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RESUMO

O fungo filamentoso Trichoderma harzianum faz parte de um género de fungos que
atuam como agentes de controle biolégico, amplamente utilizado contra alguns
fitopatdgenos, tais como Sclerotinia sclerotiorum. Esta relacdo de micoparasitismo,
acaba levando a determinados estresses sobre as células de Trichoderma,
provocando uma resposta, a qual se da através de mudancas no metabolismo celular,
ativando mecanismos de defesa através das proteinas de choque térmico (Hsp). Este
trabalho teve como objetivo analisar a expressédo de genes que codificam proteinas
de choque térmico da familia HSP70 de T. harzianum durante o micoparasitismo e na
resposta aos estresses térmico e oxidativo. O RNA total foi extraido de micélio de T.
harzianum e do mutante Aepl-1 em condicbes de confronto em placa antes
(précontato), durante (contato) e apds o contato (pdés-contato) com o fitopatdégeno S.
sclerotiorum. O RNA total foi também extraido de células de T. harzianum submetidas
ao estresse por temperatura e etanol. Em seguida, utilizou-se qRT-PCR para avaliar
o nivel de expressdo dos genes ThHsp70a, ThHsp70b e ThHsp70c durante as
condi¢Oes testadas. Observou-se que a expressao dos genes ThHsp70a, ThHsp70b
e ThHsp70c varia de acordo com as fases do micoparasitismo. Os dados sugerem
gue o mecanismo de auto-reconhecimento de T. harzianum é importante para a
ativacdo da expressao génica de ThHsp70b e ThHsp70c. Todos os genes foram
induzidos por choque térmico, mostrando os genes ThHsp70a e ThHsp70c os
maiores niveis de mMRNA. Durante o estresse com etanol, ThHsp70a foi 0 gene que
apresentou a maior indugao.

Palavras-chave: Trichoderma harzianum, S. sclerotiorum, controle biolégico,
micoparasitismo, HSP70, qRT-PCR

ABSTRACT



Xii

The filamentous fungus Trichoderma harzianum is part of a genus of fungi that act as
agents of biological control, widely used against some phytopathogens, such as
Sclerotinia sclerotiorum. This relationship of mycoparasitism, leads to certain stresses
on the cells of Trichoderma, provoking a response, which occurs through changes in
cellular metabolism, activating defense mechanisms through heat shock proteins
(Hsp). This work aimed to analyze the expression of genes encoding heat shock
proteins of the HSP70 family of T. harzianum during myoparasitism and in the
response to thermal and oxidative stresses. The total RNA was extracted from
mycelium of T. harzianum and the Aepl-1 mutant under pre-contact conditions
(precontact), during (contact) and after contact (contact) with the phytopathogen S.
sclerotiorum. Total RNA was also extracted from T. harzianum cells subjected to
temperature and ethanol stress. Then, gRT-PCR was used to assess the level of
expression of ThHsp70a, ThHsp70b and ThHsp70c genes during the conditions
tested. Expression of ThHsp70a, ThHsp70b and ThHsp70c genes has been observed
to vary according to the phases of mycoparasitism. The data suggest that the
mechanism of self-recognition of T. harzianum is important for the activation of the
gene expression of ThHsp70b and ThHsp70c. All genes were induced by heat shock,
showing the ThHsp70a and ThHsp70c genes at the highest mRNA levels. During
stress with ethanol, ThHsp70a was the gene that presented the highest induction.

Keywords: Trichoderma harzianum, S. sclerotiorum, biological control,
mycoparasitism, qRT-PCR.
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1 INTRODUCAO
1.1 Proteinas de Choque Térmico

Na década de 60, mais precisamente no ano de 1962, descobriu-se que a
exposicao de células da probdscida da mosca de frutas Drosophila busckii ao calor,
propiciava o surgimento de sitios especificos de transcricdo para sintese de proteinas
(RITOSSA 1962; TISSIERES et al. 1974). Este estresse térmico provocava uma
inducdo nos genes a serem expressos, causando uma resposta celular através da
producéo de proteinas de choque térmico (HSPs) (MEYER; SILVA, 1999).

Proteinas de choque térmico ou HSP estdo presentes em todas as células e
em todas as formas de vida. Em condi¢cdes consideradas normais, ou seja, sem
estresse, elas funcionam principalmente como chaperonas moleculares auxiliando no
enovelamento de proteinas. Além disso, as concentracdes das HSPs podem estar
elevadas em varias condicdes em resposta a varias tensdes (HWANG et al., 2016).

Geralmente, os niveis de HSP sofrem uma elevacédo somente em determinadas
circunstancias em resultado a algum estresse gerado, e isto ocorre rapidamente e logo
sua concentracao é diminuida (AUESUKAREE et al., 2012). Em contrapartida, existem
também certas proteinas que ndo necessitam sofrer nenhum estresse para ter sua
expressar HSP, sendo conhecidas por constitutivas, ou seja, expressas em todas as
condicBes (GUPTA et al. 2010).

Proteinas de choque térmico sdo classificadas com base em suas massas
moleculares em: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 e small HSP. Para cada familia de
HSP, h& diferentes proteinas - HSP72 e HSP73 - no grupo HSP70 onde os pesos
moleculares sdo semelhantes, mas os padrbes de expressado podem ser distintos
(MEYER,; SILVA, 1999). A capacidade que algumas espécies de fungos possuem para
superar as condi¢cdes do meio ambiente tem sido previamente relacionadas com as
HSPs, proteinas altamente conservadas em seres eucariotos e procariotos
(MONTERO-BARRIENTOS et al., 2010).

Sabe-se que estas chaperonas auxiliam no reparo de danos celulares sofridos
em condi¢des de estresse, bem como no enovelamento dos polipeptideos. E para
demonstrar a importancia destas proteinas para popula¢cdes naturais, expostas a

ambientes variaveis que provocam situacOes de estresses, diversos experimentos
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com Drosophila melanogaster tém sido realizados in vitro, principalmente no que diz
respeito a melhora nas fungdes fisiolégicas (RUTHERFORD & LINDQUIST, 1998;
SORENSEN & LOESCHCKE, 2001; QUEITSCH ET AL., 2002; RUTHERFORD,

2003).
As Hsp70 séo constituidas por uma vasta familia de moléculas, sendo bastante

associadas a resposta celular a temperatura. Também tem funcdo na montagem,
transporte e regulacéo da atividade de proteinas (Mayer e Baku, 2005). Entretanto, as
HSPs ndo séo induzidas apenas sob condi¢des de estresse, sendo também expressas
constitutivamente em diferentes células e organismos. De fato, as formas das Hsp’s
expressas constitutivamente, apresentam diferencas bioquimicas marcantes em
comparacao as formas induziveis expressas em niveis quantitativamente superiores
(HOROWITZ; ROBINSON, 2007).

Varios estresses, sejam eles quimicos ou térmicos, provocados em plantas,
como Arabidopsis, ocasiona uma agado, como por exemplo, a inducdo de genes que
levam ao aumento da sintese de proteinas de choque térmico. Quando estas HSP sdo
liberadas ha uma reacdo ao estresse gerado, a qual se conhece por resposta ao
choque térmico onde, na maioria das vezes, esta € comum a varios seres vivos ativada
em situacdes que propiciam o aumento da expressao de genes (MEYER; SILVA,
1999).

Uma das maneiras de responder a estes e demais estresses é através da
producdo de proteinas do choque térmico (HSPs). Estas sdo responsaveis pelo
enovelamento de proteinas deixando-as em sua conformacdo correta, pelo
reenovelamento de proteinas que foram desnaturadas por alguma condi¢cdo, como por
exemplo, por calor (YOUNG, 2001), bem como pela degradacdo de proteinas que
foram danificadas (WANG et al., 2004).

Células submetidas a estresse podem sobreviver ou morrer, dependendo da
natureza celular, do tipo e nivel do estresse. A exposicdo prévia das células a
estresses pode conduzir a uma resposta celular caracterizada pela sintese acentuada
das Hsp’s (DAUGAARD; ROHDE; JAATTELA, 2007). Por conseguinte, uma nova
exposicdo dessas células a estresses poderd produzir menores prejuizos, uma vez
que, o alto conteddo das HSPs ja existente nessas células tende a torna-las

termotolerantes contra novas exposigﬁes a0sS mesmos agentes estressantes.
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1.1.2 Proteinas HSP70

A familia de proteinas Hsp70 € considerada a mais conservada dentre as HSPs.
Hsp70 sdo as mais ligadas a funcdo de enovelamento de proteinas nas células e
também associadas ao inicio e duracdo da tolerancia a temperatura (TIRELLI et al.,
2005; STINSHOFF et al., 2009; TARUTHUM et al., 2010; COLE & MEYERS, 2011,
MONZO et al., 2012).

