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ATIVIDADE INSETICIDA DE METABOLITOS PRODUZIDOS POR
Streptomyces sp. ENT-21 SOBRE LAGARTAS DE Diatraea saccharalis
(FABRICIUS) (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE)

RESUMO - A possibilidade da evolugédo da resisténcia dos insetos a maioria
dos inseticidas disponiveis e a necessidade por moléculas especificas para 0 manejo
de organismos alvos e ndo téxicas ao meio ambiente guiam a continua busca por
novos compostos com atividade inseticida. No presente trabalho, investigamos o
potencial da actinobactéria Streptomyces sp. ENT-21 como fonte de moléculas
inseticidas sobre lagartas de Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae), uma importante praga da cana-de-agucar. Um extrato quitinolitico foi
produzido a partir do cultivo de Streptomyces sp. ENT-21 em meio contendo quitina.
Este extrato foi fracionado por filtragdo molecular (Sephadex G25) e separado em
amostras proteicas e ndo proteicas. Os efeitos do extrato quitinolitico bruto e
fracionado sobre a taxa de mortalidade e peso das lagartas de D. saccharalis foram
avaliados. A adicdo do extrato quitinolitico bruto de Streptomyces sp. ENT-21 a dieta
artificial resultou em 100% de mortalidade das lagartas de D. saccharalis. Apos
fracionamento a amostra ndo proteica resultou em maior mortalidade e reducéo do
peso das lagartas em relacéo a fracdo proteica. Esses dados sugerem que a atividade
quitinolitica ndo seja o principal modo de agdo responsavel pela atividade inseticida
do extrato quitinolitico. Os dados também sugerem um possivel efeito sinérgico entre
0S composto proteicos e ndo proteicos presentes no extrato bruto de Streptomyces
sp. ENT-21.

Palavras-chaves: quitinase, metabolitos secundarios, simbiose, biotecnologia,
manejo de insetos.



INSECTICIDE ACTIVITY OF METABOLITES PRODUCED BY
Streptomyces sp. ENT-21 ON LARVAL Diatraea saccharalis (FABRICIUS)
(LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE)

ABSTRACT - Insect resistance to most of the available insecticides and the
requirement for specific molecules for pest management and safe to the environment
guide a continuous search of new insecticidal compounds. In this work, we investigated
the potential of the actinobacterium Streptomyces sp. ENT-21 as a source of
insecticidal molecules against larval Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae), an important sugarcane pest. The chitinolytic extract was prepared by
cultivating Streptomyces sp. ENT-21 in a chitin containing medium. This extract was
fractionated using molecular filtration (Sephadex G25) forming protein and non-protein
fractions. The effects of the crude chitinolytic extract as well of the fractions were
evaluated over the development of D. saccharalis larvae in bioassays conducted using
artificial diet. The addition of the crude chitinolytic extract to the artificial diet used for
rearing larval D. saccharalis resulted in 100% of larval mortality. A non-protein fraction
resulted in a higher mortality rate and weight reduction over surviving larvae than the
protein fraction, suggesting that the chitinolytic activity present in the protein fraction is
not the main mode of action involved in the insecticidal activity of the chitinolytic
produced extract. Results also suggest a possible synergic effect among protein and
non protein compounds in the crude chitinolytic extract from Streptomyces sp. ENT-
21.

Keywords: chitinase, secondary metabolites, symbiosis, biotechnology, pest
management.



1. INTRODUCAO

Grande parte do controle de pragas em sistemas agricolas de producao é
realizado historicamente pela aplicacdo de moléculas inseticidas obtidas a partir de
produtos naturais, como a nicotina (Ujvary 1999), avermectina (Fisher e Mrozik, 1989;
Burg e Stapley, 1989) e espinosina (Galm e Sparks, 2016). Além da aplicacdo direta
de produtos naturais, essas moléculas séo excelentes moldes para o desenvolvimento
de novos compostos sintéticos com caracteristicas melhoradas para uso no manejo
de pragas (Sparks et al., 2017). Porém, a evolucao da resisténcia dos insetos pragas
a maioria dos inseticidas disponiveis (Sparks e Nauen, 2015; Farias et al., 2016;
Bolzan et al., 2019) e a exigéncia por moléculas especificas aos organismos alvos e
nao téxicas ao meio ambiente guiam uma continua busca por novas moléculas com
atividade inseticida (Sparks, 2013).

Estudos sobre as relacdes de simbiose entre insetos e microrganismos tém
mostrado o enorme potencial que a ecologia quimica entre esses organismos possui
em termos de moléculas bioativas (Beemelmanns et al., 2016; Martinez et al., 2019;
Chevrette et al., 2019). Um exemplo € a relacdo de simbiose de formigas cortadeiras
(Attini) e fungos basidiomicetos (Basidiomycota: Agricales) na qual as formigas
fornecem nutrientes e protecédo contra competidores, enquanto os fungos fornecem
alimento para as formigas (Quinlan e Cherrett, 1979; Currie, 2001). Nesta relagdo, um
terceiro grupo de simbiontes é representado por actinobactérias dos géneros
Streptomyces e Pseudonocardia que produzem antibiéticos principalmente para
suprimir o crescimento do parasita Escovopsis (Ascomycota: Hypocreales) no jardim
de fungos (Currie et al., 1999; Currie et al., 2003; Kost et al., 2007).

Actinobatérias do género Streptomyces séo conhecidas por produzirem muitas
moléculas bioativas (Carter et al., 2010). Entre essas, observam-se moléculas
inseticidas ndo proteicas como porfirina, policetideo, alosamidina e avermectina
(Sakuda et al., 1986; Fisher e Mrozik, 1989; Burg e Stapley, 1989; Arasu et al., 2013;
Martinez et al., 2019) bem como proteinas inseticidas como colesterol oxidase (Cho,
1995; Pollegioni et al., 2009) e quitinases (Broadway et al., 1998; Gongora et al.,
2001).



