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1 RESUMO

A biotecnologia visa atender inimeros problemas que afetam a humanidade e para
isto muitas moléculas devem ser exploradas como ferramentas para construir solugdes
alternativas. Metabdlitos como os produzidos por fungos apresentam geralmente duplicidade
de acdo, o que permite explorar seu potencial uso em aplicacdes industriais em diferentes
areas, como farmacologia, agroindustria, bioprocessos, tecnologia ambiental e bioconverséo.
Com o objetivo de estabelecer o potencial dos metabdlitos produzidos pelo fungo Beauveria
bassiana, toxinas puras (beauvericina, basianina, tenellina, oosporeina) e extratos brutos
foram testados em diferentes ensaios de atividade citotoxica e antimicrobiana. Os resultados
mostram que a producdo de beauvericina (BEA) foi significativamente diferente entre todos
os isolados e sugerem uma ativa participacdo desses metabolitos na morte do inseto,
mostrando diferencas estatisticamente significativas entre a CCsy de BEA sobre a linhagem
celular Spodoptera frugiperda SF-9 (2,81 e 6,94 uM) e os valores das outras micotoxinas
(4,23 - 11,95 uM). Adicionalmente, demonstrou-se o efeito no desenvolvimento da ferrugem
e reducdo na germinacgdo. Todos os tratamentos dos metabdlitos puros e dos extratos brutos
provenientes do crescimento do fungo B. bassiana apresentaram efeitos inibitérios sobre as
diferentes espécies de bactérias utilizadas nos ensaios mostrando atividade bactericida contra
0 género Proteus sp. e bacteriostatica sobre os géneros Staphylococcus sp., Klebsiella sp.,
Salmonella sp .e E. coli. Da mesma forma, as enzimas digestivas p-glicosidases e Leucina-
aminopeptidase (LAP) da broca gigante da cana-de-aclcar Telchin licus licus foram
estudadas visando o controle da praga. Os resultados mostraram que as Bf—glicosidases da
broca possuem uma Ky, e Vmax para p-nitrofenil-p-D-glicopiranosideo (pNBG) de 1,74 mM e
0,005 mmol/min/mg de proteina respectivamente, a melhor atividade da enzima foi
encontrada com pH 6,0 e 7,0 e temperatura entre 50 e 55° C. Do mesmo modo, demonstrou-
se o efeito de diferentes inibidores e ativadores da enzima, registrando para Mg** o maior
incremento em atividade. Na comparacdo da atividade especifica de LAPs com outros
insetos, Hypothenemus hampei mostrou a maior atividade. T. licus licus possui 3 isoformas
da enzima que séo inibidas completamente com bestatin 0,1 mM a pH 7,0. Adicionalmente,
um completo estudo da atividade holocelulase do fungo Schizophyllum commune demonstrou
o efeito indutor do carboximetilcelulose (CMC) 1% e das diferentes fontes de carbono na
producdo das enzimas, aparentes Kn, € Vmax para pNPG das p—glicosidases de 0,303 mM e
0,504 mmol/min/mg de proteina, a melhor atividade da enzima foi a temperatura entre 50 -

60° C e pH 7,0. Finalmente, usando microscopia eletronica de varredura (MEV) o mecanismo
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fisico usado pelo fungo para degradar bambu (Guadua angustifolia) foi observado e o
potencial dos metabdlitos produzidos avaliado. Os dados aqui apresentados constituem uma
valiosa ajuda no desenho de estratégias voltadas a geragdo de plantas resistentes aos insetos-
praga estudados, na busca de novos compostos antibacterianos e no aproveitamento de

residuos lignoceluldsicos para producéo de alcool de segunda geracao.

2 ABSTRACT

Biotechnology aims to address several problems affecting mankind. For this reason,
many molecules should be explored as tool to develop new alternatives solutions. Metabolites
produced by fungi have usually double action, which allow approach theirs potentials use in
different industrial applications in areas such as pharmacology, agroindustry, bioprocess,
environmental technology and bioconversion. In order to establish the potential of
metabolites from Beauveria bassiana fungus, the cytotoxicity and antimicrobial activity of
pures toxins (beauvericin, bassianin, tenellin, oosporein) and crude extracts were tested. The
results show that beauvericin (BEA) production was significantly different among all isolates
and suggest an active participation of these metabolites in the insect’s death. Statistical
difference was found when BEA CCs values on cell line Spodoptera frugiperda SF-9 (2.81
and 6.94 uM) were compared with those values from others mycotoxins (4.23 - 11.95 uM).
Additionally, it was shown an effect on the development of rust, and reduced germination.
All treatments of pure metabolites and crude extracts from B. bassiana growth showed
inhibitory effects on different species of bacteria used in bioassays, showing bactericidal
activity on the genus Proteus sp. and bacteriostatic effect on the genus Staphylococcus sp.,
Klebsiella sp., Salmonella sp. and E. coli. Likewise, digestive enzymes B-glucosidases and
Leucine aminopeptidase (LAP) from sugarcane giant borer Telchin licus licus were studied in
order to control the insect pest. The results showed apparent K, and Vmax towards p-
nitrophenyl-B-D-glucopyranoside of 1.74 mM and 0.005 mmol/min/mg of protein
respectively for B-glucosidases, the highest enzyme activity resulted with pH between 6.0 and
7.0 and temperature between 50 e 55 °C. Besides, it was shown an effect of activators and
inhibitors on the enzyme with major increments with Mg?*. The LAP specific activity was
compared among different insects and Hypothenemus hampei exhibited the highest activity.

T. licus licus has three isoforms that are inhibited completely with 0.1 mM bestatin at pH 7.0.
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Finally, a complete study of holocellulase activity from Schizophyllum commune fungus
showed inducing effect of 1% carboxymethyl-cellulose CMC and different carbon sources on
enzyme production. Ky, and Vax towards p-nitrophenyl-p-D- glucopyranoside (pNBG) of -
glucosidases were 0.303 mM and 0.504 mmol / min / mg protein respectively, the highest
enzyme activity resulted with temperature between 50 - 60° C and pH 7.0. Finally, by using
scanning electron microscopy (SEM), the physical mechanism used by the fungus to degrade
bamboo (Guadua angustifolia) was observed and the potential of metabolites produced was
evaluated. The data presented here constitute a valuable contribution in the design of
strategies to generate plants resistant to insect pests, in search of new antibacterial
compounds and the use of lignocellulosic residues for production of second generation

biofuels.
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3 INTRODUCAO

A producdo mundial de alimentos é suporte para o desenvolvimento da humanidade,
uma vez que este aspecto é fundamental em todos os sentidos para a sobrevivéncia dos seres
vivos que habitam o planeta. A quantidade e a qualidade da producédo de alimentos pelo setor
agricola sdo afetadas por varios agentes abioticos e bioticos. Com relacdo aos agentes
bidticos, os principais sdo 0s insetos-praga € 0s micro-organismos patogénicos que atacam
em diferentes orgdos da planta. Estes danos causados por agentes bidticos na producéo,
juntamente com precos baixos e elevados custos de producéo, estdo provocando uma drastica
diminuicao de lucros para os produtores de culturas como café, soja, cana-de-agucar, milho,
tomate e outras.

Consideraveis perdas econdmicas sdo ocasionadas pelo ataque de pragas e doencas
destas importantes culturas. Atualmente, a broca-do-café (Hypothenemus hampei) pode
causar perdas de até 100% da producdo em diferentes locais, enquanto que em cana-de-
acucar insetos da ordem Lepidoptera, como Telchin licus licus (Broca gigante da cana-de-
acucar), geram perdas de 30% da producdo (Mendonca et al., 1996). Quanto a doencas de
importancia econdmica, pode-se ressaltar a ferrugem do cafeeiro causada pelo fungo
Hemileia vastatrix e a ferrugem da cana-de-aclcar causada pelo fungo Puccinia
melanocephala (Agrios, 1996).

Uma solucdo alternativa para os problemas fitossanitarios tem sido o uso do controle
bioldgico. Para 0 manejo integrado de pragas como a broca-do-café, H. hampei, recomenda-
se 0 uso de fungos entomopatogénicos, como Beauvaria bassiana (Bustillo et al., 1998). A
eficacia deste fungo entomopatogénico, frequentemente utilizado em programas de
biocontrole de pragas, é atribuida principalmente a producdo de uma ampla variedade de
metabolitos secundérios, incluindo micotoxinas, que sdo moléculas bioativas de natureza
geralmente peptidica (Thakur e Smith 1997; Nilanonta et al., 2000). Estas moléculas sdo
produzidas por reacdes consecutivas, catalisadas por enzimas do metabolismo intermediério
primario, as quais geram respostas em diferentes organismos que apresentam atividade
inseticida e antimicrobiana (Volcy e Pardo, 1994). E precisamente para as propriedades
acima demonstradas por este tipo de micro-organismo que sdo necessarios maiores estudos
para analisar o potencial uso dessas moléculas, ndo so para o controle de pragas e doencas em
vegetais, mas também em animais e humanos.

A biotecnologia oferece oportunidades para a resolugédo de muitos dos problemas que

afetam a agricultura, como, por exemplo, a redugéo da producéo de alimentos causada por
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insetos-praga e fitopatdgenos, efeito estufa, contaminacéo, entre outros (Bon et al., 2008). No
entanto, é necessario que haja um aprofundamento nas linhas de pesquisa para fornecer
solucdes eficazes para estes problemas. Uma alternativa viavel é a exploracdo da atividade
biolégica de diferentes moléculas provenientes de micro-organismos, para estabelecer as
aplicacBes potenciais em processos biotecnologicos. Os fungos produzem uma quantidade
significativa de biomoléculas (produto dos metabolismos primario e secundario) que podem
ser utilizados para aplicagdes industriais em diferentes éareas, como farmacologia,

agroindustria, bioprocessos, tecnologia ambiental e bioconverséo.

3.1 Aplicagéo potencial: selecdo de controladores biol6gicos na &rea agricola

3.1.1 Mecanismo de infeccdo de fungos entomopatogénicos

O uso dos fungos entomopatogénicos no controle biolégico de pragas tem sido
amplamente demonstrado (Ferron, 1981). No entanto, para o controle das pragas ho campo,
além do controle bioldgico (entomopatogénicos e parasitoides), é recomendavel a integracao
de outros métodos, como o controle quimico e o trato cultural. A pulverizacdo de
formulacBes liquidas de fungos entomopatogénicos como B. bassiana e Metarhizium
anisopliae, na dose de 1x10" conidios, induz mortalidades entre 36% e 69% na populagéo de
broca-do-café (Bustillo et al., 1991). O processo de infec¢do dos fungos entomopatogénicos
pode ser resumido em trés fases (Chanrley e St Leger, 1986):

1. Adeséo de esporos a cuticula do inseto.

2. Acdo enzimaética do fungo na cuticula do inseto, permitindo a entrada dos tubos
germinativos e a producdo de micélio no corpo do inseto.

3. Agdo complementar das toxinas produzidas por fungos no processo infeccioso e
posterior morte do inseto.

A produgdo in vitro de toxinas de B. bassiana ¢ induzida com quitina no crescimento
dos fungos em meio liquido enriquecido e em ambientes adequados para o seu metabolismo
(Rombach, 1988).

3.1.2 Andlise de toxinas e melhoramento dos fungos controladores

Atualmente, algumas metodologias foram desenvolvidas para detectar micotoxinas
nos alimentos, em contraste com 0s poucos estudos de metabdlitos de fungos, que podem ser
utilizados como inseticidas, herbicidas, fungicidas e antibidticos (Strasser et al., 2000). Para

producdo e extracdo de metabdlitos de fungos como as micotoxinas, sdo utilizadas
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metodologias de crescimento do fungo em meios de cultura suplementados com sacarose,
nitrato de sodio, fosfato de potassio, sulfato de ferro e outros minerais, para fornecer os
compostos essenciais no desenvolvimento do organismo. Além disso, a adi¢do de indutores é
considerada uma parte importante da producéo (Jegorov et al., 1998). Ap6s o crescimento
dos fungos em meio de cultura, a obtencao final envolve métodos de filtracdo a vacuo para
separacdo de micelio e esporos do meio liquido, precipitacdo de proteinas com sulfato de
amonio e extracdo com solventes (Claydon e Grove, 1982). A anélise dos extratos é realizada
por técnicas soroldgicas ou cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) por comparacéao
com padrbes. A cromatografia € utilizada comumente para separar e detectar moléculas
produzidas pelos fungos e na analise de metabolitos, devido a sua sensibilidade na deteccao
de compostos ndo volateis ou termolédbeis (Skoog e Leary, 1994; Turner et al., 2009;
Craveiro et al., 2010). Atualmente, outro tipo de técnicas como a Cromatografia liquida
acoplada a massas LC/MS, Cromatografia gasosa acoplada a massas GC/MS e técnicas de
ressonancia magnética nuclear (RMN) tem sido amplamente utilizadas na separacdo e
identificacdo de toxina e moléculas bioativas (Pelegrini et al., 2011).

Os fungos entomopatogénicos sdo amplamente utilizados para o controle de pragas no
mundo todo. No entanto, é necessario desenvolver melhores critérios de selecdo por meio das
ferramentas biotecnoldgicas, que permitiriam caracterizar a producdo de micotoxinas
envolvidas nos processos infecciosos, explorar novas moléculas bioativas, selecionar genes
de interesse, desenvolver materiais transformados e, principalmente, avaliar a atividade

inseticida dos micro-organismos previamente coletados no campo.

3.1.3 Broca gigante da cana-de-acucar Telchin licus licus

A broca gigante da cana-de-agucar T. licus licus (Drury, 1173), ataca culturas
economicamente importantes, como banana e cana-de-agUcar, e representa 0 maior problema
fitossanitéario dessas culturas em paises das Américas do Sul e Central como Brasil, Bolivia,
Colbmbia, Panam4, Trinidad e Tobago e Guiana (Mendonga et al., 1996). O ciclo de vida do
inseto é longo e pode chegar a 10 meses nas plantas da bananeira, as larvas penetram no
pseudocaule em quase toda a sua extensdo geralmente na altura de 1 a 1,5 m acima do solo,
onde graves prejuizos gerados afetam a germinacdo das gemas e a produtividade, devido a
queda de plantas e posterior morte da bananeira. Em plantas jovens de cana-de-agucar, as
larvas passam ao rizoma e produzem apodrecimento e posterior secagem dos tecidos da
planta, estas geralmente sdo as partes com maior conteldo de sacarose (Esquivel, 1980). O

controle quimico é dificultado, principalmente pela localizacdo das diferentes fases larvais
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nas plantas, devido ao fato que o inseto estd escondido entre os tecidos formando galerias
(Mendog a et al., 1996). Apesar dos graves danos e perdas econdmicas significativas séo
poucos os trabalhos voltados a entender e caracterizar plenamente todos os aspectos da praga.
Por esta razdo, sdo necessarios maiores estudos visando desenvolver estratégias de controle
do inseto mediante ferramentas biotecnoldgicas como utilizacédo de inibidores, tecnologias de

RNAIi e plantas resistentes.

3.2 Aplicacao potencial: avaliacdo de substratos para processos agroindustriais

3.2.1 Aproveitamento de residuos lignoceluldsicos

A demanda mundial de petréleo para a producdo de energia, producdo de quimicos e
outros materiais vem aumentando continuamente em funcdo do declinio dos recursos fésseis.
Desta forma, é evidente que a longo prazo o preco tem uma tendéncia ascendente. O alto
preco ndo s afeta dramaticamente a producdo de quimicos e energia no mundo todo, mas
também tem impacto grande nos paises em desenvolvimento (Soetaert e Vandamme, 2006).
Assim, ha preocupagdes acerca do futuro em termos de fornecimento de energia e produtos
quimicos. Em primeiro lugar, isto tem causado uma busca continua de fontes de energia
renovaveis, como hidrelétrica, solar, edlica, maremotriz, geotérmica e energia a partir de
matérias-primas renovaveis, como a biomassa. A biomassa pode ser definida como “qualquer
material organico de origem animal ou vegetal que ocorre em ecossistemas naturais ou
manipulados, transformados ou ndo industrialmente”.

Bioenergia é a energia renovavel que vem a partir de biomassa, e se espera que
contribua significativamente para a producdo de energia a médio e longo prazo. Segundo a
Agéncia Internacional de Energia (International Energy Agency (IEA), a bioenergia tem o
potencial para atender 50% das necessidades energéticas do mundo no século XXI. O mesmo
é valido para a sintese de produtos quimicos e materiais, também baseados principalmente em
recursos fosseis como petréleo, gas e carvdo. A industria quimica tem o desafio de fazer uso
da biomassa antes do previsto (Vandamme, 2009).

Em contraste com estes recursos fdsseis, alguns anos atras commodities agricolas
como arroz, trigo e milho continuaram a precos baixos (e até mesmo com tendéncia de
queda) devido ao aumento da producdo agricola. Recentemente, isso mudou radicalmente,
dada a concorréncia entre biomassa para utilizacdo alimentar e biomassa para producdo de
substancias quimicas ou biocombustiveis, tornando-se um problema social. Entretanto, outros

fatores, como mudancas climaticas, seca e precos elevados dos combustiveis em economias
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em rapido desenvolvimento, s&o as principais causas da alta dos precos dos alimentos. Assim,
estratégias como a engenharia genética, especificamente das culturas energéticas ou
industriais (Van-Beilen, 2008), e a producdo de bioenergia a partir de produtos quimicos e
residuos agroindustriais podem aplacar essas tendéncias (Morris, 2006, Zhang e Percival,
2008).

Atualmente, culturas agricolas como milho, trigo, arroz, cana-de-agucar, beterraba,
batata, entre outros, sdo transformados em amido e agUcares em refinarias, como principais
substratos para a inddstria alimenticia, mas também para a maioria dos processos industriais
de fermentacdo e alguns processos quimicos (Dahod, 1999; Kamm e Kamm, 2004).
Especialmente, os processos de fermentacdo podem transformar matérias-primas agricolas
em uma variedade de valiosos subprodutos quimicos, incluindo biocombustiveis como o
alcool, e também solventes organicos, como o butanol (Demain, (2000, 2007); Soetaert e
Vandamme, (2005, 2009); Kunz, 2008; Wall et al., 2008).

Oleaginosas como soja e canola, bem como sementes de palma de 6leo (também 6leos
vegetais e gorduras animais) sdo transformadas em éleos como matéria-prima para as
industrias de alimentos ou oleoquimica, mas recentemente tém sido cada vez mais utilizadas
para a producdo de biodiesel (Canakci e Sanli, 2008; Vasudevan e Briggs, 2008). Embora
essas tecnologias sejam bastante novas, residuos agroindustriais ou de fluxos de residuos
como a palha, farelo, cascas de frutas, palha de milho, bagago de cana-de-agUcar, residuos de
madeira, entre outros, sdo ricos em materiais lignocelulésicos e estdo sendo desaproveitados,
gerando, por sua vez, problemas ambientais (Sarath, et al., 2008; Zhang e Percival, 2008).
Atualmente, esses residuos sdo transformados em biogas de forma eficiente e também
utilizados para producdo de calor, vapor ou geracao de eletricidade. Estes materiais destacam-
se como matérias-primas renovaveis, abundantes e econémicas, tornando-se importantes para
a obtencdo de produtos quimicos e biocombustiveis (Moldes et al., 2002; Sreenath et al.,
2001). Estudos recentes em biotecnologia enzimatica tém desenvolvido rapidamente
processos para tratar esses residuos agroindustriais de forma fisica e quimica, a fim de
melhorar seu potencial na produgdo econdmica de produtos com maior valor agregado
(enzimas, pigmentos, antibidticos, etc.; Bon et al.,, 2008). A utilizagdo dos residuos
agroindustriais tem um impacto na preservacdo da qualidade ambiental, considerando-se as
tecnologias orientadas para a transformacéo sustentavel dos recursos naturais (Dahod, 1999;
Mejia et al., 2007).



Arboleda V, JW (2011)

3.2.2 Fermentacdo e biocatalise

Os micro-organismos (bactérias, fungos, microalgas) sdo fontes inesgotaveis de uma
ampla gama de produtos quimicos. De fato, um numero crescente de produtos quimicos,
solventes, aditivos, alimentares, enzimas, agroquimicos e biofarmacos sdo produzidos com
base na industria da biotecnologia microbiana por meio de fermentacdo ou biocatélise
(Demain, 2007; Vandamme, 2007). Boa parte dos processos microbianos tem impactos
ambientais positivos. Estes produtos microbianos geralmente sdo biodegradaveis e quase
todos sdo produzidos a partir de fontes renovaveis (agrosubstratos), principalmente amido e
acucares. Na atualidade, esses substratos, que sdo ingredientes industriais em processos de
fermentacdo em todo o mundo, provém principalmente da agricultura. As praticas agricolas,
assim como a transformacdo industrial dos produtos, demonstram que o0s residuos

agroindustriais devem ser considerados como substratos e ndo como desperdicios.

3.2.3 Substratos agricolas renovaveis utilizados em processos de fermentacao industrial

Nos dias de hoje, a matéria-prima para os processos de fermentagéo € disponibilizada
direta ou indiretamente pela agricultura. De fato, os grdos dos cereais, residuos de culturas e
produtos agroindustriais sdo as principais fontes de nutrientes para 0s micro-organismos. A
maioria das fontes de carbono é de origem vegetal, mas também alguns tipos de nutrientes
microbianos sdo de origem animal (peptona, lactose, soro do leite; Dahod, 1999; Tabela 1).
H& uma tendéncia geral para substituir os nutrientes de origem animal por derivados de

plantas em virtude da ameaca de transferéncia de doencas.

Tabela 1. Fontes tipicas de carbono utilizadas em fermentagdes industriais.

Carboidratos

Farinha de milho Melaco de cana-de-agUcar
Amido (diversas plantas) Melago de beterraba
Dextrina Sacarose
Xarope de glicose Licor de sulfitos de residuos
Dextrose Hidrolisados de madeira
Maltose Acidos Organicos
Soros Residuos agroindustriais
Lactose
Oleos e alcoois
Oleo de soja, oleato de metila Glicerol
Oleo de milho, dleo de algodio, 6leo de amendoim  Poliois
Oleo de palma Hidrocarbonetos
Oleo de peixe Metanol

Etanol

10
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3.2.4 Carboidratos como substratos de carbono

Em geral, os carboidratos servem para muitas fun¢Ges importantes, especialmente
como fonte de carbono e nutrientes para cultivos em larga escala de micro-organismos
(Tabela 2). Alguns carboidratos baratos, como melaco de beterraba e cana-de-acucar,
sacarose, fécula, hidrolisados e xaropes de glicose, sdo utilizados quase universalmente como
fontes renovéaveis de carbono em processos de fermentacdo em larga escala.

