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RESUMO

O fungo nematéfago Duddingtonia flagrans tem sido investigado nos ultimos 15
anos como um método de controle para os nematodides gastrintestinais dos pequenos
ruminantes. Estes fungos aprisionam e infectam o nematoide através da penetracédo da
cuticula, imobilizacao e finalmente a digestdo dos conteudos internos. Esta seqiiéncia
de eventos tem sido sugerida devido a combinacao de atividades fisicas e quimicas.
Este trabalho teve como obijetivo, verificar e determinar a atividade da fosfatase acida
durante o processo de infeccdo do fungo nematéfago D. flagrans quando aprisiona o
nematéide Panagrellus sp. Quatro amostras diferentes foram utilizadas para as analises:
o isolado D. flagrans, o nematbide Panagrellus sp, a interacdo fungo-nematoide e a
interacdo entre o nematéide com o fungo em placa de Petri contendo o meio de cultivo
agar-sabouraund durante 24h. Cada amostra foi inoculada em Erlenmeyer contendo
meio liquido e posteriormente, incubadas a 30° C durante 48h sob agitacao de 90 rpm.
Em seguida, as amostras foram filtradas, centrifugadas a 10.000 xg, 4 °C por 30 minutos,
dialisadas contra agua destilada por 48h e armazenadas no freeze -70°C. O meio de
cultivo agar-agua inoculado somente com o fungo, ou somente com os nematéides, ou
somente com uma combinacdo de fungos e nematdides, foram adicionados com o
substrato fluorogénico 4-metilumbeliferil fosfato e visualizados utilizando luz U.V em
diferentes periodos de tempo. Foi detectada através de SDS-PAGE 7,5 % e
cromatografia de troca i6nica seguida da cromatografia de interacdo hidrofébica a
atividade de uma fosfatase acida em D. flagrans com pH 6timo de 5,4, duas no
nematéide com pH 6timo de 2,2 e 5,4, trés na interacao fungo-nematdide e duas na
interacao fungo-nematoide apos prévia interacao de 24 h ambos com pHs 6timos de 2,2
e 5,4. O estudo com o substrato fluorogénico demonstrou que a atividade maxima de
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fosfatase acida no fungo, no nematdide e na interacdo ocorre com 70 minutos de
incubacgéo e a atividade desta enzima durante o processo de interacao fungo-nematéide
foi 20 % maior quando comparada com a atividade do fungo e do nematdide
isoladamente. Estes resultados sugerem que a atividade de fosfatase acida pode estar
envolvida durante a interagao fungo-nematoide.

Palavras-chaves: Fosfatase acida; Duddingtonia flagrans; Panagrellus sp; Interagédo
fungo-nematéide.
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ABSTRACT

The use of Duddingtonia flagrans, a nematode-trapping fungus, has been
investigated during the last 15 years as a control method for gastrointestinal nematodes
of livestock animals. These fungi capture and infect the nematode by cuticle penetration,
immobilization and finally digestion the internal contents. This sequence of events has
been suggested to occur by a combination of physical and chemical activities. This
report aims, to verify and determine the activity of acid phosphatase during the infection
process of nematophagous fungus D. flagrans when attaching the nematode
Panagrellus sp. Four different samples were used for the analysis: the isolate D.
flagrans, the nematode Panagrellus sp, the fungus-nematode interaction and a 24 h
interaction of the nematode with fungi in Petri dish on an agar-sabouraund medium.
Each sample was inoculated in an Erlenmeyer’s containing liquid medium and incubated
at 30°C, for 48 h on a rotary shaker (90 rpm). Samples were filtered, centrifuged at
10.000 xg, 4°C for 30 min and dialyzed against distilled water for 48 h and stored in the
freeze -70°C. The growing medium water agar inoculated only with the fungus, or only
with the nematodes or only with a combination of the fungus and nematodes, was added
with the fluorogenic substract 4-methylumbelliferyl phosphate and vizualized using U.V
light during different time periods. It was detected by 7.5 % SDS-PAGE and ion-
exchange chromatography followed by hydrophobic interaction chromatography the
activity of one acid phosphatase from D. flagrans with pH optimun of 5.4, two acid
phosphatases from the nematode with pH optima of 2.2 and 5.4, three acid
phosphatases from the fungus-nematode interaction and two from fungus-nematode
interaction after a previous interaction of 24 h, with pH optima of 2.2 and 5.4. The
experiment with fluorogenic substract showed that maximun phosphatase acid activity of
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the fungus, nematode, and of the interaction fungus-nematode occur with 70 minutes,
and the activity of this enzime during fungus-nematode interaction process was 20 %
more when comparison with the activity of D. flagrans and Panagrellus sp individually.
These results suggest that phosphatase acid activit
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| - INTRODUGAO

Dentre os fatores que interferem no desenvolvimento pleno da atividade pecuaria,
as helmintiases gastrintestinais ocupam lugar de destaque e entre os helmintos,
destacam-se os nematbéides (MACRAE, 1993). O parasitismo por nematbides
gastrintestinais limita a producao dos pequenos ruminantes nos trépicos e sub-trépicos
(FAO, 1998). Os prejuizos estao relacionados ao retardo na produgédo, custos com
tratamentos profilaticos e curativos e em casos extremos, a morte dos animais.
(ARAUJO et al., 2004).

O controle dos nematdéides gastrintestinais, visando a diminuicdo da quantidade
de larvas infectantes nas pastagens é obtido através das aplicacées anti-helminticas,
pertencentes a diversos grupos quimicos, na maioria das vezes, administrados sem
levar em consideracdo os fatores epidemiolégicos da regido, os quais, interferem
diretamente na populagéo parasitaria ambiental e, conseqtientemente, na reinfeccao do
rebanho (EMBRAPA, 2004).

Nas ultimas décadas, estratégias de controle se baseiam em aplicacdo de anti-
helminticos em épocas em que as condicoes ambientais sdo desfavoraveis ao
desenvolvimento dos nematdides. Apesar destas estratégias serem eficientes,
apresentam problemas tais como, aparecimento de resisténcia anti-helmintica que é
considerada um dos principais entraves para o sucesso dos programas estratégicos de
controle de verminose, além de residuos dos compostos quimicos nos alimentos e a
ecotoxicidade de alguns compostos. Esses problemas tém impulsionado o

desenvolvimento de estudos que visem a busca de alternativas complementares aos
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métodos tradicionais, que sejam de baixo custo e menos prejudiciais a saude humana e
ao equilibrio ambiental. Entre as alternativas, esta o uso de fungos nematéfagos como
agente biolégico no controle das fases de vida livre dos nematéides gastrintestinais
(PADILHA, 1996b).

Os fungos nematéfagos compreendem um grupo bastante peculiar de
microrganismos com capacidade de infectar e se alimentar de nematéides (BARRON,
1977). Durante o processo de infeccao ocorre a penetracao da cuticula, imobilizacéo e
finalmente a digestdo dos conteudos internos dos nematdides. Esta seqliéncia de
eventos tem sido sugerida devido a combinacao de atividades fisicas e quimicas como
enzimas hidroliticas (WANG et al., 2006).

Arthrobotrys oligospora e Duddingtonia flagrans sao as espécies mais estudadas
entre os fungos nematéfagos. Estas tém demonstrado potencial como agente
controlador da fase nao parasitaria dos nematdides gastrintestinais. Estudos
caracterizando aspectos da biologia destes fungos tém permitido o estabelecimento de
conhecimentos importantes como habilidade dos fungos em reduzir o nivel de larvas
através da atividade predatéria em cultivos fecais, bolos fecais e pastagens
(GRONVOLD et al., 1993; LARSEN, 1999; 2000; 2006).

Apesar da intensificagcdo de estudos com D. flagrans nos Ultimos anos, pouco
tem sido feito em relagdo a aspectos ultra-estruturais e bioquimicos do processo de
infeccdo deste fungo. Assim, estudos verificando estes aspectos em D. flagrans seriam

importantes para o conhecimento das interagdes fungo-nematéide.
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Il - REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Ovino-caprinocultura

A ovino-caprinocultura é uma atividade em expansao no mercado nacional e
internacional. Os rebanhos mundiais de caprinos e ovinos sdo de aproximadamente
898.132 milhdes de cabecas. O Brasil detém atualmente o titulo de oitavo produtor
mundial com rebanhos que, somados, representam 32 milhdes de cabecas, sendo 37
% de caprinos e 63 % de ovinos (PRODUGAO DA PECUARIA MUNICIPAL, 2002).