No Brasil, a broca da cana, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Crambidae), é um inseto praga que causa grandes prejuizos ao setor produtivo de cana
de acucar (Cheavegatti-Gianotto et al., 2011; Dinardo-Miranda et al., 2012; Rossato Jr
et al., 2019). Apesar do grande sucesso do controle biolégico da broca da cana com o
parasitoide Cotesia flavipes Cameron, 1891 (Hymenoptera: Braconidae) (Parra, 2014),
este método € utilizado em menos da metade da area de producéo de cana de acglcar
e 0 uso de inseticidas para o controle da broca da cana em algumas regides do Pais é
o principal método utilizado (Dinardo-Miranda, 2008; Parra, 2014). Além disso, duas
variedades transgénicas de cana de acucar com resisténcia a broca da cana foram
desenvolvida como tatica complementar para o0 manejo desse inseto praga (CTNBIo,
2019). Porém, tanto o uso de inseticidas em pulverizagcdo como a adocdo de plantas
transgénicas podem resultar na selecéo de insetos resistentes (Sparks e Nauen, 2015;
Tabashnik e Carriere, 2017) e a disponibilidade de novas moléculas inseticidas é
desejavel.

No presente trabalho, a actinobactéria Streptomyces sp. ENT-21 isolada do
tegumento de Acromyrmex subterraneus brunneus (Forel, 1912) (Hymenoptera:
Formicidae) (Zucchi et al., 2011) e identificada como produtora de quitinase (Rossi et
al., 2015) foi explorada como uma possivel fonte de moléculas inseticidas ativas sobre

a broca da cana.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Danos causados por Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Crambidae) e formas de controle

A agricultura brasileira € em grande parte praticada em clima tropical e baseada
em diversos fatores que favorecem o desenvolvimento de insetos pragas, como
intenso sistema de monoculturas, utilizacdo do Sistema de Plantio Direto (SPD) e
sucessdo de culturas no mesmo ano agricola. Com isso, 0s insetos podem
estabelecer varias geracdes ao logo do ano, ocasionando diversos danos nas culturas
e prejuizos econdmicos estimados em torno de US$14 milhdes ao ano (Martinelli et
al., 2007, Storer et al., 2012, Busoli et al., 2014, Oliveira et al., 2014)

A broca da cana, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Crambidae), causa danos econémicos a diversas culturas (Mendes et al., 2014; Silva-
Brandao et al., 2015) e é uma das principais pragas associadas a cana de acgucar
(Cheavegatti-Gianotto et al., 2011). Em plantas de cana de agucar em estagios iniciais
de desenvolvimento, as lagartas causam a morte do botéo apical e resultam na morte
da planta. Em plantas em estagios de desenvolvimento mais avancados, o consumo
de tecidos da planta pelas lagartas implica em alteragbes no desenvolvimento
adequado das plantas como a formacéao de brotos laterais, enraizamento aéreo, perda
de peso da planta, quebra do colmo e entrada de fungos oportunistas que resultam
na morte na planta, em perdas de producdo ou reducdo da qualidade tecnolégica da
producéo (Dinardo-Miranda et al., 2012).

As lagartas de D. saccharalis podem ser controladas com o uso de inseticidas
guimicos no primeiro instar, estagio que as lagartas ainda alimentam-se das folhas da
cana. ApOs esse periodo, lagartas de segundo ou terceiro instares penetram e
permanecem no colmo até a fase adulta (Cruz, 2007), habito que resulta na reducéo
da eficiéncia do controle por inseticidas quimicos. A liberacéo do parasitoide Cotesia
flavipes Cameron, 1891 (Hymenoptera: Braconidae) é realizada em 40% dos
canaviais para o manejo de D. saccharalis, porém é um método dependente de fatores
ambientais e temporais e néo é disponivel para ser utilizado em toda area de producao

de cana de acucar do Pais (Parra, 2014).



O Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) lancou em 2017 a primeira cana
transgénica no Brasil com resisténcia a D. saccharalis em fungéo da introducéo e
expressao da proteina CrylAb derivada de Bacillus thuringiensis (CIB, 217). Esta foi
também a primeira tecnologia de milho Bt implantada no Brasil e proporcionou niveis
significativos no controle de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae). Recentemente foi aprovada também para comercializacdo plantas de
cana que expressam proteinas CrylAc, compondo mais uma alternativa ao controle
de D. saccharalis (CTNBIio, 2019). Porém, devido ao histérico de resisténcia de S.
frugiperda as tecnologias Bt (Omoto et al., 2016), acdes para 0 manejo da resisténcia
de D. saccharalis a plantas transgénicas com expressao da toxina CrylAb devem ser
consideradas.

2.2. Streptomyces spp. como fonte de compostos inseticidas

Streptomyces spp. sdo bactérias Gram-positivas pertencentes ao filo das
Actinobactérias, caracterizadas por apresentarem micélio e se dispersarem por
esporos (Chater, 2011). Estas actinobactérias sdo encontradas em varios ambientes
e podem desenvolver seu papel biolégico no solo, na agua, em plantas ou associados
a insetos (Zucchi et al., 2011; Smaoui et al., 2012).

As actinobactérias do género Streptomyces contribuiram historicamente para o
desenvolvimento de compostos inseticidas, como avermectinas e milbemicinas. As
avermectinas sao produzidas a partir da fermentacdo da actinobactéria Streptomyces
avermitilis, sendo as avermectinas A2a, Bla e B2a produzidas em maior quantidade
(Fisher e Mrozik, 1989; Burg e Stapley, 1989; Fisher e Mrozik, 1992).

