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RESUMO

Espécies de Trichoderma tem sido estudadas principalmente pelo seu reconhecido papel no
controle biologico de diversos fitopatdgenos, sendo que proteases, glucanases e quitinases estao
intrinsecamente envolvidas nesse processo. Esse trabalho objetivou o estudo bioquimico de
proteases extracelulares de Trichoderma virens (301/01), Trichoderma harzianum (494/02 e
ALL 42) e Trichoderma asperellum (T00) secretadas quando expostas a parede celular de
Rhizoctonia solani (PCRS) e analisada a expressdo dos genes de proteases, glucanases e
quitinases frente a PCRS tendo como controle a indugdo em glicose. A atividade especifica de
proteases de T harzianum foi baixa em comparagdo a T virens e T asperellum, demonstrando a
alta capacidade de micoparasitismo dessa espécie, ja que no confronto em placa de petri todos
os isolados foram efetivos contra R. solani. Foi utilizada a Cromatografia de afinidade com
bacitracina para obtengdo dos extratos de proteases, sendo observados perfis diferenciados para
os isolados e para pHs 5,0 e 8,0. Foi avaliada a influéncia de inibidores e detergentes na
atividade enzimatica no extrato de proteases, PMSF e EDTA inibiram os extratos em
aproximadamente 20%, Triton X-100 e SDS inibiram em até 25%. A agdo de cations di e
monovalentes foi avaliada revelando um aumento na atividade enzimatica em ate 40% e uma
dinimui¢do de 20% respectivamente. Avaliou-se a afinidade dos extratos de proteases em dois
substratos, albumina e azocaseina. A afinidade pela albumina foi baixa em relagdo a azocazeina
para todos os isolados. Em relagdo a temperatura ¢ pH otimo verificou-se que os extratos
apresentaram temperatura 6tima em 50°C e pH 6timo a 8,0. Para avaliar o perfil de proteases
dos isolados foi realizada uma cromatografia em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. Para avaliar
a atividade de proteases em gel de poliacrilamida, as condi¢des foram ndo desnaturantes
(zimograma). A andlise da expressdo dos genes de proteases foi analisada pela técnica de RT-
PCR nos isolados 494/02 e ALL 42 nos tempos de 6, 12, 24 e 48 horas, demonstrando um perfil
variando na expressdo das proteases trypsin-like, aspartato protease e serino protease. Para
analisar a relacdo da expressdo dos genes de proteases e relagdo a expressdo de genes de outras
enzimas também envolvidas no micoparasitismo, foi analisada a expressdo dos genes de f 1-3
endoglicanase, quitinase 42 kD e N-Acetilglicosaminidase (Nagase) frente a PCRS. O isolado T.
harzianum (ALL 42) manteve melhor perfil de expressdo de aspartato proteases e de f 1-3
endoglicanase, quitinase 42 kD e N-Acetilglicosaminidase (Nagase). O coeficiente de Pearson
foi calculado para correlagdo entre glucanases, quitinases e proteases, correlagdes positivas
foram observadas para o isolado ALL 42 para aspartato protease ¢ P 1-3 endoglicanase,
quitinase 42 kD e N-Acetilglicosaminidase (Nagase), enquanto que 494/02 ndo demonstrou

correlacgdo positiva para aspartato protease.



