéticos, que se mostraram eficazes na mitigacao dos danos causados pelas
pragas. No entanto, esse método tem um impacto significativo sobre o0 meio ambiente, pois 0s
produtos quimicos contaminam a agua, o ar e o solo, apresentando riscos ao meio ambiente e a
salde humana (Smagghe et al., 2023). Os pesticidas sintéticos, incluindo piretroides,
organofosforados e neonicotinoides, melhoraram significativamente o controle de pragas.
Conforme declarado pelo banco de dados FAOSTAT (2019), a aplicacdo global de pesticidas
quase dobrou nas ultimas trés décadas. Por exemplo, em 2018, foram 4 milhGes de toneladas
de pesticidas sintéticos (FAO e OMS 2019).

Embora os pesticidas sintéticos atuem rapidamente e sejam convenientes de usar, sua
aplicacdo extensiva gerou uma preocupacdo generalizada sobre seus efeitos negativos. Além
disso, 0 uso constante e/ou incorreto da mesma classe de pesticidas selecionou populacdes
resistentes em varias espécies-alvo. Por exemplo, mais de 600 casos de resisténcia foram
documentados na mosca branca (Bemisia tabaci), tornando 68 ingredientes ativos ineficazes
(Smagghe et al., 2023). Portanto, a atencao esta se voltando para uma alternativa sustentavel e
eficiente: o controle bioldgico (Eilenberg et al., 2001; Sentis et al., 2022).

O uso de biopesticidas promove a seguranca dos alimentos, apoia o bem-estar da salde,
evita a contaminacdo da agua e do solo com toxinas sintéticas e promove praticas responsaveis
de consum o e producgdo de alimentos. Atualmente, uma das principais questdes € aumentar
a competitividade dos bioprodutos baseados em fungos entomopatogénicos. Nesse contexto, as
enzimas produzidas pelo (fungos entomopatogénicos) EPF oferecem oportunidades para

melhorar os biopesticidas atuais e criar novos bioprodutos.
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1.2 Controle Bioldgico

Os agentes de controle bioldgico utilizados no manejo de pragas de artropodes
abrangem uma variedade de organismos, incluindo baculovirus, fungos entomopatogénicos,
bactérias e nematoides (Lacey et al., 2015), juntamente com artrépodes Uteis, como predadores
e parasitoides (Messelink, 2014). Esses agentes tém sido extensivamente estudados e
amplamente utilizados como biopesticidas (Ferreira e De Freitas Soares, 2023; Schrank e
Vainstein, 2010). A grande biodiversidade de fungos permite a identificacdo de isolados
adequados para o desenvolvimento de agentes de controle bioldgico competitivos e
ambientalmente seguros (Thomas e Read, 2007).

A eficdcia e a seguranga dos agentes de controle biolégico criam um mercado
multimilionario (Mufiiz-Paredes et al., 2017). Os produtos microbianos sdo um segmento
importante dos biopesticidas, representando aproximadamente 60% do mercado. Embora esse
mercado seja avaliado em cerca de US$ 1,9 bilhdo, ele representa apenas 3% do mercado
mundial de pesticidas (Tabela 1) (Smagghe et al., 2023). Os biopesticidas comerciais que
contém EPF constituem 19% do mercado de biopesticidas. As principais espécies utilizadas
sdo: M. anisopliae, Beauveria bassiana, lIsaria fumosorosea, Lecanicillium lecanii e B.
brongniarti. O foco desta analise sdo os fungos do género Metarhizium, que representam
aproximadamente 70% dos produtos existentes até 0 momento (Smagghe et al., 2023). Os EPF
sdo usados devido a sua capacidade de regular um amplo espectro de espécies de artropodes
(Pucheta Diaz, 2006). Os conidios sdo produzidos em processos de cultura sélida de pequena,
média ou grande escala (Cherry et al., 1999) e sdo fundamentais para a preparacdo de varios

produtos ativos em todo o mundo (Méndez-Gonzalez et al., 2018; 2022).

Tabela 1. Mercados globais de pesticidas (BBC Report 2018), biopesticidas (Microbial
Pesticide Market, 2020-2025) e pesticidas microbianos (Fonte: Adaptado de Lacey et al. (2015)
e Smagghe et al. (2023).

Pesticida Percentual de
Mercado

Pesticidas sintéticos 95%
Biopesticidas 5%

Pesticidas microbianos 58%

Outros biopesticidas 42%
Bactérias 66%

Fungos 19%

Virus 10%

Nematoides 5%
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2. Principais microrganismos
2.1 Bactérias Entomopatogénicas

As bactérias entomopatogénicas (EPBs) constituem 66% dos biopesticidas microbianos
disponiveis, mas respondem por apenas 1,9% dos bioprodutos comercializados (Lacey et al.
2015). Eles oferecem uma alternativa sustentavel aos inseticidas quimicos devido a sua menor
toxicidade e maior eficacia no controle de pragas. Os EPBs sé&o eficazes contra uma variedade
de pragas, sendo que as espécies de Bacillus thuringiensis (Bt) dominam o mercado e capturam
quase 90% da participacdo de mercado. Embora outras espécies de EPBs estejam disponiveis
para controlar besouros e lepidopteros, elas constituem uma parcela menor do mercado de EPBs
(Lacey et al., 2015; Smagghe et al., 2023).

2.2 Fungos entomopatogénicos

O uso de EPFs ndo contamina o meio ambiente, pois sd0 organismos que ocorrem
naturalmente (Vega e Kaya, 2012). Durante seu ciclo de vida, os EPFs de ordem Hypocrealean
exibem fases biotréficas e saprofiticas alternadas. I1sso corresponde a infestacdo de artropodes
e a colonizacdo de cadaveres de hospedeiros, respectivamente (Ferreira e de Freitas Soares,
2023). Atualmente, estima-se que o numero de espécies de EPF seja de cerca de 750
(Kaczmarek e Bogus, 2021). As espécies do filo Ascomycota, especialmente as pertencentes
aos géneros Beauveria (familia Cordycipitaceae) e Metarhizium (familia Clavicipitaceae), sdo
de consideravel importancia econémica, juntamente com os géneros Cordyceps (familia
Cordycipitaceae), Paecilomyces (familia Trichocomaceae) e Akanthomyces (familia
Cordycipitaceae) (Taylor et al., 2020).

Os ascomicetos B. bassiana e M. anisopliae se destacam como 0s mais extensivamente
estudados e amplamente utilizados no campo. Essas espécies, juntamente com varias outras,
estdo entre as mais bem caracterizadas nessa categoria. Notavelmente, mais de 12 espécies ou
subespécies de fungos foram oficialmente registradas como bioinseticidas ou bioacaricidas (De
Faria e Wraight, 2007; Grabka et al.,2022). Estudos moleculares sobre 0 modo de acdo desses
microrganismos estdo em andamento usando mutantes e analises de transcriptoma (Islam et al.,
2021).

2.2.1 Metarhizium
Os Metarhizium spp. sdo fungos entomopatogénicos conhecidos como fungos verdes da
muscardina. O Metarhizium anisopliae foi relatado pela primeira vez em 1879 por

Metschnikoff como Entomophthora anisopliae. Em 1883, o género foi revisado para
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Metarhizium por Sorokin. A taxonomia foi revisada novamente em 1976 por Tulloch,
distinguindo as espécies por micromorfologia. Em 1971, 204 espécies de insetos de 7 ordens
diferentes haviam sido descritas como hospedeiras desse fungo (Hussein et al., 2010).

Metarhizium anisopliae é predominante em varios ambientes, incluindo a rizosfera de
plantas, carcagas de artropodes e solo, que é predominante em campos cultivados (Hussein et
al., 2021). Entre todos os biopesticidas EPF pesquisados, o0 M. anisopliae se destaca como o
mais extensivamente estudado, com suas propriedades inseticidas minuciosamente investigadas
(Wang et al., 2016). Sua eficacia comprovada no controle de pragas elevou seu status como um
biopesticida popular, compartilhando o reconhecimento com o biopesticida Bacillus
thuringiensis Berliner (Bacillales: Bacillaceae) (Liu et al., 2023).

As colénias de M. anisopliae crescem bem em meio Agar Batata Dextrose (ABD). A
col6nia circular mostra inicialmente um crescimento micelial branco; no inicio do processo de
multiplicacdo conidial, uma coloracdo verde-oliva pode ser observada na superficie micelial
(Fig. 1) (Islam et al., 2021). Os conidiéforos crescem irregularmente a partir do micélio com
dois a trés ramos em cada septo. Esses conidioforos tém de 4 a 14 microns de comprimento e
de 1,5 a 2,5 microns de didametro. As fialides sdo estruturas produzidas no micélio e sdo o local
onde os conidios sdo liberados. No M. anisopliae, elas sdo finas no apice, com 6 a 15 microns
de comprimento e 2 a 5 microns de didmetro. Os conidios sdo estruturas unicelulares, cilindricas
e truncadas, hialinas a esverdeadas. Os conidios tém de 4 a 10 microns de comprimento e de 2

a 4 microns de diametro (Islam et al., 2021).

Fig. 1 Morfologia do Metarhizium anisopliae s.s. em Agar Batata Dextrose.
Fonte: Autores
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2.2.2 Mecanismo de infecgdo, Metarhizium spp.

Em comparacdo com as bactérias e os virus, as infec¢bes fangicas ndo precisam ser
consumidas, mas ocorrem ativamente por meio da fixacdo dos conidios na cuticula do
hospedeiro (Fig. 2) (Smagghe et al., 2023). Para penetrar na cuticula do hospedeiro, o fungo
libera lipases, proteases e quitinases que clivam seus componentes (lipidios, proteinas e quitina)
para facilitar a penetragéo das hifas (Sierotzki et al., 2000).

Devido a alta especificidade das enzimas, a capacidade do fungo de produzir diferentes
isoformas dessas hidrolases esta ligada a especificidade do fungo e a sua capacidade de infectar
artrépodes de diferentes ordens. Como diferentes ordens e até mesmo espécies de artropodes
tém diferentes composicdes de tegumento, a quantidade de diferentes isoformas produzidas esta
diretamente relacionada ao numero de possiveis hospedeiros (Mondal et al. 2016). Para maior
clareza, o curso da infeccdo é: (1) adesdo, (2) germinacdo conidial, (3) desenvolvimento do
apressorio, (4) invasdo da cuticula, (5) desenvolvimento de hifas em corpos hifais na hemolinfa,
(6) colonizacdo, (7) extrusdo na superficie e (8) conidioforese e conidiogénese (Schrank e
Vainstein, 2010).

O processo de infec¢do comeca com a fixacdo de propagulos de fungos na superficie do
artrépode. A adesdo é crucial para o inicio da infeccdo, envolvendo interagcdes hidrofébicas
entre proteinas de superficie no propagulo, como as hidrofobinas (Fang et al., 2007), e a camada
lipidica que reveste a cuticula do artrépode. Pesquisas recentes associaram a degradacdo de
lipidios ao crescimento da pré-penetracdo na cuticula do hospedeiro (Jarrold et al., 2007). A
presenca de lipidios na epicuticula, que atua como um obstaculo inicial para o0s
entomopatogenos, destaca a importancia das enzimas lipoliticas nas fases iniciais da infecc¢éo.
Sugere-se que as lipases produzidas por M. anisopliae estejam envolvidas nesse processo, com
lipases também relatadas na superficie dos conidios (Silva et al., 2005).

Depois de se prenderem a epicuticula, os conidios germinam e desenvolvem um tubo
germinativo e, em seguida, forma-se um apressério (Figura 2) (Wang e St. Leger, 2007). E
importante observar que o M. anisopliae pode iniciar o processo de penetracdo diretamente,
ignorando a formacgdo de um apressorio (Valero-Jiménez et al., 2016). Tanto a formacdo do
apressorio quanto a penetracdo da cuticula sdo reguladas pela proteina quinase ativada por
mitogeno (MAPK), que é codificada pelos genes hogl e mpkl (Jin et al., 2014; Zhang et al.,
2009). Posteriormente, forma-se 0 pino de penetracdo, que é uma estrutura especializada para
penetrar no tecido do hospedeiro (Fig. 2). Apos 0 processo de adesdo e penetracdo, o fungo se
desenvolve dentro do hemocele em estruturas unicelulares chamadas corpos hifais. Ap6s o

esgotamento nutricional, ocorre o alongamento das hifas, seguido da extruséo do fungo e da
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geracdo de conidios infecciosos que sdo dispersos no ambiente (Fig. 2). As hidrolases, em
combinacdo com fatores ja identificados na ruptura inicial do tegumento, permitem a extrusao
hifal (Valero-Jiménez et al., 2016; Wang et al., 2019).

1. Adhesins Madl

Enzymes: proteases,
lipases, chitinolytic

Epicuticle

enzymes

Procuticle

Epidermis

Hyphal bodies

®
3. Colonization ’* > *D ,
estruxin

Haemolymph

Fig. 2 Ciclo de vida de fungos entomopatogénicos em insetos. Fonte: Autores

2.2.3 Enzimas envolvidas no mecanismo de infec¢éo de Metarhizium spp.

Os fungos entomopatogénicos produzem enzimas essenciais conhecidas como
hidrolases (EC 3) que catalisam a hidrélise de ligacfes covalentes dentro das moléculas. Entre
esse grupo de enzimas, que contribuem para o processo de infeccdo e a mortalidade do
hospedeiro, destacam-se as lipases (triacilglicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1. 3), proteases
(peptideo-hidrolases, E.C. 3.4) e enzimas quitinoliticas (glicosil-hidrolase, E.C. 3.2.1.52;
quitinase, E.C. 3.2.1.14) (Schrank e Vainstein, 2010; Mondal et al, 2016). A camada mais
externa da cuticula de artropodes, conhecida como epicuticula, consiste principalmente de
lipidios, acidos graxos, ésteres, hidrocarbonetos de cadeia longa e lipoproteinas. Portanto, as
primeiras enzimas secretadas durante a degradacdo da cuticula sdo as lipases, seguidas pelas
proteases. Em contrapartida, a camada mais interna, a procuticula, € composta por uma matriz
de proteinas e quitina. A atividade das proteases expde as fibras de quitina, levando a producao
de enzimas quitinoliticas (St Leger et al., 1996; Schrank e Vainstein, 2010; Shimizu et al.,
1993). As proteases sdo essenciais para o processo de penetracao, pois a cuticula dos artropodes
pode ser composta por ate 70% de proteinas (Charnley, 2003). As principais familias de
proteases incluem subtilisinas (Prl), tripsinas (Pr2), cisteinas (Pr4), metaloproteases e
exopeptidases. Entre elas, a Prl € a principal protease responsavel pela patogenicidade do
isolado (Hajek e St Leger, 1994; St Leger et al., 1987; Wang e St Leger, 2007).
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Lipases

As lipases sdo enzimas que pertencem a categoria das serina hidrolases. Elas hidrolisam
ligacGes de éster em lipoproteinas, ceras e gorduras presentes no tegumento (Ali et al., 2009).
Essas enzimas apresentam atividade hidrolitica em mono, di e triglicerideos, liberando acidos
graxos livres e glicerol. Além da hidrolise, certas lipases podem catalisar varias reagdes, como
esterificacdo, acidolise, alcodlise e amindlise (Keyhani, 2018). As lipases desempenham um
papel fundamental no metabolismo de lipidios, influenciando o armazenamento, a digestéo, o
processamento e o transporte de substratos lipidicos. Embora haja uma grande quantidade de
literatura sobre as aplicagOes das lipases, as informac6es sobre sua fungdo na EPF permanecem
limitadas (Keyhani, 2018). Devido & importancia dessas enzimas nos estagios iniciais do
desenvolvimento fungico, as lipases, como a lipase de superficie de esporos de M. anisopliae
(MASSL), sdo encontradas na superficie dos conidios de Metarhizium (Santi et al., 2010; Silva
et al., 2009). As lipases presentes nos conidios sdo cruciais para o sucesso da infeccéo,
conforme demonstrado por Beys-da-Silva et al. (2010). Os resultados do estudo sugerem que
o0s conidios tratados com um inibidor de lipase (ebelactona B) ndo conseguiram infectar os
carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Isso destaca a funcdo critica das lipases no

processo de penetracéo inicial e a viruléncia geral do fungo.