A abamectina, composto usado em varios paises como inseticida, nematicida
e anti-helmintico, é formada pela associacdo de 80% da avermectina Bla e 20% da
avermectina B1b (Albers-Schoenberg et al., 1981; Kolar et al., 2008). O benzoato de
emamectina € um derivado semi-sintético da abamectina que possui amplo efeito
inseticida em lepiddépteros (Jansson et al., 1997).

As milbemicinas, isoladas de Streptomyces hygroscopicus e Streptomyces

bingchenggensis, sdo compostos estruturalmente semelhantes a avermectina e



possuem atividade acaricida e inseticida com toxicidade relativamente baixa para
organismos nao alvo (Takiguchi et al., 1980; Shoop et al., 1995; Xiang et al., 2008).

O sequenciamento dos genomas de actinomicetos como Streptomyces
coelicolor e S. avermitilis tem revelado o enorme potencial biotecnolégico desses
microrganismos em funcdo da identificacdo de um grande numero de rotas
metabdlicas em seus genomas. Os metabdlitos resultantes dessas rotas possuem
uma grande variedade de estruturas quimicas, mas a maioria desses compostos nao
€ produzida sob condic¢des de cultivo padrdo. Dessa forma, estudos sobre técnicas de
fermentacao de alto rendimento e biossintese combinatoria a partir de Streptomyces
spp. podem gerar novas moléculas bioativas (Bentley et al., 2002; lkeda et al., 2003,
Baltz, 2008; Nett et al., 2009).

Um policetidio produzido por Streptomyces sp. AP-123 foi relatado com
atividade inseticida de aproximadamente 70% sobre imaturos de Helicoverpa
armigera (Hubner, 1805) e Spodoptera litura (Fabricius, 1775) (Lepidoptera:
Noctuidae), além causar ma formacéo e tamanho reduzido nos adultos sobreviventes
(Arasu et al.,, 2013). No extrato de Streptomyces sp. CAI-155 foi identificado uma
amida derivada de acido graxo que causou aproximadamente 80% de mortalidade em
larvas de H. armigera (Gopalakrishnan et al., 2016).

Streptomyces sp. sdo conhecidos também por produzirem proteinas com
atividade inseticida, como colesterol oxidase (Cho, 1995; Pollegioni et al., 2009) e
quitinases (Broadway et al., 1998; Gongora et al., 2001). A colesterol oxidase é uma
enzima com acdo inseticida detectada em insetos das Ordens Coleoptera e
Lepidoptera (Purcell et al., 1992; Greenplate et al., 1997). O seu efeito inseticida &
atribuido a oxidacédo do colesterol na membrana do epitélio do intestino médio dos
insetos seguida do rompimento fisico e funcional da membrana (Purcell et al., 1993).
As quitinases sado enzimas que hidrolisam quitina e que podem ter efeito inseticida
guando ingeridas pelos insetos por causarem a perda das funcbes da membrana
peritréfica (Corrado et al., 2008; Patil e Jadhav, 2015; Berine et al., 2016).



2.3. Quitinases no Manejo Integrado de Pragas

A quitina é o segundo biopolimero mais abundante na natureza e um dos
principais constituintes da parede celular dos fungos, do exoesqueleto dos artropodes
e da membrana peritréfica do intestino médio dos insetos (Tharanathan e Kittur, 2003;
Dahiya et al. 2006; Berini et al., 2016). As quitinases sdo enzimas que catalisam a
hidrélise das ligagbes do tipo B-(1,4) entre as unidades de N-acetilglicosamina
(GIcNACc) da quitina.

As quitinases sdo encontradas em plantas, insetos, crustaceos, fungos e
bactérias e sua funcéo bioldgica € variavel nos organismos (Usharani et al., 2011).
Suas funcgbes estdo envolvidas na resposta a estresses bidticos ou abidticos em
plantas, na ecdise dos insetos, no desenvolvimentos de fungos, na nutricao,
parasitismo e defesa de microrganismos e no sistema imunolégico dos mamiferos
(Oppenheim; Chet, 1992; Sahai; Manocha, 1993; Gooday, 1995; Patil et al., 2000;
Merzendorfer; Zimoch, 2003; Arakane; Muthukrishnan, 2010).

As quitinases podem ser classificadas em dois principais grupos de acordo com
o produto formado apés a hidrélise da quitina. S&o eles: (i) grupo das endoquitinases
(E.C. 3.2.1.14), enzimas que clivam aleatoriamente ligacdes glicosidicas internas da
quitina, gerando quitoligossacarideos (ii) grupo das exoquitinases ou quitobiosidases,
ativas sobre quitina a partir da extremidade ndo redutora (EC 3.2.1.200) ou redutora
(3.2.1.201) que resultam na formacdo de dissacarideos de GIcNAc.
Complementarmente, as 1-4-B-glicosaminidases (EC 3.2.1.52) atuam sobre os
produtos das endoquitinases e quitobiosidases para formacao de GlcNac (The UniProt
Consortium, 2019).

As quitinases tém sido exploradas como uma alternativa promissora no controle
de insetos e patdgenos de plantas (Berini et al., 2018; Subbanna et al., 2018). Os
insetos, além do exoesqueleto quitinoso, apresentam no intestino médio uma pelicula
fina, acelular e cilindrica denominada membrana peritrofica (Hegedus et al., 2009).
Essa membrana é formada por uma rede de fibrilas de quitina associadas a diferentes
classes de proteinas, glicoproteinas e proteoglicanos que conferem forca e
elasticidade e influenciam em suas propriedades de permeabilidade. As funcdes da

membrana peritréfica dos insetos estdo relacionadas com a protecdo do epitélio



intestinal contra a abrasdo mecanica, o auxilio na digestdo de alimentos em funcéo
da compartimentalizacédo do intestino e reducédo da exposicdo do epitélio intestinal a
agentes entomopatogénicos (Terra, 1991; Hegedus, 2009, Terra, 2001).

