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RESUMO

GOUVEIA, Angélica de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2018.
Analise de extratos fiingicos relacionados ao controle bioldgico de fitonematoides e a
promocio de crescimento vegetal. Orientador: José Humberto de Queiroz. Coorientadores:
Filippe Elias de Freitas Soares, Humberto Josué de Oliveira Ramos e Thalita Suelen Avelar
Monteiro.

O uso de fungos nematdfagos tem sido mais investigado nos ultimos anos por ser uma
alternativa ecoldgica e eficiente no manejo integrado de nematoides. O potencial nematéfago
do Monacrosporium thaumasium foi verificado por meio da producdo de compostos
extracelulares com atividade nematicida. O extrato bruto obtido da fermentacdo sélida
utilizando-se farelo de trigo foi fracionado e uma fragdo com atividade nematicida foi
identificada. Os mesmos procedimentos foram efetuados para o tratamento testemunha, que
ndo possuia o indculo fungico e obtiveram-se duas fragdes com atividade nematicida. Essas
fragdes foram analisadas via espectrometria de massas e foi constatada similaridade entre o
perfil das massas. Desse modo, ndo foi possivel identificar compostos especificos da fracdao
referente ao extrato fungico e, provavelmente, o efeito nematicida € oriundo dos compostos
do farelo de trigo. Também foram avaliados alguns compostos extracelulares produzidos por
diferentes isolados do fungo Pochonia chlamydosporia (PC). Essa espécie € descrita por sua
acdo no controle bioldgico de fitonematoides e por promover o crescimento vegetativo. A
producdo de proteases foi verificada nos diferentes isolados e para o isolado PC-40 foi
identificada a producdo da protease subtilisina-like. A promocdo de crescimento pode ser
resultado de maior disponibilizacdo de fosfato para a planta. Desse modo, a solubilizacdo de
fosfato por diferentes isolados de P. chlamydosporia foi avaliada em meio liquido e sélido
confirmando-se a capacidade de solubilizacdo por esses. Os isolados também foram aptos a
producdo de fosfatases extracelulares que podem auxiliar na liberacdo de fosfato de fontes
organicas. Outro composto que pode contribuir para o desenvolvimento de plantas é o
fitohormdnio auxina, secretado pelos isolados PC-10 e PC-46 e detectado via LC/MS-MS.
Através dos resultados, pode-se constatar que ndo sdo todos os isolados capazes de produzir
auxina, bem como a existéncia de uma forte plasticidade na producdo de diferentes
compostos. Isso indica que é muito importante um screening inicial de isolados a fim de

selecionar o ideal agente de controle biolégico e/ou promotor de crescimento vegetal.
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ABSTRACT

GOUVEIA, Angélica de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2018.
Analysis of fungal extracts related to the biological control of phytonematodes and the
promotion of plant growth. Adviser: José Humberto de Queiroz. Co-advisers: Filippe Elias
de Freitas Soares, Humberto Josué de Oliveira Ramos and Thalita Suelen Avelar Monteiro.

The use of nematophagous fungi has been investigated in the last years. This is because it is
an ecological and efficient alternative in the integrated management of nematodes. The
nematophagous potential of Monacrosporium thaumasium was verified through the
production of extracellular compounds with nematicidal activity. The crude extract obtained
from solid fermentation using wheat bran was fractionated. A fraction with nematicidal
activity was identified. The same procedures were performed for the control treatment, which
did not have the fungal inoculum and obtained two fractions with nematicidal activity. These
fractions were analysed by mass spectrometry and similarity was found between the mass
profile. Thus, it was not possible to identify specific compounds of the fraction related to the
fungal extract. Probably the nematicidal effect comes from wheat bran compounds. We also
evaluated some extracellular compounds produced by different isolates of the fungus
Pochonia chlamydosporia (PC). This species is described by its action in the biological
control of phytonematodes and by promoting vegetative growth. Protease production was
verified in the different isolates, for the PC-40 isolate the production of subtilisin-like
protease was identified. Growth promotion may be the result of increased availability of
phosphate to the plant. Thus, solubilisation of phosphate by different isolates of P.
chlamydosporia was evaluated in liquid and solid medium, confirming the solubilisation
capacity by them. The isolates were also suitable for the production of extracellular
phosphatases that may aid in the release of phosphate from organic sources. Another
compound that may contribute to the development of plants is the phytohormone auxin,
secreted by PC-10 and PC-46 isolates and detected via LC / MS-MS. Through the results, it
can be seen that not all the isolates are capable of producing auxin, as well as the existence of
a strong plasticity in the production of different compounds. This indicates that initial
screening of isolates in order to select the ideal biological control agent and / or plant growth

promoter is very important.



1. INTRODUCAO GERAL

O crescimento da populacdo nos ultimos 50 anos resultou na necessidade de um
aumento significativo da producdo de alimentos (PINGALI, 2012), que foi alcancado com o
desenvolvimento de culturas geneticamente modificadas, aumento do uso de fertilizantes e de
agrotoxicos (AHMAD et al., 2012), mas acompanhado de danos ao meio ambiente. Doencas
causadas por fitonematoides contribuem também para o aumento do uso de agrotéxicos, visto
que esses auxiliam na redu¢do do prejuizo econdmico que os nematoides proporcionam em
diferentes culturas, no entanto, esses quimicos sintéticos apresentam grau de toxicidade para o
ambiente e para o0 homem. Para evitar grandes problemas no futuro e manter o progresso da
agricultura, torna-se necessdrio o desenvolvimento de alternativas que minimizem os danos ao
meio ambiente e contribuam para o rendimento da producdo vegetal (LARRIBA et al., 2015).

Para o desenvolvimento de uma agricultura mais sustentavel alguns microrganismos
podem contribuir de forma expressiva, devido a sua capacidade em colonizar a rizosfera e
manter uma relacdo de simbiose com as plantas. Esses podem estar envolvidos na produgdo
de metabdlitos secunddrios relacionados ao melhor desenvolvimento das plantas, auxilio no
controle de doencas e ao aumento da fertilidade do solo (KHAN et al., 2006; KHAN et al.,
2010).

Nesse contexto, fungos endofiticos que protegem as plantas em determinadas
condigdes de estresse se destacam, pois sdo capazes de habitar o interior das plantas durante
algum periodo de seus ciclos de vida e estabelecer relagdes mutualisticas. Nessa interagdo, o
fungo pode produzir compostos que auxiliam as plantas em diversos processos, como
compostos fendlicos que induzem resisténcia tanto a fatores bidticos quanto abidticos
(CARVALHO et al., 2016). O 4cido clorogénico € um exemplo de composto fendlico
sintetizado por Sordariomycetes sp. que possui efeito inibitério sobre herbivoros e outros
agentes patogénicos, aumentando a resisténcia das plantas (CHEN et al., 2010). Devido ao
amplo espectro de compostos que podem ser produzidos por microrganismos, como
metabolitos secunddrios e enzimas, € possivel relacionar esses ao controle bioldgico de
diferentes organismos.

O cultivo de Fusarium oxysporum em meio sélido (arroz) produz diferentes

metabolitos com atividade nematicida. Dentre esses, o acido indol acético, acido 4-



hidroxibenzoico e gibepirona D, reduziram o nimero de Meloidogyne incognita em mais de
80% com 72 h de tratamento (BOGNER et al., 2017).

Por outro lado, o fungo Monacrosporium thaumasium é conhecido pelo seu potencial
de controle bioldgico de nematoides de animais, nos quais o fungo e produtos do seu
metabolismo, como proteases, apresentam efeitos nematicidas (SOARES et al.,, 2012;
TAVELA et al., 2013). Em relacdo ao controle de fitonematoides por esse fungo, existem
divergéncias, uma vez que hd estudos em casa de vegetacdo demonstrando a sua eficiéncia em
reduzir a populagdo de M. incognita e ineficiéncia para Meloidogyne javanica (LOPES et al.,
2007; CHOI et al., 2007). Alguns fatores podem explicar esses resultados, como o uso de
isolados diferentes, o desenvolvimento do fungo ndo coincidir com a emergéncia e penetracao
dos juvenis nas raizes e o uso de culturas diferentes (LOPES et al., 2007). Gomes et al. (1999)
demostraram a capacidade do fungo em predar juvenis de M.incognita in vitro. Logo, a
aplicacdo desse fungo para o controle de fitonematoides requer mais investigacdes. Avaliar
produtos secretados por esse fungo pode ser relevante para correlaciona-lo com o controle
bioldgico.

Por outro lado, o controle bioldgico de fitonematoides exercido pelo fungo Pochonia
chlamydosporia possui maior abrangéncia, visto que ja foi descrito parasitando ovos de cinco
diferentes géneros de fitonematoides, sendo eles Globodera, Heterodera, Meloidogyne,
Rotylenchulus ¢ Nacobbus (MANZANILLA-LOPEZ et al., 2017). Esse fungo possui a
capacidade de se desenvolver na rizosfera, porém quando ocorre contato com uma massa de
ovos de fitonematoides, o fungo muda da fase saprofitica a fase parasitdria, colonizando os
ovos (BOURNE & KERRY, 1999). Para essa colonizacdo é necessdrio a secrecdo de
proteases, quitinases e lipases que resultam no sucesso da infeccdo, devido a organizacdo da
camada de protecdo dos ovos de fitonematoides (KHAN et al., 2004; ESTEVES et al., 2009;
GAUTAM et al., 2017).

A camada mais externa desses ovos é formada pela camada vitelinica constituida por
lipoproteinas, a intermedidria por quitina complexada com proteinas e a mais interna
constituida por lipoproteinas de membrana (WHARTON, 1980). P. chlamydosporia é apto a
producdo de diferentes enzimas, sendo as proteases (VCP e SCP1) e quitinases as mais
estudadas devido a sua acdo no processo infeccioso dos ovos. Como a principal barreira de
protecao dos ovos de fitonematoides € constituida pelos substratos das enzimas produzidas
pelo fungo, ocorrerdo danos nessas camadas permitindo que o fungo tenha acesso ao interior

do ovo e consuma o juvenil ( KHAN et al., 2004; ESTEVES et al., 2009).



As proteases VCP1 e SCP1 sdo as mais estudadas de P. chlamydosporia, a primeira
foi purificada em 1994 e isso permitiu a sua caracterizacdo em relacdo a varidveis como
substrato, temperatura, peso molecular e acdo em ovos de fitonematoides. Nesse estudo, foi
relatado que a enzima compartilha varias caracteristicas com Prl, principal protease secretada
por Metarhizium anisopliae (SEGERS et al., 1994). Em relacdo a SCP1, a unica informacgao
era sobre sua atividade no endofitismo do fungo (LOPEZ-LLORCA et al., 2010), porém,
recentemente, foi observado que essa protease estd presente no momento da formacdo do
apressorio e do tubo germinativo, permitindo associa-la ao processo infeccioso do fungo em
ovos de nematoides de galhas (ESCUDERO et al., 2016).

Atualmente os estudos dessas proteases t€ém avancado muito devido ao uso de
ferramentas de bioinformatica que disponibilizam novas informac¢des no que se refere a
estrutura tridimensional da protease VCP1 a partir de comparacdo com outras proteinas
degradadoras de cuticula, por exemplo, PR1 e Verl12. Essas ferramentas sdo vantajosas, pois
o conhecimento sobre a estrutura pode auxiliar na compreensdo do mecanismo de catélise e
especificidade. Os modelos da estrutura tridimensional preditos para as enzimas PR1, VCP1 e
Verl12 apresentaram similaridades como formacao de pontes dissulfetos, sitios de ligacao de
célcio, semelhancas em propriedades fisico-quimicas e em condi¢des ideais e alta identidade
de sequéncia. No entanto, diferengas conformacionais foram encontradas na regido de loop na
por¢do C e N-terminal e mudancas de residuos na regido do sitio ativo, que pode proporcionar
varia¢do na especificidade ao substrato (LIU et al., 2007).

Além da acdo do P. chlamydosporia no controle bioldgico, estudos recentes
demonstraram também sua eficidcia em proporcionar maior desenvolvimento de culturas de
trigo, tomate e cevada, que pode estar relacionado a capacidade de solubilizar fosfato e
producdo de fitohormonios (MONFORT et al., 2005; MACIA-VICENTE et al., 2009;
ROSSO et al., 2014; ZAVALA-GONZALEZ et al., 2015).

Produtos do metabolismo de P. chlamydosporia que proporcionam maior crescimento
vegetativo vém sendo estudados amplamente, desde estudos referentes a mudanca de
expressdo de determinados genes a ensaios em casa de vegetacdo acompanhando o
desenvolvimento de raiz e parte area, tempo de florescéncia e frutificagio (MONTEIRO,
2013; DALLEMOLE-GIARETTA et al, 2015; ZAVALA-GONZALEZ et al., 2015;
ZAVALA-GONZALEZ et al., 2016). Logo, verificar a capacidade de liberacdo de fosfato e a

producdo de hormodnios por diferentes isolados desse microrganismo € de grande relevancia



para o uso na agricultura, uma vez que isolados diferentes promovem o crescimento de formas
diferentes (ROSSO et al., 2014).

O fésforo € essencial para as plantas, uma vez que estd relacionado com a produgdo do
rRNA, que € responsavel pela sintese de proteinas envolvidas no metabolismo e crescimento
das plantas (REICH et al., 2010; ELSER, 2012). Esse elemento constitui estruturas de
biomoléculas envolvidas em diferentes vias como fotossintese, biossintese de fosfolipideos e
dcidos nucleicos, e regula reacdes enzimadticas controlando vias metabdlicas, por meio de
complexacdo com outras moléculas (THEODOROU & PLAXTON, 1993; BATTINI et al.,
2017).

O solo € constituido de grande quantidade de fosfato, no entanto, apenas uma pequena
por¢cdo de anions ortofosfato (predominantemente como HPO427 e H2P0417) estd disponivel
para absorcdo pelas plantas. Essa baixa disponibilidade € principalmente devido a alta
reatividade do ortofosfato com outros componentes do solo como cdlcio, ferro e aluminio
(YADAV & VERMA, 2012).

O fosfato presente no solo pode ser encontrado na forma de fosfatos organicos como
ésteres de dacido ortofosférico (inositol fosfato), sendo o fitato (inosital hexafosfato) o
composto mais abundante (RODRIGUEZ et al., 2006). A formagdo dos fosfatos organicos
ocorre devido a aplicacdo de residuos vegetais e animais ao solo e dos seus residuos de
decomposicdo (CONTE et al., 2002; MARTINAZZO et al., 2007). A disponibilizacdo de
fosfato desses compostos requer o processo de mineralizacdo a partir de fosfatases que
utilizam o fosfato organico como substrato (RICHARDSON, 2001).

O fésforo pode ser adsorvido a argilas e 6xidos de Fe e Al ou precipitados com Fe, Al
e Ca e consequentemente torna-se indisponivel para a planta. Esses complexos formados
representam a por¢do de fosfato inorganico presente no solo. Em solos dcidos, a formagdo de
complexos com aluminio, ferro e manganés € favorecida e em solos alcalinos, o P reage
fortemente com o elemento cdlcio (YADAV & VERMA, 2012; LOPEZ-ARREDONDO &
HERRERA-ESTRELLA, 2012). Para a disponibilizacio do P dessas fontes, os
microrganismos possuem alguns mecanismos como a liberagdo de acidos organicos ou apenas
pela liberagdo de H" em processos de assimilagdo de NH4" (JONES, 1998; NAIK et al.,
2013).

Dentre os dcidos organicos que podem ser liberados, malato, citrato e oxalato possuem
maior afinidade por metais trivalentes, como AP’* ¢ Fe’*. Como esses metais predominam em

solos 4cidos, esses podem favorecer o mecanismo de solubilizacdo via formacdo de



complexos. Oxalato na presenca de Ca’” tem tendéncia a precipitar, embora isso reduza a sua
capacidade de complexacdo com alguns nutrientes, pode ser importante na liberacdo de P do
Ca’*como em minerais de apatita [Cas(PO4);(OH, F, Cl)] (JONES,1998).

O processo de complexacdo do fésforo no solo resulta em baixa concentracdo desse
mineral disponivel para as plantas, sendo necessdrio o uso de fertilizantes fosfatados, pois a
deficiéncia de fésforo resulta em crescimento atrofiado, folhas escuras, inibicao da floracdo e
do desenvolvimento da raiz. No entanto, com o passar do tempo, 60-70% do mineral
proveniente do fertilizante torna-se indisponivel para a captagdao pelas plantas devido a
fixacdo com os constituintes do solo, sendo necessario o uso frequente desses fertilizantes
(HAO et al., 2002; SPAGNOLETTI et al., 2016; YADAYV et al., 2017).

