UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

HUGO LEONARDO ANDRE GENIER

ATIVIDADE NEMATICIDA DO FUNGO Pleurotus ostreatus E DE
SUAS PROTEASES

ALEGRE- ES
2015



HUGO LEONARDO ANDRE GENIER

ATIVIDADE NEMATICIDA DO FUNGO Pleurotus ostreatus E DE
SUAS PROTEASES

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
graduacdo em Engenharia Quimica do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Espirito Santo, como parte das exigéncias do
Programa de PoOs-graduacdo em Engenharia
Quimica, para obtencdo do titulo de Mestre em
Engenharia Quimica.

Orientadora: Prof.2 Dra. lara Rebougas Pinheiro

ALEGRE- ES
2015



Dados Internacionais de Cataloga¢&o-na-publicagdo (CIP)

(Biblioteca Setorial de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Espirito Santo, ES, Brasil)

G33la

Genier, Hugo Leonardo André, 1980-
Atividade nematicida do fungo Pleurotus ostreatus e de suas
proteases/Hugo Leonardo André Genier. — 2015.

40f. 1 il.

Orientador: lara Reboucgas Pinheiro.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) — Universidade
Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias Agrarias.

1. Pleurotus ostreatus. 2. Enzimas proteoliticas. 3. Larvas. 4.
Controle biolégico. 5. Atividade nematicida. I.Pinheiro, lara
Reboucas.ll.Universidade Federal do Espirito Santo. Centro de
Ciéncias Agréarias. lll. Titulo.

CDU: 66.012.1




ATIVIDADE NEMATICIDA DO FUNGO Pleurotus ostreatus E DE
SUAS PROTEASES

HUGO LEONARDO ANDRE GENIER

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Engenharia Quimica do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Espirito Santo, como parte das exigéncias do
Programa de Pos-graduacdo em Engenharia
Quimica, para obtencdo do titulo de Mestre em
Engenharia Quimica.

Aprovado em 08 de Junho de 2015

Prof.2 Dra. lara Reboucas Pinheiro
Universidade Federal do Espirito Santo
(Orientadora)

Prof.2 Dra. Audrei Gimenez Barafano
Universidade Federal do Espirito Santo
(Membro Interno)

Prof.° Dr. Filippe Elias de Freitas Soares
Universidade de Vila Velha
(Membro Externo)



O conhecimento traz orgulho, mas o amor edifica.

(Biblia Sagrada- | Corintios 1. 8b)



AGRADECIMENTOS

Quero inicialmente agradecer ao Senhor Deus pela graca e misericordia.
Ele esteve comigo em cada madrugada na rodoviaria de Cachoeiro de
Itapemirim (ainda bem que o tempo em Cachoeiro é quente, ndo senti tanto
frio...) e nas horas de viagem para a simpatica Alegre. Ao Senhor todo louvor!

Aos amigos que fiz no Programa de PoOs-Graduacdo em Engenharia
Quimica (PPEQ-UFES) em especial agradeco a Francisco José dos Santos
que me acolheu em sua casa, como um bom (6timo) Samaritano. Vocé tem
idade para ser meu pai, mas foi um grande amigo-irmao.

Aos Professores do PPEQ que se dispuseram a dar aulas em horéarios
condensados. Em especial a Audrei Gimenez Barafiano, Simone Pereira
Taguchi Borges, lara Reboucas Pinheiro e Mirna Aparecida Neves.

A coordenadora do PPEQ, Prof.2 Dr.2 Andrea Oliveira Souza da Costa,
pela sempre boa vontade em nos atender.

Ao Prof. Dr. José Humberto de Queiroz, da Universidade Federal de
Vigosa, por abrir seu laboratério, disponibilizando meios e reagentes, os quais
me ajudaram muito na execucao experimental desse trabalho.

A Prof.2 Dr.2 Flavia Maria Lopes Passos e ao Prof. Dr. Wendel Silveira,
meus chefes diretos, que também dispuseram o Laboratério de Fisiologia de
Microrganismos da UFV.

Ao meu grande amigo, Prof. Dr. Filippe Elias de Freitas Soares, cuja
ajuda foi primordial em todas as etapas. Amigo, estou lhe devendo até a
eternidade!

A minha mée, Euzi Rocha André, exemplo de mulher, que se dedicou a
mim e a minha irma com todo zelo.

A minha irmézinha mais nova, Francielli Silva Genier, pelo incentivo
desde a prova de sele¢ao do PPEQ, abrindo sua casa e privacidade para mim.

Ao amigo Tiago Marvila, por também abrir sua casa para me receber em
Alegre.

Ao meu pai, José Raimundo Genier, pelo incentivo e oragdes.

A minha irm&, Mariana André Genier, cuja amizade ultrapassa os lacos

de sangue.



A minha orientadora, lara Reboucas Pinheiro, por sempre reservar
tempo e disposi¢ao para conversarmos sobre o trabalho, bem como a liberdade
que me deu na execucdo dos experimentos. Também agradeco a vocé pela
compreensao em inidmeros momentos.

Agradeco a CAPES, FAPEMIG, FAPES e ao CNPq pelo apoio
financeiro.

E muita gente para agradecer. Vou parar por aqui para nao ser injusto.
Desde j4 agradeco a todos que de alguma forma contribuiram para esse

trabalho.



