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RESUMO

Fungos entomopatogénicos tém mostrado grande potencial no controle de insetos e outros
parasitos. A Beauveria bassiana produz diversas enzimas extracelulares hidroliticas, incluindo
proteases e quitinases. Nesse contexto, o0 objetivo deste projeto foi avaliar o potencial
biopesticida in vitro das enzimas extracelulares (proteases e quitinases) produzidas por B.
bassiana contra parasitas de animais, parasita de plantas e insetos-praga, além da caracterizacéo
in silico as proteases produzidas pelo fungo a partir de analises filogenéticas e da predicdo da
estrutura tridimensional (3D). A primeira etapa foi a avaliagéo de diferentes meios de cultura
para inducdo de proteases e quitinases utilizando como in6culo os isolados comerciais de B.
bassiana: IBCB 66 e ESALQ PL63, alem do isolado IP 361. A acdo do extrato bruto e do
precipitado no controle in vitro de nematoides e trematddeos parasitas de animais e vegetais foi
determinado, assim como o efeito do precipitado sobre pupas de Spodoptera frugiperda (Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae). A segunda etapa foi realizada a partir do ensaio in silico das proteases
de B. bassiana em relacdo a analise filogenética com outros géneros de fungos
entomopatogénicos. Para atingir esse objetivo, as enzimas foram produzidas em condicfes de
fermentac&o solida e liquida, para determinar a maior atividade quitinolitica e proteolitica de
isolados comerciais de B. bassiana. Os resultados demonstraram que o melhor meio de cultura
(p< 0,01) para protease e quitinase foi 0 meio sélido de arroz com soro de leite. Com relagdo a
atividade nematicida do extrato bruto enzimatico, o percentual de reducédo foi de 58% no caso
dos nematoides parasitas de animais e 19% para os parasitas de plantas, apresentando diferenca
significativa em comparacdo com o tratamento controle. No entanto, o ensaio in vitro com o
extrato precipitado de B. bassiana IP 361 aplicado nos ovos de Eurytrema pancreaticum,
causou reducdo de 47% em relacdo ao extrato desnaturado (p<0,01). No ensaio com S.
frugiperda, o precipitado ativo de B. bassiana IP 361 reduziu 100% o numero das pupas em
comparacgado ao tratamento controle. Por outro lado, ndo houve diferenca significativa (p>0,01)
entre 0 ativo com o grupo com inseticida sintético. O precipitado ativo revelou no zimograma
cinco bandas com pesos moleculares de 25,6 a 66,9 kDa. A analise in silico identificou a
linhagem das proteases Prl e Pr2 e sua estrutura tridimensional. Estes resultados indicam que
as proteases e quitinases de B. bassiana podem ser Uteis no controle de doencas parasitarias e
de pragas, apresentando potencial como uma alternativa sustentavel.

Palavras-chave: Quitinase; Protease; Fungo entomopatogénico; Insetos-praga; Doencas
negligenciadas.



ABSTRACT

Entomopathogenic fungi have shown great potential for the control of insects and other
parasites. Beauveria bassiana produces diverse extracellular hydrolytic enzymes, including
proteases and chitinases. In this context, the objective of this project was to evaluate the in vitro
biopestic potential of extracellular enzymes (proteases and chitinases) produced by B. bassiana
against animal parasites, plant parasites, and insect pests, as well as the in silico characterization
of the proteases produced by the fungus from phylogenetic analyzes and three-dimensional (3D)
structure prediction. The first step was to evaluate different culture media for the induction of
proteases and chitinases using the commercial isolates of B. bassiana: IBCB 66 and ESALQ
PL63, as well as the isolate IP 361. The action of the crude extract and the precipitate in the in
vitro control of nematodes and trematodes parasitic to animals and plants was determined, as
well as the effect of the precipitate on pupae of Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae). The second step was carried out from the in silico assay of B. bassiana proteases
in relation to phylogenetic analysis with other genera of entomopathogenic fungi. To achieve
this objective, the enzymes were produced under solid and liquid fermentation conditions, in
order to determine the highest chitinolytic and proteolytic activity of commercial isolates of B.
bassiana. The results demonstrated that the best culture medium (p < 0.01) for protease and
chitinase was the solid rice medium with milk serum. Regarding the nematicidal activity of the
enzymatic crude extract, the percentage of reduction was 58% in the case of nematodes parasitic
to animals and 19% for plant parasites, presenting a significant difference compared to the
control treatment. However, the in vitro assay with the precipitated extract of B. bassiana IP
361 applied to the eggs of Eurytrema pancreaticum caused a 47% reduction compared to the
denatured extract (p < 0.01). In the test with S. frugiperda, the active precipitate of B. bassiana
IP 361 reduced the number of pupae by 100% compared to the control treatment. On the other
hand, there was no significant difference (p> 0.01) between the active group and the group with
synthetic insecticide. The active precipitate revealed five bands with molecular weights of 25.6
to 66.9 kDa in the zymogram. In silico analysis identified the lineage of proteases Prl and Pr2
and their three-dimensional structure. These results indicate that B. bassiana proteases and
chitinases can be useful in the control of parasitic diseases and pests, presenting potential as a
sustainable alternative.

Keywords: Chitinase; Protease; Entomopathogenic fungus; insect pests; neglected diseases.



INDICADORES DE IMPACTO

A busca por solucbes sustentaveis para a agricultura tem se intensificado diante dos
desafios impostos pelas mudancgas climéticas e pela necessidade de garantir a seguranca
alimentar. Neste contexto, este estudo intitulado “Potencial biopesticida de enzimas
extracelulares produzidas pelo fungo Beauveria bassiana”, destaca-se como uma promissora
alternativa aos agrotoxicos sintéticos e antihelminticos.

A utilizacdo de enzimas como proteases e quitinases, capazes de catalisar a hidrélise de
componentes presentes na cuticula dos insetos e parasitas de animais, oferece um controle mais
especifico e menos impactante ao meio ambiente. Ao substituir os pesticidas convencionais,
essa abordagem contribui diretamente para a reducdo da contaminacéo do solo e dos recursos
hidricos, alinhando-se aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) relacionados a
vida na terra e na agua.

Além disso, o desenvolvimento de biopesticidas a partir de B. bassiana fortalece
direitamente a agricultura familiar e a producdo de alimentos saudaveis, contribuindo para a
erradicacdo da fome zero e agricultura sustentavel, assim como a promoc¢éo da salude e bem-
estar. A adocdo dessas tecnologias inovadoras também estimula a pesquisa e 0
desenvolvimento, impulsionando a industria e a inovagao.

Do ponto de vista social, 0s impactos se concentram na melhoria da seguranca alimentar
e na sustentabilidade de uso de biopesticidas para o controle das préaticas agricolas locais, ao
fim de poder mitigar os efeitos na microbiota do solo e no produto final destinado diretamente
as comunidades.

Ao reduzir a dependéncia de produtos quimicos sintéticos, essa abordagem contribui
economicamente para a mitigacdo das mudancas climaticas e a protecdo da biodiversidade. A
producdo tecnologica de alimentos mais seguros e de alta qualidade, por sua vez, impacta
positivamente a salde humana e o desenvolvimento social, contribuindo para a construgdo de

sociedades mais justas e equitativas.



IMPACT INDICATORS

The search for sustainable solutions for agriculture has intensified in the face of the
challenges posed by climate change and the need to ensure food security. In this context, this
study entitled "Biopesticide potential of extracellular enzymes produced by the fungus
Beauveria bassiana" stands out as a promising alternative to synthetic pesticides and
anthelmintics.

The use of enzymes such as proteases and chitinases, capable of catalyzing the
hydrolysis of components present in the cuticle of insects and animal parasites, offers a more
specific and less environmentally impactful control. By replacing conventional pesticides, this
approach contributes directly to reducing soil and water contamination, aligning with the
Sustainable Development Goals (SDGs) related to life on land and in water.

Furthermore, the development of biopesticides from B. bassiana directly strengthens
family farming and the production of healthy foods, contributing to the eradication of zero
hunger and sustainable agriculture, as well as promoting health and well-being. The adoption
of these innovative technologies also stimulates research and development, driving industry and
innovation.

From a social perspective, the impacts are concentrated on improving food security
and the sustainability of using biopesticides for the control of local agricultural practices, in
order to mitigate the effects on soil microbiota and the final product destined directly to
communities.

By reducing the dependence on synthetic chemical products, this approach contributes
economically to mitigating climate change and protecting biodiversity. The technological
production of safer and higher quality foods, in turn, positively affects human health and social

development, contributing to the construction of more just and equitable societies.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO GERAL

A busca pela garantia da seguranca alimentar diante do crescimento populacional, que
aumenta a demanda por alimentos, tem levado ao desenvolvimento de novas tecnologias
voltadas para o aumento da produtividade agropecuéria. As pragas e doencgas causam perdas
significativas na agropecudria, a protecdo das culturas € essencial para a seguranca alimentar
(Rodrigues et al., 2023; Hawkins et al., 2019).

No contexto da produgdo agricola, os insetos representam um obstaculo significativo a
producdo. Durante o ano de 2020, as perdas globais de producdo foram estimadas em US$ 470
bilhGes (Mantzoukas et al., 2022). Essas perdas representam um desafio para a seguranca
alimentar e a sustentabilidade agricola, impulsionou a necessidade de solugdes inovadoras para
minimizar o impacto prejudicial de artrépodes pragas.

No entanto, a producdo bovina, apesar de ser uma atividade fundamental para a
alimentacdo humana, enfrenta diversos desafios que afetam sua rentabilidade. Entre esses
desafios, as zoonoses parasitarias se posicionam como doencas negligenciadas que geram um
impacto consideravel (Madsen; Stauffer, 2022). As infec¢des parasitarias ndo apenas causam
problemas de saude consideraveis em seres humanos, mas também impdem um peso financeiro
substancial as industrias pecuarias (Madsen; Stauffer, 2022; Torgerson; Macpherson, 2011).

Porém, o uso de agroquimicos e de anti-helminticos de amplo espectro tem sido uma
das principais alternativas adotadas para evitar essas perdas agropecuérias (Ramos et al., 2020).
O uso excessivo e incorreto dos agroquimicos e anti-helminticos tem causado danos
significativos ao meio ambiente e a salde humana. Além disso, o desenvolvimento de
resisténcia a determinados pesticidas sintéticos e a destruicdo de organismos vivos representam
desafios adicionais que comprometem a sustentabilidade do ecossistema (Rodrigues et al.,
2023; Bettiol et al., 2017).

Os fungos entomopatogénicos tém demonstrado um consideravel potencial no controle
de insetos. Seu modo de acgdo através da cuticula confere uma vantagem pois apresentam largo
espectro de acdo causando a morte tanto das pragas quanto organismos benéficos. Nesse
mecanismo de infec¢do os conidios se aderem a cuticula, penetram no hospedeiro (sem a
necessidade de ingestdo), crescem no interior do hemocele e, finalmente, causam a morte do

hospedeiro devido a deplecdo de nutrientes e invasao de tecidos e 6rgdos internos e/ou secre¢do
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de proteinas e/ou metabdlitos secundarios com atividade inseticida (Quesada-Moraga et al.,
2023; Vegaet al., 2012).

Nessa perspectiva, Beauveria bassiana desempenha um papel fundamental na
eliminacdo de diferentes tipos de pragas (Ebani; Mancianti, 2021). Esse fungo é capaz de atuar
a partir de diversos mecanismos, como a producdo de metabdlitos (antibidticos, compostos
volateis — amonio, cianeto, &lcool, ésteres, cetonas ou enzimas), competicdo (por espago,
fontes de C, N ou minerais), parasitismo ou inducdo de resisténcia sistémica na planta, ou
aumento de sua resposta de crescimento (Thambugala et al., 2020; Baron; Rigobelo; Zied,
2019).

Todavia, antes de definir o uso dos biopesticidas como produtos comerciais, €
necessario observar varias caracteristicas, tais como sua viruléncia, capacidade de resistir a
estressores ambientais (como a exposicdo a luz ultravioleta e tolerancia a temperatura),
potencial de producdo, habilidade de esporular em substratos alternativos de baixo custo,
capacidade de causar infecgdo em condicdes de baixa umidade e especificidade em relacdo aos
parasitas de interesse (Sabbahi et al., 2022; Couceiro et al., 2021).

As enzimas, moléculas proteicas presentes em todos 0s organismos vivos, despontam
como ferramentas promissoras na quimica verde. Sua alta especificidade e eficiéncia catalitica
as tornam aliadas valiosas na busca por processos industriais mais sustentaveis e
economicamente viaveis (Naveed et al., 2021; Rekik et al., 2019). Diante dos desafios
associados ao uso de compostos quimicos, a aplicacdo de enzimas hidroliticas extracelulares
obtidas de B. bassiana, como as proteases (EC 3.4) e as quitinases (EC 3.2.11.14), desempenha
um papel fundamental como fatores de viruléncia em sua patogenicidade frente a artropodes e
nematoides, além de participar no processo de infec¢do, catalisando a degradacdo da barreira
protetora externa e permitindo que o fungo alcance o interior do corpo do inseto (Figueroa et
al., 2024; Srivani; Jalaja, 2022). Esta abordagem oferece novas possibilidades de formulacdes
e aplicacBes biotecnoldgicas, contribuindo significativamente para a economia agropecuéria e
promovendo préaticas agricolas mais sustentaveis em um contexto global.

Nesse contexto, o objetivo deste projeto foi avaliar o potencial biopesticida das enzimas
extracelulares (proteases e quitinases) produzidas por B. bassiana contra parasitas de animais,

parasita de plantas e insetos-praga.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial biopesticida das enzimas extracelulares (proteases e quitinases)

produzidas por B. bassiana sobre parasitas de animais, parasita de plantas e insetos-praga.

2.2 Objetivos Especificos

Estabelecer o0 meio de cultura que apresenta a maior producdo de atividade
enzimatica especifica (proteases e quitinases) nos isolados comerciais de B. bassiana
(IBCB 66) e (ESALQ PL63) durante o processo fermentativo.

Analisar a influéncia do meio de cultura (arroz suplementado com soro de leite) na
atividade enzimatica (proteases e quitinases) de B. bassiana (IP 361).

Determinar a atividade nematicida das enzimas extracelulares de B. bassiana sobre
juvenis do fitonematoide Meloidogyne incognita, bem como nas larvas infectantes
(Ls) de parasitas de animais (Haemonchus spp. e Trichostrongylus spp.).
Determinar o efeito in vitro das proteases de B. bassiana sobre ovos de treméatode
(Eurytrema pancreaticum).

Determinar o perfil proteolitico do extrato precipitado de B. bassiana mediante SDS-
PAGE acoplado a um zimograma.

Comparar as enzimas proteoliticas de B. bassiana com as de outros fungos
entomopatogénicos por meio de andlise filogenética e modelagem molecular.
Avaliar a porcentagem de mortalidade causada pelas enzimas (proteases e quitinases)
em concomitancia com os conidios de B. bassiana em pupas de S. frugiperda.
Avaliar as alteracBes morfologicas durante a fase adulta de S. frugiperda, dos

conidios de B. bassiana, suas enzimas e também a acdo concomitante entre ambos.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1Controle de pragas e parasitas

As pragas sdo organismos que competem entre si pelo mesmo hospedeiro e podem
danificar as culturas, acarretando a diminuicédo da densidade das plantas, crescimento atrofiado,
menor capacidade de producdo e reducao do rendimento ou da qualidade dos produtos agricolas
(Agarwal; Werma, 2020). Os artropodes pragas, em particular os insetos, sdo responsaveis por
10-16% das perdas globais de producao agricola a cada ano. Esse aumento do numero de insetos
praga, tem ocorrido significativamente em areas agricolas e florestais devido a perturbagdes
antropogénicas, como mudancas climéticas e globalizacdo (Savary et al., 2019).

O manejo integrado de pragas pode ser definido como um conjunto de boas praticas
agricolas que envolve o monitoramento da populagédo de pragas. Inclui métodos como rotagédo
de culturas, controle bioldgico, controle genético e controle quimico (Oliveira et al., 2014).

E amplamente aceito que os pesticidas desempenham um papel importante no controle
de pragas e no desenvolvimento agricola, pois podem reduzir as perdas de produtos agricolas e
melhorar a produtividade (Strassemeyer et al., 2017; Tudi et al., 2021; Fenik et al., 2011). No
entanto, o uso crescente de pesticidas também traz diversos efeitos negativos para 0 ambiente
e a salde humana (Tudi et al., 2021; Miraglia et al., 2009).

Os pesticidas sdo usados para o controle de pragas e enfermidades em funcdo de seus
principios ativos e, portanto, também podem ser toxicos para outros organismos (Tudi et al.,
2021; Elgueta et al., 2017; Mingo et al., 2017), assim como para diferentes meios ambientais,
incluindo ar, solo e culturas (Tudi et al., 2021; Kim et al., 2017). Os pesticidas quimicos afetam
a saude humana por meio da contaminac¢do do meio ambiente e dos alimentos. A aplicacdo de
pesticidas apresenta o risco de contaminacdo além das &reas de aplicacdo, acarretando o
desequilibrio ecoldgico. Os pesticidas sdo transportados de varias maneiras, incluindo para o
ar, por meio de correntes de vento, para a agua, por meio de escoamento ou lixiviagdo (Tudi et
al., 2021; Fang et al., 2017; Singh et al., 2012).

Outro desafio importante na agropecuéria sdo as infeccdes parasitarias, o qual é uma das
principais restri¢cbes a producdo de ruminantes em paises tropicais e subtropicais. Os parasitas
gastrointestinais habitam o trato digestivo do gado, levando a uma consideravel perda
econdmica devido a inapeténcia, anemia, diarreia, mau crescimento, reducéo do ganho de peso,
comprometimento do desempenho reprodutivo, condenacdo dos 6rgéos afetados e mortalidade

em animais infectados (Thanasuwan et al., 2021; Marskole et al., 2016).
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Entre as alternativas para prevenir e minimizar os danos proveniente do parasitismo por
nematoides, destaca-se a utilizacdo de farmacos com acdo anti-helmintica. Contudo, a
resisténcia a esses medicamentos tem aumentado globalmente devido ao uso incorreto, como
tratamentos frequentes e repeticdo da mesma classe de anti-helminticos sem alternancia de
grupos (Williams et al., 2021; Patten et al., 2011). Além disso, praticas inadequadas de
pastagem, como a utilizagdo de pastos limpos ap0s o tratamento, favorecem a reinfestagéo por
vermes resistentes (Williams et al., 2021).

Desta forma, sera apresentada a seguir uma breve revisdo sobre parasitas de plantas e
animais, suas caracteristicas, impactos e métodos de controle tradicionais e inovadores, com

foco nos organismos alvos do estudo.

3.2 Nematoides fitoparasitas de plantas: Meloidogyne incognita

Os nematoides sdo classificados no grande filo Nematoda, que abrange invertebrados
ndo segmentados. S&o cosmopolitas na natureza, ou seja, sdo encontrados em quase todos 0s
habitats ao redor do globo, podendo se adaptar a diversas e extremas condi¢cfes, desde areas
frias até desertos quentes (Subedi; Thapa; Shrestha, 2020).

De acordo com os habitos alimentares e estilos de vida, os nematoides fitoparasitas séo
agrupados em ectoparasitas e endoparasitas (Escobar et al., 2015). Os ectoparasitas sao aqueles
que se alimentam inserindo o estilete na raiz, mas permanecem fora da superficie radicular,
enguanto os endoparasitas penetram nas células hospedeiras e permanecem dentro das raizes
(Escobar et al., 2015).

Os nematoides das galhas sdo classificados como endoparasitas sedentarios (ou
sessideos), uma vez que formam galhas nas raizes das plantas infectadas (Dong et al., 2012).
Estes nematoides pertencem ao género Meloidogyne (Dong et al., 2012).

Entre as espécies de Meloidogyne, M. incognita, Meloidogyne hapla, Meloidogyne
javanica e Meloidogyne arenaria sdo as mais comumente encontradas e compreendem até 95%
de todos os endoparasitas de plantas. As fémeas maduras dessas espécies depositam massas de
ovos na superficie das raizes. O desenvolvimento do nematoide inicia-se com o estagio juvenil
(J1), seguido pela ecdise para o juvenil infectante do segundo estagio (J2), que eclode do ovo
(Subedi; Thapa; Shrestha, 2020; Dong et al., 2012).

A eclosdo de M. incognita depende principalmente das condi¢cbes de umidade e

temperatura, devido a sua ampla natureza hospedeira, e ndo necessita de estimulos da planta
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hospedeira para ocorrer. Em algumas condigdes, a eclosdao pode ser influenciada pelo nimero
de geracOes (Curtis; Robinson; Perry, 2009).

O nematoide de segundo estadio juvenil (J2) penetra a raiz da planta hospedeira
perfurando a parede celular com a ajuda do estilete. O nematoide se movimenta entre o tecido
cortical e as células, e, em seguida, entra no cilindro vascular da planta, onde se torna sedentério
(Abad et al., 2009). O estilete também é utilizado para secretar substancias do eséfago e extrair

nutrientes da planta (Figura 1).

Figura 1- Ciclo de vida parasitaria do nematoide das galhas das raizes Meloidogyne incognita.
O nematoide de segundo estadio juvenil (J2) se move através dos tecidos da raiz para se
alimentar desenvolver ao estadio juvenil (J3).
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Fonte: Do Autor (2023).

A infeccdo em plantas maduras causa diminuicdo da produtividade, ja a infeccdo nas plantas
jovens pode ser letal (Terefe; Tefera; Sakhuja, 2009). Devido a natureza endoparasitaria
sedentaria dos nematoides, o controle total dessas pragas € muito dificil. Diversos métodos de
manejo tém sido testados mundialmente, incluindo cultivares resistentes, solarizagdo do solo e
uso de produtos quimicos. Embora os agroquimicos sejam geralmente eficazes, eles apresentam
desvantagens, como custo elevado e potenciais efeitos danosos ao ambiente. Assim, agentes de

controle biologico podem oferecer alternativas econdmicas e ecologicamente corretas para o
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manejo integrado de fitonematoides (Subedi; Thapa; Shrestha, 2020; Terefe; Tefera; Sakhuja,
2009).