ABSTRACT

Trichoderma species have been studied mainly recognized for its role in biological control of
many pathogens, and proteases, glucanases and chitinases are closely involved in this process.
This work aimed to study the biochemistry of extracellular proteases from Trichoderma virens
(301/01), Trichoderma harzianum (494/02 and ALL 42) and Trichoderma asperellum (T00)
secreted when exposed to cell wall of Rhizoctonia solani (PCRS) and analyzed the expression
genes of proteases, glucanases and chitinases front PCRS to a control induction into glucose.
The specific activity of proteases T harzianum was low compared to T asperellum and T virens,
showing the high capacity of mycoparasitism of this species, since the confrontation in petri
dishes all isolates were effective against R. solani. Was used with bacitracin affinity
chromatography for obtaining extracts of proteases and different profiles observed for isolates
and pH 5.0 and 8.0. The influence of inhibitors and detergents on enzyme activity in the extract
of proteases, PMSF and EDTA extracts inhibited by approximately 20%, Triton X-100 and SDS
inhibited by 25%. The action of monovalent cations and divalent was evaluated revealing an
increase in the enzyme activity by up to 40% and down 20%. We evaluated the affinity of the
extracts on two substrates of proteases, albumin, and azocasein. The affinity for albumin was
low compared to azocazeina for all isolates. In relation to temperature and pH optima found that
the extracts showed optimum temperature at 50 © C and optimum pH 8.0 To evaluate the profile
of the isolated protease was performed on polyacrylamide gel chromatography SDS-PAGE. To
evaluate the protease activity polyacrylamide gel electrophoresis, non-denaturing conditions
were (zymogram). The analysis of gene expression of proteases was examined by RT-PCR in
the isolated 494/02 42 ALL and in intervals of 6, 12, 24 and 48 hours, showing a profile varying
in the expression of trypsin-like proteases, aspartate protease and serine protease. To analyze the
relationship of gene expression of proteases and to the expression of genes of other enzymes
involved in mycoparasitism. Also, we analyzed the gene expression of § 1-3 endoglicanase, 42
kD chitinase and N-acetylglucosaminidase (Nagase) against PCRS . The isolated T. harzianum
(ALL 42) maintained higher expression profile aspartate proteases and B 1-3 endoglicanase, 42
kD chitinase and N-acetylglucosaminidase (Nagase). The Pearson coefficient was calculated for
correlation between glucanases, chitinases and proteases, positive correlations were observed
for isolated ALL 42 to aspartate protease and B 1-3 endoglicanase, 42 kD chitinase and N-
acetylglucosaminidase (Nagase), whereas 494/02 showed no positive correlation to aspartate

protease.
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INTRODUCAO

O género Trichoderma com teleomorfismo em Hypocrea compreende um grupo
de fungos saprofitas e micoparasitas componentes ativos da microbiota do solo, que sdo
amplamente utilizados como agentes de controle biologico de fitopatdogenos de solo,
folhas e frutos sendo exemplos, Botrytis cinerea, Fusarium spp, Rhizoctonia solani
entre outros (ALMEIDA et al.,2007 ; SCHUHMACHER & ZEILLINGER, 2007).

Dentre os mecanismos propostos para o biocontrole de espécies de Trichoderma
estdo: o micoparasitismo através da producdo de enzimas degradadoras da parede
celular de fitopatogenos, produgdo de antibidticos volateis e ndo-volateis, competi¢do
por nutrientes, rizosfera competente e indugdo de respostas de defesa em plantas
(HOWELL, 2003).

O possivel papel de proteases envolvidas no antagonismo de espécies de
Trichoderma vem sendo descrito desde 1969 por Rodriguez-Kabana e colaboradores,
demonstrando a atuagdo de atividade proteolitica de 7. viride na diminuicdo da
atividade enzimatica de Sclerotium rolfsii. Outros trabalhos abordaram outros aspectos
como a importancia do pH para a atividade maxima de proteases, o envolvimento de
proteases na competicdo por substratos protéicos ou em conjunto com quitinases e
glucanases na degradagdo da parede celular da célula hospedeira (ELAD & KAPAT,
1999; SIVAN & CHET, 1989).

O envolvimento do sistema enzimdtico quitinolitico e b-1,3 glucanolitico no
micoparasitismo de Trichoderma foi investigado em detalhes, no qual o papel do
sistema proteolitico extracelular ndo ¢ muito bem conhecido (VAZQUEZ-
GARCIDUENAS et al.,, 1998; KUBICEK et al., 2001). Porém recentemente mais
abordagens estdo sendo realizadas em proteases de Trichoderma quanto ao seu
potencial papel no biocontrole entre outros (KREDICS et al., 2005).

As proteases sdo enzimas que catalisam a clivagem de ligagdes peptidicas de
proteinas, digerindo essas proteinas em peptideos ou aminoécidos livres. Sao
classificadas de acordo com o seu modo de acdo e seus sitios ativos em aspartil,
cisteino, metalo, serino, treonino proteases ¢ proteases com mecanismo catalitico ndo
conhecido. As proteases podem ser divididas de acordo com o mecanismo de clivagem
das ligagdes peptidicas em endoproteases (ou endopeptidases), que clivam as ligagdes

peptidicas dentro do polipeptideo, e exoproteases (ou exopeptidases) que clivam
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ligagdes peptidicas somente em N- ou C-terminal das cadeias polipeptidicas (MONOD
et al.,2002).

Espera-se com esse trabalho ampliar o estudo de proteases secretadas por diferentes
isolados de Trichoderma tendo como fonte indutora a parede celular de Rhizoctonia

solani bem como a analise da expressdo de proteases por RT-PCR.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Proteases

Enzimas proteoliticas, proteases, proteinases ou peptidases, essa ultima
terminacdo ¢ mais bem aceita por ser a terminagdo recomendada pela Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), catalisam a quebra das
ligagdes peptidicas de proteinas. Essas enzimas sdo largamente distribuidas em todas as
plantas, animais e micro-organismos. Em organismos superiores, cerca de 2% dos genes

codificam essas enzimas (MAHAJAN; BADGUJAR, 2010).