Fosfolipases

As fosfolipases atuam hidrolisando ligacdes éster em glicerofosfolipidios. Elas sdo
enzimas importantes no processo inicial de infeccdo e sdo classificadas em quatro categorias
(A, B, C e D) com bhase na especificidade da ligacdo de éster. As fosfolipases Al (EC. 3.1.1.32)
e A2 (E.C.3.1.1.4) (PLA1 e PLAZ2) estdo envolvidas na clivagem de liga¢des éster de acidos
graxos nas posicdes sn-1 e sn-2 do glicerol, respectivamente. A fosfolipase C (E.C.3.1.4.3)
(PLC) tem como alvo a ligacao fosfodiéster na molécula de fosfolipidio. Sua presenca na
superficie dos conidios de M. anisopliae sugere sua importancia nos estagios iniciais da
infeccdo (Santi et al., 2010). No entanto, as pesquisas sobre a fungéo das fosfolipases na EPF
permanecem limitadas (Keyhani, 2018). As enzimas especificas do citocromo P450 (CYPs)
facilitam a assimilacdo de hidrocarbonetos, como os alcanos encontrados na epicuticula.
Embora a maioria dos estudos sobre o papel das CYPs na viruléncia de fungos
entomopatogénicos tenha se concentrado em isolados de B. bassiana, as investigagfes com
isolados de Metarhizium sdo relativamente escassas (Pedrini et al., 2013; Keyhani, 2018).

Embora a importancia das lipases no processo de infeccdo do EPF esteja bem estabelecida, s&o
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necessarias mais pesquisas para compreender totalmente sua a¢do e producdo (Beys-da-Silva
et al., 2010; Keyhani, 2018).

Proteases

Prl consiste em um grupo de subtilisinas, compreendendo 11 isoformas (Pr1A-K), cada
uma desempenhando funcdes diferentes e significativas no processo de infeccdo. A PrlA é a
principal isoforma e esta diretamente associada a viruléncia do isolado (Rosas-Garcia et al.,
2018; Butt et al., 2016). A Prl apresenta uma ampla especificidade para aminoacidos que
possuem uma cadeia lateral hidrofébica no segundo atomo de carbono. Ele também tem
especificidade secundaria para cadeias peptidicas hidrofobicas alongadas. Seu sitio ativo pode
reconhecer pelo menos cinco residuos secundarios (Rosas-Garcia et al., 2018; Vega e Kaya,
2012).

Bidochka e Melzer (2000) demonstraram que o0s genes Prl do M. anisopliae formam
uma familia de varios genes e propuseram que esses genes podem ser originarios de um
ancestral comum. Eles sugeriram que esses genes podem ter sido herdados de um ancestral
comum da subtilisina. O padrdo RFLP para PrlA é mais complexo do que o de PrIB ou PrIC
(Bidochka e Melzer, 2000). Portanto, o PrlA pode ser o gene ancestral que foi duplicado.
Outros estudos filogenéticos confirmaram a validade dessas subdivisdes e sugerem que a
duplicacdo de genes precedeu a especiagdo das principais linhagens de fungos ao comparar as
subtilisinas de Metarhizium com diferentes organismos (Bagga et al., 2004; Freimoser et al.,
2003).

A Pr2 é uma protease do tipo tripsina que existe como quatro isoenzimas (ca. pl 4-4,9),
mostrando baixa especificidade para cuticula de inseto, mas alta especificidade para caseina e
proteinas cuticulares solubilizadas. A Pr2 apresenta alta especificidade para arginina e lisina,
semelhante a tripsina bovina, e é sensivel a inibidores de tripsina, inclusive clorocetona tosil-
metionina, leupeptina e inibidor de tripsina de soja. As principais isoformas (pl 4,4 e 4,9)
compartilham semelhancgas com outros terminais N de tripsina (Cole et al., 1993).

A acdo da Prl na cuticula resulta na liberacdo de peptideos com uma média de cinco
residuos de aminodcidos. A maioria desses peptideos sofre degradagdo por peptidases para o
metabolismo fangico. Duas classes de aminopeptidases foram identificadas no M. anisopliae.
A aminopeptidase M (pH ideal 7-8, 33 kDa) apresenta ampla especificidade, principalmente
ativa contra residuos de alanina. A dipeptidil aminopeptidase IV p6s-prolina (pH ideal 8, 74

kDa) remove os grupos X-prolil dos polipeptideos. Ela apresenta maior atividade contra
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residuos apolares (Cole et al., 1993; Hajek e St Leger, 1994; St Leger, 2011; Wang e St Leger,
2007).

Hajek e St. Leger (1994) purificaram uma serina carboxipeptidase que é secretada
durante o crescimento na cuticula de insetos. A enzima tem uma ampla especificidade para
aminoacidos com cadeias laterais hidrofébicas e é principalmente ativa contra residuos
aromaticos. A serina carboxipeptidase complementa a Prl hidrolisando os peptideos da cuticula
nos residuos C-terminais, enquanto a Prl hidrolisa os residuos N-terminais (Charnley, 2003;
Freimoser et al., 2003; Guo et al., 2017; St Leger et al., 1996).

Quitinases

As enzimas quitinoliticas sdo classificadas como quitinases ou  N-

acetilglucosaminidases, dependendo do tipo de ligacdo ou substrato que tém como alvo
(Schrank e Vainstein, 2010). Essas enzimas funcionam de forma sinérgica e sequencial.
As quitinases sao divididas em duas classes principais: endoquitinases, que clivam o polimero
de quitina em varios pontos ao longo da fibra, e exoquitinases, que clivam a extremidade ndo
redutora do polimero, liberando dimeros de N-acetilglucosamina (GIcNAc) (Mondal et al.
2016; Schrank e Vainstein, 2010).

Essas enzimas também podem promover a hidrélise da extremidade nédo redutora do
polimero, atuando em uma variedade de produtos e na prépria quitina. (Fig. 3). As N-
acetilglucosaminidases [EC3.2.1.52, familia 20 de glicosil hidrolases (GH)] podem degradar
completamente a quitina em mondmeros de N-acetilglucosamina (Kaczmarek et al., 2019;
Mondal et al., 2016). Elas catalisam a liberacdo de monémeros de GIcNAc dos dimeros de
GIcNAC ou da extremidade terminal ndo redutora dos multimeros de GIcNAc (Kaczmarek et
al., 2019; Mondal et al., 2016).
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Fig. 3. Mecanismos de acdo das enzimas quitinoliticas. GICNAc (N-acetilglicosamina), GIcN

(Glucosamina). Fonte: Autores

As enzimas quitinoliticas séo divididas nas familias GH18 e GH19. Dentro da GH18,
as quitinases sao classificadas em subgrupos distintos: Subgrupo A (anteriormente conhecido
como classe V): Compreende as quitinases que possuem um dominio catalitico, mas nao
possuem um dominio de ligacdo a carboidratos (CBM). Essas quitinases normalmente tém de
40 kDa a 50 kDa. A maioria tem um peptideo sinalizador N-terminal e é direcionada para a via
secretora, embora haja excecdes em que algumas sdo intracelulares.

Subgrupo B (anteriormente conhecido como classe 111): Englobando quitinases com um
peptideo sinal N-terminal, essas enzimas tém de 30 a 90 kDa (Ferreira e de Freitas Soares 2023;
Schrank e Vainstein 2010). As quitinases menores desse subgrupo sao caracterizadas por um
dominio de ligacdo a celulose que amplia seu espectro de ligacdo a polissacarideos para incluir
a quitina (Ferreira e de Freitas Soares 2023; Schrank e Vainstein, 2010). Por outro lado, as
quitinases maiores desse subgrupo geralmente possuem dominios ricos em serina/treonina e/ou
um sinal de ancoragem GPI, permitindo que as proteinas maduras se liguem a membrana
plasmatica. Subgrupo C: Composto por enzimas que variam de 140 kDa a 70 kDa, essas
enzimas possuem um peptideo sinalizador N-terminal juntamente com caracteristicas distintas,
como regides de ligacdo ao peptidoglicano (Ferreira e de Freitas Soares, 2023; Schrank e
Vainstein, 2010).
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Foram identificados trés genes que codificam diferentes quitinases: chitl (42 kDa
endoquitinase) (Baratto et al., 2011), chi2 (42 kDa endoquitinase) (Baratto et al., 2011; Boldo
et al., 2009) e chi3 (30 kDa exo/endoquitinase ativa) (Da Silva et al., 2005).

O gene chitl foi amplamente caracterizado e tem uma ORF (Quadro de leitura aberto-
uma regido do DNA que pode ser transcrita e traduzida em uma proteina funcional) de 1521 pb
que codifica uma pré-proteina de 423 aminoécidos, com uma sequéncia semelhante a um
peptideo de sinal que abrange 35 residuos de aminoacidos. A expressdo do gene chi2 é regulada
positivamente pela presenca de quitina ou do mondmero de quitina GICNAc na cuticula do
artrépode (Baratto et al., 2011). Boldo et al., (2009) avaliaram a superexpressdo da quitinase
chi2 e observaram uma reducdo no tempo necessario para causar a morte do hospedeiro,
enguanto a eliminacdo do gene diminuiu a viruléncia, sugerindo um papel significativo para a
quitinase chi2 no processo de infec¢do e viruléncia do fungo isolado (Boldo et al., 2009). A
caracterizagdo de todo o sistema quitinolitico em nivel genético é fundamental para
compreender a fungdo de cada enzima no metabolismo e na patogenicidade dos fungos
(Schrank e Vainstein, 2010).

Trealase

Uma enzima aldolase que cliva a trealose, um dissacarideo composto por duas
moléculas de glicose. Essa enzima é expressa em humanos, animais, fungos e plantas. Os
fungos entomopatogénicos, como o Metarhizium, liberam quantidades significativas de trealase
acida na hemolinfa do hospedeiro (Zhao et al. 2006).

Como atrealose é o principal agucar da hemolinfa, a producdo dessa enzima sugere uma
vantagem adaptativa para a fase parasitaria. Ao usar a trealose como fonte de nutrientes, o fungo
reduz simultaneamente sua disponibilidade para a nutricdo do hospedeiro. Zhao et al. (2006)
demonstraram que o gene ntl-1 da trealase do Metarhizium é regulado positivamente durante o

processo de infeccéo.

3.Producéo de enzimas e toxinas pelo Metarhizium

Os fungos microscopicos pertencentes a categoria do Filo: Ascomycota produzem um
repertorio diversificado de toxinas, conhecidas como micotoxinas, que ameagam 0 bem-estar
dos insetos. Essas micotoxinas exibem diferentes mecanismos em diferentes tecidos. As
citotoxinas, por exemplo, rompem as células internas do inseto, facilitando a infiltracéo de hifas
de fungos (Silva et al., 2005).
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Por outro lado, as toxinas neuromusculares perturbam o sistema nervoso do inseto,
causando paralisia, reducédo da irritabilidade e letargia. Enquanto isso, 0 M. anisopliae produz
destruxinas e citocalasinas quando infecta um inseto. As destruxinas interrompem o fluxo de
calcio nas células musculares da borboleta, levando a paralisia, e também afetam as celulas

sanguineas do inseto (Silva et al., 2005).

3.1 Enzimas

Os pro dutos a base de Metarhizium séo atualmente empregados em todo o mundo, com
um sucesso notavel sendo o tratamento de dois milhdes de hectares de cana-de-agucar no Brasil
anualmente usando M. anisopliae para gerenciar cigarrinhas. (Iwanick et al., 2019; St. Leger et
al., 2020).

Entre os estudos, Grewal et al. (2021); Gebremariam et al. (2022); Velavan et al. (2022)
e Golzan et al. (2023) fizeram uma correlacdo entre a producdo de enzimas e a viruléncia de
diferentes isolados de Metarhizium. Seus resultados mostraram que alguns isolados eram
virulentos contra os hospedeiros testados e tinham atividade significativa de proteases totais,
quitinases e lipases. Entretanto, outros isolados também apresentaram alta atividade enzimatica,
mas ndo foram t&o virulentos contra 0 mesmo inseto. Isso enfatiza a importancia de estudar a
especificidade de cada isolado fangico no desenvolvimento de um biopesticida, pois as
isoformas da enzima devem ser especificas para o artrépode-alvo.

Estudos que avaliaram o efeito direto da aplicacdo de enzimas de Metarhizium em
artropodes demonstraram que sua aplicacédo isolada é capaz de afetar insetos em varios estagios,
afetando o desenvolvimento, a metamorfose e até mesmo causando a morte do artrépode (Wu
et al., 2010; Keppanan et al., 2017). Essa informacdo é apoiada por Wu et al. (2010), que
examinaram a acdo das quitinases de M. anisopliae em larvas de Plutella xylostella
(Lepidoptera: Plutellidae). Os resultados mostraram que o tratamento com quitinase reduziu a
porcentagem de pupacdo e aumentou a mortalidade de larvas e pupas.

As enzimas podem ser usadas em formas purificadas, parcialmente purificadas ou nao
purificadas, reduzindo assim os custos de producdo. Além disso, elas podem ser usadas sozinhas
ou em combinacdo com outras enzimas, conforme explorado por Wu et al. (2010) usando
quitinase purificada, Keppanam et al. (2017) usando proteases parcialmente purificadas e Alves
et al. (2020) usando exocelulase, endoglucanase, quitinase e p-1,3-glucanase de B. bassiana
(Ferreira e De Freitas Soares, 2023). A eficacia das enzimas como inseticidas é notavel. Por
exemplo, Keppanam et al. (2017) demonstraram que as larvas de Galleria mellonella

apresentaram taxas de mortalidade acima de 80% em cinco dias ap6s o0 consumo de uma dieta



57

tratada com enzimas de M. anisopliae. Essa observagéo é corroborada por Ortiz-Urquiza et al.
(2009), que usaram enzimas parcialmente purificadas de M. anisopliae para tratar adultos de
Drosophila melanogaster (Diptera: Brachycera). Apos trés dias de exposi¢do continua a uma
dieta suplementada com enzimas, a taxa de mortalidade ultrapassou 70%.

Ortiz-Urquiza et al. (2009) sugerem que as larvas continuamente expostas a proteinas
produzidas pela EPF sofrem danos no epitélio intestinal. Esse dano é provavelmente induzido
por enzimas hidroliticas capazes de degradar a proteina. Essa descoberta indica que as enzimas
geradas por fungos entomopatogénicos podem servir como biopesticidas alternativos as toxinas
Bt. As enzimas também oferecem a possibilidade de aumentar a eficacia dos biopesticidas.
Supakdamrongkul et al. (2010) observaram que a aplicacdo de lipases purificadas em conjunto
com esporos de M. rileyi ndo apenas facilitou a germinacao de conidios, mas também aumentou
a mortalidade de S. litura em 2,7 vezes em comparacdo com o tratamento apenas com conidios
(Supakdamrongkul et al., 2010; Vidhate et al., 2023). Em uma pesquisa separada realizada por
Beys-da-Silva et al. (2010), foi avaliada a eficicia do M. anisopliae contra o Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. Os carrapatos foram totalmente imersos na solucdo e, durante um
periodo de 30 minutos, a atividade enzimatica (lipase) foi monitorada. Os resultados
verificaram uma taxa de mortalidade de 50% e uma atividade lipidica de aproximadamente 0,3
U, demonstrando a eficacia da enzima lipase como agente de controle bioquimico.