3.3 Nematoides parasitas gastrintestinais de animais: Haemonchus sp. e Trichostrongylus
sp.

Nematoides endoparasitas da familia Trichostrongylidae, principalmente dos géneros
Haemonchus spp., Trichostrongylus spp. e Cooperia spp., representam um sério problema de
salde para bovinos jovens, ovinos, caprinos e animais selvagens, podendo afetar inclusive
adultos. Nos bovinos, a infeccdo parasitaria ocorre em condi¢cfes ideais de temperatura e
umidade. A contaminacdo ocorre durante a ingestdo de pasto contaminado com larvas
infectantes. Ao ingerir essas larvas, elas vao para o trato gastrointestinal do animal e tornaréo
adultas, etapa na qual é atingida a maturidade reprodutiva. Assim, elas véao se reproduzir e,
guando o animal depositar suas fezes no ambiente, seus ovos serdo eliminados juntos (De melo
et al., 2021; Neves et al., 2014). Este ciclo é concluido em torno de 28 a 35 dias. No entanto,
as larvas infectantes podem permanecer no ambiente por alguns meses. Normalmente, as
infeccbes por nematoides bovinos sdo mistas, em que mais de uma espécie parasita 0 mesmo
animal (Favero et al., 2020).

O ciclo € considerado direto, envolvendo apenas um unico hospedeiro animal, com duas
fases distintas: uma parasitaria, onde o parasito se encontra no trato gastrointestinal do
hospedeiro, e outra de vida livre ou ndo parasitaria, onde os parasitos estdo presentes no
ambiente (Knapp-lawitzke et al., 2016).

Na fase parasitaria, apds a reproducdo sexuada dos nematoides adultos, os ovos
embrionados sdo liberados pelas fémeas fecundadas no intestino, conforme a espécie, sendo
eliminados intactos nas fezes do animal (Khattak et al., 2018). No ambiente, os estadios larvais
de vida livre se desenvolvem dentro das fezes. Apos a eclosao, as larvas do primeiro estadio
larval (L1) emergem e se alimentam de bactérias e matéria organica presentes nas fezes. Quando
adquirem capacidade suficiente, as L1 se desenvolvem para o estadio L através do processo de
muda (ecdise) e, posteriormente, para L3, também conhecido como larva infectante (Khattak et
al., 2018) (Figura 2).
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Figura 2- Ciclo de vida representando nematoides gastrointestinais (Haemonchus spp) de
pequenos ruminantes. As larvas de primeiro, segundo e terceiro estadios (Li, L2 e Ls,
respectivamente) séo de vida livre no ambiente. O quarto estadio larval (L4) e o estadio adulto
(Ls) séo parasitas no trato gastrointestinal do hospedeiro.
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Fonte: Adaptado de KHATTAK et al. (2018).

Embora os anti-helminticos sejam a principal ferramenta no combate a infec¢do por
nematoides gastrointestinais, nenhum deles é eficaz contra 100% dos parasitas em um rebanho.
Mesmo com a dose terapéutica, alguns nematoides conseguem resistir ao farmaco. Assim, o
controle quimico elimina os parasitas sensiveis, enquanto 0s resistentes sobrevivem e se
reproduzem, transmitindo essa resisténcia as geracdes futuras, um fenémeno conhecido como

resisténcia anti-helmintica (Torres-Acosta; Hoste, 2008).

3.4 Eurytrema pancreaticum
As infeccOes parasitarias esquecidas ou negligenciadas surgiram ou reapareceram nas
populagbes humanas e animais ao longo do tempo. As trematodioses estdo entre as doencas

parasitarias mais negligenciadas dos seres humanos (de Sousa; de Castro, 2022; Toledo et al.,
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2019; Tandon et al., 2015) e também tém recebido pouca atencdo em pequenos ruminantes
durante muito tempo (de Sousa et al., 2021).

A euritrematose pancredtica (EP) é uma infeccdo parasitaria cronica relatada
principalmente em bovinos, caracterizada por baixo ganho de peso, perda de peso crénica e
mortes esporadicas (Okajima et al., 2016; llha et al., 2005). O género Eurytrema pertence a
familia Dicrocoeliidae, que inclui os principais parasitas dos ductos pancreaticos dos
ruminantes (de Sousa; de Castro, 2022).

A elevada carga parasitaria nos bovinos tem sido relacionada com a baixa produtividade
dos efetivos e com perdas econdémicas significativas, com uma distribuicdo geogréfica bem
conhecida nas zonas endémicas (de Sousa; de Castro, 2022). Os treméatodes desenvolveram-se
e adaptaram-se com sucesso as adversidades ambientais ao longo do tempo como parasitas
importantes e tornaram-se um risco para a satde dos seres humanos e dos animais como agentes
de doencas tropicais negligenciadas e de origem alimentar (Hu et al., 2024; Furst et al., 2012).

Morfologicamente, E. pancreaticum varia entre 12,5 e 18,0 mm de comprimento e 5,5-
6,0 mm de largura; a ventosa oral (0,9-1,7 mm) esta situada na extremidade anterior do corpo
e a ventral (0,8-0,9 mm), no terco médio do corpo; o tamanho dos ovos é de 0,046-0,076 mm
de comprimento e 0,028-0,040 mm de largura (Mohanta et al., 2015; Sakamoto; Oikawa, 2007).

O género Eurytrema possui um ciclo de vida heteroxénico com dois hospedeiros
intermediarios (Figura 3). Os primeiros hospedeiros sdo caramujos e 0s segundos incluem
gafanhotos ou formigas (de Sousa; de Castro, 2022; Svadzhyan; Frolkova, 1966). Os ovos
presentes nas fezes de ruminantes infectados com o parasita sdo ingeridos por caramujos
suscetiveis. Ap0s esta etapa 0s ovos eclodem liberando os miracidios no limen do intestino que
penetram e aderem a parede intestinal como esporocistos maternos. Ap6s a maturacao, 0s
esporocistos maternos liberam esporocistos filhas através de vesiculas excretoras que migram
para a camara respiratoria dos caramujos (de Sousa; de Castro, 2022; Tang et al., 1979; Tang;
Tang, 1977). O desenvolvimento total nos caramujos leva em média de seis meses a um ano,
dependendo da espécie infectante de Eurytrema spp. (de Sousa; de Castro, 2022; Sakamoto et
al., 1980; Tang et al., 1979).

Os esporocistos filhas se transformam em cercarias aderidas a vegetagéo, seguidas por
sua ingestéo acidental por gafanhotos. Os esporocistos penetram no hemocele dos gafanhotos,
iniciando o processo de maturacdo em metacercarias, que pode variar entre 20 e 30 dias, de

acordo com a temperatura ambiente (de Sousa; de Castro, 2022; Tang et al., 1979).
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A infeccdo em ruminantes ocorre pela ingestdo acidental do segundo hospedeiro
intermediario que contém cistos com vérias metacercarias. As metacercarias liberadas no

duodeno migram para o pancreas (de Sousa; de Castro, 2022; Tang et al., 1979).

Figura 3- Ciclo de vida do género Eurytrema. Pequenos ruminantes como hospedeiros
definitivos. Para completar seu ciclo bioldgico necessita de dois hospedeiros intermediarios,
um caramujo terrestre do género Bradybaena Similaris e um inseto ortoptero do género
Conocephalus sp.
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Fonte: Do Autor (2024).

Para evitar prejuizos relacionados as infeccGes por helmintos, o principal meio de
controle € através do uso de compostos quimicos que possuem um amplo espectro de agéo,
compreendendo principalmente Praziquantel. Na maioria das vezes sdo administrados sem a
aplicacdo de nenhum critério técnico de selecdo de farmacos, de forma empirica e
indiscriminada gerando como consequéncia a presenca de medicamentos no animal que pode
ser transmitido a toda cadeia alimenticia (Ramos et al., 2020; Silva et al., 2017), por esta razéo,
¢ importante estabelecer estratégias para o controle a partir do uso de biopesticidas

minimizando o impacto nos alimentos.
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3.5 Insetos praga na agricultura

As pragas agricolas, como insetos e acaros, tém um grande impacto na limitacdo da
producdo agricola, resultando em uma reducdo de 40% do potencial de producdo mundial de
culturas. Principalmente ao se alimentarem das plantaces, essas pragas diminuem a qualidade
do produto (Deka et al., 2021; Mantzoukas; Eliopoulos, 2020).

Embora muitas pragas e doencas nativas sejam agentes integrais de diversas culturas,
surtos de alta intensidade podem ter efeitos adversos no crescimento e na sobrevivéncia das
plantacOes (Canelles et al., 2021; Van Lierop et al., 2015). A extenséo e 0s custos econdmicos
e ecoldgicos subsequentes de surtos de pragas aumentaram nas Ultimas décadas, a medida que
o comércio mundial facilitou a propagacao de espécies invasoras (Canelles et al., 2021). No
entanto, serd apresentado de forma concisa um dos insetos que mais impacta a agricultura

brasileira, a lagarta-do-cartucho.

3.5.1 Spodoptera frugiperda

A lagarta militar, popularmente conhecida como lagarta-do-cartucho, Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), é uma praga altamente polifaga, isto é, capaz
de se alimentar de diversos tipos de plantas e apresenta um enorme potencial de dano a
agricultura. Segundo Montezano et al. (2018), essa espécie afeta mais de 350 espécies
comerciais e ndo comerciais distribuidas por 76 familias de plantas.

Spodoptera frugiperda causa danos a diversas culturas, incluindo milho (Zea mays L.),
sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench), soja (Glycine max (L.) Merr), algoddo (Gossypium
hirsutum L.), cevada (Hordeum vulgare L.) e trigo (Triticum aestivum L.) (Overton et al., 2021,
Hardke et al., 2015; Bueno et al., 2011). No Brasil, é considerada a praga mais destrutiva do
milho (Jaramillo-Barrios et al., 2020; Cruz et al., 2012). Este inseto causa um atraso no
desenvolvimento da cultura e uma queda na produtividade porque se alimenta do tecido vegetal
nas fases iniciais da cultura (Jaramillo-Barrios et al., 2020; Hernandez-Trejo et al., 2018).

O ciclo total de desenvolvimento de S. frugiperda dura em torno de 30 dias. Uma fémea
pode ovipositar até 300 ovos, que sdo colocados em massa, em camadas sobrepostas. Os 0vos
apresentam uma coloracdo clara, que se torna mais alaranjada ao longo do desenvolvimento do
embrido (Chen et al., 2023; Silva et al., 2015). Seguidamente, a lagarta deixa a planta, penetra
no solo e se transforma em pupa, com aproximadamente 15 mm de comprimento. O adulto é

uma mariposa que apresenta as asas anteriores parda-escura e as posteriores branca-
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acinzentadas, como é possivel evidenciar na Figura 4 (Chen et al., 2023; Silva et al., 2015).
Este € um periodo relativamente longo quando comparado com as demais pragas, por isso
apresenta alto potencial de causar injurias. Quando ocorre controle neste momento, 0s
individuos que sobrevivem precisam terminar o ciclo para ocorrer as reinfestagcdes. Portanto,
em torno de um més apds as aplicagdes, deve-se intensificar o monitoramento (Chen et al.,
2023; Silva et al., 2015).

Spodoptera frugiperda causa danos a cultura do milho quando esta na fase de lagarta, o
que corresponde a mais ou menos 55% do seu ciclo de vida (15 a 20 dias). Geralmente, é nesta
fase que se intensifica o controle da praga, porque os danos sdo mais visiveis. No entanto, vale
salientar que nas outras fases do ciclo de vida do inseto também é possivel realizar o controle
(Chen et al., 2023; Silva et al., 2015).

Figura 4- Ciclo biol6gico de Spodoptera frugiperda
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Fonte: Adaptado de Silva et al. (2015).

O controle desta praga nas areas recentemente invadidas tem se tornado um problema
critico devido aos devastadores danos econdmicos que causa. Em sua area de distribuicdo
nativa, as Américas, diversos métodos de manejo sdo empregados contra a praga (Guo et al.,
2020; Burtet et al., 2017).

Entretanto, a aplicacdo intensiva de pesticidas convencionais e a dependéncia deles

como unico método de controle podem promover a selecéo de populagdes resistentes, tornando-
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se ineficazes e insustentaveis a longo prazo (Guo et al., 2020; Day et al., 2017). Portanto, ha
uma necessidade urgente de desenvolver e introduzir alternativas biotecnologicas para o

controle sustentavel deste tipo de pragas nas areas recém-invadidas.

3.6 Controle quimico

Os pesticidas sdo definidos como agentes quimicos e naturais aplicados no controle de
pragas agressivas (Rani et al., 2021). Em resumo, sdo substancias quimicas que podem ser
usadas em uma ampla area da cultura como protecdo contra insetos, ervas daninhas e outras
pragas, além de contribuir para o desenvolvimento das culturas (Wang et al., 2017).

Nas Ultimas décadas, 0 ambiente agricola tem estado sob forte pressdo de pesticidas
quimicos, sendo este 0 método mais popular de protecdo de plantas contra pragas (Tyskiewicz
et al., 2022; Ghorbanpour et al., 2018). Apesar da elevada eficacia dos produtos
fitofarmacéuticos quimicos, existem preocupacfes quanto a sua utilizacdo segura e ao seu
impacto no ambiente, bem como na salide humana e animal (Tyskiewicz et al., 2022;
Ghorbanpour et al., 2018).

Nesse contexto, a agricultura contemporanea enfrenta o desafio de intensificar a
producdo agricola, assegurando simultaneamente a protecdo do ambiente e da saide humana
com solugdes sustentaveis e bioldgicas. A utilizacdo segura e racional de pesticidas sintéticos
pode ser um fator chave contra futuras caréncias alimentares (Viera; Jackson, 2020). O uso de
pesticidas apresenta uma grande variedade de aplicacdes, destacando-se no controle de pragas
agricolas e vetores de doencas de plantas, no controle de vetores de doencas humanas e
pecuarias, e na prevencao ou controle de pragas que danifiqguem outras agdes e construgdes
humanas (Viera; Jackson, 2020; Bonner; Alavanja, 2017).

No entanto, os pesticidas geram efeitos secundarios nocivos quando usados
inadequadamente e em excesso, podendo prejudicar significativamente a qualidade da agua e
do solo. Esses efeitos podem ter consequéncias negativas sobre animais, aves, plantas e seres
humanos, perturbando a biodiversidade e a exposicao continua, direta ou indireta, através dos
alimentos (Suo et al., 2019).

Além disso, a resisténcia anti-helmintica nos helmintos patogénicos de animais tem
aumentado em termos de prevaléncia e gravidade. Nesse contexto, sdo necessarias novas classes
quimicas ou biologicas com novos mecanismos de agdo para combater a ameaca da resisténcia,
mas, apesar da necessidade urgente de inovacao, o desenvolvimento de novos anti-helminticos
tem sido lento (Canton et al., 2023; Nixon et al., 2020).
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3. 7 Controle bioldgico e biopesticidas

Mundialmente, sdo desenvolvidos agentes de controle biolégico, organismos vivos
como fungos, bactérias, virus e insetos que reduzem a populacdo de pragas que afetam as
culturas agricolas. O uso de biopesticidas ndo leva ao acimulo de resisténcia nas pragas-alvo,
e os fungos, em especial, despertam o interesse de empresas e 6rgdos de pesquisa devido ao seu
papel no controle de insetos e doencas, sem agredir 0 meio ambiente e a satde (Viera; Jackson,
2020).

O desenvolvimento e a aplicacdo no mercado de um novo pesticida quimico requerem
um investimento de aproximadamente US$ 250 milhdes e um minimo de 10 anos. Por outro
lado, um novo pesticida microbiano requer apenas um investimento de US$ 1-2 milhGes e pode
ser comercializado no mercado dentro de 3-5 anos (Jiang; Wang, 2023; Seiber et al., 2014;
Singh et al., 2012).

Os fungos entomopatogénicos sdo um grupo especial de microrganismos que habitam o
solo, infectam e matam insetos e outros artropodes através da penetracdo na cuticula
(Mantzoukas et al., 2022). Esses fungos sdo utilizados como agentes de biocontrole contra
insetos-praga e desempenham um papel vital no seu manejo. Além disso, sdo capazes de
controlar gafanhotos, insetos perfurantes e sugadores, &caros, pragas de grdos armazenados,
varias pragas florestais, bem como pragas invasoras, médicas e veterinarias (Quesada-Moraga;
Yousef; Garrido-Jurado, 2020).

Entre os fungos entomopatogénicos, ha representantes do filo Blastocladiomycota,
como Coelomomyces, e do subfilo Entomophthoromycotina, como de Conidiobolus spp.,
Entomophthora spp., Erynia spp. e Entomophaga spp. Dentre os fungos superiores, Varios
géneros do filo Ascomycota (subreino Dikarya) sdo comercializadas e aplicadas no campo,
como Purpureocillium spp., Metarhizium spp., Beauveria spp., Cordyceps spp., Fusarium spp.,

Trichoderma spp. e outros patdgenos (Baron; Rigobelo; Zied, 2019).

3. 8 Beauveria bassiana

Grandes programas de controle biolégico ja foram aplicados e consolidados no Brasil,
como é o caso da utilizagdo de B. bassiana contra Bemisia tabaci em soja e contra
Hypothenemus hampei (Coleoptera: Scolytidae) na cultura cafeeira (Mascarin et al., 2019).

Beauveria bassiana ¢ um dos melhores fungos entomopatogénicos para controlar
insetos-praga (Srivani; Jalaja, 2022). Diversas cepas de B. bassiana desempenham um papel

fundamental na eliminacdo de diferentes tipos de pragas. Ele € um micoinseticida ecologico
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que produz enzimas e metabdlitos secundarios que desempenham um papel importante no
controle bioldgico de pragas (Ebani; Mancianti, 2021). Beauveria bassiana pertence ao Reino
Fungi, filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales e familia Cordycipitaceae
(Sung et al., 2006). O fungo é saprdéfito e de origem terrigena. Ele infecta muitas ordens de
insetos como Lepidoptera, Hemiptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera e Orthoptera. Os
esporos desse fungo sdo chamados de conidios, os quais sdo de cor branca a amarelada com
filamentos septais (Srivani; Jalaja, 2022).

Diversos tipos de conidios sdo produzidos por B. bassiana sob diferentes condigdes
ambientais. O diametro das hifas varia de 2,5 pym a 25 um. Tanto os seus conidioforos quanto
0s blastosporos sdo 6rgados infecciosos (Srivani; Jalaja, 2022). Este fungo atua também como
microrganismo enddfito em cerca de 25 espécies vegetais, contribuindo para o controle de
pragas e fungos fitopatdgenos (Ramakuwela et al., 2020). Como fungo enddfito e epifita,
coloniza folhas e brotos, além de raizes de plantas, tornando as plantas mais resistentes a
insetos, e também protege com sucesso as plantas de patdgenos microbianos, suprimindo
agentes causadores de doencas ou aumentando as respostas de defesa das plantas (Ramakuwela
et al., 2020).

Quando B. bassiana cresce na cuticula de insetos produz uma variedade de enzimas
extracelulares, gerando mortalidade desses mesmos. O fungo pode aderir a superficie externa
do corpo de insetos na forma de esporos assexuados ou diaspéricos, resultando na germinacao
de esporos e na producdo de hifas, que posteriormente colonizam a cuticula do inseto, sob
condicdes ideais de temperatura e umidade, rapida exposicdo microbiana, esporos com

suficientes cargas (UFC/mL) e viruléncia (Fernandes et al., 2012; Green; Beezhold, 2011).

3.8.1 Mecanismo de infeccdo de B. bassiana em artropodes

Mascarin e Jaronski (2016) estudaram detalhadamente o modo de infeccdo de B.
bassiana. Os conidios sdo geralmente dispersos pelo vento ou chuva ou mesmo por vetores
artropodes que ajudam os esporos assexuados a colonizar os hospedeiros suscetiveis (Mascarin;
Jaronski, 2016).

A infeccdo do fungo no hospedeiro ocorre geralmente por meio das seguintes fases:
adesdo, germinacdo, diferenciacdo, penetracdo e disseminacdo. Inicialmente, os conidios
primeiro reconhecem as células do tegumento do inseto por forcas hidrofébicas, eletrostaticas

e quimicas, permitindo a germinacdo na epicuticula (Srivani; Jalaja, 2022). Em seguida, o tubo
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germinativo forma uma estrutura chamada apressorio, que depende das condi¢Ges de
temperatura e umidade, assim como da fisiologia do hospedeiro. A funcéo do apressorio pode
ser enfraquecer a cuticula em seus pontos de contato, fixacdo ao tegumento durante a
penetracdo, ou simplesmente, o apressorio pode ser considerado uma etapa de transicdo entre o
tubo germinativo e o pico de penetracdo, que € uma célula especializada que atravessa o
tegumento do hospedeiro (Seyed-Talebi et al., 2020).

A penetracdo do fungo através da cuticula do hospedeiro implica em uma acgéo
combinada de dois processos principais: fisico, devido a pressao da hifa que rompe as areas
membranosas ou levemente esclerdticas, e quimico, resultante da secrecdo de enzimas como
proteases, quitinases, lipases, amilases, que entdo atuam na digestdo da cuticula para facilitar a
penetracdo na hemolinfa do inseto (Srivani; Jalaja, 2022; Seyed-Talebi et al., 2020) (Figura 4).

Beauveria bassiana cresce como estruturas unicelulares (blastosporos) e comeca a
destruir os tecidos do hospedeiro. Os conidios produzidos a partir do hospedeiro morto séo
levados pelo ar e sdo capazes de infectar outros hospedeiros (Pedrini, 2018). O fungo também
produz toxinas como beauvericina, beauverolidas, bassinolidas e isarolidas que podem ajudar
na invasao do fungo e sua morte (Srivani; Jalaja, 2022).

Como resultado da infeccdo progressiva, o corpo do inseto, inicialmente macio, torna-
se rigido devido a absorcao de liquidos pelo fungo. Cadaveres de insetos atacados por fungos
do género Beauveria podem assumir uma cor vermelha escura. Todo o processo de infec¢do é
relativamente longo e leva aproximadamente 14 dias apds a infeccdo, mas os primeiros
sintomas de infeccdo geralmente ocorrem cerca de 7 dias apés a infeccdo (ou até antes,
dependendo da espécie fungica) (Skinner; Parker; Kim, 2014).

Nesse contexto, as enzimas liticas desempenham o papel mais importante durante o
processo de infeccdo de insetos. Sua acdo, estrutura e tipos sdo relativamente bem descritos.
Seu principal papel € auxiliar na hidrélise dos componentes da cuticula do inseto, 0 que permite
que 0s apressorios penetrem nas coberturas externas dos artropodes (Litwin; Nowak; Rozalska,
2020).