SUMARIO

LISTADE FIGURAS ... Viii
RESUMO ... e e Vil
AB ST R A C T e et aa e e IX
INTRODUGAO. ...t 1
REVISAO DE LITERATURA . .....oioieeeeeeeeeeeee e 3

2.1. Enzimas extracelulares ...........ccccccomiiiiiiiiiiiiieieieeee e 3
2.2. Proteases aplicadas ao controle biol0giCo ...........cccoevvvivvieeneenen. 3
2.3. Fungos nematOfagos.........coovviiiiiiiii i 5
2.4. Producao de Proteases..........veiiiieiiiiieiieiiiei e 6
METODOLOGIA ... 8

3.1, MICrOrganiSIMOS ......iiieeeeeeeetiiice e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeannns 8
3.1.1. Meio de cultivo para a preservagao do fungo.............ccc.eeeenes 8
3.1.2. Meio de cultivo para a preservacéo dos nematoides.............. 8
3.2. Cultivo para a produGao de proteases...............eeevvvmmmmmmvrennnnnnnnnns 8
3.3. Medida da atividade proteolitiCa.............cccvvvieeeeeieeeeiiiiiieeeennn 9
3.4 Caracterizacao das Proteases ............ceeiveeeeireieeiiiiinnieeeeeeeeennns 10
3.4.1. Efeitos do pH e da Temperatura.............cccccuvuemmmminennnnnnnnnnnns 10
3.4.2. Efeito de INIDIdOres......... ... 10
3.4.3 Atividade das proteases durante os dias de incubacao........ 10
3.5. Ensaio experimental nematicida com fungos (Ensaio A) .......... 10
3.6. Ensaio experimental nematicida com proteases (Ensaio B)...... 11

G T A [0 o To | 7> 1 1 = PPN 12
RESULTADOS E DISCUSSAO .....cooiiiiiiinieieieieieiseise e, 13

4.1. Ensaio experimental nematicida com fungos (Ensaio A) .......... 13

4.2. Ensaios de atividade proteolitica do fungo Pleurotus ostreatus 16

4.3. Ensaio experimental nematicida com proteases (Ensaio B)...... 20

\Y



5.
6.

CONCLUSOES

REFERENCIAS

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.a) Andlise da purificagdo de serino protease produzida por M.
thaumasium (NF34a) através de SDS-PAGE a 10% de gel. Linha M, marcador
com seu peso molecular. Linha 1: Fracao de protease (M1) obtida a partir de
cromatografia de troca ibnica. Linha 2: extrato bruto. b) investigacdo de

producdo de Mtldurante o processo de infecgdo. Setas Brancas: Mtl. ........... 4

Figura 2. Microfotografia de atividade nematicida das proteases do fungo
nematéfago Arthrobotrys sinensis (SF53) no primeiro estigio larvas de
Angiostrongylus vasorum apés 24 horas. a) grupo tratado e b) grupo de

controle. Seta preta indica a acédo das proteases sobre as larvas. Fonte: ........ 5
Figura 3. Curva padrao de tIrOSING........ceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiieee e e e 9

Figura 4. a-c. a: acao inicial de hifas do fungo Pleurotus ostreatus em larvas de
Panagrellus sp. b: destruicdo de larvas e colonizagao por hifas de Pleurotus
ostreatus c: destruicdo e / ou digestao de larvas Panagrellus sp por Pleurotus

ostreatus. Barras: a-7,000um; b-4,500 pm e ¢-6,000UM. .........covvvvieiieeeerernnnns 13

Figura 5. a-b. Larvas de Panagrellus sp. (seta branca) e producao de goticulas
toxicas por fungos Pleurotus ostreatus (seta preta / detalhe). Barra: a-
L3000V T TR 15

Figura 6. Ensaio de atividade proteolitica, medida a pH 8,0, durante o periodo
de incubagao de 168 horas (7 dias). .....coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 17

Figura 7. a: Efeito do pH sobre a atividade das proteases de Pleurotus
ostreatus (PLO 06). b:. Efeito da temperatura na atividade das proteases de
Pleurotus ostreatus (PLO 06). ........coiiiiiiiiiieeeeiie e e e 18

Figura 8. Zimograma de proteases produzidas pelo fungo Pleurotus ostreatus
(PLO 06) em gel de poliacrilamida contendo SDS. A setas destacam o0s
diferentes halos de digestdo, 0 que sugere a existéncia de mais de uma

[T 01 (ST ] < PP 19

vii



RESUMO

GENIER, Hugo Leonardo André. Atividade nematicida do fungo Pleurotus
ostreatus e de suas proteases, 2015. Dissertacao (Mestrado em Engenharia
Quimica) - Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre-ES. Orientadora:
Prof2 Dra. lara Reboucas Pinheiro.

Dentre as possiveis aplicacdes biotecnoldgicas de fungos e suas proteases, 0
controle biolégico tem mostrado ser eficiente. O objetivo deste estudo foi
avaliar a atividade nematicida do fungo Pleurotus ostreatus e suas proteases
sobre larvas de Panagrellus sp. A atividade proteolitica de Pleurotus ostreatus
(PLO 06) foi medida e caracterizada com pHs e temperaturas diferentes e na
presenca de um inibidor (PMSF). O tempo de producdo maxima da enzima foi
determinado coletando-se amostras a cada 24h durante 7 dias. O perfil das
proteases foi observado através de zimograma. A atividade predatoria do fungo
Pleurotus ostreatus (PLO 06) foi avaliada sobre larvas de Panagrellus sp.
(ensaio A), bem como a atividade nematicida de proteases de PLO 06 sobre as
mesmas larvas (ensaio B). A atividade das proteases foi maxima em pH 9 e
temperatura de 60 °C. Na presencga de inibidor, ndo houve nenhuma atividade
proteolitica. A maior atividade enzimética de P. ostreatus foi obtida com seis
dias de incubacédo (71,6 U/mL). Os valores de reducdo das larvas (Ensaio A)
foram: dia 1 (65,6%); dia 2 (77,4%); dia 3 (95,2%). A reducdo das larvas
(Ensaio B) foi de 42%. P. ostreatus (PLO 06) e suas proteases mostraram
eficacia contra larvas de Panagrellus sp., demonstrando ter potencial para

aplicacao no controle biol6gico integrado.
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ABSTRACT

GENIER, Hugo Leonardo André. Nematicidal activity of the fungus
Pleurotus ostreatus and its proteases, 2015. Dissertation (Master's Degree
in Chemical Engineering) - Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre-ES.
Advisor: Prof2 Dra lara Reboucas Pinheiro.