Os quatro principais representantes da familia Hsp70, as quais possuem massa
molecular de 72 kDa, sendo expressas constitutivamente sdo: Hsp72; Hsp73; HSPAS
(78 kD) e HSPA9 (75 kD). A Hsp73 é expressa constitutivamente em todas as células
e presente tanto no nucleo como no citoplasma celular (BECKMANN et al., 1990). Ja
a Hsp72 é o principal membro da familia expresso em resposta ao estresse (OGATA
et al., 2009). HSPAS5, localiza-se no Ilumen do reticulo endoplasmaético,
desempenhando papel fundamental na translocacéo proteica. E HSPA9 é encontrada
no interior das mitocéndrias e além de atuar na resposta ao estresse, participa em
outros processos celulares como controle de diferenciagdo e proliferagdo celular
(WADHWA et al., 2002).

1.1.3 HSP e Estresse Térmico

Devido as oscilagdes que ocorrem nas condi¢cdes ambientais, os organismos
estdo sujeitos a uma variedade de estresses. Em resposta a essas oscilacdes, a
grande maioria dos organismos, especialmente 0os microrganismos, respondem a
esses estimulos por meio de alteracbes no metabolismo celular, ativando seus
mecanismos de defesa. A primeira resposta de um organismo a qualquer estresse
ambiental acontece bioquimicamente, essa resposta ao estresse consiste na rapida
expressao de uma classe de proteinas denominadas; proteinas de choque térmico
(Hsp — Heat Shock Proteins), sendo esta uma das respostas primarias de protecao
celular, a qual antecede todos os efeitos de maior nivel organizacional (VIERLING,
1991).
Desde a primeira descricdo, em células de glandula salivar de Drosophila

melanogaster em que se observou que larvas sujeitas a um choque térmico por 30
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minutos, determinava uma alteracdo no padrao de espessamento cromossomal
(LOPES et al, 2012), essa resposta tem sido continuamente confirmada. Como esses
espessamentos indicam locais de intensa atividade transcricional, tal mudanca de
padrdo assinalava que o choque térmico teria ativado um conjunto de genes que
determinava a expressao de um grupo especifico de proteinas (RITOSSA, 1962).
Assim, tais proteinas ficaram conhecidas como proteinas de choque térmico, ou
proteinas de estresse, pois sdo sempre induzidas em resposta ao estresse, seja ele;
oxidativo, osmoético, térmico ou decorrente da exposi¢cao a metais pesados. ISso ocorre
devido ao fato que de que agentes estressantes compartilham da capacidade de afetar
de modo adverso a conformacéo correta, e consequentemente a funcéo das proteinas
(MINOWADA, 1995).

Entre as estratégias desenvolvidas por essas proteinas para auxiliar na defesa
diante do estresse, incluem-se os mecanismos de inducéo a tolerancia ao estresse
(LEVITT, 1980).

1.2 Trichoderma spp

Trichoderma é um género classificado como pertencente aos fungos imperfeitos,
subdivisdo Deuteromicotyna, ordem Hifomicetes, familia Moniliaceae e género
Hypocrea, o qual constitui uma das duas fases que Trichoderma possui, denominada
teleomorfica (MELO, 1991). Estes, possuem grande importancia econdmica dentro
da agricultura, sendo também utilizado na producéo de antibioticos e micotoxinas. Isto
pode ser comprovado através da relacdo que ocorre entre Trichoderma e a planta,
ocasionando em mudancas bioquimicas e estruturais importantes, dentre elas, uma
maior producdo de metabdlitos, promovendo o crescimento do vegetal. Estas
caracteristicas favorecem a utilizacdo de isolados de Trichoderma no
desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos (WOO et al., 2006). Por possuir essa
propriedade este fungo é considerado um micoparasita (GORGEN et al., 2009;
MUTHUKUMAR et al., 2011; KHALILI et al., 2012; ASAD et al., 2014).

Ultimamente vem evidenciando-se uma crescente preocupacao da populagéo
com a saude, ambiente e com isto surge a necessidade da criacdo de novos métodos
de eliminacdo de pragas, mais eficientes (FRIGHETTO, 2000; LORITO et al., 2010).



17

O género Trichoderma pode ser um bom exemplo deste novo método.

O fungo é eficaz contra a proliferacdo de Fusarium, Sclerotinia, Botrytis e Rizoctonia para
algumas plantacées de feijao, soja e cacau. E um método recente, que esta presente no
mercado, que se faz potente contra Fusarium solani e Rizoctonia solani, sendo utilizado

para combate a estes fungos na cultura do feijdo e vem sendo um mercado em constante

crescimento (MORANDI et al, 2005). Ja existem evidéncias que tratar o solo com
Trichoderma melhora satisfatoriamente o crescimento radicular de plantas, aumento no
caule, comprimento e espessura, da folha, e ainda um aumento no tamanho e niamero de

flores (LINDSEY & BAKER, 1967; VINALE et al. 2008; ALTOMARE et al. 1999).

O género Trichoderma foi descrito pela primeira vez por Persoon em 1794 e
revisado mais tarde por Rifai em 1969, o qual renomeou nove espécies de
Trichoderma, sendo considerado de vital importancia para a ciéncia
(ROMEROARENAS et al., 2009). Para a diferenciacdo das espécies de Trichoderma
sao realizadas técnicas morfolégicas em microscopia Optica e também moleculares,
embora métodos individuais ainda ndo sdo suficientes para explicar a tamanha
diversidade desse género de fungos (VIEIRA et al., 2013).

Algumas espécies de Trichoderma spp séo tipicas de regides frias, a exemplo
do Trichoderma minutisporum, Trichoderma oiride e Trichoderma polysporum que
conseguem se desenvolver bem a 7 °C. Em contrapartida, a maioria das espécies
adaptam-se melhor em temperaturas entre 25°C a 40°C, a exemplo do Trichoderma
hamatum (35 °C), Trichoderma harzianum (28 °C) e Trichoderma pseudokoningii (40
°C) (DANIELSON & DAVEY, 1973; HJELJORD et al, 2003; SAMUELS, 2006). Além
da temperatura, outros fatores influenciam em seu crescimento, dentre eles, umidade
(92 a 95%). A habilidade de sobreviver a ambientes extremos facilita a presenca do
fungo em varias regides, e por isso sdo tidos como fungos ubiquitarios. Ultimamente
tem sido isolado por métodos tradicionais em solos do cerrado brasileiro (ALMEIDA et
al., 2007).

Dentre as varias espécies de Trichoderma spp, uma das mais comuns é T.
harzianum, podendo ser facilmente encontrada em varios tipos de solo e locais, e por
isso é considerado como ubiquitarios (RIFAI, 1969; BISSET, 1991; LIMA, 2002). T.
harzianum possui caracteristicas préprias de cultivo diferentes de outros fungos e
ainda apresenta capacidade de suportar variacbes de temperatura (MCBEATH &
ADELMA, 1991).
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T. harzianum quando cultivado em &gar possui caracteristicas de colénia aveludada e de
superficie esbranquicada (ROMERO-ARENAS et al., 2009), com crescimento rapido em
cultura e producao de conidios diferenciais (branco ou verdes) (Figura 1). Os conidios, que
séo produzidos abundantemente, podem ser soltos ou muito compactados em tufos
(CORABI-ADELL, 2004). Microscopicamente sao observados como fungos filamentosos e
grandes produtores de esporos, com micélio formado por hifas hialinas ramificadas com

parede lisa, com tamanho aproximado de

5a 10 ym de didametro (WEEDEN; SHELTON; HOFFMAN, 2008).

T. harzianum foi caracterizado como sendo um tipo de fungo que protege as
plantas do ataque proveniente de outros fungos, e nos ultimos anos tem sido muito
importante do ponto de vista biotecnoldgico, sendo as suas proteinas usadas com
sucesso na agricultura e na industria, atuando na producéo de antibioticos (VIEIRA et
al., 2013). Isso ocorre devido a mecanismos de controle diretos e indiretos. Entre os
mecanismos diretos encontram-se competicio por espaco e nutrientes, e entre os
indiretos, inducdo da resisténcia em plantas a doencas causadas por fitopatégenos,
podendo ser esta resisténcia sistémica ou localizada (HARMAN et al, 2004).

A capacidade antagonista de Trichoderma spp varia de acordo com o patégeno
a ser combatido e sofre interferéncia de alguns fatores como, o tipo de solo,
temperatura e pH (HOWELL, 2003; TRUSHINA et al.,, 2013). Além disso esta
envolvido na producdo de metabdlitos, como as enzimas, que conseguem degradar a
parede celular do fungo desejado (TROIAN et al., 2014). A caracteristica da parede
celular do microrganismo € um ponto crucial na producdo dessas proteinas, dentre
elas, as quitinases (LO; NELSON; HARTMAN, 1997).