O fertilizante fosfatado € o segundo fertilizante de maior demanda no mundo (FAO-
faostat.fao.org) e sua produgdo ocorre a partir de rochas fosfiticas (RFs) ricas em apatita
[Cas(PO4)s(F,C1,OH)] ( NOVAIS & SMITH, 1999; VASSILEV et al., 2014). Na industria
utiliza-se o tratamento com &cido sulfirico para a solubilizacdo do fésforo presente nas
rochas. Todavia, o processo gera residuos como vapores toxicos € subprodutos que
apresentam alto potencial de contaminacdo para dgua e ar. Logo, s3o necessdrios
investimentos no processo para reduzir esses poluentes, contribuindo para o elevado preco do
produto final (SAHU et al., 2014; HASSAN et al., 2016).

Mesmo com o alto custo dos fertilizantes fosfatados, esses sdo necessdrios para o
melhor desenvolvimento das plantas, € ao longo dos anos o seu uso cresceu muito,
aumentando a quantidade de fésforo no solo que a planta ndo consegue absorver. Durante
processos como a lixiviacdo do solo esse fosforo pode chegar a dgua causando eutrofizagcao
que proporciona aumento da biomassa de fitoplancton, hipéxia, mortalidade de peixes e a
agua pode apresentar caracteristicas nao desejadas quanto a cor e sabor (DODDS et al., 2009;
CARPENTER et al., 2011).

Deste modo, o uso de fertilizantes com o acréscimo de fésforo é necessario para a
producdo de alimentos, no entanto a sua utilizacdo provoca desequilibrio ambiental. Além do
mais, o fosforo utilizado € de origem de fontes ndo renovdveis de depodsitos geoldgicos
encontrados em poucos paises, o que pode comprometer futuramente a seguranca alimentar.
Nessas circunstancias, pesquisas, transferéncias de tecnologias e inovacdes necessitam de
dedicacdo para lidar com o problema, de forma que diminua o uso, assim como o

reaproveitamento do elemento ja existente no solo (CORDELL et., 2009).



Estudos com microrganismos t€ém se destacado nas pesquisas como uma alternativa
mais sustentdvel para fornecer o mineral tdo essencial as plantas. Bactérias e fungos podem
ser aplicados em semente, no solo ou préximos a superficie da planta e sdo capazes de
colonizar a rizosfera, auxiliando no crescimento vegetal, devido a diferentes compostos que
sdo capazes de produzir (VASSILEV et al., 2017).

No contexto de interacdo de microrganismos com plantas, destaca-se a capacidade de
desses sintetizarem fitohormdnios que podem melhorar a qualidade e a produtividade de
cultivares de importancia econdmica. A producdo de auxina e giberelina sdo relatadas por
fungos endofiticos como Paecilomyces formosus LHL10 e Fusarium oxysporum, ambos os
hormoénios relacionados ao crescimento vegetal (KHAN et al., 2012; BOGNER et al., 2017).

A auxina € um dos principais hormonios de plantas estudados devido a sua relacdo
com a regulacdo do crescimento. A primeira auxina foi identificada como 4cido indol acético
(AIA). Posteriormente, outras foram descobertas como o dcido fenil-acético e o acido 4-ClI -
indol-3-acético (KORASICK et al., 2013).

As vias biossintéticas em plantas para AIA podem ser classificadas como dependente
de triptofano (TRP) se AIA for derivado via metabolismo desse aminodcido, ou como
independente do TRP se o precursor for indol-3-glicerol-fosfato. A via dependente de TRP
possuem diferentes rotas biossintéticas para a producao de AIA em plantas (WOODWARD &
BARTEL, 2005; NORMANLY, 2010; PIECK et al., 2015) e em microrganismos (GLICK et
al., 1999).

Esse hormonio possui atuagdo em todas as fases de desenvolvimento da planta, uma
vez que regula a divisdo celular, expansdo celular e diferenciacdo celular, e atua no
desenvolvimento de raizes e da parte drea, proporcionando assim alongamento de caule,
diferenciacdo do floema e do xilema, aumento da formacdo de raizes laterais e redugdo da
senescéncia de folhas. No entanto, a concentracdo de AIA € determinante para promover essas
vantagens para as plantas, pois em altas concentragdes pode ser um inibidor do crescimento.
Para manter a homeostase da célula quanto a concentragdo do hormoénio, a planta utiliza de
mecanismos de conjugacdo da auxina com aminodcidos e agucares, visto que apenas a sua
forma livre € considerada ativa (LUDWIG-MULLER, 2011; LUDWIG-MULLER, 2015).

A capacidade de P. chlamydosporia em solubilizar fosfato, produzir auxina e ser
efetivo no controle bioldgico de fitonematoides pode ser muito eficaz para a promogao de
crescimento das plantas (ZAVALA-GONZALEZ et al., 2015; BONTEMPO et al., 2017;

XAVIER et al.,, 2017). Outros fungos como Penicillium oxalicum, também possuem a



combinacdo de controle bioldgico de fungos com a solubilizacdo de fosfato associado a
melhor desenvolvimento da planta (LIPPING et al., 2008; YIN et al., 2015).

O estudo de diferentes microrganismos pode ser benéfico para o desenvolvimento de
alternativas mais sustentdveis para a agricultura e se o microrganismo além do controle
bioldgico atuar na promogdo de crescimento mais vantajoso se torna essa associacdo devido a
maior produtividade. Com base no exposto, o trabalho teve como objetivo detectar possiveis
compostos com atividade nematicida produzido por M. thaumasium e estudar compostos
extracelulares de P. chlamydosporia relacionados ao controle bioldgico de fitonematoides e a

promocdo de crescimento vegetal.
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Capitulo 1

Purificagdo parcial de compostos com atividade nematicida

em condi¢Oes de fermentagdo solida
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RESUMO

GOUVEIA, Angélica de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2018.
Purificacdo parcial de compostos com atividade nematicida em condicoes de
fermentacao sélida. Orientador: José Humberto de Queiroz. Coorientadores: Filippe Elias de
Freitas Soares, Humberto Josué de Oliveira Ramos e Thalita Suelen Avelar Monteiro.

O fungo Monacrosporium thaumasium (NF34), in vitro, é capaz de predar juvenis de
Meloidogyne incognita. Porém a acdao de compostos secretados pelo fungo em fitonematoides
ainda ndo foi descrita. Desse modo, avaliou-se a capacidade do fungo em produzir
metabdlitos secunddrios com atividade nematicida. Cultivou-se o fungo em meio com farelo
de trigo e solu¢do de minerais. O tratamento testemunha possuia o meio de cultivo com a
mesma composi¢do, porém sem o indculo fingico. Os extratos aquosos obtidos foram
fracionados por ultrafiltracdo, precipitacdo com acetona, precipitacio em meio bésico e por
cromatografia em fase s6lida (SPE). As subfracdes da cromatografia foram obtidas a partir de
eluicdo com acetonitrila e 4gua as quais foram utilizadas para os testes de efeito nematicida.
As fracdes que provocaram mortalidade dos fitonematoides foram analisadas por LC/MS-MS.
Elevadas taxas de mortalidade dos juvenis foram observadas tanto para as fracOes obtidas na
presenca quanto na auséncia do fungo. Essas fracdes obtiveram os perfis de massas similares,
ndo permitindo detectar a presenca de um composto produzido especificamente pelo fungo.
Alguns compostos putativos foram identificados e avaliados, dentre esses betaina e valina,
mas esses ndo sao relacionados com a morte dos juvenis. Deste modo, a purificacdo e a
identificacdo do composto responsavel pelo efeito nematicida ndo foi possivel nesse estudo,
mas a identificacdo da fracdo com esse efeito foi um progresso, visto que ndo existem

informacdes sobre compostos do farelo de trigo com atividade nematicida.

Palavras chave: Monacrosporium thaumasium, farelo de trigo, metabdlito e atividade

nematicida.
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ABSTRACT

GOUVEIA, Angélica de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2018.
Partial purification of compounds with nematicidal activity under solid fermentation
conditions. Adviser: José Humberto de Queiroz. Co-advisers: Filippe Elias de Freitas Soares,
Humberto Josué de Oliveira Ramos and Thalita Suelen Avelar Monteiro.

In vitro, the fungus Monacrosporium thaumasium (NF34) is capable of predating juveniles of
Meloidogyne incognita. However, the action of compounds secreted by the fungus in
phytonematodes has not been described. Thus, the ability of the fungus to produce secondary
metabolites with nematicidal activity was evaluated. The fungus was grown in culture
medium with wheat bran and mineral solution. The control treatment contained the culture
medium with the same composition, except for fungal inoculum. The aqueous extracts
obtained were fractionated by ultrafiltration, acetone precipitation, basic media precipitation
and solid phase chromatograph. Chromatography subfractions were eluted with acetonitrile
and water which were used for nematicidal tests. The fractions that caused phytonutrient
mortality were analysed by LC / MS-MS. High juvenile mortality rates were observed both
for the fractions obtained in the presence and absence of the fungus. These fractions had the
profiles of similar masses, not allowing to detect the presence of a compound produced
specifically by the fungus. Some putative compounds have been identified and evaluated,
among these betaine and valine, but these compounds are not related to juvenile death. Thus,
it was not possible to purify and identify the compound responsible for the nematicidal effect
in this study. However, the identification of the fraction with this effect was an improvement,

since there is no information on wheat bran compounds with nematicidal activity.

Keywords: Monacrosporium thaumasium, wheat bran, metabolite e nematicidal activity.
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1. INTRODUCAO

Os fungos nematéfagos sdo encontrados no solo e na matéria organica em
decomposicdo. Esses sdo capazes de produzir enzimas extracelulares que auxiliam no
processo de predacdo e facilitam o acesso do fungo ao interior do nematoide (LIANG et al.,
2011). Esse processo pode se tornar mais eficiente quando conjugado com a producdo de
metabolitos secunddrios que auxiliam na paralisacdo ou provocam a morte do nematoide
(DEGENKOLB & VILCINSKAS, 2015).

Parte desses microrganismos apresenta estruturas especializadas para a captura de
nematoides, através da imobilizacio o que facilita a penetracio das hifas e,
consequentemente, a digestdio dos nematoides (WANG et al, 2006). O fungo
Monacrosporium thaumasium conhecido também como Arthrobotrys thaumasia, tem
predisposicdo para a producdo de hifas armadilhas no formato redes adesivas, que em situacio
de contato com nematoides estes ficam presos e sdo mortos e consumidos pelo fungo. Dessa
forma, o fungo tornou-se alvo de estudos devido a possibilidade de utiliza-lo como controle
biologico. Araujo et al. (2007) demonstraram a eficiéncia desse fungo no controle de
nematoides gastrintestinais de caprinos e Soares et al. (2012) identificaram uma protease
secretada por esse fungo importante no processo de infec¢do da larva de Angiostrongylus
vasorum, certificando-se da importancia das macromoléculas produzidas pelo microrganismo.
No entanto, ndo existem informagdes sobre a produg¢do de metabdlitos secunddrios com
atividade nematicida por M. thaumasium.

Os fungos produzem diversos metabdlitos, que podem ser divididos em primdrios e
secundérios. Os primdrios sdo produzidos durante a fase vegetativa, ja os secunddrios,
sintetizados quando o crescimento do microrganismo atinge a fase estaciondria. Esses
compostos podem apresentar atividade bactericida, fungicida, nematicida, entre outras. Para
os fungos a producdo desses compostos pode significar sobrevivéncia devido a competi¢ao
com outros microrganismos no ambiente (KELLER et al., 2005).

Apesar da diversidade dos metabdlitos secunddrios, esses apresentam caracteristicas
comuns como: baixa massa molecular, ndo sdo todos os isolados de uma mesma espécie que
possuem a capacidade de produzir determinado metabdlito, o meio de cultivo do
microrganismo influéncia na producao, a producio nao afeta o crescimento e reproducao do
microrganismo e sdo codificadas por um conjunto de genes dispensaveis (BENNETT &

BENTLEY, 1989; MARTIN et al., 2005; PUSZTAHELYI et al., 2015).
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A etapa de biossintese de metabdlitos secunddrios € catalisada por diferentes enzimas
e, a partir da via de sintese, existem cinco classes de metabdlitos secunddrios: peptideos ndao
ribossomais, policetideos, hibridos NRPS-PKS, alcaloides indol e terpenos (HOFFMEISTER
& KELLER, 2007; KHALDI, et al., 2010).

A classe de peptideos ndo ribossomais € derivada de aminoécidos proteicos € ndo
proteicos através da enzima peptideo sintase nao ribossomal. A diversidade desses compostos
¢ de acordo com o tamanho da cadeia do peptideo e a forma ciclizada ou linear. O fungo
Omphalotus olearius ¢ um exemplo de microrganismo que sintetiza metabdlito dessa classe.
Ele € capaz de produzir a toxina omphalotin A, responsdvel pela eficiente reducdo do nimero
de juvenis de Meloidogyne incognita in vitro (ZIEMERT et al., 2012; BUCHEL et al., 1998).

Os policetideos correspondem a classe mais abundante de metabolitos, que incluem
diferentes tipos de pigmentos ndo carotenoides e, consequentemente, a de maior diversidade
estrutural e sdo sintetizados pela policetideo sintase. Fungos, como Pochonia
chlamydosporia, produzem aurovertina que pertence a essa classe e se destaca devido ao seu
efeito nematicida em fitonematoides. O mecanismo de a¢cdo desse composto estd relacionado
com a inibicdo da subunidade B da F;-ATPase, todavia esse ndo € um alvo especifico para
acdo de todas aurovertinas (ZIEMERT et al., 2012; WANG et al., 2015).

A classe dos hibridos NRPS-PKS ¢ representada por poucos compostos e sua sintese
envolve a combinacdo de mecanismos referentes aos peptideos ndo ribossomais e
policetideos. O fungo Talaromyces thermophilus produz metabolito dessa classe que possui
atividade nematicida contra M. incognita, Bursaphelenchus xylophilus e Panagrellus
redivivus (NIU et al., 2014; PUSZTAHELYI et al., 201). Essa informacdo evidencia a
diversidade de compostos bioativos que fungos sdo capazes de produzir contribuindo para a
aplicacdo de microrganismos no controle de doengas causadas por fitonematoides.

Os metabdlitos pertencentes a classe dos alcaloides indol geralmente sdo derivados do
triptofano e pirofosfato de dimetililo sendo a sintese efetuada pelas enzimas feniltransferases
(BRAKHAGE, 2013). Bogner et al. (2017) constaram pela primeira vez que um composto
dessa classe, o acido indol acético, produzido pelo fungo Fusarium oxysporum, € eficiente na
reducdo do numero de juvenis de M. incognita in vitro.

A classe dos terpenos € a mais conhecida, sendo muito comum em plantas, mas fungos
também sdo capazes de produzir importantes terpenos, por exemplo, a giberelina. Os
compostos dessa classe possuem uma estrutura semelhante visto que todos dispdem de muitas

unidades de isopreno, que podem estar organizadas na forma linear ou ciclica, saturada ou
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insaturada e com modificacdes. As ciclases terpenos atuam nas ciclizacdes dos isoprenoides
para a formacdo dos diferentes terpenos (KELLER et al., 2005; BRAKHAGE, 2013). O fungo
Dichomitus squalens € capaz de produzir compostos dessa classe, os quais sesquiterpenos
foram utilizados em testes in vitro e apresentaram atividade nematicida contra B. xylophilus
(HUANG et al., 2004).

Nesse contexto, a identificacdo de novos compostos é fundamental para solucionar os
problemas gerados por fitonematoides. Justifica-se investigar novas alternativas para o
controle biolégico desses patdgenos ou tentar intensificar o efeito dos nematicidas presentes
no mercado através da adicdao de metabolitos secunddrios, que poderia acarretar na diminui¢cdo
de compostos toxicos liberados no ambiente. Deste modo, o objetivo do trabalho foi purificar
e 1dentificar os metabdlitos secundarios produzidos pelo fungo Monacrosporium thaumasium

em meio solido, que possui efeito nematicida em fitonematoides.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivo de Monacrosporium thaumasium em meio sélido

O isolado NF34 de M. thaumasium utilizado nesse estudo pertence a micoteca do
Laboratério de Parasitologia do Departamento de Veterindria e foi mantido em placas de Petri
em meio solido de dgar batata dextrose (BDA).

O fungo M. thaumasium foi repicado em placas de Petri contendo BDA e apds sete
dias de incubacdo foi utilizado como o indculo. Para o cultivo do fungo, o meio de cultura
solido continha 5g de farelo trigo e 7,5 mL de solucdo composta por K;HPO4 (5,0 g/L),
MgSOy4 (0,10 g/L) e extrato de levedura (10 g/L). Os meios foram esterilizados em autoclave
por 15 min a 121°C e em seguida, em ambiente estéril, o indculo foi acrescentado aos meios.
O cultivo do fungo ocorreu por dez dias a 28°C. O tratamento testemunha foi preparado do

mesmo modo, porém sem o inéculo fingico.

2.2 Obtencao dos extratos

Aos meios de cultivos, com e sem o fungo, foram acrescentados 40 mL de dgua

destilada e os recipientes foram mantidos sob agitacdo em shaker a 150 rpm, durante 1 h, a

15°C. Posteriormente, o meio foi filtrado com filtro de nylon e o sobrenadante foi
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centrifugado a 10000 g por 30 min a 4°C obtendo-se o extrato referente a fermentacdo do

fungo (extrato bruto 1) e o extrato sem a presenc¢a do fungo (extrato 2).