2.2 - Nematodioses gastrintestinais e ciclo de vida

A verminose é o principal problema sanitario da criacdo de pequenos
ruminantes no Brasil. Antes da domesticacao, o equilibrio entre parasitas e hospedeiros
permitia a tolerdncia dos animais a essa enfermidade. Com a domesticacdo, e
consequente aumento no numero de animais por area, alterou este equilibrio, em favor
dos parasitas, sendo as helmintoses gastrintestinais, especialmente aquelas causadas
pelos nematdides, as mais numerosas, amplamente distribuidas e prejudiciais. Os
vermes mais patogénicos e que causam maior mortalidade nos rebanhos pertencem a
familia Trichostrongylidae (ACCOBA, 2005).

Os nematdides gastrintestinais provocam diferentes patologias que interferem no
ganho de peso, ingestdo de alimentos e utilizagdo de matéria seca, retardo na idade
reprodutiva, decréscimo na capacidade reprodutiva, tristeza e isolamento do rebanho,
pélos arrepiados e sem brilho, as mucosas dos olhos sem cor, diarréia (ACCOBA,
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2005) e mortalidade em animais seriamente afetados. De forma, a minimizar seu
impacto na producdo, medidas preventivas e ou curativas sao empregadas
constantemente (CHARLES, 1992).

O ciclo de vida dos nematéides trichostrongilideos envolve uma fase de vida livre
e uma parasitaria. A fase de vida livre é caracterizada pelo desenvolvimento dos ovos
até larvas infectantes e ocorrem nas pastagens. A fase parasitaria ocorre durante o
desenvolvimento das larvas infectantes ingeridas pelos animais até se tornarem adultos
e produzirem ovos (Figura 1).

Fase Parasitaria

A Rl P | B
ﬁ“:”’. | %
Ay 1/ e B
| ' A | \ v ]
A PR ) I\" { | A .r..l Jror ) 74 Fark
WA il W N
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'\.\ll

Larva _
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Larva

(1° estadio)

Fase de Vida Livre

Figura 1. Ciclo de Vida dos nematdides trichostrongilideos, parasitas do trato
gastrintestinal de ruminantes. A fase de vida livre é caracterizada pelo desenvolvimento
dos ovos até larvas infectantes. A fase parasitaria ocorre durante o desenvolvimento

das larvas infectantes até se tornarem adultos e produzirem ovos (EMBRAPA, 2003).

A fase de vida livre inicia-se com a eliminacédo dos ovos juntamente com as fezes

dos animais contaminados. No exterior, em presenga de oxigénio, temperatura
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adequada e umidade, uma larva se desenvolve dentro do ovo e é liberada apés a
eclosdo. A larva Ly cresce, sofre uma muda, torna-se L, e, em seguida, sofre outra
muda originando a larva infectante (L3) quando, entdo, migra do interior do bolo fecal
para as pastagens ao redor. A evolucao da larva desde o ovo até a fase infectante
ocorre geralmente em cinco a sete dias.

A larva infectante, apds ser ingerida com a pastagem, prossegue 0 seu
desenvolvimento nos animais, atingindo o estadio adulto em cerca de 21-28 dias na
maioria das espécies. Ao alcancarem a luz estomacal sofrem muda tornando-se larva
de quarto estaddio ou adulto imaturo, em seguida as larvas se locomovem para o
intestino delgado onde aumentam de tamanho, diferenciam seus 6rgéos sexuais e se
tornam adultas. Ap6s o amadurecimento sexual os nematodides realizam a copula e as
fémeas iniciam a postura dos ovos que sao liberados juntamente com as fezes.

Durante o desenvolvimento no meio ambiente, os ovos e estadios larvares sao
submetidos ao efeito de fatores abi6ticos, como temperatura, umidade, tensédo de
oxigénio, assim como fatores bidticos como &caros, bactérias, fungos, virus e outros
agentes. Para que haja continuidade do ciclo biolégico, os estadios de vida livre
necessitam superar as barreiras causadas por esses fatores, que influenciam o
desenvolvimento e sobrevivéncia desses estadios no meio ambiente. Na busca de
alternativas para o controle da verminose dos ruminantes, a identificacdo dos inimigos
naturais das fases de vida livre pode permitir o seu uso, juntamente com outras
medidas, para reducdo da contaminacdo das pastagens e consequentemente da
populacado de vermes nos animais em pastoreio (PADILHA & GIVES, 1996).

2.3 — Controle dos nematdides gastrintestinais

Diversas estratégias tém sido estudadas no sentido de promover métodos que
auxiliem no controle dos nematdides gastrintestinais de pequenos ruminantes. Desta
forma, o controle integrado de parasitos que é a adogdo combinada de métodos de
utilizacdo de anti-helminticos com métodos que nao utilizem estes produtos, com a
finalidade de manter niveis aceitaveis de infeccdo em animais de produg¢do vem sendo

cada vez mais difundido. Com relacao a aplicacdo do controle integrado de parasitos,
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diversas estratégias de controle vém sendo estudadas na tentativa de contribuir com a
diminuicdo da contaminacdo dos animais e pastos, e entre as quais podemos citar:
selecdo de animais resistentes, vacinas, fitoterapia, método FAMACHA e controle
biol6gico (VASCONCELOS, 2007).

2.3.1 - Controle Biolégico dos nematodides gastrintestinais

Os problemas relacionados a resisténcia e ecotoxicidade aos anti-helminticos
enfatizam a necessidade de serem implementados programas integrados de controle
bioldgico. O termo controle bioldégico se aplica a utilizacdo de antagonistas naturais
disponiveis no ambiente, para diminuir a um limiar sub-clinico e economicamente
aceitavel a populacdo de um agente causador de perdas produtivas a atividade
pecuaria ou agricola (GRENVOLD et al., 1996). Na pratica, o controle biolégico nao
atua como o controle quimico sobre estagios internos de parasitos; contudo, concentra
suas acoes sobre os hospedeiros intermediarios, paraténicos, vetores e estagios larvais
de vida livre, diminuindo a fonte de infeccdo para os hospedeiros finais. Além disso,
causam menos efeitos negativos no ambiente que os métodos quimicos (MOTA et al.,
2003).

Varios trabalhos tém mostrado que nao é suficiente descobrir e isolar fungos
predadores de nematéides. A idéia principal do controle bioldgico destes parasitos é de
fazer uma reducdo preventiva das larvas infectantes nas pastagens, por isso €
necessario que o candidato ao controle biolégico sobreviva a passagem do trato
gastrointestinal dos animais. Nas fezes, esses fungos, s&o capazes de germinar,
crescer, produzir armadilhas e assim matar as larvas (LARSEN, 1999).

Fungos nematéfagos, como outros fungos patogénicos, precisam penetrar as
barreiras extracelulares presentes no hospedeiro. Deste modo, a cuticula dos
nematéides adultos desempenha um importante papel na prevencao da infeccao dos
fungos nematéfagos. A cuticula dos nematoides adultos, camada néo celular secretada
pela hipoderme, consiste principalmente de proteinas e fibras diagonais (HUANG et al.,
2004).

O processo de infecgdo dos fungos nematéfagos é gerado através da aderéncia
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e aprisionamento dos nematdides seguido de penetracao, imobilizacao e finalmente a
digestdo dos mesmos (YANG et al., 2005). A penetracdo da cuticula dos nematédides
tem sido sugerida devido a combinacao da atividade mecénica e enzimas hidroliticas
(WANG et al., 2006).

Duddingtonia flagrans, fungo predador, que produz uma rede adesiva tri-
dimensional (PARAUD et al., 2005) é a espécie mais estudada, desde a década de 90,
no controle das helmintoses gastrintestinais de animais domésticos. Pode ser isolada
de fezes frescas de ovinos, produz abundantes clamiddsporos intercalados cercado de
paredes espessas, que € responsavel pela sobrevivéncia durante a passagem através
do intestino de ruminantes seguido de uma administracao oral (SANYAL, 2000a).

A vantagem para a utilizacdo desse fungo, € que apresentam resisténcia a
passagem pelo trato digestivo dos animais, gerando assim uma caracteristica
importante devido a praticidade de utilizacdo no biocontrole. Assim, o fungo seria
empregado via oral e apds passagem pelo trato digestivo, se desenvolveria nas fezes
juntamente com as larvas podendo entao atingi-las e como consequiéncia ocasionando

a reducéo destas no bolo fecal.

