WENDEO FERREIRA DA SILVEIRA

ATIVIDADE NEMATICIDA DE PROTEA SES EXTRACELULARES DO
FUNGO NEMATOGAFO Arthrobotrys cladodes

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vicosa, como parte das exigéncias do
Programa de POs-Graduacdo em Biologia
Celular e Estrutural, para obtencéo do titulo
deDoctor Scientiae

VICOSA
MINAS GERAIS— BRASIL
2018



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigosa - Campus Vigosa

T
Silveira, Wendeo Ferreira da, 1987-
S587a Atividade nematicida de proteases extracelulares do fungo
2018 nematogafo Arthrobotrys cladodes : | Wendeo Ferreira da
Silveira. - Vigosa, MG, 2018.
xi, 52f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Leandro Licursi de Oliveira.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Atividade enzimatica. 2. Nematoides gastrintestinais.
3. Controle bioldgico. 4. Serina protease. 5. Caracterizagio
bioquimica. I. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de
Veterindria. Programa de P6s-Graduagio em Biologia Celular e
Estrutural. II. Titulo.

CDD 22 ed. 572.7




WENDEO FERREIRA DA SILVEIRA

ATIVIDADE NEMATICIDA DE PROTEASES EXTRACELULARES DO
FUNGO NEMATOGAFO Arthrobotrys cladodes

Tese apresentada & Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduagdo em Biologia
Celular e Estrutural, para obtengdo do titulo
de Doctor Scientiae.

APROVADA: 05 de fevereiro de 2018.

W

ZArtur Kanadani Campos

b o Coye,

7 José Cola Zanuncio Silvia Almeida Cardoso

L v

Leandro Licursi de Oliveira
(Orientador)




“Sei 0 que devo ser e ainda nao sou, mas rendo gracas a Deus por estar trabalhando,
embora lentamente, por dentro de mim préprio, para chegar, um dia, a ser o que devo
ser”

Chico Xavier

A minha familia e amigos



AGRADECIMENTOS

A Deus pelas béncaos, por sempre me guiar pelo melhor caminho e fazien dena
pessoa melhor a cada dia.

A Universidade Federal de Vigosa, por me proporcionar a vivéncia aicad@&m

possibilitar meu crescimento pessoal e profissional.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Supe@#PES, pela
concessdo da bolsa de estudos que possibilitou a realizacdo do projeto e

aperfeicoamento profissional.

Ao professor, amigo e orientador Leandro Licursi de Oliveira pelo acolhimento no LIG

amizade, 6tima convivéncia, incentivo e boa vontade em ensinar.

Ao professor Jackson Victor de Araujo, pela coorientacdo, amizade e bodevdeta

ceder os fungos e 0s parasitos para realizacdo deste trabalho.

Ao professor Jose Cola Zanuncio pelo auxilio e boa vontade de corrigir eremsina

escrever artigos cientificos.

Ao professor Sérgio Oliveira de Paula pela gentileza se cedeoaspaeu laboratorio.
Ao professor Artur Kanadani Campos pela amizade, ensinamentos e boa \entade

colaborar com minha formacéao.

Ao professor Eduardo de Almeida Marques da Silva pelos ensinamentosjeamiza

momentos de descontracao.
A professora Silvia de Aimeida Cardoso pela amizade e boa vontade em ajudar.

Ao pesquisador Anderson Silva Dias pela amizade, momentos de descontraca

ensinamentos e por aceitar o convite para participar da defesa de tese.
A todos professores, servidores e amigos do Departamento de Medicina Veterinaria.

A todos os professores, servidores e amigos do Departamento de BiologicE®era
especial a Elizabeth Alves Pena e Jorge Luis dos Santos peltocamizade, atengao

e imensa boa vontade em resolver todos os problemas.



Aos meus amigos da pos-graduacao Patrick Fernandes, Daniel Bastosar@hris
Duarte, Jerusa Oliveira, Thais Fialho, Sabrina Emerick, Adriana Carneitozi&®
Coelho, Maria Clara Nunes, Lucas Raony, Claudia Montoya, Gustavo Marin, Natasha
Lagos, Marcelo Barcellos, Isabela Berbert, Ana Claudia Souza, Kicetiroz,
Juliana Milani, Alessandra Teixeira, Lorendane Carvalho, Marisa CaiXetgo
Ayupe, Samuel Galvao, Josi Crispin, Victor Ferraz, Emilia Marquesiakta Xisto e

Livia Fidélis pela amizade, companheirismo e por dividirem expeag que

possibilitaram meu crescimento pessoal e profissional.
A Fernanda Alves de Sousa pelo carinho e ajuda nos momentos finais.

A minha mae Maria Helena Ferreira Silveira pelo amor incondicionadielo e por
sempre acreditar e apoiar minhas decisoes.

Aos Meus irméos Alirio, Aguinaldo, Aldair, Alan, Wallace e Weylletopearinho,

amor e incentivo.

Em especial a Maria Lucia Cardoso e José Roberto Russo (Beto) pelo carinho,
acolhimento e licdes de vida.

Aos meus amigos da republica Matadouro (Esteferson Duarte, Alisdasi Gustavo
Faria, Gabriel Santos, Josias Paoli, Adam Widmer, Bruno AlvesgoMagalhags

pela amizade, 6tima convivéncia e companheirismo.



SUMARIO

RESUMO ... ettt e e e et et e e e e ettt e e e e e e et e e e e e eaa s viii
AB ST R A CT ittt X
1- INrOAUGEAD GBI e e e e e e e e e e e e e e e e e 1
1.1- FUNQOS NEMALOfAgOS........coe e e e e e e e e 1
2. Mecanismos de infeccao de fungos predadores de larvas..........cccceeeveeeeeeeenieeee. 2
P N i - (o o PO PPPPPPPP 3
2.2 AUESA0. ...ttt 3
2.3 PENEITAGAD. ...t eeeeieieeeeee ettt e e e e 6
A B L=To | - To - Tox= Lo TSP PTRPPRRTRPR 7
3. Nematoides parasitos gastrintestinais de ruminantes...........ccceeevvvveviiiiinieeeeeeeenn 8
4. Ciclo biolégico dos nematoides parasitos gastrintestinais de runaintes............. 8

5. Controle biolégico de formas de vida livre de nematoides paras#to

QASTINTESTINAS ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e s e s bbb beseeees 10
6. RETEIENCIAS. ... .o i ittt e e e e e e e e e e e e e e e e s e 11
O o] =1 11701 USSP 17
7.1 ODJELIVO GEIAL....i ittt a e e e e e 17
7.2 Objetivos €SPECITICOS. . .uuiiiiiie e 17
ST ©F= T 1 ] o 0 TR SPPPPRRRT 18
Nematicidal activity of extracellular proteases of the nematode-trapping fug
Arthrobotrys CladOdES. ... ..ccooi e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaaannes 18
AB ST R A T e oo e et e et e e e e e e et e e e e et e e e eera e aaeee 18
INTRODUCGTION oot e e e e e e ee e e e e e e a e e e e e ennnn e eeeeees 19
MATERIAL AND METHODS ... et e e 19
Microorganisms and culture CoNditions.................uuvevuiiiiiiiieeeeeeee e 19
Predator activity of Arthrobotryscladodesin Vitro.............cccovvviiiiieiiiiiiinnnn. 20
Protease PUNfICALION. ..........eiiiiiiiiiiiii e 20



ENZYMALIC ASSAY....uuuiiiiiiiiiii e e e 21
Estimation of molecular mass of purified proteases........ccccccceeeeeeviiiiiiiinnns 21
Zymogram and plate diffusion assay..............ccceeeiiiiiiiiiieeeeceeeee 21
Protein quantifiCation .............oooi i 21
Effects of pH and temperature on enzymatic activity.............cc..oovvvvvunnnn. 22
Effect of inhibitors of proteases and metal ions on proteases................... 22
INVitro larvicidal @CHVITY ........ccooiiiiiiiie e 22
StatisStiCal ANAIYSIS........uiieeiii s 23
L S U ] 1R ST RPPPPPT 24
Predatory activity of A. cladodeSin VItrO ........coooeeeiiiiiiiiiiiiiii e 24

Kinetics of protease production from crude extract filtrate of A. cladodes. 25

Protease PUrfiCAION...........ueiiii e 25
Zymogram and plate diffuSion aSSaY............uuuurrieiiiiiiiiiieieeee e 27
Effects of pH and temperature on enzymatic activity................ccccevveeeeeenens 28
Effect of protease inhibitors and metal ions on AcPl and AcPII................ 29
Larvicidal activity of ACPl and ACPIl ..........ooorrriiiiicee e 30
DISCUSSION. .ttt e e et e et e e e e e et ta e e e e e e e tba e e e e e etban e aens 32
REFERENGCES ... .ot e e e e e e e e raa s 34
0= o] (1] [0 2P PPTRO 38

Atividade de protease extracelular do fungo nematéfagarthrobotrys cladodes
sobre a cuticula de larvas infectantes de nematoides parasitos gastrinteatsnde

FUIMIN@ANTES ...ttt e oottt e e e e e e e e e e e e e e e et e et e e et e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeessssnnnnaaaaeeeeeeeaaes 38
RESUMIO. ...t e ettt e e et e et e e e et e et e e e e e e e n e e e e e e nra s 38
0o [ [or= o IR PP PPPPPTPPPPP 39
Material @ METOUOS. .......coiiiiiiii ittt e e e e e e e e aaaeeaaeaaeaaaans 40
Purificacédo de protease extracelular dé\. cladodes.............cccoevvviiiiiininnnnnnn. 40
Obtencao de larvas infectantes (k) .........ceeeeeiiiiiieeeiiieeeeee e 41
AtiVIdade NEMALICIA. .......ueeeeiie e 41

Vi



Microscopia eletronica de varredura (MEV) e transmissédo (MET)........... 41

eSS U 7= T [0 L3R 42
PUrifiCACA0 da ProtEaASE. .....uuuueii i 42
Atividade NEMALICIHA. .......uueeiiieiee e 43
Andlise da cuticula das larvas infectantes por MEV..........ccccoeevveeeeiinnnne. 44
Analise da cuticula das larvas infectantes por MET............ccccovieeiiiiinnnen. 45

D Yo LSS Lo PP PPPUPPPPPPP a7

] (=] (=] T = LTS 49

10. CONCIUSBES QEIAIS.....ceeeeeeeeeieiiiiiiie e e e e e e e e e e e e et ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeesaan e e eeas 52

vii



RESUMO

SILVEIRA, Wendeo Ferreira da, D.Sc., Universidade Federal de Vicosefo de
2018. Atividade nematicida de proteases extracelulares do fungo nematégo
Arthrobotrys cladodes. Orientador: Leandro Licursi de Oliveira.