Figura 5- Diagrama geral do ciclo de infeccdo de Beauveria bassiana em artropodes. Etapas do
processo patogeno-hospedeiro: 1-2) adesdo e germinacdo (emissdo de tubo germinativo e
formacéo de apressorio) do conidio na cuticula do inseto-alvo; 3) penetragdo da hifa através do
tegumento do inseto via atividade enzimatica e mecanica; 4) diferenciacéo da hifa de penetragéo
em blastosporos ou corpos hifais na hemolinfa e répida multiplicacdo do fungo para
disseminacdo pelos 6rgdos do inseto e absorcdo de nutrientes, acompanhado da sintese de
metabdlitos imunossupressores; 5) extrusao do fungo e formacgéo de conidiéforos para produgédo
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de conidios aéreos como fonte de indculo para reiniciar, no ambiente, o ciclo em hospedeiros
suscetiveis; 6) dispersao dos conidios no ambiente.
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3.8.2 Enzimas secretadas por Beauveria bassiana

Basicamente, quitinases (EC 3.2.11.14), lipases (E.C.3.1.1.3) e proteases (EC 3.4) séo
as mais importantes de todas as enzimas produzidas por B. bassiana (Amobonye et al., 2020)
no processo de infecgdo. Assim, pode-se dizer que inicialmente as lipases atuam na catalise da
degradacdo da cuticula externa do inseto, aumentando a aderéncia dos esporos fungicos a
cuticula por meio do incremento das interaces hidrofobicas entre o fungo e a superficie. Em
seguida, as proteases catalisam a quebra das ligagdes peptidicas das proteinas escleroproteinicas
da exocuticula, expondo as fibras de quitina. Por fim, as exoquitinases e endoquitinases
trabalham juntas para catalisar as quebras das fibras de quitina (Arias-Aravena et al., 2022).

As proteases (EC 3.4) constituem um grande grupo de enzimas hidroliticas que

catalisam a clivagem das ligacGes peptidicas das proteinas, levando a sua quebra em pequenos
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peptideos e aminoacidos (Sharma et al., 2005). Essas enzimas s&o de vital importancia para o
processo de penetracdo, uma vez que as proteinas podem constituir até 70% da cuticula de um
artropode (Charnley, 2003).

Alguns estudos indicam que as proteases desempenham um duplo papel no processo
infeccioso. Embora sua principal fungdo seja atuar na hidrolise de proteinas cuticulares, as
proteases também podem participar da inativacdo de proteinas antifngicas produzidas na
epiderme de insetos (Sotelo-Mundo et al., 2007). De acordo com 0 mecanismo catalitico e a
similaridade da sequéncia de aminoacidos, as proteases sao agrupadas em familias. Dentre as
varias proteases liberadas durante a penetracdo, as principais familias sdo: subtilisinas,
tripsinas, metaloproteases e exopeptidases (Mondal et al., 2016).

A producdo de proteases extracelulares é um fator crucial na determinacdo da relacao
parasitica de B. bassiana contra o hospedeiro alvo. Acredita-se que, ap6s a quebra da
epicuticula por acdo das lipases, o fungo invasor produza excelentes quantidades de Pr1 (serino-
protease), que degrada o material proteico. As enzimas proteoliticas mais frequentemente
estudadas séo a serino-protease tipo subtilisina Prl e a protease acida tipo tripsina Pr2. O gene
Prl esta relacionado com onze isoformas que foram identificadas e clonadas, incluindo uma
metaloprotease (Dhawan et al., 2020; St. Leger; Bidochka; Roberts, 1994).

Isolados de B. bassiana foram avaliados por Dhar (2010) quanto a producéo de protease
extracelular, e a maior atividade de protease foi observada durante quatro a seis dias de
incubacdo da cultura. A atividade das proteases subtilisina tipo Prl e tipo tripsina Pr2 foram
medidas utilizando diferentes meios. O meio minimo suplementado com 1% de caseina
apresentou alta producdo de protease, enquanto o meio minimo suplementado com 2% de
quitina coloidal também foi capaz de induzir a atividade de Prl. No processo de degradacao
enzimatica, a serino protease Prl foi uma enzima crucial para a degradacdo da cuticula (Dhar;
Kaur, 2010).

A estrutura molecular da protease tipo subtilisina Prl consiste em cinco residuos de
cisteinas formando duas pontes dissulfeto. Estudos como o de Jensen et al. (2020) avaliaram a
expressao génica em plantas tratadas com B. bassiana, onde os resultados indicaram que houve
uma expressao dos genes (Prl e Pr2) da resposta de defesa em plantas tratadas com B. bassiana
em comparagdo com o controle, permitindo o uso de fungos enddéfitos para o controle de pragas
(Jensen et al., 2020).

Estudos demonstram que a presenca de multiplas proteases pertencentes a diferentes

familias provavelmente aumenta a atividade proteolitica geral (Litwin et al., 2023). Gao et al.
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(2020) mostraram que entre os 11 genes Prl, apenas cinco participam da degradagdo da
epiderme (Gao et al., 2020).

Quanto a caracterizacdo das proteases de B. bassiana, Alghanimi et al. (2020)
purificaram e caracterizaram proteases totais desse fungo. Os resultados reportaram que o pH
6timo para a atividade da protease total de B. bassiana € 9,0, isso enfatiza que a protease de B.
bassiana no estudo pode ser considerada uma protease alcalina (Alghanimi et al., 2020). Nesse
sentido, demonstrou-se que a protease de B. bassiana foi estavel a 20-40°C e inativada
significativamente em temperaturas mais altas (50-55°C). Além disso, ions metalicos incluindo
Ca*2e Mg*? induziram a atividade da protease de B. bassiana, e Hg*? diminuiu a atividade
proteolitica, possivelmente atuando como desnaturante, onde os ions Hg*? podem interagir com
grupos tiol de cisteina, triptofano e/ou residuos de histidina além da quebra das pontes dissulfeto
(Alghanimi et al., 2020).

As quitinases (EC 3.2.1.14) também s&o hidrolases que catalisam a quebra de ligacdes
glicosidicas entre os residuos de N-acetil-glucosamina ligados por ligacdes do tipo B-[1-4] da
quitina. Essas enzimas sdo de vital importancia no processo de infeccédo e estdo diretamente
ligadas a patogenicidade do isolado fangico. Isso se deve a quantidade e isoformas de enzimas
extracelulares produzidas e que influenciam na capacidade do fungo de degradar a cuticula de
um determinado hospedeiro (Andreis; Schrank; Thompson, 2019; Schrank; Vainstein, 2010).

Por isso, as quitinases de B. bassiana e outros fungos entomopatogénicos tém sido
identificados como importantes fatores de viruléncia em sua patogenicidade frente a artrépodes
e nematoides (Berini et al., 2018). Essas quitinases atuam sinergicamente com outras enzimas,
como proteases e lipases, para degradar a cuticula de insetos e outros animais. Nesse processo
de degradacdo, a acdo de proteases expde as fibras de quitina presentes na epicuticula. Quando
o fungo atinge a procuticula, ele comeca a secretar quitinases (Mondal et al., 2016).

As enzimas degradadoras de cuticula secretadas sdo cruciais para o0 processo de
infeccdo, degradando a barreira protetora externa e permitindo que o fungo alcance o interior
do corpo do inseto. Pelo menos 20 quitinases foram relatadas em B. bassiana, e varias foram
caracterizadas in vivo, incluindo Bbchitl e Bbchit2 (Ortiz-Urquiza; Keyhani, 2016). Assim, 0
envolvimento bem elucidado das quitinases de B. bassiana em sua patogénese tem levantado a
possibilidade de suas aplica¢fes na agricultura (Bhagwat et al., 2021).

Estudos recentes mostraram que B. bassiana produz uma extensa quantidade de endo-
quitinases e exo-quitinases, e suas atividades estdo positivamente correlacionadas com a

viruléncia contra os insetos-praga (Dhawan; Joshi, 2017). Endo-quitinases atuam na hidrélise
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da ligacao B-1,4-glicosidica dentro da molécula de quitina e exo-quitinases atuam na hidrélise
de oligbmeros N-acetilglicosamina formados durante a acdo das endo-quitinases. A agéo
combinada de endo e exo-quitinases é necessaria para a degradacdo completa da quitina do
inseto durante o processo de infec¢do (Dhawan et al., 2020).

Varios autores indicam uma correlagdo positiva entre viruléncia e atividade da quitinase
de B. bassiana. Por exemplo, Kim e Je (2010) relataram que os niveis mais elevados de
quitinases extracelulares em B. bassiana sdo responsaveis pela viruléncia do pulgdo Aphis
gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae) (Kim; Je, 2010).

Nas ultimas décadas, melhorias na biotecnologia e um crescente interesse em B.
bassiana resultaram na geracdo de grandes quantidades de dados gendémicos para a espécie.
Muitos genes foram identificados quanto ao seu papel na viruléncia em B. bassiana, fornecendo
clareza sobre como o fungo leva a morte dos seus hospedeiros (Fan et al., 2007).

Em relacdo a caracterizacdo dessas enzimas, Amobonye et al. (2020) mencionaram que
h& poucos relatos sobre a caracterizacdo de diferentes quitinases produzidas por B. bassiana.
Entretanto, estudos identificaram que uma quitinase de B. bassiana poderia ser de natureza
acida com pH étimo entre 5,5 e 6,0 com temperatura 6tima entre 30°C e 48°C, podendo-se dizer
que estdo na faixa das quitinases mesotfilas a moderadamente termofilicas (Amobonye et al.,
2020; Sassa et al., 2008).

Uma abordagem importante esta relacionada a producdo de enzimas a partir de fungos
filamentosos, com um valor de (60%). Espera-se que o mercado de enzimas industriais cresca
a uma taxa composta de crescimento anual (CAGR) de 6,6% entre 2023 e 2028 (EI-Gendi et
al., 2022; Loi et al., 2021). Dentre as principais enzimas com potencial de aplicacdo na
agricultura estdo lipases, quitinases, celulases, proteases, xilanases e pectinases, utilizadas para
transformar residuos agricolas recalcitrantes (residuos de lignocelulose) em produtos de valor
agregado, aumentando a fertilidade do solo e potencializando o controle bioldgico
(biopesticidas e biofungicidas) (Ferreira; Soares, 2023).

Desta forma, se pretende por meio deste estudo estabelecer estratégias biotecnoldgicas
e sustentaveis para o controle doengas parasitarias e insetos-pragas, por meio da producéo de

enzimas extracelulares (quitinases e proteases) do fungo B. bassiana.

3.8.3 Caracterizacdo genémica e proteica de B. bassiana

A compreensdo detalhada das razdes e processos pelos quais diferentes proteinas sdo

secretadas € valiosa, pois a capacidade da célula de exportar numerosas proteinas € importante
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para o seu metabolismo de substratos extracelulares e sua existéncia continua em seu ambiente
(Amobonye et al., 2020). Nesse sentido, as ferramentas "0micas"”, que incluem a protedmica, a
transcriptbmica, entre outras, tém sido amplamente utilizadas na identificacéo e elucidacdo do
repertorio de enzimas em diferentes organismos industrialmente importantes, incluindo o de B.
bassiana. O sequenciamento completo do genoma de diferentes isolados de B. bassiana revelou
que estes fungos possuem entre 32 e 45 megabases, com uma densidade génica maior em
comparacao a outros patdgenos de insetos (Amobonye et al., 2020; Lee et al., 2018; Xiao et al.,
2012).

A andlise de alguns desses isolados mostrou que o genoma central consiste em 7.341
clusters de genes ortologos, enquanto 0 pan-genoma consiste em 13.068 clusters de genes
ortdlogos. Sugeriu-se, portanto, que B. bassiana possui um pan-genoma aberto, 0 que €
esperado para espécies que colonizam naturalmente ambientes diversos. Isso € significativo
porque o fungo é conhecido por colonizar diferentes insetos e hospedeiros nematoides, além de
sua capacidade de colonizar plantas (Amobonye et al., 2020; Valero-Jimenez et al., 2016).

Além disso, o genoma de B. bassiana foi previsto para codificar 10.366 genes de
proteinas, incluindo genes para: proteases (23 tripsinas, 43 subtilisinas, 21 proteases asparticas,
52 carboxipeptidases, 47 cisteina peptidases, 20 treoninas peptidases e 98 metaloproteases) e
145 enzimas ativas em carboidratos, incluindo quitinases, celulases, hemicelulases, cetolases
entre outros (Amobonye et al., 2020; Xiao et al., 2012). Esses dados criam uma base para

estabelecer estratégias de engenharia genética conveniente para melhorar a viruléncia fangica.
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Resumo

O Brasil é afetado pela infeccdo de nematoides gastrointestinais (Haemonchus spp.) pois causa
doencas subclinicas em pequenos ruminantes, afetando diretamente o peso e a producdo de
leite, 0 que gera riscos a saude dos animais. Da mesma forma, o, Meloidegyne incognita, um
sério problema que parasita as raizes do tomateiro, causando danos como ma absorcéo de
nutrientes e levando a perdas significativas de produtividade. Para minimizar o impacto
econémico desses nematoides, € importante estabelecer novas estratégias de controle. O fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana € um micoinseticida utilizado para controlar muitas
ordens de insetos, como lepiddpteros e hemipteros. O fungo tem a capacidade de produzir
enzimas extracelulares, que desempenham um papel importante no controle do processo de

infeccdo por pragas. Porém, o objetivo deste estudo foi avaliar a produgédo de proteases e


mailto:filippe.soares@ufla.br

46

quitinases de B. bassiana em diferentes meios de cultura sélidos e liquidos, e sua aplicagdo in
vitro para o controle de Haemonchus spp. e Meloidogyne incognita. Para alcangar esse objetivo,
as enzimas foram produzidas em condic6es de fermentacdo sélida e liquida para determinar a
maior atividade quitinolitica e proteolitica de duas cepas comerciais de B. bassiana (IBCB 66
e ESALQ PL63), usando como 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 e farinha de crisélida misturada com arroz. Além disso, foi medida a acdo nematicida
dos extratos (contendo enzimas concentradas e sem células fungicas). Os resultados mostraram
que o melhor meio de cultura (p < 0,01) para protease foi 0 meio sélido de arroz com soro, no
isolado de B. bassiana ESALQ PL63 onde o valor foi de 36 U/mg, em comparagdo com todos
0s meios testados. Por outro lado, foi identificado que o isolado de B. bassiana ESALQ PL63,
no meio SDY foi o melhor indutor para a producgéo de quitinase, com valor de 0,90 U/mg. Em
relacdo a atividade nematicida dos extratos brutos, o percentual de reducéo foi de 58% para
ESALQ PL63 no caso de parasitas animais e para os parasitas de plantas, o percentual de
reducao foi de 19% para ESALQ PL63 e 71%. Assim, 0 uso de extratos brutos ricos em enzimas

apresenta-se Como uma opgao promissora para o controle de pragas.

Palavras-chave: Beauveria bassiana, protease, quitinase, atividade nematicida, fermentacéo.

1. Introducéo

Ao longo da historia, muitas espécies de nematoides parasitas de plantas e animais
causaram serie de problemas, incluindo a interrupcéo do fluxo de nutrientes para a planta, o que
pode levar a reducdo do crescimento e da producdo das culturas, além de causar anemia, perda

de peso e morte em animais infectados. Esses danos impactam severamente na sociedade por
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seus efeitos negativos na producdo de alimentos e no desenvolvimento econémico (He et al.,
2021).

Nesse contexto, a agricultura e a pecuéria dependem de pesticidas e anti-helminticos
para manter a produtividade. No entanto, o uso inadequado desses produtos pode causar danos
a0 ecossistema e a saude humana, pois produzem residuos toxicos que podem contaminar o
solo, a agua 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, destaca-se a eficiéncia no
controle de pragas de insetos. Isso permite 0 uso dessa tecnologia para aumentar as defesas das
plantas por meio da indugdo de resisténcia sistémica. Essas caracteristicas tornam os fungos
entomopatogénicos excelentes agentes de controle bioldgico (Julius et al., 2020; Gebremariam
etal., 2022).

A espécie fangica de Beauveria bassiana tem sido amplamente utilizada em
formulagcGes comerciais de produtos bioldgicos para o controle de pragas de insetos. Este fungo
tém a capacidade de produzir enzimas e metabdlitos secundarios que desempenham um papel
importante no processo de infeccdo de insetos, aracnideos e acaros (Ebani e Mancianti, 2021;
Soares et al., 2023).

O mecanismo de infeccdo de B. bassiana em seus hospedeiros depende da acdo
combinada de dois processos: 0 mecanico, devido a pressdo do apresorio que rompe as areas
membranosas ou ligeiramente esclerotizadas da cuticula, e o bioquimico, resultante da secre¢do
de enzimas hidroliticas extracelulares, como proteases (EC 3.4) e quitinases (EC 3.2.11.14),
que atuam na degradacdo da cuticula, facilitando a penetragdo do fungo na hemolinfa do inseto

(Srivani e Jalaja, 2022).
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Grande parte desses danos é atribuida aos nematoides das galhas (RKNs) (Meloidogyne
spp.), caracterizado por ser patdgenos do solo com ampla gama de hospedeiros, distribuicdo
mundial e alta capacidade reprodutiva. Os nematodicidas quimicos sdo uma solucéo préatica
para o controle de RKNs. No entanto, compostos quimicos tradicionais, como brometo de
metila e organofosforados, foram retirados do mercado (U.S Environmental Protection Agency,
2008; Zasada et al., 2010).

Por outro lado, os nematoides intestinais sdo outro problema que afeta o setor pecuario.
Quando néo controlados, podem levar a perdas de 30-40% no desempenho animal (Lino et al.,
2016). Além disso, os principais nematoides que afetam pequenos ruminantes e de maior
importancia econdémica sdo Haemonchus contortus e Trichostrongylus axei (Silva et al., 2017).
Ainda mais, Haemonchus é o género com maior prevaléncia, correspondendo a niveis acima de
80% na carga parasitaria de pequenos ruminantes (Amarante e Oliveira, 2007, Da silva et al.,
2018).

Existe um consenso de que a aplicacdo de B. bassiana 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 biotecnolégico, principalmente devido a
producdo de enzimas com capacidade de degradacdo da cuticula. Neste ponto, vale ressaltar
gue tanto os nematdides quanto os insetos fazem parte do superfilo Ecdysozoa, um importante
clado animal que retne todos os animais que sofrem muda (Dunn et al., 2008). Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar a producdo de protease e quitinase extracelulares de B.
bassiana em diferentes meios de cultura, e verificar a aplicacdo dessas enzimas no controle de

nematoides parasitas de animais e plantas.
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2. Materiais e métodos

2.1 Isolados e obtencéo dos inéculos

As cepas de B. bassiana usados nos experimentos foram isolados a partir de produtos
comerciais. B. bassiana (IBCB 66) fornecido como Bouveriz®, respectivamente. B. bassiana
(ESALQ PL63) adquirido como Boveril®, respectivamente.

Estes isolados foram repicados em placas de Petri contendo Agar Batata Dextrose
(BDA) 2,0 %, a 25+1°C, no escuro, por 10 dias. Em seguida, foi adicionado uma solugédo
aquosa estéril de Tween 80 a 0,040 % (v/v) em cada placa inoculada e retirar, de cada uma
delas, uma aliquota para contagem do numero de conidios na camara de Neubauer, a fim de
obter-se uma concentracdo da ordem de 107 conidios/mL. Ap6s este procedimento, foi
utilizado a suspenséo de conidios para inoculacdo em meios liquidos e s6lidos com o objetivo

de produzir enzimas extracelulares, tais como proteases e quitinases.

2.2 Producéo enzimatica
Todos os ensaios foram realizados com pelo menos trés repeti¢des. Todos os meios de

cultura foram autoclavados previamente a inoculacao.

2.3 Preparacdo dos meios de cultura liquidos

2.3.1 Amido soltvel com extrato de levedura

Para a producdo do meio de cultura liquido foi utilizada a metodologia adaptada
descrita por Kim et al. (2011). Uma aliquota de 0,50 mL de conidios, preparada conforme
descrito na secdo 2.1, foi inoculada em frascos que contém 50 mL de meio composto por

amido soluvel e extrato de levedura, ambos com concentragdes de 10 g/L, com pH inicial igual
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a 6,00. Todos os frascos foram incubados sob agitacdo rotativa a 150 rpm, a 27 + 1°C por 4

dias.

2.3.2 Sintético

O meio de cultura sintético foi utilizado para crescimento dos isolados de acordo com
Bhadani et al. (2021). Uma aliquota de 0,50 mL de conidios, preparada conforme descrito na
secdo 2.1, e inoculada em frascos que contém 50 mL de meio composto por: KH.PO. 1,0 (g/L),
K.HPO. 0,50 (g/L), MgSO. 0,50 (g/L), FeSO..7H.0 0,20 (g/L), ZnSO.7H.0 3,34 (g/L),
CuSO..5H.0 0,020 (g/L), NaCl 0,48 (g/L), dextrose (2% m/v), extrato de levedura (1% m/v),
caseina (1% m/v), em pH inicial de 6,00. Os frascos foram submetidos a agitacdo rotativa a

150 rpm, a 27+1°C por 4 dias.

2.3.3 Caldo SDY (amido, dextrose e extrato de levedura)

O caldo SDY foi preparado de acordo com a metodologia de Dhar and Kau (2010).
Uma aliquota de 0,50 mL de conidios, preparada conforme descrito na se¢éo 2.1, foi inoculada
em frascos que contém 50 mL de meio composto por (m/v): Dextrose (4,0%), Peptona (1,0%)
e Extrato de Levedura (1,0%), por trés dias. Posteriormente, ap0s o crescimento dos micélios,
uma aliquota de 0,50 mL dessas estruturas fungicas foi recolhida e inoculada em frascos
contendo 50 mL de meio de indu¢do composto por caseina (1,0%) (m/v). O pH inicial dos
meios de cultura foi ajustado no valor de 8,00 e as culturas foram incubadas a 27+1°C e 150

rpm, por trés dias.

2.3.4 YPG (extrato de levedura, peptona e glicose)

O caldo YPG foi preparado de acordo com a metodologia Nahar et al. (2004). Uma
aliquota de 0,50 mL de conidios, preparada conforme descrito na se¢éo 2.1, foi inoculada em

frascos que contém 50 mL de meio composto por (m/v): extrato de levedura (0,30%), peptona
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(0,50%) e glicose (1,0%), a 150 rpm, 27+£1°C, por 3 dias como pré-enriquecimento. De igual
maneira, foi utilizado um meio com quitina para a producdo induzida de quitinases, tendo
como composic¢do: KH.PO.3,0 (g/L); K:HPO. 1,0 (g/L); MgS0.0,7 (g/L); NaCl 0,50 (g/L);
CaCl.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 do meio foi de 5,50, e as culturas foram incubadas a 27+1°C e 150 rpm, por um periodo

de 3 dias.