Trabalhos a respeito do Trichoderma spp. no controle biolégico de S.
sclerotiorum tem sido descrito demonstrando diminuicdo capacidade do crescimento
de S. sclerotiorum através da producdo de enzimas, penetracdo e micoparasitismo
(ABDULLAH et al., 2008).
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Figura 1 - Placa contendo o fungo Trichoderma harzianum crescido
em meio de cultura MYG (Fonte Propria).

1.2.1 Hsp e Trichoderma spp

A habilidade de algumas cepas de Trichoderma, um agente de controle

bioldgico, em sobreviver em condi¢gdes extremas do meio ambiente estdo relacionados
a processos importantes, através da atuacado de chaperonas moleculares.
Alguns estudos tém relacionado as proteinas Hsp de Trichoderma ao micoparasitismo
(Marra et al., 2006; Seidl et al., 2009; Lorito et al., 2010; Steindorff et al., 2012). No
entanto, analises mais aprofundadas ainda ndo foram realizadas. Seidl e
colaboradores (2009) observaram em Trichoderma atroviridae algumas proteinas da
familia Hsp induzidas em condi¢cdes de micoparasitismo, incluindo trés membros da
familia Hsp70. Também poOde ser vista a indugdo de Hsp70 em T. atroviridae em
resposta a presenca do agrotoxico DDVP (2,2-diclorovinil dimetil fosfato) (ZHANG et
al, 2015).

Ja em T. harzianum, a superexpressao de uma Hsp70 aumentou a resisténcia
do fungo ao estresse térmico e a outros estresses abibticos (Montero-Barrientos et al.,
2008). Alem disso, uma Hsp70 de T. harzianum foi superexpressa em Arabidopsis
thaliana e, como resultado, estas linhagens foram mais resistentes ao calor, estresse

oxidativo e osmotico (Montero-Barrientos et al., 2010).
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Mota (2018) observou que a expressao dos genes Hsp70 durante o micoparasitismo
parece ser modulada pelo fitopatbgeno em T. asperellum, indicando que um conjunto
diferente de proteinas é necessario para antagonizar diferentes fungos. De fato,
observa-se que as espécies de Trichoderma possuem diferentes estratégias de
micoparasitismo para o mesmo fitopatdbgeno (Atanasova et al., 2013). No estudo
conduzido por Atanasova et al., (2013) foi observado que durante experimentos de
confronto contra o fitopatbgeno Rhizoctonia solani, diferentes conjuntos de genes
foram regulados para cima ou para baixo, dependendo da espécie de Trichoderma
analisada. Por exemplo, cinco genes de chaperona/ choque térmico foram regulados
positivamente em Trichoderma virens enquanto em Trichoderma reesei nenhum gene

desta familia foi induzido (Atanasova et al., 2013).

1.3 Sclerotinia sclerotiorum

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary € um microrganismo causador
da doencga conhecidas como mofo branco em virtude dos sinais causados na planta.
E morfologicamente caracterizado como pertencente ao grupo dos Ascomycetos e um
fungo filamentoso presente em varias partes do mundo, atingindo aproximadamente
400 milhdes de espécies diferentes de plantas (BOLAND & HALL, 1994; BOLTON et
al., 2006; BATISTA et al., 2011). Geralmente esta presente em regides temperadas,
tropicais e subtropicais, visto que, apresenta um bom desenvolvimento em
temperaturas em torno de 11° a 25 °C sob uma alta umidade (LEITE, 2005).

S. sclerotiorum € um fungo possuidor de uma caracteristica peculiar. O mesmo
possui estruturas de resisténcia denominadas esclerddio. Este, pode ser definido
como um conjunto de hifas formadas por um longo periodo de tempo (BUTLER, 1966).
Por conta da formacado do esclerédio este fungo sobrevive no solo por longos anos,
podendo infectar as plantacbes. Em contrapartida, tem-se observado a atuacao do
Trichoderma como inibidor de crescimento deste fungo (ABDULLAH et al., 2008).
Estas estruturas tém papel fundamental na vida da S. sclerotiorum, pois em condi¢des
de temperatura e umidades ideais para o fungo e na presenca de um hospedeiro
susceptivel, o esclerodio produz micélio, penetrando diretamente na planta e
infectando as flores (LEITE, 2005). Podem ser vistas perdas de até 100% de culturas
infectadas por S. sclerotiorum (MANITOBA AGRICULTURE, 2002). Dentre elas, as
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mais afetadas s@o o algodao, o feijao e a soja, sendo este prejudicado em até 20 %
em algumas lavouras dentre os anos de 2005 e 2006 (BETTIOL & MORANDI, 2009).

Figura 2 - Crescimento de Sclerotinia sclerotiorum em meio MYG
com presenca de esclerddios — estruturas responsaveis pela sua
sobrevivéncia e ciclo de vida (Fonte: Propria).

Estudos demonstraram que enzimas como N-acetil-glucosaminidases
(NAGases), as quais participam do sistema quitinolitico, também sdo de extrema
importancia em processos de micoparasitismo contra o mofo branco (Figura 3)
(GERALDINE et al., 2013). Além destas, também 3 -1,3- glucanases e proteases séo
amplamente capazes de degradar parede celular do fitopatégeno, tais como S.
sclerotiorum, sendo ainda relatado que estas conseguem causar diminuicdo da
producédo de esclerddios (Figura 2), que germinam, produzem micélios e penetram na
planta, infectando-a (WOO et al.,2006).

1.4 Micoparasitismo

Trichoderma spp. tem sido estudado e conhecido pela caracteristica de secretar
antibiéticos e enzimas, antagonizar e parasitar outros fungos e ndo causar doencas
em plantas, sendo estas, caracteristicas importantes para o controle biolégico (MELO,
1996; DRUZHININA et al, 2011; SCHUSTER & SCHMOLL, 2010). As substancias

guimicas produzidas pelo fitopatdgeno estimulam o crescimento das hifas de
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Trichoderma na sua direcdo, iniciando-se entdo, a interagdo micoparasita, um
processo complexo e que ocorre em varias etapas (CHET et al., 1988). O contato
micoparasita-hospedeiro € mediado por lectinas do hospedeiro, uma classe de
proteinas ndo imunoldgicas, que se ligam a carboidratos da parede celular de
Trichoderma (ELAD et al., 1983). Ao degradar a parede celular do antagonista, o
micoparasita ativa a expressao de genes presentes no micoparasitismo (VINALE, et
al., 2008). Essa interacdo acaba induzindo o enrolamento do micélio do fitopatégeno
ao redor das hifas do hospedeiro, possibilitando a penetracdo do Trichoderma nas
hifas hospedeiras (ALMEIDA et al., 2007).

A intensidade de penetracdo de Trichoderma nas hifas do hospedeiro iréa
depender da taxa de secre¢do de enzimas hidroliticas, que degradam a parede celular
do fungo, permitindo a invasdo no interior do corpo do hospedeiro (TROIAN et al.,
2014). Além disso, ativar mecanismos de defesa depende de inimeros fatores, dentre
eles, a espécie de Trichoderma, tipo de cultivo, fungo antagonista, e condi¢cdes
ambientais tais como a temperatura, umidade e disponibilidade de nutrientes
(BENITEZ et al., 2004).

Dentre os mecanismos de acéo exercidos, podem se destacar alguns como
competicdo, parasitismo e predacdo, ativacdo de enzimas liticas como as
exoglucanases, celulases, glucanases e quitinases, além de induzir mudancas
morfolégicas e bioquimicas na planta hospedeira, como por exemplo, tolerancia ao
stress (VITERBO et al., 2002; LORITO et al., 2010).

O mecanismo mais importante realizado por T. harzianum € o de
micoparasitismo, que consiste no ataque ao fungo hospedeiro. Este processo inclui o
reconhecimento, ataque, penetracdo das hifas e, por fim, a morte do patégeno.
Durante o ataque T. harzianum libera enzimas degradadoras de parede celular
(endoquitinases, B-glicosidase, fosfatases éacidas e proteases), as quais agem
causando o controle efetivo de patdgenos como Botritys cinérea, Rhizoctonia solani e
Fusarium spp (MONTEIRO et al ,2010).
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Figura 3 - Evento de pré-contato na interacéo de Trichoderma-fungo hospedeiro. Fasel) Produg&o
de compostos de alta massa molecular pelo micoparasita que atinge o hospedeiro. Fase 2) Geragéo
de produtos de baixa massa molecular que séo liberados da parede celular do hospedeiro e que
ativam a cascata de expressao de genes. Vinale et al. (2008).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a familia HSP70 de Trichoderma
harzianum e verificar a importancia da atuacdo destas chaperonas no processo de

micoparasitismo, reconhecimento proprio, estresse térmico e por etanol.