Fungos nemato6fagos sdo controladores naturais de nematoides parapitostadee
animais. Sd8o amplamente usados no controle biolégico de nematoidegogparas
gastrintestinais (NPG) de ruminantes por reduzir formas de vida livieastegensO
processo de captura de nematoides segue uma ordem de eventos que gagélve a
adesdo, penetracdo e degradacdo da cuticula do nematoide. As fpsestgdo e
degradacédo, envolvem a producdo e secrecdo de enzimas extracehpazss de
hidrolisar a cuticula dos nematoides, causando sua morte. Proteasehrdieotrys
cladodes(CG719) foram purificadas por cromatografia de troca anionica (Mono Q) e
gel filtragdo em coluna Protein-Pak em sistema HPLC. Adattle nematicida das
proteases foi testada em larvas infectantgs e nematoides parasitos gastrintestinais
de ruminantes. O efeito sobre a bainha e cuticula das larvas foi ausepor
microscopia eletrbnica de varredura e transmissédo. As proteases puifibat@adas

de proteases dérthrobotrys cladodes$ (AcPl) e proteases dérthrobotrys cladoded
(AcPIl), ttm massa molecular estimada de 56 e 39 kDa, respectieareatividade
enzimatica dessas proteases foi maior em pH neutro a al€ai#)e em temperaturas

de 55 a 60°C. Ambas foram inativadas pelo inibidor fluoreto de fenilmetilsulfonilo
(PMSF) sugerindo pertencerem ao grupo das serina proteases. As proteases
apresentaram maior atividade enzimatica na presenca do ion sm€8ficA fracio de
protease, purificada por cromatografia de troca aniénica, apresentou atheidécida
provocando a morte de 53% dasde NPG apos 24 h de exposigcdo. As AcPl e AcPlII
causaram mortalidade de 31 e 27% dagdspectivamente, apds 24 h, sugerindo acao
aditiva na degradacdo da cuticula dos nematoides. Na microsslepi@nica de
varredura e transmissao, foram observadas alteracdes morfologicas, descamacdes, danos
na camada basal, epicuticutannulis”, “furrows”, “alae”, hipoderme, e musculatura.
Em algumas regifes, a camada cortical foi inteiramente destiLeddes provocaram
extravasamento de liquido intracelular e perda de tecido. Proteasaselulares
secretadas pok. cladodedoram eficientes na penetracdo e degradacdo da cuticula de

nematoides. Estas enzimas romperam a integridade fisicalédisa da dupla cuticula
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de Lz de NPG. Isto pode permitir o desenvolvimento de farmacos para agir, diretamente,

sobre helmintos ou, de forma sinérgica, com medicamentos comerciais.



ABSTRACT

SILVEIRA, Wendeo Ferreira da, D.Sc., Universidade Federal de Vicataudry,
2018. Nematicidal activity of extracellular proteases of the nematophagouingi
Arthrobotrys cladodes. Advisor: Leandro Licursi de Oliveira.

Nematophagous fungi are natural enemies of parasitic nematodestsfgridranimals.
They are widely used in biological control of gastrointestinal nedemst (GN) of
ruminants by reducing free-living forms in pastures. The nematode captuwesgpro
follows an order of events that involves attraction, adhesion, penetratidn a
degradation of nematode cuticle. The phases of penetration and degradatioa,timvolv
production and secretion of extracellular enzymes capable of hydrolyzingtitie of

the nematodes, causing their death. Proteases Axhmobotrys cladodeqCG719)
were purified by anion exchange chromatography (Mono Q) and gel filtration on a
Protein-Pak column by HPLC system. The nematicidal activity ofptiéeases was
tested in infective larvae (L3) of gastrointestinal parasiticatedes of ruminants. The
effect on the sheath and cuticle of the larvae were observed by scanning and
transmission electron microscopy. The purified proteases called R®tdasN
Arthrobotrys cladodes$ (AcPIl) and Proteases fromrthrobotrys cladodesl (AcPll),
have an estimated molecular mass of 56 and 39 kDa, respectively. Tyma&oz
activity of these proteases was higher at neutral to alkéii#8¢ pH and at temperatures
of 55 to 60°C. Both were inactivated by the phenylmethylsulfonyl fluoride iainibi
(PMSF) suggesting that they belong to the serine proteases group. Teas@sot
showed higher enzymatic activity in the presence of tH& @atal ion. The protease
fraction, purified by anion exchange chromatography, showed larvicidal wctivit
causing the death of 53% ot from GINs after 24 h of exposure. AcPl and AcPII
caused mortality of 31 and 27% o8, Lrespectively, after 24 h, suggesting additive
action in the degradation of the nematode cuticle. In scanningagitission electron
microscopy morphological changes, peeling, basal layer, epicuticlelisarfntrows,
alae hypodermis, and musculature were observed. In some regions the cayigral |
was entirely destroyed. Lesions caused extravasation of intracdliuid and loss of
tissue. Extracellular proteases secreted\bgladodesvere efficient in penetration and
degradation of the nematode cuticle. These enzymes disrupted thealplasd



physiological integrity b of GIN double cutile. This may allow the development of

drugs to act directly on helminths or, synergistically, with comrakerdrugs.
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1- Introducéo geral
1.1- Fungos nematofagos

Fungos nematéfagos podem ser encontrados em solos ricos em matéria organica,
em todas as regides do mundo, dos trépicos a Antértida (Nordbring-Hertz2€08).
Existem mais de 700 espécies de fungos relatadas com atividadeigenfgan Ooij,

2011). No entanto, a maior parte sdo saprofitos ou predadores facultativos de
nematoides (Swe et al.,, 2009; Zhang et al.,, 2016). Os géneros nematogos m
importantes para o controle bioldégico saothrobotrys Dactylellina, Drechmeria,
Duddingtonia, Hirsutella, Fusarium, Nematophthora, PochoriaPurpureocillium
(Siddiqui & Mahmood, 1996).

Fungos nematoéfagos séo classificados com base no mecanismos de atague a seus
hospedeiros da seguinte forma: (1) pela producao de hifas modificadas @il hersn
para capturar larvas em movimento (fungos predadores); (2) pela producdo de esporos
que servem de alimento para nematoides (fungos endoparasitos); (3) os quaraaoniz
perfuram cascas de ovos e cistos de nematoides (fungos oportunistas ou prel@adores
ovos) e (4) produzem toxinas que imobilizam o nematoide antes da penetrac&asdas hi
(fungos toxicos) (Nordbring-Hertz et al., 2006; Jiang et al., 2017).

Os fungos predadores de larvas compreendem um grupo heterogéneo de
organismos, distribuidos dentro dos filos Ascomycota, Basidiomycota e Zygomycota
utilizam diferentes tipos de armadilhas para capturar formas déwealde nematoides
no ambiente (Nordbring-Hertz et al., 2006; Ahrén et al., 2008; Hyde et al., 2014;).
Cerca de 380 espécies predadoras foram relatadas em diferentes regiesioloos
principais géneros s@rthrobotrys, Cystopage, Dactylellina, Dactylella, Drechslerella,
Duddingtonia, Hohenbuehelia, Hyphoderma, Monacrosporium, Nematoctonus, Orbilia,

Stylopage, Tridentaria, Triposporina,ZoophagugZhang et al., 2011).

Fungos predadores de larvas podem produzir diferentes tipos de armadilhas, tais
como: redes adesivas bi e tridimensionais, botbes adesivos, hifasaadesiéis

constritores e nao constritores (Fig. 1) (Nordbring-Hertz et al., 2006).



Figure 1. Diversidade de armadilhas de captura de nemat(djeRede adesiva tridimensional de
oligospora digerindo nematoide; barra, 20um. (B) Bot8es adesivoMaeacrosporium haptotylum
barra, 10um. (C) Hifas adesivas enacrosporium gephyropagyrarra, 10um. (D-F) Anel constritor
de Arthrobotrys brochopagdormado por trés hifas septadas que enchem de fluido quamnualadss;
barra 10um. (G) Nematoide aprisionado de forma irrevensérednel constritor dé. brochopagabarra
5 um. Reproduzido e adaptado de Nordbring-Hertz et al., (2006).

Durante a transicdo entre a fase de vida saprofita e predadora, genes
relacionados ao metabolismo de carboidratos, aminoacidos, biogénesedieqelular
e membrana sao superexpressos (Yang et al., 2011). A ativagdo dessedegende
de fatores externos como a presenca aminoacidos, &matoides ou substancias
derivadas de suas culturas, como nemin (peptideo de baixo peso mobecaiedo ela
cultura deCaenorhabditis elegais ascarosides (secretados constitutivamente pelos
nematoides) écido abscisico (em vegetais) (Pramer & Kunyama 1963; Khan et al.,
2008; Von Reuss et al., 2012, Su et al., 2017).