2.4 — Historico

A primeira citacao de um fungo agindo sobre os nematéides, foi no século XIX.
Os primeiros registros foram feitos por LOHDE em 1874 com o fungo endoparasita
Harposporium anguillulae e posteriormente com ZOPH em 1888, o qual fez as primeiras
observacgdes da captura de um nematdide vivo através do fungo Arthrobotrys oligospora
(PANDEY, 1973).

O conceito de fungos como agentes de controle bioldgico contra nematéides nao
€ novo. LINFORD e colaboradores, no Havai em 1930, realizaram alguns experimentos
com controle de nematoides parasitas de abacaxi (apud CASWELL, 1989). Inspirado
nesses experimentos, um grupo de cientistas da Franca, entre as décadas de 30 e 40
utilizaram fungos nematéfagos predadores visando-os como possiveis agentes de
controle dos nematdides parasitas (LARSEN et al., 1997).
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Os primeiros experimentos in vitro estudaram a atividade de quatro fungos
predadores em larvas de diferentes espécies de nematodides de animais DESCAZEAUX
(1939). Visando uma utilizacdo pratica, DESCHIENS (1939) e DESCHIENS & LAMY
(1943) desenvolveram métodos de cultivo, armazenagem e secagem de esporos
desses fungos.

ROUBAUD & DESCHIENS (1941), em testes in vivo, semearam os fungos A.
oligospora e Dactylella ellipsospora em uma area de 25 m? contendo dois caprinos.
Verificaram que houve uma reducdo da carga parasitaria, uma vez que diminui a
infestacdo da pastagem, de duas espécies de nematéides, Strongyloides papillosus e
Bunostomum sp.

Posteriormente, trabalhos esporadicos foram desenvolvidos até meados da
década de 80, quando uma série de trabalhos foi publicado por pesquisadores
dinamarqueses (revisados por GRONVOLD et al.,, 1993) utilizando a espécie A.
oligospora (isolado ATCC 24927) originalmente obtido em um jardim da Suécia. Uma
valorosa contribuicdo foi dada desde entdo pelos achados dos dinamarqueses que
despertaram e incentivaram a retomada dos estudos com estes fungos em varios
paises.

No Brasil, as pesquisas tiveram inicio na década passada com dois grupos de
Minas Gerais, um da Universidade Federal de Vigcosa - UFV e outro da Embrapa Gado
de Leite. O grupo de Vigosa demonstrou que Monacrosporium ellipsosporum e
Arthrobotrys spp foram eficazes no controle de larvas de Haemonchus placei em
condicOes laboratoriais, e que havia variacées na capacidade predatoria de diferentes
isolados dentro da mesma espécie de Arthrobotrys (ARAUJO et al., 1992, 1993). O
grupo da Embrapa demonstrou que a eficacia de um isolado de A. oligospora para
reduzir larvas infectantes de nematéides Cyathostomineos era dependente da dose de
esporo contida nas fezes, e que o mesmo isolado, quando comparado a Duddingtonia
flagrans, apreendia numero maior de larvas infectantes de nematbides
trichostrongilideos em menor tempo e com menor niumero de esporos (CHARLES et al.,
1993a;1993b ).
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2.5 - Caracterizacao dos fungos nematofagos

De acordo com a morfologia do fungo nematdéfago D. flagrans, este foi
identificado como pertencer ao Reino Fungi, Filo Eumycota, Subfilo Deuteromycotina,
Classe Hyphomycetes, Ordem Hyphomycetales, Familia Moniliaceae, Género
Duddingtonia e Espécie D. flagrans (Duddington) Cooke, 1969 (SILVEIRA, 1995;
RUBNER, 1996).

Os fungos nematéfagos constituem um grupo de microrganismos com grande
capacidade de multiplicagdo no ambiente onde colonizam e vivem na matéria organica
do solo. Sdo predominantemente cosmopolitas, sendo que poucas espécies estdo
restritas geograficamente (GRAY, 1983). Ocorrem em diferentes substratos podendo
ser isolados do solo de florestas, terras cultivadas, pastagens permanentes e
temporérias, vegetacdo em decomposicao, vegetacao costeira, esterco, etc.

Estes fungos sdo assim chamados devido a sua capacidade de infectar e se
alimentar de nematoides, através do desenvolvimento de érgaos especializados na
captura e destruicao dos nematoéides (BARRON, 1977). De acordo com a sua atividade,
eles podem ser divididos em trés grupos: os ovicidas que atuam em ovos, 0S
endoparasitas que atuam em larvas e adultos e os predadores que atuam nas larvas de
vida livre (BARRON, 1977).

Os fungos ovicidas sao habeis para atacar os estagios de ovo, especialmente os
contidos em cistos e nédulos localizados nas raizes de plantas. A penetracdo e
colonizagdo de um fungo ovicida, Verticillium chlamidosporium, foram estudadas em
ovos de Ascaris lumbricoides, através da microscopia eletrbnica (LYSEK & KRAJCI,
1987; LYSEK & STERBA, 1991). Segundo os autores, o fungo ovicida forma uma rede
abundante de ramificagées miceliais nas proximidades dos ovos. Contudo, as cascas
dos ovos sdo penetradas por adesdo somente por algumas hifas sem que qualquer
estrutura de penetracdo especializada seja produzida. Durante a penetracdo, o
complexo quitina-proteina da casca do ovo € danificado, pela agcao de enzimas. Apés a
penetragdo, a hifa cresce rapidamente entre as estruturas da casca do ovo e a

superficie da larva em desenvolvimento. Em seguida, coloniza a larva, ocasionando
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mortalidade (Figura 2). Contudo, em trabalho mais recente com ovos de Meloidogyne
javanica, um nematoéide que parasita plantas, demonstrou-se, na realidade, que existe a
formacao de apressorio, uma estrutura de penetracao, em superficies hidrofébicas, e a
participacdo da enzima protease nos eventos iniciais que antecedem a penetracao do
fungo (LOPEZ-LLORCA et al., 2002).

Embora os fungos ovicidas tenham um papel na destruicio de ovos de
nematéides no ambiente, os ovos de nematéides trichostrongilideos se desenvolvem
rapidamente apds a deposicdo do bolo fecal nas pastagens (menos de 24 horas), e
podem, portanto, limitar a atuacdo dos fungos que se utilizam desta estratégia.
Entretanto, seu uso poderia ser de interesse sobre ovos de outros helmintos, tais como
os do género Ascaris, que necessitam permanecer longo tempo no ambiente até
completar o seu desenvolvimento embrionario (LYSEK & KRAJSI, 1987, ARAUJO et al.,
1995).

26



zalo

cizto de
uma férmea
contendo x
oNvOg -
: I 10 pu
e | = . b
i = hifa ll conidio
l vedetativa '_:?
z , .'"|' condidfora
ova infectada
Figura 2 — Representagdo esquematica do fungo ovicida Verticillium

chlamydosporium, parasita de cistos de nematéides que se fixam as raizes. As fémeas
mortas, isto é, o cisto repleto de ovos, se fixa na raiz. E alguns desses ovos foram
infectados pela hifa vegetativa, que penetra a parede cistica e em seguida a casca do

ovo. Nota-se também representado um conidiéforo com seu conidio (FAO, 1998).
Os fungos endoparasitas atuam em larvas e adultos através da ag&o de conidios

que podem ser adesivos ou que necessitam ser ingerido pelo hospedeiro. Apds
germinagao e penetragao, via a cuticula ou o eséfago, ocorre o desenvolvimento rapido
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através de hifas assimilativas no interior do hospedeiro, produzindo, posteriormente,
grandes quantidades de conidios (BARRON, 1977; GRONVOLD et al., 1993b).

Neste grupo de fungos, ndo existe o desenvolvimento hifal externo, exceto no
caso de hifas férteis, os conidiéforos e os tubos de evacuacdo, que irdao liberar
posteriormente os esporos. Assim, os fungos persistem no solo através destes conidios.