2.2 Objetivos Especificos

- ldentificar as proteinas da familia HSP70 codificadas no genoma de T.
harzianum, a partir da analise de banco de dados e utlizando ferramentas de
bioinformatica;

- Avaliar a expressao dos genes que codificam as proteinas ThHsp70a,
ThHsp70b e ThHsp70c durante o micoparasitismo, em ensaios de confronto em placa e
durante estresses térmico e por etanol, utilizando PCR em tempo real quantitativa; -
Analisar a expresséo dos genes que codificam as proteinas ThHsp70a,

ThHsp70b e ThHsp70c no mutante Aepl-1 de T. harzianum durante o micoparasitismo,

em ensaios de confronto em placa, utilizando PCR em tempo real quantitativa,;

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Manutencéo dos Isolados

T. harzianum (isolado ALL42) da coleg&o do laboratorio de Enzimologia da UFG
foi mantido com repiques periédicos inicialmente em meio MYG [0,5% (p/v) de extrato
de malte, 0,25% (p/v) de extrato de levedura, 1% (p/v) de glicose e 2% (p/v) de agatr].
Os repiques foram mantidos em temperatura ambiente (x 28°C), sob condi¢des de

fotoperiodo.

3.2 IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS HSP70 DE T. harzianum
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A fim de identificar as proteinas da familia HSP70 de T. harzianum foi utilizado
inicialmente as sequéncias de aminoacidos das proteinas Hsp70 de Sacharomyces
cerevisiae, fungo muito utilizado como modelo de estudo e ja caracterizado quanto as
suas HSPs. As sequéncias de aminodcidos das Hsp70 de S. cerevisiae foram
comparadas com todas as proteinas preditas do genoma de T. harzianum (CBS

226.95 v1.0) através de Ferramenta de Alinhamento Local de Sequéncias (BLASTp).

3.3 Localizacao Subcelular das Proteinas

Com o auxilio da ferramenta Cello v 2.5 Subcellular Localization Predctior
(http://cello.life.nctu.edu.tw/) foi possivel predizer a localizacdo subcelular das 12

HSP70 identificadas nesse trabalho.

3.4 Alinhamento de Sequéncias Mdltiplas pelo PFAM

Para confirmar a identidade das proteinas identificadas anteriormente como
Hsp70 foi executado alinhamento de sequéncias multiplas pelo Pfam -
((http://pfam.xfam.org/). Essa ferramenta avalia a identidade utilizando os dominios

das proteinas ou partes estruturais delas, caracterizando assim partes funcionais.

3.5 Alinhamento de Sequéncias Mdltiplas Pelo Clustal Omega

Para a determinacdo de quais proteinas seriam estudadas neste trabalho,
observou-se a expressédo das HSP70 no estudo realizado por SEIDL et al. (2009), do
confronto entre Trichoderma atroviride e os fitopatdgenos Botrytis cinerea e
Rhizoctonia solani. A trés proteinas que tiveram sua expressdo elevada no
micoparasitismo (IDs 132465, 142538 e 149341) foram entdo comparadas com todas
as sequéncias de proteinas de T. harzianum (CBS 226.95 v1.0) através do programa
BLASTp no portal JGI. Para identificar regides de similaridade, foi realizado um
alinhamento das sequéncias de trés HSP 70 de T. harzianum (IDs 489504 / 499175 /


http://cello.life.nctu.edu.tw/
http://cello.life.nctu.edu.tw/
http://cello.life.nctu.edu.tw/
http://pfam.xfam.org/
http://pfam.xfam.org/
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81081) através do programa Clustal Omega. Estas proteinas foram aqui nomeadas,
respectivamente de ThHsp70A, ThHsp70B e ThHsp70C, respectivamente.
Posteriormente, os primers correspondentes aos genes das proteinas deste

estudo foram desenhados utilizando-se o programa Primer3Plus (site).

Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados para as reacdes de PCR em tempo real.

Nome Sequéncia (5'—=3’) Bases Tm °C
ThHsp70 aF ACA ACA AGC TGC TCG GAAAC 20 59,3°C
ThHps70 aR CTT CAT CACTGC CGATGCTT 20 58,7 °C
ThHsp70 bF TTG GTC GCA AGT TCA ACG AG 20 59,1°C
ThHsp70 bR GTC ATT GAC CGC GAT GGA AA 20 58,9 °C
ThHsp70 cF AGATTT CGA CAACCGCCT TG 20 58,8 °C
ThHsp70 cR GAA CTC TGT CTT CGT CTG CT 20 60,0 °C
Actin R ACG TAG GAG TCC TTC TGA CCC ATA 24 58,6 °C
Actin F CGACAATGG TTC CGG TAT GTG CAA 24 59,8 °C

3.6 Teste de Pareamento

Foram utilizados os fungos T. harzianum, o mutante T. harzianum-Aepl-1 e o
fitopatdgeno S. sclerotiorum.
O confronto foi realizado em placas de petri, contendo meio de cultura MYG

(malte, levedura e glicose). Discos de T. harzianum e do fitopatbgeno, ambos de
aproximadamente 1 a 2 mm, foram retirados das colonias em prazo de 3 dias de
crescimento em meio MYG e transferidos para outra placa contendo o0 mesmo meio
de cultura acrescidos de papel celofane. Os discos foram dispostos em lados opostos
mantendo uma distancia de aproximadamente 1 cm da margem. As placas foram
mantidas em estufa BOD com temperatura de 28°C e fotoperiodo de 12 horas.

Apos cerca de 2 dias, quando T. harzianum e o fitopatégeno ficaram a uma
proximidade de um a dois cm de distancia um do outro, foi retirado o micélio do
micoparasita - condicdo denominada pré-contato. Em outras trés placas, quando T.
harzianum encostou no fitopatégeno, aproximadamente 2 dias ap0s pré-contato, foi
retirado seu micélio - contato. E por fim, também em 3 réplicas técnicas, quando o

micoparasita ja havia lancado as suas hifas sob o fitopatégeno ou o oposto, foi retirado
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0 micélio do ALL 42 - condicdo denominada pds-contato. Os micélios foram retirados
através da utilizacdo de espatulas estéreis, sendo cada réplica armazenada em papel
aluminio, congelados em nitrogénio liquido e armazenados em ultra freezer -80 °C.
O antagonismo das cepas de T. harzianum-Aepl-1 e T. harzianum (ALL42) contra o
fitopatdgeno S. sclerotiorum foram detectados utilizando meio MYG contendo discos
dos fungos situados na borda das placas. As mesmas foram incubadas a 28 °C com
um fotoperiodo de 12h (CARSOLIO, C., GUTIERREZ, A., JIMENEZ, B. & VAN
MONTAGU, M. & HERRERA-ESTRELLA, A., 1994). Os micélios foram retirados em
condicdes de pré-contato, contato e pds-contato com o fitopatégeno, de acordo com
a classificacéo proposta por Bell et al, (1982) sendo elas: antes que um encostasse
no outro (apos 3 dias), quando eles estavam apenas tocando (apos 4 dias) e quando
a zona de interacao tinha aproximadamente 1 cm de largura (apos 7 dias). Os micélios
coletados nas condi¢des de pré-contato, contato e pods-contato foram congelados em
nitrogénio liquido e mantidos em freezer -80 °C até posterior extracao de RNA.

O confronto foi realizado da seguinte forma: T. harzianum-Aepl-1 versus T.
harzianum-Aepl-1; T. harzianum-Aepl-1 versus S. sclerotiorum; T. harzianum versus
T. harzianum; e T. harzianum versus S. sclerotiorum. Para que os micélios das zonas
de interacdo fossem coletados, as placas contendo meio foram cobertas com folhas

de celofane estéril.

3.7 Extracédo de RNA

Para extracdo de RNA total, os micélios de Trichoderma armazenados em ultra freezer —

80°C foram colocados em gral para, com o auxilio de pistilo, serem macerados com auxilio

de nitrogénio liquido. Apés maceracdo completa os micélios foram armazenados em

eppendorf sob a presenca de 1 mL de reagente TRIReagente

(Invitrogen™) para conservacgéo e congelados -80 °C. Em seguida, os mesmos foram

centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Depois de centrifugado o
sobrenadante foi transferido para novos eppendorfs contendo 200 | de cloroférmio.