Quando ingeridas pelos insetos, as quitinases podem hidrolisar a quitina que
compde a membrana peritrofica do intestino dos insetos e essa desestruturacdo pode
alterar a fisiologia digestiva dos mesmos com consequente morte dos insetos pragas
(Berini et al., 2016). Em razdo da sua origem proteica, as quitinases podem ser
empregadas no Manejo Integrado de Pragas (MIP) pela expressdo em plantas
transgénicas (Ranjekar et al.,, 2003) ou pela transformacdo de entomopatdgenos
utilizados no controle microbiano para torna-los mais virulentos (Ding et al., 2008;
Wang et al., 2013).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultivo de Streptomyces sp. ENT-21 e visualiza¢&o da atividade quitinolitica

em meio sélido

O microrganismo Streptomyces sp. ENT-21 isolado do tegumento de
Acromyrmex subterraneus brunneus (Hymenoptera: Formicidae) (Zucchi et al., 2011)
foi cultivado em meio Czapeck modificado (QCZ, 10,0 g de quitina coloidal; 2,0 g de
NaNOs; 1,0 g de K2HPOg4; 0,5 g de MgSO4 x 7H20; 0,5 g de KCI; 0,01 g de FeSOa x
7H20 e 16 g de agar em 1,0 L de agua, Rossi et al., 2015). A quitina coloidal foi
preparada de acordo com método proposto por Ramirez et al. (2004) com
modificacdes. Para isso, uma parte da quitina cristalina (Sigma-Aldrich) foi incubada
com cinco partes de acido cloridrico (37% p/V) por 50 minutos (min) em temperatura
ambiente e agitacdo constante. Apds a incubacédo, a solucdo de quitina + &cido
cloridrico foi transferida para um bécker contendo 1 L de 4gua deionizada. A solugéo
formada foi filtrada em sistema de filtracdo a vacuo para a retirada da agua e coleta
da quitina coloidal. A quitina coloidal foi lavada com tampéao de fosfato de sédio 1 M
pH=7,0 e filtrada a vacuo até estabilizacdo do pH da solucdo em pH 7,0. Uma dltima
lavagem com agua foi realizada para a retirada do tampé&o fosfato.

As placas contendo meio QCz solido foram inoculadas com Streptomyces sp.
ENT-21 e incubadas a 28°C por dez dias. A hidrolise da quitina do meio de cultura foi
visualizada pela formacéo de um halo transparente em torno das coldnias (Figura 1).
As col6nias que formaram maiores halos foram utilizadas para producdo do extrato

quitinolitico em meio liquido.



Figura 1. Hidrdlise da quitina visualizada pela formacéo do halo transparente em torno
das colbnias de Streptomyces sp. ENT-21 em meio QCZ contendo quitina coloidal.

3.2. Producao do extrato quitinolitico

O pré-inéculo foi preparado por meio da inoculagédo de 4 discos de 0,5 cm do
cultivo de Streptomyces sp. ENT-21 em meio solido em frasco Erlenmeyer contendo
100 mL de meio liquido QCz preparado com quitina cristalina e mantido sob agitacéo
constante (180 rpm; 28°C) por 3 dias. Apos esse periodo, aliquotas de 2 mL desse
pré-indculo foram adicionadas a 100 mL de meio QCz mantido sob agitacdo constante
de 180 rpm a 28°C. Apés 8 dias de cultivo (maximo da atividade quitinolitica do extrato
- Rossi et al., 2015), os sobrenadantes obtidos apds centrifugacéo (4.000xg, 15 min,
4°C) foram considerados os extratos quitinoliticos de Streptomyces sp. ENT-21 e o
sedimento celular foi utilizado para confirmacao da identidade do microrganismo em

cultivo (item 3.3).

3.3. Confirmacgéo da identidade do microrganismo

As células contidas no sedimento do cultivo de Streptomyces sp. ENT-21 em
QCz foram utilizadas para extragdo do DNA gendmico com o kit comercial GenElute
Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) conforme as instru¢cées do
fabricante.

O DNA extraido foi utilizado para a amplificacdo do gene 16SrRNA com o0s
primers 27F e 1492R como descrito por Monciardini et al. (2002). As reacfes de PCR
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foram realizadas em volume final de 25 uL, preparadas com: 17,65 uL de agua Milli-
Q, 2,5 yL de tampao (10x), 2,5 yL de MgCl2 (50 mM), 0,75 yL de dNTP (10mM), 0,75
ML de cada primer (10 uM), 0,3 pL de Taq (5 U/uL), 0,8 uL de DMSO e 1 yL de DNA.
As reacdes foram conduzidas em termociclador programado a 94°C por 1 min (1 ciclo);
94°C por 45 seg, 55°C por 45 seg e 72°C por 2 min (35 ciclos); 72°C por 10 min (1
ciclo) e manutencdo das amostras a 10°C.

Os amplicons produzidos ap6s reagédo de amplificacéo do gene 16SrRNA foram
purificados com kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
e enviados para sequenciamento com os primers 27F, 1492R, 515F e 907R no Centro
de Recursos Bioldgicos e Biologia Genémica (CREBIO), da Universidade Estadual
Paulista, FCVA/UNESP, Jaboticabal.

Os resultados de sequenciamento foram acessados no programa FinchTV e as
sequéncias foram alinhadas manualmente no programa MEGA. O consenso foi
produzido no programa BioEdit e a comparacdo com o banco de dados do NCBI foi

feita com a ferramenta Blastn.