Among the possible biotechnological applications of fungi and their proteases
biological control has proved to be efficient. The objective of this study was to
evaluate the nematicidal activity of the fungus Pleurotus ostreatus and its
proteases on Panagrellus sp. larvae. Proteolytic activity of P. ostreatus (PLO
06) was measured and characterized at different pHs, temperatures and in the
presence of a inhibitor (PMSF). The time of maximum production of the enzyme
was determined collecting samples every 24 hours for 7 days. A zymogram
showed the profile of several proteases. Predatory activity of the fungus P.
ostreatus (PLO 06) was evaluated on Panagrellus sp. larvae (assay A) as well
as the nematicidal activity of PLO 06 proteases on the same larvae (assay B).
At pH 9 and 60°C, the activity of the proteases reached the maximum. In the
presence of inhibitor, there was no proteolytic activity. A sample collected on
the sixth day of incubation showed the highest enzyme activity (71, 6 U/mL).
The values of the reduction of the larvae (Assay A) were: day 1 (65.6%); day 2
(77.4%); day 3 (95.2%). The reduction of the larvae (Assay B) was 42%. P.
ostreatus (PLO 06) and its proteases were very effective against Panagrellus

sp. larvae, demonstrating great potential for use in integrated biological control.

Keywords: Pleurotus; protease; Panagrellus sp.; biological control; nematicidal

activity



1. INTRODUCAO

A agricultura moderna busca interferir no sistema de produgéo de modo
a maximizar a produtividade e a rentabilidade (FIEDLER et al., 2008).
Entretanto, sistemas sustentaveis de producdo agricola, como a agricultura
organica, tém sido propostos como alternativas viaveis ao método classico de
producdo. Na esteira dessa tendéncia, o controle biolégico de pragas agricolas
tem assumido relevancia cada vez maior em substituicdo a outros métodos
consagrados.

Nematoides sdo um dos mais diversos grupos de animais presentes na
terra. Muitos deles parasitam plantas, causando significativos danos, tais como
a destruicdo total do material vegetal (YANG et al., 2013). Apesar das
intervencdes classicas no controle de doencas, como rotacdo de culturas,
controle quimico e o desenvolvimento de variedades resistentes, patégenos
continuam a evoluir e desenvolver novos mecanismos para a predacao
(PEREIRA et al., 2007).

Muitos microrganismos podem atacar e destruir nematoides através de
diversos processos como a captura, o parasitismo e pela producéo de toxinas e
enzimas (YANG et al., 2013). Nesse sentido, uma ampla variedade de fungos
tem sido estudada. Especialmente fungos do género Pleurotus como o P.
ostreatus, sdo conhecidos por predar fitonematoides como Meloidogyne spp.
(OKORIE et al., 2011).

Pleurotus ostreatus € amplamente conhecido como um fungo
comestivel, até mesmo apontado como iguaria (FURLANI e GODOY, 2005).
Entretanto, Yashvant et al. (2012) apontam possiveis compostos bioativos
produzidos por esses fungos, os quais podem ser aplicados na medicina tais
como: polissacarideos, lipidios e proteinas. De modo semelhante, fungos
nematéfagos produzem enzimas extracelulares, tais como proteases,
quitinases e colagenases, que estdo envolvidas com a destrui¢cdo das cuticulas
de nematdides para o processo de infec¢cdo (HUANG et al., 2004).

Entretanto, os fungos filamentosos sé&o explorados para a producéo de
enzimas industriais. Entre as grandes vantagens oferecidas por enzimas
produzidas por fungos destacam-se o menor custo de producdo, bem como
uma maior produtividade (SOARES et al., 2010).



A reducdo de custos e o aumento de rendimento sdo fatores que
influenciam a escolha de um processo industrial. A utilizacdo de fontes de
carbono, por exemplo, provenientes de subprodutos de processos industriais, é
uma maneira promissora de reduzir o preco de custo para a producdo de
moléculas de alto valor como antibioticos e enzimas (KAMMOUN et al., 2008).
Desse modo, quanto mais informacdes forem obtidas sobre as enzimas
envolvidas na interagdo com os nematoides, estas serdo de extrema relevancia
industrial e biotecnoldgica. Tais parametros ajudam a definir o delineamento do
processo.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a acdo do fungo
Pleurotus ostreatus e das suas proteases sobre larvas de Panagrellus sp. Além
disso, outros objetivos foram: analisar o tempo de producdo maxima dessas
enzimas, o pH e a temperatura de maxima producdo de proteases, bem como
o efeito de inibidores sobre as enzimas. Dessa forma, foram realizados ensaios
experimentais para a verificagdo da acao do fungo isolado e de suas proteases
na destruicdo de larvas de Panagrellus sp., além de ensaios de caracterizacao

enzimatica.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.Enzimas extracelulares

Proteases provenientes de microrganismos estdo entre as mais
importantes enzimas hidroliticas (GUPTA et al., 2002). Para a obtencédo de
novas enzimas proteoliticas de valor econdémico, novas cepas foram
selecionadas a partir da natureza (TUNGA et al., 2003). Como exemplo disso,
Damare et al. (2006) utilizaram varios isolados de fungos do fundo do mar para
a producédo de proteases alcalinas termo tolerantes.