Tabela 2. Fungdes importantes dos carboidratos

Comum:
v" Dieta dos organismos vivos, incluidos os micro-organismos
v Fonte de energia
v Armazenamento de compostos
v/ "Construcdo" de material bioldgico
v' Substrato para fracionamento quimico
Especial:
v" Moléculas mensageiras: receptores, reconhecimento de sitios,
interacdo lectina, imunoestimulantes.
v" Aclcares ndo usuais
v' Intermedidrios quirais
v Biopolimeros, bioplasticos
Volumes:
Sacarose: > 100 x 10° toneladas/ano
Glicose: > 10 x 10° toneladas/ano
Fermentacéo de carboidratos como matéria- prima: 4 x 10" toneladas / ano|
Uma estimativa de carboidratos totais da natureza utilizados como matéria-prima para

processos de fermentacdo industrial é de 4.107 toneladas por ano. O melago produzido a
partir de cana-de-aclcar ou de beterraba, produto separado do licor-mde da sacarose
cristalizada, possui um total de acucar fermentaveis na faixa de 50-55% em peso e é
amplamente utilizado na fermentagdo e produgdo de fermento, etanol, glutamato
monossodico, &cido citrico, enzimas industriais e muitos outros. Além disso, é também uma
fonte de nitrogénio, minerais, vitaminas e fatores de crescimento (Vandamme, 2009).

Por outro lado, o0 amido quase sempre ndo pode ser usado em sua forma nativa na
maioria das aplicacbes de fermentacdo, porque ele sofre gelatinizagdo na esterilizagcdo do
caldo de fermentacdo, o que resulta em alta viscosidade, cuja diminuigéo requer a liquefacao
com as a-amilases. J& submetido ao processo anterior, 0 amido pode ser utilizado como fonte
de carbono; porém, os micro-organismos envolvidos tém de produzir as glicoamilases
necessarias, como no caso de muitos bacilos e fungos. A maltodextrina, resultado da hidrolise
acida ou enzimatica do amido, pode ser utilizada para a producdo de antibiéticos como

penicilina —cefalosporina— e estreptomicina, entre outros (Hobbs et al., 2009; Liu e Zhang,
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2009; Maningat et al., 2009; Mimi-sakinah et al., 2009; Vasanthan, 2009; Yamada et al.,
2009).

Os xaropes de glicose sdo obtidos pela acdo da amilase no amido, um processo
chamado de sacarificacdo. Estes xaropes (85-90% glicose), também conhecidos como amido
hidrolisado, sdo os mais frequentemente utilizados em aplicacdes de fermentacdo para a
producdo de acido citrico, acido gluconico, acido itaconico, L-aminoacidos (Glutamato
monossadico, L-lisina, L-treonina) e varios antibidticos. Para a producdo de acido lactico e
outros produtos quimicos, é preferivel a utilizacdo de glicose pura (dextrose) para facilitar a
recuperacdo do produto (Dostalek et al., 2009; Johnson et al., 2009; Morales et al., 2008).

Os residuos do processo de fabricacdo de papel sdo ricos em agucares, como pentoses,
que podem ser utilizados como fonte de carbono por leveduras do género Candida sp., entre
outros micro-organismos (Murdock, 1952). Atualmente, as fontes de carbono séo preferidas
em fermentacgdes industriais devido as limitacGes impostas pelos micro-organismos e porque

s0 requerem uma transformacéo simples do produto final.

3.2.5 Utilizagdo de residuos agroindustriais na inddstria biotecnoldgica

Ao processar residuos agroindustriais ou fluxos de residuos, o maior desafio ainda é a
liberacdo de agUcares fermentaveis, o principal componente destes residuos (Canakci e Sanli,
2008; Sarath et al., 2008; Vasudevan e Briggs, 2008; Zhang e Percival, 2008). Na maioria
dos casos desses residuos agroindustriais, sao necessarios pré-tratamentos fisicos (calor),
quimicos e enzimaticos antes de iniciar as tecnologias de fermentacdo microbiana ou
enzimatica (biocatalise). Uma excecdo é o uso da tecnologia de fermentacdo em estado
solido, em que a lignocelulose crua é o substrato direto para a producdo microbiana
(Robinson et al., 2001).

A maioria dos residuos agroindustriais tem grande potencial, uma vez que podem
servir como fonte de nutrientes para os processos de biotecnologia industrial que visam a
producdo de uma vasta gama de produtos quimicos, combustiveis e outros. Finalmente, a
utilizacdo de diversos residuos agroindustriais alternativos € uma importante proposta para a
producdo de biocombustiveis e outros produtos. Esta medida reduziria a dependéncia dos
residuos mais utilizados e estudados, como os provenientes da cana-de-agucar, gerando valor
agregado e permitindo o desenvolvimento social das comunidades comprometidas com o

desenvolvimento sustentavel (Morris, 2006; Vandamme, 2009).
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3.2.6 Bambu (Guadua angustifolia) como substrato potencial para processos de

bioconversao

O bambu € um recurso natural barato e de rapido crescimento que tem sido
amplamente utilizado na construcdo de casas e em diversas aplicacdes industriais (produtos
domeésticos, industrias de papel, indUstria quimica, energia, e outros). Na caracterizacdo de
colmos de G. angustifolia (Poaceae: Bambusoideae), demonstrou-se que este material vegetal
é composto de células parenquimaticas (metaxilema, floema, e protoxilema) do cértex, fibras,
canais vasculares, e tubos crivosos. A composic¢ao do colmo € parénquima 52%, fibra 40% e
tecidos condutores 8%. Esses valores variam de acordo com a espécie (Xiaobo, 2004). A
biotecnologia, por meio da tecnologia enzimatica, oferece a possibilidade de bioconverséao de
novos residuos agroindustriais (materiais lignoceluldsicos), tais como farelo, palha, cascas de
frutas, cascas de milho, residuos de madeira ou bambu. Estes materiais estdo sendo
subestimados e oferecem uma alternativa adequada como novas fontes de energia.

O bambu é infectado naturalmente por S. commune, um fungo com ampla
distribuicdo, Basidiomicete da familia Schizophyllaceae, pertencente aos fungos da podridao
branca, que coloniza diferentes plantas, incluindo o bambu. Os basidiomicetos tém a
capacidade genética de decompor residuos lignocelulésicos e sdo responsaveis pelos
processos de oxidacdo e degradacdo, mecanismos destrutivos que transformam inGmeras
plantas. Dada a capacidade destes fungos em processos importantes como biorremediacéo,
fungos como Phanerochaete chrysoporium e S. commune sdo amplamente estudados a fim de
se compreender 0s mecanismos de infecgao.

A conversdo de biomassa lignocelulésica envolve processos de hidrdlise. Esta €
catalisada por enzimas que degradam a celulose e a hemicelulose em aclcares fermentaveis.
Adicionalmente, isso tem um impacto positivo na preservacdo da qualidade ambiental,
considerando o desenvolvimento de tecnologias voltadas para a transformacdo sustentavel
dos recursos naturais (Berlin et al.,, 2006). Por esta razdo, os estudos centrados na
biodiversidade e nos aspectos que afetam o processo hidrolitico, como as enzimas
celuloliticas dos micro-organismos e a avaliacdo de potencias substratos, permitiriam
encontrar novos materiais para serem utilizados em processos biotecnoldgicos. Estudos
anteriores envolvendo fungos filamentosos e basidiomicetes agindo sobre diferentes

substratos demonstram a hidrolise da holocelulose (Siqueira et al., 2010).
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3.2.7 Schizophyllum commune

O fungo é um basidiomiceto causador da podriddo branca, capaz de degradar a lignina
de forma eficiente até uma completa mineralizacdo. Este processo ocorre porque esses fungos
tem um sistema completo de enzimas que ataca a molécula de lignina por oxidacdo. Por outro
lado, o corpo de frutificacdo do fungo é um carp6foro pequeno com bordas irregulares,
muitas vezes entre 1 e 3 cm de largura, o fungo € um decompositor importante de madeira e
requer condicdes especiais de umidade. O corpo frutifero € branco-acinzentado no tempo
seco e mais escuro quando chove. As lamelas sdo da mesma cor e tem uma disposi¢édo
longitudinal. O fungo tem uma ampla distribuigdo (cosmopolita) e coloniza diferentes tipos
de arvores em muitos biomas. Além disso, cresce em areas tropicais e é resistente a mudangas

climaticas (Wessels et al., 1972).

3.2.8 Exemplos de aproveitamento de residuos

3.2.8.1 Biocombustiveis

Atualmente, incrementou-se a demanda por fontes lignocelulésicas para a producao
de biocombustiveis (etanol e biodiesel) a partir de residuos agroindustriais. Na producédo de
etanol, utiliza-se comumente bagaco de cana-de-acucar, palha de milho e serragem de
madeira, enquanto que para produzir biodiesel sdo utilizados 6leos vegetais e 6leos residuais
(Cardona e Sanchez, 2007).

Os residuos lignocelul6sicos possuem lignina e celulose. A primeira é a parte mais
rigida da madeira ou das plantas, enquanto a segunda € o componente maleavel que contém
acucares necessarios para produzir alcool, os quais sdo de dificil extracdo. Diferentes projetos
de pesquisa tém sido desenvolvidos na busca de enzimas que permitam digerir os materiais
lignoceluldsicos (Baldrian et al., 2005). Existem micro-organismos encontrados na natureza,
como fungos e bactérias, que sdo eficientes na extracdo de acglcares a partir de materiais
lignocelulésicos. Sdo exatamente os fungos decompositores que crescem sobre madeira 0s
que contém enzimas que degradam adequadamente a lignina e facilitam a extracdo dos
acucares como parte do metabolismo primario.

No Brasil, atualmente o etanol € produzido a partir de cana-de-agucar, enquanto que o
milho é o principal substrato nos EUA para fabricacéo de alcool. E precisamente este pais o
maior produtor mundial de etanol, com 36 bilhdes de litros, seguido por Brasil, com
aproximadamente 24 bilhdes de litros por ano. No entanto, muitas politicas desses paises

visam a producéo de &lcool de segunda geracdo, a partir de residuos lignocelulésicos como
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filosofia da utilizacdo eficiente dos recursos naturais e como uma estratégia de mercado e
economia (Sanchez e Cardona, 2008).

Na Colémbia, o etanol € derivado da cana-de-agUcar. Mas um dos objetivos a serem
alcangados é a producdo de biocombustiveis sem o uso de produtos da agricultura destinados
ao consumo humano, utilizando-se subprodutos dessa atividade que possam ser considerados
como residuos. A visdo mundial € ndo competir com a producdo global de alimentos.
Adicionalmente, o pais tem uma experiéncia muito importante na producdo de biodiesel a
partir de Oleo de palma e espécies emergentes como a mamona. O biodiesel € um
biocombustivel renovavel obtido a partir da transesterificacdo de 6leos vegetais com alcoois
de baixo peso molecular. O uso de biodiesel é favoravel ao meio ambiente, pois ajuda a
manter o equilibrio do CO2 e reduz as emissdes de gases com efeito de estufa, tais como SOx
e CO (Almeida et al., 2002). As técnicas para a producdo de biodiesel utilizam reatores com
catalisadores &cidos ou basicos, com posterior separacdo em operacfes unitarias, como
destilacdo, centrifugacdo, flash, filtracdo e sedimentacdo (Basha et al., 2009; Leung et al.,
2010).

No entanto, um dos principais problemas que enfrenta atualmente o processo de
producdo de biodiesel € a baixa rentabilidade devido ao alto custo das matérias-primas,
porque exige que possuam um baixo teor de umidade e baixa acidez, o que requer o uso de
6leos refinados, alcoois e catalisadores de alta pureza. Por esta razdo, sdo planejados
processos ndo convencionais, como processos extracdo-reacdao (Sanchez e Cardona, 2008) e
enzimaticos (Bajaj et al., 2010; Winayanuwattikun et al., 2008).

3.2.8.2 Acido latico

Alguns autores sugeriram o uso de materiais lignocelul6sicos para a producdo de
certos aditivos alimentares, tais como o acido lactico (Moldes et al., 2001; Sreenath et al.,
2001). O é&cido latico foi descoberto no leite em 1780 pelo quimico sueco C.W. Scheele. A
obtencdo tem uma longa tradicdo industrial que remonta a 1881. A producédo de &cido latico
pode ser abordada por via quimica, a partir de acetaldeido, que reage com &cido cianidrico e
produz lactonitrila. Esta é hidrolisada em acido lactico por meio da biotecnologia, com o
crescimento de micro-organismos que completam o processo a partir das solugdes de
acucares. Varios micro-organismos podem fermentar hexoses, mas s6 alguns podem
fermentar pentoses (Hofvendahl e Hahn, 1997). Assim, o Lactobacillus pentosus tem sido
utilizado para fermentar residuos hemicelul6sicos da atividade agricola com o emprego de

fermentacdo em batelada com boa produtividade e rendimento (Bustos et al., 2004). A
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producdo biotecnoldgica de acido lactico com espécies de lactobacilos pode ser realizada com
varias tecnologias (descontinua alimentada, batelada e fermentacdo continua). Cultivos em
fermentacdo continua tém vérias vantagens em relacéo as fermentacGes em batelada. Em um
sistema continuo, as células sdo mantidas em estado fisiologico e tempo de crescimento
constante. O tempo de crescimento pode ser ajustado, alterando-se a taxa de alimentacéo,
sendo, portanto, mais facil de aperfeicoar a produtividade total. Além disso, um fenémeno
biol6gico observado em culturas descontinuas é a fase de laténcia, que ocorre no inicio da
fermentacdo e obriga a adaptacdo fisioldgica da cultura ao novo ambiente. O crescimento
durante a fase de laténcia € muito lento e representa um periodo com produtividade muito
baixa. No entanto, quando se refere aos sistemas de cultura continua, os termos fase de
laténcia, fase exponencial, fase estacionaria e fase de morte ndo tém sentido. Isso ocorre
porque o sistema esta funcionando continuamente e o crescimento ndo pode ser diferenciado
em fases. Além disso, a cultura continua é fechada com menos frequéncia quando comparada
com reatores em batelada (em que o reator deve ser esvaziado, limpo, esterilizado e
recarregado); dessa forma, ha menor perda de produtividade durante a fase latente (Gassem et
al., 1997). Finalmente, durante a fermentacdo continua, as complexas exigéncias nutricionais

encontradas para varias especies de Lactobacillus poderiam ser reduzidas (Cruz et al., 2000).

3.2.8.3 Fungos comestiveis

Os cogumelos cultivados representam um exemplo do valor e da produtividade dos
residuos agricolas, florestais e agroindustriais que existem em abundancia e podem ser
transformados em proteinas, vitaminas e aminoacidos essenciais a vida humana e animal.
Além disso, o trabalho com este tipo de material oferece um valioso aspecto para a
reciclagem de residuos contaminantes devido ao fato de poderem transformar residuos de
celulose e constituerem-se em uma op¢do produtiva no agronegocio (Horton et al., 2005). A
producdo de cogumelos tem evoluido nos Gltimos tempos, passando da utilizacdo de técnicas
improvisadas para processos mais elaborados na inddstria com alta tecnologia e melhores
rendimentos. Atualmente, poucos especialistas estdo dedicados ao estudo de propagacao,
melhoramento e cultivo de cogumelos. Consequentemente, poucos Sd0 0S avangos em novas
técnicas de cultivo. Geralmente, inimeros residuos da agricultura, silvicultura e agroindustria
sdo desperdicados a cada ano em grandes volumes nos campos, perdendo-se a possibilidade
de transformé-los por meio da biotecnologia em produtos para as industrias quimica e

farmacéutica, entre outras.
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A producdo de cogumelos € uma excelente alternativa para atender as necessidades
nutricionais da populacdo, principalmente nos paises em desenvolvimento, em funcdo dos
baixos custos de producdo, do alto teor de proteinas e grandes volumes de colheita em pouco
espaco e tempo. Em paises asidticos como China, Japdo, Taiwan, Hong Kong e Filipinas, e
paises europeus como Franca, Grd-Bretanha, Espanha e Alemanha, aléem dos Estados Unidos
da Ameérica, o cultivo de cogumelos é muito comum, com dividendos elevados e boas
perspectivas quanto ao futuro desta cultura. Entretanto, no Brasil e na Coldombia, levando-se
em conta a grande diversidade ecoldgica destes paises, esta cultura € minimamente
desenvolvida. (Bonatti et al., 2004).

3.3 Aplicagdo potencial: avaliacdo da atividade antimicrobiana nas areas de

farmacologia e medicina

3.3.1 Moléculas de origem fungica com atividade contra agentes infecciosos em humanos

Os fungos produzem durante seu ciclo de vida uma grande variedade de metabolitos
secundarios, que geralmente sdo utilizados nas suas relagdes com o hospedeiro. As
micotoxinas sdo metabdlitos secundarios formados por uma série de reacfes catalisadas por
enzimas consecutivas de intermediarios do metabolismo primario dos fungos e podem levar a
uma resposta toxica em diferentes organismos (Volcy e Pardo 1994). Metabdlitos produzidos
por fungos entomopatogénicos tém grande potencial como substancias naturais para controlar
pragas e doencas agricolas e no desenvolvimento de novos medicamentos (Turner, 2000).
Tem sido demonstrado que a capacidade do fungo entomopatogénico B. bassiana para
superar 0os mecanismos de defesa do hospedeiro esta relacionado em grande parte a producéo
de toxinas, que oferecem vantagens significativas no processo infeccioso. Adicionalmente,
estes metabolitos também tém propriedades antimicrobianas com elevado potencial de
bioacumulacdo (Thakur e Smith, 1997; Nilanonta et al., 2000, Dev e Koul, 1997).

A histéria da medicina moderna divide-se em dois periodos: antes e depois da
descoberta da penicilina. Gragas a esta importante contribuicdo para o mundo cientifico, o ser
humano pode desfrutar de uma vida mais longa e de um mecanismo de defesa eficiente
contra o ataque de patogenos (Fleming, 1942). Muitas outras pesquisas concentraram-se na
busca de moléculas com propriedades antibiéticas para o tratamento de doencas infecciosas
em todos os niveis (Fournet et al., 1997). A necessidade de descobrir novos agentes
antimicrobianos tornou-se inevitavel, uma vez que as bactérias tém desenvolvido resisténcia

aos antibioticos convencionais (Li et al., 2008).
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3.3.2 Infeccdes hospitalares

Atualmente, um dos problemas enfrentados pelos sistemas de salde ao redor do
mundo é o uso indiscriminado de antibioticos pela populacdo, o que gera aumento de
bactérias e fungos resistentes aos medicamentos mais frequentemente receitados. Dentre 0s
micro-organismos causadores de infecgdes hospitalares, estdo as bactérias da familia
Enterobacteriaceae, que inclui bactérias dos géneros Proteus sp., Klebsiella sp., Escherichia
sp. e Enterobacter sp., dentre outros, assim como fungos filamentosos como Aspergillus. As
enterobacteriaceas ou enterobactérias sdo bacilos Gram negativos com caracteristicas em
comum. S&o organismos encontrados amplamente na natureza e, em mamiferos, habitam os
intestinos como membros da microbiota natural ou como agentes de infec¢do. Enterobactérias
podem ser causadoras de infeccdes intestinais e extraintestinais. Também, algumas cepas de
Salmonela e Yersinia podem atravessar a mucosa intestinal provocando indmeras
bacteremias, assim como infeccGes em diferentes 6rgaos. Bactérias dos géneros Citrobacter,

Hafnia e Providencia podem eventualmente também ser enteropatogénicas.
3.3.3 Principais Géneros bacterianos causadores de infec¢es hospitalares

3.3.3.1 Escherichia coli

O género Escherichia consiste em cinco espécies, das quais a E. coli € a mais comum
e clinicamente importante, estando relacionada a diversas doengas como a sepse, a meningite
e a gastroenterite (Murray et al., 2009). E. coli (Figura 1) é uma bactéria anaerobia
facultativa, Gram negativa e componente da flora intestinal normal (Tortora et al., 2003). A
quantidade de cepas aptas para causar doencas é refletida na diversidade antigénica da
bactéria. Existem muitas cepas patogénicas de E. coli que podem causar diarreias e outras
doencas em humanos e animais. Essas cepas patogénicas expressam fatores de viruléncia que
sdo envolvidos na patogénese (Whittam et al., 2005). Também podem agir como patdgenos
oportunistas, aproveitando periodos em que a imunidade do hospedeiro estd baixa para
ocasionar infec¢fes localizadas e clinicamente importantes, em que as bactérias podem

alcangar a corrente sanguinea e causar sepse (Levinson e Jawetz et al., 2005).

18



Arboleda V, JW (2011)

s ’ w ’ v
X LN | /
- J |
: 2
{ m F ’ Qs
A .
\ <y
» N
v, ~ i )
' -
v L} . i
g % 0,
¢ R p 5
!.\,', Yy
: T B
poge ol --\A L 5
[ v
|- = 4" . !
> 2% y 10 ym
S 2% 0

Figura 1. Imagem microscépica de E. coli. Coloracdo Gram; ampliacdo: 1.000X.

3.3.3.2 Salmonella sp.

As bactérias do género Salmonella sdo bacilos anaerdbios facultativos, Gram
negativos, ndo formadores de esporos e todas sdo consideradas patogénicas em algum grau,
ocasionando salmonelose ou gastroenterite. Seu habitat normal é o trato intestinal dos seres
humanos e de muitos animais (Tortora et al., 2003). Estas bactérias crescem rapidamente em
meios de cultura simples, mas quase ndo fermentam a lactose ou sacarose e possuem a
capacidade de sobreviver congelados em agua por longo periodo de tempo (Jawetz et al.,
2009). Sdo as maiores responsaveis por toxinfecces alimentares humanas. S. typhimurium
(Figura 2) é o sorotipo de origem alimentar com maior frequéncia em todo o mundo, e S.

enteritidis é o segundo sorotipo, sendo este mais comumente encontrado nos alimentos.

F

.
o

Figura 2. Micrografia eletronica transmissdo de S. typhimurium negativamente corada para

aumentar o contraste. ampliacdo: 10.000X.

O risco de bacteremia por Salmonella é maior em pacientes pediatricos e geriatricos e em

pacientes com AIDS. Adicionalmente, a resisténcia a diversos farmacos, transmitida
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geneticamente por plasmidios entre bactérias entéricas, representa um problema nas infec¢bes

por Salmonela (Tirolli e Costa, 2006).

3.3.3.3 Klebsiella pneumoniae

A Klebsiella faz parte da flora normal do trato digestivo humano, mas pode ser
encontrada nas mucosas vaginal, nasal, bucal, uretral e em todas as cavidades. Bactérias
pertencentes a este género infectam, principalmente, os tratos respiratorio e urinério, assim
como feridas cirurgicas. Bactérias pertencentes a este género sdo Gram negativas,
frequentemente associadas a infeccbes do trato urinario, septicemia intra-hospitalar e
pneumonia. Elas sdo importantes patégenos hospitalares que causam morbidade grave e
mortalidade em pacientes hospitalizados (Martinez et al., 2004). K. pneumoniae (Figura 3) e
K. oxytoca causam infeccdes hospitalares, e a resisténcia a antibidticos é o fator principal e
cada vez maior de infec¢Oes hospitalares (infeccdes nosocomiais). A pneumonia causada por
Klebsiella tende a afetar pessoas mais idosas com baixa resisténcia, como as hospitalizadas
ou que sofrem de alcoolismo (Tortora et al., 2003).