2. Mecanismos de infeccao de fungos predadores de larvas

O processo de infeccdo dos nematoides por fungos predadores de larvas segue
uma ordem de eventos que envolve atracdo, adesdo, penetracdo e degtadacédo

nematoide.



2.1 Atracao

O mecanismo de infeccdo dos nematoides por fungos predadores € semelhante,
apesar das diferencas morfologicas entre as espécies (Dijksterhals &094).
Diferente dos nematoides, os fungos né&o se movimentam ativamenteytoporta
necessitam de mecanismos para atrair suas presas. Micéliomdillzas de fungos
predadores liberam compostos quimioatrativos no ambiente que podem skidpsrce
pelos nematoides (Wu et al., 2013). Inicialmente a liberacdo de compolstizss por
Arthrobotrys oligosporafoi sugerido como responsavel pela atracadPdeagrellus
redivivus para as armadilhas (Jansson e Nordbring-Hertz, 1980). Estudos bioquimicos
de culturas deArthrobotrys entomopaggroduzindo botdes adesivos, permitiram o
isolamento e identificacdo de substancias quimioatrativas chanpad@asin A e
blumenol A (Fig. 2) (Wu et al., 2013; Degenkolb & Vilcinskas, 2016).
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Figura 2. Mecanismos de atracdo de nematoides por fungaddiagos. Adaptado de Nordbring-Hertz
et al.(2006) e Wu et al. (2013).

2.2 Adesao

Proteinas presentes na membrana das hifas de fungos nemat6fagos &0 capaz
de reconhecer e interagir com carboidratos da cuticula de nemafaidescendo a
adesdo ao hospedeiro. A primeira proteina estudada com essa propriedada foi um
lectina de baixo peso molecular encontradaferaligospora(AOL) (Nordbring-Hertz
& Mattiasson, 1979; Rosén et al., 1992).

O interesse de estudar lectinas de fungos nematéfagos surgiu radparti
observacbes da interacdo emireligosporae Panagrellus redivivusA ligacao foi
mediada por uma lectina fangica, ligada especificamente a recegotdAc-Gal (N-

acetil-D -galactosamina) presentes na superficie dos nematoides (Nordbrimg8Hert

3



Mattiasson, 1979 A partir de entdo, varios experimentos foram realizados para
identificar novas lectinas capazes de mediar a interacdo fergatoide, encontrando
lectinas com varias especificidades para diferentes carboidratososgimanose
(Glc/Man), N-acetilgalactosamina/galactose (NacGal/Galsutese (L-Fuc) e acido
sialico (Tunlid et al., 1992).

Nas armadilhas formadas por fungos nematéfagos do g@mdrobotrys os
autores relataram afinidade de ligacdo addtitD-galactosamina (Nordbring-Hertz &
Mattiasson 1979), 2-Deoxy-D-glucose (Wharton & Murray 1990), D-Galactose/Elanos
(Rosenzweig & Ackroyd 1983, 1984).

Arthrobotrysspp. foram tratados com diferentes carboidratos e avaliados quanto
a predacgéo de larvas infectantes) (le Cooperia punctataVerificou-se inibicdo de
captura das 4. sugerindo envolvimento de lectinas que possuem no minimo um
dominio ndo catalitico capaz de estabelecer ligacdes hidrof@liaasente especificas
de maneira reversivel a um monossacarideo ou oligossacarideos, dfeGlic
Sorbose, NacetitD- Galactosamina, N-acetil-D-Glicosamina, Sacarose, D-Arabinose e
Maltose) Araujo, (2001).

Concomitante ao processo de adesdo, hé liberacdo de polimeros na seperficie
uma camada fibrilar de substancias adesivas que se orienta em pegigulicular ao
nematoide. Estes polimeros extracelulares sdo formados por carboididtmsy@nico
e proteinas que recobrem a regido de contato com o nematoide (Fig. 3) (Veenhuis
1985; Tunlid et al., 1992


http://link.springer.com/article/10.1007/s00253-007-0881-4/fulltext.html#CR61
http://link.springer.com/article/10.1007/s00253-007-0881-4/fulltext.html#CR61
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Figura 3. Modelo de interacéo fungo-nematoide. Proteinagenzrana das hifas de fungos nematofagos
reconhecem e se ligam a carboidratos na cuticula deatoieles. (L) lectina, (C) carboidratos
Micrografia eletrdnica de varredura #e oligosporaaderido a larva d€. elegansmagnificacdo: 475x..
Microscopia eletrénica de transmissao Aleoligosporadepois de capturar nematoide, mostrando a
substancia fibrilar adesiva (FA) entre hifa (H) e a cldiado nematoide (CN)A-D carboidratos
identificados na cuticula de nematoides com capacidatigagéo a lectinas fungicas. (A) N-Acetyl-D-
glucosamina, (B) D-(-)-Arabinose, (C) D-(+)-Manose, (B)+)-Galactose.

O fluxograma abaixo resume o0s principais eventos envolvendo a adesdo de

nematoides aos fungos predadores (Fig. 4).

Contato com nematoidey

l

Modificagdes de polimeros
na superficie

l

Forte adesao|

Interacéo lectina-recepto Secrecdo de enzima

Figura 4: Principais alteracBes que levam a adesdo de fuagwdfagos a nematoides. Modificado de
Tunlid et al., 1992.



2.3 Penetracéo

Concomitante a adesdo dos nematoides as armadilhas, os fungos iniciam
alteracoes fisiologicas e morfolégicas na estrutura do micélio formandauliim de
infecc@o no qual séo liberadas enzimas hidroliticas (proteasesrasag e quitinases)
capazes de solubilizar macromoléculas da cuticula (Yang et al.,. Hxt8)evento é
auxiliado por uma forte pressdo mecanica gerada pelo crescimenlialptEeninando
com a penetracdo do miceélio no corpo do nematoide. O local de péoeairaglado por
substancias adesivas mucilaginosas que evitam 0 extravasamosntmnteldos dos

nematoides para o ambiente (Veenhuis et al., 1985).

Uma caracteristica do bulbo de infec¢éo € a presenca de corpos densos dentro da
armadilha. Eles sdo rapidamente degradados ap0s a penetracdo, sugeriodotém
substancias capazes de romper a integridade fisica e fisiologicatidala dos
nematoides (Fig. 5) (Veenhuis et al., 1985; Dijksterhuis et al., 1994).

Figura 5: Microscopia eletrbnica de
transmissdo da penetragdo da cuticula de
nematoide pela hifa deArthrobotrys
oligospora Corpos densos (CD) sé&o
visiveis na hifa tréfica e no bulbo de
infeccdo  (Bl). Substancia  adesiva
mucilaginosa (A) entre o tubo de infeccdo e
a cuticula do nematoide (CN), impede o
extravasamento de conteido do nematoide.
Adaptado de Nordbring-Hertz et al., (2006),
barra 1 um.




A cuticula dos nematoides é composta principalmente por colageno, gsotein
(cuticlinas), glicoproteinas e lipidios, (Page & Johnstone, 2007), isso sygeras
enzimas extracelulares liberadas durante a penetracdo sejam prdveaises proteases
capazes de hidrolisar proteinas da cuticula de nematoides foram ss@ageande
maioria pertence a familia de serina proteases. ApOs sequenitaiied\. oligospora
observou-se que elas tém uma alta homologia com o tipo de gedteases de
subtilisina. (Yang et al., 2011; Yang et al., 2013).

Existem mais de 20 serina proteases identificadas a paftinges predadores
de larvasArthrobotrys oligosporgTunlid et al., 1994; Zhao et al., 2004xthrobotrys
conoides (Yang et al., 2007),Monacrosporium sinensgSoares et al., 2013),
Duddingtonia flagrans(Braga et al., 2012); predadores de ovos/ovici@ashonia
rubescens(Lopez-Llorca, 1990) d”ochonia chlamydosporiéSerges et al., 1994) e
endoparasitodlirsutella rhossiliensigWang et al., 2007, 2009). Todas apresentam alto
grau de similaridade: sdo sensiveis ao inibidor fluoreto de feniloiftiido (PMSF),
possuem maior atividade em pH neutro a alcalino, possue, massalarctstimada
entre 20 e 40 kDa, partilham atividade enzimatica sobre varios sobsprateicos,
incluindo caseina, gelatina, cuticula de nematoides, cascasodedevnematoides,
albumina de soro bovino e colageno (Tunlid et al., 1994; Yang et al., 20@i&sat
al., 2013).

2.4 Degradacao

ApGs a penetracdo da hifa o nematoide é degradado e digerido compiletame
por enzimas hidroliticas. Os corpos dens@o degradados nas células da armadilha e
no bulbo de infeccdo (Fig 5). Ha armazenamento de goticulas lipidésadifas
troficas, que provavelmente estdo envolvidas na assimilacdo eeaanzento de
nutrientes obtidos a partir da nematoidem A. oligospora parte dos nutrientes
derivados dos hospedeiros € armazenado no citoplasma para producdo de lectina
(Nordbring-Hertz et al., 2006).


http://link.springer.com/article/10.1007/s00253-013-5045-0/fulltext.html#CR88
http://link.springer.com/article/10.1007/s00253-013-5045-0/fulltext.html#CR99

3. Nematoides parasitos gastrintestinais de ruminantes

O filo Nematelmintos possui seis classes, no entanto, apenase rdasatoda
contém vermes de importancia parasitaria. Os principais nematiedesaportancia
veterinaria pertencem as Superfamilias  Trichostronyloidea, Strongyloidea,
Ancylostomoidea, Metastrongyloidea, Rhabditoidea, Ascaridoidea, Oxyuroidea,
Spiruroidea, Filarioidea e Trichuroidea (Taylor, 2015). Os NPG mais presmlent
ruminantes do Brasil pertencem as Superfamilias Trichostrongyloki@@monchus
spp.,Cooperiaspp., Trichostrongylusspp. eOstertagiaspp), StrongyloideaChabertia
sppe Oesophagostomuspp.) e Ancylostomoide®8(nostomunspp.).