Foram homogeneizados em vértex e incubados por 3 minutos a temperatura

ambiente. O sobrenadante foi em seguida transferido para novos tubos contendo 250

pl de isopropanol e 250 ul de citrato de sédio. Apds isso, foram misturados por por

inversao durante 10 segundos. A solucdo aquosa foi incubada por tempo de 10
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minutos a temperatura ambiente e centrifugada por 12.000 rpm por 10 minutos.
Descartado o sobrenadante, o pellet foi lavado com 1 mL de etanol 75%, centrifugado
a 7.500 rpm por 5 minutos a 4° C. Removeu-se o sobrenadante e o pellet, e
procedeuse a secagem do mesmo em equipamento spped vac por 10 minutos. Por
fim, o pellet foi ressuspendido em 50 | de agua DEPC. A quantificacdo do RNA extraido
foi realizada em espectrofotébmetro (Thermo

Scientific NanoDrop ™) nas absorbancias 260/280nm e 260/230 nm usadas para
avaliagdo da pureza da amostra de RNA. Segundo fabricante, sdo aceitos valores até
2,0 para absorbancias de 260/280 e 260/230, visto que, valores fora deste limiar,
podem indicar Em seguida para avaliacdo da integridade do RNA foi realizada

eletroforese em pH alcalino em gel de agarose.

1 2 3 4 5 6

Figura 4 - Gel de agarose 1% do RNA total extraido das placas de
uma das trés réplicas realizadas dos confrontos T. harzianum versus
T. harzianum (TxT) e T. harzianum versus S. sclerotiorum (TxS).
1Précont (TxT); 2- Pré-cont (TxS); 3- Cont (TxT); 4- Cont (TxS); 5-
Pdscont (TxT); 6- Pos-cont (TxS).

3.8 Sintese de cDNA

Para realizacdo da sintese da primeira fita de cDNA fez-se a necessidade das
juncBes das amostras de pré-contato (réplicas biolégicas 1, 2 e 3), contato (réplicas
bioldgicas 1, 2 e 3) e pds-contato (réplicas bioldgicas 1, 2 e 3). Além das trés réplicas
de estresse térmico e por etanol. Para tal, apds a quantificacdo do RNA em tecnologia
NanoDrop, foi retirada de cada réplica técnica, a quantidade necesséaria para uma
concentragao final de 5 pg/ul. Comegou-se entdo o tratamento das amostras com
DNAse para remocdo do DNA gendmico, restando somente o RNA. Para o
cumprimento desta etapa foram utilizados agua milig, RNAsin, tampédo de DNAse,

RNA e DNAse —todos reagentes do proprio kit. Em seguida, levou-se ao termociclador
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em dois ciclos: 37° C por 1h; adicdo de 2ul de EDTA e 65° por 10 min. O préximo
passo foi a realizacdo de cDNA. Para tanto, utilizou-se 0 RNA anteriormente tratado.

Levou-se ao termociclador por 5’ a 65°. Acrescentou-se tampéo da reacéo, inibidor de
RNAse, transcriptase, DNTP. Levou novamente ao termociclador em trés tempos: 25°
por 5’; 45° por 60’ e 70° por 5’.

3.9. qRT-PCR
Apos tratamento com DNAse e sintese de cDNA, os mesmos foram utilizados

para analise por RT-PCR utilizando o equipamento iQ5 (Bio-Rad), usando SYBR
Green para o sinal de deteccao, de acordo com as instru¢des do fabricante. Para a
verificagéo da eficiéncia da amplificagdo dos primers foi realizado um ensaio com
diluicdes de cDNA de 1:1, 1:10, 1:100 e 1:1000. O programa de amplificacdo da
gRTPCR em tempo real usado neste estudo foi: 95°C por 10 minutos seguidos de 39
ciclos de 95°C por 10 segundos, 60°C por 30 segundos seguidos de curva de
dissociacdo de 60°C até 95°C com sucessivos incrementos de 0,5°C, por 10
segundos. O nivel de expressao dos genes foi calculado, e a amostra de T. harzianum
crescida em condicdes fisioldgicas (sem presenca do fitopatdgeno) foi utilizada como
controle. Neste teste utilizou-se 10 pL de SYBER Green PCR Master Mix (Fermentas),
2 pL de mix de primers Foward e Reverse (10 uM), 2 uL de cDNA e 6 pL de agua livre

de nucleotideo.

3.10 Analise da Expresséo da Tolerancia ao Stress Térmico e Oxidativo

Os fungos permaneceram em crescimento em estufa BOD por 28°C e fotoperiodo até
ocuparem toda a placa de petri, 0 que se dava em um periodo de 3 a 4 dias. Apos este
crescimento, cada placa foi dividida em 4 partes iguais, a fim de que pudesse ser retirado

107 de micélio para cada frasco. Foram utilizadas um total de 5 placas para 15 frascos, em
cada uma das réplicas.

Apos a retirada de cada 107 de micélio, este foi inoculado em frascos contendo
50 mL de meio liquido — TLE. Os 15 frascos, contendo 50 mL cada um, foram entéo
incubados a temperatura de 28°C sob agitacdo constante de 180 rpm em agitador
rotatério por 48 horas a 28°C. Apés este tempo, 3 frascos foram retirados para
controle, tendo o micélio de cada frasco coletado por filtracdo a vacuo e armazenado

em ultrafreezer -80°. E seguida, os outros frascos foram submetidos a stress térmico
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de 38° por diferentes periodos de tempo, sendo 3 frascos colocados a temperaturas
de 38° por 30 min., 3 frascos a 38° por 1h, 3 frascos a 38° por 2 hrs e 3 frascos a 38°
por 4 hrs. O micélio de cada frasco (38° 30 min., 38° 1 hora, 38° 2 horas e 38 4 horas)
foi retirado, respeitando os respectivos periodos de tempo, através do mesmo
processo de filtracdo, e posterior armazenamento a -80 °. Em seguida os micélios de
cada réplica técnica foram misturados para serem macerados com utilizacdo de
cadinho e pistilo, utilizando-se nitrogénio liquido e apds acrescentando cerca de 1 mL
de trizol para conservacdo do micélio. Além deste primeiro estresse térmico, foi
realizado também um posterior, realizado com 18 frascos submetidos a stress térmico
diferentes sendo eles: 3 frascos a 4° por 1 hora, 3 frascos a 10° por 1h, 3 frascos a
32° por 1 h e 3 frascos a 48° por 1 h. Além do stress térmico oi realizado também o
stress oxidativo. Em 3 frascos foi acrescido etanol 10 % e submetido também a rotacéo
de 180 rpm por 1 h e retirado seguindo 0 mesmo procedimento.

Os mesmos procedimentos foram realizados posteriormente com cada
condicdo, sendo eles, extracdo de RNA, eletroforese em gel de agarose, sintese de
cDNA e gRT-PCR

3.11 Anédlises Estatisticas

A guantificacdo da expresséao génica foi calculada de acordo com o método de Livak,
28ACT Para cada amostra, analisada em triplicata, o valor ACt foi obtido subtraindo o
valor de Cr da B-actina do valor de Crde cada gene de interesse. Assim o AACr foi
calculado subtraindo o valor de ACt do controle do valor do ACt da amostra. No intuito
de facilitar a leitura das variacdes de nivel de expressao a expressao relativa dos
genes foi apresenta em loga.

Para comparar a expressao relativa dos genes analisados nas condi¢fes
experimentais com as condi¢des utilizadas como controle foi realizado uma anélise de
variancia simples (ANOVA) seguido de teste de Monte Carlo, que compara os testes
com o controle, usando o programa GraphPad Prism versdo 7.00. O nivel de

significancia considerado foi de 5%.
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4 RESULTADOS

Embora T. harzianum tenha seu genoma sequenciado, ndo ha informacao
detalhada sobre a anotac&o das proteinas da familia Hsp70. Portanto, para identificar
as proteinas da familia HSP70 de T. harzianum fez-se uma comparacao (Blastp) entre
as sequéncias de aminoacidos de todas as HSP70 preditas no genoma de
Saccharomyces cerevisae, obtidas no banco de dados, contra todas as sequéncias
de proteinas preditas no genoma de T. harzianum (CBS 226.95 v1.0), disponiveis no
portal JGI.

Utilizando esta ferramenta, foram identificadas 15 sequéncias de aminoacidos
correspondendo a proteinas da familia Hsp70 de T. harzianum (Tabela 1).
Posteriormente, foi realizada a identificagcdo dos dominios que caracterizam Hsp70s
no programa Pfam com o intuito de verificar se realmente todas compunham essa
familia. No entanto, destas 15 proteinas, somente 12 correspondiam a HSP70s.

Portanto, as 3 proteinas restantes foram eliminadas da pesquisa (Tabela 1).