Segundo Barrett e Rawlings (1995), enzimas proteoliticas que
dependem de residuos de serina para a atividade de seus sitios cataliticos,
pertencem a muitas familias diferentes de proteinas. Esses autores agruparam
essas familias em clas, que sdo grupos de familias de proteinas cujos
membros possuem um ancestral comum. Sendo assim, as proteases
constituem um grupo muito grande de enzimas, as quais diferem em
propriedades, tais como especificidade do substrato e sitio ativo, mecanismo
catalitico, bem como pH e temperatura 6timos (SUMANTHA et al., 2006). De
acordo com 0 mecanismo catalitico, as proteases dividem-se em aspartico
proteases, cisteino proteases, metalo proteases e serino proteases
(RAWLINGS e BARRETT, 1993).

As enzimas tém sido de grande interesse para a industria de
detergentes, pois promovem beneficios exclusivos, como a retirada de
manchas provenientes de proteinas, que muitas vezes nao podem de outro

modo ser obtidos com as tecnologias convencionais. (GUPTA et al., 2002).

2.2.Proteases aplicadas ao controle bioldgico
Em relacdo ao controle biolégico de pragas, as proteases, purificadas ou
no extrato bruto, demonstram efetiva atividade nematicida sobre nematoides
parasitas de plantas e animais. No trabalho de Sharon et al. (2001), os autores
avaliaram a acao de proteases de Trichoderma harzianum no controle bioldgico
do nematoide Meloidogyne javanica, parasita de raizes de plantas.
Varios trabalhos que envolvem a producdo e a acdo larvicida das

proteases produzidas por fungos nematéfagos foram realizados recentemente.
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Em relacdo a trabalhos envolvendo fungos nematéfagos predadores, Soares et
al. (2012), demonstraram que uma serinoprotease produzida pelo fungo
nematofago Monacrosporium thaumasium (NF34a) apresentou atividade
larvicida sobre larvas de primeiro estagio de Angiostrongylus vasorum. Nesse
mesmo trabalho, os autores também purificaram uma serino protease (Mtl)
utilizando cromatografia de troca idnica, conforme mostra a figura 1. Soares et
al. (2013) otimizaram a producdo de protease pelo fungo Monacrosporium
sinense, e demonstraram mais uma vez a sua atividade larvicida. Além disso,
Braga et al. (2012) purificaram uma serino protease, produzida pelo fungo
nematofago Duddingtonia flagras (AC001), com atividade larvicida sobre larvas

infectantes de ciatostomineos.

d M 1 2 M

Figura 1. a) Andlise da purificacdo de serino protease produzida por M. thaumasium (NF34a)
através de SDS-PAGE a gel 10 %. Linha M, marcador com seu peso molecular. Linha 1:
Fracdo de protease (M1) obtida a partir de cromatografia de troca iénica. Linha 2: extrato bruto.
b) investigacdo de producdo de Mtl durante o processo de infeccdo. Setas Brancas: Mtl.
Fonte: SOARES et al., 2012.

Quanto aos fungos nematdéfagos ovicidas, Braga et al. (2011)

demonstraram que as proteases produzidas por Pochonia chlamydosporia

destruiram ovos de Ancylostoma sp.



A atividade proteolitica do fungo nematéfago Arthrobotrys sinensis
(SF53) sobre larvas de primeiro estagio de Angiostrongylus vasorum foi
demonstrada por Soares et al. (2014), de acordo com a figura 2. Nesse estudo,
demonstrou-se que apdés 24 horas, proteases hidrolisaram a cuticula das
larvas. Uma serino protease e quitinases purificadas de Paecilomyces lilacinus
também demonstraram atividade sobre ovos de Meloidogyne javanica,
nematéide que esta associado ao sistema radicular das plantas (Khan et al.,
2004).

Figura 2. Microfotografia de atividade nematicida das proteases do fungo nematéfago
Arthrobotrys sinensis (SF53) no primeiro estagio larvas de Angiostrongylus vasorum apoés 24
horas. a) grupo tratado e b) grupo de controle. Seta preta indica a agdo das proteases sobre as
larvas. Fonte: Soares et al. 2014.

Contudo, o mecanismo molecular detalhado da acdo patogénica de
fungos contra nematoides ainda ndo foi completamente compreendido. No
entanto, segundo Liang et al. (2011), entender as caracteristicas estruturais
das proteases é necessario para o0 esclarecimento de possiveis mecanismos

envolvidos na viruléncia fangica.

2.3.Fungos nematofagos
A grande maioria dos fungos nematéfagos é classificada na divisdo
Deuteromycetes, classe Hyphomycetes, ordem Hyphomycetales e familia
Moliniaceae (ARAUJO, 2009). Quanto a maneira pela qual capturam
nematéides, esses fungos sdo divididos em dois grupos principais: 0s
predadores que utilizam hifas para a captura e os endoparasitas, 0s quais
produzem esporos que rompem a cuticula e penetram no nematdide (Larsen et

al., 1997).



Waller e Faedo (1993) testaram noventa e quatro espécies de fungos
nematofagos sobre larvas de nematoides Arthrobotrys, Geniculifera e
Monacrosporium presentes em culturas de fezes de ovelhas. Mesmo em
concentracfes baixas, resultou em reducao significativa no numero de larvas
infectantes em relac&o ao controle.

Arauljo et al. (2004) mencionam que fatores como capacidade de
producdo em escala industrial, custos de producéo, competitividade com as
drogas tradicionais consagradas no mercado e o tempo de sobrevivéncia do
organismo em formulacbes comerciais, sd0 essenciais para 0 emprego
comercial de um microrganismo no controle bioldgico. Assim, existe a
necessidade de maiores investigacOes para viabilizar o uso econémico desses
organismos em larga escala de modo que possam ser utilizados nas

formulacdes de controladores biolégicos contra nematoides.