InfeccBes concomitantes envolvendo multiplas espécies de pasdsitosmuns
e afetam a saude dos animais. Em ruminantes, podem causar letargiajgoeesto,
diarreia, queda na producdo de leite e la. Além disso, espéciesofayast sao
responsaveis por causar anemia, edema submandibular e ascite, devida depe

sangue e/ou proteinas plasmaticas (Taylor, 2015).

O controle de NPG é feito com medicamentos anti-helminticos, natanitidn
relatos de resisténcia parasitaria as principais bases quooinascializadas (Skrebsky
et al., 2010). Deste modo, o controle biolégico com fungos nematéfagos e seus

derivados tornam-se alternativa importante.

4. Ciclo biolégico dos nematoides parasitos gastrintestinais de runaintes

O ciclo biolégico dos nematoides parasitos gastrintestinais de mibesna
direto, dividido em fase parasitaria e de vida livre (Fig. 6). As &nuws parasitos
realizam postura de ovos, que chegam ao ambiente através dabléelzekn fecal, em
presenca de umidade, aeracdo e temperatura adequada os ovos ediedandoli
larvas de primeiro estadio (). que posteriormente se desenvolvem em larvas de
segundo estadio ¢} (Amarante et al.,, 1996; Andersen et al., 1968). Durante este
periodo, alimentam-se de microrganismos e armazenam reservas Butritiva
Posteriormente transformam-se em larvas infectantgq\({arton 1982; Amarante et
al., 1996; Taylor et al., 2015).



Figura 6: Ciclo biolégico dos nematoides

parasitos gastrintestinais de ruminantes. O
ciclo é direto, dividido em fase parasitaria
(P), em que nematoides adultos habitam
sistema gastrintestinal do animal e fase de
vida livre (VL) no ambiente, que vai desde
a eclosdo das larvas: laté se tornarem
infectante k. Imagem disponivel em:

http://cal.vet.upenn.edu/projects/merialsp/St

rongls/strong_6al.htm  Acesso em
17/12/17.

O estadio infeccioso ¢). € o resultado de uma muda incompleta, na qual uma
nova cuticula é sintetizada a partir da lamina basal, empurraadiicala velha para
fora. No entanto, esta ndo se rompe, passa a ser chamada bainhapdesteecdise
nao se completa. Liquido osmiofilico é secretado pelos poros na cuticulf@gancher
e hidratar as duas camadas. Em seguida todos os orificios da larekadés, £om isso
sessam processos de alimentacao e excrecdo. A bainhgearite maior capacidade

de resisténcia as condicdes ambientais (Bird & Bird, 1991; Lee, 2002).

Com o ressecamento do bolo fecal, asdo forcadas a deixa-lo e migram para
a pastagem préxima, movimentam-se em posicdo horizontal e véttisgberiodos de
temperaturas amenas do dia alcancam a ponta das folhas da wegetaeido ser
ingeridas pelos animais durante o pastoreio, dando inicio a fase parataniclo
biolégico (Andersen et al., 1968; Warton, 1982; Silveira et al., 2017a

ApGs a ingestdo, aszlalcangam o rimem, passam para 0 abomaso e penetram
na mucosa. Em resposta a estimulos do hospedeiro, como alta taxe,décid®
carboénico e pH, a larva libera fluido enzimatico (leucina aminopeefidgue dissolve
a bainha permitindo a transformacéo para o estadid4 Ls retornam ao limen do
abomaso e mudam para larvas de quinto estagipqlestadio adulto, diferenciado em
macho e fémea capazes de se reproduzir e liberar grande quantidas das fezes
(Rogers & Sommerville, 1968; Lee, 2002; Taylor, 2015).


http://cal.vet.upenn.edu/projects/merialsp/Strongls/strong_6a1.htm
http://cal.vet.upenn.edu/projects/merialsp/Strongls/strong_6a1.htm

5. Controle biolégico de formas de vida livre de nematoides parasf#to
gastrintestinais

Fungos nematdfagos sdo usados no controle biologico de nematoides dos
animais domésticos para diminuir a disponibilidade de formas de viga(liy) nas
pastagens, além disso,

A técnica consiste em administrar estruturas fungicas (miceéliodiosne
clamidésporos) a alimentacdo dos animais. Isto pode ser feito pela incagpdessas
estruturas em graos de cereais e blocos minerais (Waller et al), 200dos
energéticos (Sagués et al., 2011) ou pélete de alginato de sddio (Silveira et al., 2017a).

Para ser considerado promissor no controle biolégico de NG, as estruturas
fungicas devem suportar a passagem pelo TG dos animais, germinar no dbkm fec
capturar formas de vida livre (Silveira et al., 2017b). A captura e ebauvndos
nematoides envolvem a producdo de armadilhas, combinada com forgaicanexa
liberacdo de enzimas hidroliticas extracelulares (seproteases, colagenases e
guitinases) que digerem a cuticula do nematoide (Nordbring-Hertz et al.,Y20@6et
al., 2013). Deste modo, os fungos realizam a higienizacdo das pastagaisuerd a
recidiva de infeccdes (Silveira et al., 2017a)
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7. Objetivos

7.1 Objetivo geral

Identificar e caracterizar proteases dos funfydblrobotrys cladodessolado (CG719)

com possiveis aplicabilidades nematicidas.

7.2 Objetivos especificos

e Purificar proteases extracelulares do fungo nematdfaoobotrys cladodes,
isolado CG719;

e Identificar e caracterizar bioquimicamente proteases extraceludardsngo
nematofagd\. cladodesisolado CG719;

e Avaliar acdo nematicida das fracdes purificadas do fungo sobre larvas
infectantes de nematoides parasitos gastrintestinais de ruminantes;

e Analisar por microscopia eletronica de varredura e transmissdo os ef#stos
proteases dA. cladodesobre a cuticula deslde ruminantes.
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8. Capitulo 1

Nematicidal activity of extracellular proteases of the nematode-trapping fug
Arthrobotrys cladodes

ABSTRACT
Nematode-trapping fungi are natural enemies of plant and animal jgangsitatodes.

These fungi produce traps to capture nematodes and release extrapetitdases
degrading their cuticle allowing their hyphae to penetrating ausicg host death.
Proteases fromrthrobotrys cladode$CG719) were purified in HPLC system. Purified
proteases, namefthrobotrys cladode$ (AcPIl) andArthrobotrys cladodedl (AcPll)
proteases, have an estimated molecular mass of 56 and 39 kDativebpeThese
protease enzymatic activity were higher at neutral to alkalltheand at temperatures
from 55 to 60°C. Their inactivation by the phenylmethylsulfonyl fluoride inhibitor
(PMSF) indicates that they belong to the serine protease group. MietaC#?, Cu'?,
Fe"2, Mg and Zri? did not inhibit protease activity. The protease fraction, purified by
anion exchange chromatography, had larvicidal activity causing the oe&t?o of
infective larvae (k) of gastrointestinal nematodes after 24 h of exposure. The AcPI and
AcPIl killed 31 and 27% of the 3. respectively, after 24 h, suggesting an additive
action on degrading the nematode cuticle. The biological actfitilese two newA.
cladodesproteases was characterized and confirmed. This may enable topieyel

drugs to act directly on helminths or, synergistically, with commercial ones.

Keywords: Arthrobotrys cladodesenzymatic characterization, extracellular proteases,

nematode-trapping fungi, serine proteases.
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INTRODUCTION

Nematodetrapping fungi are biological control agents of nematodes in
agricultural cropst?2 and those gastrointestinal (GIN) through the passage of fungal
structures (conidia, chlamydospores and mycelium) by the gastrointestotg)GT) of
domestic animafs Fungi have been tested as drug-bearing nanoparticles against
cancet and as secondary metabolites with antiviral acfiviijpd purification of
chitinases and proteases with nematicidal activity

Extracellular enzymes from nematophagous fungi degrade the nematode
cuticle®. Serine proteases are the most studied and common in the large groupeof thes
microorganisms, including nematode-trapping fundirthrobotrys oligospora®
Arthrobotrys conoidés, Monacrosporium sinen$g Duddingtonia flagran¥’ nematode
egg-parasitic Rochonia rubesceis and Pochonia chlamydosportd and
endoparasitesirsutella rhossiliensi¥’,

The nematode-trapping fundghrthrobotrys cladodesuses three-dimensional
adhesive networks to capture nematodes, but its action and production oflleldrace

enzymes need further studies.

The aim of this work was to identify and characterize extracellulae@ses
secreted byArthrobotrys cladodegisolate CG719) and to evaluate their biological

activity to controlling infective larvae @) of GIN in vitro.

MATERIAL AND METHODS

Microorganisms and culture conditions
The nematode-trapping fungirthrobotrys cladodegisolate CG719), native to

Brazilian soil, donated by Cenargen, was deposited in solid mediunt iulbes with
corn meal agar (2% CMA) at 4°C in the dark.

Culture discs (approximately 5 mm diameter) contaifngladodesnycelium
were transferred to 250 ml Erlenmeyer flasks with culture mel§jumodified. This
medium was composed of casein (10 g/LQHRO, (0.3 g/L), NaCl (0.3 g/L), MgS©
(0.3 g/L), ZnSQ (0.3 g/L) and yeast extract (0.2 g/L), pH 9.0. The flasks were shaken
(120 rpm). Protease production was evaluated at two, five, 10, 15 and 20 days, the
supernatant was collected, filtered on Whatman No. 1 filter papkthee enzymatic

activity tested. The higher enzymatic activity period wasdsedized for crude extract
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production which was stored at -80°C, lyophilized, and used in purification protocols,

protease characterization and larvicidal activity.

Infective larvae (k) from GIN belong to the superfamilies Trichostrongyloidea
(Haemonchusspp., Cooperia spp. andTrichostrongylus spp.) and Strongyloidea
(Oesophagostomuspp.).