Tabela 2 - Proteinas da familia Hsp70 de S. cerevisae com e-value e porcentual de
identidade de cada uma delas, juntamente as suas proteinas homédlogas em T.
harzianum. *corresponde as trés proteinas que foram eliminadas das analises
posteriores, por nao possuirem dominios caracteristicos da familia Hsp70.

ID (S. cerevisae) e-value %IDENTIDADE ID T. harzianum
YJL034W KAR2 9.3e-108 3.5e- 61% 145858
YJR045C SSC1 243 84% 489504

84% 499175

le-243

YER103W SSAZ
YBR169C SSE2 3.2e-137 70% 503436
YKLO73W LHS1 8.8e-52 50% 503836
YDR258C HSP78 1.9e-228 74% 509199~
YNL209W SSB2 2.8e-234 85% 5722
YLLO26W HSP104 7.6e-200 65% 8037*
YJL034W KAR2 6.8e-247 82% 81081
YJR045C SSC1 0.00018 42% 516115
YEASTORF 0.404 50% 127128*
YLR369W SSQ1 1.2e-09 44% 92034
YDL229W SSB1 1.8e-06 46% 223929
YBLO75C SSA3 2e-08 41% 496481
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YER103W SSA4 5.8e-07 48% 498219

Com o auxilio da ferramenta Cello v 2.5 Subcellular Localization Predctior foi
possivel predizer a localizacdo subcelular das 12 proteinas. Observamos que as
proteinas Hsp70 foram preditas em diferentes compartimentos celulares como
citoplasma, mitocéndria, nucleo e reticulo endoplasmatico (Tabela 2). Podem ser
verificadas que, das 12 proteinas, 8 delas séo citoplasméticas, 2 mitocondriais e 2

localizadas no reticulo endoplasmaético.

Tabela 3 - Localizacdo celular das proteinas da familia Hsp70 de T. harzianum
preditas pelo programa Cello.

ID Trichoderma harzianum LOCALIZACAO
145858 Citoplasma
489504 Mitocdndria
499175 Citoplasma
503836 Reticulo Endoplasmatico
503436 Citoplasma

5722 Citoplasma
81081 Reticulo Endoplasmatico
516115 Citoplasma
92034 Citoplasma
223929 Mitoc6ndria
496481 Citoplasma
498219 Citoplasma

Além de analisar a localizacdo das 12 proteinas, realizamos uma andlise por
Blastp entre as sequéncias de aminoacidos de Hsp70 de T. harzianum e T. asperellum
para verificar o grau de similaridade das proteinas ortdlogas, das duas espécies de
Trichoderma (Tabela 3).
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Tabela 4 - Similaridade entre as sequéncias de aminoacidos das proteinas de T.
asperellum e T. harzianum, avaliadas pelo programa Blastp. *Corresponde as
ortblogas em T. atroviridae que foram detectadas como induzidas durante o
micoparasitismo. e-value- indica o nimero de alinhamentos que seriam esperados
apresentando valores de score iguais ou melhores que o encontrado por acaso.

T. harzianum e- value % IDENT T. asperellum
ID 145858 0,0e0 97,9 ID 188291
ID 516115 0,0e0 97,4 ID 128301
ID 5722 0,0e0 98,0 ID 140277
ID 496481 0,0e0 95,6 ID 148983
ID 92034 0,0e0 99,0 ID 150656
ID 503436 0,0e0 98,0 ID 24918
ID 489504* 0,0e0 96,8 ID 43441
ID 503836 0,0e0 94,0 ID 53053
ID 499175* 0,0e0 95,6 ID 80694
ID 223929 0,0e0 97,4 ID 83736
ID 498219 0,0e0 100,0 ID 23336
ID 81081* 0,0e0 96,3 ID 445543

SEIDL et al, (2009) observaram trés genes codificando Hsp70 induzidos em T.
atroviride durante o micoparasitimo. Considerando esses dados, verificamos quais
proteinas de T. harzianum correspondiam as Hsp70 identificadas no trabalho com T.
atroviride. Para essa anadlise foi feito uma comparacdo entre as sequéncias de
aminoécidos das proteinas Hsp70 de T. atroviridae, e o banco de dados de sequéncias
de proteinas de T. harzianum.

Ao comparar as trés proteinas péde ser observado suas ortdlogas em T.
harzianum (IDs, 499175, 81081 e 489504). Todas apresentando similaridade de
sequéncia de aminoacidos entre T. atroviride e T. harzianum, variando entre 51% a
72% (Tabela 4). Essas proteinas foram entdo selecionadas para as analises de
expressao génica realizadas em T. harzianum, neste trabalho, tendo sido nomeadas
de ThHsp70a, ThHsp70b e ThHsp70c.
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Tabela 5 - Grau de semelhanca entre as sequéncias de aminoacidos das proteinas
de T. atroviride e T. harzianum, avaliadas pelo programa Blastp.

T. atroviride % IDENT. T. harzianum
ID 132465 72,55% ID 499175 (ThHsp70a)
ID 142538 65,32% ID 81081 (ThHsp70b)
ID 149341 51% ID 489504 (ThHsp70c)

Posteriormente, foi realizado o alinhamento de sequéncias mdultiplas pelo
Clustal Omega das 3 proteinas de T. harzianum (499175, 81081 e 489504). Os
resultados apresentados na figura abaixo demonstram o alinhamento multiplo entre
os residuos de aminoacidos das trés proteinas Hsp70. Nesta andlise, as areas que
apresentam um asterisco no alinhamento indicam maxima identidade entre todas as
sequéncias analisadas. Podemos observar semelhancas entre sequéncias de
nucleotideos e aminoacidos, como resultado de similaridades, o que poderia reforcar
a importante participagdo das mesmas nos mecanismos de reparo de proteinas

recém-sintetizadas e em respostas celulares ao estresse em organismos.
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Figura 5 - Alinhamento multiplo de sequéncias de aminoacidos das trés proteinas
ThHsp70 de T. harzianum analisadas neste trabalho, através do programa Clustal
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- 489504 (ThHsp70A), 499175 (ThHsp70B) e 81081 (ThHsp70C), correspondem,
respectivamente, as proteinas.

Para analisar o papel destas proteinas durante o micoparasitismo foram

realizados ensaios de confronto em placa (figura 7). Discos de 5 mm de diametro de
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T. harzianum (ALL) e S. sclerotiorum foram posicionados, em dire¢cdes opostas, em
placas de Petri contendo meio MYG e forradas com papel celofane. O micélio de T.
harzianum (ALL) foi retirado em situacdes de pré-contato, contato e pos-contato com
o fitopatégeno. Procedeu-se a extracdo de RNA das amostras e avaliacdo da
expressao dos genes utilizando-se a técnica de qRT-PCR. Para T. harzianum (ALL42),
trés genes foram avaliados quanto a sua expressao relativa: ThHsp70a, ThHsp70b e
ThHsp70c. No micoparasitismo, comparou-se 0s momentos de précontato, contato e

pos-contato.
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Figura 6 - Ensaio de pareamento em placa. (A): Pré-contato, contato e pds contato de
T. harzianum (ALL) com si proprio, respectivamente. (B)Pré-contato, contato e pos
contato de T. harzianum (ALL) com S. sclerotiorum, respectivamente. (C): Pré-contato,
contato e pds contato de T. harzianum Aepl-1 com si préprio, respectivamente. (D):
Pré-contato, contato e pos contato de T. harzianum Aepl-1 com S. sclerotiorum,
respectivamente.
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Os ensaios de gRT-PCR para avaliagcao da expresséo génica de ThHsp70a,
ThHsp70b e ThHsp70c foram realizados utilizando os cDNA previamente sintetizados.
Os valores de eficiéncia de amplificagao, conjuntamente com os CTs (cycle threshold)
foram utilizados para calcular a expressao relativa. Os niveis de expressao dos genes
foram calculados de acordo com o método 2°PCT (LIVAK e SCHMITTGEN 2001). O
experimento foi conduzido com trés repeticdes. Para cada amostra os resultados
foram comparados de uma s6 vez para analisar as diferencas entre as condi¢des
relacionadas aos controles usando GraphPad Prism 5 para Windows.

Para andlise da eficiéncia de amplificacdo dos primers da qRT-PCR, foi utilizado o
método de Pfaffl (2001). O coeficiente de correlacéo foi considerado ideal quando R?
> 0,95.

POR St Corwe  toee pimer gt PR aact e e e apd

POR Sttt Carw - ol primer opd PO Shundrd Carwe - s privwe apd

Figura 7 - Curva de eficiéncia dos primers. (A): Actina; (B): ThHsp70a; (C):
ThHsp70b; D: ThHsp70c.