Harposporium anguillulae, € um endoparasita que produz uma grande
quantidade de pequenos conidios em forma de meia-lua. Para infectar os nematoides,
os conidios tém que ser ingeridos pelo nematéide, quando este esta se alimentando de
bactérias ou pequenas particulas organicas. Os conidios, devido ao seu formato,
geralmente se alojam na porcao anterior do canal alimentar dos nematéides onde
germinam, originam hifas que se apresentam septadas e assim conseguem invadir 0s
tecidos dos nematdides, destruindo os 6rgaos internos. O crescimento do fungo no
hospedeiro se d4 de dentro para fora, e é durante este crescimento que tem a
formagédo dos conidiéforos. Estes conidioforos rompem a cuticula do nematdide e
chegam ao exterior. Uma vez no exterior, varias células conidiogénicas esféricas sao
produzidas. H. anguillulae também produz clamiddsporos, geralmente apds a
conidiogénese, quando parte da hifa assimilativa desenvolvem clamiddsporos de
paredes espessas com a capacidade de produzir conidiéforos secundariamente
(CHARLES et al., 1996) (Figura 3).
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Figura 3 — Representacdo esquematica do fungo endoparasita Harposporium

anguillulae. Os nematoides sao infectados quando consomem esporos na forma de

meia-lua. Estes esporos alojam-se no tecido muscular do eséfago, quando estao sendo

engolidos. Os esporos germinam e formam o tubo germinativo que penetra no musculo

do esbéfago e em seguida passa para a cavidade corpérea. No interior do hospedeiro, o

fungo desenvolve talos infectivos. E nos primeiros estagios da infecgédo, liberam

pequenos conididforos em numerosos pontos da cuticula do nematoide. (FAO, 1998).

Os fungos predadores atuam através da formacao de estruturas, ao longo da hifa,

especializadas em capturar os nematdides. Quando estabelecidos, tém extensivo

desenvolvimento micelial no substrato. Estes sdo capazes de capturar os nematdides

por especializacbes das hifas em forma de armadilhas

(GRAY, 1987). O

29



aprisionamento por armadilha é seguido pela penetragcdo das hifas na cuticula do
nematdide. No interior do nematoide, ocorre o crescimento das hifas e a digestao dos
conteudos internos (Figura 4).

—  Cconidio

M_ﬂ...e corididbaro

__ hifa vegetativa

o

=

I'|
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Figura 4 — Representacdo esquematica do fungo predador de nematoides
Arthrobotrys oligospora. O nematbide € capturado pela armadilha, formada por trés
lacos. No interior do nematoide, o fungo gera um bulbo infeccioso no qual a hifa trofica
cresce, e preenche o corpo do nematodide. O conidio possui cachos em intervalos ao
longo do comprimento do conidiéforo ereto (FAO, 1998).

30



As armadilhas dos fungos predadores sado variadas, contendo ou nao
substancias adesivas. Geralmente, o material adesivo é restrito para 6rgaos de captura
bem definidos que sao categorizados como ramos, onde os nematéides sao capturados
por adesao através de um ramo ereto que apresenta uma superficie inteiramente
adesiva; botdes, quando eles sdo capturados através de um botdo adesivo séssil ou por
um pedudnculo que apresenta o botdo adesivo em seu apice. Porém, apenas o botédo
propriamente dito é revestido pelo material adesivo ou redes, que capturam o0s
nematoides utilizando lagos adesivos bidimensionais ou tridimensionais. Ja os 6rgaos
de captura ndo adesivos sdo categorizados como anéis constritores, quando os
nematéides passam por dentro dos anéis de trés células ou anéis nao constritores, que
apresentam uma acao passiva pelo fato dos nematbides serem capturados quando
estao deslizando dentro do anel de trés células (BARRON, 1977) (Figura 5).

A formagdo de armadilhas em intervalos, ao longo de suas hifas, ocorre em
resposta a presenca do nematdide ou suas excretas, de compostos biolégicos ou ainda,
€ induzida por condicbes de estresse fisioldgico, como na escassez de nutrientes e
agua (BALAN & GERBER, 1972). O processo de diferenciacdo das armadilhas ocorre
dentro de 24 horas apds a interacao fungo e nematdide (PRAMER, 1964). Quanto
maior a motilidade dos nematdides, maior o estimulo ao fungo para a producédo de
armadilhas (NANSEN et al. 1986, 1988). A formacéo de armadilhas pode ser atribuida
também aos conidios que podem germinar e originar diretamente as mesmas
(DACKMAN & NORDBRING-HERTZ, 1992).

Os fungos nematéfagos podem apresentar esporos bastante diversificados no
tamanho, coloracdo, forma e resisténcia no ambiente. A maioria dos fungos
nematéfagos apresenta esporos secos, emergindo de estruturas de frutificagao,
denominadas conidiéforos, essenciais na dispersao aérea dos conidios. Os conidiéforos
crescem verticalmente, em direcdo perpendicular ao substrato no qual o isolado foi
cultivado. Algumas espécies produzem conidiéforos contendo apenas um conidio em
sua extremidade, outras espécies apresentam cachos de conidios em toda a estrutura
do conidiéforo. Estruturas denominadas clamiddésporos também podem ser produzidas.
Estes sdo esporos de parede espessa, diferenciada a partir das hifas, aparecem em
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condicoes de estresse extremo e podem dar origem a hifas, conidiéforos e conidios
(BARRON, 1977).

Figura 5 - Orgdos de captura de fungos nematéfagos predadores: a) botdes
adesivos pedunculados; b) botdes adesivos sésseis; c) botdo adesivo; d) hifas
adesivas; e) anéis ndo-constritores; f) hifa adesiva bidimensional; g) hifa adesiva
tridimensional; h) anéis constritores (adaptado de BARRON, 1977).
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2.6 — Processo de infeccao dos fungos nematéfagos

Os eventos criticos que ocorrem durante o processo de infeccdo dos fungos
nematéfagos em nematdides sdo: adesao das estruturas de infeccao na superficie do
nematéide, penetracdo da cuticula, imobilizacdo do nematédide e finalmente a invaséo e
digestdao de tecidos internos e translocacao dos nutrientes para partes do micélio que
estda crescendo ativamente (JANSSON & NORDBRING-HERTZ, 1988, TUNLID &
JANSSON, 1991, YANG et al., 2005).

Em fungos predadores, o processo de captura inicia-se quando os nematoides
sao atraidos pela presenca das armadilhas (FIELD & WEBSTER, 1977) ou substancias
organicas e inorganicas como o CO., (BARRON, 1977) sendo apreendidos nas
armadilhas. Neste momento, o processo de adesdo comega com o contato fisico entre
a superficie do nematodide e a armadilha. Este contato conduz a diferentes eventos que
incluem ativagao de receptores lectinicos (que reconhecem carboidratos), modificagao
de polimeros de superficie e secrecdo de enzimas especificas como resultado, uma
ligacao firme ocorre entre o nematéide e o fungo (NORDBRING-HERTZ & MATIASSON,
1979, BORREBAECK et al., 1984, 1985; NORDBRING-HERTZ, 1988, ROSEN et al.,
1991, TUNLID & JANSSON, 1991, TUNLID et al., 1992). Em seguida, o fungo penetra
na cuticula formando um bulbo e inicia 0 desenvolvimento da hifa que logo preenche o
corpo do nematdide e ocasiona alteragdo das funcdes vitais com conseqliente morte
(DRECHSLER, 1937).

Estudos ultra-estruturais, histoquimicos e bioquimicos tém sugerido que a
penetracdo da cuticula do nematéide envolve uma combinacao de atividade mecénica e
atividade de enzimas hidroliticas incluindo protease (especialmente as subtilisinas da
familia das proteases serinicas), quitinase e colagenase (JANSSON & NORDBRING-
HERTZ, 1988, WANG et al.; 2006). Na década passada, enzimas extracelulares foram
intensamente estudadas como fatores de viruléncia no processo de infeccédo, e a
identificacdo de numerosas enzimas tem confirmado o envolvimento no mecanismo
molecular de infeccdo (HUANG et al., 2004). Entretanto, as seqUéncias dos
mecanismos moleculares ainda ndo estao bem elucidadas (WANG et al., 2006).
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2.7 - Enzimas envolvidas no processo de infeccao

Experimentos com coloracdo citoquimica indicaram uma intensa atividade de
fosfatase acida (E.C. 3.1.3.2.) no sitio de penetracdo do fungo nematéfago Arthrobotrys
oligospora com o nematdide de vida livre Panagrellus redivivus. Esta coloragdo é
restrita na membrana celular, parede celular e parte do revestimento adesivo. Apos a
penetracdo do nematoide, estruturas membranosas especificas sdo formadas através
de uma membrana citoplasmatica associada com a membrana celular do bulbo
infeccioso e das hifas troficas as quais os estagios posteriores de infeccao - 6h apds o
aprisionamento - apresentaram uma grande quantidade de coloracdo para a atividade
de fosfatase acida (VEENHUIS et al.,, 1985). No fungo nematéfago Drechmeria
coniospora também foi encontrado a participacdo de fosfatase acida no ponto de
contato com o nematdide (DIUKSTERHUIS et al., 1991; JANSSON & FRIMAN, 1999) o
que sugere a participacdo destas e possivelmente outras enzimas como parte
integrante do processo de penetracao e degradacao da cuticula do nematoide.