2.3 Obtencao de Meloidogyne javanica

Os ovos de Meloidogyne javanica foram obtidos de raizes de tomateiro trituradas em
liquidificador com solu¢do de hipoclorito de sédio 0,5% de cloro ativo. A suspensdo aquosa
foi vertida em peneiras granulométricas para a obten¢@o da suspensdo de ovos (BONETTI &
FERRAZ, 1981). Ovos de M. javanica foram colocados em funil de Baerman por 48 h para
obtencdo de juvenis de segundo estddio (J2) e esses foram utilizados nos testes de agdo

nematicida.

2.4 Ensaio de atividade nematicida com os extratos brutos

O teste de atividade nematicida consistiu em acrescentar 20 juvenis de segundo estadio
de M. javanica a uma aliquota de 5S0uL do extrato de M.thaumasium em tubos eppendorfs,
que foram mantidos a 28°C por 24 h. Para o preparo das amostras foi fervido 1 mL do extrato
bruto por 30 min e foi aquecidol mL do extrato até secar e em seguida, ressuspendido com
dgua. Essas amostras e o extrato ndo fervido foram utilizadas no teste nematicida. Para a
testemunha do teste, foi utilizada dgua deionizada e 20 juvenis de M. javanica. Apos o tempo
de incubacgdo, com auxilio de um microscopio 6ptico, foi verificado o indice de mortalidade
dos nematoides por meio da avaliacdio da movimentacdo. Para certificar-se que os juvenis
paralisados estavam mortos foi adicionado NaOH 0,1N, como proposto por Chen & Dickson
(2000). Nessa metodologia, se os nematoides estiverem apenas paralisados, a adi¢cdo do
NaOH induz o retorno da movimentacdo. Para cada tratamento foram realizadas seis
repeti¢des do teste de atividade nematicida. Os mesmos procedimentos foram realizados

utilizando-se o extrato 2 (farelo de trigo).

2.5 Fracionamento dos extratos

O extrato flngico e o extrato do farelo de trigo foram fracionados por diferentes

metodologias, com a finalidade de isolar os compostos com atividade nematicida e
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consequentemente identifica-lo. Todas as etapas de fracionamento foram repetidas quatro

vezes. O processo de fracionamento das amostras € representado na Figura 1.

Extrato bruto do Extrato do farelo
M.thaumasium de trigo
LL’ltraﬂltrag do \L Ultrafiltragéo
Fracdo Fragio
permeado 1 permeado 2
lPrecipitaqﬁo com acetona lPrecipitagﬁo com acetona
Fraco sohivel Fragio sohmvel
em acetona 1 em acetona 2
lPrecipitagﬁo em meio basico lPrecipitagﬁo em meio basico
Precipitado 1 Precipitado 2
\L Extraciio em fase solida (SPE) L Extragio em fase solida (SPE)
F100, F80.F60, F40, F20 e FO F100, F80.F60.F40.F20 e FO

Figura 1: Fluxograma do fracionamento realizado para o extrato bruto de M. thaumasium e para o extrato de

farelo de trigo.

2.5.1 Ultrafiltracao e ensaio de atividade nematicida

O extrato 1 (M.thaumasium) foi submetido ao processo de ultrafiltracio com o
objetivo de eliminar particulas de massas maiores, para isso foi utilizado a membrana de
poliétersulfona (Milipore) de cut-off de 3 kDa. O teste de atividade nematicida foi realizado
utilizando apenas a amostra referente a porcao do permeado (permeadol, fracdo que possui
compostos com massas menores que 3,0 kDa). O efeito nematicida dessa amostra foi avaliado
em M. javanica ap6s 24h de tratamento a 28°C, com base na movimentacdo dos juvenis
observada em microscépio Optico. Para certificar-se que os juvenis paralisados estavam
mortos foi adicionado NaOH a 0,1N, como proposto por Chen & Dickson (2000). O mesmo
fracionamento e teste nematicida foram conduzidos para o extrato 2 (farelo de trigo) e foi

obtido o permeado 2.
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2.5.2 Precipitacio com acetona e ensaio de atividade nematicida

A amostra referente a por¢ao do permeado 1 foi precipitada com acetona na propor¢ao
6:1 (acetona gelada: amostra) e a solu¢cdo mantida overnight a -20°C. Apds esse periodo a
solucdo foi centrifugada a 10000 g por 30 min, resultando na fragdo soldvel em acetona e no
precipitado (FUKUTOMI et al., 2005; FUJITA et al., 2007). O segundo foi lavado duas
vezes com acetona gelada e em seguida, ressuspendido em dgua. Essa amostra foi utilizada
para o teste nematicida com M. javanica, como no item 2.4. Para certificar-se que os juvenis
paralisados estavam mortos foi adicionado NaOH a 0,IN, como proposto por Chen &
Dickson (2000). O mesmo procedimento e teste nematicida foram realizados para o permeado

2 (farelo de trigo).

2.5.3 Precipitacio em meio basico e ensaio de atividade nematicida

A por¢do soluvel em acetona referente ao permeado 1 foi basificada até pH 11 e
posteriormente foi centrifugada a 10000 g por 30 min. O precipitado foi recuperado e mantido
em temperatura ambiente para garantir evaporacdo total de acetona e em seguida, foi
ressuspendido com dgua. O pH da amostra foi corrigido para 7 para evitar interferéncias no
teste nematicida que foi realizado com M .javanica por 24 h a 28°C, como no item 2.4. Para
certificar-se que os juvenis paralisados estavam mortos foi adicionado NaOH a 0,1N, como
proposto por Chen & Dickson (2000). O mesmo procedimento foi realizado para a amostra do
permeado 2 (farelo de trigo) a partir de sua frac@o soliivel em acetona e posteriormente o teste
de atividade nematicida.

Para amostra referente ao tratamento testemunha foi preparada solu¢cdo de acetona e
agua (6:1), que foi mantida em estufa até secar e em seguida 1000 uL de 4gua foram
adicionados ao tubo. A amostra obtida foi basificada até pH 11 e depois corrigido para pH 7.
Esses procedimentos sdo iguais aos realizados nas fragdes soliveis em acetona para garantir a

ndo interferéncia da metodologia e dos reagentes no teste nematicida.

2.5.4 Extracao em fase solida (SPE-Fase Normal) e ensaio de atividade nematicida

A amostra obtida da alcalinizacdo, referente ao extratol, foi submetida a extracdo em

fase so6lida utilizando-se cartuchos de silica de fase normal. Para o preparo do cartucho, esse
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foi equilibrado com 500 pL de acetona por trés vezes, em seguida a amostra diluida em
acetona (2X) foi aplicada, para retencdo de compostos mais polares. Foi efetuada uma
lavagem com acetona para eliminar compostos que interagiram parcialmente com a fase
estaciondria. Posteriormente, iniciou-se o processo de eluicio com gradiente crescente de
dgua. As fragcdes foram eluidas inicialmente com 100% acetonitrila e 0% de dgua até a sexta
fracdo que foi eluida apenas com 4gua. Com a eluicdo foram obtidas as seguintes fragcdes:
F100, F80, F60, F40, F20 e FO (o ndmero corresponde a porcentagem de acetonitrila). As
fracdes de 200 uL. foram mantidas em estufa a 50°C até secar e depois ressuspendidas com 60
pL de dgua.

As amostras referentes as fracdes foram utilizadas para os testes nematicidas, como
no item 2.4, e ap6os 24 h foi avaliada a movimentac¢do dos juvenis. O mesmo procedimento foi
efetuado para amostra obtida apds a precipitacdo em meio bdasico, referente ao tratamento

testemunha (somente farelo de trigo).

2.6 Teste colorimétrico para compostos fenélicos

As amostras foram avaliadas quanto a presenca de compostos fendlicos por meio de
andlise qualitativa. A reacdo pelo método do Azul da Prissia foi constituida de 10 pL de
FeCl;.6H,O 100 mM preparado em HCI 100 mM, 10 pL de K3[Fe(CN)g] 8 mM preparado
em 4gua e 10 uL de amostra. O aparecimento da cor azul indica positivo para a presenca de

compostos fenolicos (PRICE & BUTLER, 1977).

2.7 Analise por espectrometria de massas da fracao com atividade nematicida

A fracdo obtida da SPE que apresentou atividade nematicida foi analisada por
espectrometria de massas para identificar o composto responsavel pelo efeito. A fracdo foi
injetada no sistema LC/MS-MS pertencente ao NuBioMol do Centro de Ciéncias Bioldgicas e
da Satide (CCB) da UFV. Utilizou-se a coluna cromatogréfica (Agilent Eclipse Plus, RRHD,
1.8 um,2.1x50 mm) com fluxo de 0,3 mL/min, acoplada a um espectrometro de massa do tipo
triplo quadrupolo QqQ (Agilent), operado no modo positivo. Os valores de m/z para as
moléculas observadas bem como suas fragmentagdes foram utilizadas para pesquisas no

banco de dados de espectros MassBank (www.massbank.jp) para identificar compostos
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presentes nos extratos. O mesmo procedimento foi realizado para as fracdes obtidas da

amostra referente ao tratamento testemunha (somente farelo de trigo).

2.8 Teste de atividade nematicida com compostos puros

O teste nematicida foi realizado em tubos eppendorfs contendo 20 juvenis de segundo
estddio de M. javanica e diferentes concentracdes (1000 pg/mL, 500 pg/mL e 100 pg/mL) de
valina foram testadas. Os tubos foram mantidos por 72h a 28°C e em seguida, com o auxilio
de microscopio oOptico foi verificado o indice de sobrevivéncia dos nematoides avaliando a
movimentacdo. Do mesmo modo efetuado anteriormente, o teste de atividade nematicida foi
realizado utilizando-se a betaina glicina. A mistura desses compostos também foi aplicada em

teste nematicida, mantendo as concentragdes citadas acima.

2.9 Confirmacao do efeito nematicida dos extratos

Os testes nematicidas com extrato fiingico e extrato do farelo de trigo foram repetidos
como citado no item 2.4. Para o controle foram preparados tubos eppendofs com apenas o
extrato do farelo de trigo ou com o extrato bruto do fungo. Testes nematicidas utilizando
juvenis tratados com antibidtico foram realizados também. O procedimento de desinfestacao
dos juvenis consistiu de trés lavagens por 20 min com solu¢do de ampicilina (200ppm),
solugd@o de cloranfenicol (300ppm) e uma lavagem com éagua estéril. Apos o intervalo de cada
lavagem, os tubos foram centrifugados a 1750 rpm e descartou-se parte da solucdo. Os
procedimentos foram realizados em ambiente estéril.

As seguintes amostras obtidas foram plaqueadas em placas de Petri com meio BDA e
incubadas a 4°C e 28°C: extrato flingico, extrato farelo de trigo, extrato fungico do tubo que
continha nematoide, extrato fingico do tubo que continha nematoide desinfestado, extrato
farelo de trigo do tubo que continha nematoide e extrato farelo de trigo do tubo que continha

nematoide desinfestado.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo do efeito nematicida a partir do extrato bruto de Monacrosporium

thaumasium

O ensaio realizado com o extrato bruto de M.thaumasium apresentou mortalidade de
100% do nimero de juvenis de M. javanica em 24 h (Figural). Esse resultado ocorreu nos
tratamentos sem ferver, fervido por 30 min e aquecido até secar. Enquanto o controle
constituido de dgua ndao houve mortalidade. Desta forma, o extrato bruto poderia possuir
algum agente nematicida de alta eficiéncia e termoestdvel, pois mesmo apds a fervura a

atividade nematicida foi mantida.

Figura 2: Teste nematicida realizado com M. javanica apés 24 h. (A) Controle com dgua; (B) Extrato bruto de
M.thaumasium sem ferver; (C) Extrato bruto de M.thaumasium fervido por 30 min; (D) Extrato bruto de

M.thaumasium fervido até secar. B, C e D apresentam os nematoides em posi¢do de morte.

Ap6s a confirmacdo do efeito nematicida do extrato bruto do fungo foi efetuada a
etapa de ultrafiltracdo. A amostra do permeado foi utilizada no teste nematicida e, com 24h,
houve mortalidade de 100% dos juvenis de M.javanica. Sugerindo-se a presenca de moléculas

de baixo peso molecular com atividade nematicida.



29

A amostra da filtracdo com membrana de cut-off de 3,0 kDa poderiam conter peptideo
bioativos. Desta forma, foi efetuada uma precipitacdo com acetona que resultou na formagao
do precipitado (parte peptidica) e na fracdo solivel em acetona. A amostra referente ao
precipitado foi utilizada no teste nematicida e nao provocou mortalidade dos juvenis no
intervalo de 72h. Desse modo, a fracdo soldvel em acetona deveria conter o composto
responsavel pelo efeito nematicida detectado anteriormente.

Compostos fendlicos podem ser produzidos por microrganismos e terem atividade
nematicida (LI et al., 2007; BOGNER et al., 2017). Assim, fracdo solivel em acetona foi
avaliada quanto a presenca de compostos fendlicos por meio do teste colorimétrico Azul da
Prissia. Ao efetuar esse ensaio a amostra ficou azul indicando a presenca de compostos
fendlicos.

Devido a possibilidade de presenca de compostos fendlicos, o fracionamento
prosseguiu com a fragdo solivel em acetona. A alcalinizacdo de solucdo em acetona que
contenha compostos fendlicos pode resultar na precipitacdo desses, logo a fragcdo soldvel em
acetona foi alcalinizada e resultou em precipitado e sobrenadante. O precipitado foi
solubilizado com agua (pH corrigido para 7) e foi utilizado nos testes nematicidas. A reducao
de 100 % no nimero de M. javanica foi observada apdés 24h de incubacgdo. O controle
preparado como citado no item 2.5.3 ndo teve efeito sobre os nematoides, visto que a
movimentacdo dos juvenis tratados era igual ao dos juvenis tratados com apenas 4gua.
Confirmando-se que os reagentes e a metodologia adotada para o fracionamento da amostra
ndo interferiram no teste nematicida. O teste colorimétrico foi realizado para a nova fracdo
(precipitado) e apresentou resultado positivo para compostos fendlicos.

A amostra obtida da precipitacdo em meio alcalino foi novamente fracionada
utilizando-se cartuchos de fase normal. Nessa etapa, foram obtidas as seguintes fracdes: F100,
F80, F60, F40, F20, F10 e FO, que foram utilizadas para o teste nematicida e para o teste
colorimétrico Azul da Prissia. Apenas a F40 apresentou efeito nematicida (Figura 3), pois
mesmo apds a adicdo de NaOH nao houve movimentos dos juvenis. Essa foi a dnica fragdao
que apresentou resultado positivo para o teste colorimétrico, sugerindo-se a presenga de

composto fendlico.
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Figura 3: Teste nematicida utilizando-se as fracdes obtidas a partir do fracionamento do extrato bruto de
M.thaumasium em SPE. F100, F80, F60, F40, F20, F10 e FO referem-se as fracdes as quais o nimero indica a
porcentagem de acetonitrila utilizada para a eluicdo dos compostos. F40 apresenta os juvenis em posi¢do de

morte.

3.2 Andlise por espectrometria de massas da fracio com atividade nematicida referente

ao extrato bruto de M. thaumasium

A fracdo 40 foi analisada por LC/MS-MS e essa continha varias massas de baixo peso
molecular, indicando que a amostra ndo estava pura. Desse modo, as massas de maiores
intensidades (m/z 104, 140, 118, 203, 217 e 226) foram selecionadas e fragmentadas. Os
fragmentos dessas massas, a partir de comparacdo com espectros de banco de dados,
permitiram sugerir alguns compostos presentes na amostra (Tabela 1). Alguns m/z detectados

ndo apresentaram semelhanca de fragmentacdo com nenhum composto do banco de dados.



Tabela 1: Informacdes obtidas com a espectrometria de massas da Fracdo 40 do extrato de M.thaumasium.

31

MS m/z (+) Tempo de MS/MS m/z Composto MS/MS m/z Massa
retencdo ES (+) similar (Banco de molecular
dados)
118 0,588 57,8 Betaina glicina 58,1 117,07
59,1 59,2
118 1,127 58,2 Valina 58,1 117,07
55,1 55,2
71,9 72,1
57,1 57,2
59,3 59,3
56,3 56,2
217 0,440 114,9 Nio identificado
71,0
72,8
115,7
116,3
98,9
55,3
175,0
203 0,424 101,2 Acido 2- 101,03 202,063
103,2 naftoxiacético 103,5
61,3 115,05
115,1 145,1
100,6
145,1
82,7
104 0,612 58,1 Colina 58,2 104,17
59,1 59,2
60,1 60,2
103.9 104,1
140 0,604 95,7 Nao identificado
80,7
53,2
139,8

58,4
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226 1,119 82 Naio identificado
150,3
122,3
83,6
87,2
93,7

3.3 Avaliacao do efeito nematicida de compostos puros

Na literatura, existem relatos sobre o efeito nematicida de aminodcidos em
fitonematoides. Segundo Oliveira et. al (2009), a valina (1.000 pg/ml) possui um pequeno
efeito nematicida em juvenis de Meloidogyne exigua provocando uma redu¢do 11,6%. Osman
& Viglierchio (1980) testaram a valina na forma de spray foliar e verificaram a redugdo do
nimero de galhas e de ovos de M. incognita quando se realizava esse tratamento. Amdadul
Hoque et al. (2014) também testaram esse aminodcido em diferentes concentracdes para M.
javanica e para a maior concentracdo de valina (400 pg/ml) houve reducdo de
aproximadamente 20% no numero de juvenis.