Figura 3. Imagem de microscopia confocal de K. pneumoniae. Microbiology (2005). Fonte:

Instituto de Microbiologia, Seoul National University. ampliacdo: 1.000X.

3.3.3.4 Proteus sp.

As espécies de Proteus sdo Gram negativas produtoras de urease, tendo como
consequéncia uma rapida hidrolise da ureia e liberacdo de aménia. As cepas variam quanto a
sua sensibilidade a antibidticos. P. mirabilis & mais suscetivel aos antimicrobianos, incluindo
penicilinas, do que outros membros do grupo, sendo um agente que infecta uma proporcéo
muito elevada de doentes com complicacdo urinaria. Nestes pacientes, ndo s esta bactéria
causa cistite e pielonefrite aguda, mas também a producédo de pedras urinrias, 0 que marca a

infeccdo com este micro-organismo (Figura 4; Jawetz et al., 2009).
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Figura 4. P. vulgaris bactéria Gram negativa demonstrada por coloracdo vermelha/rosa.
Fonte: (http://biology.clc.uc.edu). ampliacdo: 1.000X.

3.3.3.5 Staphylococcus aureus

Os estafilococos sdo células esféricas Gram positivas, anaerobios facultativos,
capazes de crescer em meios que contém alta concentracdo salina e que desenvolveram
rapidamente resisténcia a diversos antimicrobianos. Hoje menos de 10% das cepas sao
suscetiveis ao antibidtico penicilina. O género é constituido de pelo menos 35 espécies, das
quais destacam-se: S. aureus, S. epidermidis e S. saprophyticus (Murray et al., 2009). S.
aureus (Figura 5) produz varias toxinas que lesam os tecidos ou aumentam a viruléncia dos
micro-organismos e € um importante patdgeno para 0s seres humanos, sendo 0 mais
patogénico dos estafilococos (Jawetz et al., 2009). As infec¢bes hospitalares causadas por S.
aureus sao dificeis de tratar, pois este esta exposto a tantos antibiéticos que rapidamente
torna-se resistente a eles. Essa resisténcia a antimicrobianos representa um grave problema e

motivo de grande preocupacéo (Tortora et al., 2003).
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Figura 5. Imagem microscopica de S. aureus. Coloragdo Gram; magnificacdo: 1.000X.
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3.3.4 Epidemiologia

De modo geral, as enterobactérias sdo 0S micro-organismos responsaveis por
processos infecciosos mais frequentemente isolados, representando em torno de 70% a 80%
das bactérias Gram negativas isoladas em rotina de laboratorio. A frequéncia de diferentes
géneros e espécies é fortemente influenciada pelo local onde a infeccdo foi adquirida, isto é,
na comunidade ou no hospital. E importante mencionar que as enterobactérias sio
responsaveis por aproximadamente 50% das infec¢Bes hospitalares, causadas frequentemente
por E. coli, Klebsiella , Enterobacter, Proteus, Providencia e Serratia marcescens. A
permanéncia destas bactérias nos hospitais é favorecida pelo uso constante de antibidticos e
pela presenca de pacientes com defesas orgénicas reduzidas em fungdo do uso de
medicamentos ou de outras formas de tratamento. Deve ser lembrado que antes do uso
intensivo dos recursos modernos de terapéutica, as infeccdes hospitalares eram causadas, na
maioria das vezes, por bactérias Gram positivas, destacando-se a Staphylococcus aureus. Na
realidade, a microbiota infecciosa hospitalar foi amplamente substituida nos ultimos trinta

anos.

3.3.5 Resisténcia antimicrobiana

A incidéncia crescente de bactérias patogénicas resistentes a antibioticos é
preocupante para a comunidade médica e cientifica, pois 0s recursos terapéuticos disponiveis
para o tratamento de muitas infecces estdo se esgotando devido ao aumento da ineficacia
dos antibi6ticos (Torres et al., 2002). Desde a introdugdo dos antibiéticos, tem sido registrada
uma pressdo seletiva dos micro-organismos causada, principalmente, pelo uso inadequado de
antibidticos e quimioterapicos, o que resultou no desenvolvimento de espécies resistentes
(Andrade et al., 2006). Micro-organismos da familia Enterobacteriaceae ja mostraram
resisténcia contra ainoglicosideos e medicamentos da familia das Cefalosporinas. Infec¢des
causadas por membros desta familia parecem provir de bactérias resistentes a medicamentos
mal administrados em infec¢des anteriores. A resisténcia microbiana refere-se a cepas de
micro-organismos que sdo capazes de se multiplicar em presenca de concentragdes de
antimicrobianos mais altas do que as que provém de doses terapéuticas dadas a humanos
(Levinson e Jawetz, 2005).

A resisténcia aos antimicrobianos é um fendmeno genético relacionado a existéncia
de genes contidos no micro-organismo que desencadeiam diferentes mecanismos
bioquimicos, os quais impedem a acdo das drogas. Essa resisténcia pode originar-se em

mutag0es que ocorrem no micro-organismo durante seu processo reprodutivo e resultam em
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erros de cdpia na sequéncia de bases que formam o DNA cromossdmico. Outra origem da
resisténcia € a importacdo dos genes causadores do fenbmeno que consiste na resisténcia
transferivel. Esta resisténcia ocorre por meio dos mecanismos de transducéo, transformacéo e
conjugacdo que envolvem genes situados em plasmidios e transposons que nunca receberam

antibidticos (Tavares, 2000).

3.4 Moléculas de interesse biotecnoldgico

O uso de moléculas como uma alternativa para o controle e apoio aos programas de
biotecnologia destinados a neutralizar o efeito deletério de insetos em culturas de importéancia
econdmica ndo é novo. Muitos estudos demonstram a atividade bioldgica destes compostos
por meio de dietas artificiais que sdo realizadas em insetos testados (Mello et al., 2003;
Carlini e Grossi de Sa, 2002). Alternativas como inibidores de enzimas digestivas de insetos e
moléculas com propriedades inseticidas sdo utilizadas hoje em programas de melhoramento
com o objetivo de gerar plantas resistentes (Oliveira et al., 2004). Os inibidores produzem
efeitos antinutricionais que interferem nas vias metabdlicas e geram processos degenerativos
nos ciclos regulares de crescimento dos insetos (Valencia et al., 2000). No entanto, moléculas
amplamente utilizadas na agricultura possuem também diferentes tipos de atividades
antibidticas, caracteristica interessante na area médica como uma alternativa no tratamento de
doencas infecciosas (Strasser, 2000).

O conhecimento profundo a respeito do metabolismo de insetos-praga e micro-
organismos patogénicos permite identificar alternativas de controle. Inimeras pesquisas tém
sido realizadas e descrevem em detalhes a atividade de algumas das mais importantes
enzimas dos insetos (Valencia et al., 2000). No entanto, organismos como fungos e insetos
tém uma grande variedade de enzimas que lhes permitem superar os efeitos inibitdrios
produzidos por proteinas vegetais, extrair alimento das plantas e decompor materiais
lignocelul6sicos. Precisamente, estas enzimas representam um alvo de estudo, pela
importancia em outras &reas do conhecimento, como a avaliacdo de metabdlitos a serem

envolvidos em processos de bioconversdo de biomassa.
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4 HIPOTESE

Metabdlitos derivados do metabolismo primario e secundario dos fungos Beauveria
bassiana e Schizophyllum commune possuem atividade inseticida, antibacteriana e

decompositora com potenciais aplicacdes em diferentes processos biotecnologicos.

5 OBJETIVO GERAL

Este trabalho objetiva contribuir para o conhecimento, a exploracéo e a bioprospeccao
das potenciais aplicacbes de metabolitos produzidos pelos fungos Beauveria bassiana e
Schizophyllum commune na area agroindustrial (manejo de pragas e doencas de culturas de
importancia econémica e processos de bioconversao) e na area da saude humana (avaliagdo
da atividade antimicrobiana). Adicionalmente, realizar a caracterizagdo de enzimas digestivas

da broca gigante da cana-de-acucar Telchin licus licus.

5.1 Objetivos especificos

- Determinar a participacdo dos metabolitos secundarios do fungo B. bassiana no mecanismo
de infeccdo mediante testes de citotoxicidade e a sua atividade antimicrobiana sobre bactérias
causadoras de doencas infecciosas nosocomiais.

- Estudar o mecanismo de infeccdo natural do fungo S. commune sobre fibras de G.
angustifolia Kunt, mediante microscopia eletrénica de varredura e avaliar a atividade
holocelulase do fungo S. commune sobre diferentes residuos lignocelulésicos.

- Caracterizar parcialmente as enzimas digestivas p-glicosidases e Leucina-aminopeptidase
da broca gigante da cana-de-agUcar T. licus. e identificar enzimas de interesse que possam ser
utilizadas em processos de pré-tratamento enzimatico no fungo S. commune e na broca

gigante da cana-de-acUcar Telchin licus.
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CAPITULO 1. Atividade bioldgica de metabdlitos produzidos
pelo fungo entomopatogénico Beauveria bassiana: uma
avaliacdo intraespecie da producédo da sua principal toxina

beauvericina (BEA)

6 Resumo do primeiro capitulo

A Beauvericina € um ciclo-hexadepsipeptideo e a principal toxina produzida pelo fungo
entomopatogénico B. bassiana (Balsamo). Utilizando ELISA, isolados do fungo pertencentes
a distintos grupos genéticos foram analisados para determinar a variabilidade na producéo de
BEA. Adicionalmente, a participacdo destes metabolitos secundarios (Oosporeina (OOS),
Basianina (BAS), Tenellina (TEN) e extratos brutos) no processo de infec¢do do fungo sobre
o0 inseto foi avaliada em testes de citotoxicidade sobre as linhagens celulares SF-9 e SF-21.
No entanto, este tipo de molécula possui atividades bioldgicas distintas e seu potencial
antifingico e antimicrobiano foi determinado contra a ferrugem-do-café e bactérias
causadoras de doengas nosocomiais, respectivamente. Os resultados mostram que a producao
de BEA foi significativamente diferente entre todos os isolados e sugerem uma ativa
participacdo desses metabdlitos na morte do inseto, mostrando diferencas estatisticamente
significativas entre a CCsy de BEA (2,81 e 6,94 mM) e os valores das outras micotoxinas
(4,23-11,95 mM). Adicionalmente, demonstrou-se o efeito no desenvolvimento da epidemia
da ferrugem, reducdo na germinacdo e ativacdo de proteinas de defesa na planta de café.
Todos os tratamentos dos metabdlitos puros e dos extratos brutos provenientes do
crescimento do fungo B. bassiana apresentaram efeitos inibitorios sobre as diferentes
espécies de bactérias utilizadas nos ensaios.

A avaliacdo da atividade bioldgica deste tipo de metabdlitos facilita a selecdo de

melhores isolados, mas também, oportunidades de aplicacdo em outras areas de importancia.

7  Material e Métodos

7.1 Isolados fangicos, germinacao e testes

Nove isolados de B. bassiana (Bb 9205, Bb 9010, Bb 9024, Bb 9011, Bb 9119, Bb
9016, Bb 9023, Bb 9001, Bb 9005), um de B. brogniartii (Bbr 9301) e um de M. anisopliae
(Ma 9236) foram obtidos a partir da Cole¢cdo de Micro-organismos do Centro Nacional de
Investigaciones de Café, Cenicafé, Coldmbia, SA (Tabela 3). Todas as cepas tinham sido
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anteriormente caracterizadas com a utilizacdo de RAPDs e sequéncias ITSs, sendo
representados os principais grupos genéticos do trabalho descrito por Gaitan et al. (2002). A
reativacdo de 0,1 mL de estoque (10% de glicerol a -70° C) foi feita por replicacdo em placas
de Petri com Sabouraud Dextrose Agar (SDA), cultura contendo 0,4% de cuticula de broca-
do-café. Vinte placas de cada linhagem foram mantidas de 9 a 11 dias a 25 °C em completa
escuriddo. Das coldnias obtidas em DAS, uma suspensédo de esporo foi preparada por meio da
adicdo de 10 mL a cada mL de &gua destilada estéril contendo 0,1% de Tween 80 e 0,25% de
glicerol. A partir de uma diluicdo 107, aliquotas de 5 pL foram coletadas e depositadas em
laminas de vidro. Ap6s uma incubacdo de 24 horas em camara Umida a 25 + 1 °C e escuro,
uma gota de lactofenol azul (50 uL) foi depositada sobre os pontos de inoculacdo e 100
esporos foram registrados para determinar a porcentagem de germinacdo. Trés repetices

para cada isolado foram testados.

7.2 Preparacdo e inocula¢do dos meios liquidos de cultura

Utilizou-se o meio liquido Sabouraud contendo 0,1% de quitina estéril para a
inoculacdo com a suspensdo inicial dos esporos (Vélez et al., 1997). Frascos contendo 10 mL
de meio liquido foram ajustados para uma concentracéo de 1,4 x 10’ esporos viaveis/mL,
corrigindo o volume a ser inoculado de acordo com o teste de germinagédo. Os frascos foram
incubados em um agitador orbital (150 rpm), a 27 = 1°C, 80% de umidade relativa e
escuriddo durante 9 dias. O pH foi mantido em 6,8 durante a incubacdo. Para verificar a
pureza da cultura, aliquotas de 0,1 mL de cada isolado foram coletadas nos dias 5 e 7 e
cultivadas em placas com SDA. A identificacdo das coldnias foi feita com a utilizagdo de um
estereoscopio, apds 7 dias de incubacdo a 25 °C. Estes meios liquidos foram filtrados com o
emprego de papel Whatman # 1 e vacuo, para separar o extrato bruto da massa de micélios e
esporos. Os micélios obtidos foram lavados trés vezes com A&gua destilada estéril e
depositadas em placas de aluminio (anteriormente pesadas) para secar durante 5 dias sob
temperatura ambiente. Entdo, o peso seco foi determinado para todos os micélios (Uribe et
al., 1997). Por outro lado, a concentracdo de proteinas sollveis totais dos meios liquidos de
cada isolado foi quantificada utilizando-se o protocolo de Bradford (1976) e um equipamento
Unicam UV/VIS 2 espectrofotometro a 595 nm. Finalmente, as culturas liquidas foram
centrifugadas a 14.000xg durante 30 minutos, e 0 sobrenadante foi recolhido para testes

sorolégicos (Kershaw et al., 1999).
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Tabela 3. Informacéo do gendtipo dos isolados selecionados para o estudo.

Isolado Origem Inseto: hospedeiro Familia
Bb 9001  Colémbia (Narifio) Hypothenemus hampei Coleoptera: Curculionidae
Bb 9005  Coldmbia (Narifio) — -----
Bb 9010  Coldmbia Hypothenemus hampei Coleoptera: Curculionidae
Bb 9011  Coldmbia (Huila) Monalonium dissimulatum Hemiptera: Miridae
Bb9016  Tailandia ~  ----
Bb 9023  Filipinas Leptocorisa sp. Hemiptera: Coreidae
Bb 9024  Canada Drycoetes confusus Coleoptera: Scolytidae
Bb 9119  Colémbia (Risaralda) Hypothenemus hampei Coleoptera: Curculionidae
Bb 9205  Colombia Diatraea saccharalis Lepidoptera: Pyralidae
Bbr 9301 Coldmbia (Santander) Antaeotricha sp. Lepidoptera: Stenomidae
Ma 9236* Coldmbia Diatraea saccharalis Lepidoptera: Pyralidae

*Controle

7.2.1 Quantificacdo de Beauvericina (BEA): ELISA

Aliquotas de 200 uL de cada uma das amostras obtidas do liquido sobrenadante de
cada cepa, foram aplicados em pocos distintos da microplaca para fixa¢do durante 24 horas a
8° C. A placa foi lavada duas vezes com solucdo Tris Buffer Salino contendo Tween 0.1%
(TTBS) e uma vez com solucdo Tris Buffer Salino (TBS); em seguida, foram adicionados
200 uL de Tween 20 em cada poco para bloquear a placa durante 1 hora. O passo da lavagem
foi repetido conforme descrito anteriormente, e a incubacdo da microplaca ocorreu durante 2
horas a 37° C, com 50 puL/mL do primeiro anticorpo (Pabs BEA) dissolvido em 15 mL de
solucéo de gelatina 1%. As microplacas foram lavadas nas mesmas condigdes e incubadas
durante 2 horas a 37° C com 5 pL do segundo anticorpo (conjugado com a enzima peroxidase
produziso em coelho e dissolvido em 30 mL de solucdo de gelatina 1%). Logo apés a
lavagem dos pocos, adicionou-se uma aliquota de 200 uL da solucdo de 1 mg de
tetrametilbenzidina dissolvido em 10 mL de TBS contendo 5 uL de H,O; e, finalmente, as
leituras da absorbancia foram realizadas a 490 nm. A concentragdo de BEA (mg/L) foi
calculado por meio de uma correlacdo entre a amostra e absorbancia na curva de

concentragdes conhecidas, descrito como ABS = 0,235 (BEA concentragéo) + 0,0268.

27



Arboleda V, JW (2011)

7.2.2 Ensaios contra a ferrugem do cafeeiro H. vastatrix

Isolados do fungo B. bassiana Bb 9024, Bb 9010, Bb 9205 e Bb 9001 foram
utilizados. Além disso, foram utilizadas solucGes-padrdo Beauvericina (Sigma, 2010) e
Basianina (doada pelo Dr. Leo C. Vining, Dalhousie University, Canada). Os bioensaios
foram realizados com folhas e mudas de Coffea arabica var. Caturra. Os uredosporos de H.
vastatrix foram coletados a partir de lesbes em folhas de campo por meio de raspagem e
dissolvidos em agua destilada estéril. Esta solucdo foi homogeneizada mediante tratamento
com ultrassom durante 30 segundos para dispersar 0s uredosporos, obtendo-se uma

concentracdo de aproximadamente 7-8 X 10* ureddsporos/mL.
7.2.3 Obtencéo de meios liquidos dos isolados de B. bassiana

Os extratos liquidos, obtidos da forma descrita anteriormente, foram centrifugados a
14.000xg durante 15 minutos, e o sobrenadante foi esterilizado com o emprego de filtros
Millipore 0,22 um e seringa especial pouco antes da adi¢do das solugbes de ureddsporos
necessarias para a montagem final do teste de germinacédo e da pulverizacao sobre as plantas

de C. arabica var. Caturra com 6 meses de idade.

7.2.4 Teste de germinacdo de ureddsporos

Para os tratamentos, solucdes foram preparadas contendo os meios a partir de isolados
de B. bassiana e toxina beauvericina, correspondendo a 1, 2, 5, 10, 15 e 20 partes do extrato
em 100 partes da solucdo de ureddsporos. O controle utilizado foi 0 meio liquido sem o
crescimento do fungo, e o controle de germinacdo foi a solucdo original de ureddsporos. As
solugdes foram inoculadas como gotas nos espacos internervais das folhas removidas para
cada dose de cada tratamento. Estas foram colocadas em cdmaras Umidas e transportadas para
uma sala escura, com saturacdo de 100% de umidade até a leitura de germinagdo em um

microscépio optico.

7.3 Avaliacdo do efeito de extratos de B. bassiana sobre o desenvolvimento da ferrugem
em casa de vegetacao
A unidade experimental para cada um dos tratamentos consistiu de 15 plantas de Coffea
arabica var. Caturra, que foram pulverizadas com os extratos liquidos dos fungos Bb 9010,
Bb 9205 e Bb 9001, pertencentes aos grupos de alta, média e baixa producdo da toxina BEA
(Grupos 1, 1l e HI) respectivamente. Além destes tratamentos, também foram pulverizados

meio liquido e 4gua como controles. A dose + alta (>) consistiu somente de extrato cru,
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enquanto que a dose + baixa (<) de uma diluicdo do extrato com agua 1:1. Apds 24 horas, as
plantas foram inoculadas com uma solugdo recente de uredosporos da ferrugem em uma
concentragdo de 6,5 X 10* u/mL, aplicando-se 8 gotas de 10 pL cada nos espacos internervais
entre o primeiro par de folhas. As plantas ja inoculadas ficaram incubadas durante trés dias
em camara escura com saturacdo de 100% de umidade. Posteriormente, estas foram
transferidas durante 60 dias para casa de vegetacdo onde permaneceram para O
acompanhamento do desenvolvimento da doenca, este foi realizado com base no
aparecimento e no grau das lesGes, determinado com o emprego da escala Leguizamon
(Leguizamon, 1983, Figura 6). O experimento foi conduzido em duas épocas (seca e de
chuvas). Para a analise estatistica, avaliou-se a taxa de infeccdo calculada para cada
tratamento, com base no numero e no grau das lesdes, de acordo com a seguinte formula: tf =
2n(g)/(N*7), em que n é o nimero de lesdes em cada grau (g), N é o nimero total de

inoculagdes (16) e 7 equivale ao grau mais alto na escala utilizada.

Figura 6. Escala de reacdes da Hemileia vastatrix Berk. y Br. (Leguizamén, 1983).

As curvas de infeccdo foram comparadas com etapas importantes da epidemia como o
periodo de infeccdo (PI), que corresponde ao tempo no qual pelo menos 75% dos locais de
inoculacdo possuem lesdes de grau 1, e com o periodo de laténcia (PL) definido como o
momento no qual 75% dos locais inoculados apresentam esporulagdo (graus > 4; Leguizamon
et al., 1983). Assim, na escala da doenga, o Pl é alcangcado quando a taxa de infecgdo chega a
0,107, e PL quando ela atinge 0,428.

7.4 Andlise estatistica
Para a analise estatistica dos experimentos, realizou-se uma analise de variancia

(ANOVA) e um teste comparativo entre os tratamentos de Duncan e Tukey a 5%. Os dados
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adicionais de transformacéo e analise LSD (Minima Diferenca Estatistica) foram utilizados

para a classificacdo final de todos os isolados para producédo da micotoxina.

7.5 Bioensaios: Atividade citotoxica de metabdlitos do fungo B. bassiana.

7.5.1 Micotoxinas e reagentes

As seguintes micotoxinas foram utilizadas para os testes biologicos: BEA (Sigma
Co.), O0S, BAS e TEN com 97% de pureza, doada pelo Prof. Leo C. Vining (University of
Dalhousie, Canadd). Os reagentes TNM-FH, soro fetal bovino, dimetilsulféxido (DMSO),
solucdo de antibiotico e uma solucéo de azul de tripan a 0,4% foram adquiridas de Sigma Co.
(St. Louis, EUA).