Grewal et al. (2021) realizaram uma pesquisa para avaliar a correlacéo entre a atividade
enzimatica (protease, quitinase e lipase) e o uso de conidios produzidos por M. rileyi em S.
litura (Lepidoptera: Noctuidae). Os resultados mostraram uma eficacia de 63,33%, indicando
uma relacdo entre a atividade enzimética e a mortalidade de insetos. As informagdes obtidas
enfatizam ainda mais a importancia das enzimas no processo de infectar e matar os hospedeiros.
No entanto, as espécies de Metarhizium tém uma vantagem em sua capacidade de formar
associacfes com as raizes das plantas no solo. 1sso permite que elas se adaptem aos habitats
ecolégicos em vez de depender apenas dos hospedeiros de insetos disponiveis. Sua ampla
adaptacéo ecologica sugere que elas podem induzir a viruléncia em uma gama diversificada de
insetos, maximizando a protecdo das plantas e fornecendo nutrientes essenciais, como 0
nitrogénio, para seu crescimento. Essas alternativas estdo intimamente relacionadas aos
processos bioquimicos do fungo e aos seus mecanismos de infeccdo contra 0s hospedeiros. 1sso
amplia o potencial de avancos tecnologicos, como seu uso no controle de pragas (Islam et al.,
2021; Sharma et al.,2020).
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3.2 Toxinas

Isoladas pela primeira vez do M. anisopliae em 1961, as destruxinas (DTX) sdo toxinas
ciclicas compostas por um acido D-a-hidroxilico ligado a cinco aminoacidos. (Kodaira, 1961).
Mais de 28 destruxinas foram identificadas, principalmente de espécies de Metarhizium,
exibindo niveis variados de atividade (Peng et al., 2005). A quantidade de DTX presente esta
correlacionada com a viruléncia e a especificidade do hospedeiro. Estudos que investigam 0s
efeitos da atividade da DTX sugerem que ela afeta o sistema imunoldgico celular do inseto,
incluindo a prevencdo da formacdo de nddulos (Peng et al., 2005) e a interferéncia na
fagocitose. A produgdo de DTX ocorre na hemolinfa ap6s o desenvolvimento do fungo, onde
suas propriedades imunossupressoras foram observadas (Odier et al. 1992). Além disso, Dumas
et al. (1996) observaram que a DTX desencadeia a ativacdo do muasculo do inseto. No entanto,
0 mecanismo completo ainda ndo esta claro. Pesquisas recentes sugerem que a principal funcéo
da DTX é ajudar o patégeno a se estabelecer nos tecidos do hospedeiro por meio da modulagéo
dos canais ionicos (Chen et al., 2014; Islam et al., 2021).

4. Conclustes

Em um esforco para diminuir o impacto sobre o meio ambiente, a bioacumulacédo de
produtos quimicos sintéticos e o surgimento de resisténcia dos individuos, novas abordagens
para o controle de pragas tém sido investigadas. Nesse contexto, uma das estratégias mais
promissoras é o uso de enzimas extracelulares de fungos entomopatogénicos - produzidas por
processos de fermentacao e purificacdo. As enzimas produzidas por fungos entomopatogénicos
tém uma ampla gama de efeitos sobre os artrépodes. Elas podem degradar a cuticula do inseto,
inibir seus processos metabolicos e fisioldgicos e até mesmo causar sua morte. 1sso 0s torna
ferramentas importantes para o controle de pragas, pois podem ser usados como inseticidas. Os
fungos entomopatogénicos do género Metarhizium, em particular, ja sdo produzidos em larga
escala para o controle de pragas no campo. Seu poderoso arsenal enzimatico € uma arma
fundamental no ataque e na penetracdo do hospedeiro.

A enorme diversidade dessas enzimas oferece um meio de produzir extratos enzimaticos
gue sdo benéficos para uma série de setores, incluindo os campos alimenticio, farmacéutico e
médico. O uso de enzimas fungicas entomopatogénicas € uma tecnologia verde que visa a
producéo de bioprodutos livres de componentes nocivos ao meio ambiente e a organismos nao
visados. Este capitulo oferece uma viséo geral da bioguimica dos fungos entomopatogénicos
do género Metarhizium. Esse conhecimento fornece uma base fundamental para a geracéo de

novas abordagens para uso no manejo integrado de pragas. O compromisso de investir em



59

alternativas inovadoras de controle bioldgico ndo apenas avanga o conhecimento cientifico, mas

também contribui para um mundo mais sustentavel.
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Resumo

O Brasil é afetado pela infeccdo de nematoides gastrintestinais (Haemonchus spp.), pois causam
doencas subclinicas em pequenos ruminantes que afetam diretamente o peso e a producéo de
leite e, por sua vez, geram um risco a saude dos animais. Da mesma forma, o nematoide das
galhas (Meloidogyne incognita) é uma doenca grave que parasita as raizes das plantas de
tomate, causando danos como a mé absorcéo de nutrientes, o que leva a perdas significativas
de produtividade. Para minimizar o impacto econdmico desses nematoides, € importante
estabelecer novas estratégias de controle. Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae séo
dois dos principais micoinseticidas usados para controlar muitas ordens de insetos, como
Lepidoptera e Hemiptera. Esses fungos tém a capacidade de produzir enzimas extracelulares,
gue desempenham um papel importante no controle do processo de infec¢do de pragas. O
objetivo deste estudo foi avaliar a producéo de proteases e quitinases de M. anisopliae em
diferentes meios de cultura sélidos e liquidos e sua aplicacdo in vitro no controle de
Haemonchus spp e Meloidogyne incognita. Para atingir esse objetivo, as enzimas foram
produzidas em condicbes de fermentacdo sélida e liquida para determinar a maior atividade
quitinolitica e proteolitica de duas cepas M. anisopliae (IBCB 425 e ESALQ E9) em meios
liquidos: Caldo SDY, meio de cultura YPG, sintético e amido soltvel com extrato de levedura.
Os meios sélidos testados foram: arroz suplementado com soro de leite e farinha de crisalida
misturada com arroz. Além disso, foi medida a acdo nematicida de seus extratos (contendo
enzimas concentradas e sem células fangicas). Os resultados mostraram que o melhor meio de
cultura (p< 0,01) para protease foi o meio de soro sélido de arroz, com um valor para M.
anisopliae IBCB 425 de 52 U/mg, em comparac¢ao com todos os meios testados. Por outro lado,
para a quitinase da cepa IBCB 425 de M. anisopliae, o valor da atividade foi proximo a 0,60
U/mg. Com relacdo a atividade nematicida dos extratos brutos, as porcentagens de reducéo
foram de 100% para o IBCB 425 no caso de parasitas animais. Para os parasitas de plantas, as
porcentagens de reducao foram de 71% para o IBCB 425. Assim, 0 uso de extratos brutos ricos

em enzimas apresenta opgdes de controle promissoras para o controle de pragas.

Palavras-chave: Metarhizium anisopliae, protease, quitinase, atividade nematicida.
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1.Introdugéo

Ao longo da historia, muitas espécies de nematoides parasitas de plantas e animais
causaram uma série de problemas, incluindo a interrupc¢éo do fluxo de nutrientes para a planta,
0 que pode levar a reducéo do crescimento e da produtividade da cultura, e causar anemia, perda
de peso e morte em animais infectados. Esses danos afetaram gravemente a sociedade humana
por meio de seus impactos negativos na producdo de alimentos e no desenvolvimento
econbmico (He et al. 2021). Nesse contexto, a producdo agricola e pecuéria depende de
pesticidas e anti-helminticos para manter a produtividade. No entanto, o uso inadequado desses
produtos pode causar danos ao ecossistema e a saude humana, pois eles produzem residuos
toxicos que podem contaminar o solo, a 4gua e os alimentos, além de selecionar pragas
resistentes (Fletcher et al. 2020). Portanto, é necessario desenvolver novas estratégias de
controle de nematoides que sejam mais sustentaveis e menos prejudiciais ao meio ambiente
(Viera e Jackson 2020; He et al. 2021; Omar et al. 2021).

Entre as vantagens do uso de fungos entomopatogénicos, € importante destacar a
eficiéncia no controle de insetos-praga. Isso permite o uso dessa tecnologia para aumentar as
defesas das plantas por meio da inducao de resisténcia sistémica. Essas caracteristicas tornam
os fungos entomopatogénicos excelentes agentes de controle bioldgico (Julius et al. 2020;
Gebremariam et al. 2022).

O fungo M. anisopliae tem sido amplamente utilizado em formulagdes comerciais de
produtos bioldgicos para o controle de insetos-praga. Esse fungo tem a capacidade de produzir
enzimas e metabolitos secundarios que tém desempenhado um papel importante no processo de
infeccdo de insetos, &caros (Ebani e Mancianti 2021; Soares et al. 2023). O mecanismo de
infeccdo de M. anisopliae em seus hospedeiros depende da agcdo combinada de dois processos:
0 mecanico, devido a pressao do apressorio que rompe as areas membranosas ou levemente
esclerdticas da cuticula, e o bioquimico, resultante da secrecdo de enzimas hidroliticas
extracelulares, como proteases (EC 3. 4) e quitinases (EC 3.2.11.14) que atuam na degradacao
da cuticula, facilitando a penetragéo do fungo na hemolinfa do inseto (Srivani e Jalaja 2022).

Grande parte desses danos é atribuida aos nematoides das galhas (Meloidogyne spp.),
que sdo patdgenos transmitidos pelo solo com uma ampla gama de hospedeiros, distribuicéo
mundial e alta capacidade reprodutiva. Os nematicidas quimicos eram uma solucéo préatica para
o controle de NGs (Nematoides-das-Galhas). Entretanto, os compostos quimicos tradicionais,
por exemplo, brometo de metila e organofosforados, foram retirados do mercado (U.S.

Environmental Protection Agency 2008; Zasada et al. 2010).
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Os nematoides intestinais sdo outro problema que afeta o setor pecuério e, quando nédo
controlados, podem levar a perdas de 30 a 40% no desempenho animal (Lino et al., 2016). Além
disso, os principais nematoides que afetam o0s pequenos ruminantes e tém grande importancia
econémica sdo o Haemonchus contortus e o Trichostrongylus axei (Silva et al., 2017). Além
disso, Haemonchus. é o género com maior prevaléncia, correspondendo a niveis acima de 80%
nas cargas parasitarias de pequenos ruminantes (Amarante & Oliveira, 2007, Da silva et
al.,2018).

Ha um consenso de que a aplicacdo de fungos entomopatogénicos é uma alternativa
sustentavel ao uso de inseticidas sintéticos (Baruah e Deka 2017; Ferreira e Soares 2023). Além
disso, esses microrganismos tém demonstrado grande potencial biotecnoldgico, principalmente
devido a producéo de enzimas com capacidade de degradacdo da cuticula. Nesse ponto, vale a
pena mencionar que 0s nematoides, assim como os insetos, fazem parte do superfilo Ecdysozoa,
um clado animal importante que reline todos os animais que mudam (Dunn et al. 2008).
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a producédo de protease e quitinase extracelular pelo
fungo M. anisopliae em diferentes meios de cultura e sua aplicacdo no controle de nematoides

parasitas de animais e plantas.

2.Material e métodos
2.1. Cepas e coleta de indculo

A cepa de M. anisopliae usada nos experimentos foram obtidas de produtos comerciais.
M. anisopliae IBCB 425 foram fornecidas pela Nitro Agro como Metarriz®. M. anisopliae
ESALQ E9 foi adquirido pela empresa Koppert como Metarril®.

Essas cepas foram inoculadas em placas de Petri contendo 2,0% de Potato Dextrose
Agar (PDA) a 25+1°C no escuro por 10 dias. Uma solucao aquosa estéril de Tween 80 a 0,040%
(v/v) foi adicionada a cada placa inoculada e uma aliquota de cada placa foi usada para contar
0 niimero de conidios na cdmara de Neubauer para obter uma concentracdo de 107 conidios/mL.
Apos esse procedimento, a suspensdo de conidios foi inoculada em meios liquidos e solidos

para iniciar a producdo de enzimas extracelulares, como proteases e quitinases.

2.2. Producéo de enzimas
Todos os ensaios foram realizados com pelo menos trés réplicas. Todos 0os meios de

cultura foram autoclavados antes da inoculagdo dos conidios.
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2.2.1. Preparacao de meios de cultura liquidos
2.2.1.1. Amido soluvel com extrato de levedura

A producédo do meio de cultura liquido foi realizada com base na metodologia de Kim
et al. (2011), uma aliquota de 0,50 mL de conidios foi inoculada em frascos contendo 50 mL
de meio composto de amido sollvel e extrato de levedura, ambos em concentragdes de 10 g/L,
com pH inicial igual a 6,00. Todos os frascos foram incubados a 27 + 1°C por 4 dias com

rotacdo constante de 150 rpm.

2.2.1.2. Meio de cultura sintético

O meio de cultura sintético foi usado para o crescimento dos isolados de acordo com
Bhadani et al. (2021). Uma aliquota de 0,50 mL de conidios, preparada conforme descrito na
secdo de cepas, foi inoculada em frascos contendo 50 mL de meio composto por: KH2PO4 1,0
(g/L), K2HPO4 0,50 (g/L), MgS0O4 0,50 (g/L), FeS04.7H20 0,20 (g/L), ZnS04.7H20 3,34
(g/L), CuSO4. 5H20 0,020 (g/L), NaCl 0,48 (g/L), dextrose (2% p/v), extrato de levedura (1%
p/v), caseina (1% p/v), em um pH inicial de 6,00. Os frascos foram submetidos a agitacéo

rotativa a 150 rpm e incubados a 27+1°C por 4 dias.

2.2.1.3. Caldo SDY (amido, dextrose e extrato de levedura)

O caldo SDY foi preparado de acordo com a metodologia de Dhar e Kau (2010). Uma
aliquota de 0,50 mL de conidios, preparada conforme descrito na secdo de cepas, foi inoculada
em frascos contendo 50 mL de meio composto de (p/v): dextrose (4,0%), peptona (1,0%) e
extrato de levedura (1,0%), por trés dias. Posteriormente, apds o crescimento dos micélios, uma
aliquota de 0,50 mL dessas estruturas fungicas foi coletada e inoculada em frascos contendo 50
mL de meio de inducdo composto de caseina (1,0%) (p/v). O pH inicial do meio de cultura foi

ajustado para 8,00 e as culturas foram incubadas a 27+1°C e 150 rpm por trés dias.

2.2.1.4.YPG (extrato de levedura, peptona e glicose)

O caldo YPG foi preparado de acordo com a metodologia de Nahar et al. (2004). Uma
aliquota de 0,50 mL de conidios, preparada conforme descrito na se¢do de cepas, foi inoculada
em frascos contendo 50 mL de meio composto de (p/v): extrato de levedura (0,30%), peptona
(0,50%) e glicose (1,0%), a 150 rpm, 27+1°C, por 3 dias como pré-enriquecimento. Da mesma
forma, um meio contendo quitina foi usado para a producédo induzida de quitinases, tendo como
composicao: KH2PO4 3,0 (g/L); K2HPO4 1,0 (g/L); MgS04 0,7 (g/L); NaCl 0,50 (g/L); CaCl2
0,50 (g/L); extrato de levedura 0,50 (g/L); peptona 0,50 (g/L); e quitina 5,0 (g/L). O pH inicial
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do meio foi de 5,50, e as culturas foram incubadas a 27+1°C e 150 rpm por um periodo de 3
dias.