A valina foi um dos compostos identificados na fracdo 40 (Tabela 1), por isso o teste
nematicida foi conduzido com esse aminodcido em diferentes concentragdes (1000 pg/mL,
500 pg/mL e 100 pg/mL). No entanto, ndo houve reducdo do nimero de juvenis de M.
javanica apOs 72h de tratamento. Sugerindo-se que somente a acdo da valina ndo €
responsavel pela mortalidade dos juvenis que se observou na fracao 40.

Na busca por novas alternativas para o controle de fitonematoides, extratos de algas
marinhas vém sendo utilizados na agricultura devido ao seu cardter nematicida. Wu et al.
(1998) utilizaram um produto comercial constituido da alga Ascophyllum nodosum e foi
confirmada sua eficiéncia na redu¢do do nimero de fémeas e ovos de M. javanica quando
aplicado nas plantas. E descrito a presenca de betainas no extrato dessa alga, logo foi
verificado se as reducdes dos fitonematoides estavam relacionadas com a betaina y 4acida
aminobutirico, betaina dcida & aminovalérico e betaina glicina. Esses compostos reduziram
também o ndmero de fémeas e de ovos de M. javanica, o que permitiu concluir que o
conjunto de betainas estd relacionado com o efeito nematicida do extrato de alga. No entanto,

como essas moléculas induzem a redugdo de fitonematoides ainda ndo € descrito.
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Sobre o efeito de betaina glicina em juvenis ndo existe informacdes, desse modo o
teste nematicida foi realizado com esse composto em diferentes concentracdes (1000, 500 e
100 pg/mL) visto que foi identificado na fracdo 40 (Tabela 1). No entanto, ndo ocorreu a
paralisacdo dos juvenis em nenhum tratamento, apds 72h. Indicando que esse composto ndo é
responsavel pela atividade nematicida da fracao 40.

Um estudo sobre a relagdo da betaina com o sistema nervoso de Caenorhabditis
elegans indicou que esse nematoide possui transportador de betaina glicina (SNF-3) e aceptor
de betaina glicina (ACR-23). O transportador confere resisténcia ao excesso de betaina
extracelular e dificilmente esse composto terd uma acdo de paralisacio, apenas pode reduzir a
movimentacdo do nematoide no caso de altas concentragdes extracelulares. Esse nematoide
utilizado no estudo é considerado um organismo modelo, logo existe a chance de
fitonematoides também possuirem o transportador e o aceptor de betaina, o que poderia
explicar a ndo paralisacdo dos juvenis no teste quando se utilizou betaina (PEDEN et al.,
2013).

Uma solucdo composta por valina e betaina foi preparada para o teste nematicida,
visto que a fragdo 40 pode conter os dois compostos. No entanto, ndo foi observado nenhum
efeito nos juvenis provocado por esse tratamento, mesmo em concentracdes mais altas (1000

pg/mL) ap6s 72h de tratamento.

3.4 Avaliacao do efeito nematicida de extrato de farelo de trigo

Com os ensaios realizados ndo foi possivel identificar o composto com atividade
nematicida, porém alguns compostos como betaina, colina e valina foram identificados e
esses sao constituintes do farelo de trigo ( DUARTE & ARECO, 2002; ZEISEL et al., 2003).
Esse substrato foi utilizado para o cultivo do fungo, logo surgiu a hipétese de que a molécula
responsavel pela atividade nematicida poderia estar presente no farelo de trigo. Assim as
etapas de fracionamento realizadas para o extrato bruto de M. thaumasium foram efetuadas
para o extrato obtido apenas do meio de cultura (farelo de trigo mais solu¢ao de minerais).

O ensaio nematicida com o extrato do farelo de trigo apresentou reducdo de 100% do
nimero de juvenis de M. javanica com 17 h de tratamento. Esses resultados ocorreram
quando se utilizou o extrato sem ferver, fervido por 30 min e aquecido até secar. Os

resultados foram iguais aos obtidos pelo extrato bruto de M. thaumasium.
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O extrato do farelo de trigo foi submetido ao processo de ultrafiltracdo e com amostra
do permeado foi realizado o teste nematicida. Com 24h o permeado provocou mortalidade de
100% dos juvenis M. javanica.

A amostra do permeado foi utilizada para a precipitagdo com acetona e resultou no
precipitado (fracdo peptidica) e na fracdo solivel em acetona. A amostra referente ao
precipitado reduziu em 100% o nimero de M. javanica. Porém, para a continuidade dos testes
foi utilizado a fragdo soldvel em acetona para seguir a mesma metodologia utilizada para o
extrato bruto do fungo.

A fragdo solivel em acetona foi alcalinizada e obteve-se o precipitado que apresentou
potencial de reducdo de M. javanica, visto que com 24h de incuba¢cdo 100% dos nematoides
estavam mortos.

O precipitado obtido na etapa anterior foi fracionado utilizando-se o cartucho de fase
normal e resultou em seis fracdes que foram aplicadas no teste nematicida e no teste
colorimétrico Azul da Prdssia. Apenas a F20 e F40 apresentaram efeito nematicida (Figura
4). Apds a adicdo de NaOH os nematoides ndo realizaram movimentos confirmando-se o
efeito nematicida dessas fracdes. Somente essas fracOes resultaram em positivo para a

presenca de compostos fendlicos, apds o teste colorimétrico.
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Figura 4: Teste de acdo nematicida utilizando-se as fragdes obtidas a partir do fracionamento do extrato farelo de
trigo em SPE. F100, F80, F60, F40, F20, F10 e FO referem-se as fracdes as quais o nimero indica a porcentagem

de acetonitrila utilizada para a eluicdo dos compostos. F40 e F20 apresentam os juvenis em posi¢do de morte.

3.5 Anadlise por espectrometria de massas da fracio com atividade nematicida referente

ao extrato do farelo de trigo

As fracdes 20 e 40 foram analisadas por LC/MS-MS e sao constituidas de vdrias
massas de baixo peso molecular, indicando que ainda existiam muitos compostos nas
amostras. Deste modo, as massas que apresentavam maior intensidade foram selecionadas
para fragmenta-las. Com os dados de fragmentacdes, o banco de dados forneceu vérios
compostos que apresentavam caracteristicas similares. Alguns compostos identificados sdo
apresentados na Tabela 2 (fracao 40) e Tabela 3 (fracdo 20). Houve m/z detectados que nao

apresentaram semelhanca com nenhum composto do banco de dados.
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Tabela 2: Informagdes obtidas com a espectrometria de massas da Fracdo 40 do extrato de farelo de trigo

MS m/z (+) Tempo de MS/MS m/z Composto MS/MS m/z Massa
retencdo ES (+) similar (Banco de molecular
dados)
118 0,588 58,1 Betaina glicina 58,1 117,07
59,2 59,2
118 1,127 57,9 Valina 58,1 117,07
55,1 55,2
72,2 72,1
57,1 57,2
59,1 59,3
56,2 56,2
217 0,473 54,8 Nao identificado
99,0
71,7
114,6
141,0
72,5
203 0,456 83,1 Nio identificado
115,0
102,6
85,0
73,2
104 0,612 58,1 Colina 58,2 104,17
59,1 59,2
60,1 60,2
140 0,669 80,7 Naio identificado
92,2
53,1
108,3
136,8
226 1,119 82,2 Ciprodinil 67,0 225,295
81,0 79,05
87,0 81,06



95,3
85,9
226,0
67,0
150,0
79,1
184,4

82,06
226,1391
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Tabela 3: Informacdes obtidas com a espectrometria de massas da Fracdo 20 do extrato de farelo de trigo
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Tempo de MS/MS m/z Composto MS/MS m/z Massa
MS m/z (+) retencdo ES (+) similar (Banco de molecular
dados)
118 0,653 58,1 Betaina glicina 58,1 117,07
59,2 59,2
118 1,094 58,2 Nio identificado
72,1
217 0,473 99,0 Nao identificado
54,8
71,0
157,3
114,9
203 0,456 100,9 Acido 2- 59,1 202,063
83,0 naftoxiacético 101,036
102,8 103,0
144.9 145,06
61,0
59,1
58,6
109,8
104 0,652 60,1 Nao identificado
58,1
69,1
87,2
140 0,669 96,2 Tropinona 53,2 139,09
53,1 58,3
81,2 81,1
58,0 95,9
95,6
68,7
226 1,119 82,2 Ciprodinil 82,06 225,295
81,0 93,05
87,0 95,04
95,3 226,1391
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85,9
226,0
67,0
150,0
79,1
184.,4

Com a andlise dos dois extratos € possivel resumir os resultados dos testes nematicidas
(Tabela 4). Esses sao muito similares indicando que os efeitos nematicidas encontrados nas
fracdes provavelmente sdo de compostos oriundos do farelo de trigo e ndo resultado de algum

composto do metabolismo fungico.

Tabela 4: Resultados dos testes nematicidas realizados com as amostras das etapas de fracionamento

Etapas de fracionamento % de mortalidade de M.javanica % de mortalidade de M.javanica
com o extrato M.thaumasium com o extrato de farelo de trigo

Extrato bruto 100 % 100%

Permeado (ultrafiltragdo) 100% 100%

Precipitado (precipitagdo 0% 100%

com acetona)

Precipitado (precipitagdo em 100% 100%

meio alcalino)

Fragoes (SPE) F40- 100% F20 e F40- 100%

O farelo de trigo possui compostos fendlicos como 4cido fertlico e gélico (YUAN et
al., 2005; KUMAR & PRUTHI, 2014; LADDOMADA et al., 2015) e na literatura existem
relatos sobre o efeito nematicida desses compostos. O 4cido fertlico foi eficiente na reducdo
do nimero de juvenis de M. javanica (SHAZAUKAT et al., 2003). Enquanto o dcido gélico
1% (p/v) reduziu o nimero de juvenis de M. incognita em 75% com 24h de tratamento
(SULTANA et al., 2014). No entanto, nas fragdes identificadas com atividade nematicida
esses compostos nao foram detectados.

Talvez os fons ndo identificados nas anélises por LC/MS-MS possam ser responsaveis
pelo efeito nematicida verificado nas fragdes. O m/z 217 seria um bom alvo para purificagdes
futuras visto que se encontra nas trés fracdes que obtiveram resultados positivos nos testes

nematicidas, os valores de m/z referentes as fragmentacOes sdo iguais nas fragdes e o tempo
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de retencdo muito préximo, indicando que pode ser 0 mesmo composto presente nas trés
fracdes.

O valor de m/z 217 pode corresponder ao 4cido ferulico, uma vez que a interacao
desse dcido com o fon sédio (Na*) pode resultar nesse fon detectado. (WAKSMUNDZKA-
HAJNOS & SHERMA, 2010; GALLAGE et al., 2014). Esse acido estd presente no farelo de
trigo (YUAN et al., 2005), € classificado como composto fendlico (LADDOMADA et al.,
2015) e apresenta efeito nematicida (SHAZAUKAT et al., 2003). Esses dados contribuem
para a sugestdo do composto referente ao m/z 217, pois os extratos foram obtidos de farelo de
trigo, as fracdes possuiam efeito nematicida e existia a possibilidade compostos fendlicos
nessas.

Com essa sugestio para o m/z 217 e como ndo foram identificadas massas especificas
para as fracOes fungicas provavelmente, com a metodologia adotada, o composto nematicida

fracionado € de origem do farelo de trigo.

3.6 Confirmacao do efeito nematicida dos extratos

O efeito nematicida do extrato do farelo de trigo estimulou novas investigagdes visto
que seria o primeiro relato sobre o efeito desse extrato. Para isso os testes nematicidas foram
repetidos quatro vezes utilizando o extrato bruto flingico e o extrato do farelo de trigo. Foi
observado que os meios que continham os fitonematoides, apds 24 h de incubacdo a 28°C
tornavam-se turvos € os tubos que continham somente os extratos (controles), apds esse
periodo, ndo ocorriam mudangas no meio. Com essa observacdo surgiu a hipdtese que existia
contaminag¢do por bactéria no tubo que continha nematoide e extrato.

Desse modo, as amostras dos testes de acdo nematicida, extrato flingico e extrato de
farelo de trigo foram plaqueadas. Apos 24 h, as amostras referentes somente aos extratos nao
tiveram crescimento de microrganismos nas duas temperaturas utilizadas. Mas para as
amostras obtidas dos testes de acdo nematicida houve um intenso crescimento bacteriano a
28°C e a 4°C nao houve. Desse modo, ao realizar os testes nematicidas, empregando os
extratos brutos, ocorria a multiplicacdo de bactérias, sendo o extrato favordvel a esse
crescimento devido sua composicao rica em carboidratos. Portanto, a redu¢do do nimero dos
juvenis pode ser também em consequéncia do crescimento bacteriano.

Com essa andlise, constatou-se que as bactérias provavelmente estavam presentes na

suspensdo de fitonematoides e isto € possivel ja que esse patdgeno foi obtido de raizes de
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tomateiro que permaneceram em casa-de-vegetacdo sem estar em ambiente estéril. A
suspensdo de juvenis foi desinfestada utilizando ampicilina e cloranfenicol e novamente
foram realizados os testes de acdo nematicida, mas ainda houve crescimento bacteriano nos
extratos. As bactérias podem ficar retidas em orificios do nematoide e quando encontram
meio rico em nutriente se desenvolvem intensamente. Portanto, os ensaios de acdo nematicida
realizados com os extratos brutos que apresentavam mortalidade de 100% dos juvenis
provavelmente eram devido a contaminagao também, e nao somente ao efeito do extrato.

Por outro lado, as atividades nematicidas observadas nas amostras referentes as etapas
de fracionamento, principalmente a etapa utilizando a SPE, sdo devido a moléculas presentes
nessas amostras. Visto que ndo foi observado turbidez das amostras durante o ensaio
nematicida, pois provavelmente nessa etapa as amostras nao possuiam nutrientes suficientes

para promover o crescimento bacteriano.
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4. CONCLUSOES

A estratégia de fracionamento utilizada gerou subfracdes que possuiam compostos
com atividade nematicida, que reduziram em 100% o ntiimero de juvenis de M. javanica, tanto
para os extratos obtidos na presenca quanto na auséncia do fungo. O perfil de massas das
fracdes foi muito similares o que permitiu sugerir que o composto com atividade nematicida
seja de origem do farelo de trigo. Além do mais, ndo foi possivel identificar fons especificos
da fracdo do extrato de M. thaumasium. Alguns fons nao foram identificados, como o m/z 217
que seria um bom alvo de investigacdo, pois estd presente em todas as fra¢des obtidas da SPE
que provocaram a mortalidade dos fitonematoides e existe a possibilidade desse ion

corresponder ao 4cido ferulico.
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Capitulo 2

Anélise de extratos extracelulares de Pochonia chlamydosporia, agente de

controle bioldgico de fitonematoides e promotor de crescimento vegetal
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RESUMO

GOUVEIA, Angélica de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2018.
Analise de extratos extracelulares de Pochonia chlamydosporia, agente de controle
biolégico de fitonematoides e promotor de crescimento vegetal. Orientador: José
Humberto de Queiroz. Coorientadores: Filippe Elias de Freitas Soares, Humberto Josué de
Oliveira Ramos e Thalita Suelen Avelar Monteiro.

O fungo Pochonia chlamydosporia é uma alternativa para o controle bioldgico e a
determinagcdo dos mecanismos de acdo pode ser importante para o aumento da atividade
contra fitonematoides. Em adi¢do, esses fungos podem ter também potencial para producio e
secrecdo de agentes promotores de crescimento vegetal. Portanto, foram analisados os
extratos extracelulares produzidos por oito isolados de P. chlamydosporia. Todos os isolados
foram capazes de secretar proteases, porém diferiram na atividade proteolitica. Nestas
condic¢des de fermentacdo o isolado PC-40 apresentou elevadas abundancias relativas para as
proteases subtilisina like e carboxipeptidase e para uma glucana -1,3 glicosidase. Os extratos
apresentaram atividade de fosfatases e essas podem estar envolvidas na liberacdo de fosfato
de fontes organicas. Os isolados tiveram a capacidade de solubilizar fosfato tricélcio, no
entanto a quantidade de fosfato liberado foi diferente entre os isolados. O isolado PC-35 foi o
que mais liberou fosfato em condi¢des in vitro. A solubilizacdo de fontes inorganicas de
fosfato ocorre pela liberacao de dcidos organicos pelo microrganismo e no extrato referente a
fermentagdo do PC-10 foram detectados os dcidos: acético, propionico e citrico. O
crescimento fungico aumentou a concentracdo de dcido indol acético no meio de cultivo,
determinado por LC/MS-MS para os isolados PC-10 e PC-46, indicando a capacidade de
biossintese desse fitohormdnio. Desse modo, o P. chlamydosporia além de ser eficiente no
controle bioldgico de fitonematoides, pode possuir grande potencial como promotor do
crescimento das plantas, de modo indireto liberando fosfato para assimilag¢do pela planta e de

modo direto podendo aumentar o crescimento devido a produgdo de auxina.