Predator activity of Arthrobotrys cladodesin vitro

The predatory activity ofA. cladodeswas evaluateéd Culture discs of
approximately 5 mm diameter containing mycelium and conidia #ortladodesvere
placed in the center of 9 cm Petri dishes containing 2% agar-watturmend the
control group without fungus with three replications each. The plates wettgated in
a BOD for 10 days at 25°C in the dark. At the end of this period, 1000 GIN were
added to the plates of the treated and control group and placed in a BOD under the same
conditions for seven days. Afterwards, unpredated larvae were recovered Ifiiganodi

Baermann technigdigand the kreduction percentage calculaféd

Protease Purification

The crude extract lyophilized was resuspended in 50 mM Tris-HCI buffer, pH
7.5 at a final concentration of 5 mg/ml, centrifuged at 10.00§5xmin and the
supernatant collected and filtered on a Qu#2 pore membrane (Millipofe Billerica,
USA). The filtered crude extract was desalted on a DesaltittgdH{GE Healthcaf®
column, pre-equilibrated with 50 mM Tris-HCI buffer, pH: 7.5 flow 1 ml/min.

The desalted extract (10 ml) was supplemented with 50 mM Tris{#CI7.5
completing the volume to 60 ml and subjected to HiTrap Mono Q cob/BthGL
(GE, Healthcar® equilibrated with buffer 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), flow 1 ml/min.
The proteins, with enzymatic activity adsorbed to the column, wetedeln a linear
gradient (0-1 M) in the same buffer containing 1M NaCl. Proteolytizvigcfractions
were concentrated in Amicon 10 kDa to the volume of @0The active fractions were
subjected to exclusion chromatography in Protein-Pak column (7.8 mm x 800 m
Waters) equilibrated with 50 mM Tris-HCI pH 7.5 with 150 mM NacCl, flow 1rmiy.
Chromatographic step absorbance was monitored at 280 nm. The chromatographic steps
were performed on HPLC System AKTA (GE HealthéaRharmacia).
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Enzymatic assay
The enzymatic activity of thé. cladodesproteases was measurédnodified.

A total of 100ul of enzyme (protease) and 300of 1% casein (pH 8.0) were used. The
reaction was incubated for one hour at 36°C and stopped by the additionubb60

20% trichloroacetic acid (TCA). After 10 minutes, the material was centdfiag
10.000 xg for five minutes, the supernatant collected and the absorbance determined by
spectrophotometry at 280 nm.

Estimation of molecular mass of purified proteases

Purified protease fractions were loaded on a Protein-Pak column egedibrat
with 50 mM Tris-HCI buffer with 150 mM NaCl, pH7.5. Proteins with known
molecular mass, bovine serum albumin (BSA, 67 kDa), ovalbumin (OVA, 45&h)

ribonuclease A (RNase, 13.7 kDa) were used for calibration.

Zymogram and plate diffusion assay

Fractions from the different purification steps were incubated with sawffier
(2.5% SDS sodium dodecyl sulfate, 50% glycerol and 0.5 M Tris-HCI, pH 6.5) and
applied to 12% polyacrylamide gel containing 0.1% gelatin. After electropbpthsi
gel was washed with 2% Triton X-100 renaturating aqueous solution for 30esamnd
incubated in 50 mM Tris-HCI buffer pH 8.0; 5 mM Cad.2 M NaCl; Brij 35 0.02%
overnight at 37°C. The gel was stained with Gelcode® Blue Stain Re@d@omassie
G-250, Pierce) for 30 min and bleached with 50% metRarfloteases with enzymatic
activity were observed as non-stained bands in the gel.

Plate diffusion assay was done with medium containing 1% caseiggelEtin
and 1.5% agar-water, pH 7.5. The medium was autoclaved@1f2® 15 min) and 20
ml of the solution deposited in 9 cm diameter Petri diéhédter solidification, 3ul of
the different purification steps (crude extract, Mono Q, AcPI and AcRid) control
(PBS) were applied to wells. The plate was incubated at 36°C for 24 hours.

Protein quantification

The protein concentration was determined using the BCA Protein Assay kit
(Thermo Fisher Scientific, USA) according to the manufacturer instructiong us
bovine serum albumin (BSA) as standard.
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Effects of pH and temperature on enzymatic activity

The effect of pH and temperature on the enzymatic activity wasndieted in
assays with different buffers: glycine-HCI (pH 2.0 and 3.0), sodium acetat4.Qpdhd
5.0), sodium phosphate 6.0 and 7.0), Tris-HCI (pH 8.0 and 9.0) and glycine-NaOH (pH
10.0, 11.0 and 12.0). The purified protease activity (AcPl and AcPIl) was determined
with sodium phosphate buffer pH: 7 at the temperatures of 30, 40, 50, 55, 60, 65 and

70°C for one hour.

The test characterization was performed in triplicate and the higlésity
value considered 100% in relation to the others.

Effect of inhibitors of proteases and metal ions on proteases

A total of 100 ul of protease sample (AcPl and AcPIl), gl of
phenylmethylsulfonyl fluoride PMSF (10M), 2 ul 0.5 M ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA), pH 8.0, leupeptin (1M ), aprotinin (2 pg/ml) and pepstatin A (M )
was added to microcentrifuge tubes and incubated for 15 minutes at room tenepera
Then, 30Qul of 1% casein (pH 8.0) was added and the solution incubated at 36°C/1h.

The purified proteases (AcPl and AcPIl) were incubated with the PMSF
inhibitor (10 uM) for 15 min, followed by addition of 10 mM calcium chloride (CaG),
copper sulfate (CuS) magnesium sulfate (MgSY) zinc sulfate (ZnSg), and iron
sulfate (FeS® for 15 min, then 300 pl casein (pH 8.0) was added, incubated at 36°C

for one hour.

The enzymatic activity of the control sample (without protease iingoior

metal ions) was taken as 100% and the characterization tests performed in triplicate

In vitro larvicidal activity

Approximately 50 k (40 ul) of GIN were transferred to wells of Elisa plates and
exposed to 20@l of concentrated solution corresponding to the different purification
stages: crude extract lyophilized filtered (CE) (T1); fraction containing pytiteo
activity obtained by anion exchange chromatography (Mono Q) (T2); AcPI peotea
fraction (T3); AcPl combined with protease inhibitor PMSF (T4); fraction dPIAc
protease (T5); AcPll combined with protease inhibitor PMSF (T6) and PBS.pH
(control). The plate was incubated at 26°C, the number of viable and kileduints
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after 24 hours of incubation and the mortality rate calculat&igid, immobile larvae
in the presence of light and heat were considered dead. The testperferened in

triplicate.

Other Lz were subjected to the same treatments and after 24 h stained with 100
ng/ml of 4', 6'-diamidine-2-phenylindole hydrochloride (DAPI, Invitrogen) marker
PBS (pH 7.5%. The s plate was shaken for 15 minutes in a horizontal shaker without
light, the volume collected, washed three times with PBS and fix#d farmalin.
DAPI-labeled larvae were photographed on a fluorescence microscope BVQSI|
Imaging System (Thermo Fisher Scientific, USA).

Statistical analysis

Tests and graphs were run with Graphpad Prism 5.0 software. The larvicidal
activity data between groups were compared by One-way ANOVA andtsedbio the
Tukey test. P values equal to or lower than 0.05 were considered significant.
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RESULTS
Predatory activity of A. cladodesin vitro

Arthrobotrys cladodegrown on 2% agr-water solid medium (25°C), produced
differentiated mycelia in three-dimensional adhesive networks and capiiked. 3
(Fig. 1A). These fungi reduced the GIN numbers by 62.3% in relation to the control

(Fig. 1B).

Fig. 1. Predatory activity ofArthrobotrys cladodedn vitro. A, Lz of GIN trapped by
three-dimensional adhesive networks. B, reduction numpef IGIN by A. cladodes
*Differences between means and the control (P <0.05) according to the Tstey t

Magnification: (A) 40x objective lens.
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Kinetics of protease production from crude extract filtrate of A. cladodes

The enzymatic activity ofArthrobotrys cladodesvas higher on the tenth day

after inoculation ig. 2).

1.59
1.09

0.5"9

O.D 280 nm

0.0 T T T |
0 5 10 15 20

Days
Fig. 2. Kinetics of protease production Bythrobotrys cladodesThe period of 10 days
was standardized for the proteases production with higher enzymaticyadtath

point represents trials in triplicate, and the bars the values of standard deviation.

Protease purification

The desalted crude extract, used in Mono Q anion exchange chromatography,
revealed the presence of an adsorbed fraction with enzymatic adrsignated P1.
The tubes corresponding to the P1 peak were pooled to 16 ml and concentrated in the
Amicon System to the final volume of 5Q0 (465 pg/ml protein). This concentrated
fraction was applied on gel filtration in Protein-Pak column formingrge adsorbed
protease peak. The enzymatic activity of the adsorbed fraction edvids@ presence of
two large protease peaks, P2 and P3 with apparent molecular mass of 56k&raj 39
respectively in Protein-Pak column. These proteases were rfatinedbotrys cladodes

Protease | (AcPl) andrthrobotrys cladode®rotease Il (AcPIKig. 3).
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Fig. 3. Purification of proteases ofArthrobotrys cladodes Anion exchange
chromatography of the crude extract with the P1 peak exhibiting enzymiatityd@.).