7.5.2 Cultura das células e tratamentos

Células de Lepidoptera (S. frugiperda) das linhagens IPLB-SF-21 obtidas do
envoltdrio dos ovarios das pupas (Vaughn et al., 1977) e células SF-9 clonadas a partir das
primeiras (Summers e Smith, 1987) foram utilizadas. As celulas foram mantidas a 27° C em
meio TNM-FH suplementado com 10% de soro fetal bovino e uma solucdo de antibidticos
1% (penicilina, estreptomicina e anfotericina) e repicadas a cada 5 dias. Culturas de células
em fase de crescimento (2x10° células/mL com viabilidade de 85%) foram utilizadas para o
inicio do experimento. Com excecéo de BAS e TEN que foram dissolvidos em DMSO, todas
as toxinas foram dissolvidas em metanol e testadas em concentracdes de 1 uM a 10 uM. Os
sobrenadantes (extratos brutos) provenientes do fungo B. bassiana e pertencentes aos grupos
(1, 1, 1l e mistura) foram testados em concentragdes que variaram entre 1 — 100 ppm.
Controles sem presenca dos compostos, agua, solventes e meio liquido sem crescimento do
fungo foram utilizados sem superar 1% da solucéo final. Posteriormente, as células do inseto
na fase estacionéria de crescimento (1,6 x10° células/mL) foram semeadas em placas de
cultura de células de 6 pocos, adicionando as diferentes solu¢Bes para 0 ensaio na proporcao

de 1:100 (v/v). Finalmente, as placas foram incubadas por 48 e 72 ha 27° C.

7.5.3 Testes de viabilidade celular

Segundo a metodologia proposta por Fornelli et al. (2004), as porcentagens de
viabilidade de cada um dos tratamentos foram determinadas mediante a contagem da
exclusdo do corante azul de tripan a 0,4% , feito pelas células vidveis no microscépio de luz
(40X). A solucdo corante foi adicionada em uma propor¢do de 1:1. A concentracdo citotoxica

50 (CCsp) definida como a concentracdo do composto que diminui em 50% a viabilidade
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celular, foi calculada por comparacdo com uma curva padrdo. Adicionalmente, a
concentragdo letal media (CLsp) foi calculada para todos os tratamentos com adicdo dos
extratos brutos do fungo. O experimento foi realizado trés vezes e cada tratamento foi
avaliado com 5 repeticdes.

7.5.4 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Células da linhagem celular SF-9 controle e do tratamento BEA 10 uM apds 72 h
foram utilizadas para as analises. A avaliacao foi realizada com tampéo glutaraldeido 2,5% e
cacodilato de sédio 0,1 M (pH 6,8), ap06s ser mantidas a 4° C durante 12 horas. O material
fixado foi centrifugado a 4500 g por 5 min e 0 sobrenadante foi descartado. Este processo foi
repetido trés vezes. Posteriormente, o sedimento foi pos-fixado em tetroxido de 6smio 2%
por 2 h, seguido de centrifugacdo e lavagem com agua Milli-Q, cinco vezes. O sedimento foi
ressuspendido em acetato de uranila 0,5%, e armazenadas durante 12 horas a 4° C no escuro.
Adicionalmente, foi desenvolvida uma escala progressiva de desidratacdo com etanol (10%,
30%, 50%, 70%, 90% e 100%), esperando 10 minutos entre uma e outra troca, e seguida de
centrifugacdo. A infiltracdo foi feita através da remocdo do etanol e adicdo de resina Spurr,
seguindo o protocolo do fabricante. As amostras foram colocadas em moldes e polimerizadas
por 48 horas em estufa a 70° C. Em seguida, as amostras foram cortadas em sec¢6es semi-finas
de 500 nm e ultrafinas de 50 nm preparadas em um ultramicrotomo (LKB Ultrotome I1I).
Finalmente, as amostras foram coradas com acetato de uranila 2% por 1 h no escuro e a
analise realizada em um microscopio eletrdnico de transmissdo JEOL JSM-1011 (JEOL,

Téquio — Japdo), com um potencial de 10 kV.

7.5.5 Andlise estatistica

Para a andlise estatistica dos experimentos, realizou-se uma analise de variancia
(ANOVA) e um teste ndo-paramétrico de Tukey a 5% para a comparagdo entre 0S
tratamentos. As analises estatisticas de viabilidade celular foram realizadas utilizando o
programa SigmaStat 2,03 para Windows (SPSS Inc., EUA). As diferencas foram
consideradas significativas para CCsg e CLsg para p < 0,05 ¢ p < 0,005 respectivamente. CLsg
e seus limites de confianga inferior e superior (95%) foram calculados com o programa

estatistico Probit.
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7.6 Avaliacdo da atividade antibacteriana

7.6.1 Bactérias

As bactérias patogénicas dos géneros Proteus sp., Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhimurium e Klebsiella pneumoniae todas causadoras de infeccOes

hospitalares oportunistas foram usadas nos bioensaios.

7.6.2 Ensaios de inibicédo

A atividade antimicrobiana foi determinada usando o método de microdiluicdo em
caldo descrito no M7-A6 do National Committee for Clinical Laboratory Standards (2006).
Previamente, uma curva de crescimento da cultura original foi obtida, com a finalidade de
determinar a relacdo entre unidades formadoras de colénias (UFC) e densidade 6tica, de
acordo com a técnica de micro gotas para contagem de células bacterianas viaveis em uma
suspensdo. Para os ensaios de atividade antimicrobiana, 0,1 mL do inoculo foi cultivado em 4
mL de meio LB (Luria-Bertani, pH 7,0) por aproximadamente 3 horas, até que a densidade
Gtica alcancasse a metade da fase logaritmica. Apds esse tempo, uma aliquota correspondente
a 5x10° UFC.mL™, as micotoxinas (BEA, BAS, TEN e OOS) a uma concentracdo de 1 ,5 e
10 uM e os extratos brutos dos isolados selecionados de cada grupo de producéo de BEA (I,
I1, 111 bem como a mistura deles) em uma concentracdo de 5, 10 e 20% dos mesmos foram
adicionados em uma solucdo contendo meio LB para obtencdo de um volume final de 0,1
mL. Posteriormente, foram aplicados nos pocos das microplacas. O controle positivo foi
representado pela presenca das bactérias em meio suplementado com cloranfenicol a uma
concentracdo de 60 pg.mL™; o controle negativo, consistiu-se na presenca das bactérias em
meio liquido LB na auséncia de qualquer composto. Também foi realizado um controle do
meio de cultura (auséncia das bactérias na presenca de qualquer composto), para assegurar a
confiabilidade dos ensaios. Os pocos foram preenchidos com 0,1 mL tanto da amostra quanto
dos controles. Os ensaios foram realizados em triplicata. O crescimento bacteriano foi
monitorado a 595 nm, a cada 30 minutos até o crescimento bacteriano atingir a fase
estacionéria.

Para avaliacdo da atividade antibacteriana, as médias de todos os tempos foram
subtraidas pela média do primeiro tempo de leitura. A porcentagem de inibicdo do

crescimento bacteriano foi calculada de acordo com a férmula abaixo:

A = Média da absorbancia da triplicata da

100- (A x 100)
C-

amostra teste, referente a cada tempo
C-= Média da absorbancia da triplicata do
controle negativo, referente a cada tempo
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8 Resultados e Discussao

8.1 Testes de germinagéo e produgdo de massa micelial seca

A analise de variancia (ANOVA) feita para a variavel germinacdo de conidios indicou
diferencas estatisticamente significativas entre os isolados (o = 0,05, p <0,0001, CV = 10,04).
A partir dos resultados do teste de Duncan, Bb 9001 apresentou a maior taxa de germinacéo
(80,88%), enquanto que a partir de conidios, Bb 9010 e Bb 9011 mostraram a menor taxe de
germinacdo (Tabela 4). Mesmo com a corre¢do do indculo introduzido apds os testes de
germinacdo, a produgdo de micelio variou entre os isolados (a = 0,05, p <0,0001, CV =
18,33), embora 6 deles tenham apresentado semelhante producdo de micélio seco ap6s 9 dias
de incubacdo (Tabela 4). Consistentemente, Bb 9010 apresentou 0 menor crescimento de
todos. A quantificacdo de proteinas totais sollveis, realizada com a utilizacdo do método de
Bradford, resultou em diferencas significativas entre as linhagens (a = 0,05, p <0,0001, CV =
17,32), em que o isolado Bb 9205 produziu a maior concentracdo de proteinas totais solUveis
(475,40 mg/L), enquanto Bb 9023 apresentou a menor concentracdo (56,69 mg/L). Para o

resto dos isolados, as concentracdes variaram de 100 a 300 mg/L (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de porcentagens de germinagdo, massa seca e producdo de proteina total
soltvel (Bradford) para cada um dos 10 isolados fungicos de B. bassiana selecionados.

Porcentagem de Massa micelial seca Proteina total

Isolado germinacao (%) (mg) soltvel (mg/L)
Bb 9001 80,88 + 0,61° 43,00 + 5,09 °¢ 355,73 + 10,89 ©
Bb 9005 56,59 + 8,70 ™ 39,34 + 7,01% 204,54 + 33,85 *
Bb 9010 37,29 +3,70 2 8,72+1,77°2 133,19 + 24,61°
Bb 9011 30,05+ 4,202 40,76 + 2,73 %€ 198,76 + 24,86
Bb 9016 38,58 + 4,88 33,64 + 7,48 ¢ 166,21 + 31,21°“
Bb 9023 61,01 + 4,59 ¢ 43,90+ 4,17 % 56,69 + 35,12 2
Bb 9024 49,15+ 7,55 ¢ 44,70 + 6,51 % 183,72 + 4539 ™
Bb 9119 61,61+ 4,62 ° 4652 +7,12 % 156,59 + 28.26 ¢
Bb 9205 65,24 + 6,69 ¢ 50,88 + 7,33 ¢ 475,40 +67,39
Bbr 9301 4718 +222 " 28,26 +12,21° 213,53 + 36,60 ¢

* Medias com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes (Duncan 5%).
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8.2 Variabilidade na producédo de BEA

Uma maior producdo liquida de BEA foi observada para os isolados Bb 9024 e Bb
9010, com concentracdes de 98,56 e 98,30 mg/L, respectivamente. Ao contrario, Bb 9119 e
Bb 9001 tiveram menor produgdo, com 18,81 e 15,66 mg/L, respectivamente. (Tabela 5).
N&o se observou correspondéncia entre massa micelial, proteinas totais soltveis e producédo
de BEA. Todas as cepas apresentaram diferencas estatisticamente significativas com o
controle —Ma 9236 e também entre eles, permitindo definir trés grupos bem diferenciados.
Assim, os maiores produtores foram Bb 9024 e Bb 9010, enquanto Bb 9011, Bb 9205, Bb
9005, 9023 e Bbr 9301 conformaram o nivel médio, e os menores produtores foram Bb 9016,
9119 e Bb 9001. Utilizando-se andlise LSD, as diferencas dentro de cada grupo foram
detectadas (Tabela 6).

Tabela 5. Quantificacdo de BEA por 10 isolados do fungo B. bassiana. ND: N&o detectado.

Isolados Producdo de BEA (mg/L) CV

Bb 9001 15,66 © 0,5194
Bb 9005 37,53° 0,7955
Bb 9010 98,30 ° 0,2089
Bb 9011 69,62 ° 0,6774
Bb 9016 27,92 ¢ 0,3883
Bb 9023 35,23 ° 0,1707
Bb 9024 98,56 ° 0,4505
Bb 9119 18,81°¢ 0,7643
Bb 9205 45,79 ° 1,0425
Bbr 9301 32,43" 0,2963
Ma 9236 ND: 0

*Médias com a mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes (Duncan 5%).

Tabela 6. Classificacdo por grupos de producéo

Duncan teste Média do grupo N Classificacao

a* 98,433 10 I
b 44,125 25 I
c 20,799 15 i

*Médias com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes (Duncan 5%). N = NUmero

de dados por grupo.
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Muitos aspectos afetam significativamente a producdo de toxinas, tais como: tempo
de crescimento, producdo de micélios, metabolismo do fungo e condicdes de incubacao,
temperatura, umidade relativa, etc (Rombach, 1988). No processo de producdo desta toxina,
um importante aspecto que deve ser considerado é a sintese do peptideo estar ligada ao
crescimento exponencial na fase de micélio (Vey e Riba 1989). Utilizando-se testes
sorologicos na presenca in vitro da micotoxina em meios liquidos, esta foi produzida,
detectada e quantificada por meio da cultura do fungo em meios liquidos enriquecidos com
cuticula do inseto broca-do-café como agente indutor. A incubagdo de fungos em ambientes
apropriados para o metabolismo deles e a presenca de indutores favorece a producdo de
metabolitos secundarios (Rombach, 1988).

Os resultados do presente estudo mostram uma variagdo na producéo de BEA entre as
cepas selecionadas. Quando se compara estes resultados com os obtidos por Gupta et al.
(1995) e Uribe et al. (1997) que utilizaram outros isolados de B. bassiana, confirma-se a
variabilidade na producdo desta micotoxina por diversos isolados de fungos. Além disso,
estudos recentes que avaliam beauvericina e enniatinas (K e I) de espécies de Fusarium sp.
também demonstram essa diversidade (Song et al., 2008). Os resultados deste estudo
confirmam a variabilidade intraespécie na producdo do peptideo, no que se refere as cepas
selecionadas (Tabela 7).

Tabela 7. Analise LSD e diferenciacdo entre os grupos pela producdo de BEA.

Grupo Isolados Producdo de BEA Transformado® Anélise estatistica LSD

I Bb 9024 9,928 a*

Bb 9010 9,915 b

Bb 9011 8,344 a

Bb 9205 6,767 b

I Bb 9005 6,127 C
Bb 9023 5,936 d

Bbr 9301 5,695 e

Bb 9016 5,284 a

i Bb 9119 4,337 b
Bb 9001 3,958 c

*Médias com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes (analise LSD).

A producdo de proteina total solvel do isolado Bb 9205 alcangou niveis mais
elevados, enquanto Bb 9023 atingiu niveis mais baixos, ambos pertencentes ao grupo Il. Para
0 caso do primeiro grupo (1), os valores foram 183,71 e 133,19 mg/L (Tabela 4). Na variavel
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producdo de BEA por grama de proteina total solivel, Bb 9010 apresentou 0s maiores
valores, enquanto que Bb 9205 (grupo Il) a menor producdo especifica (Figura 7). No
entanto, isolados pertencentes a0 mesmo grupo genético apresentaram similares niveis de
producdo especifica da toxina (Bb 9023 e 9024). Estes resultados confirmam a grande

variabilidade intraespécie na producéo geral e na producéo especifica de BEA.
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600 T

300

BEA Specific production (mg/g protein)

200

100

Ma 9236 Bbh9001 Bb9005 Bb9010 Bb9011 Bb9016 Bbh%023 Bb924 BhO119 Bh9205 Bhr9301

Isolates

Figura 7. Producdo especifica de BEA por diferentes isolados de B. bassiana.

Atualmente, na Colémbia utiliza-se apenas um isolado Bb 9205 do fungo B. bassiana
para o controle biol6gico de insetos-praga como a broca-do-café, H. hampei. H4, portanto,
um grande potencial para utilizar a diversidade de micro-organismos para o controle
bioldgico, aspecto que deve ser considerado para melhorar os programas de manejo integrado
que visam controlar insetos-praga que atacam culturas de importancia econémica (Bustillo et
al., 1998). A producdo de toxinas pelo fungo € a uma Gltima etapa do processo de infecgéo,
que comeca com a aderéncia dos esporos sobre 0 inseto e continua com a a¢do enzimatica, a
fim de permitir a entrada do tubo germinativo no organismo hospedeiro e termina-la com a
atividade toxica que causa a morte do inseto e permite a colonizacdo final (Charnley e St
Leger 1986). Para Beauveria. spp., beauvericina ¢ a principal toxina (Gupta et al., 1995).

A acdo inseticida da toxina tem sido amplamente demonstrada. No entanto, os
metabolitos secundarios produzidos pelo fungo entomopatogénico tém um grande potencial
como substancias naturais para controlar pragas e doengas ou como uma nova droga (Turner
2000), além de terem potencial de bioacumulagdo (Thakur e Smith 1997; Nilanonta et al.,
2000 , Dev e Koul, 1997). Em geral, a acdo biologica de BEA esta relacionada com a sua
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propriedade iondfora, que forma complexos com metais alcalinos e gera distarbios na
membrana celular exatamente nas substancias responsaveis pelo transportes e pelo
intercambio da célula com o seu ambiente. Além disso, a Beauvericina na concentracdo de
110 uM tem atividade inibitoria sobre a enzima colesterol acetiltransferase, razdo pela qual
tem recebido atencdo especial para uso na prevencdo e tratamento de arteriosclerose e
hipercolesterolemia (Tomoda et al., 1992). Estes aspectos sdo importantes e devem ser
considerados conhecer mais sobre as caracteristicas de produgdo apresentadas pelos
diferentes isolados, a fim de formular produtos bioldgicos que utilizam misturas (Cruz et al.,
2006), os quais permitam melhorar sua utilizacdo ndo sé para controlar insetos-praga, mas
também um amplo espectro de micro-organismos patdgenos. Salientando igualmente a sua
importancia para varias utilizagbes médicas. O presente estudo permitira novos
aperfeicoamentos na selecdo de isolados do fungo B. bassiana, com o intuito de tornar mais
eficiente o controle bioldgico de pragas, apoiando, dessa forma, a producdo de formulacdes

para a incorporacdo do fungo em programas de manejo integrado de pragas.

8.3 Avaliacdo do efeito de extratos de B. bassiana sobre a germinagéo de ureddsporos e no
desenvolvimento da ferrugem do café.

Os resultados de germinagdo com o tratamento de Beauvericina mostram que ha
semelhanca quando comparado com os extratos liquidos, enquanto ocorre uma reducéo linear
na porcentagem de germina¢do com o aumento da concentracdo da toxina na solucdo de
urediniosporas (Figura 8).
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Figura 8. Efeito de BEA na porcentagem de germinacdo de uredosporos da ferrugem-do-café
(H. vastatrix).
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Para todos os tratamentos, houve um efeito de inibicdo sobre a germinacdo dos
uredosporos da ferrugem, inibicdo esta que € diretamente proporcional ao aumento da
concentragdo dos extratos, em comparacdo com a resposta obtida nos controles (Tabela 8).
Tabela 8. Média da germinacdo de ureddsporos de H. vastatrix tratados com as culturas do

fungo B. bassiana.

Desvio Analise Analise
Tratamento Dose %G Padréo por TTO total entre TTO
Controle H,O 0 82,20 1,531 0,018 A
Controle Meio 0 84,44 3,240 0,042 A

1 55,22 0,655 0,011 a
2 53,43 1,784 0,033 a
Bb 9010 (1) 5 46,72 1,270 0,027 C b
10 3754 1,016 0,027 c
15 32,23 3,157 0,097 d
20 17,63 1,313 0,074 e
1 50,32 2,607 0,051 a
2 5484 1,878 0,034 a
Bb 9205 (1) 5 40,05 2,946 0,073 C b
10 34,08 3,748 0,109 c
15 29,52 4,175 0,141 C
20 20,84 3,986 0,191 d
1 68,31 1,852 0,027 a
2 66,54 4,985 0,074 a
Bb 9001 (1) 5 55,95 0,831 0,014 D b
10 46,97 2,032 0,043 c
15 41,26 1511 0,036 d

20 3480 4,788 0,137 e
*Medias com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes (Duncan 5%).%G:

Porcentagem de germinacdo. CV: Coeficiente de variagéo.

Na avaliacdo do desenvolvimento da doenca em plantas previamente pulverizadas e
mantidas em casa de vegetacdo durante 55 e 62 dias de avaliacdo constante para as duas
épocas (seca e chuvas, Figuras 9 e 11 respectivamente), verificou-se que o patégeno foi
encontrado em niveis mais elevados no primeiro par de folhas dos tratamentos controles,
resultando em maior nimero de lesGes e niveis elevados na escala de gravidade da doenga.
No entanto, embora em menor grau, observou-se o0 surgimento da doenca, cujos sintomas
apareceram nas folhas dos tratamentos; porém, em muitos casos, essas lesdes aparentemente

pararam (Figura 10).
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Figura 9. Curvas calculadas com base nas taxas de infeccdo da doenca para todos os
tratamentos em casa de vegetacdo em época seca (Pl= periodo de infeccdo; PL= periodo de
laténcia; controles: &gua e meio sem crescimento do fungo; tratamentos: extratos brutos de B.

bassiana; > = dose alta e < =dose baixa).

Adicionalmente, na figura 11 se observam as curvas de desenvolvimento da doenca
na repeticdo do experimento na segunda época de avaliacdo (chuvas). Considerando o teste
de Tukey a 5%, nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre a média
das taxas de infeccdo dos tratamentos com extratos liquidos (isolados nas doses altas e
baixas), mas sim com relacdo as testemunhas. Nas curvas da doenga com base em taxas de
infeccdo, os controles sempre atingiram primeiro o Pl (periodo de infec¢do) na epidemia em
relacdo aos outros tratamentos (Figuras 9 e 11), a diferenca na época seca foi de 8 dias, em
quanto que na época de chuvas foi de 11 dias aproximadamente. Durante o tempo de
avaliacdo da época seca, nenhum dos tratamentos atingiu o PL (periodo de laténcia), ja os
controles demoraram 42 dias, isto resultou em uma reducdo da doenca como efeito direto dos
extratos brutos (Figura 9). No entanto, durante o tempo de avaliagdo do experimento na época
de chuvas todos os tratamentos e controles atingiram o PL, mas é preciso ressaltar que nesta
época a alta umidade favoreceu a epidemia diminuindo os tempos das curvas de infeccdo
(Figura 11).
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Nos experimentos, registrou-se que os tratamentos dos extratos liquidos Bb 9205 alta
e Bb 9001 baixa, sempre mantém os niveis mais baixos de infec¢do durante todos os dias do
ensaios, mostrando redugdes significativas da enfermidade quando comparados com 0s

controles (Figuras 9 e 11).

Os resultados deste estudo indicam que os metabolitos secundarios produzidos por
isolados do fungo entomopatogénico B. bassiana afetam significativamente o
desenvolvimento da interagcdo do cafeeiro com a ferrugem mediante dois efeitos: efeito de
protecdo, inibindo a germinagdo dos ureddsporos (Tabela 8); e efeito indutor em longo prazo,
caracterizado pela ativacdo de proteinas de defesa da planta, resultando na diminuicdo da

doenca no final da epidemia (Figuras 9 e 11).
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Figura 10. Curvas calculadas com base nas taxas de infeccdo da doenca para todos 0s
tratamentos em casa de vegetacdo em época de chuvas (P1= periodo de infec¢do; PL= periodo
de laténcia; controles: 4&gua e meio sem crescimento do fungo; tratamentos: extratos brutos de

B. bassiana; > = dose alta e < =dose baixa).
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Figura 11. Sintomas da ferrugem nas plantas do cafeeiro. A. controles. B. Tratamentos,

plantas pulverizadas com extratos liquidos do fungo B. bassiana.

Sobre o efeito protetor, a Beauvericina como peptideo ativo tem participacao
individual ou juntamente com outras moléculas na inibicdo da germinacdo das ureddsporos
do patégeno. A maioria dos estudos com essa toxina foram realizados mediante testes de sua
atividade biol6gica contra insetos. Além disso, a este ciclopéptideo tém sido atribuidas
caracteristicas antimicrobianas contra micobactérias e plasmodios (Thakur e Smith 1997; Dev
e Koul 1997; Nilanonta et al., 2000). No caso de fungos, BEA tem capacidade inibitéria no
desenvolvimento de cepas agressivas de Ceratocystis ulmi, fungo associado com a mancha
gordurosa do olmo holandés, e a inibicdo foi diretamente proporcional a concentracdo do
peptideo (Gemma et al., 1985). A atividade bioldgica das toxinas produzidas por B. bassiana
esta relacionada com a capacidade de formacdo de poro das moléculas, que permitem
influenciar no transporte de cations por meio da membrana e da parede celular, tornando
possiveis 0s mecanismos inibitorios.