2.3.5 Obtencdo do extrato bruto a partir dos meios de cultura liquidos

Ap0s o periodo de incubacdo, os meios de cultivo foram filtrados a vacuo em funil
utilizando papel Whatman n°4, separando-se a biomassa produzida do contetdo liquido. Em
seguida, o filtrado foi centrifugado a 10,000 x g por 15 min (Kim et al. 2011). O sobrenadante
coletado em cada meio de cultivo foi denominado como extrato bruto para cada um dos

isolados e utilizado nos ensaios posteriores.

2.4 Preparacdo dos meios de cultura sélidos

2.4.1 Arroz com farinha de crisalida do bicho-da-seda (Bombyx mori)

Para a preparacdao do meio sélido foi utilizado a metodologia descrita por Santoro et
al. (2005). Uma aliquota de 0,50 mL de conidios, preparada conforme descrito na se¢édo 2.1,
foi inoculada em frascos que contém 50 g de arroz pré-cozido e 50 g de farinha de crisalida
do bicho-da-seda (Bombyx mori). As amostras foram mantidas na incubadora BOD, em

condigdes de luz, a 27+1°C por 25 dias.
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2.4.2 Arroz com soro de leite

Outro meio de cultura avaliado foi suplementado com um residuo da industria de
laticinios, o soro de leite. O meio de cultura proposto foi adaptado da metodologia descrita por
Santoro et al. (2005). Uma aliquota de 0,50 mL de conidios, preparada conforme descrito na
secdo 2.1 foi inoculada em frascos que contém 40 g de arroz pré-cozido e 20 mL de soro de
leite. As amostras foram mantidas na incubadora de demanda bioquimica de oxigénio (BOD),
em condicdes de luz, a 27+1°C por 10 dias. Foi necessario agitar as amostras inoculadas a cada

trés dias para dispersar os conidios, com o objetivo de melhorar o contato e a germinacao.

2.4.3 Obtencao do extrato bruto a partir dos meios de cultura sélido

As amostras foram homogeneizadas com agua destilada estéril e levadas a agitacéo por
um periodo de 2 horas e filtradas a vacuo em funil utilizando papel Whatman n°4, separando-
se a biomassa produzida do contetdo liquido. Em seguida, o filtrado foi centrifugado a 10,000
x g por 15 min (Kim et al. 2011). O sobrenadante coletado foi denominado como extrato bruto

para cada um dos isolados e utilizado nos ensaios posteriores.

2.5 Atividade enziméatica

2.5.1 Atividade de protease total

A atividade proteolitica dos extratos brutos foi mensurada de acordo com Soares et al.
(2013). As condicdes de ensaio foram: 37°C e pH 7,15. Um zero reacional foi preparado nas
mesmas condi¢des do ensaio enzimatico, contudo, a reacdo foi interrompida por TCA, &cido
tricloroacético, 10% (m/v) antes da adicdo do extrato contendo enzimas. Uma unidade de
protease foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 pg de tirosina

por minuto nas condic¢des do ensaio.
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2.5.2 Atividade de quitinase total

A atividade de quitinase dos extratos brutos foi mensurada pela quantificacdo de
acucares redutores (Miller 1959). As condigdes de ensaio foram: 37°C e pH 7,15. Uma unidade
de atividade de quitinase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1.0

uM de N-acetilglicosamina por minuto, nas condicdes de ensaio.

2.5.3 Determinacao de proteinas totais
A concentracdo de proteinas totais foi estimada de acordo com o método de Bradford

(1976), no qual foi utilizado albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

2.5.4 Atividade especifica
A atividade especifica das enzimas foi calculada por meio da divisao do valor obtido da
atividade enzimética com o valor mensurado de proteinas totais e foi expressa em U/mg de

proteina.

2.6 Obtencdo de nematoides

2.6.1 Obtencao de nematoides parasitas de animais

Larvas infectantes (L3) de nematoides pertencentes a Haemonchus spp. (~70%) e
Trichostrongylus spp. (~30%) foram coletadas depois de coprocultura segundo (Soares et al.
2019), na Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), na cidade
de Belo Horizonte, obtidas de fezes de caprinos (Capra aegagrus hircus) e ovinos (Ovis aries)

naturalmente infectados.
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2.6.2 Obtencao de nematoides parasitas de plantas

Meloidogyne incognita foi identificado e caracterizado de acordo com a metodologia
de eletroforese vertical modificada por Ornstein (1964) e Davis (1964). M. incognita foi
multiplicado em plantas de tomate (Solanum lycopersicum), cultivar Santa Clara, em
condigdes de casa de vegetacdo. Os ovos foram extraidos de raizes de tomateiro usando a
técnica descrita por Hussey e Barke (Boneti e Ferraz 1981). Os juvenis de segundo estadio (J2)
foram obtidos usando a técnica do funil de Baermann (Baermann 1917). Para 0s ensaios in
vitro, foram utilizados J» coletados 48 h apds o estabelecimento da camara de incubacgdo. Os

J2 eclodidos 24 h ap6s o inicio da camara de incubacao foram descartados.

2.6.3 Ensaio nematicida in vitro

A andlise da atividade nematicida foi realizada com enzimas produzidas por B.
bassiana, formando trés grupos experimentais: um grupo de controle e dois grupos tratados
(Soares et al. 2013). O grupo controle foi tratado com: 60 pL de agua destilada e 60 pL de
uma suspensdo contendo 30+ 0,943 nematoides. Cerca de 30 nematoides foram tratados com
extrato enzimatico bruto desnaturado (fervido a 100 °C por 2 horas): 60 puL 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 pL 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 Optica de
acordo com a metodologia de Soares et al. (2013). O procedimento foi realizado com o extrato
enzimaticos, utilizando o meio de cultura que produz a maior atividade proteolitica, para cada
um dos isolados avaliados de B. bassiana. O ensaio foi realizado com Haemonchus spp.

(~70%), Trichostrongylus spp. (~30%) e Meloidogyne incognita.
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2.7 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram interpretados estatisticamente por ANOVA com niveis de
significancia de 1 e 5%. A eficiéncia da destruicdo de nematoides, em compara¢do 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 equagéo:

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

X nematoides vivos do controle

3. Resultados

3.1 Producdo e atividade enzimatica

Os resultados obtidos no teste de atividade total de protease para as diferentes linhagens
comerciais de B. bassiana, observou-se uma diferenca significativa (p<0,01) na producéo de
protease por B. bassiana ESALQ PL63 utilizando o meio arroz com soro (36 U/mg) em
comparacdo a todos os meios testados, incluindo aqueles avaliados para B. bassiana IBCB 66

(Figura 1).
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Fig. 1. Atividade especifica da protease (U/mg) do sobrenadante da cepa de Beauveria bassiana
IBCB 66 e ESALQ PL63, que foi produzido na combinacdo de diferentes meios de cultura

liquidos e solidos.

* Beauveria bassiana IBCB 66 em meio de cultura arroz com soro apresentou diferenca
significativa pelo teste estatistico de Tukey de (p<0,01) em relacdo a Beauveria bassiana

ESALQ PL63 e entre os demais meios de cultura avaliados.

No entanto, a atividade especifica da quitinase para a linhagem B. bassiana ESALQ
PL63 cultivada em caldo SDY produziu um extrato bruto com 0,90 U/mg, valor superior aos
demais meios (Figura 2). A diferenca foi significativa (p<0,01) em relagdo aos valores de
atividade dos outros meios de cultura testados, incluindo aqueles avaliados para B. bassiana

IBCB 66.



57

12
1.0 *
08
06
0.4
0.2 ' '
0.0

Beauveria bassiana IBCE 66 Bemuveria bassiona ESALQ PL63

Atrvidade especifica da quitinase (U/mg)

T

B Meio de cultura sintético E Amido solivel com extrato de levedura
B Caldo 3DY B Meio de cultura YPG

B Meio de cultura de arroz com soro de leite O Meic de cultura de arroz com farinha de crisalida

Fig. 2. Atividade especifica da quitinase (U/mg) do sobrenadante de Beauveria bassiana cepa
IBCB 66 e ESALQ PL63, que foi produzida na combinacdo de diferentes meios de cultura

liquidos e solidos.

* Beauveria bassiana ESALQ PL63 em caldo SDY apresentou diferenca significativa pelo
teste estatistico de Tukey de (p<0,01) em relacdo a Beauveria bassiana IBCB 66 e entre 0s

demais meios de cultura avaliados.

3.2 Atividade Nematicida

O extrato bruto com a maior atividade especifica de protease produzido pela cepa de B.
bassiana (ESALQ PL63) foi selecionado para os ensaios nematicidas.
No ensaio com 0s nematoides parasitas de pequenos ruminantes (Ls3), para a cepa

comercial de B. bassiana ESALQ PL63 foi observada uma diferenca estatistica (p<0,01)
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(Figura 3) do extrato ativo em comparacao ao controle e ao grupo desnaturado. Os percentuais
de reducéo obtidos foram: 30 % para o extrato com a enzima desnaturada e 58 % para o extrato

com enzimas ativas, em relagéo ao grupo controle.
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Fig. 3. Porcentagens médias de larvas infectantes (Ls) de nematoides recuperadas nos dois
grupos tratados (extrato de Beauveria bassiana ESALQ PL63; extrato desnaturado) e um grupo
controle (contendo apenas agua destilada e larvas infectantes de nematoides L3) ap6s incubacéo
por 24 horas a 27°C. O tratamento representado com um asterisco (*) apresentou diferenca
significativa (p < 0,01) em relacdo ao grupo desnaturado e ao grupo controle pelo teste t e teste

de Tukey

Seguidamente, utilizando-se 0 mesmo extrato, avaliou-se a atividade nematicida sobre
juvenis de segundo estagio (J2) de M. incognita. O extrato bruto produzido por B. bassiana
ESALQ PL63 ndo representou diferencga estatistica relevante (p>0,01) em comparacdo ao

tratamento controle. O percentual de reducdo para este isolado foi: extrato com enzima
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desnaturada (17%) e extrato com enzima ativa (19%) em comparagdo com o controle (Figura

4).
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Fig. 4. Porcentagens médias de juvenis de Meloidogyne incognita recuperados nos grupos
tratados (extrato de Beauveria bassiana ESALQ PL63; extrato desnaturado) e um grupo
controle (contendo apenas agua destilada e M. incognita) apds incubacdo por 24 horas a 27°C.
O tratamento representado com um asterisco ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,01)

em relacdo ao grupo desnaturado e ao grupo controle pelo teste t e teste de Tukey.

4. Discussao

As cepas comerciais do fungo entomopatogénico B. bassiana IBCB 66 e ESALQ PL63
utilizadas no presente estudo produziram protease e quitinase, alcancando um alto nivel de
atividade enzimatica. Além disso, o resultado mostrou que, apés avaliar diferentes meios de
cultivo, o0 meio de soro de arroz foi o que induziu a maior produgéo de protease (Fig. 1).

O arroz é o substrato mais utilizado no processo industrial de multiplicagdo de fungos.

Este meio € econdmico e tem efeitos positivos na germinacao fungica, proporcionando uma
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superficie que permite uma rapida colonizacao fungica 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 € um excelente meio de cultivo para a produgdo de proteases e
quitinases por cepas comerciais de B. bassiana. Além disso, este meio permite que a cepa de B.
bassiana produza protease e quitinase, demonstrado no estudo de Kim et al. (2013).

Por outro lado, a cepa de B. bassiana ESALQ PL63 utilizada no presente estudo
produziu altos niveis de atividade quitinolitica no meio de cultivo que continha caldo SDY (Fig.
2). Uma das principais fontes de nitrogénio deste meio, além da peptona, € o extrato de levedura,
assim como para aqueles avaliados nos diferentes isolamentos em meio de amido e YPG
(Montesinos-Matias et al. 2021). Vale a pena mencionar que a cuticula do inseto e o extrato de
levedura no meio de cultivo podem fornecer os nutrientes necessarios, que ndo estdo presentes
nos meios comerciais, melhorando a maioria das caracteristicas envolvidas na patogenicidade
de B. bassiana (Montesinos-Matias et al. 2021).

Este resultado corrobora que o uso deste tipo de meio de cultivo pode promover a
germinacdo de conidios e induzir a producdo de enzimas, como as quitinases, em B. bassiana.
Sun et al. (2023) selecionaram mutantes de B. bassiana que foram cultivados em caldo (SDY)
e foram avaliados para atividades de quitinase. A atividade enzimatica foi maior no mutante
(6M) nos dias 5, 9 e 10. No caso do mutante (8M), a atividade de quitinase aumentou nos dias
5 e 6 em comparacdo com o controle. Especialmente, a germinacao de conidios e a producéo
de enzimas estdo profundamente influenciadas pelas condi¢cdes do meio de cultivo (Kim et al.
2010). De maneira similar, Kim et al. (2011) avaliaram diferentes fontes de carboidratos e
nitrogénio para a otimizacdo de um meio que produzia sobrenadante de B. bassiana SFB-205

efetivo com pardmetro de atividade quitinolitica. Além disso, a producdo de quitinase foi
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incrementada ainda mais com a adi¢do individual de fontes de nitrogénio ao amido sollvel
(combinacéo carboidrato+nitrogénio) e se maximizou combinando-o com extrato de levedura.

No presente estudo, foi avaliado arroz com farinha de crisélida de bicho-da-seda (B.
mori) para a producgéo de protease e quitinase, 0 que nos permite sugerir que ao suplementar
meios de cultivo solidos com cuticula de inseto, foi possivel induzir a producdo de enzimas
extracelulares como proteases e quitinases, tendo em conta os resultados obtidos neste estudo.
Esse meio de cultura é um subproduto da indUstria da seda, como fonte de nitrogénio. Zhang et
al. (2004) demonstraram que a producao de quitinase foi melhorada na fermentacdo em estado
solido em escala laboratorial utilizando farelo de trigo misturado com cuticula de inseto para o
iIsolamento de B. bassiana Bb174.

Dentre as caracteristicas de B. bassiana, destaca-se o seu potencial como agente de
biocontrole para pragas de plantas e nematoides, mas a pesquisa sobre seu uso para o controle
de nematoides é limitada (Waill et al. 2021). No entanto, tem sido demonstrado que o extrato
enzimatico de B. bassiana pode ter efeito nematicida sob M. incognita, M. hapla,
Aphelenchoides besseyi e Heterodera glycines (Liu et al. 2008; Zhao et al. 2013). Isso se deve
ao fato de que a cuticula dos nematoides é composta de colagenos e cuticulinas, que sdo 0s
alvos das enzimas presentes no extrato de B. bassiana (Page et al. 2014).

Outros autores também demonstraram o efeito antagonista significativo dos fungos B.
bassiana, M. anisopliae e Paecilomyces lilacinus contra o nematoide-das-galhas M. incognita,
reduzindo significativamente sua populacdo e melhorando posteriormente o crescimento e o
rendimento das plantas de 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 B. bassiana,
mostrou atividade nematicida contra juvenis de segundo estagio de M. incognita. Este resultado

pode ser comparado com o relatado por Soares et al. (2015), onde foi avaliada a acdo nematicida
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de quitinases extracelulares produzidas por fungos nematéfagos em Panagrellus redivivus.
Soares et al. (2015) forneceram evidéncias de que a enzima quitinase esta envolvida no
mecanismo molecular de penetracdo da cuticula e digestéo celular dos nematoides. Além disso,
0s extratos enzimaticos mostraram uma acdo significativa sobre as proteinas da cuticula dos
juvenis. Chen e Peng (2019) mencionaram que a quitina é o componente essencial da casca do
ovo e da faringe de alguns nematoides, o0 que pode indicar o efeito das quitinases obtidas de
extratos brutos na porcentagem de reducéo observada nos resultados.

Em relacdo aos nematoides parasitas de animais, outros autores propdem o uso dos
seguintes géneros, frequentemente isolados do ambiente externo, para o controle de infecc¢des
por helmintos gastrointestinais em pequenos ruminantes: Arthrobotrys spp., Candelabrella
spp., Arundo spp., Andropogon spp., Trichoderma spp., Beauveria spp., Clonostachys spp. e
Lecanicillium spp. (Soto-Barrientos et al. 2011). No entanto, vale a pena notar que este artigo
é o primeiro relatério da acdo enzimatica de extratos brutos de B. bassiana sobre nematoides
parasitas de ruminantes. De fato, isso demonstra que as proteases produzidas por este fungo
reconhecem e catalisam a hidrolise de proteinas em juvenis de nematoides, ndo apenas em
insetos (Fig. 3-4).

Atualmente, o mercado de biocontrole de pragas é o mercado de crescimento mais
rapido, com uma taxa de crescimento anual composta (CAGR) de 13,6%. Por isso, espera-se
gue o mercado de biocontrole cresca de aproximadamente US$5 bilhdes atualmente para US$15
bilhGes até 2029 (Marrone 2024). Atualmente, os pesticidas microbianos podem desempenhar
um papel importante na melhoria da saide ambiental e humana ao reduzir os pesticidas
quimicos toxicos, permitindo que os biopesticidas ganhem uma aceitagdo mais ampla nas

praticas de producdo agricola sustentavel (Kumar et al. 2018; Mishra et al. 2015).
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5. Concluséao

A cepa comercial de B. bassiana produziu com sucesso enzimas extracelulares,
utilizando o meio de cultura de arroz suplementado com soro de leite, sendo 0 meio de cultura
mais eficaz. A enzima protease nesta pesquisa exibiu atividade nematicida contra Haemonchus
spp e Trichostrongylus spp, assim como, Meloidogyne incognita, mostrando seu potencial

como biopesticida.
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Resumo

Na busca por novas alternativas para o controle de agentes parasitarios, as proteases de
Beauveria bassiana se destacam. Este estudo caracterizou in silico e in vitro o potencial
antihelmintico das proteases de B. bassiana contra ovos do trematdédeo Eurytrema
pancreaticum. A producdo enzimatica do isolado IP 361 de B. bassiana foi feita em condi¢6es
de fermentacdo sélido no meio de cultura de arroz com soro de leite; ap0s este processo as
proteinas foram precipitadas utilizando acetona na propor¢do 1:4 (sobrenadante/solvente
organico) e determinada a atividade especifica. Por meio de analise in silico, o perfil das

proteases presentes no precipitado foi avaliado por meio de um zimograma. Além disso,
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determinou-se o efeito inibitério do Fluoreto De Fenilmetilsulfonil (PMSF) e o acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) frente a atividade proteolitica. A arvore filogenética foi
representada e o modelo tridimensional foi desenhado. Ovos de E. pancreaticum foram
empregados na avaliagdo anti-helmintica in vitro das proteases. Os resultados demonstraram
que a precipitacdo aumentou significativamente a atividade proteolitica (p<0,01), em relacéo
ao extrato bruto. No entanto, ndo foi detectada atividade para quitinase. O perfil proteolitico
do precipitado revelou cinco bandas com pesos moleculares de 25,6 a 66,9 kDa. A analise in
silico identificou a linhagem das proteases Prl e Pr2. Nos ensaios in vitro, as proteases
reduziram significativamente (p<0,01) o nimero dos ovos integros de E. pancreaticum com um
percentual de 53% em comparagdo com o controle com enzimas desnaturadas. Estes resultados
indicam que as proteases de B. bassiana possuem efeito ovicida com potencial uso futuro no

controle ambiental.

Palavras-chaves: Fungo entomopatogénico, protease, euritrematose, estrutura 3D,

zimograma.

Introducéo

O avanco da industria global e o conhecimento aprofundado sobre enzimas
impulsionaram seu uso na cria¢ao de produtos de alta qualidade, como bioinseticidas, tornando-
as ferramentas relevantes no controle biol6gico (Sandoval and Hyster 2020). As enzimas,
catalisadores bioldgicos encontrados em todos os seres vivos, assumem um papel crucial na
quimica verde como ferramentas promissoras para processos industriais mais sustentaveis e
economicamente viaveis dada a alta especificidade e eficiéncia (Naveed et al. 2021; Rekik et

al. 2019; Page and Di Cera 2008).
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Os fungos entomopatogénicos sdo agentes de controle bioldgico bem estabelecidos, que
estdo gradualmente substituindo os produtos quimicos sintéticos no controle de pragas dada a
capacidade de producdo de maquinaria enzimética (Bara and Laing 2020; Dhawan and Joshi
2017). Como resultado, muitos estudos tém se dedicado ao potencial de varios fungos
entomopatogénicos para a producgdo de enzimas importantes e outros metabdlitos com destaque
para: Beauveria bassiana (Rojas-Osnaya et al. 2020; Liu et al. 2020; dos Reis et al. 2018). As
principais enzimas produzidas por B. bassiana séo: lipases ((EC 3.1.1.3), proteases (EC. 3.4) e
quitinases (EC 3.2.1.14) (Amobonye et al. 2020; Grogan and Holland 2000).

As proteases, enzimas hidroliticas que catalisam a clivagem das proteinas em cadeias
menores de peptideos e grupos de aminoacidos, sdo importantes na inddstria dada as suas
propriedades fisico-quimicas, mecanismos de acdo, além de ter participacdo fundamental em
processos fisioldgicos no controle bioldgico (Negi et al. 2023; Semenova et al. 2020; Dar et al
2017).

A acdo de proteases extracelulares € um fator crucial na infeccdo de fungos
entomopatogénicos como B. bassiana em artrépodes. Nesse contexto, as enzimas proteoliticas
mais frequentemente estudadas para esse fungo sdo a serino-protease tipo subtilisina Prl e a
protease acida tipo tripsina Pr2 (Dhawan et al. 2020; Semenova et al. 2020).

Infecgdes parasitarias esquecidas ou negligenciadas surgiram ou ressurgiram ao longo
do tempo em populacdes humanas e animais. A Euritrematose esta entre as doencas parasitarias
mais negligenciadas em humanos (Toledo et al. 2019; Tandon et al. 2015) e também receberam
pouca aten¢do em pequenos ruminantes por um longo periodo devido ao tempo prolongado de
permanéncia dos ovos no meio ambiente (de Sousa et al. 2021; Rojo-Vazquez et al. 2012). O
género Eurytrema pertence a familia Dicrocoeliidae e a classe Treméatoda, o qual compreende

0s principais parasitas dos ductos pancreéaticos de ruminantes (de Sousa and de Castro 2022).
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A administracéo de anti-helminticos sem nenhum critério técnico de selecéo, de forma
empirica e indiscriminada gera como consequéncia a presenca de medicamentos no animal que
pode ser transmitido a toda cadeia alimenticia (Ramos et al. 2020). Desta forma, a aplicacéo
das proteases extracelulares, obtidas de B. bassiana apresenta potencial como uma alternativa
sustentavel ao uso de inseticidas sintéticos para atingir o desenvolvimento dos ovos presentes
nas fezes de ruminantes infectados.

O objetivo deste estudo foi caracterizar in silico e in vitro o potencial ovicida de

proteases de B. bassiana sobre o trematddeo E. pancreaticum.