Palavras chave: Pochonia chlamydosporia, protease, solubilizacao de fosfato e auxina.
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ABSTRACT

GOUVEIA, Angélica de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2018.
Analysis of extracellular extracts from Pochonia chlamydosporia, a phytonematode
biological control agent and plant growth promoter. Adviser: José Humberto de Queiroz.
Co-advisers: Filippe Elias de Freitas Soares, Humberto Josué de Oliveira Ramos and Thalita
Suelen Avelar Monteiro.

The fungus Pochonia chlamydosporia is an alternative for biological control and the
determination of the mechanisms of action may be important for the increase in activity
against phytonematodes. In addition, such fungi may also have potential for production and
secretion of plant growth promoting agents. Therefore, the extracellular extracts produced by
eight P. chlamydosporia isolates were analysed. All isolates were able to secrete proteases,
but they differed in proteolytic activity. In these fermentation conditions the PC-40 isolate
presented high relative activities for the proteases subtilisin and carboxypeptidase and for a
glucan PB-1,3 glucosidase. The extracts presented phosphatase activity, and these may be
involved in the released of phosphate from organic sources. The isolates had the ability to
solubilise tricalcium phosphate, however the amount of phosphate released was different
among the isolates. The PC-35 isolate was the one that released the most phosphate under in
vitro conditions. The solubilisation of inorganic sources of phosphate occurs by the release of
organic acids by the microorganism and in the extract related to the fermentation of PC-10.
The acids were detected: acetic, propionic and citric. Fungal growth increased the
concentration of indole acetic acid in the culture medium as determined by LC/MS-MS for
the isolates PC-10 and PC-46, indicating the biosynthesis capacity of this phytohormone.
Besides P. chlamydosporia being efficient in the biological control of phytonematodes, it also
may have great potential as a promoter of plant growth, indirectly releasing phosphate for
assimilation by the plant and in a direct way, increasing growth due to the production of

auxin.

Keywords: Pochonia chlamydosporia, protease, solubilisation of phosphate and auxin.
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1. INTRODUCAO

Microrganismos podem favorecer o crescimento das plantas, como por exemplo, por
meio da producdo de hormdnios, da disponibilizagdo de nutrientes e da prote¢do contra
patégenos como fitonematoides. O fungo Pochonia chlamydosporia se destaca por estar
envolvido nesses processos, uma vez que € capaz de associar a superficie e colonizar o
interior de raizes de diversas espécies de plantas promovendo esses beneficios (MORTON et
al., 2003; MACIA-VICENTE et al., 2009; DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2012). P.
chlamydosporia é um fungo nematéfago que coloniza massa de ovos de nematoides que
parasitam plantas, sendo as proteases fundamentais no processo inicial de infec¢do, as quais
proporcionam danos na barreira de protec¢do, facilitando o acesso do fungo ao interior do ovo.
Esse fungo ja € utilizado comercialmente para o manejo dessas doencas e tem sido uma
alternativa de destaque com base na sua eficiéncia e seu cardter sustentivel (VERDEJO-
LUCAS et al., 2003; MUTHULAKSHMI et al., 2012). Além de agir como parasita de ovos
de fitonematoides, P. chlamydosporia tem a capacidade de promover crescimento vegetal,
que foi evidenciado para diferentes espécies vegetais como banana, cenoura, alface, trigo e
tomate (MONFORT et al., 2005; MACIA-VICENTE et al., 2009; ROSSO et al., 2014;
BONTEMPO et al., 2014; ZAVALA-GONZALEZ et al., 2015; DALLEMOLE-GIARETTA
et al., 2015; SILVA, 2016). Os fatores responsaveis pelo aumento do crescimento vegetativo
ainda n3o s3o muito evidentes, desse modo, pesquisas t€ém avancado para compreender
melhor esse processo. Estudos demonstram que esse fungo € capaz de solubilizar fosfato e é
apto a producdo de hormodnio auxina, fatores importantes no desenvolvimento do vegetal
(ZAVALA-GONZALEZ et al., 2015).

Pochonia chlamydosporia é um fungo cosmopolita, porém pouco € conhecido sobre a
diversidade genética natural ou agro-ecossistémica dos isolados. Esse microrganismo pode ser
isolado de nematoides de galhas ou de cistos, e sua origem reflete na sequéncia de
aminodcidos da protease VCPI e na preferéncia pelo hospedeiro. Além disso, a eficiéncia no
controle biolégico de fitonematoides pode ser influenciada por outros fatores como solo
(MORTON et al., 2003; MAUCHLINE et al., 2004; NASU, 2013). O isolado de P.
chlamydosporia 60 € mais efetivo no controle de Meloidogyne hapla em solo constituido de
argila e areia do que em solo rico em minerais ¢ em matéria organica (SIDDIQUI et al.,

2009).
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Existe variacdo na eficdcia do controle bioldgico de fitonematoides quando se utiliza
diferentes isolados de P. chlamydosporia (DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2012). Todavia
estudos avaliando diferentes isolados desse fungo sobre a producdo de enzimas e varidveis
relacionadas ao melhor desenvolvimento das plantas sd@o escassos. Desse modo, o presente
trabalho avaliou a producdo de protease e fosfatase, enzimas relacionadas ao controle
bioldgico e mineralizacdo de fosfato, respectivamente. Assim como a solubilizag¢do de fosfato
e producdo de auxina por diferentes isolados, uma vez que esses processos podem ser

responsaveis pela promocao de crescimento observada em diferentes culturas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Avaliacao do extrato de Pochonia chlamydosporia PC-10

Para a obtencdo do extrato bruto cultivou-se o isolado PC-10 de P. chlamydosporia em
arroz durante 21 dias a 26 °C. Apés esse periodo, 20 g de arroz colonizado foram misturados em
100 mL de 4gua e adicionado 150 uL. de Tween 80. Essa mistura permaneceu sob agitacdo por lh
a 180 rpm. Em seguida, o liquido foi filtrado em bomba a vacuo com filtro de Whatman 1. Apds
essa primeira filtragem, a suspensado foi centrifugada por 10 min a 15.000 rpm e o sobrenadante
foi novamente filtrado em malha de 0,22 um. O extrato obtido foi armazenado durante um ano a
4°C e ap0s esse tempo a atividade proteolitica foi quantificada no periodo de julho de 2016 a
maio de 2017, para verificar se com o tempo a atividade da enzima era reduzida.

A quantificacdo de proteases foi efetuada pelo método caseinolitico (CHAKRABORTY &
MALATHI, 1991). Para a reacdo foram utilizados 50 pL de extrato bruto, 450 uL de tampao e
500 pL de caseina 1% pH 7,0 em tubos eppendorf, que permaneceram 15 min a 45 °C em banho
termostdtico. A reacdo foi interrompida pela adicio de 1000 pL de solucdo de acido
tricloroacético (TCA) 10%. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 10.000 g por 10 min, e o
sobrenadante foi selecionado para a determinacdo da absorvancia em espectrofotdmetro a 280
nm. A curva padrdo de tirosina foi construida para a quantificacio da atividade proteolitica. Uma
unidade de protease (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 ug
de tirosina por minuto nas condi¢des do ensaio.

Foram também avaliados o pH e temperatura de méxima atividade proteolitica. A
temperatura foi avaliada na faixa de 25 a 65 °C e o pH de 5 a 10. Na faixa de pH 5 a 8, foi
utilizado o tampao citrato fosfato 100 mM e para pH 9 e 10 o tampdo glicina-NaOH 100 mM.
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2.2 Isolados fingicos

Os isolados de P. chlamydosporia (PC-4, PC-10, PC-14, PC-35, PC-40, PC-45, PC-46
e PC-54) utilizados nesse estudo, originados de diferentes regides do Brasil (Tabela 1),

pertencem a micoteca do Laboratério de Controle Biolégico de Fitonematoides e foram

mantidos em placas de Petri em meio s6lido de dgar batata dextrose.

Tabela 2: Local de origem de cada isolado do fungo Pochonia chlamydosporia

Isolados de Pochonia chlamydosporia Localizacao (Municipio- Estado)

PC-4 Vigosa-Minas Gerais
PC-10 Vigosa-Minas Gerais
PC-14 Vigosa-Minas Gerais
PC-35 Cassilandia-Mato Grosso do Sul
PC-40 Cassilandia-Mato Grosso do Sul
PC-45 Mariépolis-Parand

PC-46 Mariépolis-Parana

PC-54 Mariépolis-Parana

2.3 Producao de protease por isolados de Pochonia chlamydosporia em meio sélido

Para verificar a producio de protease dos oito isolados de P. chlamydosporia, esses
foram cultivados em meio sélido constituido de 150 g arroz umedecido com 25 mL de 4gua,
previamente autoclavados por 15 min a 121°C. Para o cultivo desses isolados, os recipientes
foram mantidos em BOD a 28°C por 13 dias e foi feita a homogeneizacdo do conteudo dos
recipientes a cada dois dias. Apos esse intervalo de tempo, as extracdes foram realizadas com
2 mL de 4gua por grama do arroz colonizado, mantidos sob agitacdo por 1 h a 4°C. Em
seguida, utilizando filtros de nylon, o arroz foi separado, e os extratos obtidos foram
centrifugados por 15 min a 10.000 g. Os sobrenadantes dos diferentes isolados foram
utilizados para os ensaios de atividade proteolitica. O tratamento testemunha foi submetido as
mesmas condi¢des, porém sem o indculo. Os ensaios foram preparados em duplicata.

A quantificacdo de proteases foi efetuada conforme o item 2.1 e as atividades dos
extratos foram medidas em tampao citrato fosfato 100 mM pH 4,5, citrato fosfato 100 mM pH
6,5 e glicina-NaOH 100 mM pH 8,5.
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2.4 Proteomica

2.4.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese unidimensional foi realizada em condi¢des desnaturantes em gel de
poliacrilamida 12% (p/v) com gel de empilhamento 5% (p/v) (LAEMMLI, 1970). Os extratos
brutos dos diferentes isolados foram combinados com tampao de amostra (Tris-HCI 60 mM,
pH 6,8; SDS 1,0% (p/v); azul de bromofenol 0,0025% (p/v); glicerol 20% (v/v) e B-
mercaptoetanol 5,0% (p/v)) na proporcao 3:1 e fervidos por 5 min. A corrida eletroforética foi
realizada por 3 h a 80 V. Para revelacdo das bandas proteicas, o gel foi corado com prata
(MORTZ et al., 2001).

O gel para zimograma foi preparado em condi¢des desnaturantes em gel de
poliacrilamida 12% (p/v) com gel de empilhamento 5% (p/v) (LAEMMLI, 1970). No gel de
separacdo, a dgua foi substituida por gelatina em uma concentragdo final de 0,1% (p/v). Os
extratos brutos dos diferentes isolados foram misturados com tampado de amostra (Tris-HCI 60
mM, pH 6,8; azul de bromofenol e 0,0025% (p/v); glicerol 20% (v/v)) na proporcao 3:1. A
corrida eletroforética foi realizada por 3 h a 80 Volts. Em seguida, o gel foi incubado em
solucdo de triton-X 2,5% (v/v) a 4°C por 1,5 h para a remocdo do SDS e posteriormente
permaneceu incubado por 1 h na solu¢do tampao citrato fosfato 100 mM pH 6,5. Para
visualizacdo dos halos de degradacdo da proteina, o gel foi corado com Coomassie Blue R-
250 (etanol 45 % (v/v), acido acético 10% (v/v) e Coomassie Blue R-250 0,1% (p/v)) por 3 h,
seguido do processo de descorar com solucao contendo etanol 45 % (v/v) e acido acético 10%

(v/v) até a visualizacdo nitida dos halos (HEUSSEN et al., 1980).

2.4.2 Tripsinizacao de proteinas

O gel corado com prata foi submetido a etapa de descoloracdo por 15 min utilizando-
se solucdo de ferricianeto de potdssio 30 mM e solugdo de tiossulfato de sodio 100 mM, que
foram misturadas na propor¢do 1:1. Posteriormente, o gel foi lavado cinco vezes com dgua
destilada para retirar residuos da solu¢io (CHEVALLET et al., 2006).

A banda referente ao isolado PC-40 foi excisada do SDS-PAGE, colocada em
microtubo e submetida a lavagens com solucdo de acetonitrila 50% (v/v) e bicarbonato de

amoOnio 25 mM. Em seguida, os fragmentos de gel foram desidratados com acetonitrila por 5
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min (2X) e secos a temperatura ambiente. A etapa seguinte consistiu da redugdo das proteinas
com uma solugdo de DTT 200 mM em bicarbonato de amdnio 100 mM por 30 min a 56°C em
banho termostitico. Apds esse tempo, as proteinas foram alquiladas em solucdo de
iodoacetamida 200 mM em bicarbonato de amdnio a 100 mM por 30 min a temperatura
ambiente na auséncia de luz. Posteriormente executou-se a lavagem dos fragmentos do gel
com bicarbonato de amodnio 100 mM por 10 min (2X) e a desidratagdo com acetonitrila por 5
min. Os microtubos foram mantidos a temperatura ambiente até evaporagdo total da solugao.
No processo de digestdo enzimdtica, os fragmentos do gel foram reidratados com
solucdo contendo 20 ng/mL de tripsina (Trypsin, from porcine pancreas, Proteomics grade -
Sigma) em solucdo de bicarbonato de amdnio 40 mM pH 8,0 acrescido de acetonitrila 10%
(v/v) e mantidos em banho de gelo durante 45 min para absor¢do da enzima pelo gel.
Sucedida essa etapa, foram adicionados 100 pL de solucdo de bicarbonato de amoénio 50 mM
e os microtubos foram incubados a 37°C por 16h em banho termostatico. Posteriormente, os
microtubos foram submetidos a banho ultrassom por 10 min, centrifugados a 1500 rpm por 2
min e a solu¢cdo removida para novos microtubos. Ao gel que restou no microtubo, foram
adicionados 40 pL de solugdo composta de acido formico 5% (v/v) e acetonitrila 50% (v/v)
para recuperar maior quantidade de fragmentos tripticos. O material novamente foi submetido
a banho ultrassom por 10 min, centrifugado e foi obtida mais uma solucdo de peptideos. As

solugdes tripticas recuperadas foram concentradas em speed vac até secagem total.

2.4.3 Identificacao de proteinas por espectrometria de massas

Para a identificac@o de proteinas de P. chlamydosporia (PC-40), a amostra tripsinizada foi
solubilizada em solug¢@o de dcido foérmico 0,1% (v/v). Em seguida, a andlise foi efetuada via LC-
MS-MS, utilizando-se o sistema UPLC (nanoAcquity-Waters), contendo uma coluna frap € uma
coluna capilar C18 BEH130 1,7 um -100 um x100 mm operando com uma taxa de fluxo de 0,5
pL/min. O acoplamento ao espectrometro de massa do tipo Q-tof (Bruker) permitiu analisar os
peptideos eluidos do UPLC, atuando no modo online e utilizando uma fonte de ionizacdo
nanoESI. As fases mdveis utilizadas para o gradiente foram: dgua e 4cido férmico 0,1% (v/v) (A)
e acetonitrila e dcido férmico 0,1% (v/v) (B). Os dados foram adquiridos através do software
Hystar (Bruker) e os espectros foram processados com o software Data Analysis (Bruker)
utilizando as configuracdes padrdo para protedmica. Os espectros foram avaliados utilizando o

programa PEAKS 7 para identificagdo de proteinas pelo método de sequenciamento de novo
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simultaneamente com a pesquisa em banco de dados de sequéncias de proteinas de fungo (Fungi
Uniprot). Os parametros utilizados na busca foram: digestdo enzimdtica pela tripsina com uma
clivagem perdida; carbamidometilagdo da cisteina como modificagdo fixa e oxidacdo da
metionina como modificagdo varidvel, tolerancia de erro de 0,05 Da tanto para o ion parental,
quanto para os fragmentos. As proteinas foram consideradas identificadas quando apresentavam

pelo menos trés peptideos tnicos com False Discovery Rate (FDR) menor que 1%.