As diferencas significativas entre os tratamentos e controles observadas neste
trabalho, além de uma relagdo direta do teor de toxinas nas solu¢des em comparagdo com o
decréscimo nos valores de germinacdo, confirmam o potencial destes peptideos
antimicrobianos, como resultado de sua atividade bioldgica individual ou em mistura com
diferentes culturas testadas. Também se observou um efeito sinérgico positivo e aumento da
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atividade bioldgica quando concentragdes maiores foram testadas, o que corrobora resultados
de outros estudos com toxinas produzidas por diferentes cepas de B. bassiana, que
apresentam uma relacdo direta entre a concentracdo de toxinas e sua atividade (Vey et al.,
2001).

Com respeito ao efeito indutor de resisténcia, Martins et al. (1986) sugerem que
metabolitos secundarios de origem fungica podem agir como elicitores, induzindo a producéo
de enzimas e a formacdo de outros compostos, como mecanismo de defesa das plantas a
infeccdo. Essas enzimas sdo produzidas por plantas em resposta ao ataque de patdgenos, e
fazem parte de uma complexa resposta sisttmica produzida por uma serie de reacOes
bioquimicas que podem ser induzidas (Minch et al., 1997). Os resultados deste estudo
sugerem o envolvimento de BEA e/ou outros metabdlitos como indutores de resposta dos
vegetais ao ataque de patdgenos, o que explica em grande parte a diminuicdo no
desenvolvimento da doenca para os tratamentos pulverizados em mudas de café avaliadas em
casa de vegetacdo, que foram mantidas até os 60 dias de medicdo, resultando em uma

reducdo significativa da doenca ao longo do tempo.

8.4  Atividade bioldgica sobre linhagens celulares de insetos

8.4.1 Atividade citotoxica de metabdlitos puros (micotoxinas)

Os resultados indicam uma diminuicdo na viabilidade das células SF-9 na adicdo de
todos os metabolitos do fungo B. bassiana selecionados para este estudo (BEA, OOS, BAS e

TEN; Figura 12) quando comparados com o controle.
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Figura 12. Atividade citotoxica das micotoxinas BEA, OOS, BAS e TEN sobre a linhagem
celular SF-9 de S. frugiperda.
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O efeito dos metabdlitos BEA, BAS, OOS e TEN sobre as linhagens celulares SF-9 e
SF-21 foi avaliado calculando as concentragfes CCso. Estes metabdlitos apresentaram valores
entre 4,23 e 4,91 uM para SF-9, e de 10,43 e 12,12 uM para SF-21 (Tabela 9). Apos 48 h de
exposicdo, a BEA apresentou diferencas estatisticamente significativas na atividade tdxica
em ambas as linhagens celulares, em comparacdo com 0s outros metabdlitos que foram
testados, mostrando valores de CC50 de 2,81 e 6,94 uM para SF-9 e SF-21, respectivamente.
Da mesma forma, uma correlagcdo direta dose-resposta entre a viabilidade celular e a
concentragdo da toxina foi registrada quando as linhagens celulares SF-9 e SF-21 foram
expostas a BEA, mostrando diferencas estastiticamente significativas das concentracdes 1 e 5
MM com a maior concentracdo (10 pM) para cada linhagem celular (p < 0,05, Figura 13).
Tabela 9. Atividade citotdxica de metabdlitos de B. bassiana sobre as linhagens celulares
SF-9 e SF-21 usando a solucdo azul de tripan apds 48 h.

CCso (UM) CCso (UM)

Metabolitos SF.9 SE21

Beauvericina 2.8160 £ 0.3706*  6.9461 + 0.9143*
Oosporeina 4.2301 £ 0.4622 10.4342 £1.1401
Basianina 4.9157 + 0.5058 12.1255 + 1.2476
Tenellina 4.8476 + 0.3121 11.9574 + 0.7698
Os valores mostram a média + desvio padrdo a partir de trés diferentes ensaios com 5

repeti¢des cada. *valores significativamente diferentes (p < 0.05)
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Figura 13. Curvas de viabilidade dose-resposta obtidas com BEA ap0s 48 horas de exposicao.
As barras representam o desvio padrdo da media das porcentagens de viabilidade celular (5
repeticdes). As diferencas estatisticamente significativas para cada linhagem celular sdo

indicadas por diferentes letras Tukey (p < 0.05).
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O efeito do tratamento com BEA sobre SF-9 é comparavel aos resultados obtidos com
Artemia salina (Logrieco et al., 1996), S. frugiperda (Fornelli et al., 2004) e a outros
registrados com metabolitos de fungos provenientes de Fusarium sp. (Gutleb et al., 2002).
Atualmente, este é o primeiro relatorio que mostra o efeito citotoxico das toxinas puras (BAS,
OOS e TEN) e extratos brutos produzidos pelo fungo B. bassiana sobre linhagens celulares

de lepiddpteros.

8.4.2 Atividade citotéxica de extratos brutos

Todos os extratos brutos provenientes dos isolados previamente caracterizados
mostraram efeito citotoxico sobre a linhagem celular SF-9 apds 48 e 72 horas. Apos 48 h de
exposicdo os valores de CLsp para todos os tratamentos foram superiores a 100 ppm, variando
entre 112 - 316 ppm. No entanto, ap6s 72 h de exposicdo todos os tratamentos, aumentaram
o efeito mostrando valores de CLsg que variaram entre 31 e 145 ppm, exceto Bb 9205 com
451 ppm (Tabela 10).

Tabela 10. Atividade citotdxica de extratos brutos de B. bassiana sobre a linhagem celular
SF-9 usando a solucdo azul de tripan. Valores de CLsy com limite de confianca inferior e

superior -95%- foram calculados usando Probit. (SPSS Inc., US).

Extratos brutos CLso (ppm)
48 hincubagdo 72 h incubacgéo
Bb 9205 264 (79; 633)™ 451 (153;1570)°
Bb 9024 190 (n.c.)” 31 (n.c.)?
Bb 9001 112 (73; 233)° 37 (n.c.)?
Mistura (Bb 9205 + 9024 + 9001) 316 (n.c.)* 145 (87; 384)°

n.c. limites de confianca ndo confidvel. * Para cada tempo de avaliacdo as diferencas
estatisticamente significativas entre as concentracdes sdo indicados por letras diferentes
Tukey (p < 0,005).

Bb 9024 e Bb 9001 mostraram maiores efeitos sobre a linhagem celular SF-9 com
valores de CLso de 31 e 37 ppm, respectivamente, sem diferenca estatistica. No entanto,
foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p < 0,005) entre Bb 9205, a
mistura e 0s outros tratamentos ap6s 48 h. Além disso, a susceptibilidade da linhagem celular
SF-9 aos diferentes isolados do fungo foi demonstrada. Os resultados sugerem que houve
uma grande varia¢do ndo so na producéo de BEA, mas também no contetido de outras toxinas
e metabolitos que facilitam a atividade citotoxica. Os principais estudos de citotoxicidade

com esta toxina foram realizados mediante testes de sua atividade bioldgica contra insetos-
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praga. Varios estudos realizados com Murine sp. e linhagens celulares de humanos
apresentaram alta toxicidade (Di Paola et al., 1994; Ojcious et al., 1999, Calo et al., 2004).
Com base nos resultados dos ensaios de viabilidade, verificou-se que os valores de CCs
calculados para as outras toxinas, foram aproximadamente duas vezes maiores do que o valor
calculado para BEA, em ambas as linhagens celulares SF-9 e SF-21 (Tabela 9). Valores
semelhantes de CCs (3,0 e 2,5 uM) foram reportados por Fornelli et al. (2004) e por Calo et
al. (2003) em ensaios com BEA sobre a linhagem SF-9. Nossos resultados também mostram
que a linhagem celular SF-9 é mais sensivel do que a linhagem SF-21.

BEA, ndo tem apenas propriedades inseticidas, mas possui também caracteristicas
antimicrobianas (Nilanonta et al., 2000; Mei et al., 2009). Experimentos anteriores aplicando
BEA puro em larvas e adultos da broca-do-café apresentaram mortalidade superior a 50%
apenas para as larvas (Arboleda et al., 2003). Existe uma relagéo direta entre a quantidade da
toxina e a patogenicidade ocasionada pelo fungo, que provoca degeneracdo progressiva do
tecido hospedeiro, alteracbes estruturais das membranas, desidratacdo e alteracbes na
atividade elétrica dos nervos motivada pelo aumento do consumo de oxigénio em uma
tentativa do inseto para se recuperar do efeito toxico (Evlakhova e Rakitin, 1968; Vey et al.,
1985).

Zizca e Wiser (1993) corroboraram o efeito de BEA sobre larvas de Culex pipiens.
Estes estudos mostraram que o uso de concentragdes baixas (0,1 mg/mL) da toxina, aplicadas
topicamente em insetos, geram uma mortalidade de 44% no periodo de 48 horas. Os mesmos
resultados foram obtidos por Gupta et al. (1991), que testaram a acdo inseticida em larvas de
Leptinotarsa decemlineata e detectaram mortalidade entre 50 e 90% no periodo de 48 horas,
aplicando concentracdes de 633 e 1196 ppm de BEA. Além disso, alguns autores também
reportaram efeitos in vivo de metabdlitos de fungos como agentes de controle de insetos e
constataram que o principal sintoma da intoxicacdo foi a vacuolizacdo generalizada e o efeito
da toxina na mitocondria, que cresceu e assumiu o aspecto de vacuolo arredondado (Vey et
al., 2001). No presente estudo, efeitos similares foram observados nas células SF-9 por
analises usando microscopia de luz e microscopia eletrénica de transmissdo (MET), que
exibiram vacuolizacdo e estresse generalizado na maioria dos tratamentos, assim como lise
como mostrado nas figuras 14 e 15 obtidas apds analises. Entretanto, a analise de DNA das
linhagens celulares SF9, SF21 e HF5, apos os tratamentos com as toxinas para observacao do
comportamento das células em apoptose, ndo mostrou resultados conclusivos (dados néo

mostrados).

45



Arboleda V, JW (2011)

Figura 14. Microscopia de luz 20X. A. Células controle linhagem celular SF-9. B. Células

tratamento com BEA 10 uM, ap6s 48 horas de exposi¢ao.

Figura 15. Micrografias eletronicas de transmissdo (MET) das células SF-9. A. controle. B.
celulas tratadas com BEA 10 pM. M. Mitocondria. Cyto. Citoplasma. Nuc. Nucleo. NM.
Membrana nuclear. PM. Membrana plasmatica. V. vacuolos.

Nossos resultados sugerem um claro envolvimento dos metabdlitos do fungo B.
bassiana no processo de infeccdo por intermédio da atividade toxica sobre a viabilidade das
células (Figura 12; Tabelas 9 e 10). Também possivelmente a sinergia e antagonismo entre 0s
compostos podem influenciar na toxicidade mostrada pelos extratos (Skrobek e Butt, 2005).

Apesar da variabilidade na produgdo de BEA ter sido demonstrada, e que isolados de
cada grupo de producdo tenham sido selecionados, nenhuma correlacéo foi observada entre a
viabilidade celular (extratos brutos) e a producdo da toxina. Por exemplo, Bb 9001 de menor
producdo de BEA (15,66 mg/L) teve um efeito maior sobre a viabilidade da linhagem celular
SF-9 com um valor de CLsp de 112 e 31 ppm, as 48 e 72 h de exposi¢do, respectivamente.
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Estudos prévios com Dextruxin A (DTXA) de M. anisopliae mostraram um efeito mais
toxico sobre SF-9 com um valor de CLsg de 5 ppm. No entanto, 500 ppm do extrato bruto
contendo 90 ppm de DTXA foi menos eficaz e ndo causou mortalidades elevadas (Skrobek e
Butt, 2005).

8.5 Atividade antibacteriana

Os resultados da atividade antimicrobiana dos metabolitos produzidos pelo fungo
entomopatogénico B. bassiana mostrado pelas micotoxinas avaliadas BEA, BAS, TEN e
OOS séo apresentados na tabela 11. Adicionalmente, a atividade antimicrobiana dos extratos
brutos é apresentada na tabela 12. Os valores foram expressos em porcentagens de inibicéo
calculados de acordo com a formula descrita em materiais e métodos e com relagdo aos
respectivos controles de crescimento bacteriano. Em todos os casos, o maior efeito
antibacteriano dos tratamentos realizados com as micotoxinas foi de 100 % de inibig&o contra
a bactéria do género Proteus sp. com diferencas nos tempos de atividade; enquanto que o
menor efeito inibitorio foi mostrado por todos os metabolitos sobre Salmonella sp. Porém, a
maior concentragcdo dos compostos (10 uM) nos primeiros tempos de avaliacdo (60 min)
mostrou também porcentagens de inibicdo de 100%. Nenhum composto alcangou 0 100% de
inibicdo das bactérias Staphylococcus sp. e Klebsiella sp. Adicionalmente, unicamente BAS
alcancou o 100% de inibicdo de E. coli para todas as concentracdes utilizadas a partir dos 120
min de avaliacdo (Tabela 11). A producdo de compostos antibidticos por parte dos fungos é
realizada para inibir o crescimento de competidores nos ambientes naturais, além das
propriedades inibitdrias tais compostos podem ter caracteristicas de moléculas sinal (Fajardo
e Martinez, 2008).

A sobrevivéncia dos seres humanos tem se adaptado as estratégias complexas dos
micro-organismos que diariamente desafiam o conhecimento cientifico pela ameaca
constante da resisténcia a quimioterapia. O arsenal terapéutico diminuiu nos Gltimos anos e
neste momento, os fendmenos de resisténcia bacteriana atingiram o climax, tornando-se um
problema de salde publica crescente com altos registros de morbidade e mortalidade. Nos
Estados Unidos estima-se que as infecgbes com micro-organismos resistentes a penicilina e
meticilina geram custos anuais de 530 bilhGes de dolares; estes custos elevados sdo

praticamente inatingiveis em paises em desenvolvimento (Smith et al., 1999).
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Tabela 11. Analise de porcentagem de inibicdo, média da leitura dos bioensaios realizados

com os metabdlitos puros sobre as diferentes espécies de bactérias.

Arboleda V, JW (2011)

Porcentagens de Inibicao (%0)

Bactéria -I(-K/lr?ﬁ)o Beauvericina (uM) Basianina (uM) Tenellina (nM) Qosporeina (unM)
1 5 0 1 5 10 1 5 0 1 5 10
Escrlirl'icma 30 1293 2758 6206 000 000 000 6810 9397 7759 948 2069 4052
60 6898 3832 8536 2027 1045 1916 7317 9024 8676 46.34 5157 3554
90 8282 5241 6475 2016 2087 3739 5597 7516 6950 4340 2956 33.96
120 5003 5778 6869 100 100 100 6143 8057 79.14 6886 4171 48.86
150 6000 5778 6659 100 100 100 5636 7486 69.65 7457 6474 4538
180 i ; - ; ; - 6L52 9058 8691 814l 7880 64.66
p*:éi?ﬁfr::ge 30 000 000 4286 000 000 000 000 000 000 000 000 0.0
60 8502 7317 6341 7666 4843 3972 6655 8118 8920 6028 6272 66.20
90 8962 2610 1730 6132 4937 4811 3648 4717 5849 1195 000  0.00
120 000 000 000 228 514 429 600 1114 49.14 3657 2029 17.14
150 000 000 000 1040 1098 405 520 2110 6301 3121 2428 1850
ti;:}?ﬁ?gﬁ'&?n 30 5263 9408 100 8158 9539 100  50.66 7500 7434 9211 8158 100
60 000 8065 100 000 000 000 000 2258 100 5484 000 100
90 000 000 1250 000 000 000 000 000 4683 40.63 000  0.00
120 000 000 000 000 000 000 000 000 000 3922 000 0.0
150 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00
180 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00
Stapgﬁﬁizccus 30 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00
60 5714 4321 6376 5923 5854 6446 4077 6132 7056 8084 7456 7491
9 5786 3836 7327 57.86 6824 7484 2610 5818 6651 6384 7138 7044
120 6914 4943 7286 5457 6314 7686 1657 4800 6129 4057 4457 56.86
150 : - - - - - - - . . - -
Proteus sp. 30 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00
60 100 100 100 100 100 100 000 000 6028 000 9408 57.14
90 100 100 100 100 100 100 9780 100 100 4403 100 100
120 100 100 100 100 100 100 9571 100 100 7229 100 100
150 100 100 100 100 100 100 5809 6156 100 3815 100 100
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Tabela 12. Analise de porcentagem de inibicdo, média da leitura dos bioensaios realizados
com 0s extratos brutos do crescimento do fungo B. bassiana de diferentes grupos de

producdo de BEA e mistura sobre as diferentes espécies de bactérias.

Porcentagens de Inibicéo (%0)

Tempo

Bactéria (Min) Grupo | (%) Grupo Il (%) Grupo 111 (%) Mistura (%)

5 10 20 5 10 20 5 10 20 5 10 20
30 000 000 000 862 448 948 6379 1207 1897 5345 8448 7241
ESChc%rl'iCh'a 60 732 1707 1882 3659 3275 3101 67.60 5261 37.28 2753 3345 5157
90 818 1792 2107 4151 3742 2925 7547 4874 3899 000 755 1352
120 000 1857 3543 3171 3514 1971 6229 3543 148 000 743 2029
150 000 2023 4855 3006 3237 7.80 6301 3983 1329 000 202 2023
180 000 3429 5183 3613 3848 1911 7016 5366 3482 052 2330 2539
pﬁéﬁﬁ:ﬁ::ge 30 000 000 714 000 000 428 100 100 100 000 000  0.00
60 7875 8223 9547 7561 7038 97.21 9930 100 9930 7213 7178  79.79
90 1226 1132 2201 000 1321 3019 1509 3050 3365 7107 77.36 77.99
120 3000 2371 2800 1171 2029 3257 3200 3971 4286 7086 7429  80.00
150 2312 1532 3468 809 2081 3150 27.75 3295 3497 4335 5925 7139
ti?#?n?&fiﬂ?n 30 9803 9671 100 7697 8618 7632 100 9737 100 100 100 100
60 1290 000 2003 2258 4839 1613 000 000 000 100 100 100
90 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 100 100
120 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 100 100
150 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 100
180 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 273 100
Stapgh’lr%fgccus 30 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000  0.00
60 7700 6516 7944 5749 7700 7875 6620 8223 8188 5401 5366 68.64
90 3899 3094 5723 3208 4906 4748 2830 4874 5252 5472 5283 47.80
120 2771 3286 4857 2229 3143 3571 1029 19071 2400 5829 7743 3457

150 - - - - - - - - - - - -
Proteus sp. 30 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 100 100
60 000 100 000 000 000 100 000 000 000 000 100 100
90 3208 100 100 000 100 100 1541 2233 4025 8931 100 100
120 100 100 100 000 100 100 2286 3371 4457 100 100 100
150 1532 100 100 100 100 100 000 000 2254 5983 100 100

Algumas cepas de Klebsiella, primariamente da espécie K. pneumoniae, tém-se
mostrado produtora de P-lactamases e, por isso, resistente a antibioticos da familia das

Penicilinas. Este grupo de bactérias ¢ denominado de ESBL (B-lactamases de espectro
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estendido) e vem se tornando um desafio para os estudiosos da area de salde, uma vez que
desenvolvem mecanismos que desativam a agdo de antibidticos, via plasmidial. Apesar, de
nenhum metabolito puro testado contra Klebsiella ter atingido 100 % de inibigdo, BEA (1
uM) e TEN (10 uM), inibiram em 89 % o crescimento da bactéria (Tabela 12).

Adicionalmente, € importante salientar que uma caracteristica comum as bactérias dos
géneros Proteus, Morganella e Providencia € a resisténcia natural as polimixinas, um grupo
de antibidticos bastante ativos contra as demais enterobactérias e outros germes gram-
negativos. Da mesma forma, bactérias do género Proteus, além de causarem infec¢fes no
sistema nervoso central e prostatites, também sdo agentes causadores de pielonefrite na
comunidade, e outras infecgcdes urinarias. No presente estudo, foi demonstrado que peptideos
e extratos brutos do fungo B. bassiana conseguiram inibir completamente o crescimento de
Proteus sp. durante o tempo do experimento, mostrando propriedades interessantes e
potenciais no controle da bactéria.

Recentes estudos demonstraram efeitos significativos de atividade antimicrobiana de
extratos brutos do fungo B. bassiana sobre bactérias patogénicas aerdbicas que incluiam:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, e Klebsiella aerogenes, entre outros (Narasimha et
al., 2010). Isto é similar aos resultados encontrados neste estudo com extratos brutos dos
diferentes grupos de B. bassiana classificados pela producdo de BEA e a mistura dos mesmos
contra as bactérias dos tipos gram positiva e negativa. No presente estudo, o maior efeito
antibacteriano foi obtido sobre os géneros Proteus sp. e Salmonella sp. usando a mistura dos
extratos nas maiores concentracdes, atingindo o 100% de inibicdo para todo o tempo de
avaliacdo e mostrando um efeito bactericida (Tabela 12). Com excec¢do dos extratos do grupo
Il todos os tratamentos atingiram 100% de inibicdo de Proteus sp. Porém, unicamente 0s
extratos do mesmo grupo atingiram 100% de inibicdo nos ensaios contra Klebsiella
pneumoniae nos primeiros 60 min de avaliacdo. A menor atividade biologica sobre as
bactérias foi mostrada pelos extratos do grupo | e Il sobre E. coli, mostrando valores de
51,83% de inibi¢do na maior concentracdo e no méaximo do tempo avaliado (180 min). Nos
primeiros 30 min de avaliagdo com Staphylococcus aureus nenhum tratamento teve inibicao
diferente de 0% ou alcancaram 100% durante o restante do tempo do experimento o qual
indica uma menor susceptibilidade deste tipo de bactérias gram-positivas aos compostos
puros dos metabolitos e aos extratos brutos (Tabelas 11 e 12). Tem-se reportado para
Staphylococcus aureus resisténcia a compostos antibioticos como penicilina, oxacilina e

vancomicina, como também contra 0os compostos aqui testados. No geral, este tipo de bactéria
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possui resisténcia intrinseca a diversas moléculas, incluindo oxacilina e B-lactamicos, devido
a presenca do gen mecA (Smith et al., 1999).

Todos os tratamentos dos metabdlitos puros e dos extratos brutos provenientes do
crescimento do fungo B. bassiana apresentaram efeitos antibacterianos sobre as diferentes
espécies de bactérias utilizadas nos ensaios. Na maioria dos tratamentos observou-se uma
correlacdo da concentracdo, e do tempo e a atividade de inibicdo. Com excecdo da maior
concentracdo da mistura (20%) que mostrou evidente 100% de atividade inibitoria durante
todo o tempo do ensaio com Salmonella sp., 0 demais tratamentos mostraram unicamente
atividade bacteriostatica durante os primeiros 60 min, para este tipo de bactéria (Tabelas 11 e
12). Em todos os casos, a mistura mostrou valores altos de inibicdo para todas as bactérias
testadas quando comparada com a atividade dos extratos dos grupos, demonstrando um efeito
cumulativo.