Materiais e métodos

Obtencdo e extracdo de enzimas extracelulares

O isolado IP 361 de B. bassiana s.1, usado no presente estudo foi gentilmente cedido
pelo Professor Christian Luz da cole¢do do Laboratorio de Patologia de invertebrados do
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da Universidade Federal de Goias.
Este fungo foi cultivado em placas de Petri contendo 2,0% de agar Batata Dextrose (BDA), a
25+1°C, no escuro, por 10 dias.

Um in6culo contendo uma concentragdo de 107 conidios/mL, foi preparado a partir de
uma solucdo aquosa estéril de Tween 80 a 0,040% (v/v) obtida de cada placa e foi
contabilizado o nimero de conidios na cdmara de Neubauer. A partir desta solugdo de conidios
foi adicionado 0,50 mL em frascos contendo 40 g de arroz pré-cozido e 20 mL de soro de leite,
previamente autoclavados. Os meios foram mantidos em uma incubadora BOD, em condiges
de luz (24h), a 27 £ 1°C, por 10 dias. Cada amostra foi agitada manualmente a cada trés dias
para homogeneizacao dos conidios, a fim de melhorar o contato e a germinacdo Figueroa et

al. (2024),
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Apbs o periodo de fermentacdo no estado sélido, foram adicionados 30 mL de a4gua
destilada estéril aos meios de cultura e levados em agitacéo por 2 horas, a uma agitagao orbital
de 120 RPM. Os extratos foram filtrados a vacuo usando papel Whatman n° 4 e centrifugado
a 10.000 g por 15 minutos. O sobrenadante obtido, contendo enzimas e livre de células

fangicas, foi denominado extrato bruto, conforme foi estabelecido por Figueroa et al. (2024).

Concentracao

As enzimas foram concentradas através da precipitacdo com solvente organico,
seguindo a metodologia de Doonan (2004). Uma aliquota de sobrenadante na proporcao 1:4
(v/v) foi misturada com o solvente/sobrenadante, resultando na concentracdo das proteinas.
As amostras foram incubadas a 4°C por 1 h e centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado obtido foi ressuspenso em 100 pL de &gua

destilada, para posterior uso.

Atividade da protease total

Para determinar a atividade da protease total, foram utilizados 20uL de amostra e foi
incubado a 37°C na presenca de 500uL de caseina 1,0% (m/v) e 480uL de tampéo Tris-HCI
50mM (pH 7,15), por 30 min. Apos esse periodo, a reacao foi interrompida com adi¢édo de 1mL
de &cido tricloroacético (TCA — P.A. — ACS/Dinamica) 10,0% (m/v). As suspensdes foram
centrifugadas a 10.000 g por 10min e o sobrenadante foi utilizado para leitura de absorbancia a
280nm. Uma unidade de atividade enzimatica de protease foi definida como a quantidade de
enzima que catalisa a liberagdo de 1 pg de tirosina por minuto nas condi¢des experimentais

acima mencionadas (Braga et al. 2011).
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Atividade da quitinase total

Para determinar a atividade da quitinase total, foram utilizados 20uL de amostra
incubada a 37°C na presenca de 500uL de quitina coloidal 1,0% (m/v) e 480uL de tampdo Tris-
HCI 50mM (pH 7,15), por 60 min. Apos esse periodo, a reacao foi interrompida com adicéo de
1mL de DNS e levada em banho fervente por 5 min. As suspensfes foram centrifugadas a
10.000 g por 10min e o sobrenadante foi utilizado para leitura de absorbancia a 540nm. Uma
unidade de atividade de quitinase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
catalisar a liberagdo de 1,0 uM de N-acetilglucosamina por minuto, nas condi¢des do ensaio

(Miller 1959).

Determinacdo da proteina total e atividade especifica

A concentracdo total de proteina foi estimada empregando albumina sérica bovina
(BSA) como padrdo, seguindo o protocolo descrito por Bradford (1976), a partir dos dados
obtidos, foi calculada a atividade especifica da protease e quitinase dividindo a atividade

enzimatica pela concentragdo de proteinas totais, sendo expressa em U mg de proteina.

Caracterizacdo enzimatica

Zimograma

Para realizar uma analise do perfil das proteases presentes no extrato precipitado ativo
do fungo B. bassiana (IP 361), foi produzido um zimograma usando a caseina como substrato
(Casein-SDS-PAGE), conforme descrito por Braga et al. (2013), com algumas modificagdes.
As amostras foram submetidas a eletroforese em um gel de poliacrilamida a 10% contendo 1%

de caseina. As amostras foram misturadas com tampao de amostra (sem f-mercaptoetanol) e
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aplicadas sem aquecimento prévio. Apos a eletroforese, o gel foi incubado em uma solugéo de
2,5% de Triton X-100 a por uma hora, seguidamente foi realizado de trés lavagens com &gua
destilada. O gel foi ent&o incubado em 50 mM de tampéo de reacéo Tris-HCI (pH 7,15) por 2
h a 37 °C. Para maior desenvolvimento, o gel foi corado com 0,5 g Coomassie Brilliant Blue
R-250 em uma solucdo aquosa contendo: 10% de acido acético e 30% de metanol. A presenca

de acdo enzimética foi evidenciada pela formacgé&o de halos brancos no gel.

Efeitos de inibidores na atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada a partir de 20pL do extrato precipitado na
presenca de caseina como substrato e dos seguintes inibidores na concentracdo de 10 mM:
iodoacetamida, Fluoreto De Fenilmetilsulfonil (PMSF, como inibidores de serino) e &cido
etilenodiamino tetraacético (EDTA, como inibidor de metaloproteases). As condicGes
utilizadas no ensaio foram: pH 7,15 (tampdo Tris-HCI 50mM), a 37 °C por 30 min. Para o
ensaio proteolitico, foi montado um grupo controle sem a presenca dos inibidores. Todos 0s

grupos foram realizados em triplicatas (Xiao et al. 2015).

Anélises in silico

As sequéncias FASTA foram selecionadas da base de dados da National Center for
Biotechnology Information (NCBI), utilizando como precursor as proteases de B. bassiana
ARSEF 2860 (GCF_000280675.1); Metarhizium robertsii ARSEF 23 (GCF_000187425.2);
Purpureocillium lilacinum (GCF_001653265.1); Cordyceps fumosorosea ARSEF 2679
(GCF_001636725.1); Fusarium culmorum (GCA 016952355.1) e Trichoderma harzianum
CBS 226.95 (GCF_003025095.1). A sequéncia alvo foi pesquisada por sequéncias similares
usando o BLASTp (ferramenta bésica de comparacdo local de proteina-proteina)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).
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Para predizer as caracteristicas das proteinas tais como, ponto isoelétrico tedrico (pl), o
peso molecular e a localizacdo foram utilizadas as ferramentas Pepstats e DeepLoc 2.0

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss pepstats/)

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeeplLoc-2.0/)

O alinhamento global das sequéncias selecionadas foi obtido por meio do software
MAFFT v7.490 (default), e o alinhamento foi editado usando o software CIAlign v1.0.18 (—
remove_insertions —crop_ends -remove_short —re- move_min_length 100). A A&rvore
filogenética foi obtida por meio do método de méxima verossimilhanga implementada com o
programa MEGA v.11. O suporte de ramificagdo foi estabelecido através do método UFBoot
(5000 replicatas). O perfil de dominios para anotacéo da arvore filogenética foi gerado a partir
do HMM, pelo programa hmmscan v3.3.2, tendo sido selecionados os dominios que
apresentaram e-value de no maximo le-5.

Para predicdo in silico da estrutura tridimensional (3D) das proteases de B. bassiana foi
prevista através da modelagem de proteina usando a ferramenta ColabFold:

(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb)

. As sequéncias FASTA das proteases identificadas de B. bassiana foram editadas, apés a
eliminacdo dos residuos de aminoacidos que codificam o peptideo sinal, usando a plataforma

SignalP-5.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-5.0/).

Obtencédo de ovos de E. pancreaticum

Os adultos de E. pancreaticum foram removidos manualmente do pancreas de bovinos
apos o oObito, na fazenda da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), Belo Horizonte, Brasil. Posteriormente, os helmintos foram homogeneizados em

agua e filtrados em tamises metalicos de 250 malhas por polegada. Em seguida, o método de


https://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_pepstats/)%20%20(https:/services.healthtech.dtu.dk/services/DeepLoc-2.0/)
https://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_pepstats/)%20%20(https:/services.healthtech.dtu.dk/services/DeepLoc-2.0/)
https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb
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sedimentacgéo foi empregado para a recuperacdo dos ovos (Dennis et al. 1954). A viabilidade

dos ovos foi avaliada por microscopia Optica utilizando objetiva de 10x.

Efeito ovicida in vitro

Foram definidos dois grupos experimentais para avaliar in vitro o efeito ovicida das
proteases sobre E. pancreaticum. O primeiro grupo foi composto pelo extrato precipitado
ativo (EPA) e o segundo grupo continha o extrato precipitado desnaturado (EPD-extrato
previamente fervido durante 2h). Cada grupo continha 100 pL dos extratos precipitados ativo
e desnaturado e 100 pL com cerca de 70+7,20 ovos para E. pancreaticum, respectivamente.
Para cada grupo experimental foram feitas 6 réplicas. O experimento foi mantido a 28°C+1 no
escuro por 24h. Apo6s esse periodo foi realizada a contagem do nimero de ovos integros
presente em cada repeticdo. A contagem foi feita utilizando um microscépio éptico na objetiva

de 10x.

Analise estatistica

Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) dos dados obtidos com niveis de
significancia de 1 a 5%. A eficiéncia de destruicdo dos ovos pelos grupos tratados com EPA
em compara¢do com o grupo EPD, foi avaliada pelo teste de Tukey a 1 a 5 % de significancia
(Ayres et al. 2003). Para o célculo da porcentagem média de reducdo do nimero de ovos

intactos foi utilizado a seguinte equacdo (Mendoza-De- Gives and Prates, 1994):

Xovos intactos EPD — Xovos intactos EPA

%Reducao =

Xovos intactos EPD
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Resultados

Atividade especifica das enzimas extracelulares

A atividade proteolitica obtida da producdo no meio solido de arroz com soro de leite
para o extrato bruto foi de 15 U mg™* apresentando diferenca significativa (p<0,01) em relagio
a atividade apds a precipitacdo, onde foi de 180 U mg™. O valor de atividade proteolitica apds
a otimizagdo foi aproximadamente 12 vezes maior. No entanto, os valores da atividade
quitinolitica do extrato bruto foi de 0,282 U mg?, no entanto apds a precipitacido ndo se
evidenciou atividade enzimatica. A partir deste extrato enzimatico precipitado, enriquecido em
proteases foram desenvolvidas as analises de caracterizacdo enzimética e atividade anti-

helmintica dos ovos de E. pancreaticum.

Caracterizacdo enzimatica

Zimograma

A partir dos resultados identificados na Fig. 1, o extrato precipitado ativo (EPA)
apresentou cinco proteases. Os pesos moleculares das proteases visualizadas no zimograma
foram de aproximadamente 25.6, 37.2, 46.0, 57.0 e 66.9 kDa. Os pesos moleculares das
proteinas identificadas foram comparados com as sequéncias de proteases de B. bassiana
ARSEF 2860 depositadas no NCBI. Os pesos coincidiram com as seguintes proteases:
Trypsin-related protease (~25,6 kDa), subtilisin-like protease Pr1F (~37,2 kDa), subtilisin-like
protease PrlA (~46,0 kDa), subtilisin-like protease (~57,0 kDa) e alkaline serine protease
(~66,9 kDa). A atividade proteolitica foi observada como bandas claras no gel contendo como

substrato caseina (1% m/v).
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Fig. 1 Zimograma do extrato precipitado ativo produzido pelo isolado de Beauveria bassiana
IP 361 s.I, no meio de cultura de arroz com soro de leite. Faixa M- marcador de massa
molecular de proteina (Thermo Scientific). Faixa 1- Extrato precipitado ativo. Bandas claras,
indicadas por setas pretas, mostrando a atividade da protease em um gel PAGE nativo a 10%

contendo 1% (m/v) de caseina.

Efeitos de inibidores na atividade proteolitica

Diversos inibidores foram avaliados quanto aos efeitos sobre as proteases de B.
bassiana IP 361. O inibidor de serino-protease (PMSF) apresentou inibicdo significativa da
atividade enzimaética (100%) em relacdo ao controle (sem inibidores), enquanto EDTA nao

demonstrou inibicdo com um valor de 0% (Tabela 1).
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Tabela 1. Percentual de inibi¢do da atividade proteolitica de extrato precipitado do isolado de

Beauveria bassiana IP 361 s.I.

CONCENTRACAO .
TRATAMENTO INIBICAO
[mM]
[%6]
CONTROLE 0 0
PMSF 10 100
EDTA 10 0

A presenca de serino-proteases no extrato precipitado de B. bassiana foi confirmada

por esta analise, fornecendo dados essenciais para a construcdo da arvore filogenética.

Anadlises in silico

A arvore filogenética dos fungos foi realizada para elucidar as relacdes filogenéticas
entre as proteases identificadas por SDS-PAGE acoplada a um zimograma do isolado de B.
bassiana IP 361 e aquelas descritas na literatura. Para a construcdo da arvore, foram utilizadas
sequéncias de serino-protease de Metarhizium robertsii ARSEF 23, Purpureocillium lilacinum,
Cordyceps fumosorosea ARSEF 2679, Fusarium culmorum, Trichoderma harzianum CBS
226.95 e B. bassiana ARSEF 2860, disponiveis no NCBI. A anélise comparativa foi baseada
nos dominios conservados de serino-proteases tipo subtilisina Prl (Familia: Peptidase_S8) e
tipo tripsina Pr2 (Familia: Trypsin) de B. bassiana.

Na Fig. 2a, foi observado o agrupamento das serino-proteases de B. bassiana com as de
outras especies de fungos, sugerindo a presenca de um ancestral comum. A analise filogenetica
revelou gque essas proteinas se organizam em quatro subclados distintos. O primeiro subclado
contém seis grupos de serino-proteases (Familia: Peptidase_S8), demonstrando uma relacdo

evolutiva entre as subtilisin-like protease e subtilisin-like protease Prl isoforma A de B.



84

bassiana e os microrganismos P. lilacinum, M. robertsii e C. fumosorosea. O segundo subclado
€ composto por sete proteases, incluindo dois grupos de M. robertsii e a isoforma F da subtilisin-
like protease (Prl) de B. bassiana. O terceiro subclado agrupa a alkaline serine protease de B.
bassiana, indicando sua proximidade com os dominios conservados evolutivamente das
proteases dos microrganismos P. lilacinum, T. harzianum e C. fumosorosea. No entanto,
evidenciou-se uma relagdo evolutiva um pouco mais distante com as alkaline serine proteases
de M. robertsii e Fusarium culmorum.

O quarto subclado foi identificado para as serino-proteases tipo tripsina, demonstrando
um ancestral comum e uma relacdo evolutiva distinta em comparagcdo com as do tipo
subtilisina. A trypsin-related protease de B. bassiana compartilha 0 mesmo subclado que a
chymotrypsin de M. robertsii, como observado em 100% das 5.000 iteragdes realizadas para

determinar a arvore filogenética.
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Arvore filogenética Identificagfio de proteinas

A B
300 XP 008597677.1 Beauveria bassiana (subtilisin-like protease)
2 { XP 018178495.1 Purpureocillium lilacinum
2 L XPO018174551.1 Purpureocillium lilacinum
XP 007819378.1 Metarhizium robertsii
—57{: XP 018706621.1 Cordyceps fumosorosea
XP 008597825.1 Beauveria bassiana (subtilisin-like protease Pr1A)
T XP 007823932.1 Metarhizium robertsii
L XP008600639.1 Beauveria bassiana (subtilisin-like protease Pr1F)
= _ XP007819470.1 Metarhizium robertsii
2 _ XP007824016.1 Metarhizium robertsii
® XP 007822305.1 Metarhizium robertsii
—wL__ XP007823684.1 Metarhizium robertsii
XP 007816671.1 Metarhizium robertsii

70

55

XP 011410652.1 Metarhizium robertsii
XP 018709146.1 Cordyceps fumosorosea
L QPC68897.1 Fusarium culmorum
- XP 007819313.1 Metarhizium robertsii
5 7 { XP 024777229.1 Trichoderma harzianum
XP 007821831.1 Metarhizium robertsii
= XP 024777229.1 Trichoderma harzianum
XP 024771721.1 Trichoderma harzianum
XP 008600019.1 Beauveria bassiana (alkaline serine protease)
L XP 018173749.1 Purpureocillium lilacinum
# XP 018706512.1 Cordyceps fumosorosea
{ XP 018709137.1 Cordyceps fumosorosea
XP 008597024.1 Beauveria bassiana (trypsin-related protease)

68

53

56

100l XP 007816308.1 Metarhizium robertsii

Fig. 2 Arvore filogenética construida por meio do método de méaxima verossimilhanga no
programa MEGA v.11, baseado nos dominios conservados das proteases de diferentes
espécies de fungos entomopatogénicos em relacdo a Beauveria bassiana ARSEF 2860. (a)
Relacdes filogenéticas determinadas por valores de bootstrap de 5000 replicacdes. (b)

Identificacdo das sequéncias proteicas do banco de dados de NCBI.

A estrutura tridimensional (Fig. 3) das serino-proteases de B. bassiana foi modelada
utilizando o software ColabFold para previsao de estruturas de proteinas. Esta ferramenta gera
uma pontuacéo de confianga do modelo por residuo (pLDDT), variando entre O e 100. Regifes

com pontuacao inferior a 580 pLDDT podem nédo apresentar uma estrutura bem definida
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isoladamente. Na Fig. 3 (a-d), sdo apresentadas as modelagens das estruturas para as
sequéncias com dominio conservado na Familia: Peptidase_S8, incluindo Subtilisin-like
protease PrlF, Subtilisin-like protease PrlA, Alkaline serine protease e Sublitisin-like
protease. Adicionalmente, a estrutura da serino-protease pertencente a Familia Trypsin é

demonstrada na Fig. 3e.

piDDT: EEE Very low (<50) Low (60) 0K (70) Confident (80) M Very high (=90)
Fig. 3 Estruturas tridimensionais (3D) das proteases de Beauveria bassiana por meio da

ferramenta de modelagem ColabFold, usando a pontuacao de confianga do modelo por residuo
(pLDDT) (a) Subtilisin-like protease Pr1F. (b) Subtilisin-like protease Pr1A. (c) Alkaline

serine protease. (d) Sublitisin-like protease. (e) Trypsin-related protease.

Efeito ovicida in vitro

As proteases presentes no EPA produzido por B. bassiana causaram redugédo

significativa (p<0,01) no numero de ovos intactos de E. pancreaticum, em comparagao ao grupo
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EPD, indicando seu efeito ovicida in vitro. O percentual de reducédo, em relagédo ao grupo EPD,

foi de: 53% (Fig. 4).

120
100
80
60
40

20

Porcentagem de ovos integros de
Eurytrema pancreaticum

Extrato precipitado desnaturado Extrato precipitado ativo

Fig. 4 Avaliacdo do efeito ovicida das proteases de Beauveria bassiana em Eurytrema
pancreaticum, ap0s 24 horas de incubacdo a 28+1°C no escuro. Letras diferentes indicam que
0 grupo de controle com extrato desnaturado e o grupo tratado com o extrato ativo

apresentaram diferenca significativa (p<0,01).

Na Fig. 5 c-d é demonstrada a acdo digestiva das proteases sobre a casca dos ovos e
posteriormente sobre o conteudo interno de E. pancreaticum. Nesse caso, € nitida a digestao

das barreiras e contetido dos ovos.
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Fig.5 Efeito ovicida in vitro das proteases de Beauveria bassiana sobre ovos de Eurytrema
pancreaticum. (a) Extrato precipitado desnaturado. (b), (c) e (d) Extrato precipitado ativo. As

setas pretas indicam a digestdo da casca e do conteudo interno devido & agédo das proteases.

Discussao

Para obter niveis 6timos na producdo de enzimas extracelulares de B. bassiana, foi
utilizado o meio de cultura de arroz suplementado como soro de leite. Este meio de cultura ao
conter aglcares e compostos contendo nitrogénio pode aumentar a producdo de conidios,
melhorar a persisténcia e aumentar a germinacdo em condicdes 6timas de umidade relativa. A
producdo de biomassa microbiana a partir de soro de queijo tem sido considerada como uma

opcao (Figueroa et al. 2024; Kassa et al. 2008).
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Diversos estudos comprovam a viabilidade da producdo enzimética por meio da
fermentagdo solida, demonstrando resultados promissores. Alves et al. (2020) otimizaram a
producdo de enzimas extracelulares de B. bassiana em fermentagdo soélida, obtendo um
aumento significativo na atividade de exocelulase (10%), endocelulase (63%), quitinase (60%)
e B-1,3-glucanase (61%). Porém, os resultados do presente trabalho evidenciam o potencial da
fermentacgdo sélida como uma estratégia eficaz e sustentavel para a producao de enzimas.

A atividade proteolitica foi potencializada pelo processo de precipitacdo em comparacéo
com o extrato bruto livre de células (p<0,01). No entanto, ndo foi evidenciado atividade
quitinolitica do extrato precipitado. Este resultado é baseado na funcdo da acetona como
solvente organico, o que aumentoua o grau de purificacdo cerca de doze vezes e reduziu a
atividade da quitinases, além das impurezas residuais presentes do meio de cultura.

A precipitacdo por acetona se destaca como uma técnica eficaz para fracionamento,
concentragdo e purificacdo de proteinas em sistemas biologicos complexos (Bryjak and Reku¢
2010). Estudos como o de Baghalabadi and Doucette (2020) demonstraram a seletividade da
precipitacdo por acetona, favorecendo a precipitacdo de proteinas de alto peso molecular, o que
a torna uma ferramenta valiosa para concentracdo de proteinas especificas.

O zimograma destacou-se como uma ferramenta valiosa para a identificacdo e
caracterizacdo das proteases presente no extrato precipitado ativo. Em nosso estudo, foi
evidenciado a presenca de cinco bandas expressas pela atividade proteolitica por meio da
formacdo de halos de digestdo da caseina no extrato precipitado do isolado IP 361 de B.
bassiana (Fig. 1). O peso molecular estimado para essas bandas estd em concordancia com o
peso molecular de serino-proteases do tipo subtilisina e tripsina, previamente reportadas para o
isolado B. bassiana ARSEF 2860, na base de dados de NCBI (Xiao et al. 2012). Monte et al

(2017) relataram que esta técnica permite detectar formas latentes e ativas de enzimas, em
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diferentes amostras como células, extratos, tecidos ou fluidos bioldgicos, a torna uma técnica
robusta e versatil.