2.4.Producéao de Proteases

A producdo de proteases por microrganismos € muito influenciada por
componentes do meio, especialmente fontes de carbono e nitrogénio, e fatores
fisicos tais como temperatura, pH, tempo de incubacao, agitacdo e a densidade
do inoculo (ABIDI et al., 2008). Proteases provenientes de microrganismos tém
ganhado cada vez mais importancia em comparacao com os produtos quimicos
convencionais que promovem as reacdes de clivagem de peptideos, por causa
do seu custo de producdo mais baixo, além do uso de recursos renovaveis
empregados nos processos produtivos (POTUMARTHI et al., 2007).

Comercialmente, a otimizacdo da composicdo do meio fermentativo para
a producédo de proteases € feita com o objetivo de garantir um equilibrio entre
0s varios componentes do meio. Dessa forma ocorre, no final da fermentagéo,
reducdo da quantidade de componentes que nao foram utilizados (KUMAR e
TAKAGI, 1999).

Gupta et al. (2002) relatam que a produgéo de protease alcalina de
Bacillus mojavensis pode ser aumentada por repressao e inducao utilizando
alimentacdo intermitente, durante o crescimento do micro-organismo, sob
operacbes de semi- batelada e batelada alimentada. Beg et al. (2003),

utilizaram a metodologia de superficie de resposta para estudar os varios
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efeitos dos fatores fisico-quimicos na producdo de protease alcalina de B.
mojavensis. Além disso, esses autores validaram o modelo previsto nessa
metodologia em um biorreator de 14 L. A atividade da enzima no biorreator foi
de 2389 U/mL obtida em 12 horas em comparac¢do com 558 U/ mL apoés 24 h
em culturas em frascos erlenmeyer.

Hadj-Ali et al. (2007) avaliaram a producdo de proteases alcalinas
extracelulares de Bacillus licheniformis NH1 e investigaram os efeitos na
atividade e estabilidade da enzima em diferentes faixas de pH e temperatura,
bem como na presenca de solventes organicos, entre outros fatores. No
trabalho de Hmidet et al. (2009), os autores caracterizaram o extrato enzimatico
de B. licheniformis NH1 e estudaram a sua compatibilidade com varios
detergentes comerciais liquidos e solidos.

Esses estudos confirmam que ha uma diversidade de microrganismos
produtores de proteases. Contudo, mostram a necessidade de se conhecer
mais as caracteristicas bioquimicas e moleculares dessas enzimas, de modo

gue o seu emprego comercial seja efetivo.



3. METODOLOGIA
3.1.Microrganismos
3.1.1. Meio de cultivo para a preservagao do fungo

No presente trabalho foi utilizado um isolado fangico, Pleorotus ostreatus
(PLO 06). Esses fungos sao oriundos de solo do Brasil, na localidade de Vicosa
e pertencem a Colecdo do Departamento de Microbiologia/UFV. O
microrganismo foi preservado por meio de transferéncia continua para meios
de cultura sélidos contendo agua-agar 2% e posteriormente foram replicados
em placa de Petri.

O preparo do inéculo foi realizado retirando-se das placas de Petri
discos de 2 cm, os quais foram adicionados ao meio de cultivo.

3.1.2. Meio de cultivo para a preservacao dos nematoides

Nematoides de vida livre do género Panagrellus do Laboratério de
Parasitologia, do Departamento de Veterinaria, da Universidade Federal de
Vigosa, Brasil, foram utilizados nesse trabalho. Sua preservacao foi realizada

em placas de Petri contendo meio de cultura a base de aveia imida.
3.2. Cultivo para a producéo de proteases

Micélios fungicos de PLO 06 foram transferidos para frascos (250 mL),
previamente autoclavados contendo 50 mL de meio liquido, de acordo com a
metodologia descrita por Soares et al. (2013). O meio liquido foi composto de
glicose a 10 g/L; extrato de levedura, 10 g/L; K;HPOy, 5 g/L; MgSQ,, 0,10 g/L.

O inoculo fungico contido nos frascos foi cultivado sob agitacdo a 180
rpm a 28 °C durante sete dias. Em seguida, o meio fermentado foi filtrado
usando papel de filtro Whatman N° 1 a 4 °C e posteriormente centrifugado a

10000 x g, 4 °C, para se obter as proteases.



3.3. Medida da atividade proteolitica

A atividade proteolitica de P. ostreatus (PLO 06) foi medida de acordo
com a metodologia descrita por Soares et al. (2013). Em um tubo de ensaio
foram introduzidos 50 pL de extrato bruto, 450 pL de Tris-HCI pH 7,0 100 mM e
500 pL de solucédo de caseina 1%, pH 8,0. O meio de reacao foi incubado
durante 15 minutos a 40 °C e a reacédo interrompida pela adicdo de 1 ml de
acido tricloroacético 10% (m/v). Apés 10 minutos, o meio de reacdo foi
centrifugado a 10.000 x g durante 5 min. O sobrenadante foi recolhido e a
absorbancia lida espectrofotometricamente a 280 nm. Uma curva padrdo de
tirosina foi construida através da variacdo das concentracdes de tirosina,
conforme a figura 3. Uma unidade de protease foi definida como a quantidade

de enzima necessaria para liberar 1,0 pg de tirosina por minuto sob as

condicbes de ensaio.
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3.4. Caracterizacao das Proteases

A caracterizacdo enzimatica foi realizada levando em consideragdo os
efeitos de pH, temperatura e efeito de inibidores.Os ensaios de caracterizagéo

foram feitos com trés repeticoes.
3.4.1. Efeitos do pH e da Temperatura

A atividade do extrato bruto foi caracterizada em diferentes valores de
pH. Assim, foi utilizado o tampé&o citrato-fosfato 50 mM para os valores de pH 3,
4,5,6,7,8e9. Atemperatura do ensaio foi de 40° C. A avaliacdo do efeito da
temperatura na atividade proteolitica foi realizada em pH no qual a maxima
atividade foi obtida no ensaio anterior em diferentes valores de temperatura
(30° C, 40° C, 50° C, 60° C, 70° C e 80°C).