Na busca de novos compostos antibacterianos, inimeros trabalhos de pesquisa vem
sendo desenvolvidos com o objetivo de avaliar peptideos de diferentes fontes vegetais
(Pelegrini et al.,, 2011). Da mesma forma, estudos para avaliar AMPs (peptideos
antimicrobianos) provenientes de animais marinhos tem sido desenvolvidos (Otero-Gonzélez
et al, 2010). Além disso, a sintese e desenho de novos compostos também é uma alternativa
na identificacdo de moléculas com atividade antimicrobiana como demonstrado por Basode
et al., (2009).
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CAPITULO 2. Atividade biologica de metabdlitos produzidos
pelo fungo Schizophyllum commune: estudo dos processos

bioquimicos e fisicos da interacdo com bambu

9 Resumo do segundo capitulo

A biodiversidade dos paises tropicais oferece inUmeras oportunidades em biotecnologia,
especialmente se considerarmos que 0S micro-organismos tém sido importantes durante
muitos anos nas diferentes aplicacBes industriais em areas como farmacologia, agroindustria,
bioprocesos, tecnologia ambiental e bioconversdo de varios produtos. Procurando por novas
enzimas lignoceluloliticas, Schizophyllum commune, um fungo de ampla distribuicdo, foi
coletado e cultivado durante 20 dias em meio de cultura liquida contendo
Carboximetilcelulose (CMC 1%) e fibras lignoceluldsicas de bambu. Constatou-se diferenca
estatistica entre os tratamentos na presenca e na auséncia de CMC (p < 0,05), demonstrando
que a presenca deste composto tem um efeito indutor sobre a atividade da celulase. Os
resultados mostram quatro picos de atividade da B-glicosidase, referentes a 5, 13, 17 e 20 dias
de cultivo celular. A atividade enziméatica de xilanase, mananase, endoglicanase,
exoglicanase e poligalacturonase, também foi avaliada. Por meio de microscopia eletronica
de varredura (MEV), o mecanismo fisico que esse fungo utiliza para degradar bambu foi
observado em ambas as fibras, tratadas e ndo tratadas, mostrando ruptura estrutural e invasao
dos feixes vasculares, das células do parénquima e dos tecidos parenquimatosos, como

consequéncia da presenca deste fungo no tecido da planta.
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10 Materiais e Métodos

10.1 Material Bioldgico

Uma linhagem selvagem S. commune foi coletada na localidade de Santagueda (Caldas,
Coldmbia), localizada a 5° 05' N - 75° 40" W, 1010 metros de altitude, temperatura de 23,5° C
e umidade relativa do ar de 71% (Figura 16). As amostras foram levadas para o laboratorio,
onde os carpéforos crescidos sobre as estruturas do bambu foram lavados, desinfetados e
mantidos a 24° C. Para a replicacdo do fungo, os fragmentos dos corpos frutiferos foram
mantidos em placas de petri de 8.7 cm de didmetro contendo meio de cultura sélido
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e pedagos de bambu como suporte. Realizou-se a incubagéo
das placas a 37° C, até que se observou o crescimento micelial com as caracteristicas

macroscopicas tipicas do fungo.

Figura 16. Locais de coleta do fungo S. commune na localidade de Santdgueda —Caldas,

Coldémbia—.

10.2 Produtos quimicos e substratos

Todos os substratos foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).
As fibras de bambu, bagaco de cana-de-aglcar e engaco de bananeira foram coletadas de uma
fonte local. Estes residuos foram autoclavados a 121°C durante 20 min. Apds a
autoclavagem, foram misturados com os meios liquidos, a fim de formar uma mistura

homogénea para ser utilizada nos experimentos de hidrdlise enzimatica.

10.3 Cultivo do fungo

O indculo foi preparado pela adigdo de dois fragmentos (1 cm?) de crescimento ativo do
fungo em meio solido em Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL do meio de cultura
liquido (Kolenové et al., 2005) (peptona 10 g /L, D-glucose 20 g/L e chloroamphenicol 0,05
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g/L) e pH 7,0. O meio de cultura também foi complementado com fibras de bambu 1% (m/v)
autoclavadas, na presenca e auséncia de CMC 1% (m/v) como indutor da atividade
endoglicanase. Adicionalmente, outros tratamentos foram também suplementados com fibras
de bambu 1% (m/v), engaco de bananeira 1% (m/v) e bagago de cana-de-agucar, variando a
concentragdo do residuo lignocelulésico entre 1-15% (m/v). Com excecdo do ultimo
experimento com diferentes concentracdes de bagaco de cana-de-agucar, mantido sem
agitacdo, todos os tratamentos foram incubados sob agitagéo rotacional a 150 rpm e 37° C.
Ap6s 20 dias de crescimento, os cultivos foram filtrados com o emprego de vécuo e papel
Whatman # 1 para separar a massa micelial e substratos dos extratos. Todos 0s tratamentos
foram clarificados por meio de centrifugacdo, a 14.000xg durante 30 minutos, e 0
sobrenadante foi concentrado por ultrafiltracdo, utilizando-se um sistema Amicon com
membranas de 300 kDa de retencdo (PM 300, Millipore) (Siqueira et al., 2010). O material
filtrado foi coletado e mantido a -80° C; posteriormente, utilizou-se este material para a

realizacdo de eletroforese e ensaios enzimaticos.

10.4 Ensaios enzimaticos

As atividades endoglicanase (CMCase), Hidroxietilcelulase (HECase), xilanase,
poligalacturonase e mananase foram determinadas com o emprego do método do &cido
dinitrosalicilico (DNS), que mede a quantidade de agUcares redutores liberados durante a
reacdo enzimatica, utilizando-se um espectrofotdmetro Unicam UV2, a 540 nm (Miller,
1959). Para isso, 50 pL do extrato enziméatico foram misturados com 100 pL de substrato 1%
(m/v) (carboximetilcelulose, hidroxietilcelulose, xilana ou pectina) e 0,5% (m/v) de substrato
(galactomanana) e mantidos a 50° C durante 30 min. A atividade FPase (celulase total) foi
determinada com o emprego de 150 pL de enzima com papel de filtro (Whatman n° 1) como
substrato, mantendo-se o material a 50° C durante 1 hora (Mandels et al., 1976). A atividade
enzimatica foi definida como um pmol de aglcar redutor formado por minuto por mL de
solugdo da enzima, ou seja, Ul mL™. Glicose, xilose, manose e 4cido galacturénico foram
utilizados como padrdes. Para calibracdo, utilizou-se uma solugdo estoque de 2 mg/mL para
cada acucar, variando a concentracdo do agucar redutor com agua destilada, totalizando
sempre o0 volume de 150 uL. Assim, foram construidos 5 pontos para plotagem no gréafico de
regressao linear. A partir do grafico, obteve-se a equacdo da reta, que foi utilizada para
quantificar o total de agucar redutor apés a adicdo de 300 puL de DNS, seguida de fervura
durante 10 minutos e leitura a 540 nm. A atividade da lacase foi realizada segundo a

metodologia descrita por Gomez et al. (2005), em que se utiliza o substrato ABTS 2,2’-azino-
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bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) 0,5 MM em tampéo acetato de sodio 50 mM (pH 4,5). A
oxidacdo do ABTS foi monitorada pelo aumento da absorbancia em 420 nm, durante 180
segundos, a 36° C, utilizando-se ¢ = 3,6 x 10* cm™. M™. Uma unidade de atividade
enzimaética (UI) foi definida como a quantidade de enzima requerida para oxidar 1 umol de
ABTS por mL/minuto. Para todos 0s ensaios, as reagdes foram realizadas em triplicata.

10.5 Caracterizacédo parcial das p-glicosidases

A atividade da B-glicosidase foi determinada pela incubacdo de 50 pL de solucéo de
enzima a partir de extratos liquidos de S. commune com 5 pL de p-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo (pNBG; 25 mM) e 145 pL de tampdo citrato 50 mM (pH 5,0), a 37° C
durante 30 min. Parou-se a reagdo mediante a adi¢do de 50 pL de carbonato de sodio (1 M), e
a absorbancia foi lida a 405 nm no ensaio espectrofotométrico. J& no ensaio fluorimétrico,
foram utilizados 50 pL de solucéo de enzima, 100 pL de tampdo glicina 50 mM (pH 9,0) e 50
ML do substrato 4-metilumbeliferil-p-glicoside (4MUBG; 5 mM). O produto liberado foi
monitorado durante 180 minutos em condic¢des de emisséo e excitagdo 360/460. Para ambos
0S ensaios, 0s resultados foram comparadas com curvas-padrdo de p-nitrofenil e 4-
metilumbeliferil, respectivamente. Os ensaios enzimaticos foram realizados em triplicata para
cada tratamento, e a atividade foi expressa em micromoles de produto liberado por minuto

por miligrama de proteina (umol/min/mg).

10.6 Efeito de pH, temperatura e pardmetros cinéticos das -glicosidases

Determinou-se o efeito do pH por meio de pré-incubacdo das enzimas durante 15 min,
a 37° C, em tampdo apropriado: Citrato de sédio 50 mM (pH 3-5), succinato 50 mM (pH 6),
fosfato de s6dio 50 mM (pH 7), Tris-HCI 50 mM (pH 8 e 9) e 50 mM de glicina (pH 10 e
11). O efeito da temperatura foi analisado nas condigdes acima descritas, variando a
temperatura de 30 a 80° C, com 15 min de pré-incubacdo. Adicionalmente, concentracfes de
substratos finais foram variadas e a constante de Michaelis-Menten (K,) como a velocidade
méxima (Vmax) foram estimadas mediante a anélise de regressdo néo linear, utilizando-se o

pacote do software Prism (software Graphpad, verséo 5).
10.7 Determinacgéo de proteinas totais sollveis
Determinou-se a quantidade de proteina total solGvel da preparacdo enzimatica dos

extratos liquidos de S. commune pelo emprego do método de Bradford, utilizando-se o kit

para determinacédo de proteinas da BioRad e albumina bovina (BSA) como padrdo (Bradford,
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1976). Igualmente, leituras de proteinas foram realizadas com 1,5 pL de amostra e medic6es

de absorbéancia direta no equipamento Nanodrop.

10.8 Western blot

Amostras de sobrenadante, obtido a partir das culturas de S. commune contendo
aproximadamente 10 microgramas de proteinas, foram separadas por SDS-PAGE (12%),
segundo a metodologia descrita por Laemmli (1970). As proteinas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose, e a transferéncia (Umida) foi realizada em tampéo Tris 25
mM contendo glicina 200 mM e metanol 20% durante a noite, a 30 V e 4° C. Apés a
transferéncia, a membrana foi bloqueada em leite desnatado 5% durante 2 horas em
temperatura ambiente e lavada com solugdo TTBS (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 138 mM,
Tween 20 0,05%). A membrana de nitrocelulose foi incubada em solucdo antisoro (1:1000).
Anti-B-glicosidase doada pelo Dr. Siegfried Blair) durante 2 horas, a 37° C, e lavada com
TTBS. A membrana foi incubada com uma solucdo de anticorpos secundarios anti-lIgG
produzidos em coelho, conjugada a peroxidase (HRP; 1:1000; BioRad). As lavagens forma
repetidas e as proteinas detectadas seguindo as instru¢des do fabricante do kit de detec¢édo de
Western blot, utilizando 3,3 ', 5,5'-tetrametilbenzidina (TMB; Invitrogen) como substrato.
Finalmente, utilizando-se o marcador de proteinas 10-250 kDa (Precision Plus Protein™
Dual Color Standards Value Pack # 161-0394 BioRad), o peso molecular das proteinas

detectadas.

10.9 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O mecanismo fisico usado pelo fungo na decomposicdo de bambu foi observado por
MEV, utilizando-se fragmentos de bambu saudavel e degradados em diferentes estagios de
crescimento. Adicionalmente, as fibras de bambu tratadas e ndo tratadas com extratos de
enzima, obtidos a partir do crescimento do fungo em meio liquido, foram mantidas por cerca
de 15 dias em a 50° C e umidade relativa de 80%. Posteriormente, as fibras foram lavadas,
fixadas com acetaldeido, desidratadas com gradiente de etanol e metalizadas com particulas
de ouro no vécuo. Finalmente, a visualizacdo topogréafica foi efetuada utilizando-se um
equipamento JEOL JSM-5000 (JEOL, Téquio — Japdo), com um potencial de 10 kV. O
trabalho foi realizado no Laboratdrio de Microscopia Avanzada de la Universidad Nacional
de Colombia sede Medellin.
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10.10 Anélise estatistica

Foram comparados os dados por meio da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo
teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05, utilizando-
se 0 programa SigmasStat 2,03 para Windows (SPSS Inc., EUA).

11 Resultados e Discussao

11.1 Atividade holocelulase

Schizophyllum spp., o género responsavel pela podriddo branca, aléem de ser
amplamente distribuido, é também um importante agente fangico em virtude de sua acdo na
decomposicdo de residuos lignocelulésicos (Fang, 1998). Além disso, diversos estudos tém
mostrado que altas concentracfes de nitrogénio, durante a cultura de fungos da podridao
branca, sdo essenciais para melhorar a producdo de enzimas (Cavallazzi et al., 2005;
Srinivasan et al., 2005). Estudos prévios demonstraram que alguns substratos ou metais
pesados podem gerar alteracBes fisioldgicas e de reproducdo em basidiomicetos como S.
commune, afetando seriamente ndo s6 a capacidade para colonizar tecidos vegetais, mas
também a atividade das enzimas celuloliticas envolvidas no processo de infec¢do (Baldrian,
2003). Nao esta claro ainda se estes metais especificos estdo presentes nos tecidos do bambu,
ou como esses compostos poderiam afetar o desenvolvimento do fungo e sua capacidade de
degradar naturalmente material celulosico. Trabalhos adicionais devem ser realizados para se
obter uma melhor compreensdo sobre este processo. Por outro lado, conforme apresentado na
figura 17, obteve-se maiores atividades de xilanase, poligalacturonase, endoglicanase,
exoglicanase e FPase com a utilizagdo de bagaco de cana-de-aglcar como substrato. Em
contraste, obteve-se a melhor atividade de mananase com o emprego de engaco de bananeira
como substrato. Com excecdo da poligalacturonase, todas as enzimas mostraram menor
atividade quando bambu foi usado como substrato, mas isso ndo esteve diretamente

relacionado com a composi¢do de bambu (Tabela 13; Xiaobo, 2004).
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Figura 17. Atividade da holocelulase do extrato bruto de S. commune crescido em cultura

submersa durante 15 dias com diferentes fontes de carbono.

Haltrich et al. (1993) otimizaram a atividade enzimatica do fungo S. commune
crescido em culturas liquidas contendo celulose microcristalina como fonte de carbono. O
fungo tem uma importante capacidade para decompor esses tipos de residuos
lignocelul6sicos, com propriedades interessantes para ser usado em pré-tratamentos
enzimaticos (Robinson et al., 2001; Siqueira, 2010; Yi-heng e Lee, 2004). Isolados selvagens
de S. commune crescidos em culturas contendo celulose pura incrementaram a atividade
enzimatica de celulase, xilanase e mananase. Em contraste, xilana pura ndo induziu a
atividade xilanase e mananase (Haltrich e Steiner, 1994). Além disso, um estudo recente
realizado por Dillon et al. (2011) com o mutante SIM29 de Penicillium echinulatum mostrou

uma mais rapida e maior produtividade de celulases do que a cepa parental.

Tabela 13. Composicdo dos residuos agroindustriais utilizados.

Composicdo (%) Bagaco de cana-de-acticar © Engaco de bananeira® Bambu®

Celulose 34.6 529 46.8
Hemicelulose 16.2 17.4 25.8
Lignina 51 94 23.9

Referéncias: "Siqueira 2010; *Xiaobho 2004
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Esses resultados demonstram que, no caso de S. commune, a sintese deste tipo de
enzima encontra-se sob padrdes de regulamentacdo comum. Bagaco de cana-de-agucar
utilizado como fonte de carbono induz maiores atividades enziméticas das principais enzimas
avaliadas no ensaio. Adicionalmente, os resultados do estudo apresentando sugerem uma
correlacdo direta entre a concentragdo de bagaco de cana-de-agucar utilizada e a atividade
enzimatica da pectinase e exoglicanase, ao passo que nenhuma correlacdo foi observada nas

atividades de xilanase, mananase, endoglicanase e FPase (Figura 18).
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Figura 18. Atividade da holocelulase de extratos de S. commune em cultura submersa durante
15 dias com diferentes concentracfes de bagaco de cana-de-acucar como fonte de carbono.

Da mesma forma, outros estudos com Agaricus brasiliesis e Pleurotus sajor-caju,
cultivados em diferentes concentracdes de fontes de carbono obtidas a partir de residuos
lignocelulésicos (como bagaco de cana-de-agucar, engaco de bananeira e residuos de algodao
da industria téxtil), mostraram maior atividade de xilanase e pectinase (Siqueira, 2010).
Bailey et al. (1993) demonstraram um aumento da atividade de xilanase de Trichoderma
reesei quando o fungo é cultivado em meio de cultura contendo celulose e xilana como as
principais fontes de carbono. Além disso, o fungo mesofilo Penicillium corylophilum produz
a maior atividade da holocelulase quando cultivado na presenca de residuos de algodao sujo
(Siqueira et al., 2010). Apesar do fato de engago de bananeira e bambu terem maiores
concentragdes de celulose, hemicelulose e lignina do que bagaco de cana-de-acucar (Tabela
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13), a atividade total de celulase apresentada pelo fungo sobre este Ultimo substrato foi maior
em comparacdo aos outros. Tem sido demonstrado que a atividade das enzimas que
participam durante o processo de infec¢do € mediado por fatores de indugdo e regulamentado
pelo ambiente (Cavallazzi et al., 2005; Gomez et al., 2005). Além disso, esta atividade é em
parte diferenciada pela constituicdo do material hospedeiro definindo a interacdo patdégeno-
hospedeiro (Haltrich et al., 1993). Enzimas como celulases e xilanases desempenham um
papel importante na degradacdo de materiais lignocelulésicos (Haltrich et al., 1993). A baixa
atividade enzimética observada quando foi utilizado bambu como suplemento pode ser
explicada, pela complexidade deste material vegetal e ao fato que o processo de infeccéo e
hidrolise enzimatica depende diretamente de varidveis como caracteristicas do substrato,
producdo das enzimas, sinergia e inibicdo enzimética (Yi-heng e Lee, 2004). Enzimas
hidroliticas desempenham um papel importante durante o processo de degradacdo final dos

residuos biolégicos (Coughlan, 1991).

11.2 Atividade da p-glicosidase e holocelulase na presenga e auséncia de
carboximetilcelulose CMC.

Os resultados mostram altos picos de atividade nos dias 5, 13, 17 e 20, uma diminui¢ao
significativa no dia 10 e diferencas significativas entre os dias avaliados para cada tratamento
em presenca e auséncia de CMC 1% (m/v), corroborando o efeito indutivo destes compostos
na atividade enzimatica até 20 dias de crescimento (Figura 19). A producdo extracelular de
1,3-pB-glicanase é semelhante quando cepas de micélios dicariticos ATCC 38458 e
monocarioticos de S. commune foram testados apds 96 horas de crescimento (Prokop et al.,
1992). E importante entender os mecanismos bioquimicos de degradacio dos residuos
lignocelul6sicos. As endoglicanases e exoglicanases possuem dominios bifuncionais ou
multifuncionais para ligar-se aos diferentes pontos do substrato. Da mesma forma, enzimas
hidroliticas como B-glicosidases desempenham um papel importante durante o processo final
de degradacdo dos residuos biol6gicos (Coughlan, 1991). Os resultados sugerem que a
atividade da B-glicosidase de S. commune pode ser aumentada mediante a complementacao
do meio de cultura com diferentes fontes de carbono (Figura 19). Em contraste, na avaliagéo
da atividade enzimatica de Trichoderma harzianum crescido em diferentes fontes de carbono,
a maior atividade obtida foi a endoglicanase em substrato contendo CMC, em comparacgéo

com exoglicanase e B-glicosidase (Aslam et al., 2010).
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Figura 19. Atividade especifica da B-glicosidase de S. commune crescido durante 20 dias em
meio liquido contendo cultura de fibras de bambu 1%, na presenca e auséncia de CMC 1%. *
Para cada tratamento, diferencas significativas entre os dias avaliados sdo indicados por letras

diferentes Tukey (p < 0,05).

Na figura 20 sdo apresentados os resultados de atividade especifica para
endoglicanases, demonstrando a positiva inducdo e superior atividade deste tipo de enzima
quando comparada com as celulases enddgenas do inseto Diabrotica virgifera. Porém, para o
mesmo tempo de avaliacdo (7 dias) dos extratos obtidos a partir do meio de cultura
suplementado com CMC 1%, ndo houve diferencas estatisticas significativas entre os

tratamentos na presenca e auséncia do indutor na avaliagdo da atividade HECase (Figura 21).
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Figura 20. Atividade de CMCase de extratos do 7° dia de crescimento do fungo S. commune
empregando-se CMC como substrato e extrato de Diabrotica virgifera. * Letras diferentes

indicam diferencas estadisticas significativas Tukey (p<0.05).
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Figura 21. Atividade de endoglucanasas de extratos do 7° dia de crescimento, utilizando-se
HEC como substrato. *Letras diferentes indicam diferencas estadisticas significativas Tukey
(p<0.05).

Adicionalmente, os resultados mostraram diferencas estadisticas significativas entre

0s tratamentos nos ensaios para avicelases e xilanases, sendo corroborada a indugéo na

producdo e atividade destas enzimas pelo composto CMC (Figuras 22 e 23). O efeito
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representa um incremento na atividade, que foi mantido ao longo do tempo de incubacéo dos

experimentos.
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Figura 22. Atividade enzimatica de extratos do 7° dia de crescimento, utilizando-se avicel
como substrato. * Letras diferentes indicam diferengas estadisticas significativas Tukey
(p<0.05).
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Figura 23. Atividade enzimética de extratos liquidos do 7° dia de crescimento do fungo S.
commune utilizando-se xilana como substrato. * Letras diferentes indicam diferencas

estadisticas significativas Tukey (p<0.05).

A atividade xilanase avaliada em extratos provenientes do fungo Aspergillus
veriscolor, utilizando-se diferentes substratos como indutores, demonstrou que o maior efeito
na producdo da enzima correspondeu ao composto CMC (Carmona et al., 1997). Na natureza,

a variedade de substratos induz produgdes de enzimas diferenciadas, em virtude de alteragoes
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morfoldgicas e fisioldgicas na reproducdo dos basidiomicetos que regulam a producdo das
enzimas celuloliticas ao nivel de transcricdo, producdo e acédo (Baldrian, 2003).