P1 in Protein-Pak column with two peaks exhibiting enzymatic ac(i®2yand P3) and
namedArthrobotrys cladodes (AcPI) andArthrobotrys cladodedl (AcPll) Proteases

(B). Estimating molecular mass (C) by gel filtration using bovine setboman (BSA,

67 kDa), ovalbumin (OVA 45 kDa) and ribonuclease A (RNase A, 13.7 kDa) as the
calibration curve. The molecular masses of AcPI and AcPIl estienated at 56 and 39

kDa, respectively. Elutions were monitored at 280 nm.
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Zymogram and plate diffusion assay

Fractions corresponding to the different steps of the purification of AcPl and
AcPIl showed gelatinolytic activity in the zymogram. These foadj in the plate
diffusion assay, showed substrate degradation (casein-gelatin) halos24fté

indicating proteolytic activityKig. 4).

Fig. 4 Enzymatic tests activity. Purification steps from crude extract),(@E&ion
exchange chromatography (Mono Q) and gel filtration purified proteases @hcPI
AcPIl) showing proteolytic activity upon substrate degradation, gelatinthe
zymogram (A) and gelatin + casein on the plate protease diffusiap @s PBS used

as a control, did not show substrate degradation halos.

27



Effects of pH and temperature on enzymatic activity

The optimum activity of AcPl was between pH 6.0-8.0 with higher vatysH
7.0 and decrease at pH below 6.0 and above B BbA). The AcPIl activity was
higher between pH 7.0-9.0 and lower below pH 5.0 and abov&ig.0608).

AcPl and AcPII protease activity was higher than 50% at temperattis-
65°C, with optimum values between 55 and 60°C and marked reduction above 65°C
(Fig. 5C and D.

AcPI B
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Fig 5. Enzymatic activity of AcPl and AcPII dirthrobothrys cladodeat different pH
and temperatures. The AcPI activity was higher at neutral pHn(@J}lat of AcPIl was
similar at pH 7 and 8 (B). AcPl and AcPIl proteases showed higheritycht/
temperatures between 55 and 60°C (C and D). The highest activilg wvehs
considered 100%. Bars indicate the standard deviation of the mean (nsf@reiixes

between means and the control (P <0.05), according to the Tukey test.
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Effect of protease inhibitors and metal ions on AcPI and AcPII

The activity of the AcPl and AcPII proteases were similar inptesence of
protease inhibitors. These proteasvere completely inhibited by PMSF. EDTA,
Pespstatin A and Aprotinin increased enzyme actitiiy.(6 A and B).

Metal ions MgS@, CuSQ and FeS®@had no effect on ACPI or ACPII activity.
Zinc sulfate partially increased the proteases activity anduralchloride increased

activity above the control group (AcPI or AcPIBig. 6 C and D.
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Fig. 6. Effects of protease inhibitors and metal ions on the enzymatictpaivAcPI
and AcPIl of Arthrobotrys cladodesBars indicate the standard deviation of the mean

(n= 3). *Differences between means and control (P <0.05), according to the Tukey test.
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Larvicidal activity of AcPl and AcPII

Infective larvae (k) exposed to the PBS (control) medium, remained viable with
intense and vigorous movement during the period analyzed. Most larvae etgptsed
filtered crude extract also remained viable, but with a mortality d820% in 24h. On
the other hand, theslmortality exposed to fraction with proteolytic activity eluted from
anion exchange chromatography (Mono Q) was higher, 55% in 24 h.zTinertality
exposed for 24 h to the purified proteases (AcPl and AcPIl) were 26 and 24%,
respectively, and drastically reduced with the presence of PV3#He 1).

Table 1. Proteases (Prot.), protein (P), specific activity (SA), mortality (Mat.)
infective larvae (k) of gastrointestinal nematodes by different stage fraction of

Arthrobotrys cladodepurification.

Samples Pa. (UmtY)  Prot. (ug/ml)  SA (units mgh) Mort. (%) 24h
Control 0 0 0 7+37
CE 0.134 815.3 0.164 20 + 48
Mono Q 1.390 709.2 0.195 55 + 5¢
AcPI 0.280 324.3 0.863 26 + 3B
AcPI+PMSF 0.020 91.41 0.218 10 + 27
AcPlI 0.248 250.78 0.988 24 + 4B
AcPII+PMSF 0.020 79.19 0.252 9+3A

Control (PBS pH 7.5); CE (crude extract of the culture filtrate of lyophili2ed
cladode3. Mono Q (anion exchange chromatography); AcPl and AcPIl (proteases
purified by gel filtration in Protein-Pak column); AcPl + PMSF (AcPR# PMSF,
10uM); AcPIl + PMSF (AcPIl + 21 PMSF, 1@M). Mortality of Lz followed by the
same capital letter per column does not differ at 5% by the Tukey test

Infective larvae killed after 24 h of exposure to the products of the different

purification steps ofA. cladodeslost the ability to expel the DNA intercalative

complexes, DAPI, from their cells and emitted fluorescefrag ().
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Crude Extract Mono O AcPI AcP| + PMSF

DAPI

MERGE

AcPll AcPIl + PMSF

DAPI
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Fig. 7. Mortality of infective larvae (k) of gastrointestinal nematodes by fractions of
different stages of purification oArthrobotrys cladodesControl (PBS pH 7.5); CE
(crude extract of the culture filtrate of lyophilized. cladodes Mono Q (anion
exchange chromatography); AcPl and AcPIl (proteases purified by gel filtration i
ProteinPak column); AcPI + PMSF (AcPI + 2ul PMSF, 10uM); AcPII + PMSF (AcPII

+ 2ul PMSF, 10uM). Mortality of Lz followed by the same capital letter per column
does not differ to 5% by the Tukey test.
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DISCUSSION

Nematode-trapping fungi are used in the biological control of nematodes in
agricultural crop’® and GIN of domestic animdlsArthrotrys cladodeshowed a good
percentage of GIN d.reductionin vitro with action mechanisms including attraction,
adhesion, penetration and degradation $tépsThe adhesion step was done by forming
three-dimensional adhesive nets attaching the nematodes andtifagilganetration,
one of the most important, which includes mechanical pressure andaiwzgativity
to break the cuticle of the nematotfes

The AcPIl protease (39 kDa) conforms to PMSF-sensitive serine protease
parameters with molecular mass between 20 and 45 kDa and known to dixgrade
nematode cutick. However, the apparent molecular mass of the AcPI protease (56
kDa) is higher than that of the 35 and 38 kDa extracellular Pll and Aozl gsetea
respectively of the nematophagous fungusobotrys oligospora'® and Acl, 35 kDa
of Artrobotrys conoide's. The sensitivity of AcPl and AcPIl to the PMSF inhibitor
suggests that they are from the serine protease fmillie C&" ion appears to be
important for enzyme activity and, although not necessary for the hetersdime
formation, may increase the stability of the complex formed byd#éwrease in the
dissociation raté. In addition, C&+ is important in the modulation of protein action,
stabilization of proteins against thermal denaturation or proteolyticdkgyra and on
enzymatic catalysf€ Serire proteases are important to degrading the helminthic cuticle
by nematode-trapping fun§it®? eggs**°*and endoparasite furtéit’.

The increase in the biological activity of AcPl and AcPIll proteagdth
temperature and maximum values between 55 and 60°C agrees with thagdrémort
Clonostachys roseRrC serie protease®, Mtl of Monacrosporium thaumasiv¥and
Df1 from Duddingtonia flagran®,

The highest enzymatic activity of AcPI and AcPlIl at pH 7 and 8 is similar to that
of serire proteases of the nematophagous funDactylella varietas and
Monacrosporium thaumasiuf¥2. Serine proteases of nematode-trapping fungi have
maximal activity at neutral to alkaline pH of 7 and®.®ut PrD1 Dactylella cionopaga
protease, was active at pFf5

The degradation of gelatin and gelatin/casein in the zymogram ahd plate
activity assay, respectively, demonstrates success in the gtinifiof AcPl and AcPII

and the biological activity of these enzymes, confirmed by the Gldrtality test.
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Proteins capable of breaking the double cuticle ©&hould be prioritized to
control GIN because these organisms have extra cuticle that tjiees greater
protection and resistance to environmental conditions and, therefore, mareltditfi
have their physical integrity broken, unliRanagrellus redivivusand Caenorhabditis
elegansthat possess a single cutitlé®3” The highest larvae mortality percentage by
the fraction collected from anion exchange chromatography (MonoQ) agréethatit
reported for k of Haemonchus contortuby Arthrobotrys musiformfS. The lower
percentage of nematicidal activity of the purified proteases AcPlAaidl suggests
that they have additive activity, acting together in the ned®atuticle degradation.
Mortality caused by the AcPl and AcPIl proteases alone was lowar ttiea 58%
reported for cyathostomes by the Df1 serine prot@asilingtonia flagran¥ and 76.8,
68.1 and 92.1% of reduction of larvae Béngrellusspp. by the serine proteases of
Monacrosporium sinens&S1, MS2 and MS3, respectivély However, reduction
above 30% is important for the biological control of GIN and adequate iatenihe
development of drugs to act directly on helminths or synergistitallgpommercial
drugg. The reduction of larvicidal activity of AcPl and AcPIl by PMS#éicates that

these proteases are important in the nematode toxicity process.