3.4.2 Efeito de Inibidores

O extrato bruto enzimatico foi incubado com o inibidor fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF), no pH e temperatura 6timos obtidos nos ensaios

anteriores.
3.4.3 Atividade das proteases durante os dias de incubacao

As amostras de meio de cultura foram coletadas diariamente, durante 7
dias a fim de medir a atividade proteolitica ao longo dos dias de cultivo, com o
objetivo de obter o tempo de producdo maxima de enzima.

3.5. Ensaio experimental nematicida com fungos (Ensaio A)

Para a realizacdo do ensaio experimental nematicida com fungos e para
0 ensaio nematicida com proteases realizou-se a extragao de Panagrellus sp
por aparelho de Baermann e estes foram coletados em tubos de hemolises
apos seis horas de decantacdo. Para a sua manutencdo, 1,0 mL de uma
suspensdo aquosa com cerca de 1000 Panagrellus foram inoculados em
placas de Petri de poliestireno estéril contendo flocos de aveia fina e agua na
proporcdo de 1:1, de acordo com Araujo et al. (1993). Dois grupos foram

formados em placas de Petri de 4,5 cm de didametro contendo 10 mL de agua-
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agar 2% (AA2%), um grupo tratado e um grupo controle, sendo feitas 6
repeticdes para cada grupo. As placas de Petri foram previamente marcadas
em campos de 4 mm de didametro. No grupo tratado cada placa de Petri
continha 1000 larvas de Panagrellus sp e um dos fungos crescidos. O grupo
controle (sem fungo) continha apenas 1000 larvas de Panagrellus sp. Ambos
0S grupos de placas foram incubados em camara incubadora BOD, no escuro,
a 28 °C. Durante cinco dias, a cada 24 horas, 10 campos aleatérios de 4 mm
de diametro, em cada placa dos grupos tratados e controle,foram observados
em microscépio Optico em objetiva de 10x, contando-se o0 numero de larvas
ndo destruidas em cada um, de acordo com a metodologia adaptada de Braga
et al. (2010). Fotomicrografias foram retiradas para a comprovagéo da atividade
de captura e posterior destruicdo dos nematoides.

A eficiéncia de destruicdo das larvas de Panagrellus sp em relagcdo ao
controle foi avaliada pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade. Os
dados foram tratados estatisticamente pela analise de variancia em niveis de
significancia de 1 e 5% de probabilidade (AYRES et al., 2003). O percentual de

reducdo da média das larvas foi calculado de acordo com a seguinte equacao:

MLC—-MLT
MLC

% Reducao = x 100 Equacéo (1)

Onde:
MLC = média de larvas do controle e,

MLT = média de larvas do tratamento.
3.6. Ensaio experimental nematicida com proteases (Ensaio B)

Com o intuito de avaliar a atividade nematicida das proteases de
Pleorotus ostreatus (PLO 06), dois grupos foram formados em microtubos, um
grupo tratado, no qual cerca de 50 larvas de Panagrellus sp foram incubadas
juntamente com as proteases e um grupo controle no qual cerca de 50 larvas
de Panagrellus sp foram incubadas sem a presenca das enzimas. Seis
repeticbes foram realizadas para cada grupo. Ambos os grupos foram
incubados a 28° C, por 24 horas. Apos esse periodo, o numero total de larvas
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foi contado (SOARES et al., 2013). Os dados foram submetidos a analise de
variancia em niveis de significancia de 1 e 5% de probabilidade. A eficiéncia da
destruicdo das larvas em relacdo ao controle foi avaliada pelo teste de Tukey a
1% de probabilidade (AYRES et al., 2003).0 percentual de reducdo da média

de larvas foi calculado de acordo com a Equacéo 1.
3.7. Zimograma

A fim de se confirmar a atividade proteolitica do extrato bruto do fungo P.
ostreatus, um zimograma foi realizado na presenca de um detergente,
utilizando caseina como substrato (Caseina-SDS-PAGE) (HUMMEL et al.,
1996). As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a
10% contendo caseina a 1%. As amostras foram misturadas com tampao de
amostra gel-nativo (glicerol 30% (v/v), azul de bromofenol 1% (m/v), Tris- HCI
0,25M) e aplicado sem aquecimento prévio. Apds a eletroforese, o gel foi
incubado em uma solucao de Triton X-100 2,5% durante 1 hora, seguido por
trés lavagens com agua. O gel foi entdo incubado em tampé&o Tris-HCI 50 mM
(pH 8,0) durante 1 hora a 60 °C. Para posterior revelacao, o gel foi corado com
Coomassie Brilliant Blue R-250 e descorado logo em seguida com solucdo

descorante.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Ensaio experimental nematicida com fungos (Ensaio A)

O fungo Pleurotus ostreatus (PLO 06) mostrou grande capacidade de
capturar larvas de Panagrellus sp in vitro. Apés 24 horas, observou-se uma
interacdo de hifas do fungo com nematoides, como se mostra na Figura 4a. Na
Figura 4b pode ser notada a destruicdo das larvas, bem como a colonizacao
por hifas fungicas. A Figura 4c mostra a completa destruicdo e/ou digestéo das
larvas pelos fungos testados.