Adicionalmente, da mesma forma que ocorre com o fungo Phanaerochaete
chrysosporium, S. commune é amplamente estudado pelo potencial na biorremediacdo e
producdo de enzimas de importancia biotecnoldgica. Muitos processos agroindustrias usam
P. chrysosporium para 0 branqueamento de polpa por meio de tratamento enzimaticos
(Martinez et al., 2004).

11.3 Atividade da lacase

Na figura 24 observou-se a atividade lacase dos extratos do fungo, mostrando um pico
de atividade ao dia 15 de avaliacdo. As lacases dos fungos tém a capacidade de atacar a
lignina para favorecer o aceso aos polissacarideos, os quais sdo metabolizados com maior
facilidade. Ander e Erickson (1976) discutiram sobre a acdo da lacase na regulacdo das
enzimas lignoliticas para a geracdo de metabdlitos ligninoliticos oxidaveis. Quando as lacases
sdo adicionadas, protege-se o micélio do fungo, em razdo da despolimerizacdo de toxicos
intermediarios no processo de degradacdo da lignina. Lacases produzidas pelo fitopatogeno
Botrytis cinerea tém papel essencial para sobrepor o mecanismo de defesa da planta na
desintoxicacdo dos compostos antifungicos formados no héspede infectado (Viterbo et al.,
1993). Da mesma forma, o fungo Aspergillus nidulans, para sintetizar pigmentos nas

conidias, utiliza duas lacases (Herman et al., 1983).
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Figura 24. Atividade das lacases do fungo S. commune durante 20 dias de crescimento.
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Os fungos basidiomicetos, responsaveis pela podriddo branca, possuem um complexo
de oxidases e peroxidases que permite catalisar as primeiras reacdes, quebrando as unides da
molécula de lignina (Jordaan, 2004). A cinética da enzima no tempo foi monitorada (Figura
25) para o dia 15 de expressdo, pico de atividade na cinética da enzima (Figura 24).
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Figura 25. Atividade da enzima de extratos do dia 15 de crescimento do fungo S. commune

utilizando-se ABTS como substrato.

Neste estudo, a utilizacdo de CMC 1% e de fibras de bambu como suplementos das
culturas incrementou a atividade das principais enzimas lignoceluloliticas, como as lacases.
Porém, diferentes estudos tém demonstrado que o uso de indutores como o cobre sdo
essenciais para a expressdo da lacase (Cavallazzi et al., 2005). As lacases séo reguladas por
metais como o cobre, que fazem parte da molécula em forma constitutiva por meio de ions
(cofatores), em que cada um destes estaria associado a cadeias unicas polipeptidicas (Mouso
et al., 2003). Além disso, ja se demonstrou gque este elemento pode induzir a expressao de
genes da enzima e modificar o processo transcricional em outros fungos, como P.
chrysosporium, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus e Coriolopsis rigida (Horton et al.,
2005).

11.4 Caracterizagao parcial das B-glicosidases

O efeito da temperatura foi avaliado na atividade das B-glicosidase, utilizando-se os
substratos pNBG e 4MUPBG, a melhor atividade da enzima observou-se entre 50 e 60° C,

mostrando diferencas significativas entre as temperaturas utilizadas (Figura 26).
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Figura 26. Atividade especifica das B-glicosidases de extratos do dia 15 de crescimento do
fungo S. commune, utilizando-se os substratos pNBG e 4MUBG. * Letras diferentes indicam

diferencas significativas Tukey (p<0.05).

Adicionalmente, a maior atividade enzimatica foi observada a pH 7,0, empregando-se
4MUBG como substrato (Figura 27). Resultados semelhantes de efeito de pH e temperatura
foram observados por Ghadamyari et al. (2010) e Clarke (1990), respectivamente.

Aparentes Kn, € Vinax para pNBG foram 0.303 mM e 0.504 mmol/min/mg de
proteina, respectivamente (Fig. 28). Da mesma forma, parametros cinéticos para esta enzima
utilizando pNBG como substrato foram reportados anteriormente, com Ky, € Viax de 0,99 mM
e 0,30 mmol/min/mg de proteina, respectivamente (Prokop, 1992; Ghadamyari et al., 2010).
E importante ressaltar que estes pardmetros sio muito Gteis para o desenvolvimento, a
padronizacdo e a implementacdo de ensaios enzimaticos durante processo de bioconversao de

materiais lignoceluldsicos (Moldes et al., 2002).
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Figura 27. Efeito do pH na atividade de B—glicosidases de extratos do fungo S. commune. As
barras representam o desvio padrdo da media. As diferencas estatisticamente significativas

para cada ensaio sdo indicadas por diferentes letras Tukey (p < 0.05).
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Figura 28. Curva de Ky, e Vmax para B—glicosidases de S. commune.

11.5 Western blot

Pelo menos trés diferentes isoformas de B-glicosidases foram observadas entre 30 e 50
kDa, por meio da analise de Western blot (Figura 29). Esse resultado ndo corresponde ao
valor de 95 kDa, que foi anteriormente reportado para uma isoforma semelhante desta enzima
(Clarke, 1990). A diferenca da massa molecular observada pode ser explicada pelo efeito da

incorporacdo de diferentes fontes de carbono no meio de cultura celular. No entanto, é
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importante mencionar que, com o emprego de anticorpos especificos nos ensaios de Western
blot para detectar bandas de proteinas B-glicosidases para essa familia de enzimas, € possivel
obter moléculas com certo grau de homologia entre espécies diferentes, mas que ndo
representam necessariamente o completo potencial do fungo, considerando-se que a

composicao do meio de cultura pode induzir a expressao de diferentes isoformas.
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Figura 29. Identificacdo das B-glicosidases em amostras de S. commune por meio de Western
blot. Linhas 1 e 5: Marcador de massa molecular. Linhas 2 — 4: 1, 5 e 10 ug de proteina.
Linha 6: Diabrotica virgifera.

Além disso, a hidrolise de ligagdes B-glicosidicas de B-glicanos envolve enzimas com
diferentes isoformas (Nuero, 1995), e todas estas isoformas provenientes de fungos

basidiomicetos também sdo reguladas por fatores genéticos (Martinez et al., 2004).

11.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Observou-se 0 mecanismo fisico do fungo S. commune na degradacdo do tecido de
bambu em fibras coletadas no campo e infectadas com o fungo, mas também em amostras
pré-tratadas com os extratos enzimaticos. Além disso, observou-se estruturas do parénquima
com a presenca de imperfei¢des resultantes do corte abrasivo nas amostras provenientes do
corte mecanico realizado sobre bambu jovem usado como controle. No entanto, pode-se
observar a integridade das fibras ndo tratadas (Figs. 30A e B). As fibras de bambu imersas na

solucdo enzimatica resultante do crescimento do fungo durante 15 dias em meio liquido de
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cultura tém aparéncia degradada e porosa em comparacdo com as fibras ndo tratadas.
Observou-se claramente uma ruptura estrutural das fibras do bambu apds o tratamento,

processo atribuido & agdo de enzimas presentes nos extratos (Figs. 30C e D; Andreaus, 2008).

8kV WD 10 mm x200 8kV WD 10 mm

D

(Fty

X500 8kV WD 10mm : x1000 /8 KVAWD 10z

Figura 30. MEV visualizacdo topografica. A e B: fibras de bambu no tratadas. C e D: fibras

de bambu tratadas com extratos enzimaticos durante 8 dias.

E importante ressaltar que a acdo complementar de ambos, mecanismos fisico e
enzimatico mediante a atividade celulase e xilanase, desempenham um papel fundamental na
degradacdo de varios materiais lignoceluldsicos, como observado em estudos anteriores
(Haltrich e Steiner, 1994). Durante o processo infeccioso do fungo sobre este tipo de
material, um dos fatores iniciais e determinantes é a disseminacdo dos esporos no meio
ambiente por meio de fatores bidticos ou abidticos, uma vez que sdo depositados em um meio
ou substrato adequado para o crescimento (como o bambu), processo que comeca por adesao,
germinacdo e penetracdo fisica e bioquimica dos tecidos vegetais por intermédio da massa
micelial. Esse processo ocorre por meio da ativacdo de uma série de enzimas
lignoceluloliticas em quantidades suficientes para iniciar o trabalho de degradagdo destes
materiais lignocelulosicos, de acordo com a estrutura encontrada, com o suporte dos

metabolismos primario e secundario (Fig. 31).
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200 pm

Figura 31. A: esporo germinado. B: corte infectado. C e D: distribui¢do micelial na planta.

E importante mencionar que a composicao da espécie G. angustifolia corresponde a
51% de parénguima, 40% de fibra e 9% de tecidos condutores (Xiaobo, 2004). Estudos
anteriores sobre caracterizacdo quimica e morfologica foram iniciados na década de 70, a fim
de se compreender os mecanismos fisicos utilizados pelo S. commune durante o processo de
infeccdo (Wessels et al., 1972). Assim que o fungo penetra o tecido da planta, produz uma
cobertura total de hifas nos tecidos, que é sempre facilitada pela acéo sinérgica das enzimas
digestivas (Kumari et al., 2008). Isso permite ao fungo colonizar o parénquima, por meio de
furos naturais localizados no interior da planta (Fig. 32B), gerando a ruptura das células do
parénguima e tecidos parenquimaticos (Fig. 32C e D). O processo de infec¢do continua com a
formacdo de corpos frutiferos, carpoforos tipicos ao nivel da estrutura do feixe vascular,

como ja foi descrito para Schizophyllum sp. (Horton et al., 2005; Fig. 32A).
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Figura 32. MEV visualizagdo topografica. A: carpoforo na fase inicial. B: infecgdo dos
feixes vasculares. C e D: Ruptura das células do parénquima e do tecido parenquimatico de

bambu.
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Figura 33. A: corte longitudinal do protoxilema com pontuagdes escalariformes. B: anéis de

suporte do floema. C: basididsporos no parénquima. D: corte longitudinal do carpéforo.

Ainda, outros autores tém estabelecido o processo completo que ocorre durante a

infeccdo de fungos basidiomicetos (Herndndez et al., 1990). Apos a colonizagdo completa
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das estruturas correspondentes as pontuacGes escalariformes da parede do parénquima (Fig.
33A), esta continua pelo protoxilema e degrada o material, a ponto de deixar visiveis apenas
poucos anéis de suporte que fazem parte da estrutura dos tubos crivosos do floema, cujas
estruturas tém sido amplamente descritas por Montiel (2006) para as diferentes variedades de
bambu (Fig. 33B).

O processo infeccioso de fungos decompositores, como Trametes versicolor e S.
commune, foi avaliado, detectado e discriminado em blocos de madeira infectada por meio de
técnicas de microscopia de infravermelho (FITR; Naumann et al., 2005). Neste caso, este tipo
de microscopia (MEV) permitiu estudar as diferentes fases do processo de degradacéo e
identificar as estruturas tipicas do fungo nas amostras observadas, como esporos e formacao
inicial do carpdforo (Fig. 33C e 33D). A formacéo do corpo frutifero do fungo, que consiste
de um pé muito pequeno na base do corpo e um chapéu em suas partes externas e
corresponde a estruturas tipicas de um basidiomiceto, depende das estruturas internas, que
sdo formados por fibras fibuladas, hifas entrelagcadas e crescimentos paralelos (Wessels et al.,
1972; Fig. 33D). Este tipo de formacdo tem sido descrito por Vvarios autores para 0 género
Schizophyllum. sp. (Horton et al., 2005). Além disso, a caracterizacdo completa da parede das
hifas em Armillaria mellea, como um processo complementar aos processos infecciosos em
basidiomicetos, mostrou estagios diferenciais na infeccdo (Herndndez et al., 1990). A
diferenciacdo do corpo de frutificacdo nos primeiros estagios é induzida por fatores como luz,
ventilacdo e prevaléncia de condi¢6es nutricionais (Raudaskoski e Vauras, 1982).

Apesar do fato de que existe uma formacéo e diferenciacdo precoce do himénio pelo
fungo, a producdo de basidiosporos € adiada por uma camada de mucilagem produzida, que
cobre a superficie ventral da formacdo para o crescimento do carpéforo. Esta mucilagem
também parece funcionar como fator dominante em algumas fases de crescimento e
diferenciacdo (Raudaskoski e Vauras, 1982). Estudos recentes identificaram moléculas nestas
excrecOes e demonstraram que alguns polissacarideos tém importantes atividades bioldgicas,
como efeitos antitumorais, imunomoduladores e anti-inflamatdrios, pelas suas estruturas
quimicas e as conformacGes da cadeia (Yang e Zhang, 2009). Da mesma forma, foram
identificadas moléculas como “Schizophyllan”, que tem importancia biotecnolédgica (Kumari
et al., 2008).

Finalmente, o desenvolvimento do processo de decomposicdo varia de acordo com 0
micro-organismo envolvido e o material lignocelulosico atacado; contudo, existem muitas
semelhancas. Os fungos da podriddo penetram a madeira das arvores na forma de micélio ou

basididsporos, que germinam por meio de feridas, galhos mortos, ou de raizes danificadas.
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Uma vez alterado o tecido por produtos quimicos, bactérias, ascomicetos e/ou fungos
imperfeitos, os basidiomicetos completam o processo digerindo e desintegrando 0s
componentes da parede celular por meio da atividade de enzimas ligninoceluloliticas. Fungos
da podriddo branca, espécies de fungos comestiveis como Lentinula edodes, Pleurotus
ostreatus, Trametes versicolor, Bjerkandia adular, Chrysosporyum pruinosam, Merulius
trenollosus, Phanerochaete chrisosporyum, entre outros, sdo grandes produtores de enzimas
lignoceluloliticas (Agrios, 1996; Andreaus, 2008).

Enzimas como as lacases permitem despolimerizar 0s compostos aromaticos e expor a
hemicelulose e as cadeias de celulose para a acdo de enzimas como Xilanase, pectinase e
avicelase, as quais liberam cadeias curtas, que sdo adequados para a acdo enzimatica das
endoglicanases e glicanases (Siqueira et al., 2010; Srinivasan et al., 2005). No entanto,
demonstrou-se que alguns isolados de linhagens endofiticas tém a capacidade de desenvolver
nas plantas hospedeiras um processo de decomposicdo com padrdes ndo seletivos
semelhantes aos descritos acima (Oses et al., 2006). O exato mecanismo subjacente dos
padroes de decomposicdo observada em amostras de bambu infectadas ainda é incerto. E
possivel que os mecanismos de degradacdo em bambu, resultante do ataque de S. commune,
dependam completamente da acdo conjunta de processos fisicos e enzimaticos para alcancar a

degradacéo final das fibras desta planta.
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CAPITULO 3. Caracterizacgéo parcial de enzimas digestivas de

larvas de broca gigante da cana-de-acgucar Telchin licus licus.

12 Resumo do terceiro Capitulo

A fim de caracterizar a atividade das enzimas digestivas B-glicosidases e leucina-
aminopeptidase (LAP) em larvas de T. licus licus, intestinos de larvas de dltimo estadio
foram embebidos em tamp&o adequado, homogeneizados, centrifugados e o sobrenadante
utilizado para a determinacdo e caracterizacdo parcial das enzimas. Adicionalmente usando
indicadores, o0 pH do trato digestivo do inseto foi determinado. Os resultados mostram que o
intestino da broca gigante da cana-de-agUcar possui um pH de 9,6 altamente alcalino
consistente com o relatado na literatura. Além disso, para as p—glicosidases foram observados
aparentes Ky, e Vnax para pNPG de 1.74 mM e 0,005 mmol/min/mg de proteina
respectivamente, a melhor atividade da enzima foi obtida a pH entre 6,0 e 7,0 e temperatura
entre 50 e 55 °C. Do mesmo modo, demonstrou-se o efeito de diferentes inibidores e
ativadores da enzima, registrando para Mg** um incremento da atividade diretamente
relacionado a concentragdo. Estudo com as LAPs foram identificadas 3 isoformas ativas e
demonstrou-se a inibicdo completa da atividade da enzima utilizando bestatin 0,1 mM, foi
determinado o efeito do pH sobre a atividade da enzima e finalmente a atividade especifica
comparada com outros insetos praga de importancia econdémica das ordens Lepidoptera e
Coleoptera.

As LAPs sdo enzimas que atuam em processos chave da alimentacdo e
desenvolvimento do inseto, por esta razdo sdo consideradas alvos importantes na busca por
alternativas de controle da praga procurando inibidores especificos ou estudando as

interagBes com organismos controladores bioldgicos como Bacillus thuringiensis.

13 Materiais e Métodos

13.1 Insetos

Larvas de T. licus licus foram coletadas em campos agricolas de cana-de-agucar
(Sacharum officinarum L.) da Regido Nordeste do Brasil, Larvas de H. hampei foram
coletadas de grdos infestados de café e enviados desde Minas gerais. Larvas de Anthonomus
grandis, S. frugiperda, Acanthoscelides obtectus e Zabrotes subfasciatus foram fornecidas

pela Plataforma de Criagdo de Insetos (PCI) do Prédio de Controle Biolégico da Embrapa
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Recursos Genéticos e Biotecnologia. As larvas de T. licus licus foram mantidas em

fragmentos de colmo de cana-de-acgucar e acondicionadas em camara de crescimento.

13.2 Reagentes

Os substratos L-leucil-2-naftilamida e pNBG assim como o croméforo Fast Black K,
os diferentes sais de cloreto, indicadores de pH e o inibidor bestatin foram adquiridos da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

13.3 Determinacdo do pH do trato digestivo da broca gigante

O pH do intestino da broca gigante da cana-de-actcar T. licus licus foi determinada
por uma modificacdo da metodologia relatada por Valencia et al. (2000). Os seguintes
indicadores de pH: amarelo de dimetilo, vermelho do congo, azul de bromofenol, laranja de
metilo, verde de bromocresol, vermelho de metilo, parpura de bromocresol, azul de
bromotimol, vermelho de fenol, vermelho de cresol e azul de timol, foram adicionados a uma
dieta liquida na concentracdo de 0,1% (m/v) e a solucdo usada para impregnar algoddes para
alimentar as larvas. Posteriormente, estas foram mantidas em condigdes ideais em camara de
crescimento por 24 horas. As larvas foram observadas em lupa estereoscdpica para registrar a
viragem da cor dos indicadores no intestino. Finalmente, os intestinos foram removidos para

confirmar a cor e o pH estimado de acordo com a sobreposicdo dos valores dos indicadores.

13.4 Obtencdo dos extratos intestinais

Para a caracterizacdo das enzimas digestivas de T. licus licus, tratos intestinais foram
removidos de larvas e colocados em tampdo fosfato pH 7,0. Os intestinos foram
homogeneizados e entdo, centrifugados a 10.000xg durante 30 minutos. O sobrenadante foi
guardado a -80 °C até o uso. A concentracdo de proteinas nos extratos intestinais foi medida
de acordo como método de Bradford (1976). A albumina de soro bovino foi usada como

padréo.

13.5 Ensaio de atividade e inibicdo de leucina-aminopeptidase (LAP)

De acordo com a metodologia proposta por Valencia (2009), a atividade de LAP foi
medida com o substrato sintético L-leucil-2-naftilamida. Para o ensaio enzimético, o
substrato sintético e o cromoforo Fast Black K foram diluidos em tampéo fosfato 100 mM,
pH 7,0, contendo 0,5 mM de MgCl,. Inicialmente foram misturados 200 plL de tampao
fosfato 100 mM, pH 7,0 e 5 uL de extrato intestinal e pré-incubados a 36° C durante 15
minutos, depois dos quais foram adicionados 5 pL de Fast Black K 24 mM. As reag0es foram

iniciadas pela adicdo de 5 pL do substrato sintético L-leucil-2-naftilamida 14 mM e levado
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para incubacdo a 36° C durante 5 minutos, no escuro. Uma unidade de atividade da enzima
(UI) foi definida como sendo o incremento de 0,01 na absorbancia a 590 nm. Para a medicao
de absorbancia, foi utilizado um espectrofotdmetro Unicam UV2. Cada ensaio enzimatico foi
feito em triplicata e as médias das atividades observadas sdo apresentadas. A inibicdo da
atividade da enzima LAP foi determinada mediante a pré-incubacdo da enzima com bestatin
0,1 mM e um produto comercial (Inseticida biolégico) durante 15 minutos a 36° C, em
tampdo de atividade (pH 7,0). Os resultados foram comparados com 0s obtidos nos ensaios

de atividade da enzima na auséncia dos inibidores.

13.6 Ensaio de atividade de B-glicosidases

A atividade da B-glicosidase foi determinada pela pré-incubacéo de 5 pL de solugédo
de enzima a partir de extratos intestinais de T. licus licus com 200 pL de tampédo fosfato 50
mM (pH 7,0) a 37° C durante 15 min. Posteriormente, a reac¢do foi iniciada com 5 pL de
pNBG (25 mM) e incubada a 37° C durante 30 min. A reagdo foi interrompida 50 pL de
carbonato de sodio (1M), a absorbancia foi lida a 405 nm. A atividade foi determinada pela
comparacdo com uma curva-padrao de p-nitrofenil. Os ensaios enzimaticos foram realizados
em triplicata e a atividade foi expressa em micromoles de produto liberado por minuto por

miligrama de proteina (umol/min/mg).

13.7 Efeito de ativadores ¢ inibidores na atividade de -glicosidases

Para avaliar o efeito de diferentes ions na atividade das B-glicosidases de T. licus
licus, os ensaios enzimaticos partindo de extratos de T licus licus foram realizados na
presenca de diferentes concentracdes de sais de cloreto de Na* (5, 10, 20 e 40 mmol/L), K"
(5, 10, 20 e 40 mM), Ca** (5, 10, 20 e 40 mM), Mg®* (5, 10, 20 e 40 mM), e &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA; 0,5, 1, 2 e 4 mM), sodio dodecilsulfato (SDS; 2, 4, 6 e 8
mM) e uréia (2, 4, 6 e 8 M). Estes compostos foram adicionados a mistura de ensaio, e a
atividade foi medida apds 30 minutos de incubacdo. Um controle foi realizado sem adicéo
dos compostos. Para calcular a atividade relativa final. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata.

13.8 Efeito de pH, temperatura e parametros cinéticos das enzimas

O efeito do pH determinou-se por meio de pré-incubacdo das enzimas p-glicosidases e
LAP durante 15 min, a 37° C, em tampao: Citrato de sédio 50 mM (pH 3-5), 50 mM
succinato (pH 6), fosfato de sédio 50 mM (pH 7,12), 50 mM Tris-HCI (pH 8-9) e 50 mM de
glicina (pH 10-12). Adicionalmente, para as B-glicosidases, o efeito da temperatura foi
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analisado nas condicOes acima descritas, variando a temperatura de 30 a 80° C, com 15 min
de pré-incubacdo. Da mesma forma, concentracfes de substratos finais foram variadas e a
constante de Michaelis-Menten (Kr) como a velocidade maxima (Vma) foram estimadas
mediante a andlise de regressdo ndo linear, utilizando-se o software Prism (software

Graphpad, verséo 5)

13.9 Separacdo eletroforética e deteccdo da atividade LAP em géis nativos e de focalizagcdo
isoelétrica (IEF)

As proteinas extraidas dos intestinos de T. licus licus foram separadas por eletroforese
géis 10% homogéneos (Equipamento Miniprotean), Phastsystem (Phastgel 12.5%) e géis de
focalizacdo isoelétrica (Phastgel IEF 3-9). Os zimogramas foram obtidos por meio da
incubacdo dos géis de eletroforese em uma solucdo de tampédo fosfato 100 mM, pH 7,0,
contendo 0,5 mM de MgCl, e uma concentracdo final de Fast Black K 24 mM e L-leucil-2-
naftilamida 14 mM a 36° C, durante 30 min, no escuro. Este tratamento revelou bandas de
cor azul intenso em um fundo alaranjando claro. Os géis foram lavados para remover o
excesso da solucdo inicial e finalmente foram fotografados. Os pontos isoelétricos foram
calculados usando-se proteinas padrdo com pontos isoelétricos conhecidos e o software
ImageMaster VVDS.