Arias-Aravena et al. (2022) utilizaram a técnica de zimograma para identificar
exoenzimas secretadas pelo fungo entomopatogénico Beauveria pseudobassiana RGM 2184
em diferentes meios de cultura. Essa técnica revelou a presenca de trés proteases no
sobrenadante, com pesos moleculares estimados em aproximadamente 36, 105 e 113 kDa. Os
autores sugeriram que essas proteases pertencem ao complexo de protease Prl, similar a
subtilisina, e podem desempenhar um papel crucial na patogenicidade do fungo.

Correlacionando com os resultados do nosso estudo, podemos sugerir a presenca de duas
isoformas de serino-proteases no isolado IP 361 de B. bassiana, a subtilisin-like protease Pr1F
e a subtilisin-like protease Pr1A (Fig. 1). As serino-proteases do tipo subtilisina (Prl) e tripsina
(Pr2) sdo as enzimas proteoliticas mais estudadas em fungos entomopatogénicos, com onze
isoformas relacionadas ao gene codificador de Prl em B. bassiana (AlGhanimi et al. 2020;
Vikhe et al. 2016). O estudo desenvolvido por Gao et al. (2020) demonstrou que as proteases
Prl conservadas atuam na degradacdo da cuticula de insetos, com cinco delas (Prl1C, PrlG,
PrlA2, PriBl e PrlB2) contribuindo individualmente para 19-29% da viruléncia de B.
bassiana.

A grande variacdo no peso molecular de proteases de diferentes cepas de B. bassiana,
variam de 32 kDa a 105 kDa. Além disso, estas proteases demonstraram exibir atividades
proteoliticas em uma ampla gama de substratos, desde colageno, caseina e elastina (Amobonye
et al. 2020; Borgi et al. 2016; Firouzbakht et al. 2015; Urtz and Rice 2000).

Na Tabela 1, o efeito de inibidores de serino-proteases e metaloproteases na atividade
proteolitica do precipitado de Beauveria bassiana (IP 361) € descrito. A inibigdo pelo PMSF
(100%) se encontra relacionado com as serino-protease e a auséncia de efeito do EDTA (0%)

sugerem que o precipitado do isolado IP 361 n&o apresenta inibicdo nas metaloproteases.
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Estudos como o relatado por AlGhanimi et al. (2020) mencionaram que concentragbes de 1 e 5
mM de PMSF inibiram completamente a atividade de proteases, indicando a presenca de serino-
proteases, onde os residuos de amino&cido no sitio ativo é sulfonado pelo inibidor. No entanto,
neste mesmo estudo, o EDTA induziu a atividade a 144,13% e 163,75% usando 1 e 5 mM,
respectivamente.

A Fig. 2 apresenta a classificacdo filogenética das proteases subtilisin-like protease
PR1F, subtilisin-like protease Prl1A, alkaline serine protease, sublitisin-like protease e trypsin-
related protease de B. bassiana ARSEF 2860, incluindo anotagdes de homdlogos em fungos
entomopatogénicos. Esse resultado indica uma relacdo filogenética entre 0s microrganismos
analisados, sugerindo que a proximidade ou distancia entre eles reflete a divergéncia de alguns
membros da familia subtilisina e tripsina durante a evolucéo da patogenicidade em insetos por
fungos da Ordem Hypocreales.

Dentro do dominio conservado da familia Peptidase S8, as proteases Prl se destacam
por sua relevancia na busca por nutrientes e na patogenicidade de insetos. Essa familia se divide
em duas classes principais, sendo a subtilisina da classe Il (like-protease), subdividida em
subfamilias extracelulares 1 (PrlA, PrlB, PrlG, Prll e PriK) e 2 (PrlD, PrlE, PrlF e Prl))
(Gao et al. 2020).

Da mesma forma, estudos como o de Shankar and Laxman (2015) relataram que as
proteases de tipo alcalina pode estar presente na cepa de Beauveria sp. (MTCC 5184)
mostrando a existéncia de proteases alcalinas. As enzimas proteoliticas da familia da subtilisina
S8 sdo, em sua maioria, endopeptidases que sdo mais conhecidas por sua termoestabilidade,
inespecificidade e s@o particularmente ativas em pH neutro e levemente alcalino (Rawlings et
al. 2017).

Na Fig. 2 foi evidenciada a ancestralidade compartilhada dos subclados das sequéncias

proteicas previstas in silico de B. bassiana e M. robertsii, as quais apresentam concordancia
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com os resultados do zimograma para as cinco proteases caracterizadas no isolado IP 361 de B.
bassiana. As distintas historias das linhagens na evolucdo da patogenicidade dos insetos
sugerem a possibilidade de que as Prl sdo fundamentais para a degradacdo da cuticula do
hospedeiro, sendo possivelmente mais conservadas em B. bassiana do que no complexo M.
anisopliae, no qual a familia das Peptidase_S8, vem sendo diversificada através da evolugao
molecular (Andreis et al. 2019). Assim mesmo, Xiao et al. (2010) demonstraram que 0 genoma
de B. bassiana possui um numero similar de proteases ao de M. robertsii.

Em relacdo a serino-protease da Familia Trypsin (Pr2), foi identificado proximidade na
linhagem de B. bassiana com M. robertsii. Sdnchez-Pérez et al. (2014) identificaram que a
atividade catalitica na degradacdo da cuticula por Prl e Pr2 no tegumento dos insetos ocorreu
por microrganismos como B. bassiana e M. anisopliae. No entanto, a caracterizagdo bioquimica
da Pr2 ainda néo foi elucidada (Shin et al. 2020).

A estrutura tridimensional das proteases subtilisin-like protease Pr1F, subtilisin-like
protease Prl1A, alkaline serine protease, subtilisin-like protease e trypsin-related protease de B.
bassiana ARSEF 2860 foi elucidada e modelada in silico a partir de sequéncias FASTA de
proteinas obtidas do banco NCBI. Essa modelagem permitiu a geracdo preditiva da
conformacao tridimensional de cada protease (Fig. 3).

A principio, sugere-se gque todas as serino-peptidases poderiam ser catalogadas como
homologas a quimotripsina. As enzimas subtilisinas sdo proteases que contém a triade catalitica
na ordem dos residuos de acido aspartico (Asp39), histidina (His69) e a serina (Ser224), que
evoluiram independentemente (Azrin et al. 2022; Gilliland and Teplyakov 2011). Assim
mesmo, Dhawan et al. (2020) descreveram que a estrutura molecular da protease tipo subtilisina
Prl consiste em cinco cisteinas formando duas pontes dissulfeto.

A peptidase tipo tripsina Pr2, tem como funcdo catalisar a clivagem das cadeias de

peptideos principalmente no lado carboxilico dos aminoacidos Arginina e Lisina, e as ligacdes
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formadas por residuos hidrofébicos sdo catalisadores na clivagem pela Prl (Semenova et al.
2020) (Fig. 3e).

Ramos-Llorca et al. (2023) constataram que a atividade catalitica das aminopeptidases
da familia tripsina é dependente de um residuo de cido aspértico localizado na base do sitio
primario de ligacdo ao substrato.

Os resultados da caracterizacgdo preditiva das proteases de B. bassiana IP 361 refor¢cam
a importancia da subtilisina-like (Prl) e da tripsina-like (Pr2) no processo patogénico de fungos
entomopatogénicos. A Prl atua na catélise abrangente da proteina cuticular dos insetos, sendo
secretada nas etapas iniciais da penetracdo fungica. Ja a Pr2 funciona como uma protease
suplementar, colaborando com a Prl na catélise da degradacdo proteica (Pour et al. 2021; Dias
et al. 2008).

As infeccBes causadas por trematédeos em ruminantes se tornaram um problema
recorrente devido a dificuldade de erradicar esses parasitas do ambiente. O uso de métodos
alternativos, como o controle bioquimico, com o uso das proteases de B. bassiana, é
apresentado como uma ferramenta para o controle in vitro dessa doenca parasitaria.

Os resultados deste estudo, demonstram a acao in vitro das proteases de B. bassiana na
degradacdo das proteinas da casca, como se encontra evidenciado na Fig. 4. A reducdo
significativa no percentual de ovos integros em comparagdo ao extrato desnaturado (p<0,01)
sugere que as proteases atuam na degradacao da casca dos ovos de E. pancreaticum, permitindo
a liberacdo do contetdo interno (Fig. 5). O estudo desenvolvido por Pinheiro et al. (2015)
detalhou a morfologia dos ovos de E. coelomaticum, revelando uma casca espessa com 3,70 +
0,56 um nas extremidades e 2,32 = 0,43 um lateralmente. Essa rigidez ¢ atribuida a composi¢ao
da casca, rica em proteinas estruturais como esclerotina e queratina, com cadeias de

aminoéacidos ligadas por pontes cruzadas.
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A aplicacdo do precipitado pode ser um complemento ao controle de parasitas no
ambiente e oferece diversas vantagens. Em primeiro lugar, reduz a necessidade do uso
excessivo de anti-helminticos, minimizando a presenca desses medicamentos no meio ambiente
e nos alimentos. Isso, por sua vez, diminui os riscos de intoxicagdo e o desenvolvimento de
resisténcia anti-helmintica (Charlier et al. 2022; Fissiha et al. 2021).

Estudos anteriores demonstraram a atividade antiparasitaria das proteases do extrato
bruto de B. bassiana ESALQ PL63, com reducdo de 58% nas larvas infectantes (L3) do
nematoide Haemonchus spp. em comparagdo ao controle e ao grupo desnaturado apos 24 horas
de incubacdo (Figueroa et al. 2024).

Embora ainda existam poucos estudos sobre o uso de proteases de fungos
entomopatogénicos como B. bassiana no controle de doengas parasitarias negligenciadas em
humanos, este trabalho apresenta o primeiro relato da acédo in vitro das proteases de B. bassiana
sobre ovos de E. pancreaticum. Este estudo produziu informacgdes que permitem vislumbrar
novas pesquisas para o uso in vitro de extratos enzimaticos do isolado IP 361 de B. bassiana,
impulsionando novas pesquisas com foco no controle ambiental dessa doenca negligenciada.
Além disso, estudos moleculares aprofundados sobre a identificacdo e caracterizacdo das
isoformas da Prl e Pr2 em B. bassiana sao necessarios para elucidar seu papel na viruléncia de

insetos-praga.
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Resumo

Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) tem causado perdas econémicas e
desafios de seguranca alimentar, levando ao uso excessivo de pesticidas sintéticos para seu
controle. Desta forma, este estudo avaliou o efeito in vitro concomitante das enzimas
extracelulares e os conidios de Beauveria bassiana sobre pupas de S. frugiperda. As enzimas
foram produzidas no meio de cultura sélido (arroz com soro de leite) utilizando o isolado IP
361 de B. bassiana. As enzimas foram concentradas pelo método de precipitacdo e a atividade
especifica foi determinada. Para o ensaio de viruléncia in vitro para pupas de S. frugiperda
foram estabelecidos os seguintes grupos: G1 controle negativo (agua destilada); G2: controle
positivo (inseticida com principio ativo clorpirifos: 480g/L); T1: conidios (107 conidios/mL);
T2: extrato precipitado ativo; T3: extrato precipitado desnaturado; T4: conidios (10’

conidios/mL) + extrato precipitado ativo. A porcentagem de mortalidade foi calculada
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diariamente até a completa emergéncia dos insetos. Apos a precipitacdo a atividade especifica
para protease foi de 180 U mg* e quitinase de 0,207 U mg™. O percentual de mortalidade de
pupas de S. frugiperda para o extrato ativo foi de 100% em comparagdo aos tratamentos
controle e desnaturado (p<0,01). N&o houve diferenca significativa (p>0,01) entre o ativo com
0 controle positivo. As suspensdes de conidios com extrato ativo e sO conidios causaram
mortalidades de 73% (p>0,01) e 63% (p>0,01). Os resultados indicam que 0 uso in vitro dessas
enzimas de B. bassiana pode ter o mesmo efeito letal que o inseticida clopirifos, sendo uma

possivel alternativa sustentavel para o controle de S. frugiperda.

Palavras-chaves: Fungo entomopatogénico, protease, quitinase, lagarta-militar, precipitacao.

1.Introdugéo

A lagarta-do-cartucho-do-milho (FAW), Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), é um inseto lepiddptero amplamente reconhecido como uma praga de culturas
agricolas na América do Norte e do Sul, e na Gltima década, tem se tornado uma importante
praga invasora em escala global (Tay et al., 2023).

No Brasil, é considerada a praga mais destrutiva do milho (Jaramillo-Barrios et al.,
2020; Cruz et al., 2012). Esse inseto tem sido caracterizado em mais de 350 espécies de plantas
hospedeiras devido a sua natureza polifagica. Spodoptera frugiperda causa um atraso no
desenvolvimento da cultura e uma queda na produtividade porque consome o tecido vegetal nas
fases iniciais da cultura, alimentando-se das folhas jovens, do verticilo levando a graves perdas
de rendimento se ndo forem controladas em tempo habil (Udayakumar et al., 2021; Toepfer et

al., 2021; Jaramillo-Barrios et al., 2020; Hernandez-Trejo et al., 2018).
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Essa praga é frequentemente controlada com a aplicacdo de inseticidas sintéticos de
contato e de ingestdo (Zhang et al., 2021; Kumela et al., 2018). Contudo, os efeitos adversos
desses produtos superam os beneficios da reducéo das populagdes de pragas, pois podem levar
ao desenvolvimento de resisténcia nos insetos (Sari et al., 2023; Zhang et al., 2021). Além disso,
contaminam o meio ambiente e deixam residuos tdxicos nos produtos agricolas, representando
um risco significativo a salde humana (Sari et al., 2023; Harrison et al., 2019).

No controle das pragas, 0s biopesticidas surgem como alternativa sustentivel aos
pesticidas sintéticos, o qual sdo classificados pela EPA (2023) em trés categorias: incorporados
em plantas (PIPs), pesticidas bioquimicos (substancias que interferem no acasalamento, como
feromonios sexuais de insetos e enzimas extracelulares) e microrganismos (produtos obtidos de
Bt), os biopesticidas oferecem controle eficaz e menor impacto ambiental (Ferreira and Soares,
2023).

Beauveria bassiana é um dos melhores fungos entomopatogénicos para controlar
insetos-praga (Srivani and Jalaja, 2022). Diversas cepas de B. bassiana desempenham um papel
fundamental no controle de diferentes tipos de pragas. Trata-se de um micoinseticida ecologico
gue produz enzimas e metabdlitos secundarios que desempenham papel importante no controle
bioldgico de pragas (Ebani and Mancianti, 2021).

O processo infeccioso de B. bassiana no hospedeiro é mediado por uma combinacao
sinérgica de mecanismos bioquimicos e mecanicos. A pressdo exercida pelo apressorio fungico
rompe areas membranosas da cuticula do inseto, abrindo caminho para a acdo de enzimas
hidroliticas extracelulares, como proteases (EC 3.4) e quitinases (EC 3.2.11.14). Essas enzimas
catalizam a degradacdo da cuticula, permitindo a penetracdo do fungo na hemolinfa do
hospedeiro. A colonizacdo da hemocele do inseto permite a proliferacdo de corpos hifais
capazes de evadir as defesas imunes inatas (Figueroa et al., 2024; Srivani e Jalaja, 2022; Collette

and Lorenz, 2011).
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A produgdo e aplicagdo destas enzimas hidroliticas pode reduzir as doses necessarias e
minimizar o uso de pesticidas quimicos, promovendo uma tecnologia verde e sendo sustentavel,
assim como eficiente para o controle de pragas (Soares et al., 2023; Ferreira and Soares, 2023).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito in vitro das enzimas extracelulares

em concomitancia com os conidios de B. bassiana no controle de pupas de S. frugiperda.

2.Materiais e métodos

2.1. Isolado fungico

O isolado IP 361 de Beauveria bassiana s.l. usado no experimento foi obtido da
colecdo de fungos entomopatogénicos do Laboratério de Patologia de Invertebrados do
Instituto de Patologia Tropical e Saide Publica (IPTSP) da Universidade Federal de Goias
(gentilmente cedido pelo Professor Christian Luz).

O isolado foi crescido em placas de Petri contendo 2,0% de agar Batata Dextrose
(BDA) a 25+1°C no escuro por 10 dias. A partir desse isolado foi adicionada uma solugéo
aquosa estéril de Tween 80 a 0,040% (v/v) a cada placa, e uma aliquota foi utilizada para
contabilizar o nimero de conidios na cAmara de Neubauer, até obter uma concentragio de 107
conidios/mL. Posteriormente, a suspensdo de conidios foi usada para inoculagdo no meio

solido a fim de produzir enzimas extracelulares (proteases e quitinases).

2.2. Producéo enzimética

2.2.1. Preparacdo de meios de cultura solidos (arroz com soro de leite)

O meio de cultura proposto foi estabelecido seguindo a metodologia descrita por

Figueroa et al. (2024). O experimento foi repetido em trés dias diferentes utilizando seis
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réplicas para cada dia avaliado. Os frascos contendo 40 g de arroz pré-cozido e 20 mL de
soro de leite, foram previamente autoclavados antes da adi¢do de uma aliquota de 0,50 mL
de conidios, descrito na se¢dao 2.1. Os meios foram mantidos em incubadora BOD, a 27 +
1°C, UR de 60 + 10% e fotofase de 24h durante 10 dias. Cada amostra foi agitada
manualmente a cada trés dias para homogeneizacdo dos conidios, a fim de melhorar o

contato e a germinagao.

2.2.2 Preparagéo do extrato bruto

Aos meios de cultura sélido foram adicionados 30 mL de 4agua destilada estéril. Em
seguida, os meios foram mantidos em agitacéo por 2 h, em incubadora com agitacao orbital, a
120 RPM. Entdo, foram filtrados a vacuo usando papel Whatman n° 4. Seguindo a metodologia
descrita por Figueroa et al. (2024), o filtrado foi centrifugado a 10.000 g por 15 minutos. O
sobrenadante coletado, contendo enzimas e livre de células fangicas, foi denominado extrato

bruto.

2.3 Concentracéo

A uma aliquota contendo 15 mL do extrato bruto, foi precipitada adicionando acetona
P.A (Exodo cientifica, Brasil) na proporcao 1:2 (sobrenadante/solvente), respectivamente. Em
seguida, as solucdes foram incubadas a 4°C por 1 h e centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 100 pL de agua destilada.

Em seguida, a atividade enzimaética foi avaliada (Doonan, 2004).
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2.4. Ensaio enzimatico

2.4.1. Atividade proteolitica total

A atividade proteolitica foi mensurada de acordo com a metodologia modificada proposta
por Braga et al. (2011). Neste experimento, foram utilizados 50pL de amostra incubada a 37°C
na presenca de 500uL de caseina 1,0% (m/v) e 450uL de tampdo Tris-HCI 50mM (pH 7,15),
por 30 min. Apds esse periodo, a reagdo foi interrompida com adicdo de 1mL de &cido
tricloroacético (TCA — P.A. —Dinamica) 10,0% (m/v). Em seguida, as suspensfes foram
centrifugadas a 10.000 g por 10min e o sobrenadante foi utilizado para leitura de absorbéncia a
280nm. Uma unidade de atividade enzimética de protease foi definida como a quantidade de
enzima que catalisa a liberacdo de 1 g de tirosina por minuto nas condi¢bes experimentais

acima mencionadas.

2.4.2. Atividade quitinolitica total

A atividade quitinolitica do extrato foi medida pela quantificacdo de agucares redutores
(Miller, 1959). Neste experimento, foram utilizados 20uL de amostra incubada a 37°C na
presenca de 500uL de quitina coloidal 1,0% (m/v) e 480uL de tampéo Tris-HCI 50mM (pH
7,15), por 60 min. Apoés esse periodo, a reacdo foi interrompida com adicdo de ImL de DNS e
levada em banho fervente por 5 min. Em seguida, as suspensdes foram centrifugadas a 10.000
g por 10min e o sobrenadante foi utilizado para leitura de absorbancia a 540nm. Uma unidade
de atividade de quitinase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para catalisar a

liberagdo de 1,0 uM de N-acetilglucosamina por minuto, nas condigdes do ensaio.
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2.4.3. Determinacdo da proteina total

A concentragdo total de proteina foi estimada empregando albumina sérica bovina

(BSA) com padrao, seguindo o protocolo descrito por Bradford (1976).

2.4.4. Atividade especifica

A atividade especifica da protease e quitinase foi calculada dividindo a atividade

enzimatica pela concentragdo de proteinas totais, sendo expressa em U mg* de proteina.

2.5. Obtencéo de S. frugiperda

Para o presente estudo foram utilizadas pupas de S. frugiperda obtidas da criacdo do
Laboratdrio de Ecotoxicologia e Manejo Integrado de Pragas (MIP) do Departamento de
Entomologia da Universidade Federal de Lavras. As quais, foram mantidas em sala climatizada

a 25 +2°C, UR de 60 £ 10% e fotoperiodo de 12:12 (L:D) horas.

2.5.1. Ensaio de viruléncia in vitro

O experimento para avaliar a viruléncia do extrato fungico precipitado e os conidios
de B. bassiana foi realizado por meio da formacdo de dois grupos controle e quatro
tratamentos. Cada grupo e tratamento continha 10 réplicas de pupas de S. frugiperda. Este
bioensaio foi realizada em triplicada em dias diferentes. Os grupos controles foram compostos
por G1: controle negativo (agua destilada) e G2: controle positivo (inseticida com principio
ativo clorpirifos: 480g/L e marca comercial Klorpan 480 EC) e os tratamentos foram
agrupados da seguinte forma: T1: suspensdo de conidios do isolado IP 361 (10 conidios/mL);
T2: extrato precipitado ativo; T3: extrato precipitado desnaturado a 100 °C por 2 h; T4:

suspensdo de conidios (107 conidios/mL) + extrato precipitado ativo.
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As pupas de S. frugiperda foram imersas por 3 segundos em solugdo (3 mL) do
respectivo tratamento, por trés dias consecutivos, e mantidas em laboratério a 25 + 2°C, UR
70 + 10% e fotofase de 12 h. Foram feitas avaliacdes diérias durante 10 dias consecutivos do
namero de pupas mortas até a emergéncia de todos os adultos. Calculou-se a porcentagem de

emergéncia pela formula de Ferreira et al. (2024), onde:

Mortalidade (%) = (n° de insetos mortos) X 100
(ne total de insetos vivos)

2.5.2 Avaliacao de alteracdes morfoldgicas das pupas e adultos de S. frugiperda

No bioensaio 2.5.1, os possiveis efeitos danosos apds a imersdo dos insetos nos
diferentes tratamentos foram avaliados utilizando um estereoscépio. As deformidades no
corpo dos insetos e a emergéncia incompleta de adultos nas pupas, indicadores de toxicidade
induzida pelos tratamentos, foram observadas e registradas. Esta analise permitiu a

identificacdo dos efeitos prejudiciais causados pelos diferentes tratamentos aos insetos.