Figura 4. a-c. a: agéo inicial de hifas do fungo Pleurotus ostreatus em larvas de Panagrellus
sp. B: destruicdo de larvas e colonizag&o por hifas de Pleurotus ostreatus c: destruicdo e / ou
digestédo de larvas Panagrellus sp por Pleurotus ostreatus. Barras: a-7,000um; b-4,500 pm e c-
6,000um.
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Os fungos testados foram eficazes na destruicdo de larvas de
Panagrellus sp., como mostrado na Tabela 1. No primeiro dia do experimento,
as reducdes percentuais observadas foram superiores a 50%, atingindo valores
superiores a 90% no terceiro dia.

Em relacdo as placas do grupo controle, ndo houve presenca de fungos
durante o experimento. Por outro lado, analisando o grupo tratado, a presenca
de larvas em placas de Petri contendo agar-agua 2% (AA 2%) foi essencial
para a digestdo e a colonizacdo pelos fungos testados, uma vez que a
presenca dessas referidas larvas induz o crescimento do microrganismo. Tal
fato € semelhante ao trabalho de Braga et al. (2014).

Os resultados deste estudo demonstraram a atividade nematicida de
fungos do género Pleurotus sobre nematdide de vida livre Panagrellus sp. A
tabela 1 apresenta a média diaria do numero de larvas, desvio padrdo dos
percentuais de reducdo de larvas de Panagrellus sp. em agar-agua (AA 2%)
durante o periodo de trés dias nos tratamentos com o fungo Pleurotus
ostreatus e do grupo controle, sem fungos. As espécies de fungos testados tém
atividade contra fitonematoides, no entanto, estes isolados nunca foram
testados como possibilidade real de controle bioldgico. Nesse sentido, pode-se
argumentar que, entre as varias espécies de fungos, existem variacdes entre a
acdo de diferentes isolados, que devem ser constantemente testados
(MENDOZA-DE-GIVES, 1999). Esta informacdo estd também de acordo com
Okorie et al. (2011) que testaram a atividade nematicida de duas espécies de
fungos do género Pleurotus e que ndo demonstraram distincdo em suas

atividades.

Tabela 1.Resultado do ensaio experimental nematicida com fungo Pleurotus ostreatus durante
trés dias de tratamento.

. Presencga do fungo Controle ~
Dias Pleurotus ostreatus (Sem o Fungo) Reducao (%)
1 10.2°+ 4.3 29.1° + 8.92 65.6
2 6.2°+3.4 15.7° £ 10.60 77.4
3 1.4°+0.8 29.4"+11.15 95.2

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas linhas néo diferem estatisticamente (p>0.01).
Hibbett e Thorn (1994) mencionam que o0 mecanismo basico da
atividade de fungos do género predador Pleurotus € a producdo de pequenas
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gotas de toxina derivadas de acido linoléico. Observou-se ainda que o0s
nematoides paralisados sao posteriormente invadidos pelas hifas. Estes
resultados estédo de acordo com o presente trabalho, no qual PLO 06 mostrou
atividade nematicida e producdo dessas goticulas téxicas contra larvas de

Panagrellus sp. (Figura 5a, 5b).

Figura 5. a-b. Larvas de Panagrellus sp. (seta branca) e producédo de goticulas toxicas por
fungos Pleurotus ostreatus (seta preta / detalhe). Barra: a-15,000um.

Alguns trabalhos, que tiveram como alvo o controle de fitonematoides in
vitro, foram realizados com a espécie P. ostreatus (OKORIE et al.,, 2011).
Contudo, com base em estudos anteriores de BRAGA et al. (2014) com outros
grupos de fungos nematéfagos, o presente ensaio experimental mostrou-se ser
elucidativo no que diz respeito a reducédo de nematoides em placas de Petri, na
presenca de meio agar-agua 2%, uma vez que estas placas foram observadas
durante trés dias a cada 24 horas. Esta premissa é importante para elucidar o
mecanismo predatdrio desta espécie em nematoides de vida livre (THORN e
BARRON, 1984).
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O organismo modelo Panagrellus sp. tem sido utilizado para a
observacéo da atividade predatoria dos fungos com potencial nematéfago, uma
vez que eles sdo 4geis e proporcionam a producao de armadilhas pelos fungos
(EREM e PRAMER, 1965). Este tipo de modelo € importante, pois fornece a
base para outros experimentos que visam a reducdo de nematoides que séo
prejudiciais aos animais, humanos e aos vegetais (JAFFEE e MULDOON,
1997, TAVELA et al., 2012;).

Comparativamente, o fungo predador Monacrosporium spp. demonstrou
ser eficaz em capturar e destruir Panagrellus sp. e Meloidogyne incognita, em
condi¢cdes de laboratério (GOMES et al.,, 1999). Neste trabalho, os autores
demonstraram que Panagrellus sp foram os mais susceptiveis (p <0,05). Esses
resultados estdo de acordo com o presente trabalho, demonstrando que a
espécie P. ostreatus reduziu larvas de Panagrellus sp. em placas de Petri em
mais de 90% no final de 3 dias, sugerindo, assim, o enorme potencial
biocontrolador destas espécies.

4.2. Ensaios de atividade proteolitica do fungo Pleurotus ostreatus

Neste estudo, foi observado que o fungo P. ostreatus (PLO 06) mostrou-
se bom produtor de proteases. Conforme dados da literatura, a realizacao de
alguns estudos com fungos nematéfagos demonstrou potencial para a
producdo de enzimas extracelulares com atividade nematicida (BRAGA et al.,
2012; BRAGA et al.,2013; SOARES et al., 2012; SOARES et al., 2013,).

