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RESUMO: As proteases podem atuar na hidrdlise
de proteinas da membrana e da parede celular de
plantas hospedeiras, facilitando a penetragdo e a
infec¢do pelo fungo. Este trabalho objetivou avaliar
a producdo qualitativa de protease em Curvularia
eragrostidis, Fusarium equiseti, F. lateritium,
F. oxysporum f sp. phaseoli, Macrophomina
phaseolina e Sclerotium rolfsii isolados de feijoeiro
comum. Os fungos foram inoculados em placas
de Petri contendo meio Agar caseina do leite e
incubados em BOD (26 = 1° C e 80 = 10% UR)
por 96 h. A atividade proteolitica foi determinada
pelo Indice de Relagiio Enzimdtica (IRE). O fungo
F. oxysporum £ sp. phaseoli apresentou maior IRE
(1,23), seguido de F. equiseti (1,16), F. lateritium
(1,11), C. eragrostidis (1,10) e S. rolfsii (1,06). Nao
foi observado halo de degradacéo para protease
em M. phaseolina.

PALAVRAS-CHAVE: Protease, fungos de solo,
patégenos de feijdo.

ABSTRACT: Proteases can act on the protein
hydrolysis of the membrane and cell wall of host
plants by facilitating penetration and infection
by fungi. In this study, we aimed to assess the
qualitative production of protease in Curvularia
eragrostidis, Fusarium equiseti, F. lateritium,
F. oxysporum f sp. phaseoli, Macrophomina
phaseolina, and Sclerotium rolfsii isolated from
common bean. The fungi were inoculated in Petri
dishes containing milk Agar casein and incubated
in BOD (26 + 1 °C and 80 + 10% RH) for 96 h.
Proteolytic activity was determined by Enzyme
Relation Index (ERI). The fungus F. oxysporum
fsp. phaseoli presented the highest ERI (1.23),
followed by F. equiseti (1.16), F. lateritium (1.11),
C. eragrostidis (1.10), and S. rolfsii (1.06). No
degradation halo was observed in M. phaseolina.

KEYWORDS: Protease, soil fungi, pathogens of
beans.

Proteases s@o enzimas hidroliticas que podem atuar na

hidrélise de proteinas da membrana e da parede celular de
plantas hospedeiras, facilitando a penetracdo e a infecgio
pelo microrganismo (TREMACOLDI, 2009). Entre os
microrganismos fitopatogénicos, muitos produzem proteases
extracelulares ativas que, em conjunto com outras enzimas,
exercem um importante papel na patogénese (VALUEVA;
MOSOLOV, 2004). Entre esses organismos, os fungos ocupam
um lugar de destaque, tendo em vista a grande variedade de
enzimas proteoliticas que sdo capazes de produzir. Assim,
a producdo de proteases tem sido estudada com varias
finalidades, como a de correlaciona-las com os processos de
especificidade, patogenicidade e viruléncia (TIAGO; SILVA,
2007).
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Nesse sentido, este trabalho objetivou avaliar a producio
qualitativa de proteases de Curvularia eragrostidis (Henn.),
Fusarium equiseti (Corda), F. lateritium (Nees), F. oxysporum
f sp. phaseoli (J.B. Kendr. & W.C. Snyder), Macrophomina
phaseolina (Tassi) e Sclerotium rolfsii (Saccardo) isolados de
plantas de feijao comum (Phaseolus vulgaris L.), provenientes
de diferentes localidades do Estado de Pernambuco, que
apresentavam sintomas de doencas.

Depois do cultivo, identificagdo e purificacdo das coldnias
isoladas, discos de cinco milimetros de didmetro de coldnia
foram transferidos para placas de Petri, contendo meio Agar
caseina do leite (LACAZ et al., 2002), e incubados em BOD
(26 £ 1 °C e 80 = 10% UR) por 96 h, em trés repeti¢des por
isolado.