2.5.3 Re-isolamento e caracterizacdo morfoldgica de B. bassiana (IP 361) em pupas de S.

frugiperda

Apbs os 10 dias de aplicacdo do bioensaio, os tratamentos com a suspensao de conidios
do isolado IP 361 (107 conidios/mL (T1) e suspenséo de conidios (10 conidios/mL) + extrato
precipitado ativo (T4), a morfologia das colénias foi caracterizada visualmente a partir do
crescimento do fungo apds de 7 dias a 27°C em placas de Petri contendo o0 meio de cultura
BDA. Tanto a caracterizagdo macroscopica quanto a microscopica do isolado foram realizadas
por observacao das caracteristicas morfoldgicas como cor micelial, forma e cor da colénia. A

caracterizagdo microscoépica do isolado foi feita por microscopia optica (Wang et al., 2020).
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2.6. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados estatisticamente por meio da anélise de variancia
ANOVA e realizado o teste de Tukey a 1 e 5% de significancia usando o software Bioestat 5.0

(Ayres et al., 2003).

3. Resultados e discussao

3.1 Producao enzimatica e atividade especifica

A partir dos resultados deste estudo foi evidenciado que a formulagdo do meio de cultivo
composto pelo arroz com o soro de leite demonstrou ser ideal para o desenvolvimento de B.
bassiana IP 361, estimulando tanto o crescimento fungico quanto a producdo de enzimas
extracelulares. A presenca de fontes de carbono e nitrogénio facilmente assimilaveis no meio,
proporcionou condicdes Gtimas para a colonizacdo fangica. A viabilidade dos conidios e a
eficiéncia da producdo enzimatica, observadas neste estudo, corroboram os resultados de Taylor
et al. (2013) que destacaram as vantagens econdmicas e a alta eficiéncia desse meio de cultivo
para 0 aumento da germinacdo fangica.

Com relacéo a atividade especifica da protease no isolado de B. bassiana IP 361, teve
como valor no extrato bruto de 26 U mg™. A concentragdo das proteases por meio da
precipitacdo resultou em um aumento significativo (p<0,01) na atividade especifica, alcancando
180 U mg™. Em relagdo a atividade quitinolitica, o extrato bruto apresentou atividade especifica
de 0,153 U mg™. A concentragdo das quitinases por meio da precipitacdo também foi efetiva,
com um aumento significativo (p<0,01) na atividade especifica, com um valor final de 0,207 U
mg?. Esses resultados indicam que os valores das atividades especificas das proteases e
quitinases tiveram aumentos quando a acetona foi utilizada como agente de precipitacdo na

proporcao 1:2 (sobrenadante /solvente), o que permitiu concentrar o extrato enzimatico fungico
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e remover alguns outros componentes, como pequenas moléculas organicas e peptideos de meio
de cultura, assim como metabolitos secundarios que poderiam interferir na atividade
enzimatica.

No estudo realizado por Figueroa et al. (2024), foram testados os meios de cultura
liquidos caldo SDY, meio de cultura YPG, meio sintético e o meio de amido solivel com extrato
de levedura, além dos meios s6lidos como arroz suplementado com soro e farinha de crisélida
do bicho-da-seda (Bombyx mori) misturada com arroz. Aqueles autores observaram que o0 meio
de cultura de arroz suplementado com soro de leite foi 0 que induziu a maior producéo de
protease com um valor de 36 U mg™ e quitinase de 0,90 U mg, para o isolado de B. bassiana
ESALQ PL63, demonstrando o potencial deste meio na producdo enzimatica.

Nesse sentido, no estudo de Chen et al. (2019), os autores utilizaram a metodologia de
precipitacdo para concentrar lipases de Aspergillus niger GZUF36, onde obtiveram resultados
significativos no processo de concentracdo e relataram que o conteudo excessivo de acetona

resulta na inativacdo parcial da lipase.

3.2 Ensaio de viruléncia in vitro

O proposito deste estudo foi avaliar o potencial das enzimas extracelulares (proteases e
quitinases) obtidas de B. bassiana a partir de processos fermentativos em concomitancia com
os conidios do fungo nas pupas de S. frugiperda.

Os resultados obtidos do bioensaio de viruléncia in vitro dos tratamentos podem ser

observados na Figura 1.
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G1: Controle negativo T1: Conidio (IP 361) T3: Extrato precipitado desnaturado

G2: Controle Positivo T2: Extrato precipitado ativo T4:Conidio (IP 361)+ Extrato
precipitado ativo

Fig. 1. Percentual de mortalidade de pupas de Spodoptera frugiperda. Foram avaliados seis
grupos: grupo controle negativo: agua destilada (G1); controle positivo (inseticida com
principio ativo clorpirifos 480g/L) (G2); suspensao de conidios do isolado IP 361(T1); extrato
precipitado ativo (T2); extrato precipitado desnaturado (T3); suspenséao de conidios (IP 361) +
extrato precipitado ativo (T4). Para o ensaio, as pupas foram submersas no volume total de 3
mL de solucdo usada no respectivo controle ou tratamento durante 3 segundos e incubados a
temperatura 25°C e a umidade relativa de 75%, respectivamente. Todos 0s grupos avaliados
foram analisados estatisticamente ap0s o tratamento, por comparacao a cada dia, de acordo com
o0 teste de Tukey. Letras iguais representam grupos estatisticamente iguais (p>0,01) e letras

diferentes denotam grupos estatisticamente (p<0,01).

O grupo G2 apresentou diferencas significativas (p< 0,01) em relagdo aos grupos G1,

T1, T3 e T4 durante os primeiros 10 dias apos aplicacdo dos tratamentos em pupas de S.
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frugiperda. No entanto, a partir do dia 7, a diferenca entre o grupo G2 e o grupo T2 néo foi
mais significativa (p>0,01). Os resultados reportados destacam que o grupo T2 apresentou
diferencas significativas (p<0,01) em relagdo aos grupos G1, T1 e T3 para todos os dias da
avaliagdo. Por outro lado, nos dias 2 e 3, ndo foram observadas diferengas significativas
(p>0,01) entre os grupos T2 e T4. No entanto, a partir do dia 4, foi possivel identificar diferencas
significativas (p<0,01) entre os grupos T2 e T4. Em relacdo aos grupos T1 e T4 ndo
apresentaram diferencas significativas (p>0,01) entre eles, contudo estes grupos apresentaram
diferencas significativas (p<0,01) com respeito aos grupos G1, G2, T2 e T3. O controle negativo
(G1) e o tratamento com extrato precipitado desnaturado (T3) ndo apresentaram diferencas
significativas (p>0,01) entre eles, e no dia 8 até dia 10, apresentou 13% de mortalidade (Fig.
1).

Os resultados obtidos neste estudo, demonstram que o tratamento com o extrato
precipitado ativo (T2), rico em proteases e quitinases, apresentou 0 mesmo efeito in vitro no
controle de S. frugiperda comparavel ao inseticida, induzindo 100% de mortalidade em 10 dias.
Esses dados sugerem que as enzimas exerceram um papel crucial na degradacdo da cuticula do
inseto, comprometendo sua viabilidade. No entanto, foi evidenciada melanizacdo da cuticula
dos insetos no tratamento T2 sugerindo um possivel mecanismo de acdo do extrato (Fig. 2 c).
Essa similaridade na taxa de mortalidade pode estar relacionada ao alto potencial das enzimas
proteoliticas e quitinoliticas presentes no extrato T2 na viruléncia e morte do inseto. As
proteases e quitinases facilitam a catalise de quitina, proteinas e lipideos presentes na cuticula
do inseto (Golzan et al., 2023; Lu and St. Leger, 2016). Essas macromoléculas sdo alvos
primarios para as enzimas hidroliticas secretadas por fungos entomopatogénicos (Lu and St.
Leger, 2016; Charnley and St. Leger, 1991).

No estudo recente de Golzan et al. (2023), foi destacado o papel fundamental das

enzimas hidroliticas secretadas por B. bassiana e Metarhizium anisopliae na viruléncia contra
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0 inseto Plodia interpunctella Hubner (Lepidoptera: Pyralidae). Os autores demonstraram que
o0 nivel de viruléncia dos isolados fungicos pode estar associado a mecanismos fisiol6gicos

especificos, como a secrecdo de enzimas e a capacidade de suprimir a resposta imune desse

microlepidoptero praga.

Fig. 2. Pupas de Spodoptera frugiperda apos tratamento. As pupas foram imersas no volume
total de 3 mL de solugédo usada no respectivo controle ou tratamento durante 3 segundos. A.
Controle negativo (agua destilada) (G1). B. Controle Positivo (clorpirifos: 480g/L) (G2). C.
Tratamento com extrato precipitado ativo (enzimas proteases e quitinases) (T2). Apds o
tratamento com o extrato precipitado ativo as pupas apresentaram uma coloracdo marrom
escura e no grupo do inseticida observou-se cristalizagdo do inseto. Ocorreram emergéncias de
adultos de S. frugiperda somente nos tratamentos controles, enquanto que no tratamento com

extrato precipitado todas as pupas morreram.

A acdo sinérgica de quitinases e proteases na catalise da degradacdo dos componentes
da cuticula, abre caminho para a infeccdo flngica e a morte do inseto. Assim, o
desenvolvimento de formulagdes a base de extratos fungicos ricos nessas enzimas pode criar
oportunidades para alternativas mais sustentaveis em comparacdo ao uso de pesticidas

sintéticos para o ambiente (Ullah et al., 2022; Tang et al., 2019).
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Em relagéo aos grupos T1 e T4, observou-se crescimento micelial a partir do dia 3, com
taxas de mortalidade de 10% e 23%, atingindo no dia 10 de 73% e 63%, respectivamente
evidenciado na Figura 1. A analise dos resultados revela que o tratamento T4, contendo tanto
conidios quanto extrato ativo, proporcionou o controle das pupas de S. frugiperda, com inicio
da esporulagdo no segundo dia de tratamento. O tratamento composto pela suspensdo de
conidios de B. bassiana (T1), demonstrou crescimento micelial a partir do terceiro dia,
conforme evidenciado na Figura 3. A morfologia das col6nias e a taxa de esporulacdo sugerem
que a combinacdo das enzimas e os conidios do tratamento (T4) potencializou a acéo do fungo,
acelerando o processo infeccioso. A viruléncia desse fungo entomopatogénico esta
intrinsecamente ligada a sua capacidade de reconhecer e aderir a superficie do hospedeiro.
Conforme descrito por Srivani e Jalaja (2020), os conidios interagem com a cuticula do inseto
por meio de forcgas fisicas e quimicas, facilitando a formacdo do apressorio. Essa estrutura
especializada desempenha um papel fundamental na penetragdo da cuticula e no

estabelecimento da infeccdo fungica (Seyed-Talebi et al., 2020; Vega et al., 2012).

Fig. 3. Pupas de Spodoptera frugiperda apds tratamento com isolado IP 361 de Beauveria

bassiana. As pupas foram imersas no volume total de 3 mL de solugdo usada no respectivo
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controle ou tratamento durante 3 segundos. A. Tratamento com suspensdo de conidios do
isolado IP 361(T1). B. Suspensao de conidios (IP 361) + extrato precipitado ativo (T4). Apds
o tratamento, observou-se o crescimento de micélio nas pupas em ambos os tratamentos.
Alguns autores descrevem que o mecanismo de infecgdo do fungo € producido a partir
de dois processos. O primeiro processo deles é o fisico, devido a presséo da hifa que rompe as
areas membranosas ou levemente esclerotizadas. O outro processo é o bioquimico, resultante
da secrecdo de enzimas como proteases (EC 3.4), quitinases (EC 3.2.11.14). As proteases
catalisam a quebra das ligagdes peptidicas, presentes como primeira barreira de defesa do inseto
constituida pelas proteinas da epicuticula, exocuticula e endocuticula, expondo as fibras de
quitina. As exoquitinases e endoquitinases atuam de forma conjunta para catalisar as quebras
das fibras de quitina (Ferreira and Soares, 2023; Arias et al., 2022; Seyed-Talebi et al., 2020).
Como resultado da infec¢do progressiva, o corpo do inseto, torna-se rigido devido a
absorcéo de liquidos (Skinner et al., 2014), além de finalizar o ciclo de infeccéo pela presenca
do conidiéforo na camada externa da cuticula do inseto, como se pode identificar na (Fig. 3 b).
Os resultados do presente estudo demonstram o alto potencial para uso dessas enzimas
no controle de pragas. Idrees et al. (2023) relataram que fungos entomopatogénicos como B.
bassiana, sdo agentes de biocontrole com alta viruléncia contra insetos-pragas de grande

impacto como S. frugiperda.
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3.3 Avaliacédo de alteragdes morfolégicas das pupas e adultos de S. frugiperda

A partir das observages diarias, foram identificadas alteragcbes morfoldgicas nas asas
dos adultos, bem como a emergéncia incompleta de insetos adultos como é evidenciado na Fig.
4 b. Os adultos vivos no tratamento composto pela suspenséo de conidios (IP 361) + extrato
precipitado ativo (T4), apresentaram principalmente tamanho assimétrico e deformacGes nas
assas. As pupas anormais resultaram no aumento da mortalidade dos insetos. As asas dos
adultos se tornaram assimétricas em comparagdo com o controle (Fig. 4 c). Os adultos
malformados com asas assimétricas ndo conseguiram abrir suas asas completamente, e isto
pode torna-los mais vulneraveis a predacdo por formigas ou outros predadores, interferindo

negativamente para a formacao de uma nova progénie.

Fig. 4. Morfologia dos adultos de Spodoptera frugiperda apds tratamento com suspensao de
conidios (IP 361) + extrato precipitado ativo (T4) de Beauveria bassiana. A. Adulto controle
negativo (agua destilada). B. Pupa integra e pupa com eclosdo incompleta. C. Adulto com

malformacdes nas asas.

Sari et al. (2023) avaliaram o efeito de B. bassiana e Metarhizium anisopliae sobre o
crescimento de S. frugiperda por inoculagdo de sementes (endofito), obtendo como resultado
formacdo de pupas e adultos com alteragbes morfologicas o que resultou em mortalidade

significativa.
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Esse resultado € determinado pelo efeito integrado das enzimas extracelulares (quitinase
e protease) e os conidios de B. bassiana, no mecanismo de infec¢éo, pois a principal funcdo das
enzimas € catalisar a hidrolise dos componentes da cuticula do inseto, o que permite a
penetracdo do fungo no inseto (Litwin et al., 2020; St. Leger et al., 1986).

Além disso, é possivel que a germinacao rapida de conidios e o crescimento do tubo de
germinativo possam ser potencializados pela adi¢éo de enzimas extracelulares, uma vez que as
enzimas ajudam a liberar componentes nutricionais, permitindo um aumento na velocidade de

colonizacdo e invasdo da hemolinfa (Lovera et al., 2020; Jackson et al., 2010).

3.4 Re-isolamento e caracterizacdo morfolégica de B. bassiana (IP 361) em pupas de S.

frugiperda

Apo6s os 10 dias de aplicacdo dos tratamentos compostos pela suspensdo de pela
suspensdo de conidios (IP 361) + extrato precipitado ativo (T4) e suspenséao de conidios (T1),
foi observado a crescimento e colonizagdo do fungo B. bassiana nas pupas de S. frugiperda. Na
Figura 5 (a-b) observou-se a formacdo de coldnias circulares, de coloragdo branca e textura
algodonosa, evidenciando a colonizac¢ao do fungo no meio de cultivo BDA, conforme esperado.
Em relacdo a caracterizacdo microscopica, 0s conidios apresentaram forma redonda a oval,
incolores ou hialinos, com conidiéforos ramificados, e com a presenca de hifas septais (Fig.5

c-d).
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Fig. 5. Caractrizgé morfoldgica d Beaveria bassiana s.I.(IP 361)ap(’)s 7 dias de

crescimento a 27°C em placas de Petri contendo o meio de cultura BDA. A. Macroscopia do
isolado do tratamento compostos pela suspensdo de conidios (IP 361) + extrato precipitado
ativo (T4). B. Macroscopia do isolado do tratamento com suspensdo de conidios (T1). C-D.

Estrutura conidial e hifas de B. bassiana (IP 361).

A presenca de B. bassiana IP 361 nas pupas de S. frugiperda foi confirmada pela analise
das caracteristicas macroscopicas e microscépicas das coldnias fungicas. Nossos resultados
estdo em concordancia com os resultados do estudo de Geremew et al. (2023), onde os autores
isolaram e caracterizaram fungos endofiticos de Beauveria bassiana e Metarhizium robertsii
da rizosfera de plantas de tomate e seu efeito de viruléncia sobre a Galleria melonella.

4. Concluséo

As enzimas extracelulares de B. bassiana, ap6s concentragdo por precipitacdo, possuem

efeito letal sobre as pupas de S. frugiperda. Além disso, comparado ao método convencional, 0

tratamento composto pelas enzimas causou 100% de mortalidade nos ensaios in vitro.
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A aplicagéo de enzimas como proteases e quitinases de B. bassiana in vitro surge como
uma alternativa promissora no controle bioquimico de S. frugiperda, mas requer investigaces
aprofundadas, levando ao desenvolvimento de formulagBes estaveis para as enzimas
extracelulares para uso a campoem. As informacdes obtidas no presente estudo contribuem para
a busca de solugdes inovadoras e ambientalmente responséveis para 0 manejo de S. frugiperda,
com potencial para reduzir significativamente uma das etapas de desenvolvimento e

interferindo na proliferagdo de uma nova progénie.
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4, CONSIDERA(;@ES FINAIS

A utilizagdo de B. bassiana em agroecossistemas tem se expandido devido ao seu
extraordinario potencial no controle de fitopatdgenos e insetos-pragas. Além de eliminar
populaces resistentes a pesticidas sintéticos, esse fungo garante a sobrevivéncia da microbiota
do solo. Este estudo identificou o potencial biopesticida das enzimas extracelulares de B.
bassiana no controle de insetos-pragas e doengas parasitarias.

De acordo com os resultados deste estudo, pode-se concluir que tanto as proteases e
quitinases obtidas em processos de fermentacdo sélida possuem atividade nematicida in vitro,
assim como a atividade inseticida contra S. frugiperda, afetando a metamorfoses pupa-adulto e
sobrevivéncia de pupas, mantendo o mesmo efeito que insecticidas sintéticos. Além disso, 0
presente estudo permitiu identificar in silico os fatores de viruléncia associados as serino
proteases Prl e Pr2.

Os resultados desta dissertagdo indicam que o0 uso das enzimas de B. bassiana possui
potencial para ser uma nova medida sustentavel em contraste aos compostos quimicos
sintéticos, que sdo prejudiciais ao ambiente e a saide humana. No entanto, estudos posteriores
in vivo e sobre formulac6es otimizadas na viabilidade e estabilidade para uso no meio ambiente

S80 necessarios.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Brazil is affected by the i ion of gastrod inal des (Hi hes spp.) b it causes subclinical
Beauwria bassiana d:!usmmaﬂrmmmmatd:mlyaﬂenmghlandmﬂk duction and, in turn, g a health risk for
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insects, such as Lepidoptera and Hemipeera. These fungi have the ability to prod y which
phy:nunpmmmlclocmuulmlh:pmw«nmpmu The aim of this study was to evaluate the pro.
pr and chitinases by the pathogenic fung B. bassiana and M. anisopliae on different solid

and liquid culture media and their application ir vitro to the control of Hi h sppmd"' ‘xmt'
ToxlumlhugmLmymsmepmdutcdundumbdmdhqmd’ candi tod i III:
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and M. nmhurﬂbCBd?SamlBM.QE‘?]mqudmndmm\’hmth.YPGm!tummrdmm synthetic, and
soluble starch with yeast extract. ﬂwsoﬂdmc&:lmrdmmempphmmﬂdmthwbcynddwsﬂuﬂmr
mudm!hnne.lnadthmﬂlenemannd:l:mnno(lhﬂr (i and
without fungal cells) was i. The resualts sh lhalﬂmbencdmmmrdmm(p oon)futpmoeazwas
solid serum rice medium, with a value for M. anisopliae [BCB 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. onisoplice strain
IBCB 425, dlcam“tyvﬂnewasdo:MOGDU/mg.ln:mms. for B. bassiana isolate ESALQ PLA3, SDY
medivm was the best i for 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 1008 for [BCB 425 in the
case of animal p ites. For plant p ites, the reduction percentages were 19% for ESALQ PL63 and 71% for
IBCB 425. Thus, the use of enzyme-rich crade extracts p ising coatrol options for pest control.
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1. Introduction nematodes have caused a range of pr including di ing the
flow of nutrients to the plant, whlch can lead 1o reduced crop growlh
Throughout history, many species of plant- and animal-parasitic and yield, and causing anemia, weight loss, and death in infected
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imals. These damages have ly impacted h society through
their negative impacts on food production and ec ie devel

(He et al, 2021). In this context, agriculture and livestock production
relies on pesticides and anthelmintics 1o maintain productivity. How-
ever, the improper use of these products can lead 1o damage to the
ecosystem and human health, as they produce toxic residues that can
contaminate soil, water, and food, and can select resistant pests
(Fletcher en sl 2020). Therefore, it is necessary to develop new nema-
tode control strategies that are more inable and less harmful to the
environment (Viera and Jackson, 2020; He et al, 2021; Omar e al.,
2021)

Among the advantages of the use of entomopathogenic fungi, it is
important to highlight the efficiency in the control of insect pests. This
allows the use of this technology to increase plant defenses through the
induction of systemic resistance. These characteristics make entomo-
pathogenic fungi excellent biological control agents (Jullus e al., 2020,
Gebremariam et al, 2022).

The fungal species B. bassiana and M. anisopliae have been widely
used in commercial formulations of biological products for the control of
insect pests. These fungi have the ability to produce enzymes and sec-
ondary metabolites that have played an important role in the infection
process of insects, arachnids, and mites (Ebani and Manclantl, 2021
Soares e al. 20235). The infection mechanism of B. bassiana and
M. anisopliae on their hosts has depended on the combined action of two
processes: the mechanical one, due to the pressure of the appressorium
that breaks the membranous or slightly sclerotic areas of the cuticle, and
the biochemical one, resulting from the secretion 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 cutidle, facilitating the
penetration of the fungus into the insect’s hemolymph (Seivani and
Jalajy, 2022).