Entre as enzimas hidroliticas dos fungos nematéfagos, a atividade de protease
serinica, tem sido caracterizada como enzima virulenta mediante o dominio catalitico
acido aspartico-histidina-serina. Em 1988, foi detectada uma protease extracelular em
Verticillium suchlasporium, fungo nematéfago endoparasita de cistos de nematéides
(LOPEZ-LLORCA & DUNCAN, 1988), sendo que foi a primeira protease serinica P32
purificada (LOPEZ-LLORCA et al.,, 1990). Outras proteases serinicas de fungos
nematofagos foram purificadas e clonadas, incluindo as PIl e Aozl de Arthrobotrys
oligospora (TUNLID et al., 1991, TUNLID et al., 1994; AHMAN et al., 1996; AHMAN et
al., 2002; ZHAO et al., 2004), pSP-3 de Paecilomyces lilacinus (BONANTS et al., 1995)
e VCP1 de Paecilomyces chlamydosporia (SEGER et al., 1994; 1996; MORTON et al.,
2003).

Arthrobotrys oligospora, fungo predador, penetra e imobiliza os nematéides em
poucas horas, em parte devido a enzimas extracelulares. A atividade de proteases

extracelulares foi avaliada em cultura liquida e reduziu significativamente com a
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utilizacdo de um inibidor de protease serinica PMSF, deste modo comprovando que é
uma protease da familia serinica (TUNLID & JANSSON, 1991).

Alguns experimentos estdo auxiliando na hipdtese de que a atividade de
protease serinica se inicia na armadilha dos fungos nemat6fagos degradando a cuticula
ou na degradacao da casca dos ovos de nematdides. Esta hipdtese foi baseada no fato
de que uma anulacdo na mutacdo de PIl apresentou um reduzido numero de
armadilhas e as multiplas cépias da mutacdo um amplo nimero de armadilhas de A.
oligospora. A analise desses resultados revelou duas possibilidades: (1) producédo de
peptideos através da hidrélise de protease extracelular da cuticula de nematdides pode
simular a formagdo das armadilhas; (2) A protease extracelular pode digerir
rapidamente os tecidos do nematéide que foram infectados para proporcionar nutrientes
para o desenvolvimento da estrutura de infecgdo (AHMAN et al., 2002).

Quitinases fungicas sao importantes enzimas para o crescimento das hifas
(TAKAYA et al, 1998), participam na infeccdo de fungos nematéfagos e
entomopatogénicos e induzem a catalise da quitina que € um importante componente
da cuticula dos invertebrados. Quitinase fungica apresenta um importante papel na
infeccdo de ovos de nematdides (WHARTON, 1980). Atividade de quitinase foi
detectada através de ensaio enzimatico no isolado Verticillium spp. demonstrando que
a proporcao da infeccdo em ovos de nematbéides aumentou simultaneamente com o
aumento da atividade da enzima (DACKMAN et al., 1989). Em 2002, a primeira
quitinase servindo como fator nematicida em ovos de nematéides foi purificada e
denominada como CHI43 (TIKHONOV et al., 2002).

Colagenase é definida como uma enzima que catalisa a hidrélise do colageno e
gelatina (MACLENNAN et al., 1953). SCHENK et al. (1980) analisaram a capacidade de
oito espécies de fungos nematéfagos em produzir a enzima colagenase durante o
processo de infeccdo em nematdides, demonstrando que todas as espécies testadas
secretaram colagenase extracelular com uma atividade satisfatéria.

Em um levantamento sobre fungos nematdfagos que ocorrem em fezes
decompostas de ruminantes e equinos no Brasil foram obtidos dois isolados de
Duddingtonia flagrans, um em fezes bovinas e o0 outro em fezes caprinas, ambos
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provenientes de municipios localizados no estado do Ceara (SANTOS et al., 1998). Em
estudos para caracterizagao destes isolados e de dois outros isolados exéticos (Canada
e Dinamarca) através de um kit enzimatico Api-Zym (Bio meryeux). Todos os isolados
apresentaram resposta positiva para as mesmas enzimas. Os isolados apresentaram
resposta positiva para fosfatase alcalina, esterase, esterase lipase, leucina arilamidase,
valina arilamidase, fosfatase acida, naftol-a-s-bl-fosfohidrolase, B-glucosidase e o-
manosidase. Contudo, houve variagdo na intensidade de cada reacao enzimatica entre
os isolados (SANTOS, 2000).

Mais recentemente, MENDONZA-DE-GIVES et al. (2003), utilizando o mesmo Kit
enzimatico, porém com metodologia diferente, demonstraram a producao de algumas
enzimas extracelulares por diferentes fungos nematéfagos na presenca ou auséncia
dos nematdides Haemonchus contortus ou Caenorhabditis elegans. D. flagrans,
Arthrobotrys sp., A. musiformis e Pochonia chlamydosporia (= Verticillium
chlamydosporium) produziram fosfatase alcalina, esterase (C,), esterase lipase (Cs) e
naftol-AS-Bl-fosfohidrolase, em diferentes concentragbes de meio soja/peptona. Em
adicao, leucina arilamidase, fosfatase acida e o-glucosidase foram detectados em D.
flagrans somente apdés 30 dias de incubacdo no meio soja/peptona. Similarmente,
leucina arilamidase, valina arilamidase, fosfatase acida, B-glucosidase e a-manosidase
foram detectadas em Arthrobotrys sp. somente ap6s 30 dias de incubacdo no mesmo
meio. A mesma situacao foi observada na producéo de lipase (C14), a-galactosidase, a-
glucosidase e N-A-B-glucosaminidase por A. musiformis e P. chlamydosporia.

A selecdo de um agente que possa ser empregado comercialmente como
controlador biolégico de parasitos gastrintestinais de ruminantes esta baseado na
capacidade de producdo do fungo nematéfago em escala industrial, nos custos
relacionados a esta producdo, na competitividade com as drogas tradicionais
estabelecidas no mercado, no tempo de sobrevivéncia do fungo em formulacées

comerciais € na sua atividade patogénica (GRINVOLD et al., 1996b).
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Il - OBJETIVOS

Objetivo Geral

» Estudar a participacéao da enzima fosfatase acida durante o processo de infeccao
do fungo nematofago Duddingtonia flagrans quando aprisiona o nematdide de
vida livre Panagrellus sp.

Objetivo Especifico

» Verificar e isolar a atividade da enzima fosfatase acida em D. flagrans e
Panagrellus sp isoladamente, assim como, durante o processo de infecgdo do
fungo nematéfago D. flagrans com o nematdide de vida livre Panagrellus sp

através de técnicas bioquimicas.
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IV - MATERIAL E METODOS

4.1 - Nematoides de Vida livre

Foi utilizado o nematéide de vida livre, Panagrellus sp cedido pelo Departamento
de Parasitologia da Universidade de Sao Paulo (USP). Estes foram cultivados em
Erlenmeyer contendo agar-aveia (HEINTZ, 1978) e repicados para novos cultivos a
cada quinze dias. Para a utilizagdo experimental, os Panagrellus sp foram lavados
quatro vezes em agua destilada estéril por meio de centrifugagdes, durante 10 minutos
a 490 xg.

4.2 - Manutencao do isolado de Duddingtonia flagrans

Foi utilizado o fungo nematéfago D. flagrans (CG 768) isolado por Santos, et al.
(1998) no estado do Ceara e depositado no Centro Nacional de Pesquisa de Recursos
Genéticos e Biotecnologia Cenargen - Embrapa.

O fungo foi mantido em placas de Petri contendo o meio de cultura agar-agua a
temperatura ambiente durante dois dias. Em seguida, Panagrellus sp foram adicionados
ao meio contendo o fungo para estimular a producdo de armadilhas, uma vez que na
auséncia dos nematoides ele pode perder a capacidade de produzir armadilhas, sendo

cultivado por trés dias a temperatura ambiente. Posteriormente, o fungo foi repicado
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através de esporos para uma placa de Petri contendo o meio de crescimento agar-
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agua foram adicionados ao Erlenmeyer contendo o caldo Sabouraud. A outra forma de
interacéo foi feita pela adicdo de uma suspensdo contendo 1.500 nematdides e 3
pedacos de 1cm? do agar-Sabouraud contendo o fungo. Posteriormente, 0 mesmo
cultivo em caldo Sabouraud foi efetuado, como descrito anteriormente.

4.4- Determinacao de Atividades Enzimaticas

4.4.1 - Atividade de Fosfatase Acida Através da Utilizacio de Substrato
Fluorogénico.