3.4. Deteccao da atividade de quitinase

O substrato utilizado para deteccdo de atividade quitinolitica no extrato foi a
quitina coloidal (15 mg/mL). A reacdo para deteccdo da atividade quitinolitica foi
composta por 50 pL do extrato enzimético de Streptomyces sp. ENT-21, 25 pL de
quitina coloidal (15 mg/mL) e 25 uL de tampéo glicina-NaOH pH 9,0, pH 6timo da
atividade quitinolitica do extrato (Rossi et al., 2015). Em intervalos de 30 min, 100 pL
do reagente DNS foram adicionados as amostras para interrupcdo da reacdo e
quantificacdo dos grupos redutores formados (Noelting e Bernfeld, 1948). Apos
fervura em bloco seco (100°C; 5 min), as amostras foram arrefecidas até temperatura
ambiente e 800 pL de agua foram adicionados as amostras. As amostras foram
centrifugadas (10.000xg; 10 min) e o sobrenadante foi utilizado para quantificacdo dos
grupos redutores. As amostras foram analisadas em espectrofotdmetro regulado no
comprimento de onda de 550 nm.

Uma curva padrao de glicose (grupo redutor, 0,2 - 2 ymol) foi utilizada como

referéncia para os calculos de atividade. Uma unidade de quitinase (U) foi definida
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como a quantidade de enzima responsavel pela formacdo de 1 nmol de grupos
redutores por minuto. Reacdes controle foram realizadas (branco de enzima e branco
de substrato) para excluir aumentos de absorbancia ndo associados a interacao das

quitinases com quitina coloidal nas mesmas condi¢des de ensaio.

3.5. Detecc¢ao da atividade de B-N-acetilglicosaminidase

O substrato utilizado para detec¢éo da atividade de B-N-acetilglicosaminidase
no extrato foi o p-nitrofenil-N-acetil-B-glicosamina (N1) (10 mM) preparado em tampéao
citrato-fostato de sodio 50 mM pH 4,6, pH o6timo da atividade de [-N-
acetilglicosaminidase do extrato (Rossi et al.,, 2015). A reagdo para deteccdo da
atividade de B-N-acetilglicosaminidase foi composta por 50 puL do extrato enzimatico
de Streptomyces sp. ENT-21 e 50 pL do substrato. Em intervalos de 15 min, 500 pL
de NaOH foram adicionados as amostras para interrupcdo da reacao e quantificacédo
do p-nitrofenol formado. As amostras foram analisadas em espectrofotometro
regulado no comprimento de onda de 405 nm.

Uma curva padrao de p-nitrofenol (8 - 48 umol de p-nitrofenol) foi utilizada como
referéncia para os calculos de atividade. Uma unidade de (3-N-acetilglicosaminidase
(U) foi definida como a quantidade de enzima responsavel pela formacéo de 1 umol
de p-nitrofenol por minuto. Foram realizadas reac¢des controle (branco de enzima e
branco de substrato) para excluir aumentos de absorbéncia ndo associados a
interacdo de (B-N-acetilglicosaminidase com o substrato em avaliacdo nas mesmas

condi¢des do ensaio.

3.6. Quantificagdo de proteinas totais

A concentracéo de proteinas no extrato quitinolitico produzido foi estimada pelo
método de Bradford (Bradford 1976), utilizando o reagente comercial Bradford
Reagent (Sigma-Aldrich) e albumina de soro bovino (BSA) como padréo (2,5 - 25 g
de BSA). A curva padrdao de BSA foi construida pelo método de regresséao linear no

programa Excel e as proteinas foram quantificadas em pg/uL.
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As amostras foram preparadas pela adicdo de 750 uL do reagente de Bradford
a 25 pL de amostra. A amostra de referéncia (branco) foi preparada pela substituicao
do volume de amostra por 25 yL de agua. Apds o preparo, as amostras foram
mantidas por 10 min em temperatura ambiente e as amostras foram analisadas em

espectrofotometro regulado a 595 nm.

3.7. Fracionamento do extrato quitinolitico de Streptomyces sp. ENT-21 por
filtracdo molecular em Sephadex

O extrato quitinolitico de Streptomyces sp. ENT-21 produzido previamente foi
liofilizado e o equivalente a 45 mL de extrato bruto foi ressuspenso em 1 mL de agua
deionizada. Em seguida, a amostra foi centrifugada (5 min, 10000xg) e o
sobrenadante foi coletado e filtrado em microfiltro 0,2 pm.

O método utilizado para separacdo das proteinas foi a cromatografia de
exclusao por tamanho. Os extratos foram fracionados separadamente em dois tipos
de resina Sephadex, a fim de selecionar a que obtinha o melhor perfil de
fracionamento.

A primeira resina utilizada foi a Sephadex G75 em uma coluna de 2 cm de
diametro por 30 cm de altura, contendo 27 cm de resina previamente equilibrada com
adgua deionizada. A vazéao foi mantida em 1 mL/min e fragBes de aproximadamente 1
mL foram coletadas. A segunda resina utilizada foi a Sephadex G25 em uma coluna
de 2 cm de diametro por 38 cm de altura, contendo 35 cm de resina previamente
equilibrada com &gua deionizada. A vazao foi mantida em 2 mL/min e fracdes de
aproximadamente 2 mL foram coletadas. As fracdes coletadas em ambas as
cromatografias foram analisadas quanto a sua densidade Gtica em espectrofotbmetro
regulado a 280 nm e a coluna que resultou no melhor perfil de eluigéo foi selecionada

para analises subsequentes.

3.8. Agrupamento de fracfes e deteccdo da atividade enzimatica

As fracdes coletadas durante a filtracdo molecular foram agrupadas em 6

amostras de acordo com o perfil de eluicdo a 280 nm e, ap0s o agrupamento, as



13

amostras foram liofilizadas. Foram realizadas 24 repeticbes do processo de
purificacdo e, apos liofilizacdo, cada amostra foi ressuspensa em 8 mL de agua
deionizada. As amostras foram avaliadas com relacdo a proteina total (ug/ulL),
atividade quitinolitica sobre quitina coloidal (U/mL) e atividade de [B-N-

acetilglicosaminidase (U/mL).