Posteriormente, adicionou-se as placas solugcdo de
acido tricloroacético 10% (TCA) para revelacdo dos halos
de degradacdo. A atividade proteolitica foi determinada
pelo Indice de Relagdo Enzimética (IRE = D/d), em que
D corresponde a soma do didmetro total da coldénia com o
didmetro do halo de degradagado e d equivale ao didmetro da
coldnia sem o halo.

A producao de proteases pelos fungos tornou-se evidente
durante a degradagdo do meio especifico em F. oxysporum f
sp. phaseoli, que apresentou maior IRE (1,23), seguido de
F. equiseti (1,16), F. lateritium (1,11), C. eragrostidis (1,10) e
S. rolfsii (1,06) (Tabela 1). De acordo com Silva et al. (2011),
observou-se atividade proteolitica em F. lateritium (IRE=1,02)
e F. oxysporum (IRE=1,14) isolados do solo de sistemas
agroflorestais no municipio de Bom Jardim (PE). Enquanto
Rodarte et al. (2011) evidenciaram atividade proteolitica
em F. lateritium, isolado de graos de café (Coffea arabica),
e Bezerra et al. (2012) relataram atividade proteolitica em
F lateritium encontrado em associagdo endofitica com a palma
forrageira (Opuntia ficus-indica). Segundo Tan e Zou (2001),
microrganismos endofiticos produzem enzimas extracelulares
hidroliticas como parte de seu mecanismo de resisténcia para
superar as defesas do hospedeiro contra a invasdo microbiana
e/ou para obter nutrientes do solo.

Rodarte et al. (2011) ndo constataram a producio de protease
por F equiseti, isolado de graos de café (Coffea arabica L.),
em substrato caseina do leite; resultados que divergem dos
encontrados no presente estudo.

Tabela 1. Atividade proteolitica de espécies de fungos fitopatogénicos ao
feijoeiro comum apés incubacio em meio caseina do leite.

Espécies de fungos IRE
Fusarium oxysporum 1,23
Fusarium equiseti 1,16
Fusarium lateritium 1,11
Curvularia eragrostidis 1,10
Sclerotium rolfsii 1,06

IRE - Indice de Relacio Enzimética.

Luz, Silva e Silveira (2006), com o objetivo de detectar a
producdo de enzimas hidroliticas extracelulares por fungos
endofiticos, provenientes de plantas sadias de maracujazeiro-
amarelo, ndo identificaram atividade proteolitica em um isolado
do género Curvularia Boedijn, enquanto que Silvaetal. (2011)
constataram atividade amilolitica, celulolitica e proteolitica em
Curvularia pallescens.

Nao ha muitos registros relatando a atividade proteolitica
em S. rolfsii, quando seria pertinente caracterizd-lo quanto a
sua potencialidade na produgdo dessas enzimas, uma vez que
forneceria dados a respeito dos processos de patogenicidade
desse fungo, e a respeito da possibilidade de empregé-lo em
processos biotecnoldgicos com aplicacao industrial.

Para M. phaseolina, no presente estudo, ndo se evidenciou
halo de degradagdo para proteases, enquanto que Schinke
e Germani (2012) detectaram halo indicando hidrélise da
caseina, em 11 de 13 isolados de M. phaseolina. A explicacio
para a divergéncia quanto a producgdo ou ndo de proteases por
M. phaseolina pode estar associada a variabilidade genética
dos isolados.

As referéncias esparsas sobre as proteases produzidas por
M. phaseolina fazem alusdo também a variabilidade na sua
deteccdo. De uma maneira geral, estudos sobre as enzimas
extracelulares produzidas por M. phaseolina sdo poucos,
e os mais recentes tém focado a producdo de celulases e
endoglucanases (SCHINKE; GERMANI, 2012).

De maneira geral, os resultados obtidos indicam que as
espécies testadas apresentaram atividade proteolitica sobre
o substrato caseina do leite, apresentando assim potencial
para a producdo de proteases, com excec¢do do isolado de
M. phaseolina, no qual ndo se evidenciou halo de degradagao.
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