Serine proteases and AcPIl AcPIl, purified frathrobotrys cladodeswere
characterized and caused die af@&IN in vitro. These results increase the knowledge
about the biology oA. cladodesand should be considered for the biological control of

nematodes of agricultural crops and GIN in a synergistic way to chemical control.
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9. Capitulo 2

Atividade de protease extracelular do fungo nematofagarthrobotrys cladodes
sobre a cuticula de larvas infectantes de nematoides parasitos gastrinteatsnde
ruminantes

Resumo

Enzimas microbianas sdo biocatalizadoras de reac¢des quimichzaeagina industria
farmacéutica. Podem ser extraidas de diversos microrganismos, incluindo fungos
nematéfagos. Enzimas de fungos nematéfagos sé@o responsaveis pefdo diges
cuticula de nematoides, favorecendo a penetracdo das hifas. Rootgestte trabalho

foi avaliar efeitos da serina protease AcPIl, sobre a bainha e cutieularvas
infectantes (k) de nematoides parasitos gastrintestinais (NPG) de ruminantes. A
protease extracelular AcPIl detrobotrys cladodesoi purificada por cromatografia de
troca iOnica e exclusdo por tamanho molecular em sistema HPLClvidade
nematicida foi testada enms de NG. Alteracdes morfologicas na bainha e cuticula das
larvas foram observadas por microscopia eletrénica de varredura e traoswies3id
apresentou atividade nematicida, reduzindo em 42% o numero: de NPG de
ruminantes. A microscopia eletronica de varredura e transmissao mose@gads
morfolégicas na bainha e cuticula das larvas, como lise na epicutfenielis”,
“furrows”, “alae”. Larvas apresentaram danos na camada cortical, medial e basal. A
hipoderme e musculatura responsavel pela movimentacdo foi comprometias. Es
lesBes provocaram extravasamento de liquido intracelular e petelcidite A protease
extracelular Acpll, deA. cladodeslesionou a cuticula deslde NPG e ocasionoa

morte dos nematoides. Este estudo melhorou a compreensdo dos mecanismos de
degradacdo e penetracdo da cuticula, importantes para infeccdo ddeimospe
alimentacdo do fungo. Esta protease tem potencial de uso no contrbleGlele

ruminantes.
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Introducéo

Proteases sdo enzimas que catalisam a hidrdlise de ligacOedicpseptie
proteinas em peptideos e aminoacidos. Podem ser extraidas dasdisates como
animais, plantas, fungos, leveduras e bactérias. Elas representam quase 60% do mercado
total de enzimas com aplicabilidades biotecnoldgicas, distribuidasdieersos
seguimentos da industria de alimentos, produtos farmacéuticos, cosmatiées;ias
de tecidos, e detergentes (Singh et al.,, 2016, Sharna et al., 2017). Devatwl@ gr
diversidade genética e facilidade de manipulacdo e producdo em gracale,
proteases fangicas estdo entre as mais comercializadas (Su et al., 2017).

Fungos nematofagos sdo um grupo heterogéneo de organismos, bastante
dindmicos na forma com que capturam e se alimentam de seus hosped&ros. S
saprofitos em grande parte da vida, porém, na presenca de nematoidesusodrem
transicdo para um modo de vida predador. Nesta fase produzem diversodetipos
armadilhas para capturar nematoides. Este processo envolve mesadis atracao,
adesao, penetracdo e degradacdo. Durante a penetracdo da cuticula doen&datoi
uma forte pressdo mecéanica das hifas concomitante a liberagcdo deaenzi
extracelulares para romper a cuticula e promover o crescimentliamiserdbring-

Hertz et al., 2006, Su et al., 2017).

Enzimas/proteases extracelulares secretadas por fungos nematafagaoté
foco de estudos de muitos pesquisadores (Tunlid et al., 1994; Wang et al., 20§6; Y
et al, 2013; Acevedo-Ramirez et al., 2015). Estas proteases saamgmifatores de
viruléncia durante a fase de degradacdo da cuticula de nemataides @i al., 2004;
Herrera-Estrella et al., 2016).

Ha uma grande variedade de proteases extracelulares idensifdmdiferentes
fungos nematofagos (predadores de ovos, larvas e endoparasitos). Estas proteases
podem ser colagenases (Schenck et al., 1980; Tosi et al., 2002) quifinkisesv et
al., 2002; Nguyen et al., 2009) e proteases de serina, semelhantesia dasil
subtilisinas (Tunlid et al., 1994; Acevedo-Ramirez et al., 2015).

Serina proteases apresentam caracteristicas comuns, sdo sesivdisdor
PMSF, atuam em pH neutro a alcalino, apresentam massa molettda2Ga 45 kDa.
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Além disso, possuem triade catalitica composta por histidina, serina e aciticaspa

sitio ativo (Siezen & Leunissen 1997).

Conhecer a composi¢do quimica da superficie do hospedeiro é importante para
selecionar e/ou induzir a producdo de enzimas especificas. Lafeemmtes (k) de
nematoides parasitos gastrintestinais (NG) apresentam catadsrdistintas de outros
estadios, como bainha externa como predominancia de colagenos reticdatio®is,
proteinas adicionais (cuticlinas), glicoproteinas associadasied#i(Cox et al., 1981;

Lee, 2002; Page & Johnstone, 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar efeitos da serina protease, Acifficada
do fungo nematofagérthrobotrys cladodessobre a cuticula de larvas infectantes de

nematoides parasitos gastrintestinais de ruminantes.

Material e métodos
Purificacéo de protease extracelular dé\. cladodes

O extrato bruto liofilizado da cultura d&. cladodesfoi ressuspendido em
tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 para concentracao final de 10 mg/ml, fogatio a
10.000 x g/5 min, o sobrenadante coletado e filtrado em membrana de 0,22 um de poro
(Millipore®, Billerica, EUA). O extrato bruto filtrado foi dessalinizado em coluna
Desalting Hitrap (GE Healthcdtg pré-equilibrada com tamp&o Tris-HCI 50 mM, pH:
7,5 fluxo de 1 ml/min.

O extrato dessalinizado foi submetido a cromatografia de troca anémica
coluna HiTrap Mono Q 5/50 GL (GE, Healthc&r®harmacia) equilibrada com tamp&o
Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), fluxo de 1 ml/min. As proteinas com atividade eitiana
adsorvidas a coluna foram eluidas em um gradiente linear (0-1 M) moonaspao
mencionado acima, contendo NaCl 1M. As fracBes com atividade protetditca
concentradas em Amicon 10 kDa para o volume de 700 ul. As fracOes fatisen
submetidas a cromatografia de exclusdo molecular em coluna Hrateifv-8 mm Xx
300 mm, Watef® equilibrada com Tris-HCl 50 mM pH 7,5 com 150 mM de NaCl,
fluxo de 1 ml/min. A absorvancia em todos os passos cromatograficos foi maaigora
280 nm. As etapas cromatograficas foram realizadas em Sistema ARPLE (GE

Healthcar®, Pharmacia).
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Obtencao de larvas infectantes (§)
Coproculturas de fezes contaminadas por NPG foram mantidas em clEmara

demanda de oxigénio (BOD) por 12 dias a 26°C. ApOs esse periodag, famm
recuperadas pela técnica do funil de Baermann e identificadasel deivgénero
(Haemonchus spp., 72% Cooperia spp., 19%, Oesophagostomumspp., 7%,
Trichostrongylus spp., 2%) (Ueno e Gongalves, 1998). Larvas infectantes foram
submetidas a gradiente de densidade de sacarose (50%) e centrifugadas g 4160 x
por 10 min. O anel de larvas foi coletado e estas foram lavadas 5x BSnpdPa

retirada da sacarose, tratadas com 100 pg/ml de ampicilina e armazed2das

Atividade nematicida

Aproximadamente 100003:Lde NPG foram transferidas para microtubos e
adicionados 50Qu de solugdo concentrada da protease AcPll com 10mM de, CaCl
incubada a por 48h a 38°C. O grupo controle foi incubado com tampé&o fosfatoaje sodi
pH 7,4 com 10mM de CaglCinco aliguotas com aproximadamente 1Q0fdram
retiradas dos microtubos do grupo tratado e controle e contadas. Larvas eigela
movimento na presenca de luz e calor foram consideradas mortas, o perdentual
mortalidade foi calculado (Mendoza-de-Gives et al., 1999). Asektantes foram

fixadas e preparadas para microscopia eletrénica de varredura e transmissao.

Microscopia eletronica de varredura (MEV) e transmisséo (MET)

Larvas do grupo tratado com protease AcPIl e controle foram prefixados com
tampdo de cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2, seguido de glutaraldeido Z6%.
material foi pdés fixado em solucdo de tetroxido de ésmio a 1% por 2hde e
desidratados em séries graduadas de alcool e acetona. A metade tlatamento foi

separada para microscopia de varredura e transmissao.

Para microscopia de varredura (MEV) as larvas do grupo tratado e controle
foram desidratadas em secador de ponto critico em CPD 030 de Balteseguada,
revestidos por pulverizagdo com cerca de 20 nm de metal dourado (Quorum Q150RS).
As amostras foram observadas em MEV Zeiss LEO VP1430 operando a densao

aceleracédo de elétrons de 15 kV.

Para microscopia eletronica de transmissdo (MET), larvas desidratadas

grupo tratado e controle foram incorporadas em resina epoxi (Epon 812). As secdes
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ultrafinas (~70 nm) foram contrastadas com solu¢cdes de 3% de acetato ite euran
0,2% de citrato de chumbo. Todas as amostras foram observadas em MET Zei
EM109, operando a 80 kV (Barcellos et al., 2017).

Resultados
Purificagéo da protease

O extrato bruto livre de meio de cultura, ap6s passar por cromatografiaale troc
anionica Mono Q, revelou a presenca de fracdo adsorvida com atividadetieazima
designada P1 (Fig. 1 A). Os tubos correspondentes ao pico P1 foram agrupados e
concentrados em Sistema Amicon (10kDa) para o volume final de 500 pL (519ug/m
proteina). Esta fracdo concentrada foi submetida a gel filtrag&mlkeina Protein-Pak.