2.1.1. Classificacao

Proteases sdo classificadas segundo a ITUBMB, no grupo 3 — hidrolases,
subgrupo 4. Elas também sdo classificadas segundo trés critérios: (1) tipo de reacdo
catalisada; (2) natureza quimica do sitio catalitico e (3) relacdo evolutiva de acordo com
o tipo de estrutura. Essa classificacdo foi obtida pela combinagdo de dois sistemas

parcialmente sobrepostos, o sistema MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk.) que divide

peptidades em Clans e familias e as recomendag¢des da nomenclatura pela Comissdo de
Enzimas (EC). Segundo o Comit¢ de Nomenclatura Enzimatica (EC) da Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia ~ Molecular (NC-IUBMB;
www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/) as peptidases s3o classificadas em
endopetidases, que clivam ligagdes no interior da cadeia polipeptidica (EC 3.4.21-99) e
exopeptidases (EC 3.4.11-19), que atuam na extremidade da cadeia polipeptidica
(BARRET, 1994); VERMELHO et al, 2008;THYS, 2004;MENDONCA, 2008;
GIONGO, 2006). A tabela 1 mostra o mecanismo de ag@o de proteases.
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Tabela 1. Classificagdo de peptidases de acordo com o modo de acao.

Protease Mode of action? EC no.

Exopeptidases

Aminopeptidases ®:0-0-0-0--- 3.4.11
Dipeptidyl peptidase 0-0'0-0-0--- 3.4.14
Tripeptidyl peptidase (X ¥ Lgigmu 3.4.14

Carboxypeptidase —0-0-0-0-0'@® 3.4.16-3.4.18
Serine type protease 3.4.16
Metalloprotease 3.4.17
Cysteine type protease 3.4.18
Peptidyl dipeptidase —--0-0-0-0'0-@ 3415
Dipeptidases ®-® 3413

Omega peptidases #-@2(0-O--- 34.19

—0-0-0 @ 3.4.19
Endopeptidases B 5 et Tt W 0 I

Serine protease 3.4.21

Cysteine protease 3.4.22

Aspartic protease 3.4.23

Metalloprotease 3.4.24

Endopeptidases of unknown 3.4.99

catalytic mechanism

Fonte: RAO et al., 1998. Os circulos abertos representam os residuos de aminoacidos
da cadeia polipeptidica. Os circulos fechados indicam a por¢do aminoterminal, e os asteriscos
significam o bloqueio da terminagdo. As setas indicam os sitios de a¢do da enzima. Note que os
circulos abertos representam os residuos de aminoacidos da cadeia polipeptidica. Os circulos
fechados indicam a por¢dao aminoterminal, € os asteriscos significam o bloqueio da terminagao.
As setas indicam os sitios de agdo da enzima.

2.1.2-Funcoes fisiolégicas das proteases

As proteases participam de diversos mecanismos fisiologicos, dentre eles o
processo de inflamagdo, catabolismo de proteinas, coagulacdo do sangue, crescimento
de tumores e metastases, transporte ¢ secrecdo de proteinas na membrana celular. Sdo
também responsaveis por um mecanismo complexo que envolve a fisiologia normal das
células e as condig¢des patologicas anormais. Isto faz com que proteases sejam alvos
para desenvolvimento de agentes terapéuticos para algumas doengas como a AIDS, ou
ainda serem utilizadas em industrias alimenticias e de detergentes (THY'S, 2004).

Sua importancia em conduzir o metabolismo essencial e as fungdes regulatorias

¢ visivel em todos os organismos vivos. De maneira geral as proteases extracelulares
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catalisam a hidrdlise de proteinas em moléculas menores para permitir absorg¢do das
células e as proteases intracelulares possuem papel vital na regulagdo do metabolismo

(RAO et al., 1998; MENDONCA, 2008).