2.5 Solubilizacao de fosfato por isolados de Pochonia chlamydosporia em meio sélido

Para verificar a capacidade dos isolados em solubilizar fosfato, esses foram cultivados
no seguinte meio: agar-dgua 1,5% (p/v), glicose 10 g/L, NH4Cl 5 g/L, NaCl 1 g/L,
MgS04.7H,0 1 g/L e Caz(POy), 170 mg/L. O pH foi ajustado para 7 e posteriormente 0 meio
foi autoclavado por 15 min a 121°C. No centro de cada placa de Petri, foram adicionadas um
disco de cultura 5 mm de didmetro de cada isolado flingico cultivado em BDA e armazenado
por 21 dias a 28°C. As placas foram mantidas em BOD a 28°C por trés dias e o didmetro da
colonia e do halo foram medidos com auxilio de paquimetro. O experimento foi realizado em

seis replicatas para cada isolado (ZAVALA-GONZALEZ et al., 2015).

2.6 Solubilizacao de fosfato por isolados de Pochonia chlamydosporia em meio liquido

Foi conduzida a fermentacdo liquida utilizando o seguinte meio: glicose 10 g/L,
NH4Cl1 5 g/L, NaCl 1 g/, MgS04.7H,0 1 g/L e Ca3(POy4),; 170 mg/L. O pH foi ajustado para
7 e posteriormente o meio foi autoclavado por 15 min a 121°C. A cada frasco contendo 150
mL de meio cultura, foram adicionadas trés discos de cultura de 5 mm de didmetro de cada
isolado fungico, cultivado em BDA e armazenado por 21 dias a 28°C. Os frascos foram
mantidos sob agitacdo de 150 rpm a 28°C durante 3 dias. Apds esse periodo, o valor de pH foi
medido e a quantidade de fosfato foi mensurada. O tratamento testemunha foi preparado nas
mesmas condi¢des, mas sem o indculo fingico. Esse ensaio foi realizado em triplicata para

cada isolado.
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2.7 Quantificacao de fosfato

A reagcdo para quantificacio de fosfato foi constituida pela amostra obtida da
fermentagdo liquida acrescida de solu¢do contendo (NH4)sM07074 .4 H,O 50 g/L e NH4VO3
2,5 g/L, na proporcdo 1:1. Apés 10 min de incubacdo da reacdo, foi feita a leitura de
absorvancia a 420 nm. Para a quantificacdo do fosfato nas amostras, foi construida uma curva

padrao relacionando a absorvancia a diferentes concentragcdes de KH,PO, (INSTITUTO

ADOLFO LUTZ, 1985).

2.8 Identificacao de acidos organicos produzidos por Pochonia chlamydosporia (PC-10)

A secrecdo de acidos organicos pelo isolado PC-10, a partir da amostra obtida da
fermentagdo liquida, foi avaliada utilizando-se o sistema HPLC Shimadzu série 20A equipado
com coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) e detector UV. A eluicdo foi feita com
H,SO4 0,005 mol/L com fluxo 0,6 mL/mine temperatura da coluna 60°C. Os padrdes
comerciais de dcidos orgéanicos (4cido acético, citrico, propridnico e butirico) foram injetados

nas mesmas condi¢des (ZEPPA et al., 2001- Modificado)

2.9 Cultivo dos isolados de Pochonia chlamydosporia em meio sélido e atividade de

fosfatase

A producdo de fosfatase por oito isolados de P. chlamydosporia foi verificada a partir
do cultivo em meio sélido constituido de 150 g de arroz umedecido com 25 mL de dgua e
autoclavados por 15 min a 121°C. Os recipientes foram mantidos em BOD a 28°C por 13
dias, com homogeneiza¢do do conteudo de cada recipiente a cada dois dias. Apds esse
intervalo de tempo, as extracdes foram realizadas com 2 mL de dgua por grama do arroz
colonizado, mantidos sob agitacdo por 1 h a 4°C. Em seguida, o arroz foi separado do extrato
utilizando filtros de nylon, e os extratos obtidos foram centrifugados por 15 min a 10.000 g.
Os sobrenadantes dos diferentes isolados foram utilizados para os ensaios de atividade
fosfatase. O tratamento testemunha foi submetido as mesmas condi¢des, porém sem o indculo
fingico. Os ensaios foram preparados em duplicata.

As atividades de fosfatases foram determinadas utilizando o substrato p-

nitrofenilfosfato (pNFF) com concentracdo final de 2 mM, em tampao acetato de s6dio/acido
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acético 100 mM pH 4.5 e glicina/NaOH 100 mM pH 8,5. As reagdes foram paralisadas apds
20 min com carbonato de sédio 500 mM. As leituras de absorvéncias foram feitas a 405 nm e
os valores foram convertidos em atividade utilizando-se uma curva padrao de p-nitrofenol.
Uma unidade de fosfatase (U) foi definida como a quantidade de enzima necessdria para
liberar 1,0 umol de p-nitrofenol por minuto nas condigdes do ensaio (NAHAS, 2015-

Modificado).

2.10 Producio e quantificacdo de auxina por isolados Pochonia chlamydosporia in vitro

Para a avaliagdo da producdo do 4cido indol acético (AIA) os diferentes isolados
foram cultivados em meio liquido constituido de 20 mL de meio de batata dextrose (BD) 24
g/L suplementado com 2 mg/mL de L-triptofano, e foram incubados por 20 dias, a 25°C e a
150 rpm. Os meios foram filtrados em papel filtro e centrifugados por 20 min a 10.000 g a
4°C. Uma aliquota do sobrenadante obtido foi acrescentada a dois volumes do reagente
Salkowski (50 mL de 35% (v/v) HC1O4 +1mL de 0,5 M FeCl3.6H,0) e incubados por 30 min
no escuro. A leitura de absorvancia foi realizada a 530 nm e para a constru¢do da curva
padrao foi utilizado padrao comercial de AIA diluido em diferentes concentracdes no mesmo
meio de cultura usado para cultivar o fungo. O tratamento testemunha foi feito sem o in6culo
fungico e submetido aos mesmos pardmetros de cultivo. Os meios foram preparados em
triplicatas assim como o ensaio de analise espectrofotométrica (ZAVALA-GONZALEZ et al.,
2015).

2.11 Teste colorimétrico para compostos fendlicos

As amostras obtidas com a fermentacdo em meio BD com L-triptofano foram
avaliadas quanto a presenca de compostos fendlicos por meio de andlises qualitativas. A
reacdo pelo método de Folin-Ciocalteau foi composta por 50 uL. do reagente Folin-Ciocalteau
(Sigma), 50 uL de Na,CO3 7,5% (p/v) e 50 uL de amostra (SINGLETON et al., 1999). A
reacdo pelo método do Azul da Prussia foi constituida de 10 uL de FeCl;.6H,O 100 mM
preparado em HCI 100 mM, 10 puL de K3[Fe(CN)g] 8 mM preparado em 4gua e 150 uL de
amostra diluida 5X. Para ambos os métodos, o aparecimento da cor azul indica positivo para a

presenca de compostos fendlicos (PRICE & BUTLER, 1977).
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2.12 Quantificacao de fitohormonios por isolados P. chlamydosporia por LC/MS-MS

As amostras obtidas com a fermentacdo em meio BD com L-triptofano referentes aos
isolados PC-10, PC-40, PC-46 e controle foram filtradas com malha de nylon 0,25 pm e 300
pL do extrato obtido foram colocados em vials, dos quais 5 pL foram injetados
automaticamente no sistema LC/MS-MS utilizando o equipamento modelo Agilent 1200
Infinity Series acoplado ao espectrometro de massas triplo quadrupolo (QgqQ), modelo 6430
Agilent Technologies. A separacdo cromatografica foi realizada utilizando-se a coluna Zorbax
Eclipe Plus C18 (1,8 pm, 2,1 x 50 mm) (Agilent) em série com uma coluna guarda Zorbax
SB-C18, 1,8 um (Agilent). A fase movel consistiu em: (A) acido acético 0,02% (v/v) em dgua
e (B) acido acético 0,02% (v/v) em acetonitrila em gradiente de tempo/porcentagem de B de:
0/2; 11/60; 13/98; 17/98; 19/2; 20/2. Fluxo de 0,3 mL/minuto e temperatura da coluna de
23°C foram utilizados.

No espectrometro de massas foi utilizada a fonte de ionizagdo ESI (Electrospray
Ionisation) com as seguintes condi¢Oes: temperatura do gias 300 °C, taxa do fluxo de
nitrogénio 10 L/min, pressdo do nebulizador 35 psi e voltagem do capilar de 4000 V.

O equipamento foi operado no modo MRM (multiple reaction monitoring), o qual foi
monitorado a massa do ion precursor/fragmento estabelecido mediante testes de fragmentacdo
de cada molécula: citocinina (zeatina) (220/136), etileno via acido 1-carboxilico-1-amino
ciclopropano (ACC) (102,1/56,2), acido abscisico (ABA) (263/153), acido indol acético
(AIA) (176/130), &cido salicilico (AS) (137/93), giberelina 3 (GA3) (345/142.9), 4cido
jasmonico (JA) (209/59) e giberelina 4 (GA4) (331/21). Citocinina, AIA e ACC foram
escaneados no modo positivo, enquanto ABA, AS, GA3, GA4 e JA no modo negativo. As
quantificagdes dos hormoénios foram efetuadas por meio de curvas de calibracdes (0,1 ng a
400 ng) utilizando-se os respectivos padroes de cada hormonio. Os dados gerados foram
analisados no software Skyline para obtenc¢do da drea do pico referente ao hormonio nas
amostras e os resultados foram expressos em ng/mL. A quantificacdo foi realizada para

amostras em triplicata.
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2.13 Analise estatistica

Para as andlises estatisticas, foram calculadas as médias e desvios-padrao dos resultados.
Quando indicado, os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste de

Tukey com significancia de 5%, utilizando o programa R.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacao do extrato de Pochonia chlamydosporia (PC-10)

A VCP1 de Pochonia chlamydosporia é uma protease importante no processo de
infec¢do de ovos de fitonematoides devido a sua acdo na camada de protecdao desses. Desse
modo, foi avaliada a capacidade do P. chlamydosporia (PC-10) secretar proteases em meio
sOlido. Foi constatado que a protease presente no extrato ainda tinha capacidade de hidrélise
de substrato proteico mesmo apds um ano de armazenamento do extrato. As condi¢Oes de
maior atividade para a protease foram pH 6 e faixa de temperatura 45-55°C (Figura 1).

Esse extrato foi proveniente do cultivo do fungo em arroz sem adi¢do de solugdo de
minerais, umedecido com dgua. O arroz possui menor quantidade de proteinas, comparado
com outros substratos como farelo de trigo, farelo de soja e leite em pd, que sdo amplamente
utilizados para a produgdo de proteases de diversos microrganismos (RADHA, et al., 2012;
MEENA et al., 2013). Além do mais, a disponibilidade de glicose ¢ alta devido a hidrdlise do
amido no processo de esterilizacio e a presenca de fontes de carbono facilmente
metabolizadas como a glicose, pode resultar na repressio de varios genes de fungos
necessarios para metabolizar outras fontes de carbono (RONNE, 1995). Estudos relatam que
os niveis da protease VCP1 e do seu mRNA de P. chlamydosporia sdao reprimidos com
adicao de glicose ao meio de cultura, verificados apds de 24 h de cultivo (WARD et al.,,
2012). Mesmo em condi¢des ndo favoraveis de cultivo o fungo foi capaz de secretar proteases

demonstrando a efici€ncia desse microrganismo.
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Figura 1: Caracterizagdo enzimdtica quanto a pH (A) e temperatura (B) para a protease produzida pelo isolado

PC10 em fermentagdo sélida, a partir de um extrato bruto armazenado por 1 ano a 4° C.

Visto que protease apresentou atividade, essa foi avaliada de julho de 2016 até maio
de 2017 para verificar se a atividade seria reduzida. A Figura 2 apresenta que a atividade da
enzima permaneceu sem grandes alteracOes até agosto de 2016. No entanto, quando a
atividade foi repetida em 2017 foi constatada uma pequena redug@o. Os dados indicam que a
protease se manteve estavel por mais de dois anos quando armazenada a 4°C. Esse resultado é
relevante, pois geralmente as proteases nio mantém a atividade por tanto tempo, mesmo

proteases que possuem caracteristicas para serem aplicadas na industria (DINI, 2010; NETO,
2012).
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Figura 2: Atividade proteolitica do extrato do PC10 armazenado por 1 ano a 4°C. A atividade foi mensurada no

periodo de julho de 20106 a maio de 2017. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre

si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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3.2 Producao de protease por Pochonia chlamydosporia em meio sélido

Devido a capacidade do Pochonia chlamydosporia em secretar protease nas condi¢cdes
citadas acima foi verificada a produgao dessa classe de enzima por diferentes isolados desse
fungo. Todos os isolados possuem a capacidade de produzir protease no periodo de 13 dias,
mas diferiram na atividade proteolitica (Figura 3). As proteases produzidas pelos diferentes
isolados possuem baixa atividade em condi¢des acidas (pH 4,5) e moderada atividade em
condicdes alcalina (pH 8,5). Em pH 6,5 houve a maior atividade proteolitica para todos
isolados, sendo PC-14 e PC-46 responsdveis pela maior e menor atividade, respectivamente,

nesse pH.
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Figura 3: Atividade proteolitica de diferentes isolados de Pochonia chlamydosporia em pH 4,5, 6,5 e 8,5.
M pH 45; pH 6,5 pH 8,5. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey (p< 0,05). As médias de atividade proteolitica dos diferentes pHs foram comparadas

separadamente, * refere-se a pH 6,5 e ** a pH 8,5.

Esteves et al. (2009) também analisaram a producdo de protease de outros isolados de
P. chlamydosporia e encontraram diferencas na atividade proteolitica entre os isolados apds o
cultivo dos fungos por cinco dias. Para compreender melhor essa diferenca, os autores
cultivaram os microrganismos durante trés, cinco e sete dias, e foi verificado que os isolados

possuem tempo de cultivo diferente para atingir a maxima producao de protease.
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A avaliacdo da produgdo de protease pelos isolados durante um intervalo de tempo
poderia explicar as diferencas encontradas na atividade enzimadtica do presente estudo, visto
que os fungos podem crescer de modos diferentes, influenciando a secrecdo das proteases.

O organismo ou planta de onde os fungos foram isolados, bem como a sua origem,
podem influenciar na sintese de moléculas e em outros processos (KERRY & BOURNE,
1996). Morton et al. (2003) analisaram isolados de P. chlamydosporia oriundos de
nematoides de galhas e de cistos por meio de estudos gendmicos e identificaram dois
polimorfismos na sequéncia de aminodcido da VCP1. Os isolados de nematoide de galhas
possuem um residuo de glutamato e glicina na posicdo 171 e 208, respectivamente. Por outro
lado, na enzima dos isolados de origem de nematoide de cisto existe um residuo de glutamina
(posi¢do 171) e alanina (208).

No primeiro polimorfismo, a troca de um residuo acido por um neutro, de tamanhos
similares, pode acarretar em mudanca na densidade da carga elétrica da enzima.
Consequentemente a interagdo da enzima com a casca do ovo de fitonematoides pode ser
alterada, logo a protease produzida pelo fungo isolado do nematoide de cistos pode ter
adsorcdo diferente aos ovos em relacdo a protease de isolados de nematoide de galhas
(MORTON et al., 2003).

A posicdo 208 se encontra na regido de ligacdo ao substrato, e a troca do residuo
glicina por alanina pode afetar diretamente a atividade da protease, pois a alanina tem peso
molecular maior, podendo afetar a ligagdo do substrato. No estudo, Morton et al. (2003)
compararam os perfis de utilizacdo de diferentes substratos pela VCP1 do fungo isolado de
nematoides de galhas e de cistos e foi constatado que as enzimas utilizavam os substratos de
formas diferentes. O substrato mais hidrolisado pela VCP1 do isolado de nematoide de galhas
fol o menos hidrolisado pela VCP1 do isolado de nematoide de cistos e vice-versa. Essa
diferenca de hidrolise dos substratos comerciais pode ser efeito do polimorfismo na regido
208, sugerindo-se que essas enzimas possam ter eficicias diferentes na hidrélise da casca do

ovo de fitonematoides (MORTON et al., 2003).
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3.3 Proteomica

3.3.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A Figura 4 representa 0 SDS-PAGE e o zimograma dos extratos obtidos dos isolados
de P. chlamydosporia. Na Figura 4A, pode-se observar a presenca de apenas uma banda
proteica para cada isolado, que pode ser referente a protease detectada nesse estudo, mas
também pode conter outras proteinas com peso molecular semelhante a protease. Os isolados
PC-35 e PC-46 possuem as bandas de menores intensidades no gel, e foram os isolados com
menores atividades. De acordo com o marcador utilizado, o peso molecular estimado para a
enzima de interesse € por volta de 35 kDa para todos os isolados (Figura 4A).