2.2.1.5. Extracdo de enzimas do meio de cultura liquido

Os meios de cultura liquidos foram filtrados a vacuo com papel Whatman n° 4. O filtrado
foi entdo centrifugado a 10.000 x g por 15 minutos (Kim et al. 2011). O sobrenadante coletado
de cada meio de cultura foi denominado como extrato bruto para cada cepa e usado nos ensaios

subsequentes. Esse extrato continha enzimas concentradas e ndo continha células fungicas.

2.2.2. Preparacdo de meios de cultura solidos
2.2.2.1. Arroz com farinha de crisalida de bicho-da-seda (Bombyx mori)

Para a preparacdo do meio sélido, foi utilizada a metodologia descrita por Santoro et al.
(2005). Uma aliquota de 0,50 mL de conidios, preparada conforme descrito na secdo de cepas,
foi inoculada em frascos contendo 50 g de arroz pré-cozido e 50 g de farinha de crisélida do
bicho-da-seda (Bombyx mori). As amostras foram mantidas em uma incubadora BOD sob

condicdes de luz a 27 + 1°C por 25 dias.

2.2.2.2. Arroz com soro de leite

Outro meio de cultura foi usado para a producgéo de enzimas, suplementado com soro
de leite. A preparacdo do meio foi adaptada de Santoro et al. (2005). Uma aliquota de 0,50 mL
de conidios, preparada conforme descrito na secéo de cepas, foi inoculada em frascos contendo
40 g de arroz pré-cozido e 20 mL de soro de leite. As amostras foram mantidas em uma
incubadora de Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD) sob condigdes de luz a 27 + 1°C por
10 dias. Foi necessario homogeneizar as amostras a cada trés dias para dispersar os conidios, a

fim de melhorar o contato e a germinacao.

2.2.2.3. Extracéo de enzimas do meio de cultura solido

As amostras foram homogeneizadas com agua destilada estéril, agitadas por um periodo
de 2 horas e filtradas a vacuo com papel Whatman n° 4. O filtrado foi entdo centrifugado a
10.000 x g por 15 minutos (Kim et al. 2011). O sobrenadante coletado foi denominado extrato
bruto para cada cepa e usado nos ensaios subsequentes. Esses extratos continham enzimas

concentradas e ndao continham células fungicas.
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2.3.  Atividade enzimética
2.3.1. Atividade de protease total

A atividade proteolitica dos extratos brutos foi medida de acordo com Soares et al.
(2013). As condic¢oes foram 37°C e pH 8,00. Um zero de reacdo foi preparado sob as mesmas
condi¢cBes do ensaio enzimético; no entanto, a reacdo foi interrompida por TCA, é&cido
tricloroacético, 10% (p/v) antes da insercdo do extrato contendo a enzima. Uma unidade de
protease foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 pg de tirosina

por minuto sob as condi¢des do ensaio.

2.3.2. Atividade total de quitinase

A atividade de quitinase dos extratos brutos foi medida pela quantificacdo de agucares
redutores (Miller, 1959). As condig¢des foram 37°C e pH 5,35. Uma unidade de atividade de
quitinase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 uM de N-

acetilglucosamina por minuto sob as condigdes do ensaio.

2.3.3. Determinacéo da proteina total
A concentracdo de proteina total foi estimada de acordo com o método de Bradford
(1976), no qual a albumina de soro bovino (BSA) foi usada como padréo.

2.3.4. Atividade especifica
A atividade especifica das enzimas foi calculada dividindo-se o valor obtido da

atividade enzimatica pelo valor medido das proteinas totais e foi expressa em U/mg de proteina.

2.4. Coleta de nematoides
2.4.1. Coleta de nematoides parasitas de animais

Larvas infectantes (L3) de nematoides pertencentes a Haemonchus spp. (~70%) e
tricostrongilideos (~30%) foram coletadas na Escola de Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), na cidade de Belo Horizonte, obtidas de fezes de caprinos (Capra

aegagrus hircus) naturalmente infectados (Soares et al., 2019).

2.4.2. Coleta de nematoides parasitas de plantas
Meloidogyne incognita foi multiplicado em plantas de tomate (Solanum lycopersicum),
cultivar Santa Clara, na estufa. Os ovos foram extraidos das raizes do tomateiro usando a técnica

descrita por Hussey e Barke (Boneti e Ferraz, 1981). Os (J2) foram obtidos usando a técnica do
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funil de Baermann (Baermann 1917). Para os ensaios in vitro, foram usados (J2) coletados 48
horas ap0s o estabelecimento da cAmara de ecloséo. Os (J2) eclodidos 24 horas ap6s o inicio da

camara de eclosdo foram descartados.

2.4.3. Ensaios nematicidas in vitro

A andlise da atividade nematicida foi realizada com enzimas produzidas M. anisopliae,
formando trés grupos experimentais: um grupo de controle e dois grupos tratados (Soares et al.
2013). O grupo de controle foi tratado com: 60 UL de dgua destilada e 60 pL de uma suspensao
contendo aproximadamente 30 nematoides. Cerca de 30 nematoides foram tratados com extrato
bruto desnaturado de enzima (fervido a 100 °C por 2 horas): 60 pL de extrato desnaturado e 60
pL de suspensdo de nematoides. O grupo tratado com o extrato enzimatico ativo foi formado
por: 60 pL de extrato de enzima ativa e 60 puL de uma suspensdo contendo cerca de 30
nematoides. Todos os grupos foram incubados por um periodo de 24 horas a 27 °C no escuro.
Finalmente, o nimero de nematoides viaveis foi contado por microscopia dptica de acordo com
a metodologia de Soares et al. (2013). O procedimento foi realizado com os extratos
enzimaticos, utilizando os meios de cultura que produziram a maior atividade proteolitica, para
cada um dos isolados avaliados de M. anisopliae. O ensaio foi realizado com Haemonchus spp.
(~70%), tricostrongilideos (~30%) e M.incognita.

2.5. Analise estatistica

Os dados obtidos foram interpretados estatisticamente por ANOVA em niveis de
significancia de 1 e 5%. A eficiéncia da destruicdo de nematoides, em comparagdo com o
controle, foi realizada pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade, usando o software Bioestat
5.0 (Ayres et al. 2003). Posteriormente, a porcentagem média de reducdo de nematoides foi

calculada de acordo com a seguinte equacao:

Reducdo (%) = (X controle de nematoides vivos — x nematoides vivos do tratamento) x 100

X controle nematoides vivos

3.Resultados
3.1. Producdo e atividade enzimatica
Os resultados obtidos do teste de atividade de protease total para as diferentes cepas

comerciais de M. anisopliae IBCB 425 e M. anisopliae ESALQ E9 usando arroz com soro de
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leite (52 U/mg) demonstraram uma diferenca significativa (p<0,01) em compara¢do com todos
0s meios dos experimentos (Fig. 1).

Em relacdo aos resultados obtidos no teste de atividade de quitinase total, a cepa de M.
anisopliae ESALQ E9 no meio de cultura de arroz com soro de leite produziu a maior
quantidade de quitinase, apresentando uma diferenca significativa (p<0,01) em relacdo aos
outros meios de cultura testados, incluindo aqueles avaliados para M. anisopliae IBCB 425,

com um valor de atividade proximo a 0,60 U/mg (Fig. 2).

70
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121- o] B

Metarhizium anisopliae  ESALQ E9 Metarhizium anisopliae IBCB 425

Atividade especifica de protease (U/mg)

m Sintético B Amido sollvel + extrato de levedura
ESDY OYPG
B Arroz com soro de leite @ Arroz com firinha de crisalida

Figura 1: Atividade especifica de protease (U/mg) do isolado de Metarhizium anisopliae IBCB
425 e ESALQ E9, que ocorreu nos diferentes meios de cultura liquido e sélido.

*M. anisopliae IBCB425 em meio de cultura arroz com soro apresentou diferenca significativa
pelo teste estatistico de Tukey de (p<0,01) em relacdo a M. anisopliae ESALQ E9 e entre 0s

demais meios de cultura avaliados.
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Figura 2: Atividade especifica da quitinase (U/mg) de Metarhizium anisopliae isolado IBCB
425 e ESALQ E9, que foi produzido na combinacédo de diferentes meios de cultura liquidos e
solidos.

* M. anisopliae ESALQ E9 em meio de cultura arroz com soro apresentou diferenca
significativa pelo teste estatistico de Tukey de (p<0,01) em relacdo a M. anisopliae IBCB425 e

entre os demais meios de cultura avaliados.

3.2. Atividade nematicida

Os extratos brutos com a maior atividade especifica de protease produzida pela cepa de
M. anisopliae IBCB 425 foram selecionados para 0s ensaios nematicidas.
No ensaio com nematoides parasitas caprinos (Ls), para M. anisopliae IBCB 425, foram obtidas
diferengas estatisticas (p<0,01) do extrato ativo em comparacdo com o controle e 0 grupo
desnaturado. Foram obtidas as seguintes porcentagens de reducéo: 33% desnaturado e 100% de
extrato bruto (Figura 3).

Usando os mesmos extratos, foi avaliada a atividade nematicida sobre (J2) de M.
incognita. O extrato bruto com maior atividade proteolitica produzido por M. anisopliae IBCB

425 foi significativamente (p<0,01) superior em causar mortalidade a (J2) de M. incognita em
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comparagdo com o controle e o extrato desnaturado. M. anisopliae IBCB 425 causou
mortalidade de 34% e 71%, respectivamente, na populacdo de (J2) de M. incognita (Fig. 4).
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Porcentagem de larvas infectantes (L3) de
nematoides vivas

|

Metarhizium anisopliae IBCB425

B Controle O Extrato desnaturado B Extrato

Figura 3: Porcentagem média de larvas de nematoides (L3) recuperadas dos dois grupos tratados
(extrato de Metarhizium anisopliae IBCB 425; extrato desnaturado) e um grupo controle, apds
incubacgédo por 24 horas a 27°C. O tratamento representado com um asterisco (*) apresentou
diferenca significativa (p < 0,01) em relacdo ao grupo extrato e ao grupo controle pelo teste t e

teste de Tukey.
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Figura 4: Porcentagens médias de Meloidogyne incognita (J2) recuperadas nos dois grupos
tratados (extrato isolado de Metarhizium anisopliae IBCB 425; extrato desnaturado) e grupo
controle apds incubacdo por 24 horas a 27°C. O tratamento representado com um asterisco (*)
apresentou diferenca significativa (p < 0,01) em relacdo ao grupo extrato e ao grupo controle
pelo teste t e teste de Tukey.

4. Discussao

A cepa do fungo entomopatogénico M. anisopliae IBCB 425 e ESALQ E9 usadas no
presente estudo produziram protease e quitinase, atingindo alto nivel de atividade enzimatica.
Além disso, nossos resultados mostraram que, apés a avaliacdo de diferentes meios de cultura,
para os dois isolados testados, 0 meio de soro de arroz foi o que induziu a maior producéo de
protease.

O arroz é o substrato mais amplamente utilizado no processo industrial de multiplicacdo
de fungos. Esse meio € barato e tem efeitos positivos na germinacéo de fungos, fornecendo uma
area de superficie que permite a rapida colonizacdo de fungos e tem a capacidade de absorver
umidade, contribuindo para uma germinacdo mais rapida e alta viabilidade conidial (Taylor et
al. 2013). No entanto, o presente estudo destaca pela primeira vez que 0 meio de arroz
suplementado com soro de leite € um excelente meio de cultura para a produgédo de proteases e
quitinases pela cepa comercial de M. anisopliae.

O soro de leite é um subproduto da industria de laticinios que geralmente é considerado
um produto residual. No entanto, quando processado, 0 soro de leite pode ser usado como
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substrato de alto valor em fermentacdes microbianas que utilizam lactose (Mehri et al. 2021).
Por meio desses resultados, é possivel afirmar que a fonte nutricional de soro de leite utilizada
na preparacdo do meio solido para a cepa de M. anisopliae ESALQ E9 proporciona maior
produtividade de enzimas com atividade quitinolitica quando inoculadas em arroz, que é a fonte
de carbono majoritaria.

A cepa de M. anisopliae, foi possivel identificar que o segundo melhor meio de cultura
com alta producdo de enzimas extracelulares foi o meio de cultura YPG. Nahar et al. (2004)
avaliaram a producéo extracelular constitutiva de enzimas metabolizadoras de quitina, como
quitinase, quitosanase e quitina desacetilase em meio YPG pelo isolado de M. anisopliae.
Dentro dos resultados, a atividade de quitinase de M. anisopliae no meio contendo quitina foi
de 0,010 U/mL as 120 h. St. Leger et al. (1986) relataram atividade de quitinase (0,027 U/mL)
em M. anisopliae ap6s 120 h. Comparando com os resultados relatados neste estudo, pode-se
inferir que a suplementacdo com quitina no meio, além do pré-enriquecimento inicial, permite
que o fungo absorva essas fontes de nitrogénio e carboidratos e gere uma maior atividade
quitinolitica.

Na preparacao do meio solido, a farinha de crisalida do bicho-da-seda (Bombyx mori),
que é um subproduto da industria da seda, foi usada como fonte de nitrogénio. O uso de meios
enriquecidos com farinha de insetos é amplamente utilizado para a producédo de enzimas. Zhang
et al. (2004) demonstraram que a producdo de quitinase foi aprimorada na fermentacdo em
estado sélido em escala laboratorial usando farelo de trigo misturado com cuticula de inseto
para o isolado de B. bassiana Bb174. No presente estudo, o arroz com farinha de crisalida do
bicho-da-seda (B. mori) foi avaliado quanto a producdo de protease e quitinase, 0 que nos
permite sugerir que, ao suplementar meios de cultura sélidos com cuticula de insetos, é possivel
induzir a producdo de enzimas extracelulares, como proteases e quitinases, levando em conta
0s resultados obtidos neste estudo.

Em um estudo recente conduzido por Golzan et al. (2023), diferentes sais e a cuticula
de P. interpunctell foram usados como indutores. Esses autores sugeriram que os isolados de
M. anisopliae tinham os niveis mais altos de atividade proteolitica. Portanto, é importante
mencionar que esses processos de fermentacdo em estado sélido usando cereais (por exemplo,
trigo, arroz, farelo de trigo), bem como residuos agricolas e de alimentos, tém a vantagem da
producdo de enzimas. No estudo de Ghoreishi et al. (2023), por exemplo, aparas de grama e
residuos de poda foram usados como substrato em SSF para cultivar Trichoderma harzianum e

produzir biopesticidas (ou seja, esporos conidiais) eficazes contra fungos fitopatogénicos.
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Mochi et al. (2010) descobriram que os isolados de M. anisopliae, especialmente IBCB
425 e E9, podem matar pupas de H. irritans em diferentes concentragdes de conidios. Ghayedi
e Abdollahi (2013) relataram que o M. anisopliae também é eficaz contra parasitas de plantas,
como Heterodera avenae e nematoides da cana-de-agucar. No entanto, foi demonstrado que o
extrato enzimético de B. bassiana mata varios nematoides parasitas de plantas importantes para
a agricultura, incluindo M. incognita, M. hapla, Aphelenchoides besseyi e Heterodera glycines
(Liu et al. 2008; Zhao et al. 2013). Isso ocorre porque a cuticula dos nematoides € composta de
colagenos e cuticulinas, que sdo os alvos das enzimas presentes no extrato de os fungos
entomopatogenos (Page et al. 2014).