Para analisar a presenca de fosfatase acida no fungo, nematdide e na interacao
foi realizado um experimento preliminar. Neste foram utilizadas oito laminas contendo 1
mL do meio de cultura agar-agua. D. flagrans foi cultivado em quatro laminas por quatro
dias em Camara de Germinacdo MOD. 347 a 30°C. Posteriormente, as laminas
contendo ou nao o fungo foram observadas em um transiluminador de luz Ultra Violeta.
Em seguida, foram adicionados os nematdides e o substrato fluorogénico 4-
metilumbeliferil fosfato (Sigma), quando necessarios, de acordo com a Figura 6. Foram
utilizados 60 pL de uma suspensao contendo aproximadamente 33 Panagrellus sp e 40
UL do substrato fluorogénico. Para um segundo experimento foi utilizada uma placa de
Petri contendo 5 mL agar-agua e outra contendo fungo cultivado neste meio. O agar foi
cortado em forma circular com didmetro de 1,6 cm, depositado no Transiluminador de
U.V. e quando necessario, um volume da suspensao de Panagrellus sp de 20 uL com
aproximadamente 304 nematoides e o substrato foram acrescentados de acordo com a
Figura 7. As laminas e os cortes que foram visualizados em luz U.V foram fotografados
nos periodos de tempo (2h 30°, 3h 50’, 4h 50’, 5h 30’ e 20h) e (0, 5’, 10’, 15’, 20’, 25,
30, 40°, 50°, 60°, 1 h 10’, 1 h 20’, 1 h 30, 1 h 40’, 2 h, 2h 30’, 3h, 15h, 16h, 17h e 18 h)
respectivamente. Posteriormente, as imagens foram analisadas densitometricamente
mediante o programa computacional “Gel Perfect” (BOZZO & RETAMAL, 1991). Apos
as analises, os valores dos graficos serdo utilizados para verificar o percentual da
atividade de fosfatase acida da interagdo em comparagao com o da atividade do fungo
e do nematodide isoladamente.
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Figura 6 — Representacédo das laminas para a determinacao de fosfatase acida em D.
flagrans, Panagrellus sp e durante o processo de interagéo D. flagrans x Panagrellus sp
cultivados em laminas contendo agar-agua observadas no transiluminador de luz U.V.
Controles: (A) D. flagrans sem substrato; (B) Panagrellus sp sem substrato; (C) agar-
agua sem substrato; (D) interacao D. flagrans x Panagrellus sp sem substrato. Tratados
com Substrato fluorogénico: (E) 4gar-agua com substrato; (F) D. flagrans com substrato;
(G) Panagrellus sp com substrato; (H) interacdo D. flagrans x Panagrellus sp com
substrato. Periodos de tempo fotografados (2h 30°, 3h 50°, 4h 50°, 5h 30’ e 20h).
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Figura 7 — Representacdo dos cortes para a determinacdo de fosfatase acida em D.
flagrans, Panagrellus sp e durante o processo de interacao D. flagrans x Panagrellus
sp cultivados em placa de Petri contendo agar-agua observados no transiluminador de
luz U.V. Controles: (A) agar-agua sem substrato; (B) D. flagrans sem substrato; (C)
Panagrellus sp sem substrato; (D) interacdo D. flagrans x Panagrellus sp sem substrato.
Tratados com Substrato fluorogénico: (E) 4gar-agua com substrato; (F) D. flagrans com
substrato; (G) Panagrellus sp com substrato; (H) interacdo D. flagrans x Panagrellus sp
com substrato. Periodos de tempo fotografados (0, 5°, 10’, 15’, 20, 25’, 30’, 40, 50’, 60’,
1h10’,1h20,1h30,1h40°,2h,2h 30, 3h, 15h, 16h, 17h e 18 h).

4.4.2 — Atividade de Fosfatase Acida por Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Fosfatases acidas do extrato bruto de D. flagrans, Panagrellus sp e das
interacbes foram detectadas em eletroforese em gel de poliacrilamida 7,5 %. As
amostras foram diluidas em tampao de amostra (2,1 mL de agua destilada, 0,5 mL 0,5
M Tris-HCI, pH 6,8, 0,4 mL de glicerol, 0,8 mL 10 % (m/v) SDS, 0,2 mL 1% (m/v) de azul
de bromofenol) em condicdo semi desnaturante (sem 2-mercaptoetanol) e submetidas a
eletroforese (LAEMMLI, 1970) em 150 V e 4°C sem aquecimento da amostra. Apds a
eletroforese, os géis foram transferidos para uma solu¢ao aquosa 2,5 % (m/v) de Triton
X-100 por 30 minutos e em seguida transferidos para uma nova solugcao de Triton X-

100 por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, fatias dos géis foram
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incubadas em 20 mL de uma solugdo contendo 5 mL de substrato fluorogénico 4-
metilumbeliferil fosfato (sigma) (4 mM) e 15 mL de tampao citrato/fosfato nos pHs 2,2 e

5,4 por 5 minutos, visualizadas em luz U.V. e fotografadas.

4.4.3 - Atividade de Fosfatase Acida Através de Ensaios Enzimaticos

O ensaio de atividade enzimatica foi realizado utilizando o extrato bruto de D.
flagrans, Panagrellus sp e das interagdes e o substrato sintético descrito na Tabela 1.
Em cada determinagcdo, a mistura dos reagentes foi incubada a 30°C por quatro
diferentes periodos de tempo. A atividade foi expressa em mili unidades (mU), onde a
unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de
clivar 1umol de ligagéo por minuto.

O produto derivado do substrato p-nitrofenol fosfato (p-NP) foi ensaiado nos pHs
indicados na Tabela 1 em um volume de reacao de 0,05 mL adicionado em 0,05 mL da
amostra e a reacgao foi interrompida pela adicdo de 0,4 mL de tampao carbonato 0,25
M, bicarbonato 0,25 M , SDS 1%, com a leitura de absorbancia de 420 nm no
espectrofotometro (Zeiss). Os periodos de tempo de reacdo foram 30, 60, 90 e 120

minutos.
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Tabela 1 — Tampdes usados para a determinacdo do pH 6timo da atividade de
fosfatase acida no fungo nematéfago D. flagrans, nematéide de vida livre Panagrellus

sp e nas interagoes.

Atividade Substrato Concentracao pH Tampao Substancia ou

grupo
determinado

Fosfatase p-NP 10 mM 1,0-2,2 HCI / KCI p-nitrofenolato
2,2-2,8 glicina — HCI
2,6-7,0 citrato / fosfato
7,0-7,9 fosfato

Os ensaios foram realizados a 30°C nos diferentes valores de pH indicados e as

velocidades iniciais calculadas.

4.5- Cromatografias

4.5.1 — Cromatografia de troca ionica

O extrato bruto de D. flagrans, Panagrellus sp e das interagdes foram aplicados
em uma coluna de Econo Q (10 x 0,5 cm i.d.) equilibrada com tampao imidazol 10 mM,
NaCl 1 M, pH 6,0, utilizando o aparelho Econo System (BioRad, Richmond, CA). A
coluna foi lavada com 5 mL do mesmo tampao e eluida com 45 mL de gradientes
lineares de (0-1 M NaCl) em tampao imidazol, seguidos de uma eluicao isocratica com
10 mL de tampéao contendo NaCl 1M. O fluxo foi de 1,0 mL/min e foram coletadas 60
fracdes de 1,0 mL que foram ensaiadas para a atividade de fosfatase acida, segundo o
item 4.4.3.
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4.5.2 — Cromatografia de interacao hidrofébica

As fracOes da coluna de troca ibnica com atividade de fosfatase acida de D.
flagrans e interagédo fungo-nematéide com uma prévia interacao de 24 h foram reunidas
e diluidas 2x com uma solucdo de sulfato de aménio 2 M (concentragéo final de 1 M).
As amostras foram aplicadas em uma coluna de Fenil-aguarose (10 x 0,5 cm i.d.)
equilibrada com 10 mM de tampao imidazol, pH 6,0, contendo 1M de sulfato de aménio,
utilizando o aparelho Econo System. A coluna foi lavada com 5 mL do mesmo tampéo e
eluida com 45 mL de um gradiente linear decrescente de (1-0 M de sulfato de amaénio)
em tampao imidazol, seguido de uma eluicdo com 10 mL isocratica utilizando apenas o
tampao imidazol. O fluxo foi de 1,0 mL/min e foram coletadas 60 fracoes de 1,0 mL que
foram ensaiadas para a atividade de fosfatase acida, segundo o item 4.4.3.