O uso do substrato arroz para a producdo de protease por P. chlamydosporia é
vantajoso do ponto de vista de purificacdo, porque praticamente nio existem proteinas do
substrato no extrato e a producdo de outras proteinas ¢ muito baixa, visto que no gel foi
observada apenas uma banda, que € uma imagem comum quando a proteina é submetida a
vdrias etapas de purificacdo e ndo para extrato bruto, como o utilizado (BOUACEM et al.,
2015). Uma quantidade menor de diferentes proteinas no meio € benéfica, pois permite a
determinagdo de caracteristicas de mixima atividade para pH e temperatura de forma mais
precisa.

A capacidade das proteases em hidrolisar substratos proteicos, como a gelatina, foi

confirmada por meio da deteccao de halos de degradagdo para todos isolados (Figura 4B).

4 10 14 35 M 40 45 46 54 4 10 14 35 40 45 46 54

Figura 4: (A) SDS-PAGE realizado com os extratos brutos dos oito isolados de P. chlamydosporia. (B)
Zimograma para os isolados utilizando o substrato gelatina. 4, 10, 14, 35, 40, 45, 46 e 54 correspondem a

identificacdo referente aos isolados P. chlamydosporia. M corresponde ao marcador de peso molecular utilizado.
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3.3.2 Identificacio de proteinas por espectrometria de massas

A protedmica do isolado PC-40 sugere que em uma tnica banda proteica do SDS-
PAGE ha trés proteinas diferentes de massas moleculares muito proximas. Os peptideos
referentes ao isolado PC-40 apresentaram similaridade com a protease subtilisina-like de
Pochonia chlamydosporia 170, visto que sete peptideos detectados possuem identidade com a

sequéncia dessa proteina (Figura 5).
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Figura 5: Sequéncia referente a protease subtilisina-like de Pochonia chlamydosporia 170 indicando os

peptideos do isolado PC-40 que apresentaram identidade com a sequéncia.

Sobre essa protease identificada ndo ha relatos na literatura, apenas a sua anotagcdo no
genoma (LARRIBA et al., 2014). Porém, quando o estudo de protease envolve o organismo
Pochonia chlamydosporia, o grande destaque € para a protease VCP1, amplamente estudada
devido a sua a¢do no processo de infeccao de ovos de fitonematoides. Deste modo, verificou-
se a semelhanca da protease subtilisina-like com a VCP1 em relagdo a sua fungado, sequéncia
de aminodcidos e estrutura tridimensional.

Com base nas anotacdes do genoma e a base de dados UniProt, a protease subtilisina-
like foi inferida como sendo uma protease de atividade serino-tipo endopeptidase, a mesma
funcdo atribuida a VPC1, e ambas possuem massas moleculares muito proximas (LARRIBA
et al, 2014). A sequéncia de aminodcidos da protease subtilisina-like possui grande
similaridade com a sequéncia da VCP1 observado através do alinhamento das sequéncias
(Figura 6) realizado utilizando o software MAFFT version 7. No entanto, ocorrem varia¢des
em residuos de aminodcidos entre as sequéncias, sendo necessdrio verificar a influéncia
dessas no dobramento final da proteina. Logo, por meio da plataforma Phyre 2, as estruturas
tridimensionais de ambas as proteinas foram preditas e comparadas utilizando o Pymol,
obtendo-se o alinhamentos das estruturas (Figura 7).

Baseado no estudo in silico, sugere-se que as diferencas de aminodcidos ndo devem

afetar o dobramento final da proteina, visto que a estrutura de uma proteina praticamente
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sobrepOs a estrutura da outra, indicando alta similaridade entre elas. Apenas uma pequena
porcao de a hélice e regides curtas de ndo dobramento foram verificadas a mais na estrutura
da protease subtilisina-like (cor rosa na Figura 7) em relagio a VCP1 (cor azul).
Possivelmente a protease subtilisina-like possui a¢do no processo de infec¢do dos ovos de

fitonematoides, assim como a VCP1 devido a semelhanca no dobramento final da proteina.
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Figura 6: Alinhamento gerado pelo softwere Mafft no qual sequéncia superior é referente a protease VCPI, e a
inferior a protease subtilisina-like, ambas obtidas da base de dados Uniprot. A cor azul escuro indica a
ocorréncia de aminodcidos idénticos nas duas sequéncias e azul claro para aminodcidos que diferem nas

sequéncias.

Figura 7: Alinhamento entre as estruturas tridimensionais da protease VCP1 (azul) e protease subtilisina-like

(rosa) gerado por Pymol, demonstrando a alta similaridade entre as proteinas.

A amostra referente ao isolado PC-40 possui também cinco peptideos similares a
regides da proteina carboxipeptidase de P. chlamydosporia 170 (Figura 8). Essa proteina
hidrolisa ligagdao peptidica C-terminal nas cadeias polipeptidicas, e foi predita como
metaloprotease pertencente 2 familia M14 e possui 0 Zn>* como cofator, segundo a base de
dados UniProt. H4 possibilidades de proteinas pertencentes a essa familia serem expressas
durante o comportamento endofitico do P. chlamydosporia, devido a relagdo dessas proteinas

com a degradacdo de tecido vegetal (LARRIBA et al., 2014; KRIJGER et al., 2014;
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MONTEIRO et al., 2017 ). Porém, ainda ndo existem estudos sobre metalo carboxipeptidase
de P. chlamydosporia. Por outro lado, carboxipeptidase da classe serino, secretada por esse

microrganismo, € alvo de pesquisas, como a SCP1 (ESCUDERO et al., 2016).
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Figura 8: Sequéncia referente a carboxipeptidase de Pochonia chlamydosporia 170 indicando os peptideos

referentes ao isolado PC-40 que apresentaram identidade com a sequéncia.

Peptideos da amostra do isolado PC-40 apresentaram semelhangas com a glucana B-
1,3 glicosidase de Pochonia chlamydosporia 170 (Figura 9), com sete peptideos de
identidade. Essa enzima hidrolisa ligacdes glicosidicas de oligossacarideos formados por
ligacdo B 1-3 como a B glucana, composto que constitui a parede celular de fungos. Deste
modo, essa enzima pode desempenhar papéis nos processos morfogenéticos-morfoliticos
durante o desenvolvimento e a diferenciacio (ADAMS, 2004), bem como na mobilizacdo de
B glucanos em resposta as condi¢des de esgotamento da fonte de carbono e energia (PITSON
et al., 1993). Para fungos que possuem acdo sobre outros fungos, essa enzima pode ser um
mecanismo utilizado para degradar a parede celular do hospedeiro (MARTIN et al., 2007).

O processo de renovacao da parede celular € mantido pelo equilibrio entre a hidrdlise e
a sintese dessa, a qual provavelmente envolve 3 -glucanases, que permitem a hidrdlise da
parede, e em seguida ocorre a insercdo de novas moléculas de B glucana sem afetar a
integridade geral (ADAMS, 2004). A presenca de glucana B-1,3 glicosidase no extrato do
1solado PC-40 de P. chlamydosporia pode ser resultado do processo de renovagdo da parede
celular, pois dificilmente o fungo estaria em condi¢des de inani¢do de carbono para estimular

a degradacdo da parede, pois o meio de cultivo (arroz) era rico em fonte de carbono.

1 MHISSTILAS ALAMGVSAEN YLGFNSGATL ADRSAKFKKD FVAEMKTAQG LVGAPGTFNA IRLYTNIQAY SKDKPIEAFE [ sbanidemethylation (+57.02)
21 AAIETKTKVL LGMWTSGTDT IQNEIDVLGA AVEQYGTEFT DLVIGISIGS EDLYRDSVTG VENKAGVGNS PDNIVKFIGD
1€1 YEKAFEDTPL AKVPIGHVDT WDAWTNSSVE SVIDAVDWVG VDEYPFYESG KGNKIDNAGT LFDRAYGATI GAVGGKPVWV
241 TETGWPVTGK TWDEAVPSIE NAKTYWDEVG CRQLFNKVPT FWYTLRDSNP DNDVEFAITK DLSTKPLFDL TCPKTFKTKP
o
321 QTSSGSSSPT ATGTGASKPT GSGGSGTNGG SGGSNTNGDS GSSTTTPAGA TTTAPKNGAS SVHKVSGAAY FALAVLAGAA

401 TLL

Figura 9: Sequéncia referente a glucana 1,3-B-glicosidase de Pochonia chlamydosporia 170 indicando os

peptideos referentes ao isolado PC-40 que apresentaram identidade com a sequéncia.
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3.4 Solubilizacao de fosfato por isolados de Pochonia chlamydosporia em meio solido

Todos os isolados apresentaram capacidade de solubilizar fosfato tricalcio (Caz(POsy),)
devido a formacao do halo em meio sélido (Figura 10). Essa fonte de fosfato utilizada no meio
de cultura s6lido pode ser formada principalmente em solos alcalinos. Apds adi¢do de fertilizantes
fosfatados, parte do fésforo pode interagir com o célcio, tornando-se indisponivel para as plantas
(SATYAPRAKASH et al., 2017). Logo, os isolados de P. chlamydosporia quando colonizam a
rizosfera podem ter acdo sob o fosfato tricdlcio presente no solo, aumentando o fosfato em

solucdo e consequentemente proporcionando melhorias para a planta.

Figura 10: Formacao do halo de solubilizagdo de fosfato apds trés dias de cultivo de Pochonia chlamydosporia.
(A) Isolado PC-45; (B) Isolado PC-14; (C) Isolado PC-35; (D) Isolado PC-4; (E) Isolado PC-40; (F) Isolado PC-
54; (G) Isolado PC-46 e (H) Isolado PC-10.

A capacidade de outros isolados de P. chlamydosporia solubilizar fosfato e o indice de
solubilizacdo foram relatados por Zavala-Gonzalez et al. (2015). Nesse estudo, a férmula
escolhida pelos autores para o cdlculo do indice de solubilizacdo é baseada na formacdo de
halos por enzimas, porém estudos indicam que a solubiliza¢do de fosfato em meio sélido ndo
ocorre por acdo de enzimas, pois a fonte de fosfato utilizada no meio € inorganica
(DEMISSIE et al., 2013; MARRA et al., 2015; LI et al., 2016). Portanto, no presente trabalho
o indice de solubilizacdo foi calculado utilizando a férmula proposta por Premono et al.,
(1996).

De todos os isolados estudados, apenas os isolados PC-45 e PC-10 diferiram

estatisticamente entre si com relac@o ao indice de solubilizagdo calculado (Tabela 2).
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Tabela 2: Indice de solubilizagio de fosfatos dos isolados de Pochonia chlamydosporia

Isolados de Pochonia chlamydosporia *Indice de Solubilizacio de Fosfato
PC-45 4,59 +0,76"
PC-14 4,34 0,29
PC-35 4,27 +0,37%
PC-4 4,12 0,55
PC-40 3,92 +0,26™
PC-54 3,86 + 0,56
PC-46 3,72 +0,49®
PC-10 3,54+0,31°

*[ndice de solubilizacdo de fosfato é determinado por (C+H/C). C corresponde ao didmetro da coldnia e H ao
diametro do halo formado. Numeros seguidos de letras diferentes apresentam diferenca significativa pelo teste de

Tukey (p <0,05).

Para analisar a capacidade de solubilizacdo de cada isolado, nesse meio de cultivo, sdo
necessdrias mais informacdes além do indice de solubilizacdo. Ademais, estudos demostram
que organismos que ndo formaram halos em meio sélido foram capazes de solubilizar o
fosfato em meio liquido (SOUSA, 2010).

Monteiro (2013), a partir de experimentos em casa de vegetacdo, verificou a promo¢ao
de crescimento de tomateiros tratados com P. chlamydosporia (PC-10) e avaliou a quantidade
de fésforo presente nas folhas. A aplicacdo do fungo aumentou o conteido de P em 24,5%,
comparado com a testemunha em que P. chlamydosporia estava ausente. Esse resultado pode
ser relacionado com a capacidade do fungo de solubilizar fosfato que foi identificada no
ensaio acima, sugerindo-se que, em condicoes in vivo, o fungo tem a capacidade de solubilizar

fosfato presente no solo.

3.5 Solubilizacao de fosfato por isolados de Pochonia chlamydosporia em meio liquido

A solubilizacdo de fosfato em meio liquido foi verificada através da acidificacao do
meio e da quantificacdo de fosfato, pois um dos mecanismos adotados por microrganismos € a
liberacdo de dcidos organicos que resultam na diminuicdo do pH do meio e, consequentemente,
na liberacdo de P do complexo (NAIK et al., 2013). Na Tabela 3, apresentam-se os dados
referentes as medidas de pH e a concentracdo de fosfato presentes nas amostras dos oito isolados

€ no tratamento testemunha.
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Tabela 3: pH do meio e concentracdo de fosfato solubilizado pelos isolados de Pochonia chlamydosporia com trés
dias de cultivo em meio liquido. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Tukey (p< 0,05).

Isolados de Pochonia pH do extrato Concentracao de fosfato *1-C (mg/L)
chlamydosporia solubilizado (mg/L)
PC-40 2,8 +0,08° 87,0 +2,5° 37,6
PC-35 3,1+0,12% 101,5 +7,4° 51,6
PC-46 3,1+0,31™ 86,0 +8,0° 36,6
PC-54 3,1+0,11% 95,0 +5,0™ 45,6
PC-45 3,3 +0,07™ 95,0 + 3,4 45,6
PC-10 3,4+0,13° 96,6 + 2,7 47,2
PC-14 34+0,12° 90,8 +3,9™ 41,4
PC-4 3,5+0,26° 75,9 + 6,0° 26,5
Controle 6,1 +0,3" 49,4 +9,0° 0

*I-C refere a concentragdo de fosfato solubilizado do isolado menos a concentracao do fosfato do meio controle

A andlise dos valores de pHs dos extratos, obtidos apds trés dias de fermentacdo,
apresentou que somente o isolado PC-40 diferiu estatisticamente dos isolados PC-10, PC-14 e
PC-4, mas em relagdo ao controle houve diferenca significativa para todos os isolados. Os
isolados de P. chlamydosporia proporcionaram a diminui¢do do pH indicando que esses
possuem mecanismos que acarretam a acidificagdo do meio contribuindo para a liberagdo do
fosfato. Desse modo, esse foi quantificado e houve diferencas significativas (p<0,05) entre os
isolados, principalmente entre o PC-35 e o PC-4, a méxima e a minima concentracdo de
fosfato detectado, respectivamente (Tabela 3). Entre esses parametros analisados ndo existe
uma relacdo direta entre pH e concentracdo de fosfato solubilizado, uma vez que o isolado
PC-40 diminuiu mais o pH e ndo foi o que mais liberou fosfato. Essa falta de relag@o entre os
dois parametros também foi verificada em outros estudos que utilizaram microrganismos
solubilizadores (NARSIAN & PATEL, 2000; OLIVEIRA et al., 2009). Desse modo, apenas a
medida de pH ndo é um bom pardmetro para verificar a eficiéncia de cada isolado em
solubilizar fosfato.

Verificar a solubilizagcdo de fosfato em diferentes meios (liquido/sélido) € de extrema
importancia quando se avalia isolados do mesmo microrganismo. Nessa andlise, 0 meio
liquido forneceu um ndmero maior de dados e observou-se que o isolado PC-10, que
apresentou o menor indice de solubilizagdo, no meio liquido foi o segundo que mais
disponibilizou o fosfato do complexo, logo a obtencdo de dados quantitativos s@o mais

significativos para avaliar a capacidade de cada isolado in vitro.
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A disponibilizacdo de fosfato pode ocorrer por mecanismos envolvendo a producao de
acidos organicos ou pela acdo de fosfatases, os quais estdo relacionados com a fonte de
fosfato que serd utilizada (OTEINO et al., 2015). Os extratos obtidos da fermentacdo liquida
foram avaliados quanto a presenca de fosfatases dcida e alcalina por meio de atividade
enzimdtica, porém ndo foram detectadas atividades dessas enzimas para nenhum isolado
(dados ndo apresentados). Previa-se que a solubilizacdo de fosfato ndo ocorresse por acdo
dessas enzimas visto que sua ocorréncia € relatada quando se utiliza fosfato orgéanico, e nesse

experimento foi utilizada uma fonte inorgéanica, Caz(POy), .

3.6 Identificacao de acidos organicos produzidos por Pochonia chlamydosporia (PC-10)

A disponibilizacdo de P por microrganismos pode ocorrer por meio de acidificacdo do
solo devido a secrecdo de 4cidos organicos. Analisando o extrato do isolado PC-10 por
HPLC, detectou-se a presenca de acido acético, citrico e propionico. Dessa forma, o PC-10
possui a capacidade de solubilizar fosfato por meio da liberacio de dcidos orginicos com trés
dias de fermentacdo. O tratamento testemunha também foi analisado e ndo houve deteccao de
nenhum &4cido organico.