3.9. Eletroforese em gel de poliacrilamida

As proteinas da amostra 2 foram precipitadas com acido tricloroacético 6,1 N
(TCA) pela adicao de 25 uL de TCA a 100 uL de amostra. A mistura foi homogeneizada
e incubada a 4°C por 10 minutos. Apdés incubacdo, a amostra foi centrifugada
(12000xg; 10 min), o sobrenadante foi descartado, o sedimento foi lavado 2 vezes
com 200 uL de acetona (-20°C) e a amostra foi novamente centrifugada (12000xg; 5
min). O sobrenadante foi removido e a acetona residual no sedimento foi evaporada
em bloco seco (95°C; 10 min). As proteinas do sedimento foram ressuspensas em 17
ML de agua deionizada.

ApOs precipitacdo, a amostra foi aplicada em gel de poliacrilamida 10%
contendo SDS 0,1% para observacdo do perfil proteico. Foi utilizado o método de

Laemmli (1970) seguindo as orientacdes de Sambrook e Russel (2001).

3.10. Avaliacédo da atividade inseticida

O bioensaio foi conduzido em dieta artificial (Parra, 2001). A dieta foi cortada
em fatias de 3 mm de altura por 2,3 cm de didmetro e colocadas em recipientes de
plastico (6,5 cm de didametro x 3 cm de altura) com tampa na parte superior e papel

filtro umedecido colocado no fundo (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo de um tratamento do bioensaio em recipientes de plastico
contendo dieta artificial sobre papel filtro para avaliacdo do efeito do extrato
quitinolitico de Streptomyces sp. ENT-21 sobre o desenvolvimento de lagartas de
Diatraea saccharalis.

Aliguotas de 200 pL das amostras 2, 3, 4 e 5 e do extrato bruto liofilizado foram
aplicadas sobre a superficie da dieta. Como controle, foram aplicados 200 pL de &gua
deionizada autoclavada. A amostra 2 continha 294,9 ug de proteinas, 8,7 U de
quitinase e 16,6 U de B-N-acetilglicosaminidase. A amostra 3, 4 e 5 continham,
respectivamente, 38,3; 8,4 e 7,5 ug de proteinas respectivamente e nao apresentaram
atividade de quitinase ou de [(-N-acetilglicosaminidase. O extrato bruto liofilizado
continha 302,71 pg de proteinas, 2,3 U de quitinase e 2,0 U de pB-N-
acetilglicosaminidase.

ApoOs a absorcao das amostras aplicadas sobre a dieta, 4 lagartas neonatas de
D. saccharalis foram colocadas sobre cada fatia de dieta tratada. Os recipientes foram
mantidos em condi¢des controladas (25+1°C, umidade relativa de 60+£10% e fotofase
diaria de 14 horas) (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo de um tratamento contendo 4 lagartas de Diatraea
saccharalis apés 8 dias em dieta artificial.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 5 repeti¢cdes e
24 lagartas por repeticdo de cada tratamento. Apds 13 dias, foram avaliados o peso
das lagartas e a mortalidade larval. Foram consideradas mortas as lagartas que nao
responderam ao toque com um pincel de ponta fina. Além da mortalidade pela falta
de resposta das lagartas apés o toque, foi utilizado o conceito de mortalidade funcional
(Chakroun et al., 2012), no qual foi definido que lagartas que apresentaram peso igual
ou inferior a 20% do peso das lagartas do tratamento controle apés expostas por 13
dias aos tratamentos foram consideradas mortas.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov para
constatacdo da normalidade. As médias foram submetidas a andalise de variancia
(ANOVA) e comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) utilizando o programa GraphPad

Prism v.5.
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4. RESULTADOS

O kit comercial GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) foi
eficiente para a extracdo do DNA de Streptomyces sp. ENT-21 (Figura 4 e Tabela 1).

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose (1%) e brometo de etidio (10 mg/mL), para
avaliacdo da integridade do DNA apdés extracdo. As bandas da esquerda para a direita
representam respectivamente o marcador molecular (1 kb, Norgen) e 4 amostras de
células contidas no sedimento do cultivo de Streptomyces sp. ENT-21 em meio QCz
contendo quitina coloidal.

Tabela 1. Quantificagcdo no espectrofotometro NanoDrop do DNA (ng/ upL) de
Streptomyces sp. ENT-21 extraido pelo kit GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit
(Sigma-Aldrich).

Amostra Concentragao de DNA (ng/uL)
1 78
2 66
3 120
4 120

O conjunto de primers 27F e 1492R descritos por Monciardini et al. (2002)
amplificaram fragmentos de 1500 pb do gene 16SrRNA de Streptomyces sp. ENT-21
(Figura 5).



17

1500pb

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose (1%) contendo brometo de etidio
(10 mg/mL), para avaliacdo da amplificacdo do gene 16SrRNA de Streptomyces sp.
ENT-21. As bandas da esquerda para direita representam respectivamente: marcador
molecular (1kb, Norgen), produto de PCR das amostras de DNA extraido 1, 2, 3 e 4.

A identidade do consenso produzido para o gene 16SrRNA da amostra em
avaliacdo foi de 100% em relagéo a sequéncia de 16SrRNA de Streptomyces sp. ENT-
21 (GenBank KF704237.1) depositada por Rossi et al. (2015), o que garante que o
microrganismo em avaliacdo € o mesmo utilizado no estudo prévio.

O extrato bruto de Streptomyces sp. ENT-21 apresentou atividade sobre quitina
coloidal de 4,4 U/mL. Apés liofilizacdo (45 mL de extrato bruto liofilizados e
ressuspensos em 1 mL de agua), a atividade quitinolitica foi de 12 U/mL e 9,6 U/mL
de B-N-acetilglicosaminidase.