A large part of these damages is attributed to root-knot nematodes
(RKNs) (Meloidogyne spp.), which are soil-borne pathogens with a wide
range of hosts, worldwide distribution, and high reproductive capacity.
Chemical nematicides were a practical solution for RKNs coatrol.
However, traditional chemical compounds, e.g., methyl bromide and
organophosphates, have been withdrawn from the market (US Eavi
ronmental Protection Agency, 2008; Zasada et al., 2010).

Intestinal nematodes are another problem affecting the livestock
sector, when uncontrolled, they can lead to losses of 30-40% in animal
performance (Lino et al, 2016). In addition, the main nematodes
affecting small ruminants and of major economic importance are Hae-
monchus comtortus and Trichostrongylus axel (Silva et al, 2017). More-
over, Haemonchus sp. is the genus with the highest prevalence,
corresponding to levels above 80% in the parasitic loads of small ru-
minants (Amarante and Olivelrs, 2007; Da Silva ef al., 2018).

There has been consensus that the application of entomopathogenic
fungi Is a sustainable altemative to the use of synthetic insecticides
(Baruah and Deka, 2017; Ferrelra and Soares, 2023). In addition, these
microorganisms have shown great biotechnological potential, particu-
larly due to the production of enzymes with cuticle degradation ca-
pacity. At this point, it is worth menticaning that nematodes as well as
insects have been part of the superphylum Ecdysozoa, a major animal
clade that unites all molting animals (Duan or al., 2008). Therefore, the
aim of this study was to evaluate the production of protease and chiti-
nase extracelullar by the entomopathogenic fungi B. bassiana and
M. anisopliae from different culture media and their application in the
control of animal and plant parasitic nematodes.

2. Material and methods
2.1. Strain and collection of inocudum
The strain of M. anisoplice and B. bassiana used in the experiments

were d from ¢ ial products. M. anisoplice IBCB 425 and
B. bassiana IBCB 66 were supplied by Nitro Agro as Metarrizi and

oot
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Bouverizi, respectively. M. anisopliae ESALQ E9 and B. bassiana ESALQ
PL63 were purchased by the company Koppert as Metarril and
Boveril®, respectively.

These strains were inoculated on Petri dishes containing 2.0% Potato
Dextrose Agar (PDA) at 25:1°C in the dark for 10 days. A sterile
aqueous solution of Tween B0 at 0.040% (v/v) was added to each
inoculated plate and an aliquot from each plate was used to count the
number of conidia in the Neubauver chamber to obtain a concentration of
107 conidia/mL. After this procedure, the conidia suspension was
inoculated into liquid and solid media to initiate enzyme production of
extracellular enzymes such as proteases and chitinases.

3. Emzyme production

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

3.1. Preparation of liquid culture media

3.1.1. Soluble starch with yeast extract

The production of the liquid culture medium was performed based
on the methodology of Kim et al. (2011) was used, an aliquot of 0.50 mL
of conidia, was inoculated into flasks containing 50 mL of medium
composed of soluble starch and yeast extract, both at concentrations of
10 g/L, with an initial pH equal to 6.00. All flasks were incubated at 27
+ 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 ac-
cording to Bhadani er al. (2021). A 0.50 mL aliquot of conidia, prepared
as described in the strain section, was inoculated into flasks containing
50 mL of medium composed of: KH,PO, 1,0 (g/L), K;HPO, 0,50 (g/1),
MgS0s 0,50 (g/L), FeSO«.7H20 0,20 (g/L), ZaSO47H20 3,34 (g/1),
CuS04¢.5H20 0,020 (g/1), NaCl 0,48 (g/L), dextrose (2% w/v), yeast
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 2741°C
for 4 days.

3.1.3. SDY broth (starch, dextrose, and yeast extract)

SDY broth was prepared according to the methodology of Dhvar and
Kaur (2010). A 0.50 mL aliquot of conidia, prepared as described in the
strain section, was inoculated into flasks containing 50 mL of medium

d of (w/v): d (4.0%), pep (1.0%) and yeast extract
(1.0%), for three days. Subsequently, after the growth of the mycelia, an
aliquot of 0.50 mL of these fungal structures was collected and inocu-
lated into flasks containing 50 mL of induction medium composed of
casein (1.0%) (w/v). The initial pH of the culture media was adjusted to
8.00 and the cultures were incubated at 27£1°C and 150 rpe for three

days.

3.1.4. YPG (yeast extract, peptone and glucose)

YPG broth was prepared according to the methodology of Nahir
eral (2004). A 0.50 mL aliquot of conidia, prepared as described in the
strain section, was inoculated into flasks containing 50 mL of medium
composed of (w/v): yeast extract (0.30%), peptone (0.50%) and glucose
(1.0%), at 150 rpm, 27+1°C, for 3 days as pre-enrichment. Similarly, a
chitin-containing medium was used for the induced production of chi-
tinases, having as composition: KH2PO4 3.0 (g/1); K2HPO4 1.0 (g/L);
MgS0, 0.7 (g/L); NaCl 0.50 (g/L); CaCl, 0.50 (g/L); yeast extract 0.50
(2/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 27+1°C and

150 rpm for a period of 3 days.

3.1.5. Extraction of enzymes from liquid culnre media
The liquid culture media were vacuum filtered using Whatman paper
No. 4. The filtrate was then centrifuged ar 10,000 x g for 15 min (Kimn
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et al, 2011). The supernatant collected from each culture medium was
termed as crude extract for each of the strain and used in the subsequent
assays. This extracts contained concentrated enzymes and without

fungal cells.
3.2. Preparation of solid cultire media

3.2.1. Rice with stlkworm chrysalis flour (Bambyx mori)

For the preparation of the solid medium, the methodology described
by Santoro e al. (2005) was used. An aliquot 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 morf)
meal. The samples were kept in a BOD incubator under light conditions
at 27 £ 1°C for 25 days.

3.2.2. Rice with whey

Another culture medium was used for enzyme production, supple-
mented with whey. The preparation of the medium was adapted from
Santoro o1 4l (2005). A 050 mL aliquot of conidia, prepared as
described in the strain section, was inoculated into flasks containing 40 g
of precooked rice and 20 mL of whey. The samples were kept in a
Biochemical Oxygen Demand (BOD) incubator under light conditions at
27 4+ 1°C for 10 days. It was necessary to homogenize the samples every
three days to disperse the conidia in order to improve contact and
germination.

3.2.3. Extraction of ensymes from the solid culnure media

The samples were homogenized with sterile distilled water, stirred
for a period of 2 hours, and vacuum-filtered using Whatman paper No. 4.
The filtrate was then centrifuged at 10,000 x g for 15 min (Kim et al,
2011). The collected supernatant was termed crude extract for each of
the strain and used in the subsequent assays. These extracts contained
concentrated enzymes and withourt fungal cells.

4. Enzyme activity
4.1. Total protease activity

The proteolytic activity of the crude extracts was measured accord-
Ing to Soares e al. (20131). For B. bassiana, the conditions were 37°C and
pH 7.15. For M. anisopliae, the conditions were 37°C and pH B.00. A
reaction zero was prepared under the same conditions as the enzyme
assay; however, the reaction was stopped by TCA, trichleroacetic acid,
10% (w/v) before Insertion of the enzyme-containing extract. One
protease unit 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 activity

The chitinase activity of crude extracts was measured by the quan-
tification of reducing sugars (Miller, 1959). For B. bassiana, the condi-
tions were 37°C and pH 7.15. For M. anisopliae, the conditions were 37°C
and pH 5.35. One unit of chitinase activity was defined as the amount of

d to rel 1.0 pM of N-acetylglucosamine per minute
under xhe assay conditions.

4.3. Determination of total protein
Total protein concentration was estimated according to the method

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

4.4. Specific activity

The specific activity of enzymes was calculated by dividing the ob-
tained value of enzyme activity with the measured value of total proteins

131

Journaf of Nemural Pesticide Research 8 (2024) 100077

and was expr

d as U/mg pr

4.5. Collection of nematodes

4.5.1. Collecrion of animal parasitic nematodes

Infective larvae (Ls) of nematodes belonging to Haemonchis spp.
(—70%) and rychostrongylid (—30%) were collected at the Veterinary
School of the Federal University of Minas Gerals (UFMG) in the city of
Belo Horizonte, obtained from naturally infected goat (Capra aegagrs
hircus) feces (Soares e al,, 2019).

4.5.2. Collecrion of plant-parasitic nematodes

Meloidogyne incognita was identified and characterized according to
the vertical electrophoresis modified methodology by Ornsteln (1964)
and Davis (1964, M. incognita was multiplied in tomato plants (Solanum
Iycopersicum), cultivar Santa Clara, in the greenhouse. The eggs were
extracted from tomato roots using the technique described by Hussey
and Barke (Bonet! and Ferraz, 1981). The (J;) were obtained using the
B techni (Basrmann, 1917). For the in vitro assays,
(J2) collected 48 hours after the establishment of the hatching chamber
were used. The (J2) hatched 24 hours after the start of the hatching
chamber were discarded.

4.5.3. In vitro nematictdal assays

The analysis of nematicidal activity was carried out using enzymes
produced by B. bassiana and M. anisopliae, forming three experimental
groups: one control group and two treated groups (Soares et &l 2013).
The control group was treated with: 60 pl of distilled water and 60 pL of
& suspension containing approximately 30 nematodes. About 30 nema-
todes were treated with denatured crude extract of enzyme (boiled at
100 °C for 2 hours) 60 pL of denatured extract and 60 pl of suspension of
nematodes. The group treated with active enzyme extract was formed
by: 60 pL of active enzyme extract and 60 L of a suspension containing
about 30 nematodes. All groups were incubated for a period of 24 hours
at 27 °C in the dark.

Finally, the number of viable nematodes was counted by optical
microscopy according to the methodology of Soares o1 al. (20130 The
procedure was carried out with the enzymatic extracts, using the culture
medu that produced the highest proteolytic activity, for each of the

d isol of B. bassiana and M. anisopliae. The assay was per-
formed with Haemonchus spp. (—70%), trychostrongylid (—30%) and
Meloidogyne incognita.

4.6. Statistical analysis

The data obtained were statistically interpreted by ANOVA at sig-
nificance levels of 1 and 5%. The efficiency of nematode destruction, in
comparison with the control, was performed by Tukey's test at 1%
probability, using the Bioestat 5.0 software (Ayres et al. 2003). Subse-
quently, the average percentage of nematode reduction was calculated
according to the following equation:

Reduction (%) = (X coatrol live d
x 100 ¥ control hive nematodes

1

- Xlive from )

5. Results
1. Enzyme production and activity

The results obtained from the total protease activity test for the
different commercial strain of M. anisopliae IBCB 425 and M. anisopliae
ESALQ E9 using rice with whey (52 U/mg) medium demonstrated a
significant difference (p<0.01) compared to all the media of the ex-

periments (Fig. 1).
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In the case of the results obtained from the total protease activity test
for the commercial strain of B. bassiana, they recorded a significant
difference (p<0.01) for the production of protease by B. bassiana ESALQ
PL63 using the rice medium with whey (36 U/mg) compared to all the
media tested, including those evaluated for B. bassiana 1BCB 66 (Flg. 2).

Regarding the results obtained from the total chitinase activity test,
the strain of M. anisopliae ESALQ E9 in the culture medium of rice with
whey produced the highest amount of chitinase, presenting a significant
difference (p<0.01) to the other culture media tested, including those
evaluated for M. anisapliae IBCB 425, with an activity value close to
0.60 U/mg (Fig. 3).

However, the specific activity for the B. bassiana strain ESALQ PL63,
in the SDY broth medium produced a crude extract with 0.90 U/mg, a
value higher than the other media (Fig. 1). The difference was signifi-
cant (p<0.01) in relation to the activity values of the other culture media
tested, including those evaluated for B. bassiana IBCB 66.

& oA
S w o

Specific activity of protease (U/mg)
=

5| o

lation to Metarhizi)

ESALQ

5.2. Nematicidal activity

The crude extracts with the highest specific protease activity pro-
duced by the strain of B. bassiana ESALQ PL63 and M. anisoplice IBCB
425 were selected for the nematicidal assays.

For the assay with goat parasitic nematodes (Ly), for B. bassiena
ESALQ PLA3, a statistical difference (p<0.01) was observed (Fiy. 5) for
the active extract in comparison to the control and the denatured group.
The percentages of reduction were obtained: 30% denatured and 58%
crude extract. Regarding the strain of M. anisopliae IBCB 425, statistical
differences (p<0.01) of the active extract were obtained compared to
the coantrol and the denatured group. The following percentages of
reduction were obtained: 33% denatured and 100% crude extract.

Using the same extracts, the nematicidal activity on (J2) of
M. incognita was evaluated. The crude extract with higher proteolytic
activity produced by M. anisopliae IBCB 425 was significantly (p<0.01)
superior in causing mortality to (J,) of M. incognita compared to the

1.1

Beauveria bassiana IBCB 66

B Synthetic culture medium
BSdy broth
B Culture medium nice with whey

Fig. 2. Specific activity of protease (U/mg) from Beauveria bassiana strain IBCB 66 and B. bassiana strain ESALQ PLA3. *B ia b
duction in culture medium rice with whey showed a significant difference according to Tukey's statistical test of (p<0.01) in relation to B a b

PL63 and amang the other culture media evaluated.
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control and denatured extract. M. anisopliae IBCB 425 caused mortality
of 34% and 71%, respectively, in the population of (J;) of M. incognita
(Fig. 6).

On the other hand, the crude and denatured extracts produced by
B. bassiana ESALQ PL63 showed the same effect (p=>0.01) on the (J2) of
M. incognita as control. The percentages of reduction for this isolate
were: denatured extract (17%) and active (19%) in contrast to the
control.

The digestive action of proteases on juvenile cuticles and contents is
shown in Fig. 7.

6. Discussion

The strains of the entomopathogenic fungi M. anisopliae IBCB 425
and ESALQ E9 and of B. bassiana IBCB 66 and ESALQ PL63 used in the

present study produced protease and chitinase, reaching high level of
enzymatic activity. Furthermore, our result showed that after the eval-
uation of different culture media, for all isolates tested the medium rice
whey medium was the one that induced the highest protease production.

Rice is the most widely used substrate in the industrial process of
fungal multiplication. This medium is inexpensive and has positive ef-
fects on fungal germination, providing a surface area that allows rapid
fungal colonization and has the capacity to absorb moisture, contrib-
uting to faster germination and high conidial viability (Taylos et al.,
2013).

In addition, this medium allows B. bassiana strain to produce pro-
tease and chiti as d d in the study of Kim et al. (2015
However, the present study highlights for the first time that rice medium
supplemented with whey is an excellent culture medium for the pro-
duction of proteases and chitinases by commercial strain of M. anisopliae
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Fig. 7. Digestive action of proteases present in the crude extract produced by
Metarhizium anisoplice (IBCB 425) on the cuticles and coatents of second-stage

3 a1

j of Meloidogyne i

o

and B. bassiana.

Whey is a by-product of the dairy industry that is often considered a
waste product. However, when processed, whey can be used as a high-
value substrate in microbial fermentations that utilize lactose (Melui
of ab, 2021). Through these results, it is possible to affirm that the
nutritional source of whey used in the preparation of the solid medium
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for the strain of M. anisopliae ESALQ E9 provides greater productivity of
enzymes with chitinolytic activity when they are inoculated on rice,

which is the majority carbon source.

On the other hand, the strain of B. bassiana ESALQ PL63 used in the
present study produced high levels of chitinolytic activity in the culture
medium containing SDY broth. One of the main nitrogen sources of this
medium besides peptone is yeast extract, as well as for those evaluated
in the different isolates in starch medium and YPG (Montesinos-Marlas
et al, 2021). It is worth to mention that the insect cuticle and the yeast
extract in the culture medium are able to provide the necessary nutri-
ents, which are not present in commercial media, improving most of the
characteristics involved in the pathogenicity of B. bassiena, M. robertsii
and C. javanica (Montesinos-Malias et al., 2021).

Sun e1 al (2023) selected B. bassiana mutants that were grown in
broth (SDY) and evaluated for chitinase activities. Enzyme activity was
highest in the mutant (6 M) ondays 5, 9 and 10. In the case of the mutant
(8 M), chitinase activity increased on days 5 and 6 compared to the
coatrol. This finding corroborates that the use of this type of culture
medium can promote the germination of conidia and induces the pro-
duction of enzymes, such as chitinases, in B. bassiana. Especially,
conidial germination and the enzyme production are profoundly influ-
enced by the conditions of the culture medium (Kim ef al, 2010).
Similarly, Kim et ol (2011) evaluated different carbohydrate and ni-
trogen sources for optimization of a medium producing supernatant of
B. bassiana SFB-205 effective with chitinase activity parameter. In
addition, chitinase production was further Increased by individual
addition of nitrogen sources to soluble starch (carbohydrate+nitrogen
combination) and maximized by combining with yeast extract.

In the case of M. anisoplice strain, it was possible to identify that the
second best culture medium with a high production of extracellular
enzymes was the YPG culture medium. Nahar et al. (2004) evaluated the
constitutive extracellular production of chitin metabolizing enzymes
such as chitinase, chitosanase and chitin deacetylase in YPG medium by
M. anisoplice isolate.

Within the results the chitinase activity of M. anisopliae in the me-
dium containing chitin was 0.010 U/mL at 120 h. §1 Leger ot al. (1986)
reported chitinase activity (0.027 U/mL) in M. anisopliae after 120 h.
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 fungus to take up these nitrogen and carbo-
hydrate sources and generate a higher chitinolytic activity.

In the preparation of the solid media, silkworm (Bombyx morf)
chrysalis meal, which is a by-product of the silk industry, was used as a
nitrogen source. The use of insect meal enriched media is widely used for
enzyme production. Zhang et 4l (2004) demonstrated that chitinase
production was improved in solid-state fermentation at the laboratory
scale using wheat bran mixed with insect cuticle for the isolate of
B. basstana Bb174. In the present study, rice with silkworm (B. mori)
chrysalis flour was evaluated for the production of protease and chit-
nase, which allows us to suggest that by supplementing solid culture
media with insect cuticle, it is possible to induce the production of
extracellular enzymes such as proteases and chitinases, taking into ac-
count the results obtained in this study.

In a recent study conducted by Golzan er al (2023), different salts
and P. interpunctell cuticle were used as inductors. Those authors sug-
gested that the isolates of M. anisoplice had the highest levels of pro-
teolytic activity. Therefore, It is important to mention that these
solid-state fermentation processes using cereals (e.g., whear, rice,
wheat bran), as well as food and agricultural residues, have the
advantage in enzyme production. In the study of Ghoreishu et al. (2023),
for example, grass clippings and pruning residues were used as substrate
in SSF 1o cultivate Trichoderma harzianen and produce biopesticides (L
e., conidial spores) effective against phytopathogenic fungi.

Mochl e1 al. (2010) found that isolates of M. anisoplice, particularly
IBCB 425 and E9, can kill H. #rritans pupae at different conidial con-
centrations. Ghusyed and Abdollshi (2013) reported that M. anisopliae is
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also effective against plant parasites such as Heterodera avenae and
sugarcane nematodes. B.bassiana has potential as a biocontrol agent for
plant pests and nematodes, but research on its use for nematode control
is limited (Walll et al, 2021). However, the enzymatic extract of
B. basstana has been shown to kill several agriculturally important
plant-parasitic nematodes, Including M. incognita, M. hapla, Aphe-
lenchoides besseyl, and Heterodera glycines (11 et al.. 2008; Zhao et al.
2013). This is because the cuticle of nematodes is composed of collagens
and cuticulins, which are the targets of the enzymes present in the
B. basstana extract (Page of al., 2014).

Other authors have also demonstrated the significant antagonistic
effect of fungi B. bassiana, M. anisopliae, and Paecflomyces [flacinus
against the root-knot nematode M. incognite, significantly reducing lts
population and subsequently improving the growth and yield of cowpea
plants (Youssef et al., 2020).

Chen and Peng (2019), mentioned that chitin is the essential
component of eggshell and pharynx of some nematodes, which may
indicate the effect on the chitinases obtained from crude extracts on the
percentage reduction obtained in the results. In the present study, it was
demonstrated that the cell-free extract, particularly rich in enzymes as
proteases and chitinases, produced by commercial strain of B. basstana
and M. anisoplice showed nematicidal activity against second-stage ju-
veniles of M. incognita. This result can be compared with that reported by
Scares ef al, (2015), where it was evaluated the nemarticidal action of
extracellular chitinases produced by nematophagous fungl on Pana-
greflus redivivis. Soares o1 al. (2015) provided evidence that the chitinase
enzyme is involved in the molecular mechanism of cuticle penetration
and cell digestion of nematodes. In addition to this, the enzyme extracts
showed significant action on the proteins of the juveniles’ cuticle, as
observed by comparing the denatured and active groups, as well as
through microscopic observation (Fig 7).

Regarding parasitic nematodes of animals, other authors propose the
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use of the following fungi, often isolated from the extemal environment,
for the control of gastrointestinal helminth infections in small rumi-
nants: Arthrobotrys oligospora, Candelabrella musiformis, Arundo conoides,
Andropogon  dactyloides, Trichoderma, Beauverie, Clonostachys, and
Lecanicillium (Soto-Barrdentos et al., 2011). However, it is worth noting
that this paper is the first report of the enzymatic action of crude extracts
of B. basstana and M. anisoplice on parasitic nematodes of ruminants.
Indeed, this demonstrates that the proteases produced by these ento-
mopathogenic fungi also recognize and catalyze the hydrolysis of pro-
teins in nematode juveniles, not just insects.

Nowadays, the pest biocontrol market is the fastest growing market,
with a compound annual growth rate (CAGR) of 13.6%. For this, the
biocontrol market is expected to grow from appeoximately USSS billion
today to US$15 billion by 2029 (Marrone, 2024). Currently, microbial
pesticides can play an important role in improving environmental and
human health by reducing toxic chemical pesticides, allowing bio-
pesticides to gain more widespread acceptance in sustainable agricul-
tural production practices (Kumar ¢f al., 2019, Mishra et al, 2015).

Therefore, the results of the present study open up a new perspective
for the use of enzymes from B. bassiana and M. anisopliae.

7. Conclusion

The commercial strain of M. anisoplice and B. bassiana successfully
produced extracellular enzymes, using the rice culture medium sup-
plemented with whey, as the most effective culture medium. The pro-
tease enzyme extracted in this research exhibited the highest
nematicidal activity against both (Haemonchus spp and Meloidogyne
incognita) showing their biopesticides potential with the highest efficacy
of enzyme extracts produced by M. anisoplice IBCB 425.
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