Outros autores também demonstraram o efeito antagdnico significativo dos fungos B.
bassiana, M. anisopliae e Paecilomyces lilacinus contra o nematoide de galha M. incognita,
reduzindo significativamente sua populacédo e, posteriormente, melhorando o crescimento e o
rendimento das plantas de feijdo-caupi (Youssef et al. 2020).

No presente estudo, foi demonstrado que o extrato livre de células, particularmente rico
em enzimas como proteases e quitinases, produzido pela cepa comercial de M. anisopliae
apresentou atividade nematicida contra juvenis de segundo estagio de M. incognita. Esse
resultado pode ser comparado com o relatado por Soares et al. (2014), onde foi avaliada a a¢éo
nematicida de quitinases extracelulares produzidas por fungos nematéfagos sobre Panagrellus
redivivus. Soares et al. (2014) forneceram evidéncias de que a enzima quitinase esta envolvida
no mecanismo molecular de penetracdo da cuticula e digestdo celular de nematoides. Além
disso, 0s extratos enzimaticos apresentaram acdo significativa sobre as proteinas da cuticula
dos juvenis, conforme observado pela comparagéo entre os grupos desnaturados e ativos.

Em relacdo aos nematoides parasitas de animais, outros autores propdem o uso dos
seguintes fungos, frequentemente isolados do ambiente externo, para o controle de infeccGes
por helmintos gastrointestinais em pequenos ruminantes: Arthrobotrys oligospora,
Candelabrella musiformis, Arundo conoides, Andropogon dactyloides, Trichoderma,
Beauveria, Clonostachys e Lecanicillium (Soto-Barrientos et al. 2011). No entanto, vale a pena
observar que este trabalho é o primeiro relato da acdo enzimatica de extratos brutos M.
anisopliae em nematoides parasitas de ruminantes. De fato, isso demonstra que as proteases
produzidas por esses fungos entomopatogénicos tambem reconhecem e catalisam a hidrolise de
proteinas em juvenis de nematoides, ndo apenas em insetos. Portanto, os resultados do presente

estudo abrem uma nova perspectiva para o uso de enzimas de M. anisopliae.
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5. Concluséao

A cepa comercial de Metarhizium anisopliae produziu com sucesso enzimas
extracelulares, usando o meio de cultura de arroz suplementado com soro de leite como 0 meio
de cultura mais eficaz. A enzima protease extraida nesta pesquisa apresentou a maior atividade
nematicida contra ambos (Haemonchus spp e Meloidogyne incognita), mostrando seu potencial
biopesticida com a maior eficacia dos extratos enzimaticos produzidos por M. anisopliae IBCB
425.
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Resumo

Aedes aegypti é vetor de arbovirus que causa doengas como dengue, zika, Chikungunya, febre
amarela dentre outros. Os esforcos para seu controle se concentram principalmente no controle
mecanico, eliminacdo de criaderos de mosquito e uso de produtos quimicos, que geram
impactos negativos no meio ambiente e na saide humana. Por isso, buscam-se alternativas mais
sustentaveis. Os fungos entomopatogénicos, especialmente Metarhizium, sdo amplamente
estudados por seu mecanismo de acdo em insetos, devido as suas enzimas hidroliticas. Outra
alternativa é o uso de compostos vegetais, como a papaina, extraida do latex dos frutos verdes
de Carica papaya. Este estudo tem como objetivo avaliar a eficacia da enzima papaina
suplementada com conidios de Metarhizium anisopliae IP119 em larvas (Ls) de A. aegypti. A
pesquisa determinou os valores de CL50 para concentracfes de papaina que foi de (0.39) e
combinada com conidios foi de (0.05). A mortalidade das larvas foi analisada por meio de
ANOVA. Os resultados mostraram que uma concentracdo de papaina de 10% obteve uma
mortalidade de 100%, enquanto a combinacdo de papaina 4% com conidios atingiu 97% de
mortalidade, mostrando diferencas significativas em relacdo ao controle e nas primeiras 24
horas. Esses achados sdo promissores para futuras pesquisas com outros vetores, e esta

combinacdo de compostos representa um dos primeiros estudos neste campo.

Palavras-chave: Papaina; conidio; controle bioquimico

1. Introducéo

Aedes aegypti Linn. (Diptera: Culicidae) € um vetor reconhecido de doencas
amplamente difundidas, como dengue, chikungunya e zika (Jones et al., 2020; Lorenz and
Chiaravalloti-Neto, 2022; Powell et al., 2018; Caragata et al., 2019; Gomes et al., 2023). Neste
contexto, segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), o Brasil é o pais, no mundo, com
0 maior numero de notificacdes de dengue em 2024. Sdo 6 milhdes e 300 mil casos provaveis,
sendo mais de 3 milhdes confirmados em laboratorio. Entre os fatores que contribuem para a
alta incidéncia dessas arboviroses estdo as medidas inadequadas de controle do vetor
(Mendonga et al., 2023).

O controle do vetor, é realizado principalmente com produtos sintéticos (Vontas et
al.,2010; Ranson e Lissenden 2016; Smith et al.,2016). No entanto, o uso destes produtos
quimicos esta associado ao risco de contaminacéo do solo, da agua, da flora e da fauna (Ahamad
et al., 2023; Procopio et al.,2024). Portanto, hd uma necessidade mundial urgente de se

desenvolver agentes de controle sustentaveis que ndo contaminem o meio ambiente. Uma
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possivel estratégia utiliza microrganismos entomopatogénicos. Entre estes microrganismos, o
grupo dos fungos entomopatogénicos (FEP) € um dos mais promissores no controle de A.
aegypti sdo (Thomas eRead.,2007; Wang et al., 2018). Esses fungos séo capazes de reconhecer
e se aderir a cuticula de artrépodes. Em seguida, o fungo germina e inicia o processo de
penetracdo da cuticula do seu hospedeiro. Esse processo ocorre pela associacdo de dois
mecanismos: 0 mecanico, que rompe areas membranosas ou levemente esclerdticas devido a
acao das hifas; e o bioquimico, que envolve a acdo de enzimas hidroliticas extracelulares,
especialmente proteases (EC 3.4) e quitinases (EC 3.2.1.14) (Umaru and Simarari, 2022;
Ferreira and Soares, 2023). Metarhizium anisopliae é um dos fungos entomopatogénicos mais
utilizados para o controle de insetos pragas e ja é vendido para o controle de pragas agricolas.
Contudo, ele também € promissor para o controle de artrépodes-patdgenos, incluindo
flebotomineos, triatomineos, carrapatos e mosquitos (Gomes et al.,2023).

Outra fonte rica em enzimas proteoliticas € 0 mamoeiro, Carica papaya, que produz a
papaina (EC 3.4.22.2). Essa enzima pertence ao grupo das cisteino-proteases, possui um notavel
potencial comercial e é a protease vegetal mais estudada e utilizada na inddstria alimenticia e
farmacéutica em todo o mundo (Fernandez et al.,2017). Embora haja numerosos estudos
abordando a acéo dos conidios de M. anisopliae sobre larvas de A. aegypti, ndo ha relatos na
literatura avaliando a compatibilidade do uso de fungos entomopatogénicos com a papaina
como uma ferramenta em potencial para melhorar o controle desse vetor (Bitencourt et
al.,2022).

Portanto, o objetivo deste estudo é avaliar a acdo de conidios de M. anisopliae s.s.

combinados a papaina sobre larvas de Aedes aegypti.

2. Materiais e Metodologia

2.1. Manutencao de Aedes aegypti

Ovos de Aedes aegypti (linhagem Rockefeller) obtidos do laboratério de Biologia
Parasitaria Il (Departamento de Medicina-UFLA), foram incubados em agua da torneira (1.5
L) em recipientes plasticos quadrados (40 x 40 cm na parte superior). As larvas foram
alimentadas com grénulos de ragdo triturada para peixe e mantidas a 25 = 2 °C em uma sala
com temperatura controlada por um fotoperiodo de 12:12 (L:D). Depois de cinco dias obteve-

se as larvas de terceiro estadio (Ls).
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2.2. Producéo de conidios e suspensodes

O isolado IP119 de Metarhizium anisopliae sensu stricto foi gentilmente cedido da
colecdo de fungos entomopatogénicos do Laboratorio de Patologia de Invertebrados, no
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP), da Universidade Federal de Goias
(UFG). Para a obtencdo de conidios, foi necessério realizar o cultivo do fungo em meio
contendo batata-dextrose &gar (BDA), em estufa por dez dias, a 27 °C. Apos a incubagdo, 0s
conidios foram suspensos em solucdo estéril de Tween 80 (0,01% v/v). As suspensdes de
conidios resultantes foram filtradas separadamente utilizando papel-filtro estéril de (11 pum)
(Whatman No.1) para obter a suspensdo de conidios livres de hifas. A concentracdo de conidios
na suspensdo foi determinada usando camera de Neubauer e a concentracdo desejada de 1 x
107 conidio/mL foi ajustada com agua destilada estéril (Hicks et al.,2001; Alves et al., 1998;
Bitencourt et al., 2021). Os conidios foram utilizados para os ensaios preliminares e CL50.

2.3. Atividade larvicida com papaina e conidio de Metarhizium anisopliae
2.3.1. Ensaio preliminar com papaina e combinado com os conidios de Metarhizium
anisopliae

O bioensaio foi realizado segundo as diretrizes da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS, 2005), com modificacOes, onde foram estabelecidos quatro grupos experimentais: dois
grupos controles, um grupo composto apenas por gua de torneira e outro grupo composto por
solucdo Tween 80 (0,01% v/v), e cinco grupos tratamento, a saber: papaina pura (10% p/v),
papaina (1% p/v), papaina 10% (p/v) mais conidios de M. anisopliae s.s. (10" conidios/mL),
papaina 1% (p/v) mais conidios de M. anisopliae s.s. (107 conidios/mL) e apenas conidios de
M. anisopliae s.s. (10 conidios/mL). Para cada grupo experimental utilizou 25 mL de solugdo
e 20 larvas de terceiro estagio (L3). Os grupos foram acomodados em copos plasticos (4,5 cm
de didmetro x 8,5 cm de altura), com seis repetices para cada grupo. A avaliacdo da
mortalidade foi realizada ao longo de trés dias. Todos os grupos foram incubados a 27 + 1 °C,

e as larvas receberam alimentacg&o diéria (Falvo et al., 2018).

2.3.2. Ensaio CL50

A andlise da atividade larvicida foi conduzida por meio de um bioensaio quantitativo
seguindo as diretrizes da OMS. Com base nos resultados do 2.3.1, foram estabelecidos um
grupo controle, composto por agua e Tween 80 (0,01% v/v) e dois grupos tratados. O primeiro
grupo tratado recebeu papaina pura em concentracdos (p/v) de 10%, 5%, 2,5%, 1,25%, 0,625%,

0,312% e 0,152%, e o segundo grupo tratado foi composto pela papaina combinada com


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201122001124?via%3Dihub#b0100
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conidios de M. anisopliae s.s. (107 conidios/mL) nas concentracdes (p/v) de 4%, 2%, 1%, 0,5%,
0,25%, 0,125% e 0,0625%. Para cada concentracdo, incluindo a do grupo controle, foi
preparada com 25 mL de dgua da torneira e 20 larvas de terceiro estagio (L3). Os ensaios foram
realizados em triplicata. Os demais parametros foram iguais ao topico 2.3.1.

As larvas foram consideradas mortas quando ndo puderam alcancar a superficie da
solucdo ao agitar os copos, e também quando ndo mostraram sinais de movimento, mesmo apos
serem tocadas suavemente com um bastdo de vidro. As larvas mortas foram registradas apds
24, 48 e 72 horas de incubacdo. Caso se formassem pupas, estas foram consideradas como
larvas vivas. Determinou-se a concentracdo necessaria para alcancar a mortalidade de 50%
(LC50) ver (Figura 1) (Abbott 1925; Finney 1971).

Figura 1: Infogréfico da metodologia do CL50.

=

|
|

20larvas(L3) «— = VF= 20 mL de
| #=___ agua e Tween
& J

L

A

M. anisopliae s.s. (10P apaina pura Papaina pura
conidios/mL) l
Conidio + Papaina Papaina
=3 Fd v T = t=w B ===
107 107 107/ 10| ITRTIRTI T
49 20 1% £ 0 10% 5% 25% 1.25%
N | 77 V7 === = i == "’ﬂ-i
10° 10" | 10/ =1 | b ;
0.25% 0‘.125”% 0.062“:5% 0.625% 0-312‘4%) 0.152%

=8 sy sy

Fonte: Do autor



91

2.4. Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por meio de analise de variancia
(ANOVA) com niveis de significancia de 1% e 5%. A diferenca estatistica  foi avaliada pelo
teste de Tukey a 1% de probabilidade, utilizando o software Bioestat 5.0 (Ayres et al. 2007).
Posteriormente, a média percentual de mortalidade das larvas (L3) foi calculada conforme a

seguinte equacdo:

Reducéo (%) = (x controle de larvas vivos — x larvas vivas do tratamento) x 100

x controle larvas vivos

3. Resultados
3.1. Atividade larvicida
3.1.1. Atividade larvicida preliminar com papaina e combinado com o0s conidios de
Metarhizium anisopliae

Foram realizados bioensaios com trés tratamentos: conidios de Metarhizium anisopliae
s.S., papaina e papaina mais conidios de M. anisopliae s.s. Os resultados mostraram que o
tratamento com apenas conidios resultou em uma mortalidade de 9 % depois de 72 horas. Os
tratamentos com 10% de papaina e papaina associada aos conidios ndo apresentaram diferencgas
significativas em 48 e 72 horas entre si, ambos alcancando uma mortalidade de 92% e 100%
respectivamente. Na concentracdo de 1% de papaina associada a conidios, obteve-se uma
mortalidade de 98%, enquanto com apenas papaina a mortalidade de Lz foi de 65% em 72 horas,
apresentando uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,01) (Figura 2).


https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-021-01326-1#ref-CR6
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Figura 2. Determinacdo da concentracdo de papaina suplementada com conidio de
Metarhizium anisopliae, no ensaio preliminar. Os resultados mostraram que uma concentragéo
de 10% de papaina resulta em uma mortalidade de 100%, apresentando o mesmo efeito que
uma concentracdo de 1% de papaina mais conidios de M. anisopliae s.s., ap6s 72 horas. Nao
houve diferenca estatistica entre os tratamentos com papaina a 10% e papaina suplementada
com conidios de M. anisopliae s.s., apds 48 e 72 horas. No entanto, houve diferenca estatistica
(p<0,01) entre papaina a 1% e papaina suplementada com conidios de M. anisopliae s.s., ap0s
48 e 72 horas.

3.2. Ensaio CL50
3.2.1. Papaina associada a conidios de Metarhizium anisopliae s.s.

Nas primeiras 24 horas, ndo foram registradas larvas (L3) mortas nas concentracdes de
papaina + conidios de M. anisopliae s.s. de 0,0625 %; 0,125% e 0,25%. Ainda ap0s 24 horas,
as concentracdes de papaina + conidios de M. anisopliae s.s. de 0,5%; 1%; 2% e 4% mostraram
baixa mortalidade: 8%, 8%, 13% e 18% respectivamente.