A cromatografia de exclusao por tamanho em coluna cromatografica contendo
resina Sephadex G75 nas condi¢des descritas nao foi satisfatoria (Figura 6), sendo a
cromatografia em resina Sephadex G25 a que apresentou melhor perfil de eluicdo a

280 nm (Figura 7) e foi selecionada para anélises subsequentes.



18

1,0

08 - ¢
?
%
6 1 7 «
06 % f
04 - 9
A
02 % %5; 3,
d

0,0 s i i
0 20 40 60 80

Absorbancia 280 nm

Fragdes coletadas

Figura 6. Perfil cromatografico a 280 nm das fracGes coletadas apos filtracdo
molecular do extrato quitinolitico de Streptomyces sp. ENT-21 em Sephadex G75.

Pelo perfil de eluicdo a 280 nm na cromatografia com Sephadex G25 foi
possivel observar a formacdo de dois picos e, entre os picos, duas faixas
intermediarias. A partir dessa observacéo, as fracdes foram divididas em 6 amostras
que consistiam do agrupamento das fragdes (Figura 7).

Absorbéancia 280 nm

Fracbes coletadas

Figura 7. Perfil cromatografico a 280 nm das fracfes coletadas apos filtracdo
molecular do extrato quitinolitico de Streptomyces sp. ENT-21 em Sephadex G25.
Indicacdo das fracbes agrupadas em amostras em funcao dos picos (2 e 5) e fases
intermediarias (3 e 4).
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A amostra 1 apresentou baixa concentracdo de proteinas, ndo apresentou
atividade sobre quitina coloidal, mas apresentou atividade de B-N-
acetilglicosaminidase (25,13 U/mL). A amostra 2 foi a que apresentou maior
concentracdo de proteinas totais (1,47 pg/uL), atividade de quitinase (43,86 U/mL) e
B-N-acetilglicosaminidase (83,06 U/mL). As amostras 3, 4, 5 e 6 apresentaram baixa
concentracdo de proteinas e ndo apresentaram atividade de quitinase e de [B-N-

acetilglicosaminidase (Figura 8).

Amostras

2’5 1 1 1 1 1 1 100

Atividade enzimatica (U/mL)

Absorbancia (280 nm)\ Proteinas totais (ug/uL)

Fragdes coletadas

Figura 8. Proteinas totais (ug/uL) (@), atividade de quitinase (U/mL) (') e atividade
de B-N-acetilglicosaminidase (A) (U/mL) das amostras 1, 2, 3, 4, 5 e 6 formadas pelo
agrupamento das fracdes coletas de acordo com o perfil de eluicdo a 280 nm (O).

A amostra 2 continha a maior concentracao de proteinas totais e foi analisada
por eletroforese em gel de poliacrilamida. A presenga de proteinas com peso

molecular entre 17 e 55 kDa foi observada (Figura 9).
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Figura 9. Perfil proteico da amostra 2 apos filtracdo molecular em Sephadex G25 do
extrato quitinolitico de Streptomyces sp. ENT-21 analisado em SDS-PAGE 10%. (M:
Marcador de peso molecular Fermentas PageRuler Prestained Protein Ladder (kDa);
2: amostra 2 precipitada em TCA contendo aproximadamente 17 ug de proteinas
totais.

Todos os tratamentos resultaram em alteracfes nas taxas de mortalidade e
peso das lagartas de D. saccharalis (Fa;20= 60,23; P<0,0001) em 13 dias ap0s inicio
da ingestdo das amostras. A ingestdo de dieta contendo extrato quitinolitico bruto de
Streptomyces sp ENT-21 e a amostra 4 resultou em maiores taxas de mortalidade das
lagartas de D. saccharalis (Fs;24= 82,07; P<0,0001) (Tabela 2).

Tabela 2. Mortalidade (%) e peso (mg) das lagartas de Diatraea saccharalis em 13
dias apos o inicio da alimentacéo com dieta artificial contendo extrato quitinolitico de
Streptomyces sp. ENT-21 e as amostras obtidas apoés filtracdo molecular do extrato
quitinolitico em Sephadex G25 (média + erro padrdo).

Quitinase B-N- ~ Proteinas Mortalidade 0 médio
Tratamento (Ulem?) acetilgli. totais (%) de lagartas
(Ulem?)  (ug/cm?) (mg)
Controle 0 0 0 0,0£00c 26,3x13a
Ext. Bruto 0,57 0,48 7290 100,0x0,0a -
Amostra 2 2,11 4,00 71,06 75+16¢c 195%x09b
Amostra 3 0 0 9,30 33x16¢c 17,2+1,0bc
Amostra 4 0 0 2,00 450+99b 76+0,3d
Amostra 5 0 0 1,80 11,7+24c 153+06¢C

Médias nas colunas seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p=0,05).
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5. DISCUSSAO

O fracionamento do extrato quitinolitico de Streptomyces sp. ENT-21 em
filtracdo molecular utilizando Sephadex G25 resultou em 6 amostras, sendo a amostra
2 a de maior contetdo proteico e as demais ndo proteicas ou com concentracdes
muito reduzidas de proteinas. As fracdes proteicas (amostras 1 e 2) eluiram primeiro,
0 que é esperado nesse tipo de cromatografia. Moléculas com maior peso molecular,
como as proteinas, eluem entre as esferas da resina, enquanto moléculas menores
sao retidas na coluna por penetrarem nos poros da resina e levarem um tempo maior
até serem eluidas (Gelotte, 1960; Andrews, 1964).