A atividade enzimética do fracionamento revelou a presenca de um piccae
protease, P2 (Fig. 1 B), com massa molecular de aproximadamente 40 kDa,

caracteristica da proteaseAlghrobotrys cladodefl (AcPlII).
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Fig. 1. Purificacdo de AcPIl dérthrobotrys cladodes(A) Cromatografia de troca
anionica do extrato bruto, exibindo um pico de atividade enzimatica (P1). (B)
Cromatografia de exclusdo por tamanho molecular de P1 em Protein-Rakn col

mostrando pico atividade enzimatica (P2).
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Atividade nematicida

A protease AcPIl apresentou atividade nematicida reduzindo em 42% (+5,6) o
namero de k de NPG no periodo de 48h. Foram examinadas a média de 25 e 30
micrografias de MEWe MET, respectivamente, das e NPG tratadas com AcPIl e
controle (PBS) A avaliacdo semiquantitativa das observacdes das frequéncias das

alterac6es morfoldgicas entre os grupos tratados e controle est4 descrigtend. tab

Table 1: Observacdo da frequéncia de alteracdes morfologicas provecadas/as
infectantes de nematoides parasitos gastrintestinais apos 48h dedaxpoé\cPIl e
PBS (controle).

Tratamentos
Alteracdes Morfoldgicas MEV MET
AcPlI PBS AcPlI PBS

Lise da epicuticula + + - ++ + -
Lise dos “annulis” + + - + + -
Lise dos “furrows” + + - ++ + -
Lise da camada cortical + - + -
Lise da camada medial + = + -
Lise da camada basal + - + -
Alteragdes na hipoderme + = - -
Alteracdes na lamina basal + - - -

+
1
1
1

AlteracBes na camada de células

musculares

Legenda de frequéncia:0%; +: de 10% a 25%; ++: de 25% a 75%; +++: de 75% a 100%.
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Analise da cuticula das larvas infectantes por MEV

Larvas do grupo controle (sem tratamento), mostraram a cuticula pectas
normal e caracteristico. Morfologia externa e preservada, “annulis” e “furrows”
evidentes, sem descamacdo ou danusgrvical Alae” evidente e sem alteragdes,
percorre toda regido dorsal, desde a porcao anterior até extremidade da ca@a-(Fi
c; Fig. 3 a-d)

Figura 2: Microscopia eletrdnica de varredura de larvastariees expostas a AcPIl dethrobotrys
cladodese controle (PBS). A: annuli; F: furrow; Al: alae; Sh: bainbarvas do grupo controle (a-c)
apresentam aspecto normal, sem alteracBes enquamfoeaforam expostas a AcPIl (d-f) sofreram
alterag6es morfoldgicas na cuticula e bainha.
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A protease AcPIl dé. cladodesesonou a cuticula daszlde NPG ocasionando
a morte dos nematoides. Alteracdes morfolégicas, descamégdes nos “furrows” e
“alae” foram observadas na bainha das larvas. Em algumas regides a lminha f
totalmente removida. Larvas apresentaram danos na camadaelapaderme. A
musculatura responsavel pela movimentacdo também foi comprometidamada
cortical foi inteiramente destruida em algumas regifes. Lesdesocarawm

extravasamento de liquido intracelular e perda de tecido (Fig. 2 d-f; tabela 1

Andlise da cuticula das larvas infectantes por MET

Diferencas morfologicas entre a bainha externa e a cuticula fordenenidas
por MET. No grupo controle, das camadas mais externas para internas, feelposs
evidenciar a bainha integra e preservada, com multiplas camadesnaédas:
epicuticula, camada cortical, camada mediana e camada basal (Fig. 3 a e c). “Cervical
Alae” com duas cristas em lados opostos da larva sem danos (Fig. 3 b e d). Separandoa
bainha da cuticula ha o espaco intercuticular (Fig. 3 a e c).dlmgjgo fica a cuticula,
com multiplas camadas inseridas na hipoderme seguida da lamina basal. Legaabai
lamina basal esta uma extensa camada de células muscuwarrgadas
longitudinalmente, que percorre todo o corpo do nematoide (Fig. 3 a e c). Alteracdes no
espaco intermembrana entre a bainha e a cuticula ocorreram deyichiz@ssamento

da amostra.
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Figura 3: Microscopia eletronica de transmissédo de lanfastantes expostas a AcPIl dethrobotrys
cladodese controle (PBS). Larvas do grupo controle (a-d) apreseatpecto normal, sem alteragdes

enquanto as que foram expostas a AcPIl (d-f) sofrersaragbes morfologicas na bainha e cuticula
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A espessura da bainha foi reduzida nastratadas com AcPIl, epicuticula,
“annulis”, “anular furrows” apresentaram descamagdes (Fig 3 ¢ ¢ f). Diversas regides
apresentaram rompimento da camada cortical. A camada basal taapbésentou
alteracbes morfologicas e descamacfes. A cuticula sofreucaéisraa epicuticula,
“annulis”, “anular furrows”, sugerindo contato com AcPIl. Estruturas abaixo da

cuticula, hipoderme, lamina basal e camada de células mus@pesssntaram aspecto

normal (Fig. 3 e & tabela 1).

Discussao

A cuticula de nematoides é uma barreira semipermeéavel, compasigenos
reticulados e proteinas que oferecem resisténcia as condi¢cdes as)bjgnotzcao
mecanica contra agentes patogénicos e manutencdo da morfologiat @ox1881;

Page & Johnstone, 2007). No entanto, enzimas secretadas por fungos nematofagos,
podem romper o exoesqueleto das larvas.

As serina proteases sdo as enzimas hidroliticas mais prevakentesis
estudadas. (Niu & Zhang, 2011; Souza et al., 2015; Herrera-Estrella2218). Elas
sdo secretadas sobre a cuticula dos nematoides logo apds seu apEigiona
consideradas importantes fatores de viruléncia na infec¢cdo do hospetieing €t al.,
2004).

A massa molecular de AcPIl, concorda com outras serina proteases de
Arthrobotrys oligospora,Aoz1 (Zhao et al., 2004), darthrobotrys conoidesAcl
(Yang et al., 2007), dslonacrosporium microscaphoideglx (Whang et al., 2006) e

Mtl deMonacrosporium thaumasiu(®oares et al., 2012).

Nematoides como Meloydogene javanica Panagrellus redivivus e
Caenorhabditis elegandrequentemente usados em testes de atividade nematicida,
possuem uma unica cuticula, diferente dos tricostrongilideos que possudmainhza

externa, resultado de ecdise incompleta. Esta estrutura (Lee, 2002).

A bainha dos tricostrongiideos tem a funcdo de proteger a larva das condicdes
ambientais e agentes fisicos, por isso foi a primeira a sedafeéda protease AcPII
Nematoides parasitos de plantdde(oydogene javanigae de vida livre Panagrellus
redivivuse Caenorhabditis elegahsao mais susceptiveis as condicdes ambientais e

agentes quimicos por possuirem apenas uma cuticula (Lee, 2002).
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Atividade nematicida de proteases de fungos nematdfagos realiead®s
redivivusmostram altas taxas de mortalidade, como Verllzdanicillium psalliotag
Pll deA. oligosporae Acl deA. conoidegjue apresentaram mortalidadeRleedivivus
de 81, 77 e 100%, respectivamente (Tunlid et al. 1994; Yang et al., 2005gtrahg
2017). Estudo recente demostrou importante passo no estudo da atividadeia@nzimat
dessas proteases sobre de tricostrongilideos. Protease Aethrobotrys musifomis
reduziu em 77% o numero de; de Hamemonchus contortuso periodo de 48h

(Acevedo-Ramirez et al., 2015), diferente de nosso estudo que alcancou 42%.

Alteracbdes morfologicas na bainha e cuticula dasotorreram de maneira
desigual de uma larva para outra, com algumas mais afetadapodiesser devida
diferenca de concentracdo entre enzima e substratoondentracdo de enzima-
substrato, pH, temperatura e presenca ions pode interferir na atividao&tieazi
(Siezen & Leunissen 1997; Sharma, 2017).

Detalhes ultraestruturais das camadas externas e internaandas foram
revelados pelas micrografias de microscopia eletrbnica de varredamrgsmissao. As
lesGes provocadas por AcPIl, na bainha e cuticula, levaram as lanaateaAs serina
proteases sdo conhecidas pela acdo sobre a cuticula de larvas ateidesmSao
endopeptidases que hidrolisam ligacdes peptidicas internas na qadipeptidica
(Siezen & Leunissen 1997). Na cuticula de nematoides provocam lesdes gue pode
afetar prejudicialmente os mecanismos de defesa, permeabilittzoarecio da larva
(Page et al., 2014).

As lesbes provocadas nas larvas pela protease durante o0s enssite
permitem sugerir que AcPIl pode ser importante na fase de penetragcdo @a hifa
degradacdo do nematoide, devido a sua acdo enzimatica sobre a baitibal® das

Ls, permitindo o crescimento micelial.

Ede estudo foi importante por revelar aspectos ultraestruturais do exe¢squel
de Ls deNG, apos contato com proteaseAlecladodespermitindo observar lesdes nas
diferentes camadas da bainha e cuticula, além de melhorar a cwsApredos
mecanismos de degradacao e penetracdo da cuticula, que séo estitenaortantes

para infeccdo do hospedeiro e alimentacdo do fungo.
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10. Conclusdes gerais

Foram identificadas duas proteases extracelulares do fungo nematéfago
Arthrobotrys cladodesisolado (CG719), chamadas de protease Adthrobotrys
cladoded (AcPI) e protease darthrobotrys cladodeH (AcPlII).

AcPl e AcPIl apresentam massa molecular estimada de 56 e 39 kDa,
respectivamente. Possuem maior atividade em pH neutro a ald@hi8p e em
temperaturas entre 55 e 60°C.

AcPl e AcPIl sédo sensiveis ao inibidor phenylmethylsulfonyl fluoriddSP)
sugerindo pertencerem ao grupo das serina proteases, além de teidadeativ
enzimatica aumentada na presenca dé& Ca

Ambas proteases apresentaram atividade nematicida contra ilafieetantes
(L3) de nematoides parasitos gastrintestinais (NPG) de ruminantes.

Imagens de MEV e MET permitiram melhor compressdo do mecanismo de
penetracdo e degradacdo do nematoide pela acdo enzimatpetdases secretadas
pelas hifas dé. cladodes.
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