4.6 - Determinacao de parametros cinéticos

Para a determinacdo do K, e Vnax da fosfatase acida de D. flagrans sobre o
substrato p-NP, as fracbes da coluna de interacdo hidrofébica com atividade de
fosfatase éacida foram reunidas e incubada com dez concentracdes diferentes do
substrato (0.4, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 8, 9, 10 mM) em tampao citrato/fosfato pH 5,4, nas
condigbes de ensaio descrita no item 4.4.3. Os valores de Kn e Vmax foram obtidos

através da utilizagdo do programa para computador Enzfitter®.
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V — RESULTADOS

5.1 — Analise da atividade fosfatase acida com substrato fluorogénico

D. flagrans, Panagrellus sp e interagdo D. flagrans x Panagrellus sp cultivados
em laminas contendo agar-agua ou em placas de Petri contendo agar-agua, que
posteriormente foram cortado, foram incubados com o substrato fluorogénico 4-
metilumbeliferil fosfato e observados nos diferentes intervalos de exposicédo a luz Ultra
Violeta, demonstraram a produc¢éo da enzima fosfatase acida (Figuras 8 e 9).

A analise por densitometria da intensidade do produto fluorescente das laminas e
dos cortes do meio de cultivo demonstrou a atividade da enzima fosfatase acida pelo
fungo nematéfago D. flagrans, nematbide Panagrellus sp e durante a interacao D.
flagrans x Panagrellus sp. (Figura 10 e 11). Foi verificado, em todas as amostras, um
aumento da atividade de fosfatase acida a partir do tempo inicial com atividade maxima
em 70 minutos de incubacado e um posterior decréscimo apds este periodo de tempo. A
interacdo D. flagrans x Panagrellus sp apresentou atividade 20% maior quando
comparada com a atividade de D. flagrans e de Panagrellus sp isoladamente (Figura 10
e 11).
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Figura 8 — Determinacao da atividade de fosfatase acida em Laminas contendo meio de
cultivo e substrato fluorogénico na presenca de (A) D. flagrans, (B) Panagrellus sp e (C)
interacao D. flagrans x Panagrellus sp. Os niUmeros acima sao os periodos de tempo

fotografados.
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Figura 9 — Determinacao da atividade de fosfatase acida em cortes do meio de cultivo
na presenca ou auséncia do substrato fluorogénico. Controle: (A) Agar-agua sem
substrato; Tratados: (B) D. flagrans, (C) Panagrellus sp, (D) Interacdo D. flagrans x
Panagrellus sp. Os numeros acima estdo correlacionados com os periodos de tempo
fotografados. 1 (0), 2 (5°), 3 (10°), 4 (15’), 5 (20’), 6 (25’), 7 (30’), 8 (40’), 9 (50’), 10 (60’),
11 (1 h10°),12 (1 h20’), 13 (1 h 30’), 14 (1 h 40’), 15 (2 h), 16 (2h 30’), 17 (3h).
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Figura 10 — Resultado das analises das laminas (Figura 8) por densitometria do produto
fluorescente a partir da hidrélise do substrato fluorogénico 4-metilumbeliferil fosfato em
luz U.V de D. flagrans, Panagrellus sp e Interacdo D. flagrans x Panagrellus sp através
da utilizagéo do programa “Gel Perfect” (BOZZO & RETAMAL, 1991).
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Figura 11 - Resultado das anélises dos cortes (Figura 9) por densitometria do produto
fluorescente a partir da hidrélise do substrato fluorogénico 4-metilumbeliferil fosfato em
luz U.V de D. flagrans, Panagrellus sp e Interacdo D. flagrans x Panagrellus sp através
da utilizacdo do programa “Gel Perfect” (BOZZO & RE

50



5.2 - Atividades enzimaticas

O ensaio de atividade enzimdtica foi realizado utilizando o extrato bruto de D.
flagrans, Panagrellus sp, interacdo fungo-nematéide e interacdo fungo-nematéide apos
prévia interacao de 24 h.

O pH 6timo da hidrélise do substrato p-nitrofenol fosfato (p-NP) pela fosfatase
acida de D. flagrans foi investigado em valores entre 3,0 — 7,9 em tampao citrato/fosfato.
Foram verificadas altas atividades no intervalo de pH entre 5,0 e 6,0, com atividade
maxima em pH 5,4 (Figura 12 A).

Para a fosfatase acida do nematoide de vida livre Panagrellus sp foi investigado
o pH étimo em valores entre 1,0 — 2,2 em tampao acido cloridrico/cloreto de potassio,
2,2 — 2,8 em tampéao glicina — HCI, 2,6 — 7,0 em tampao citrato/fosfato e 7,0 — 7,9 em
tampao fosfato. As atividades méaximas foram verificadas em pH 2,2 do tampao acido
cloridrico/cloreto de potassio e pH 5,4 do tampé&o citrato/fosfato (Figura 12 B).

O pH étimo da hidrélise do substrato p-NP pela fosfatase acida das interacdes
fungo-nematéide e fungo-nematoéide apds prévia interagdo de 24 h foi investigado como
descrito para o nematodide. As atividades maximas foram verificadas em pH 2,2 do
tampao acido cloridrico/cloreto de potassio e pH 5,4 do tampéao citrato/fosfato (Figura 12
CeD).
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Figura 12 — Determinacdo de pH étimo da atividade de fosfatase acida de (A) D.
flagrans, (B) Panagrellus sp, (C) interacdo fungo-nematéide e (D) interacdo fungo-
nematdide apos prévia interacdo de 24h a partir da hidrélise do substrato p-NP (10mM)
adicionado aos tampbes acido cloridrico/cloreto de potassio (pHs 1,0-2,2) (losango),
glicina-HCI (pHs 2,2-2,8) (quadrado), citrato/fosfato (pHs 2,6-7,0) (triangulo) e fosfato
(pHs 7,0-7,9) (quadrado grande).

52



5.3 — Atividade in gel

A atividade de fosfatase acida de D. flagrans, Panagrellus sp, interacdo fungo-
nematéide e interacdo fungo-nematdide com uma prévia interacdo de 24 h foram
visualizadas em gel de poliacrilamida 7,5 % incubado em uma solugdo contendo
substrato fluorogénico 4-metilumbeliferil fosfato.

O perfil das bandas de atividade de fosfatase acida de D. flagrans, Panagrellus
sp, interacdes fungo-nematdide e fungo-nematdide com uma prévia interagao de 24 h
sdo diferentes (Figura 13).

Foi possivel distinguir pelo menos uma banda em D. flagrans, com Rss entre 0,19
e 0,26 no pH 2,2 (Figura 13 A) e no pH 5,4 (Figura 13 B), respectivamente.

As amostras de nematdide apresentaram duas bandas com R; 0,07 no pH 2,2
(Figura 13 A) e 0,86 no pH 5,4 (Figura 13 B). A principal banda no nematdéide
apresentou uma baixa mobilidade eletroforética do que a outra.

A banda da interacao fungo-nematdide possui Rs 0,04 no pH 2,2 (Figura 13 A) e
0,05 no pH 5,4 (Figura 13 B), ambas as bandas tém uma baixa mobilidade eletroforética.

A interacdo fungo-nematdide apds prévia interacdo de 24 h apresentou uma
banda principal com R 0.27 no pH 5,4 (Figura 13 B) que talvez seja uma fosfatase
induzida pelo fungo apéds a interacao.
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Figura 13 - Determinacdo da atividade de fosfatase acida de (1) D. flagrans, (2)
Panagrellus sp, (3) interacdo fungo-nematdide e (4) interacado fungo-nematodide apos
prévia interacao de 24 h por eletroforese em gel de poliacrilamida 7.5 % incubado com
uma solu¢do contendo substrato fluorogénico 4-metilumbeliferil fosfato em tampé&o (A)
acido cloridrico/cloreto de potassio no pH 2.2 e em tampéao (B) citrato/fosfato no pH 5.4.
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5.4- Isolamento da atividade enzimatica de fosfatase acida por cromatografia

Uma fosfatase acida de D. flagrans foi detectada por cromatografia de troca
ibnica (Figura 14 A) seguida de cromatografia de interacéo hidrofobica (Figura 15 A).

Duas fosfatases acidas do nematbide Panagrellus sp foram detectadas nas
fracOes da cromatografia de troca ibnica (Figura 14 B) no pH 2,2 e pH 5,4, a atividade
principal foi observada no pH 2,2.