A enzima B-N-acetilglicosaminidase presente em extratos quitinoliticos de
Streptomyces sp. ENT-21 teve seu peso molecular previamente estimado como
superior a 100 kDa (Rossi et al., 2015). No presente trabalho, foi possivel verificar uma
pequena atividade de B-N-acetilglicosaminidase (25,13 U/mL) na amostra 1 em
relacdo a amostra 2 (83,06 U/mL), o que sugere a tendéncia dessa enzima eluir
primeiro na cromatografia de filtracdo molecular e refor¢ca a estimativa prévia que trata-
se de uma enzima de alto peso molecular (>100 kDa). Apesar de néo ter sido
observado no gel de eletroforese bandas com peso molecular >100 kDa, acredita-se
em duas possibilidades que requerem maiores investigacdes: (i) a concentracdo da
enzima B-N-acetilglicosaminidase ndo € suficiente para ser visualizada em gel; (ii) a
enzima B-N-acetilglicosaminidase possui estrutura quaternaria, ou seja, € composta
por polipeptideos com peso molecular menor que 100 kDa que sdo separados pelas
condi¢cOes desnaturantes da eletroforese.

Quando avaliado o potencial inseticida da amostra 2 obtida a partir do extrato
quitinolitico de Streptomyces sp. ENT-21, amostra com maior quantidade de proteinas
e ativa sobre os substratos testados, verificou-se que a mesma nao resultou na
mortalidade de lagartas de D. saccharalis. A quantidade de proteinas associadas com
o hidrdlise de quitina ingeridas foi suficiente apenas para reduzir o peso das lagartas,
provavelmente por alterarem a composicao e funcionamento adequado da membrana
peritréfica, uma estrutura do intestino médio de lepidopteros composta por quitina
(Kelkenberg et al., 2015; Berini et al., 2016). Na concentragao testada (71,06 ug/cm?),
as proteinas presentes no extrato quitinolitico de Streptomyces sp. ENT-21 nao foram
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suficientes para causar mortalidade da fase larval do lepidéptero praga D. saccharalis.
As proteinas presentes na amostra 2 do extrato quitinolitico de Streptomyces sp. ENT-
21 nado apresentam potencial biotecnolégico aparente como inseticidas para D.
saccharalis, visto que toxinas Vip3 e Cryl, por exemplo, resultam na mortalidade de
95% dos individuos de D. saccharalis em concentracdes bem inferiores (27,1 e 1,78
hg/cm?, respectivamente) (Lemes et al., 2014). Porém, o potencial biotecnolégico das
enzimas de Streptomyces sp. ENT-21 em questdo nédo é descartado pois as mesmas
podem atuar de maneira sinérgica com outras toxinas (Arora et al., 2003; Pardo-Lépez
et al., 2009; Tang et al., 2012; Augusto, 2018). Além disso, em funcdo da amostra 2
tratar-se de uma mistura de varias proteinas, as proteinas com atividade inseticidas
podem estar em baixas concentracfes prejudicando a avaliagdo da mortalidade de D.
saccharalis. O isolamento e a concentracdo dessas proteinas podem revelar
potenciais moléculas inseticidas presentes na amostra 2 do extrato quitinolitico de
Streptomyces sp. ENT-21.

Os resultados obtidos a partir da aplicagéo do extrato quitinolitico bruto sobre a
dieta para o consumo por D. saccharalis sugerem que exista algum tipo de sinergismo
entre as moléculas proteicas ativas para hidrolise de quitina (amostra 2) com as
demais moléculas (amostra 3, 4 e 5). O extrato quitinolitico bruto possui atividades de
quitinase e de B-N-acetilglicosaminidase inferiores as observadas nas amostras
produzidas a partir de seu fracionamento em funcdo das amostras serem
concentradas apdés fracionamento por liofilizacdo. Mesmo assim, a aplicacdo do
extrato quitinolitico bruto resultou em mortalidade de 100% das lagartas, valor ndo
alcancado nem pela soma da mortalidade entre as amostras 2-5. O sinergismo de
quitinases com outras moléculas para o controle de lepiddpteros pragas € relatado em
outros estudos (Mohan et al., 2001; Huang et al., 2016).

A amostra 4 (ndo proteica, sem atividade quitinolitca ou de [-N-
acetilglicosaminidase e peso molecular reduzido em func¢do do perfil de eluicdo em
Sephadex G25) foi a mais ativa para resultar em mortalidade (45%) e reducéo do peso
das lagartas sobreviventes de D. saccharalis (peso 71% menor em relacdo ao peso
das lagartas do controle). Varios compostos antibioticos produzidos por Streptomyces
spp. como porfirinas (Martinez et al., 2017), policetideo (Arasu et al., 2013),

alosamidina (Sakuda et al., 1986) e a avermectina (Fisher e Mrozik, 1989; Burg e
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Stapley, 1989) sdo conhecidos por suas atividades inseticida, acaricida, nematicida e
anti-helmintico (Kolar et al., 2008).

Desse modo, verificamos que os metabdlitos ndo proteicos produzidos pelo
cultivo de Streptomyces sp. ENT-21 causaram as maior mortalidade e reducédo do
peso das lagartas de D. saccharalis. O isolamento, definicdo de estrutura quimica e
testes bioldgicos desses metabdlitos sobre organismos de interesse sdo etapas
futuras necessarias para o conhecimentos dos principios ativos responséaveis pelos

resultados obtidos no presente trabalho.

6. CONCLUSOES

O extrato bruto quitinolitico de Streptomyces sp. ENT-21 possui atividade
inseticida sobre lagartas de D. saccharalis.

O efeito inseticida do extrato bruto quitinolitico ndo estd isoladamente
associado as proteinas do extrato.

Os metabdlitos ndo proteicos produzidos pelo cultivo de Streptomyces sp. ENT-

21 causam mortalidade e reducdo de peso das lagartas de D. saccharalis.
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