A Figura 6 apresenta a atividade de proteases durante o tempo de
cultivo de 7 dias nas condicbes de temperatura de 40 °C e pH 8,0.A maior
atividade proteolitica foi observada no sexto dia de incubacdo com valor de
91,7 U/mL.
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Figura 6. Ensaio de atividade proteolitica, medida a pH 8,0, durante o periodo de incubac¢éo de
168 horas (7 dias).

A figura 7a apresenta os valores da atividade proteolitica para a faixa de
pH de 3 a 9, mantendo-se a temperatura constante em 40 °C e tampé&o citrato-
fosfato 50 mM foi usado em toda a faixa de pH. O maior valor de atividade
(70,8 U/mL) foi observado para o pH 9.

A figura 7b mostra o perfil da atividade enzimatica em diferentes
temperaturas. As temperaturas testadas foram: 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70
°C e 80 °C, mantendo-se o pH no valor de 9, obtido no ensaio anterior.

Observou-se a atividade enzimatica mais elevada (121,3 U/mL) a 60 °C.
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Figura 7. a: Efeito do pH sobre a atividade das proteases de Pleurotus ostreatus (PLO 06). b:
Efeito da temperatura sobre a atividade das proteases de Pleurotus ostreatus (PLO 06).

Em relacdo ao ensaio com o inibidor, demonstrou-se que a atividade
proteolitica total foi inibida por PMSF (tabela 2), sugerindo que as proteases
produzidas por P. ostreatus sao serino proteases. Shin e Choi (1998)
purificaram e caracterizaram uma cisteino protease a partir do fungo P.
ostreatus, apés a formacdo do corpo de frutificacdo. Corpos de frutificacéo
geralmente sdo formados na presenca de matriz solida. Assim, para producao
de cisteino proteases a partir de P. ostreatus, a fermentacdo em estado solido
possivelmente serd o processo mais eficiente. Neste estudo, o fungo como
cogumelo nado foi utilizado, o que sugere que em diferentes estagios
morfolégicos sdo produzidas diferentes proteases. Dessa maneira, para a
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producédo de serino proteases, a fermentacdo submersa é o processo industrial

sugerido, embora outros estudos devam ser feitos para uma maior elucidacao.

Tabela 2. Influéncia do inibidor PMSF (1 mM) na atividade relativa (%) de proteases de
Pleorotus ostreatus (PLO 06) em pH= 9 e temperatura = 60 °C.

Tratamentos Atividade relativa (%)
Controle? 100
PMSF 0

450 mM Citrato - fosfato (pH 9,0; 60°C)

O perfil proteolitico de proteases produzidas por P. ostreatus foi avaliada
por um zimograma (figura 8). Por meio da presencga de diferentes halos de
digestdo em gel, foi observada a presenca de mais de uma protease. Este
resultado confirma os dados experimentais obtidos por Faraco et al. (2005),

gue demonstraram por zimograma que o fungo P. ostreatus produz diferentes

proteases.

Figura 8. Zimograma de proteases produzidas pelo fungo Pleurotus ostreatus (PLO 06) em gel
de poliacrilamida contendo SDS. As setas destacam os diferentes halos de digestdo, o que
sugere a existéncia de mais de uma protease.
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4.3. Ensaio experimental nematicida com proteases (Ensaio B)

Em relagéo ao ensaio nematicida de proteases de PLO 06, no intervalo
de 24 horas, estas enzimas apresentaram uma porcentagem de reducéo
significativa (p <0,05) de 42% no numero de larvas de Panagrellus sp., quando
comparadas com o controle. Soares et al. (2013) utilizaram proteases do fungo
nematoéfago Monacrosporium sinense em larvas de Panagrellus redivivus e
observou que as enzimas purificadas destruiram mais de 90% das larvas
submetidas ao tratamento. No presente trabalho, a destruicdo foi menor, no
entanto, vale ressaltar que o fungo M. sinense pertence a classe de fungos
predadores, enquanto o fungo P. ostreatus pertence a classe de fungos
produtores de toxina (YANG et al.,, 2007). Este fato € importante, pois é
conhecido que diferentes classes de fungos produzem diferentes metabdlitos e
em concentracfes distintas (BRAGA et al., 2012).

Neste estudo, comparando a reducédo percentual de Pleurotus ostreatus
(95%) com a acdo das suas proteases (42%) em larvas de Panagrellus sp,
houve um valor mais elevado da acéo do fungo. No entanto, este fato pode ser
explicado por meio da diferenca de tempo de interacdo com as larvas nos dois
ensaios (trés dias no ensaio com o fungo e apenas um dia no ensaio com as

enzimas).
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5. CONCLUSOES

Os resultados mostraram que o fungo P. ostreatus (PLO 06) e suas
proteases tém uma atividade predadora significativa contra as larvas de
nematoides do género Panagrellus, demonstrando potencial para 0 uso no
controle bioldgico integrado.

O maior valor para atividade enzimatica das proteases foi observado em
condicao de elevado valor de pH (9,0). O tempo para a produ¢cdo maxima de
proteases foi de 6 dias. A atividade maxima de enzimas ocorreu a alta
temperatura, viabilizando a aplicacdo biotecnolégica das enzimas
industrialmente.

Testes com inibidor (PMSF) indicaram que as enzimas, em sua grande
maioria, S0 serino proteases e 0 zimograma demonstrou a presenca de
diferentes enzimas, devido a formacao de distintoshalos de digestao.

A fermentacdo submersa é sugerida como processo industrial para a
producdo de serino proteases a partir de P. ostreatus. Contudo, sao
necessarios mais estudos para a confirmacéo em escala industrial. Além disso,
este é o primeiro relato do uso de proteases de P. ostreatus (PLO 06) contra
larvas de nematoides do género Panagrellus, portanto, ainda ha muito a ser

estudado sobre a agcdo e o0 mecanismo destas enzimas nematicidas.
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