13.10 Anélise estatistica
Os dados foram comparados por meio da andlise de variancia (ANOVA), seguida
pelo teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05,

utilizando-se o programa SigmaStat 2,03 para Windows (SPSS Inc., EUA).

14 Resultados e Discussao

14.1 Determinacao do pH do trato digestivo da broca gigante

As larvas de broca gigante da cana-de-acgUcar alimentadas com a solucdo da dieta no
algoddo e mantidas em camara de crescimento ndo mostraram aparente efeito negativo ou
mortalidade quando comparadas com o controle (dieta sem indicador). No entanto, observou-
se uma apropriada solubilizacédo nos tratos digestivos dos diferentes indicadores usados. Apos
a analise em lupa estereoscopica tanto das larvas como dos tratos removidos, registrou-se 0s
valores de pH em fungdo da cor de viragem dos indicadores. A comparacdo final dos
intervalos de pH permitiu estimar o pH do trato digestivo entre 9,6 e 10,1 (Fig. 34).

Geralmente, boa parte do floema das plantas mostra um valor de pH entre neutro (7,2)

a ligeiramente alcalina (8,5), isto ndo € consistente com o valor de pH estimado para T. licus
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licus (9,6 - 10,1). Nossos resultados sdo consistentes com o valor de pH 9,6 relatado para o
trato digestivo de Mamestra brassicae (Lepidoptera: Noctuidae) e contrastante com 0s
valores relatados para broca do café (Coleoptera: Scolytidae) de 4,2 a 5,6 (Valencia et al.,
2000). Ao mesmo tempo, os maiores valores de pH do trato digestivo em lepiddpteros tém
sido atribuidos a uma adaptacdo dos ancestrais para a extracdo eficiente de hemicelulose da

parede celular das plantas (Chougule et al., 2008).

Figura 34. Determinagdo do pH do trato digestivo da broca gigante da cana-de-agucar T. licus

licus. As cores dos nomes indicam a cor observada na viragem dos indicadores.

14.2 Caracterizacdo parcial das B-glicosidases de broca gigante da cana-de-agucar

As p-glicosidases catalisam a hidrélise da extremidade de oligossacarideos de
ligagdes B-1,4. Além disso, a ocorréncia de diferente especificidade destas enzimas nas
ordens dos insetos pode ser uma adaptacdo evolutiva dos ancestrais as dietas de plantas
contendo glicosideos (Ferreira et al., 1998). A participacdo deste tipo de enzimas digestivas é
muito importante para os insetos no processo final de degradagdo dos carboidratos (Zibaee et
al., 2009). Tendo a cana-de-aclcar um alto contetdo de di e oligossacarideos a partir da
composicdo de hemicelulose e celulose (Tabela 13), é possivel concluir sobre a importancia
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desta enzima para o desenvolvimento dos diferentes estagios da broca gigante da cana-de-
acucar na planta. Por este motivo, a enzima foi selecionada para conduzir os ensaios de
caracterizagdo parcial. Os resultados mostram aparentes Ky @ Vimax para pNpG de 1.74 mM e
0.005 mmol/min/mg de proteina, respectivamente (Figura 35). Da mesma forma, outros
parametros cinéticos da enzima utilizando pNBG como substrato foram reportados
anteriormente, com Ky, € Vinax de 0,99 mM e 0,30 umol/min/mg de proteina, respectivamente,
para o Lepidoptera Glyphodes pyloalis (Ghadamyari et al., 2010). E, um valor de K, de 0,32
mM foi encontrado para a Lepidoptera S. frugiperda (Marana et al., 2000).
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Figura 35. Curva de Ky, e Vmax para B—glicosidases da broca gigante da cana-de-agtcar

Adicionalmente, o pH e a temperatura da atividade da enzima foram determinados e o0s

resultados estdo nas figuras 36 e 37.
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Figura 36. Efeito do pH na atividade de p—glicosidases da broca gigante da cana-de-agucar T.
licus licus. As barras representam o desvio padrdo da media. As diferencas estatisticamente

significativas para cada ensaio sdo indicadas por diferentes letras Tukey (p < 0.05).
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Figura 37. Efeito da temperatura na atividade de p—glicosidases da broca gigante da cana-de-
acucar T. licus. As barras representam o desvio padrdo da media. As diferencas
estatisticamente significativas para cada ensaio sdo indicadas por diferentes letras Tukey (p <
0.05).

N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre os valores de pH 6,0 e 7,0
(Fig. 36), valores nos quais observou-se a maior atividade da enzima. A maioria das enzimas
digestivas de insetos lepiddpteros possuem atividades 6timas em torno de valores de pH entre
6,5 e 8,5 (Chougule et al., 2008) como registrado neste trabalho tanto para Telchin licus licus
como para S. commune. Entretanto tem-se reportado para p—glicosidases um pH 6timo entre
8,0 e 12,0 e temperaturas Otimas entre 20 e 50° C, especialmente em insetos lepidopteros
(Zibaee et al., 2009). Além disso, houve diferencas estatisticamente significativas entre as
temperaturas avaliadas, mas ndo houve diferenca entre 50 e 55° C, sendo estas as
temperaturas de maior atividade da enzima e consistente com o relatado na literatura (Fig. 37;
Mehrabadi et al., 2009). Também, observou-se termo-estabilidade da enzima mostrando
atividade residual de 50% a 70° C. Tais caracteristicas permitiriam aplica¢fes potenciais em
diferentes processos biotecnoldgicos de bioconversdo em altas temperaturas (Moldes et al.,
2002).

Do mesmo modo, na determinacao do efeito de ativadores e inibidores sobre atividade
da enzima registrou-se 0 maior incremento nos niveis de atividade na presenga de MgCl, e
CaCl,; mostrando para Mg+ uma correlagdo diretamente proporcional entre concentracdo e
atividade, com valores de até o dobro do controle (Fig. 38), em contraste com o observado

em outros estudos que ndo mostram efeitos significativos de MgCl, e CaCl, com lepidopteros
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(Yapi et al., 2009; Ghadamyari et al., 2010). Nenhum efeito consideravel na presenca de
NaCl, KCI e EDTA foi registrado. Porém, foram observadas diferencas estatisticamente
significativas para os tratamentos NaCl 20 mM, KCI 20 mM e EDTA 0,5 mM em relagdo ao
controle. Adicionalmente, observou-se uma drastica diminuicdo da atividade com SDS e
Ureia (Fig. 39).
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Figura 38. Atividade relativa de B-glicosidases de T. licus licus na presenca de diferentes
concentracdes de MgCl,. As barras representam o desvio padrdo da media. As diferencas

estatisticamente significativas para cada ensaio sdo indicadas por diferentes letras Tukey (p <
0.05).

Tem sido demonstrado que as glucosidases sdo metaloproteinas que requerem calcio
para a sua maxima atividade em diferentes fontes, incluindo insetos, e que os ions como Mg®*
atuam como cofatores que lhes permite estabilidade em valores de pH e temperatura
extremos (Baker, 1983). Do mesmo modo, recentes estudos confirmam o efeito inibitério dos
compostos SDS e Ureia sobre as p—glicosidases de insetos (Ghadamyari et al., 2010; Zibaee
et al., 2009) devido ao fato que as enzimas demonstram especial sensibilidade a estes tipos de
compostos (Terra et al., 1996). O estudo das enzimas digestivas, neste caso de enzimas de
grande importancia para 0s insetos-praga constitui um interessante aspecto para 0

desenvolvimento de estratégias de controle uteis e seguras (Zibaee et al., 2009).

81



Arboleda V, JW (2011)

120 ab- € 120
a ab b
a ab ab a a
- 100 ~. 100
$ $
= =
= 80 80
£ £
= =
£ 60 2 60
] ]
% %
= 40 = 40
=
£ £
= 20 DL
0 0
Controle 5 10 20 40 Controle 5 10 20 40
NaCl [mM] KCI [mM]
250 120
b b ab
b
. 200 e be 100 N a
< b <
] g S0
Z 150
:g E 60
= =}
2 100 g
E 2 40
- -
= g =
= = 2
0 0
Controle 5 10 20 40 Controle 0.5 1 2 4
CaCl, [mM] EDTA [mM]
120 120
d b
. 1oo 100 b
= S0 \; S0
=
= £
= =
& 60 E 60 a
& c o
-g = a
< 40 b U] a
> -
= £
< 2 a =< 20
"
0 0
Controle 2 4 6 3 Controle 2 4 6 8
UREA [mM] SDS [mM]

Figura 39. Atividade relativa de p-glicosidases de Telchin licus licus na presenca de
diferentes concentracdes de NaCl, KCI, CaCl,, EDTA, Ureia e SDS. As barras representam o
desvio padrdo da media. As diferengas estatisticamente significativas para cada ensaio sdo

indicadas por diferentes letras Tukey (p < 0.05).

14.3 Caracterizacéo parcial da atividade leucina-aminopeptidase (LAP) de T. licus licus
Leucina-aminopeptidase (LAP) é uma exopeptidase amplamente distribuida, presente

em animais, plantas, insetos e bactérias com diversas fungdes fisiologicas que incluem
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regulacdo das vias metabolicas, controle do ciclo celular e degradacéo seletiva de proteinas
(Taylor, 1993). Estas catalisam a hidrolise de aminoacidos a partir das extremidades
terminais das cadeias polipeptidicas, hidrolisam substratos tipo leucil, amidas de
aminodcidos, alquilamidas, arilamidas, hidrazidas e também tém alguma atividade esterase
(Delange, 1971). No estudo da atividade especifica de LAP de diferentes insetos praga de
importancia econémica, observou-se a maior atividade da enzima para H. hampei e T. licus
licus assim como menor atividade para o bicudo do algodoeiro A. grandis (Fig. 40). No geral,
as aminopeptidases sdo responsaveis pela hidrolise adicional dos polipeptideos, produtos da
clivagem das endopeptidases nos sistema digestivos de artropodes (Billingsley, 1990) e
insetos (Bozi¢ et al., 2008).

Adicionalmente, foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre 0s
pHs testados, demonstrando que o tampdo fosfato 7,0 é o valor de pH de melhor atividade
para esta enzima (Fig. 41). Estes resultados sdo similares aos relatados tanto para espécies de
Coleoptera (Bozi¢ et al., 2008) como de Lepidoptera (Lee e Anstee, 1995).
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Figura 40. Atividade especifica de LAP de diferentes insetos praga.
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Figura 41. Efeito do pH na atividade de Leucina-aminopeptidase da broca gigante da cana-
de-aclcar T. licus licus. As barras representam o desvio padrdo da média. As diferengas
estatisticamente significativas para cada ensaio sdo indicadas por diferentes letras Tukey (p <

0.05).

Visando a deteccdo de possiveis isoformas da enzima LAP, as proteinas do trato
digestivo de larvas de T. licus licus e A. grandis foram separadas na forma nativa pela massa
molecular e pelo ponto isoelétrico para deteccdo da atividade bioldgica no gel. Foram
observadas duas isoformas de T. licus licus e pelo menos 5 isoformas nas amostras de bicudo

do algodoeiro A. grandis (Fig. 42).

Figura 42. Separacgdo eletroforética e deteccdo da atividade Leucina-aminopeptidase (LAP).
em géis nativos. Gel 10% corrido no sistema miniprotean 1V BioRad. Linha 1. T. licus licus.
Linha 2 e 3. Proteinas dos insetos T. licus licus e A. grandis separadas em gel Phastgel
12,5%.
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E importante salientar que ao observar os zimogramas, aparentemente A. grandis
possui maior atividade LAP e um maior numero de isoformas da enzima. Porém, o resultado
da atividade especifica para broca gigante da cana-de-agUcar demonstra que este é 10 vezes
maior que atividade observada em A. grandis (Fig. 40). Do mesmo modo, 2 isoformas foram
observadas nos zimogramas realizados a partir da separacéo eletroforetica nativa para T. licus
licus, enquanto que a separacdo por ponto isoelétrico mostrou 3 bandas de atividade com
valores aproximados pl de 6,6, 6,8 e 7,6. Ao contrario, para A. grandis observou-se 5 bandas
de atividade na separacdo nativa e somente 2 isoformas na focalizacdo isoelétrica com
valores de pl de 6,75 e 7,82 aproximadamente (Fig. 43). As isoformas podem apresentar igual

massa molecular e diferente pl ou vice-versa.

Proteina pl

Citocromo C 10.7
Ribonuclease A 9.5
Lectina 8.3
Lectina 8.0
Lectina 7.8

Mioglobina 7.4
Mioglobina 6.9

!

Anidrase carbonica 6.0

B- Lactoglobulina 5.3

Inibidorde Tripsina 4.5

Glicose oxidase 4.2
Amiloglicosidase 3.5

L s
Figura 43. Separacao eletroforética e deteccdo da atividade Leucina-aminopeptidase (LAP).
em géis de focalizacdo isoelétrica (IEF, 3 - 9). Linha 1. Marcador de ponto isoelétrico. Linha

2. Broca gigante da cana-de-agUcar T. licus licus. Linha 3. Bicudo do algodoeiro A. grandis.

14.4 Inibicéo da leucina-aminopeptidase de T. licus licus

Durante a evolucéo, insetos fitofagos tem se adaptado a diversos nichos troficos devido
ao fato que os diferentes 6rgdos da planta diferem ndo apenas no contetdo e a qualidade dos
nutrientes, mas também na quantidade de metabdlitos secundarios que agem como inibidores
da enzima em resposta ao ataque do inseto (Carlini e Grossi de Sa, 2002). Com o objetivo de
caracterizar e testar a sensibilidade das LAPs provenientes dos tratos digestivos da broca
gigante da cana-de-acucar, a atividade da enzima foi testada na presen¢a do inibidor
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comercial bestatin, um inibidor especifico para aminopeptidases. Os resultados mostram a
completa inibicdo da atividade especifica da enzima na presenca de bestatin 0,1 mM a 36° C

em tampado de atividade pH 7,0 (Fig. 44).
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Figura 44. Atividade especifica de LAP da broca gigante da cana-de-agucar T. licus licus na

presenca do inibidor especifico bestatin.

Além disso, a presenca de aminopeptidases em diferentes tecidos durante as diferentes
fases de desenvolvimento dos organismos demonstra a participagdo da enzima no
metabolismo de regulacdo dos niveis de aminoacidos e pequenos peptideos na hemolinfa,
assim como importantes processos de anabolismo protéico e manutencdo de estabilidade
osmotica (Del-Lama et al., 2001). Ainda, em diversas pragas, as aminopeptidases ligadas a
membrana fazem parte do mecanismo receptor que se liga ao inseticida 6-endotoxinas de
Bacillus thuringiensis (Nakanishi et al., 2002). Estudos preliminares de ligacdo das LAPs de
T. licus licus foram realizados neste trabalho a fim de estabelecer o envolvimento da enzima

como receptor de toxinas cry, usando produto comercial de B. thuringiensis (Figura 45).
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Figura 45. Atividade relativa de LAPs da broca gigante da cana-de-acucar T. licus licus na

presenca do produto comercial.

Observou-se diferencgas estatisticamente significativas entre os diferentes volumes
utilizados do produto comercial de Bt e o controle, demonstrando uma correlagéo diretamente
proporcional entre o volume do produto e atividade da enzima, isto demonstra a efetiva
ligacdo da enzima e a toxina. As toxinas de Bt possuem a habilidade de ligar-se a regifes
especificas de aminopeptidases (Nakanishi et al., 2002). A busca por moléculas promissoras
e inibidores de importantes enzimas digestivas como LAPs envolvidas em processos de
importancia biotecnoldgica permitira complementar os trabalhos de bioprospec¢édo visando o

controle do inseto praga (Craveiro et al., 2010)
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15 CONCLUSAO FINAL

Pesquisas com fungos como fontes de metabdlitos, enzimas, toxinas e genes de
interesse, sdo uma alternativa interessante na selecdo e no desenvolvimento de produtos
bioldgicos a base de fungos com potenciais aplicacdes biotecnoldgicas em areas como:
agroindustria, bioprocessos, tecnologia ambiental, bioconverséo e farmacologia.

Os resultados deste estudo confirmam a variabilidade existente entre diferentes
isolados do fungo entomopatogénico B. bassiana pela producédo da sua principal toxina BEA.
Ainda, foi demonstrada a atividade bioldgica de BEA sobre as linhagens celulares SF-9 e SF-
21 de S. frugiperda exibindo valores de CCsy de 2,81 e 6,94 pM, respectivamente.
Metabolitos secundérios obtidos a partir do crescimento do fungo entomopatogénico B.
bassiana em meios liquidos afetaram significativamente o desenvolvimento da interacdo da
ferrugem e o cafeeiro mediante dois efeitos: de protecdo, inibindo a germinacdo dos
ureddsporos, e indutor a longo prazo, caracterizado pela ativacdo de proteinas de defesa da
planta, resultando uma importante diminuicdo da doenca no final da epidemia.
Adicionalmente, este € o primeiro registro da atividade citotoxica e antimicrobiana de
metabolitos do fungo B. bassiana sobre linhagens celulares e bactérias causadoras de doencas
nosocomiais em humanos. Os resultados sugerem um claro envolvimento deste tipo de
metabolitos ao final do processo infeccioso do fungo sobre os insetos praga, mas também
uma significativa atividade antibacteriana. Todos os tratamentos dos metabolitos puros e dos
extratos brutos provenientes do crescimento do fungo B. bassiana apresentaram efeitos
inibitorios sobre as diferentes espécies de bactérias utilizadas nos ensaios. A atividade
bactericida foi observada no caso do género Proteus sp. e bacteriostatica sobre os géneros
Staphylococcus sp., Klebsiella sp e E. coli alcancando em muitos casos 100% de inibicdo em
diferentes tempos e concentracdes utilizadas no ensaio. Com exce¢do da mistura na maior
concentracdo, todos os tratamentos mostraram menor atividade inibitdria contra Salmonella
sp.

Com base nos resultados apresentados nos experimentos utilizando S. commune fico
demonstrado o potencial deste fungo como fonte de enzimas cataliticas para a degradacdo de
materiais lignoceluldsicos, bem para a producdo de biocombustiveis de segunda geracgéo. E
necessario explorar a biodiversidade e caracterizar as mais importantes moléculas que sao
produzidas por micro-organismos selvagens e o papel delas na degradacgao de biomassa, a fim
de se obter acesso a novas fontes de energia disponiveis. Apesar do fato de o bagaco de cana-

de-acucar e o engaco de bananeira mostrarem a maior inducgéo de atividade da holocelulase,
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pela composicéo, disponibilidade e oferta de bambu no mundo todo este continua sendo um
material potencial e interessante. No entanto, requerem-se estudos adicionais para ser
considerado um material lignocelul6sico adequado e com potencial para bioconversao apds o
pré-tratamento da sua fibra. Nesse trabalho, foi comprovado o efeito indutor do CMC e das
diferentes fontes de carbono na producdo das holocelulases. Os valores determinados de K, e
Vmax para pNBG das PB-glicosidases em 0.303 mM e 0.504 mmol/min/mg de proteina,
observou-se a melhor atividade da enzima a temperaturas entre 50 - 60° C e pH 7,0. Do
mesmo modo, a ruptura estrutural das fibras de bambu foi bem visivel com a utilizagdo de
MEV com amostras afetadas pela presenca de S. commune ou previamente hidrolisadas com
0s extratos enzimaticos. Adicionalmente, torna-se necessaria uma melhor compreensdo do
processo de biodegradacdo deste tipo de material lignoceluldsico, a fim de possibilitar a
transformac&o desse valioso material biol6gico em produtos de valor agregado.

Os resultados obtidos na caracterizacdo parcial das enzimas digestivas p—glicosidases
e LAPs vitais no desenvolvimento de T. licus licus permitiram gerar conhecimento
estratégico sobre o inseto visando o futuro controle mediante aplicagdes biotecnoldgicas
como identificacdo de inibidores vegetais, técnicas de RNAI e tecnologias de transformacéo
genética de plantas. O pH do trato digestivo da broca gigante da cana-de-agucar encontrado
foi de 9,6 altamente alcalino mas consistente com o relatado na literatura. Além disso, para as
B—glicosidases foram observadas aparentes K, € Vmax para pNBG de 1,74 mM e 0,005
mmol/min/mg de proteina respectivamente, e valores de pH entre 6,0 e 7,0 e temperatura
entre 50 e 55° C na melhor atividade enzimatica. Do mesmo modo, demonstrou-se o efeito de
diferentes inibidores e ativadores da enzima, registrando para Mg? um incremento
diretamente proporcional entre concentracdo e atividade, com valores de até o dobro do
controle. No caso das LAPs foram identificadas 3 isoformas e demonstrou-se a inibigéo
completa da atividade da enzima com bestatin 0,1 mM. Foi determinado o efeito do pH e a
atividade especifica comparada com outros insetos praga de importancia econémica das
ordens Lepidoptera e Coleoptera. Sabe-se que este tipo de enzima atua como receptor
especifico de toxinas Cry obtidas de Bacillus thuringiensis e os resultados desse trabalho
indicaram a ligacdo das toxinas Cry com a enzima.

Este trabalho ¢ um importante estudo envolvendo metabodlitos produzidos pelos
micro-organismos, com potenciais aplicagdes em diferentes areas. Os estudos da atividade
citotoxica sobre linhagens celulares permitiram a selecdo e 0 melhoramento de formulacdes
do fungo no controle biolégico de pragas de importancia econémica. Da mesma forma, a

avaliacdo da atividade antimicrobiana dos metabolitos é um aporte significativo na busca de
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novos compostos com potencial aplicagdo no controle de bactérias dada a atual situacdo de
crescente resisténcia a quimioterapia.

Finalmente, parte dos dados aqui apresentados constituem uma valiosa ajuda para o
desenho de estratégias voltadas a geracdo de plantas resistentes aos insetos-praga estudados.
A caracterizacdo das enzimas da broca gigante T. licus licus obtidos para B—glicosidases e
LAPs somados a informacdo do transcritoma do inseto e busca por possiveis inibidores
visando a geracdo de plantas com maiores niveis de resisténcia encontram-se em
desenvolvimento no Laboratorio de Interagdo Molecular Planta-Praga (LIMPP) da Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia, liderado pela Dra. Fatima Grossi de Sa.
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