4.1 Ensaios de Confronto Direto
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Inicialmente avaliou-se a expressédo dos genes ThHsp70a, ThHsp70b e ThHsp70c
durante a interacéo pré-contato, contato e pds-contato entre T. harzianum e ele préprio
(Figuras 7A e 9A). Curiosamente, observamos que 0s genes ThHsp70b e ThHsp70c
foram induzidos apdés o contato entre as hifas de T. harzianum, sendo o gene
ThHsp70c altamente induzido. Além disso, ndo detectamos tal indugdo durante o
contato entre as hifas de T. harzianum Aepl-1. Pelo contrario, todos os genes foram
reprimidos em todas as condi¢des analisadas (Figuras 7C e 9B). Estes dados sugerem
gue o mecanismo de auto-reconhecimento de T. harzianum € importante para a
ativacado da expressao génica de ThHsp70b e ThHsp70c.

Quando analisamos a expressdo dos genes ThHsp70a, ThHsp70b e
ThHsp70c durante o micoparasitismo de T. harzianum contra S. sclerotiorum,
observamos que os genes ThHsp70b e ThHsp70c também foram induzidos durante o
pés-contato, enquanto o gene ThHsp70a foi induzido durante o contato (Figuras 7B e
9C). Detectamos alta inducdo do gene ThHsp70c durante o pds-contato entre as

mutantes Aepl-1 e S. sclerotiorum (Figuras 7D e 9D).
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Figura 8 - Andlise da expressao relativa de genes ThHsp70a, ThHsp70b e ThHsp70c. (A):
ALL x ALL em relagéo a ALL crescendo sozinho na placa; (B): Aepl-1 x Aepl-1 em relagdo a
Aepl-1 crescendo sozinho na placa; (C): ALL x SS em relagéo a ALL crescendo sozinho na
placa (D): Aepl-1 x SS em relagao a Aepl-1 crescendo sozinho na placa.

4.2 Estresse Térmico e por Etanol
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Para analisar o papel das Hsp durante o stress térmico foram realizados
ensaios de crescimento em meio liquido TLE. O micélio de T. harzianum (ALL) foi

retirado por filtragdo apos crescimento em 48 hrs. Procedeu-se a extracdo de RNA
das amostras e avaliacao da expresséo dos genes utilizando-se a técnica de qRTPCR
a partir do cDNA sintetizado. Os niveis de expressao dos genes foram calculados de
acordo com o método 224CT (LIVAK e SCHMITTGEN 2001). O experimento foi
conduzido com trés repeticdes. Para cada amostra os resultados foram comparados
de uma s6 vez para analisar as diferencas entre as condi¢cdes relacionadas aos
controles usando GraphPad Prism 5.

Para verificar se os genes ThHsp70a, ThHsp70b e ThHsp70c também sao
regulados por outros tipos de estresse, avaliamos a expressao génica durante o
choque térmico e frio, bem como durante o estresse com etanol. Primeiramente,
submetemos o micélio de T. harzianum ao estresse térmico por 4 horas a 38 °C. Todos
0s genes foram induzidos por choque térmico, mostrando os genes ThHsp70a e
ThHsp70c os maiores niveis de mRNA (Figura 10). No entanto, o gene ThHsp70c foi
0 Unico que apresentou altos niveis de mRNA desde 30 min de tratamento.

Também analisamos o crescimento de T. harzianum em outras temperaturas
diferentes. Para essas analises, o micélio de T. harzianum foi coletado apos ser
submetido previamente a temperaturas de 4, 10, 32 ou 48 °C por 1 h (Figura 5). Os
genes ThHsp70a e ThHsp70b foram induzidos principalmente em resposta ao choque
frio (4 e 10 °C), enquanto o ThHsp70c nao parece ser significativamente regulado por
nenhuma das condicfes testadas.

Para estresse por etanol, o0 micélio de T. harzianum foi mantido por 1 h na
presenca de etanol na concentracéao final de 10%. Curiosamente, os genes ThHsp70a
e ThHsp70b foram significativamente induzidos na presenca de etanol. Em conjunto,
estes dados demonstram que, embora as proteinas codificadas pelos genes
ThHsp70a, ThHsp70b e ThHsp70c tenham sequéncias de aminoacidos muito
semelhantes, apresentam padrfes de expressao muito distintos, dependendo do tipo

de estimulo.
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Figura 9 - Expressao génica relativa (em logz) de ThHps70a, ThHsp70b e ThHsp70c
de T. harzianum (ALL42) durante estresse térmico, tendo como controle temperatura
de 28 °C. Dados apresentam a expressdo relativa ao gene actina, como gene
referéncia.
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Figura 10 - Expressao génica relativa (em logz) de ThHps70a, ThHsp70b e ThHsp70c
de T. harzianum (ALL42) durante tratamentos de estresse térmico e oxidativo tendo
como controle a temperatura de 28 °C.
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5 DISCUSSAO

A capacidade do Trichoderma spp como antagonista de fungos fitopatogénicos,
dentre eles Rhizoctonia solani (ALMEIDA et al., 2007) Macrophomina phaseolina,
(MONTEIRO et al., 2010), Fusarium oxysporum ja vem sendo relatada por diversos
autores, e por este motivo, 0 emprego de microrganismos antagonicos no controle de
pragas se torna de grande importancia, sendo uma estratégia de consideravel
relevancia, possibilitando menores riscos ao meio ambiente e a saude humana
(MELO,1998).

Ja podem ser encontrados diversos estudos sobre Trichoderma, no entanto,
muitos outros ainda estdo sendo realizados a respeito dos mecanismos de controle
bioldgico realizado pelo fungo e de que maneira ele pode auxiliar, como por exemplo
através da expressao de proteinas de choque térmico. As proteinas
Hsp foram relacionadas ao micoparasitismo de Trichoderma por alguns estudos (Seidl
et al., 2009; Steindorff et al, 2012).

Tem sido relatado que as HSPs sdo induzidas pela exposicdo de células as
condicBes térmicas e outras condi¢des estressantes abidticas em plantas (Sung et al.,
2001), fungos (Montero-Barrientos et al., 2007) e animais (Laayouni et al., 2007).
Outros estudos também mostraram que a superexpressao do gene HSP70 em plantas
(Cho e Hong, 2006) e fungos (Miersch e Grancharov, 2008) confere toleréncia ao calor
e outras tensdes abidticas.

Apesar de sua alta importancia para a manutencao celular, as proteinas Hsp70
ainda sdo pouco estudadas em Trichoderma, incluindo T. harzianum. A partir deste
estudo foi possivel identificar 12 proteinas pertencentes a familia Hsp70 de T.
harzianum. Para comparacdo, dez membros diferentes da familia Hsp70 foram
identificados no genoma de T. reesei, enquanto o genoma de T. atroviridae
compreende 13 genes desta familia, e mesmo em T. virens 15 homdlogos podem ser
encontrados (SCHMOLL et al., 2016). Fungos de filo filogeneticamente distantes,
como Blastocladiomycota, também apresentam alto numero de membros da familia
Hsp70 (GEORG e GOMES, 2007), indicando que a duplicacéo do gene Hsp70 ocorreu
precocemente no processo evolutivo dos fungos.

Em eucariotos, as proteinas Hsp70 sdo encontradas em todos os principais

compartimentos da célula, geralmente representadas por multiplos homdlogos das
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Hsp70, com funcgdes celulares distintas (CRAIG et al., 1994). De fato, dos 12 genes
que codificam as proteinas Hsp70 em T. harzianum, oito séo citoplasmaticos, dois do
reticulo endoplasmatico e dois da mitocondria. Destes, trés foram escolhidos para
analise de expressdo génica, sendo um citoplasmatico (ThHsp70a), um de reticulo
endoplasmatico (ThHsp70b) e um mitocondrial (ThHsp70c).

Neste estudo, analisamos os perfis de expressdo dos genes ThHps70a,
ThHsp70b e ThHsp70c de T. harzianum durante o micoparasitismo, estresse térmico
e por etanol, além do perfil de expressdo do mutante Aepl-1 de T. harzianum durante
0 micoparasitismo. T. harzianum foi escolhido como fungo de estudo, por apresentar
elevada eficacia no controle bioldgico contra fitopatdgenos, dentre eles S.
sclerotiorum. Sendo assim, foi realizado confronto de T. harzianum e T.
harzianumAepl-1 contra o fitopatégeno S. Sclerotiorum, em placa contendo meio
MYG. A eficiéncia conferida a T. harzianum contra fitopatogenos, € devida a
expressao das proteinas de choque térmico (Hsp). Por este motivo, avaliamos a
expressdo destas em situacdes de pré-contato, contato e pos-contato com S.
sclerotiorum, visto que, as ocorréncias nestas fases sao significativamente
importantes.