Com a mesma metodologia, a interacdo fungo-nematdide apresentou trés
fosfatases acidas (Figura 14 C) duas delas com pH 6timo de 2,2 e a outra com pH 6timo
de 5,4. Maior atividade foi observada no pH 2,2. Provavelmente, as duas enzimas sao
produzidas pelo nematéide (com pH de 2,2) e a outra pelo fungo (com pH de 5,4).

A cromatografia de troca ibnica (Figura 14 D) e a cromatografia de interacéo
hidrofébica (Figura 15 B) da interacdo fungo-nematoéide apds prévia interacao de 24 h
demonstraram duas enzimas uma no pH 2,2 e a outra no pH 5,4. A atividade principal
foi observada no pH 2,2.

O valor de K, para a principal fosfatase acida do fungo nematéfago D. flagrans
utilizando o substrato p-NP foi de 5,59 mM.
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Figura 14 — Determinacdo da atividade de fosfatase acida de (A) D. flagrans, (B)
Panagrellus sp, (C) interacao fungo-nematdide e (D) interagdo fungo-nematdide apos

prévia interacado de 24h foram determinadas por cromatografia de troca iénica.
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Figura 15 - Determinagdo da atividade de fosfatase acida
interacdo fungo-nematdide apoOs prévia interagcdo de 24h f
cromatografia de interagéo hidrofdbica.



VI - DISCUSSAO

Diversos métodos bioquimicos ou de microscopia tém sido utilizados para
estudar os mecanismos de adesao e penetracao do fungo nematéfago A. oligospora
aos nematoides. Neste estudo, o uso de metodologias bioquimicas permitiu detectar e
caracterizar a atividade da enzima fosfatase acida no nematéide Panagrellus, no fungo
D. flagrans e durante a interagdo destes organismos.

No cultivo em meio liquido, foi observada através de SDS-PAGE 7,5 % e
cromatografia de troca i6nica seguida da cromatografia de interacdo hidrofébica a
atividade de uma fosfatase acida em D. flagrans com pH 6timo de 5,4 (Figura 14 A e 15
A) e K de 5,59 mM. Duas fosfatases acidas no Panagrellus sp com pHs étimos de 2,2
e 5,4 (Figura 14 B). Trés fosfatases acidas na interacao fungo-nematbide com pHs
6timos de 2,2 e 5,4 (Figura 14 C). Provavelmente as duas enzimas encontradas sao
produzidas pelo nematéide, uma vez que o pH 6timo € 2,2 e a outra produzida pelo
fungo, porque apresenta um pH 6timo de 5,4. Utilizando-se mesma metodologia foram
observadas duas fosfatases acidas na interacao fungo-nematoide apds prévia interacao
de 24 h com pHs 6timos 2,2 e 5,4 (Figura 14 D e 15 B). A principal fosfatase acida
observada na interacdo provavelmente foi produzida pelo fungo. Isto foi confirmado
quando fungos e nematdides interagiram previamente em placa de Petri contendo meio
sélido de cultivo (4gar-agua) durante 24 h e em seguida plugs deste meio de cultivo

foram transferido para o meio liquido. Como o tempo de interacdo foi muito longo,
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provavelmente, os nematéides ja tinham morrido. Sendo assim, prevalecendo a
atividade da fosfatase acida do fungo.

O cultivo em caldo nutritivo realizado por SANTOS, (2000) durante sete dias
também permitiu observar a presenca da atividade de fosfatase acida pelo fungo D.
flagrans com o uso de um kit enzimatico. Contudo, MENDOZA-DE-GIVES et al. (2003)
usando o mesmo kit enziméatico, detectou a producéo da fosfatase acida por D. flagrans
apenas apds 30 dias de cultivo no meio de peptona soja. Nao detectando nenhuma
atividade no 10° dia de incubacao. Quando cultivado em agua e agua com nematoides
durante trés dias, o fungo demonstrou a atividade de fosfatase acida. Os resultados do
presente trabalho com o cultivo em meio liquido corroboram com dados existentes
sobre a producdo desta enzima e complementam na medida em que determinam o pH
6timo, além de gerar informacao sobre a existéncia de duas fosfatases acidas no
nematéide Panagrellus sp sendo uma destas extremamente acida.

No presente trabalho, a atividade de fosfatase acida foi analisada em diferentes
periodos de tempo com a utilizacdo de substrato fluorogénico. Este experimento
demonstrou atividade de fosfatase acida em D. flagrans, Panagrellus sp e na interacao
fungo-nematéide (Figura 8 e 9). A atividade maxima ocorre com 70 minutos de
incubagéo (Figura 11). Na interagdo D. flagrans x Panagrellus sp a atividade de
fosfatase acida foi 20% maior quando comparada com a atividade de D. flagrans e de
Panagrellus sp isoladamente (Figura 10 e 11). A andlise das laminas apresentou uma
atividade maxima a 20 h diferente da atividade maxima da analise nos cortes que foi de
1 h de incubagédo. Como as laminas foram incubadas com o substrato fluorogénico em
tempos maiores e com uma maior quantidade de agar-agua, quando alcancou a
atividade maxima em 20 h, o meio de cultivo ja havia ressecado e com isso, concentrou
0 substrato gerando esta alta atividade. Estes resultados sugerem que a atividade de
fosfatase acida pode estar envolvida com a infeccdo do nematdide de vida livre
Panagrellus sp. pelo fungo nematoéfago D. flagrans.

Em trabalhos anteriores usando microscopia eletrénica, a atividade de fosfatase
acida foi estudada durante o processo de interacdo do fungo nematéfago A. olipospora

com o nematéide de vida livre Panagrellus redivivus (VEENHUIS et al., 1985) e com o
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fungo nematoéfago Drechmeria coniospora sendo detectada no sitio de contato com o
nematéide (DIJKSTERHUIS et al.,, 1991; JANSSON & FRIMAN 1999). O autor que
avaliou a atividade em A. olipospora, diferente deste trabalho, detectou uma maior
atividade da enzima por volta da 6 horas apés interacao.

A atividade patogénica de fungos nematéfagos contra nematdides envolve um
complexo processo dependente do reconhecimento de estruturas moleculares da
superficie da cuticula dos nematéides e da participacdo de enzimas que somados
contribuem para a realizagdo da imobilizagdo, penetracao e subsequente colonizacéo e
digestdo do nematoéide (MENDONZA-DE-GIVES et al., 2003). Com isso, a investigacao
dos fungos nematéfagos que sdo mais eficazes em predar nematéides no material fecal,
assim como, a caracterizacdo dos processos de interagdo fungo-nematdide sédo de
grande importancia, podendo influenciar na selecdo de isolados para utilizagdo em
programas de contole biolégico (MENDONZA-DE-GIVES, 1999).

As observacbes do presente estudo fortalecem a expectativa de num futuro
préximo estar utilizando um produto biolégico a base de D. flagrans cujo beneficio seria
reduzir o numero de administracbes anuais de anti-helminticos sobre os vermes. O
aumento da vida util desses compostos retardaria o desenvolvimento da resisténcia
anti-helmintica e a reducao da presenca de residuos quimicos nos alimentos de origem
animal. Este aspecto é de fundamental importancia, em virtude da pressao cada vez
maior por parte dos consumidores, por alimentos isentos ou com um minimo de
residuos quimicos. O uso reduzido de compostos quimicos, por sua vez, implicara
também na reducdo da contaminagdo ambiental que vem sendo motivo de grande

preocupac¢ao mundial.
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VIl - CONCLUSOES

» A atividade maxima da fosfatase acida a partir da hidrolise do substrato
fluorogénico foi com 70 minutos de incubacdo em D. flagrans e Panagrellus sp
isoladamente e na combinacado de D. flagrans e Panagrellus sp. E durante a
interagdo fungo-nematdide a atividade de fosfatase acida foi 20% maior quando
comparada com a atividade de D. flagrans e de Panagrellus sp isoladamente.

» Os resultados sugerem que no fungo nematéfago D. flagrans existe atividade de
uma fosfatase acida com pH étimo de 5,4 e K, de 5,59 mM.

> Atividade de duas fosfatases acidas foram encontradas no nematéide de vida
livre Panagrellus sp com pH 6timos de 2,2 e 5,4.

» A interagdo fungo-nematdide apresentou atividade de trés fosfatases acidas,
duas com pH étimo de 2,2 e a outra com pH 6timo de 5,4. E a interacao fungo-
nematodide apds prévia interagcdo de 24 h apresentou atividade de duas
fosfatases acidas com pHs étimos de 2,2 e 5,4.
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