Depois de 48 horas, pode-se observar uma porcentagem de reducdo significativa (p<
0.01) em todas as concentracdes de papaina + conidios de M. anisopliae s.s. em relacdo ao
controle, obtendo-se as seguintes porcentagens de mortalidade: 28% (0,0625%); 23%
(0,125%); 25% (0,25%); 30% (0,5%); 28% (1 %); 62% (2%). A concentracao de 4% de papaina
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+ conidios de M. anisopliae s.s. foi a que apresentou maior porcentagem de mortalidade, de
72%.

Em relacdo as 72 horas, foram observadas mortalidades de: 55% (0,065%); 62%
(0,125%) ;63% (0,25%); 65% (0,5%) ;70% (1%); 80% (2%) e 97% (4%). A combinacdo de
papaina mais conidios de M. anisopliae s.s. mostrou que a compatibilidade contribuiu para a
mortalidade das larvas. Houve diferencas significativas (p< 0.01) entre os tratamentos e as
concentracdes dos tratamentos (Figura 3). Além disso, em baixas concentraces de papaina

ocorreu maior germinacao de conidios de M. anisopliae (Figura 4).

100

Mortalidade (%)
L
=

® Mortalidade apos 24h @mMortalidade apos 48h B Mortalidade apos 72h

Figura 3. Mortalidade de larvas de Aedes aegypti tratadas com papaina mais conidios de
Metarhizium anisopliae s.s. No controle, ndo se observou mortalidade durante os trés dias de
avaliacdo. Nas 48 horas, nas concentracdes de 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; e 1%, ndo foi observada
diferenga estatistica. No entanto, ap6s 72 horas, houve diferencas significativas em relacéo as
primeiras 24 e 48 horas (p < 0,01 segundo o teste de Tukey). N&o ha realmente diferengas entre
2% em 72h e 4% 48h e 72h. Entretanto, 2% 72h e 4% 48h sdo iguais a todos 0s outros
tratamentos apos 72h (p < 0,01 segundo o teste de Tukey).
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Figura 4. Larvas de Aedes aegypti trés dias apds o tratamento com papaina mais conidios de
Metarhizium anisopliae s.s. (A: controle), (B: 0,0625%), (C: 0,125%), (D: 0,25%), (E: 0,5%),
(F: 1%), (G: 2%) e (H: 4%).

Observou-se que os conidios estavam presentes na cavidade corporal das larvas e que a
cavidade interna estava completamente digerida. Cabe mencionar que nas demais imagens, as

larvas foram observadas ingerindo os conidios, o que pode ter contribuido para a mortalidade.
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3.3. Ensaio com papaina

Foi possivel observar os seguintes percentuais de mortalidade nas primeiras 24 horas de
avaliacdo para as respectivas concentracfes de papaina mostrou uma mortalidade de 3%
(0,152%) e 85% (10%). Apbés 48 horas, os percentuais de mortalidade aumentaram
significativamente, alcangando 20% (0,152%) e 100% (10%), com diferencas significativas
entre as concentracbes (p<0,01). Este aumento é atribuido a acdo da enzima, que ja nas
primeiras 24 horas debilitou o corpo das larvas.

Apdbs 72 horas, os percentuais de mortalidade foram de 33% (0,152) e 100% (10%)
respectivamente. Entre os tempos de 48 e 72 horas, a concentracdo de 5% de papaina ndo
mostrou diferenca significativa, mas houve diferenca significativa entre os demais tempos e
concentragdes (p < 0,01) (Figura 5). Além disso, foram observadas diferencas na estrutura das
larvas expostas as diferentes concentrac@es (Figura 6), onde a enzima destruiu completamente

a cavidade interna das larvas.

100 -

Mortalidade (%)
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(=]

B Mortalidade apos 24h B Mortalidade apos 48h B Mortalidade apés 72h

Figura 5. Mortalidade de larvas de Aedes aegypti tratados com papaina pura. Nas primeiras 24
horas, ja se observou mortalidade. Nas concentragdes de 0,625% e 1,25% em 72 horas, ndo
foram observadas diferencas significativas. Por outro lado, nas concentragdes de 2,5% em 72
horas, assim como 5% e 10% em 48 e 72 horas, foram observadas diferencas significativas em

relacdo aos outros tratamentos (p < 0,01 segundo o teste de Tukey).
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Figura 6. Larvas de terceiro estadio de Aedes aegypti trés dias ap0os o tratamento com papaina
pura. (A: Controle), (B: 0.152 %), (C:0.311%), (D:0.625 %), (E:1.25 %), (F: 2.5 %), (G:5 %) e
(H:10 %). Ap0s 72 horas, foi possivel observar uma coloracgao esbranquicada por toda sua parte

interna em relacdo ao controle.

Os resultados dos tratamentos que associaram enzimas e conidios foram notaveis.
Observou-se que mesmo com uma baixa concentracdo desses compostos ao longo de um
periodo de 72 horas, houve uma reducdo significativa de 97%. Além disso, foi interessante
notar que as larvas consumiram ativamente os conidios como parte de sua dieta, evidenciando

assim a contribuicdo vital desses elementos para o processo. Por outro lado, no tratamento com
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papaina pura, alcancou-se uma reducdo ainda mais expressiva, atingindo 98% com uma

concentracdo de 5% ao longo de 72 horas.

3.4. Determinacédo da CL 50
Em seguida, foi realizada a anélise estatistica, onde foi determinada a curva logaritmica.

Tendo os valores do “y” sendo a porcentagem de mortalidade e “x” as concentragdes. Tendo a

equagao gerada pelos valores de “y” e “x” foi calculado a concentragdo letal, sendo este caso

(LC50) (Figura 7).

100 - Papaina . 120 4 Papaina mais conidio
e —— 4 _,_,—-—'—'_'_'_'_._
20 _,--""__'__'_'_'_ ~ 100 _,_:-—'-"__'_
= i-v- . - - ™ -
= ' ¥ = 8.7077Inix) + 76.321 = %0 4 ¥ = 17.437In(x) = 66.475
* ’ i[85 = Ri=0575
8 1 f/ Ri = 08561 8
g g &4
= =
= 4 4 =
H
g £ v
=1 - L
- -
0 0
o 05 1 15 2 13 3 33 4 0 1 2 3 4 5 &6 T 8 98 101
CONCENTRACOES (%) CONCENTRAGOES (%)

Figura 7. Concentracdo letal de papaina pura e suplementada com conidios de Metarhizium
anisopliae s.s. Foram realizados bioensaios para avaliar a concentracéo letal de papaina pura e
suplementada com conidios de M.anisopliae s.s contra as larvas de Aedes aegypti.

Para o tratamento combinando enzima e conidios, a dose letal calculada foi de 0,05% (p/v). Ja
para o tratamento apenas com enzima, a dose letal CL50 foi 0,39% (p/v). Isso indica que, para
alcancar uma mortalidade de 50% de larvas, sera necessaria uma quantidade menor de papaina,

onde os conidios de M. anisopliae atuam como um suplemento, acelerando o processo de morte

das larvas (Tabela 1).
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Tabela 1. Mortalidade das larvas do Aedes aegypti (L3) apds 72 horas de exposi¢do a diferentes

concentragOes de papaina pura ou associada a conidios.

Tratamento Concentracéo % Taxa de mortalidade LC50 (p/v)
(p/v) (%) + DP
Enzima + conidios Controle 0 0.05
4 97 +2
2 804
1 70+8
0.50 65+ 11
0.250 63+38
0.125 62+6
0.0625 55+7
Enzima Controle 0 0.39
10 100+ 0
5 98 +2
2.50 88+8
1.25 7316
0.625 55+ 22
0.312 45+ 12
0.152 33+6

CL50: Concentracdo Letal 50, DP: Desvio padréo

4. Discussao

Um dos principais desafios no controle das epidemias de dengue, zika e chikungunya é
relacionada se ao controle do vetor, Aedes aegypti. Diversas medidas de controle tém sido
propostas, sendo os produtos quimicos um dos métodos mais amplamente utilizados. Em um
estudo recente conduzido por Caceres et al. (2023), foram realizados bioensaios de
sensibilidade com a linhagem de A. aegypti Ustupo, os quais revelaram uma possivel resisténcia
a deltametrina, com uma média de mortalidade de 95,3%, e a ciflutrina, com 94%. A resisténcia
de A. aegypti aos inseticidas piretroides e organofosforados representa uma ameaca crescente
para a sustentabilidade das estratégias dos programas de controle vetorial (Rawlins SC, 1998;
Rodriguez et al., 2007), além de causar impactos adversos a saude humana e ao meio ambiente.
Diante disso, surgem propostas de medidas mais sustentaveis, como o0 uso de produtos
bioldgicos, incluindo fungos entomopatogénicos e enzimas derivadas de plantas, como a
papaina obtida de Carica papaya (Alkhaibari et al.,2016; Sousa et al.,2023; Mendonca et
al.,2023).
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O presente trabalho buscou combinar esses dois compostos (fungo entomopatogénico +
protease) para alcancar uma maior mortalidade das larvas de A. aegypti. O latex do mamao é
reconhecido como uma rica fonte de quatro cisteina proteinases: papaina, quimopapaina, glicilo
endopeptidase e caricaina, podendo ser desenvolvido como um inseticida botanico (Anuar et
al., 2008; Tyas et al., 2014).

Na pesquisa de Verisman (2006), evidenciou-se que a papaina presente na seiva do
mamao € uma enzima capaz de degradar proteinas e, em concentracGes especificas, pode
provocar a mortalidade das larvas de A. aegypti. Farias et al. (2007) isolaram uma proteina das
sementes de mamao que inibe in vitro a enzima digestiva amilase de “Gorgulho do Feijao”
Callosobruchus maculatus (ordem:Coleoptera). In vivo, este inibidor reduz a longevidade e a
fecundidade dos adultos e causa mortalidade larval. Em estudos realizados por Nunes et al.
(2013) utilizando extratos do tegumento e cotilédones de sementes de C. papaya, em
concentragdes de 668 pg/mL e 1100 pg/mL, respectivamente, mostrando que a combinagao dos
dois teve uma mortalidade de 100% em 24 horas em A. aegypti. A eficacia do maméo foi
demonstrada nos estudos mencionados, porém até o momento ndo foi desenvolvida uma
combinagdo com outros produtos naturais ou micro-organismos para aumentar sua eficacia e
mitigar a utilizacdo de produtos quimicos (Caceres et al.,2023).

Atualmente, existem diferentes microrganismos que séo usados como larvicidas. Dentre
estes micro-organismos, podemos citar as proteinas de Bacillus thuringiensis que sao utilizadas
para controlar A. aegypti (Pérez et al., 2005). As microalgas, também sdo exploradas como
alternativas para o controle de vetores. O estudo de Gil et al. (2024) utilizou Nannochloropsis
aquatica como suplemento alimentar para larvas de Aedes albopictus (Ls), mostrando que as
larvas ingerem microalgas, resultando em sua morte.

Um dos microrganismos mais explorados para o controle de artrépodes é o M.
anisopliae. Os conidios sdo usados como larvicidas, mas sua eficacia esta ligada a concentragédo
utilizada (células/mL) e a toxicidade que a cepa apresenta. Sousa et al. (2023) utilizaram
conidios de Metarhizium humberi IP 46 sobre ovos de A. aegypti e ndo mostraram efeito
significativo nas primeiras 72 horas, utilizando uma concentragdo de 10° células/mL. O estudo
sugere que uma alta concentragdo de conidios poderia melhorar a efetividade. As pesquisas
realizadas reforgam a busca de novas alternativas para o controle do A. aegypti, utilizando
compostos naturais como bioinseticidas, com o objetivo de aumentar a mortalidade das larvas
e mitigar a disseminacao do virus.

Rocha et al. (2024) estudaram a combinacdo de anis estrelado (lllicium verum

(ordem:Austrobaileyales)) e M. anisopliae LCS01, e calcularam a sobrevivéncia das larvas de
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A. aegypti em 7 dias. No primeiro ensaio, a aplicacio de apenas conidios (102 conidios/mL) de
M. anisopliae resultou em uma sobrevivéncia de 50% ao longo dos 7 dias. No entanto, ao
combinar ambos 0s compostos, observou-se uma sobrevivéncia de 50% em apenas dois dias,
demonstrando a efetividade da combinacao.

No presente estudo, foi registrado uma mortalidade superior a 50% em trés dias. Em
outros estudos, Bitencourt et al. (2022) avaliaram o 6leo essencial de falso pimentero(Schinus
molle (Ordem: Sapindales)) em conjunto com conidios de M. anisopliae CG153 em larvas de
A. aegypti. Foi descoberto que uma baixa concentragédo de S. molle (0,0025%) ndo mostrou uma
interagdo negativa com os conidios, mas o percentual de mortalidade nas larvas ndo foi
significativo. O risco de combinar dois compostos, é que um pode inibir o outro. No entanto,
nosso trabalho demonstrou que a combinacdo de papaina pura e conidios de M. anisopliae s.s.
obteve melhores resultados em comparacdo aos mesmo quando de forma isolada. Esta
efetividade provavelmente deve-se a acdo dos fungos entomopatogénicos que atuam
penetrando o tegumento, chegando ao hemocele e esgotando os nutrientes do hospedeiro (Wang
etal., 2017). Além disso, tém a capacidade de infectar os hospedeiros entrando através do trato
digestivo, destruindo o epitelio intestinal (Bitencourt et al., 2023). Este tipo de mecanismo foi
observado nos bioensaios, onde as larvas ingeriram os conidios. No entanto, poucos estudos
foram realizados sobre o0 uso de enzimas de plantas como controle bioquimico, e a combinacao

de dois compostos para aumentar a atividade larvicida ainda n&o foi amplamente explorada.

5.Concluséo

Os resultados obtidos foram promissores, observando-se uma mortalidade de 100% com
a enzima papaina e de 97% com a combinacdo de enzimas e conidios de Metarhizium em 72
horas, confirmando o grande potencial da enzima. As concentracdes letais foram de 0,05% para
a combinacdo de enzimas e conidios, e de 0,39% para a enzima isolada. A combinacdo de
compostos naturais € um aspecto que merece ser continuadamente estudado.

Os resultados sdo promissores para futuras investigagdes nos campos da biotecnologia
e da saude. Um dos pontos fundamentais é a utilizagdo de compostos naturais que possam
mitigar o uso de compostos quimicos. O uso de enzimas € um campo novo, com muitas
aplicacdes e grande potencial a ser explorado. Este trabalho é um dos primeiros a combinar

esses compostos e a utilizar enzimas de papaina para o controle de A. aegypti.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Feywaords: Brazil is affected by the infection of gastrointestinal nematodes (Haemonchus spp.) because it causes subclinical
Beauveria bassiana diseases in small ruminants that directly affect weight and milk production and, in turn, generate a health risk for
{P‘iﬂeﬁt‘nﬁm“ anisopliae the animals. In the same way root-knot nematodes (Meloidogyne incognita) is a serious disease, which parasitize

the roots of tomaro plants causing damage such as poor nutrient absorption leading to significant yield losses, In
order to minimize the economic impact of these nematodes, it is important to establish new control strategies.
Beauveria bassiona and Metarhizium anizoplioe are two main mycoinsecticides used to control many orders of
insects, such as Lepidoptera and Hemiptera. These fungi have the ability to produce extracellular enzymes, which
play an important role to control in the pest infection process. The aim of this study was to evaluate the pro-
duction of proteases and chitinases by the entomopathogenic fungi B. bassione and M. anisoplize on different solid
and liquid culture media and their application in vitro to the control of Haemonehus spp and Meloidogyne incognita.
To achieve this goal, enzymes were produced under solid and liquid fermentation conditions to determine the
highest chitinolytic and proteclytic activity of commercial two stain of B, bassiana (IBCB 66 and ESALQ PL63)
and M. anisoplice (IBCB 425 and ESALQ ES) in liqguid media: SDY broth, YPG culture medium, synthetic, and
soluble starch with yeast extract. The solid media tested were: rice supplemented with whey and chrysalis flour
mixed with rice. In addition, the nemarticidal action of their extracts (containing concentrated emzymes and
without fungal cells) was measured. The results showed that the best culture medium (p< 0.01) for protease was
solid serum rice medium, with a value for M. enisoplize IBCB 425 of 52 U/mg, and for B. bassiana ESALQ PL63 the
value was 36 U/mg, compared to all the tested media. On the other hand, for chitinase of M. anisopliae strain
IBCB 425, the activity value was close to 0.60 Us/mg. In contrast, for B. bassiona isolate ESALQ PL63, SDY
medium was the best inducer for chitinase production, with a value of 0.90 U/mg. Regarding the nematicidal
activity of the crude extracts, the reduction percentages were 58% for ESALQ PL63 and 100% for IBCB 425 in the
case of animal parasites. For plant parasites, the reduction percentages were 15% for ESALQ PL63 and 71% for
IBCB 425, Thus, the use of enzyme-rich crude extracts presents promising control options for pest control.