Para melhor compreender o papel das proteinas Hsp70 durante o processo de
auto-reconhecimento de T. harzianum e durante o micoparasitismo, bem como seu
papel na resposta ao estresse, analisamos a expressao dos genes ThHsp70 sob
essas condi¢cdes. Nossos dados sugerem que 0 mecanismo de auto-reconhecimento
de T. harzianum é importante para a ativacdo da expressdo do gene ThHsp70b e
ThHsp70c, uma vez que os mesmos foram induzidos ap6s contato entre as hifas de
T. harzianum, sendo o gene ThHsp70c altamente induzido. Esse resultado é reforcado
pelo fato de n&o termos detectado tal inducdo durante o contato entre as hifas de T.
harzianum Aepl-1. A proteina Epl-1 esta envolvida na interagéo entre T. harzianum e
si mesmo e entre T. harzianum e o fitopatégeno, a auséncia da proteina Epl-1 afeta
a expressao de genes de micoparasitismo em ensaios de confronto direto contra S.
sclerotiorum e T. harzianum com ele préprio (GOMES et al, 2015 ). Este mesmo
comportamento foi observado para os genes ThHsp70 analisados neste estudo.
Assim, a auséncia de inducéo dos genes ThHsp70 no mutante Aepl-1 indica que sua
expressdo também é regulada pelo processo de auto-reconhecimento de T.

harzianum.
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Além disso, a expressdo dos genes ThHsp70a, ThHsp70b e ThHsp70c parece
ser importante para a interacdo com o hospedeiro, uma vez que também foi induzida
durante o micoparasitismo de T. harzianum contra S. sclerotiorum, sendo 0s genes
ThHsp70b e ThHsp70c induzidos durante o pds-contato enquanto o gene ThHsp70a
foi induzido durante o contato. Ainda, a alta inducdo do gene ThHsp70c durante o
poscontato entre o mutante Aepl-1 e S. sclerotiorum indica que a interagédo de T.
harzianum com a hifa do fitopatdogeno foi capaz de regular positivamente o gene
ThHsp70c mesmo na auséncia da proteina Epl-1. De fato, observou-se que o mutante
Aepl-1 mantém a capacidade de antagonizar patégenos de plantas, sendo eficiente
contra S. sclerotiorum (GOMES et al., 2015).

Vérias espécies de Trichoderma ja foram isoladas das mais diferentes regides
climaticas, confirmando sua plasticidade e capacidade de crescimento nos mais
variados ambientes (HERMOSA et al., 2004). Todos os organismos respondem a
temperaturas extremas e outros estresses alterando seus mecanismos de transcrigao
e traducdo para ativar a sintese de HSPs (LINDQUIST e CRAIG, 1988). As HSPs
atuam como chaperonas moleculares na manutencdo da homeostasia, reativacéo e
degradacdao de proteinas danificadas (PARSELL e LINDQUIST, 1993), e aquisi¢do de
termotolerancia (SUNG et al., 2003; MONTERO-BARRIENTOS et al., 2007). Os genes
ThHsp70a, ThHsp70b e ThHsp70c de T. harzianum foram regulados positivamente
pelo choque térmico, sendo ThHsp70c o0 mais induzido. A importancia das proteinas
Hsp no estresse térmico é bem documentada, embora nem todas as Hsp sejam
induzidas por altas temperaturas. Por exemplo, o fungo aquatico Blastocladiella
emersonii possui dez genes Hsp70 e apenas sete deles sdo significativamente
induzidos por choque térmico (GEORG e GOMES, 2007).

Varios fatores que podem interferir no desempenho do Trichoderma como
agente de biocontrole e entre eles sao a baixa temperatura (KREDICS et al. 2003). De
fato, quando 360 isolados de Trichoderma spp. foram avaliados em relacdo a
tolerancia ao estresse pelo frio apenas 14 cresceram bem a 5 ° C, correspondendo as
espécies T. aureoviride, T. harzianum e T. viridae (ANTAL et al., 2000). Embora as
Hsp sejam mais induzidas em resposta ao estresse térmico, sua indugdo também
pode ser vista em resposta ao estresse pelo frio (MONTERO-BARRIENTOS et al,
2007). A tolerancia de T. harzianum a baixas temperaturas pode ser devida a indugéo

de HSPs. De fato, observamos que todos os genes analisados foram induzidos por
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baixas temperaturas, sendo ThHsp70a o mais induzido em resposta ao estresse por
frio a 10 °C e ThHsp70b e ThHsp70c a 4 °C.

Quando microrganismos séo colocados em contato com o etanol, pode levar a
producao de espécies reativas de oxigénio e, depois, ao estresse oxidativo (LIU et al.,
2013). O etanol tem forte impacto sobre os comportamentos celulares e processos
metabdlicos relacionados a apoptose, incluindo alteragées no fluxo de membrana,
estrutura protéica, respostas ao estresse e apoptose (KITAGAKI et al., 2007,
VANORST et al., 2006). Sabe-se também que altas concentracdes de etanol causam
danos nas bicamadas fosfolipidicas e também nas proteinas (KITAGAKI et al., 2007).
Como o etanol tem um forte impacto na estrutura da proteina, deve-se exigir que as
proteinas Hsp respondam adequadamente a esse tipo de estresse. Assim, avaliamos
a expressdo dos genes ThHsp70a, ThHsp70b e ThHsp70c durante o estresse com
etanol. Detectamos alta inducdo do gene ThHsp70a em resposta ao tratamento com
etanol, sendo o gene ThHsp70b também induzido mesmo em niveis mais baixos.
Curiosamente, o gene ThHsp70c, que foi 0 que apresentou as maiores inducdes
durante o auto-reconhecimento de T. harzianum, no micoparasitismo e estresse

térmico, foi reprimido pelo estresse com etanol.

CONCLUSAO

O alinhamento entre as proteinas ThHsp70a, ThHsp70b e ThHsp70c de T.
harzianum demonstrou que elas sdo conservadas entre si, uma caracteristica das

proteinas da familia Hsp70.
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Os genes ThHsp70b e ThHsp70c sdo induzidos apds o contato entre as hifas
de T. harzianum, mas reprimidos no mutante Aepl-1 crescido nas mesmas condicdes,
indicando que esses genes sao regulados pelo processo de autoreconhecimento de
T. harzianum.

Os genes ThHsp70b e ThHsp70c sé&o induzidos tanto apds o contato entre as
hifas de T. harzianum e S. sclerotiorum quanto ap6s o contato das hifas do mutante
Aepl-1 e S. sclerotiorum, indicando que o contato com fitopatdgeno regula
positivamente a expressao desses genes.

Os genes ThHsp70a, ThHsp70b e ThHsp70c foram induzidos pelo choque
térmico, embora em niveis e momentos diferentes.

O gene ThHsp70a foi 0 mais induzido em resposta ao estresse por frio a 10 °C
enguanto que os genes ThHsp70b e ThHsp70c foram mais induzidos a 4 °C.

O gene ThHsp70a foi significantemente induzido por etanol, indicando um papel

importante na resposta ao estresse oxidativo.
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Tabela 6 - Quantificacdo e avaliagdo do grau de pureza do RNA total medidos por
espectrofotometria em comprimento de onda de 260/280 e 260/230 nm. As amostras
correspondem aos experimentos de confronto nos momentos de pré-contato, contato
e poscontato. ALL = T. harzianum (ALL42), SS = S. sclerotiorum.

Quantificacdo e avaliacdo do grau de pureza do RNA total

Amostra Concentragao (ug/pL) 260/280 260/230
ALL x ALL Pré-contato (1) 0,46 2,05 1,37
ALL x ALL Contato (1) 1,30 2,18 1,30
ALL x ALL Pés-contato (1) 1,48 2,18 1,24
ALL x SS Pré-contato (1) 0,57 2,17 1,38
ALL x SS Contato (2) 2,03 2,01 0,71
ALL x SS Pés-contato (2) 1,33 1,98 0,61
ALL x ALL Pré-contato (2) 2,69 2,06 1,01
ALL x ALL Contato (2) 2,48 2,07 1,19
ALL x ALL Pds-contato (2) 6,41 2,16 1,60
ALL x SS Pré-contato (2) 4,83 2,20 1,69
ALL x SS Contato (2) 4,31 2,20 1,63
ALL x SS Pés-contato (2) 4,43 2,20 1,11
ALL x ALL Pré-contato (3) 1,65 2,18 1,40
ALL x ALL Contato (3) 2,52 2,06 0,73
ALL x ALL Pés-contato (3) 1,84 2,08 0,73
ALL x SS Pré-contato (3) 1,89 2,20 1,27
ALL x SS Contato (3) 2,87 1,94 0,72

ALL x SS Pés-contato (3) 1,01 1,96 0,75
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