A acidificacdao do meio ocorre devido a liberacdo de prétons dos grupos carboxilas dos
acidos organicos e consequentemente os anions dos dcidos organicos formam complexos
estdveis com os cdtions que se ligam ao P e assim desestabilizam o mineral, tornando o P
disponivel no meio. Os 4cidos organicos possuem capacidades de complexagdo diferentes,
uma vez que o nimero e a posicao de grupos carboxilicos, pH do meio, concentracio e o tipo
de metal influenciam diretamente nesse processo (JONES,1998). Kpomblekou & Tabatabai
(1994) analisaram como a composi¢cdo quimica do dcido citrico, que possui trés grupos
carboxilicos e um grupo B-hidroxil, favoreceu a solubilizagdo do fosfato de rocha (Figura 11
A). Com essa composicdo, o dcido pode suportar maior carga negativa, contribuindo para o
processo de complexacio com os fons de Ca**, permitindo a liberacio do grupo fosfato para o
meio. Esse € um possivel mecanismo que pode ter contribuido para disponibilizar o fosfato no
meio a partir do 4cido citrico liberado pelo isolado PC-10 do fungo P. chlamydosporia.

O 4cido acético e propidnico possuem apenas um grupo carboxilico (Figura 11 B e C)
e nao possuem grupo hidroxil em suas estruturas, dessa forma contribuem mais para
solubilizacdo através da acidifica¢io do meio devido a liberagio de H', do que pela

complexagdo com cations (JONES, 1998).
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A identificacdo dos dcidos orgénicos produzidos pelo fungo P. chlamydosporia esté
relacionada com a capacidade de solubilizacdo de fosfato pelos isolados e assim a formagao
do halo no meio sélido (Figura 10) provavelmente ¢ devido a secrecdo dos acidos que
permitiu disponibilizar o fosfato.

O OH
OH O]

O OH

OH
OH Hsc/\‘(
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C

Figura 11: Estrutura quimica dos 4cidos organicos. (A) 4cido citrico; (B) dcido acético; (C) acido propidnico.

3.7 Cultivo dos isolados Pochonia chlamydosporia em meio sélido e atividade de fosfatase

No solo, o fitato é a principal fonte de fosfato organico, que para ser liberado é
necessdrio a acdo de fosfatases (WANG et al., 2017). A capacidade dos isolados em
secretarem essas enzimas foi verificada por meio da atividade de fosfatase 4cida e alcalina no
extrato obtido da fermentacdo em meio s6lido e foi constatada uma heterogeneidade de
producdo dessas enzimas entre os isolados. Os isolados PC-4, PC-35 e PC-40 praticamente
ndo secretaram fosfatase alcalina, todavia para a fosfatase dcida houve maior producdo por
esses isolados (Figura 12). Referente aos isolados PC-10, PC-14, PC-45, PC-46 e PC-54
houve a produgdo de fosfatases dcida e alcalina. Com destaque para o isolado PC-10, que

apresentou a maior atividade enzimatica para a fosfatase alcalina (Figura 12).
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Figura 12: Atividade de fosfatase para diferentes isolados de Pochonia chlamydosporia ap6s fermentagdo em
meio solido. I fosfatase dcida; B fosfatase alcalina. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05). As médias de fosfatase 4cida e alcalina foram comparadas

separadamente, letra seguida de * refere-se a fosfatase alcalina

O teste de atividade enzimatica utilizado detecta fosfatases de modo geral, mas dentre
essas existe a possibilidade de alguma fosfatase ter atividade de fitase também. O substrato
arroz utilizado para cultivo do fungo, contém é&cido fitico, e poderia estimular a producao
dessa enzima (GUPTA et al., 2013). Além do mais, no genoma do fungo P. chlamydosporia
(PC170) existe uma anotacdo para fitase extracelular (XP_018141032.1) que foi inferida a
partir de homologia com proteinas da familia de fosfatases alcalinas (LARRIBA et al., 2014).
Portanto, os isolados PC-10, PC-14, PC-45, PC-46 e PC-54 possuem maior possibilidade de
terem atividade de fitase devido a atividade de fosfatase alcalina detectada. A secre¢do dessa
enzima por P. chlamydosporia na rizosfera pode fazer com que seja disponibilizado o fosfato

de fontes organicas para as plantas.

3.8 Produciao de auxina por isolados Pochonia chlamydosporia in vitro e quantificacao

por teste espectrofotométrico

Apo6s 21 dias de cultivo dos isolados de P. chlamydosporia, o 4cido indol acético foi
quantificado nos extratos utilizando o reagente Salkowski, do mesmo modo executado por
Zavala-Gonzalez et al.(2015). A coloracdo rosa da reagdo apds a adicdo do reagente

Salkowski ¢é indicativo de positivo para presenca de auxina, no entanto as amostras dos
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extratos fungicos ficaram marrons (Figura 13). As leituras de absorvancias das amostras
foram realizadas a 530 nm, e o isolado PC-46 teve a maior absorvancia, enquanto que para o
isolado PC-40 a absorvancia foi semelhante ao tratamento testemunha. Na auséncia de
interferentes, pode se relacionar diretamente o valor de absorvancia a quantidade do composto
de interesse, contudo quantificar o hormonio com essas absorvancias seria um equivoco, pois
como a cor ficou muito diferente do padrdo, poderia superestimar ou subestimar a quantidade

de hormdnio produzido pelos isolados.

A B

Figura 13: Teste colorimétrico para quantificagdo de auxina utilizando o reagente Salkowski. (A) Amostra dos

isolados em triplicata. (B) Curva padrao utilizando padrido de AIA em triplicata, em diferentes concentragdes.

Glickmann & Dessaux (1995) investigaram a especificidade e a sensibilidade de varias
formulagdes do reagente Salkowski para intermedidrios da via do 4cido indol acético e
andlogos ao hormonio. Ao realizar a reagdao do reagente Salkowski com 5-hidroxil-AIA a
coloracdo observada foi marrom. Meudt & Gain (1967), relataram que o composto indol-3-
acetaldeido na presenca do reagente Salkowsk resulta também em coloragdo marrom. Esses
estudos apresentam possiveis moléculas que poderiam ser responsdveis pela a coloracio
marrom observada nas amostras dos isolados. No entanto, para que essas moléculas estejam
presentes, seria necessario que o fungo tivesse a capacidade de secretd-las visto que apenas o

extrato obtido da fermentacao foi analisado.

3.9 Teste colorimétrico para compostos fendlicos

A coloracao marrom obtida no teste de auxina pode ser também devido a presenca de

interferentes. As amostras foram submetidas a dois métodos colorimétricos para compostos
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fendlicos totais, Azul da Prissia e Folin-Ciocalteu, e ambos apresentaram coloracdo azul
indicando a presenca de compostos fendlicos.

Para o teste de Folin-Ciocalteu, o controle (C), que continha apenas o meio de cultura
sem indculo, também ficou azul, mas com uma intensidade menor em relagdo as amostras
referentes aos isolados PC-4, PC-10, PC-14, PC-35 e PC-45 (Figura 14 A). No restante dos
isolados, a cor ficou bem préxima a do controle, no entanto, o triptofano € um interferente
desse teste, o que pode explicar a coloragdo azul do controle (EVERETTE et al., 2010).
Pressupondo que o fungo metabolizou parte desse aminodcido, nas amostras dos isolados
provavelmente exista uma quantidade menor desse, diminuindo o efeito do interferente.

No método Azul da Prussia utiliza-se o mesmo reagente do Salkowski (cloreto férrico)
e as coloragdes das amostras ficaram muito escuras, sendo necessdrio dilui-las 5X. A Figura
14 B mostra a coloracdo obtida para as amostras diluidas dos isolados e todas apresentaram
tonalidade azul, principalmente o controle. Provavelmente esse efeito do controle é devido ao
triptofano, que estd sendo oxidado e permitindo a formacdo do complexo azul (Fes[Fe(CN)gl3)
(GRAHAM, 1992). A partir dessa andlise e do teste de Folin-Ciocalteu, a presenca de
compostos fendlicos nas amostras do isolados pode estar interferindo no teste na auxina

contribuindo para a formacao da coloracdo marrom.

PC-4 PC-10 PC-14 PC-35 PC-40 PC-45 PC-46 PC-54 C
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Figura 14: Teste colorimétrico para compostos fendlicos totais dos diferentes isolados de Pochonia

chlamydosporia. (A) Folin-Ciocalteu; (B) Azul da Prissia. A cor azul é indicativo da presenca de compostos

fendlicos.

Para verificar a interferéncia de compostos fendlicos no reagente Salkowski, foi
conduzido um ensaio utilizando padrdes de 4cido gélico e tanico na presenca desse reagente.
As reacdes foram preparadas nas mesmas proporcdes do teste de auxina (1 amostra : 2
reagente Salkowski). A Figura 15 mostra que o 4cido gdlico interferiu no teste devido a

coloragdo amarela obtida e a intensidade da cor aumentou na reacdo com maior concentragao
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do composto. Por outro lado, para o 4cido tanico nao houve mudanca de coloragdo, indicando
que nem todo composto fendlico interfere na reacdo. Apds essa andlise, confirmou-se que
determinados compostos fendlicos podem interferir no teste da auxina quando se utiliza o
reagente Salkowski. Como no extrato podem existir diferentes moléculas que respondem ao
reagente de Salkowski ocasionando diferentes cores, a mistura dessas pode ser o determinante

na colorag@o marrom visualizada.

Figura 15: Teste colorimétrico utilizando o reagente Salkowski para dcido galico (A) e para 4cido tinico (B) em
diferentes concentragdes. Os trés primeiros pocos sdo em menor concentragdo do composto e os dois dltimos em

concentragdo maior.

3.10 Quantificacdo de fitohormonios produzidos por isolados Pochonia chlamydosporia
por LC/MS-MS

Para essa analise, foram selecionados os extratos do controle e dos isolados PC-10,
PC-40 e PC-46. Os extratos foram avaliados quanto a presenca de diferentes fitohormonios,
no entanto somente a auxina foi detectada (Figura 16). No controle foi detectado esse
hormodnio e pode ser explicado pelo fato do meio de cultivo do fungo ser constituido de
batata, na qual a presenca de auxina pode ocorrer principalmente se houver presenca de brotos
(SORCE et al., 2009; SUKHOVA et al., 1993). No entanto, essa constatacdo ndo influenciou
nos dados referentes aos isolados, pois o isolado PC-10 teve concentra¢do de auxina 4,4 vezes
maior que o controle, e o isolado PC-46 concentracdo 3,6 vezes maior que o controle,
certificando-se que os isolados possuem a capacidade de biossintese de auxina. Essa andlise
comprovou que o teste colorimétrico nao € adequado para a quantificacdo de AIA nesse caso,
visto que o isolado que apresentou a maior absorvincia (PC-46) ndo teve a maior
concentracdo de auxina detectada por LC/MS-MS. Por outro lado, a andlise do isolado PC-40
foi compativel com o teste colorimétrico, pois ambos detectaram que o isolado ndo foi capaz

de sintetizar auxina. Além disso, é possivel sugerir que esse microrganismo metabolizou a
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auxina que estava presente no meio, visto que a concentra¢cdo do hormoénio encontrada foi

menor que a existente no controle.
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Figura 16: Quantificagdo de auxina (ng/mL) por LC/MS-MS em isolados de Pochonia chlamydosporia em meio

liquido. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Arabidopsis thaliana é um organismo modelo para o estudo de diferentes vias
metabolicas de plantas e essa € amplamente utilizada para elucidar vias como da producgdo de
auxina. Diferentes vias ja foram identificadas para a producdo desse hormdnio em plantas
(Figura 17A), mas existem etapas cujas proteinas envolvidas ainda nao foram caracterizadas
(NORMANLY, 2010; PIECK et al., 2015). Para microrganismos fungicos, existem poucos
estudos em relagcdo a via metabdlica de sintese desse hormonio. Entretanto a partir de dados
do genoma do fungo Moniliophthora perniciosa, Mondego et al. (2008) verificaram a
existéncia de genes similares a genes de plantas responsdveis pela biossintese de auxina, que
os permitiram fazer anotacdes no genoma do fungo sobre proteinas envolvidas nessa
biossintese e assim propor uma via de biossintese para o fungo.

Comparando algumas proteinas da via de sintese de auxina em plantas com proteinas
anotadas no genoma de P. chlamydosporia, foi possivel excluir determinadas vias devido a
falta de algumas enzimas, como a aldeido oxidase, e sugerir algumas vias utilizadas pelo
fungo a partir de triptofano (Figura 17 B).

Algumas proteinas envolvidas na biossintese de auxina sdo nomeadas como YUCCA,

que correspondem a uma familia de flavinas monoxigenases responsaveis pela conversao de
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triptamina em N-hidroxi triptamina. No genoma do fungo existem sete proteinas
(XP_018138909.1; XP_018144619.1;XP_018144652.1; XP_018140616.1;
XP_018141241.1; XP_018139078.1; XP_018137286.1) dessa familia, indicando a
possibilidade do fungo realizar essas reacdes. Outra proteina presente na via de sintese de
auxina de plantas € a nitrilase, que possui a fun¢@o de converter indol-3-acetonitrila para 4cido
indol-3-acético, e essa enzima também estd presente no genoma do fungo (XP_018146193.1;
XP_018147229.1). Logo, é possivel que o fungo siga a rota metabdlica, triptofano/
triptamina/ N-hidroxi triptamina/ indol-3-acetaldoxima/ indol-3-acetonitrila / 4cido indol-3-
acético (Figura 17 -1B) a partir das proteinas que ja foram identificadas na via de plantas
(NORMANLY, 2010; LARRIBA et al.,2014).

Pieck et al. (2015) apresentaram outra rota para a sintese de auxina a partir do
triptofano que envolve a enzima triptofano aminotransferase a qual converte triptofano em
acido indol-3-pirdvico. Porém, no genoma do P. chlamydosporia existe apenas a anotacao
para aminotransferase de arométicos (XP_018141569.1) que pode utilizar o triptofano como
substrato. Possivelmente essa enzima exerce a mesma func¢do da triptofano aminotransferase.
(LARRIBA et al.,2014). O estudo relata também a possibilidade da conversao do acido indol-
3-pirdvico em dcido 3-indol-acético por acdo da YUCCA (PIECK et al., 2015). Logo, sugere-
se que o microrganismo poderia sintetizar auxina também pela via: triptofano/ 4cido indol-3-

pirtdvico/ dcido indol-3-acético (Figura 17-2B).
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Figura 17: (A) Proposta de via de biossintese de auxina para Arabidopsis de Normanly (2010). (B) Proposta de
via de biossintese de auxina para Pochonia chlamydosporia. (TRP) triptofano, (IAM) indol-3-acetamida, (IPA)
dcido indol-3-pirivico, (IAAld) indol-3-acetaldeido, (IAOx) indol-3-acetaldoxima, (TRM) triptamina, (IAN)
indol-3-acetonitrila e (IAA) dcido indol-3-dcetico, (YUCCA) flavina monoxigenases, (TAA) triptofano

aminotransferase e (NIT) nitrilase.

Dessa forma a disponibiliza¢do do sequenciamento e andlise funcional do genoma do
P. chlamydosporia forneceram informacdes para identificar possiveis vias de producdo de
compostos secretados pelo fungo, como a produgcdo de auxina. A partir de proteinas
identificadas no genoma do fungo foi possivel sugerir duas vias de sintese para esse
composto, considerando apenas as proteinas que foram identificadas na via de sintese de

auxina de plantas.
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4. CONCLUSOES

Todos os isolados de P. chlamydosporia foram capazes de secretar proteases, mas
diferiram na quantidade de enzima secretada. O isolado PC-4 obteve a maior atividade
proteolitica em pH 6,5. A capacidade de solubilizacdo de fosfato da fonte Caz(POs), foi
verificada para todos os isolados, sendo o PC-35 destaque na liberacdo de fosfato em meio
liquido. Esse isolado também apresentou a maior atividade de fosfatase dcida. Enquanto o PC-
10 foi o isolado com a maior atividade de fosfatase alcalina. A capacidade de secrecdo de
acidos organicos e fosfatases pelo fungo contribuem para maior disponibilizacdo de fosfato
para as plantas de diferentes fontes. A secre¢do de auxina foi confirmada nos isolados PC-46
e PC-10 pela quantificacdo realizada por LC/MS-MS. Essas caracteristicas indicam o
potencial desse fungo para aplicacdo biotecnoldgica além do controle biologico, mas também

como um promotor do crescimento das plantas.
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CONCLUSOES GERAIS

Com a metodologia adotada para o fracionamento do extrato bruto de Monacrosporium
thaumasium nao foi possivel identificar compostos nematicidas produzidos pelo fungo. No
entanto, foi identificado que compostos do extrato do farelo de trigo possuem acgdo
nematicida. Logo, o efeito nematicida observado nas fracdes provavelmente € devido aos

compostos do farelo de trigo.

Pochonia chlamydosporia é capaz de secretar diferentes compostos. O cultivo do fungo em
arroz proporcionou a producdo de proteases e fosfatases. Esse microrganismo € capaz de
solubilizar fosfato tricdlcio (Ca3(POs),) devido a producdo de &4cidos organicos e alguns

1solados secretam auxina.