Chitinase
MNematicidal activity

1. Introduction nematodes have caused a range of problems, including disrupting the
flow of nmutrients to the plant, which can lead to reduced crop growth
Throughout history, many species of plant- and animal-parazibic and yicld, and causing ancnma, weight loss, and death m mfected
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animels. These damages have severaly impactsd human soctety through
their negative impacts on food production and cconomic development
(He =t al | 202]1). In this context, agriculture and livestock production
relies on pesticides and anthelmintics to maintsin productivity. How-
ever, the improper use of these products can lead to damsge to the
ecosystem and human health, as they produce toxde residues that can
contaminate soil, water, and food, and ecan sslect resistant pests
[Fletcher et al., 2020). Therefore, it iz necessary to develop new nemsa-
tode control strategies that are more sustainable and less harmful to the
environment (Viera and Jackson, 2020; He et al, 2021; Omar et al.,
2021)

Among the advantsges of the use of entomopathogenic fungi, it i=
important to highlight the efficiency in the control of insect pests. This
allows the use of this technology to increasze plant defenses through the
mduchion of systemic resistance. These charactenshics make entome-
pathogenic fungi excellent biclogical control agents (Julivs =t 2L, 2020;
Gebremanam et al., 2023).

The fungsl species B. bassiona and M anizoplice have been widely
used in commercial formulations of biological products for the control of
insact pestz. These fungi have the sbility to produce enzymes and sec-
ondary metabolites that have played an important role in the infechion
process of insects, arachnids, and mites (Ebani and Mancianti, 20271;
Soares et al | 2023). The infechon mechanism of B. hassimna and
M. arizopliae on their hosts has: depended on the combined zction of two
proceszes: the mechanical one, dus to the pressure of the apprassonum
that breaks the membranous or slightly sclerotic areas of the cuticle, and
the biochemical one, resulting from the seerstion of extracellular hy-
drolytic enzymes such as proteases (EC 3.4) and chitinases (EC
3.2.11.14) that act in the degradation of the cuticle, facilitating the
penctration of the fungus into the imsect’s hemolymph (Srivant and
Jalaja, 2023).

A large part of these damages is attributed to root-knot nematodes
(RENz) (Meloadogyre =pp. ), which are zoil-borne pathogens wath 2 wide
range of hosts, worldwide distribution, and high reproductive capacity.
Cherucal nemabticides were a practical sclubion for RENz comftrol.
However, traditional chemical compounds, =g, methyl bromide and
organophosphates, have been wathdrawn from the market (U8 Enwi-
ronmental Protection Agency, 2008; Zazada <& al |, 20010).

Intestinal nematoder are another problem affecting the Tivestock
zector, when uncontrolled, they can lead to losses of 30—40% in animal
performanee (Lino =t zl, 2016). In addition, the main nematodes
affecting small ruminants and of major cconomic impeortance are Hae-
monchus contortus and Trichostrongylur ave (Silva =t al, 2017). More-
over, Haemonchuz zp. 1z the genms wath the highest prevalence,
corresponding to levels above 8056 m the parasitic loads of small ru-
mimants (Amarsnte and Oliveira, 2007; Da Silva =t al | 20058).

Thers haz been consensuz that the application of sntomopathogenic
fung iz a sustainable alternstive to the use of synthetic insechicides
(Barush and Deka, 2017; Ferreira and Soares, 2023). In addition, these
microorgamisms have shown great biotechnological potential, partien-
larly due to the production of enzymes with cubicle degradation ca-
pacity. At thiz peint, it iz worth mentioning that nematodes az well az
inzects have been part of the superphylum Eedyzozoa, a major animal
clade that unites all molting animals (Dunn =t 21, 2008). Therefore, the
aim of thiz study was to evaluate the production of protease and chiti-
nase extracelullar by the entomopsthogenic fungt B basmiona and
M amizopline from different cultnre media and their appheation m the
control of ammal and plant parasitie nematodes.

2. Material and methods
2.1 Strain and collection of tnoculum
The stramn of M amsopliar and B. bassiona used in the expernments

were obtained from commereial products. M. anisopliae IBCB 425 and
B. bazsiona IBCE 66 were supplied by Nitro Agro as Metarriz® and
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BouverizE, raspectively. M amizsoplize ESALD EQ and B. bassiana ESALQ
PLS3 were purchased by the company Koppert as Metarril® and
Boveril®, respectively.

These strains were inoculsted on Petri dishes containing 2.0% Potato
Dextraze Agar (FDA) at 2541°C in the dark for 10 days. A sterile
agquecus solution of Tween 80 at 0.040% (v/v) was added to each
inoeulated plate and an aliquot from each plate was used to count the
number of conidia in the Neubauer chamber to obtsin a concentration of
107 conidis/ml. After thiz procedure, the conidia suspension was
inoculated into liguid and solid media to initiate enzyme production of
extracellular emzymes such as proteases and chitinases.

3. Enzyme producton

All assays were performed with at least three replicates. All culbure
media have been sutoclsved prior to inoculation of conidia.

3.1. Preparation of Lquad culture media

3.1.1. Soluble starch with Yeast extract

The production of the liqguid culture medium was performed based
on the methodelogy of Fim =t al. (2011) was used, an aliquot of 0.50 mL
of conidia, was inoculated inte flazks contzining 50 mL of medium
composed of soluble starch and yeast extract, both at coneentrations of
10 /L, with an initial pH =qual to 6.00. All flasks were incubated at 27
1 1"C for 4 days with constant rotation at 150 rpm.

3.1.2. Synthetic culture medium

Synthetic culture medium was used for growth of the isolates zc-
cording to Bhadani et al. (2021). A 0.50 mL aliquot of conidia, prepared
as deseribad in the strain ssction, was inoculated into flacks containing
50 mL of medivm composed of: KHaPOy 1,0 (2/L), KEzHPO, 0,50 (g/L),
MgS04 0,50 (g/L), FesS0, 7H.0 0,20 (z/L), ZnsS0,7HLO 3,34 (z/L),
CusS04.5H:0 0,020 (g/L), NaCl 0,48 (g/L), dextrose (2% w/¥), veast
extract (1% w/v), casein (1% w/v), at an initial pH of 6.00. The flasks
were subjected to rotary shaking at 150 rpm and incubated at 27+1°C
for 4 days.

3.1.2. EDY broth (storeh, dextrose, and yeast extract)

EDY broth was prepared sccording to the methodology of Dhar and
Kaur (2010). A 0.50 mL aliquot of conidia, prepared az deseribed in the
strain section, was incculated into flasks containing 50 mL of medium
composed of (w/v): dextrose (4.09%), peptone (1.0%) and yeast extract
(1.05%), for three days. Subsequently, after the growth of the myeelia, an
sliguot of 0.50 mL of these fungal structures was collected and inocu-
lated into flasks contsining 50 ml of induction medium composed of
cazein (1.09%) (wv). The initial pH of the culhure media was adjusted to
8.00 and the cultures were incubated at 27.11°C and 150 rpm for three
day=.

3.1.4 YP& (Yeast extract, peptone and glurase)

YPG broth was prepared according to the methodology of MNahar
et al. (2004). A 0.50 mL aliquot of conidia, prepared as deseribed in the
strain section, was inoculated into flasks containing 50 mL of medium
composed of (w/v): yeast extract (0.30%4), peptone (0.30%) and glucose
(1.0%4%), at 150 rpm, 27+1°C, for 3 days as pre-enrichment. Similarly,
chitin-contzining medium was used for the induced production of chi-
tinazes, having as composition: KHzPOy 3.0 (g/L); FoHPO4 1.0 (g7L);
Mg50; 0.7 (g/L); Nacl 0.50 (g/L); Cacly 0.50 (g/L); veast extract 0.50
(g/L); peptone 0.50 (g/L); and chitin 5.0 (g/L). The initial pH of the
medium was 5.50, and the cultures were incubated at 2741°C and
150 rpm for & period of 3 days.

3.1.5. Exrraction of enzymes from hgind culnme media
The liqmid cultore media were vaomm filtered v=mg Whatman paper
No. 4. The filtrate was then centrifuged at 10,000 x g for 15 min (FKim
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et al, 2011). The supernatant collected from cach culture medium was
termed as crude extract for each of the strain and used in the subsequent
aszays. This extracts contained concentrated enzymesz and without
fungal cells.

3.2 Preparation of zolid culture media

3.2.1. Rice with silovorm chryaals flour (Bombyx mor)

For the preparstion of the solid medium, the methodology deseribed
by Santoro et al. (2005) was used. An sliquot of 0.50 mL of conidia,
prepared as described in the strain section, was inoculated into flasks
containing 50 g of precooked rice and 50 g of silkworm (Bombyx mort)
meal. The samples were kept in a BOD incubator under light conditions
at 27 1 1°C for 235 days.

3.2.2 Rice with whey

Another culture medium was used for enzyme production, supple-
mented with whey. The preparation of the medinm was adapted from
Santoro et al (2003). A 0.50 mL sliquot of conidia, prepared az
deseribed in the strain seetion, was inoeulated into flasks containing 40 g
of precocked rice and 20 ml of whey. The samplez were kept in a
Biochemical Oxygen Demand (BOD) ineubator under light conditions st
27 + 1°C for 10 days. It was neceszary to homogenize the samples svery
three days to disperse the comdia mn order to improve contaet and
germunation.

323 Extraction of enzymez from the zolid culture media

The samples were homogenized with sterile distilled water, stured
for a period of 2 hours, and vacuum-filtered using Whatman paper No. 4.
The filtrate was then eentrifuged st 10,000 x g for 15 min (Kim =t al |
2011). The collected supsmatant was termed crude extract for esch of
the strain and used in the subsequent assavs. These extracts contained
coneentrated enzymes and without fungal eclls.

4, Enzyme activity

4.1. Total protease gethity

The proteclytic activity of the crude extracts was measured aceord-
ing to Soares et al. (2013). For B. bassiana, the condiions were 37°C and
pH 7.15. For M musoplice, the conditions were 37°C and pH 8.00. A
reaction zero was prepared under the same conditions as the enzyme
aszay; however, the reachon was stopped by TCA, trichloroacetic acid,
10% [w./v) before insertion of the enzyme-containing extract. One
protease umt was defined as the amount of enzyme required to release
1.0 pg of tyrosine per minute under the assay conditions.

4.2 Total chitinase acmviey

The chitinass sctvity of crude extracts was measured by the quan-
tification of reducing sugars [Miller. 1259). For B. bassiana, the condi-
Hons wers 37°C and pH 7.15. For M. amzopliae, the conditions were 37°C
and pH 5.35. One unit of chitinases sctivity was defined as the amount of
enzyme required to releaze 1.0 pM of N-zcetylglucozamine per minute
under the assay condibions.

4.3 Determination of tosal protein
Total protein concentrabion was cstimated according to the method

of Bradford (1976), in which bovine serum albumin (BSA) was used az a
standard.

4.4, Specifie activity

The specific activity of enzymes was calculated by dividing the ob-
tained value of enzyme actvity with the measured value of total proteins
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and was cxpressed az U/mg protein.

4.5. Collection of nematodes

451 GCollection of animal parasitic nemarodes

Infective larvae (Ly) of nemstodes belonging to Hoesmonchus spp.
(~70%) and trvehostrongvhd (~~30%) were collected at the Vetermary
School of the Federal University of Minas Gerais (UFMG) in the city of
Belo Honzonte, obtained from natwrally infected goat (Capra aegagrus
hireuz) feces (Soares et al, 2019).

4.5.2. GCollection of plant-parasitic nematodes

Meloidogyne tnrogrira was identified and characterized according to
the vertical electrophoresis modified methodology by Omstein (1964)
end Daviz (1964). M incognitn was multiplied in tomato plants (Solamem
Iveopersicum), cultivar Santa Clara, 1n the greenhouse. The eges were
extracted from tomato roots usng the technmique desenibed by Hussey
snd Barke (Bonetl and Ferraz, 1981). The (J;) were obtained using the
Baermann funnel technique (Basrmann, 1917). For the i vitro assays,
{J4) collected 48 hours after the establishment of the hatching chamber
were used. The (J;) hatched 24 hours after the start of the hatching
chamber were discarded.

4.5.3. Inwvitro nemancidal assays

The analyziz of nematicidal activity was carried out using enzymes
produced by B. bazsiana and M. anizopline, forming three experimental
groups: one control group and two treated groups (Soares et al, 2013).
The control group was treated with: 60 pL of distilled water and 60 pl of
2 suspension containing approxmately 30 nematodes. About 30 nema-
todes were treated with denatured crude extract of enzyme (boiled at
100 “C for 2 hours) 60 uL of denatured extract and 60 pl of suspension of
nematodes. The group treated with achve enzyme extract was formed
by- 60 IL of active enzyme extract and 60 L of a suspension containing
zbout 30 nematodes. All groups were incubated for s period of 24 hours
at 27 °C in the dark.

Finslly, the number of viable nematodes was counted by opticsl
microscopy according to the methodology of Scares ot al (2013). The
procedure was carried out with the enzymatic extracts, using the culture
media that produced the highest proteolytic activity, for each of the
evaluated 1solates of B, bassiana and M. arisgplice. The assay was per-
formed with Haemonchue spp. (~70%), mrychostrongylid (~30%4) and

4.6, Sratizrieal analysis

The data obtained wers statistically mterpreted by ANOVA =t zig-
nuficance levels of 1 and 5%. The efficiency of nematode destruchion, in
comparizon with the control, was performed by Tukey's test at 1%
probability, using the Bioestat 5.0 software {Ayres ot al., 2003). Subss-
quently, the sverage percentages of nematode reduction was caleulated
according to the following equation:

Reduction (%) = (x contral live nematodes
x 100 & control live nematodes

x live nematodes from treatment)

5. Results

5.1. Enzyme production and cctiity

The results obtained from the total protease activity test for the
different commercial strain of M. @uzoplioe IBCB 425 and M. anizoplice
ESALQ EQ using rees with whey (52 U/mg) medium demonstrated a
significant difference (p<:0.01) compared to all the media of the ex-
periments (Fiz. 1).
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Metarhizium anisaplioe (BCR 425

B Seluble starch + Yeast cxtract
BY PG culture medium
O Culture medium rice with erysalid flour

Fig. 1. Specific activity of protease (U/myg) from Metorfiziim anisoplize strain IBCB 425 and M. anisoplize strain ESALQ ED. *Metorhizium anizoplice protease pro-
duetion in culture medinm rice with whey showed a significant difference according to Tukey's statiztical test of (p-0.01) in relation to Metarfiziim anizoplice ESALC

Ef and among the other culture media evaluared.

In the casze of the results obtained from the total protease activity test
for the commercial strain of B. bawsiona, they recorded a significant
difference (p«10.01) for the production of protease by B. bazsiana ESALQ)
PL63 uzing the rice medium with whey (36 U/mg) compared to all the
media tested, including those evaluated for B. bazsiong IBCB 66 (Fig. 2.

Regarding the result obtained from the total chitinase actvity test,
the strain of M anizgpline ESAL) E9 in the culture medium of rice with
whey produced the highest amount of chitinase, prezenting a significant
difference (p<0.01) to the other culture media tested, including those
evaluated for M anizoplice IBCE 425, with an activity value cloze to
0.60 Us/mg (Fig. 3).

However, the specific activity for the B. bassiana strain ESALQ FLG3,
in the 5DY broth medium produced a crude extract with 0.90 U/mg, a
walue higher than the other media (Fig. 4). The difference was zignifi-
cant {p--0.01) in relation to the activity values of the other culture media
tested, including those evaluated for B. bariona IBCE 66.

20

1m0

Specific activity of protease (Uimg)
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5.2 Nematicidal activity

The crude extracts with the highest zpecific protease activity pro-
duced by the strain of B. baziowt ESALC PL63 and M anisoplice IBCB
425 were zelected for the nematcidal aszays.

For the aszay with goat parasitic nematcdes (Lg], for B. bazsigna
ESALQ PLG3, a seatiztical difference (p-0.01) was obeerved (Fig. 5] for
the active extract in comparison to the control and the denamred group.
The percentages of reduction were ob@ined: 30%: denatured and 558%:
crude extract. Regarding the strain of M. anizoplioe IBCB 425, statistical
differences (p<0.01) of the active extract were obtained compared to
the conool and the denatwred group. The following percentages of
reduction were obm@ined: 33% denatured and 10040 crude extract

Uzing the same extracts, the nemarticidal activity on (Job of
M incognitz was evaluated. The crude extract with higher proteclytic
activity produced by M anizoplioe IBCB 425 was significantly (p--0.01)
superior in causing mortality to (Jo) of M ncognits compared to the

1.l

0

Beauwveria bassiona TRCE 66

B Synthetic eulture medinm
B 5dy broth
B Culture medium rice with whey

Beauveria bassiana ESALY PLAI

B Soluble starch + Yeast extract
BY PG culture medinm
O Culture medinm rice with crysalid flour

Fig. 2. Specific activity of procezse (Uy/mg) from Bemneoric bassimna strain [BCB 66 and 5. bassima strain ESALQ PL63. *Bomnveric bassiong IBCH 66 protesse pro-
duction in culnore medinm rice with whey chowed a significant difference according to Tukey's statistical test of (p<0.01] in relation oo Bemnveriz bassiania ESALQ

PLA3 and among the other culture media evaluated.
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Metarhizium anisoplioe IBCE 425

m Soluble starch + Yeast extract
BYPG culture medium
O Culture medium rice with erysalid flour

Fig. 3. Specific activity of chitnase {U/mg) from Mctarfdirhom anisopline strain IBCB 425 and M amisoplios sorain BRALY B9 using liguid and solid culture media.
*Mietarhiziom aisopliac ESALQ B9 chitinase production in cultore medium rice with whey chowed a cignificant difference according to Tukey's stadstical ez of
(p=0.01) in relation to Metarhizium anisoplice IBCB425 and among the other culture media svaluated.
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0.4

Specific activity of chitinase (Limg)

Beanverin bassiana IBCE 66
W Synthetic culture medinm
B 5dy broth
B Culture medium rice with whey

. L -

Beawveria bassianag ESALO PLAZ

B Soluble starch + Yeast extract
BYPG culture medium
B Culture medium rice with ervsalid flour

Fig. 4. Specific activity of chitinase (U/mg) from Bemnerio bosdms strain IBCB 66 and B, bossiong srain ESALD PL63 using liguid and solid culnore media
*Bemnaeria bessiong ESALY PLG3 chitinase production in S0 broth showed a significant difference according to Tukey's stadstical test of (p<0.01) in reladon o

Bemnwriz bassiong IBCH 66 and among the other culnore media evaluated.

control and denatured extract. M anizoplioe IBCB 425 cauzsed mortality
of 34% and 71%, respectively, in the population of (J2) of M incognito
(Fig. 6).

On the other hand, the crude and denatored extracts produced by
B. bazziona ESAL) PLG3 showed the same effect (p:0.01) on the (J;) of
M. incognita as control. The percentages of reduction for thiz isolate
were: denatured extract (17%:) and active (19%3) in contrast to the
control.

The digestive action of proteazes on juvenile cuticles and contents iz
shown in Fig. 7.

6. DMzcussion

The straine of the entomopathegenic fungi M. anisoplice IBCH 425
and ESALQ ES and of B. bazziang IBCH 66 and ESALY PL63 u=ed in the

present smudy produced protease and chitnase, reaching high level of
enzymatc activity. Furthermore, our result showed that after the eval-
uation of different culture media, for all isolates tested the mediom rice
whey medium was the one that indured the highest protease production.

Rire iz the most widely uszed substrate in the industrial process of
fungal multplication. Thiz medium iz inexpenzive and has positve ef-
fectz on fungal germinaton, providing a surface area that allows rapid
fungal colonization and has the capacity to absorb meizture, contrib-
uting to faster germination and high conidial viability (Tayior et &l
2013).

In addition, thiz medium allows B. bassiouT strain to produce pro-
teaze and chitinaze, as demonsrated in the sudy of Fim et al. (20130
However, the present sudy highlights for the first time that rice medium.
supplemented with whey iz an excellent culture medium for the pro-
duction of proteases and chitinazes by commercial strain of M. anisoplize
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Fig. 5. Average parcentages of infective larae (L;) of nemarodes Hosmonchos
=pp. {—70%) and aychostrangylid (—3094) recovered in the two meated groups
(extract from Metarfdsimm amisoplioe IBCH 425 and Bemororia bassimma BSALD
PL&3; denanred extract) and one control group (containing onty distlled water
and infactive laras of nematodes 1) after incubasion far 24 hours at 27°C. The
treatments represented with an asterick (*) chowed 2 significant differsnce (p <
0.01] in relation to the sxwracts group and the control group by the Tokey test.
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Fig. 6. Percentages of second-srage juveniles of Miloidooyme imcognisn alive
after exposure for 24 h at 274C (to the extract produced by Mesorhiciom o-
sopline TRCB 425 and Bomnaria besiana ESALQ PL63; denatured extract) and
ome contral group {contzining only distilled water and M. neosmitn. The eas
menty represented wiith an asterizk {*) chowed 2 rignificant differance (p <
0.01] in reladon to the extracts group and the control group by the Tokey teat.

Fig. 7. Digestive action of prot=ases present in the crude extace produced by
Mtarfdiziven anisgplize (IBCB 425) on the cuticles and contenss of second-stage

juveniles of Maloidogyme incogmita.

and B. hassiong.

Whey iz a by-product of the dairy industry that iz often conzidered a
waste product. However, when procezzed, whey can be uzed a= a high-
value substrate in microbizl fermentations that utilize lactoze (Mehri
et al., 2021). Through these remults, it iz possible to affirm that the
minmalammufwheyuaadm&wpmpamﬂmufﬁmmhﬂmedlm
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for the strain of M. anivoplice ESALQ E9 provides greater productivity of
enzymes with chitinolytic actdvity when they are inoculated on rice,
which iz the majority carbon source.

On the other hand, the strain of B. hazsiong ESALQ PLG3 uzed in the
present smudy produced high levels of chitinolytc activity in the culore
medium containing SDY broth. One of the main nitrogen sources of thiz
medium bezides peptone iz yeast extract, a2 well az for those evaluated
in the different izolates in starch medinm and YPG (Montesinos-Matias
et al, 2021). It iz worth to mention that the insect cuticle and the yeast
extract in the culture medium are able to provide the necessary numi-
ents, which are not prezent in commercial media, improving most of the
chararteriztics involved in the pathogenicity of B. hazriong, M. robertsi
and C. jowanica (Montesinos-Matias et al., 2021).

Sum et al. (2023) selected B bazsiona mutants that were growmn in
broth (SDY) and evaluated for chitinase activides. Enzyme activity was
higheszt in the mutant (6 M) on dayz 5, 9 and 10. In the caze of the mutant
(8 M), chitinaze activity increazed on days & and & compared o the
control. This finding corroborates that the use of this type of culmore
medium can promote the germination of conidia and induces the pro-
duction of enzymes, such az chitinazez, in B. bassiows. Especially,
conidial germination and the enzyme producton are profoundly influ-
enced by the conditions of the culture medium (Fim et al., 20100
Simdilarly, Fim et 2l (2011) evalated different carbohydrate and ni-
trogen sources for opdmization of 2 medium producing supermatant of
B. bazsiono 5FB-205 effective with chitinase activity parameter. In
addition of nitrogen sources to soluble s@rch (carbohydrate | nitrogen
combination) and madmized by combining with yeast extract

In the case of M anisoplize strain, it was poszible to identify that the
zepond best culture medium with a high production of extracellular
enzymes was the YPG culture medium. MNahar ecal. (2004) evaluated the
constimtive extracellular production of chitin metabolizing enzymes
such as chitinase, chitozanase and chitin deacetylase in YPG medium by
M. anizopline izolate.

‘Within the resultz the chitinaze artivity of M. anisoplioe in the me-
dium containing chitin was 0.010 U/mL at 120 h St Leger et al. (19E86)
reportad chitinase activity (0.027 Usml) in M. ausoplize after 1200
Comparing with the results reported in this study, it can be inferred that
supplementation with chitin in the medium in addition to the initial
pre-enrichment allows the fumgus to @ke up these nitrogen and carbo-
hydrate zourees and generate a higher chitinolytic actvity.

In the preparation of the solid media, zillworm (Bombyx mord)
chryzaliz meal, which iz a by-product of the sillk industry, was used az a
nitrogen source. The use of insect meal enriched media iz widely uzed for
enzyme production. Zhang et al. (2004) demonstrated that chitinaze
production was improved in zolid-state fermentation at the laboratory
scale uzing wheat bran mixed with insect cuticle for the isolate of
B. bazziona Bb174. In the prezent smdy, rice with silkworm (B. mord)
chryzaliz flour was evaluated for the producton of proteaze and chid-
nacse, which allows us to suggest that by supplementing zolid culoore
media with insect cuticle, it iz possible to induce the producton of
extracellular enzymes such a2z proteases and chitinazes, taking into ac-
count the results obtained in thiz study.

In a recent study conducted by Golzan et al. (2023), different salts
and P. interpemetell cuticle were nuzed a= inductors. Those authors sug-
gested that the izolatez of M adzopline had the highest levels of pro-
teolytic activity. Therefore, it i important to mention that these
solid-state fermentation processes using cereals (e.g., wheat, rice,
wheat bran), az well az food and agriculnural residues, have the
advantage in enzyme production. In the smody of Ghoreishi et al. (20237,
for example, grass clippings and pnning residues were used = substrate
in 55F to cultivate Trichoderma harsicmem and produce biopesticides (i
e, conidial spores) effective against phytopathogenic fungi.

MMochi et al. (2010} found that izolates of M anisoplice, particularly
IBCH 425 and E9, can kill H irritons pupae at different conidial con-
centrations. Ghayedi and Abdollzhi (2013) reported that M anisoplice iz
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2lzo effective against plant parasites such az Heterodera avenae and
sugarcans nematcdes. B barsiong has potential as a biccontrol agent for
plant pests and nematodes, but rezearch on itz use for nematode conorol
iz limited (Waill et al, 2021). However, the enzymatic extract of
B. bazzsigna has been shown to kill zeveral agriculourally important
Ienchoides besseyi, and Heterodera glycines (Lin et al., 2008; Zhao et al.,
201.3). This iz becanse the cuticle of nematodes iz composed of collagens
and euticuling, which are the targes of the enzymes prezent in the
B. basziana extract (Fage et al., 2014).

(Other authorz have alzo demonstrated the significant antagonistic
effect of fungi B. baszioma, M anizoplice, and Poecilonmces Hacinus
against the mot-knot nematode M. incogrita, significandy reduring it
population and subsequently improving the growth and yield of cowpsea
planiz (Youssef et al | 2020).

Chen and Peng (2019, mentioned that chitin iz the essential
component of eggshell and pharynx of some nematodes, which may
indicate the effect on the chitinases obtained from crode extracts on the
percentage reducton obtained in the results. In the prezent study, it was
demonstrated that the cell-free extract, particularly rich in enzymes az
proteases and chitdnazes, produoced by commercial sorain of B, hassiong
and M anizgplice showed nematicidal activity against second-stage ju-
weniles of M incognita. Thizs rezult can be compared with that reported by
Soarez et al. (2015), where it was evaluated the nematicidal action of
greliue redivivus. Soares et al. (2015) provided evidence that the chitinasze
enzyme is involved in the molecular mechanizm of cuticle penetration
and cell digestion of nematodes. In addition to this, the enzyme extracts
showed significant actdon on the proteins of the juveniles” cutcle, az
obzerved by comparing the denamired and active groups, a:z well as
through microscopic observation (Fig. 71

Eegardmgpmmn:nmamdeso{anlmals ol:h&ranﬂ:lmspcmpﬂseﬂ:l.e
uze of the following fungi, often izolated from the external environment,
for the control of gastrointestinal helminth infections in =mall nmi-
nants: Arthrobotrys oligospora, Candelabrella musiformis, Arundo conoides,
Andropogon  doctyloides, Trichoderma, Beauverio, Clonostachyzs, and
Lecanicillitmm (Soto-Barmrientos et a2l 2011). However, it is worth noting
that thiz paper iz the first report of the enzymatic action of crude extract:
of B. basziana and M anisoplioe on parazitc nematode: of ruminants.
Indeed, thiz demonswrares thar the proteases produced by theze ento-
mopathogenic fungi alzo recognize and catalyze the hydrolyziz of pro-
teins in nemarcde juvenilas, not just insects.

Mowadayz, the pest bioconmrol marker iz the fastest growing market,
with a compound annual growth rate (CAGR) of 13.6%. For this, the
biocontrel market iz expected to grow from approcdmarely USES billion
today to USF15 billion by 2028 (Marrone, 2024). Currently, microbial
pecdcides can play an important role in improving envircnmental and
humzn health by reducing towic chemical pesticides, allowing hio-
pesticidez to gain more widezpread acceptance in sustainabls agricul-
ral production practices (Fumar et al., 201%; Mizhra et al , 2005).

Therefors, th.emsnltsofﬂ:eptmnsmdyepmupanmt p-uxpecl:l.\ne
fﬂrﬂtensenfenzymes&nmﬁ bazsiona and M anisoplice.

7. Conclusion

The commercial soain of M ouzoplioe and B. bassiono successfully
produced extracellular enzymes, using the rice culture medium zup-
plemented with whey, 2= the most effective culture medinm. The pro-
teass enzyme extoacted in thiz research exhibited the highest
nematicidal activity against both (Hosmonchuz spp and Meloddogmymne
imoogrita) showing their biopesticides potential with the highest efficacy
of enzyme extracts produced by M. anisgplioe IBCH 425
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