2.1.3. Obtencao e Aplicacdes biotecnologicas de proteases

Protease sdo largamente distribuidas nas diversas fontes biologicas. As plantas
ocupam o topo do rank com 43,85% de proteases encontradas seguido das bactérias
com 18.09 %, fungos; 15.08 %, animais; 11.15 %, algas; 7.42 % e virus; 4.41 %.
Proteases isoladas de origem biologica estdo em 27 a 67% independentemente da
origem seja animal, planta ou microbiana. O restante das proteases permanece sem
muito conhecimento ou estudo. Cisteino peptidases sdo mais abundantes em plantas
ocorrendo em 34,92% delas. Os microorganismos sdo mais habeis em secretar largas
quantidades de serino peptidases, em torno de 13,21% e aspartico-peptidases 8,81%.
Recentemente, novas proteases glutamicas acidas de origem microbiana foram
relatadas. Serino, cisteino e aspartico peptidases sd3o mais comumente encontradas em
animais. Em plantas as proteases sdo encontradas em toda extensdo da planta caule, raiz,
folhas, frutos, flores, latex, gomas ¢ sementes. As proteases mais encontradas em
plantas s@o Cisteino e serino endopetidases sendo, as aspartico e aminopeptidases mais
raramente encontradas em plantas (GAUR; WADHWA, 2008; MAHAJAN ;
BADGUIJAR, 2010).

Proteases extracelulares de fungos filamentosos desempenham papel essencial
na secrecdo de proteinas de pods-processamento (ENEYSKAYA et al, 1999), na
formacdo de micélio aéreo (WOSTEN et al. 1996), nutricionais (ARCHER e
PEBERDY,1997), adaptagdo no ambiente (ST. LEGER et al., 1997) e na formagdo de
estruturas de frutificagdo (SIMKOVIC et al, 2008). A secrecdo de proteinas
extracelulares ¢ regulada por fatores ambientais (DENISON 2000, TIBBET et al. 1999)
e nutricionais (PAOLETTI et al. 1998). A producao de proteinas extracelulares pode ser
a resposta a indu¢@o de peptideos especificos, mas pode também desempenhar um papel
na autolise de micélio de fungos filamentosos (MCLNTYRE et al. 2000).

Proteases sdo extremamente importantes para o mecanismo fisioloégicos de todos
os seres vivos, dessa forma plantas, animais e microrganismos sdo fontes naturais de
obtengdo de proteases. Cultivo submerso em agua e em estado soélido tem sido

amplamente utilizado como meios de obtengdo dessas proteases. (GIONGO, 2006).
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Diversas aplicagdes sdo conhecidas para proteases, entre as mais conhecidas: a
industria de detergentes, a alimenticia, a farmacéutica, quimica, de couros, entre outras.
(RAO, et al, 1998). As proteases obtidas de fontes animal, vegetal e de microrganismos

sdo amplamente utilizadas em escala biotecnologica. Alguns exemplos podem ser vistos

na tabela 2.

Tabela 2: Fontes de proteases e aplicagdes industriais

Fonte de obtengado Enzima Aplicacgao Industrial
Animal Tripsina, Quimotripsina, Industria farmacéutica, de couro,
etc processamento de alimentos,
especialmente hidrolise de proteinas
e sintese de peptideos
Vegetal Papaina, Ficina, Bromelina Produgdo de extratos de leveduras,

Microrganismos (4Aspergillus niger)

Proteases acidas e neutras

cerveja resistente ao congelamento,
panificacdo, fAirmacos, amaciamento
de carne.

Queijo, carnes, pescado, cereais e

bebidas
Hidrolise protéica, processamento
de carmme e pescado,
cervejeira e panificagao
Manufatura de queijo (coagulagdo

Microrganismos (4Aspergillus oryzae) Proteases dcidas e neutras

Microrganismos (Aspergillus melleus, Proteases alcalinas

Endothia parasitica, Mucor miehei e de leite)
Mucor pusillus)
Microrganismos (Bacillus  Proteases alcalinas Fabricagdo de  detergentes

licheniformia e Bacillus subtilis) industria do couro, processamento
de carnes, pescados e produtos
lacteos.

Producéo de bebidas e panificagdo

Microrganismos (Bacillus subtilis e Protease neutra

Bacillus cereus)

Fonte: Weiseman, 1991

2.2. O género Trichoderma

O género Trichoderma compreende um grupo de fungos filamentosos saprofitas
de solo encontrados sobre matéria organica em decomposi¢ao e na rizosfera de algumas
plantas. Em cultura podem ser facilmente reconhecidos pelas estruturas caracteristicas
de seus conidios. Além disto, caracterizam-se por utilizarem uma grande variedade de
compostos como fonte de carbono e nitrogénio, serem resistentes a inibidores
produzidos por outros microrganismos ¢ tolerantes a diferentes tipos de fungicidas
(KULLNING et al, 2000). Isolados de Trichoderma podem ser reconhecidos,
normalmente, através de caracteristicas macroscopicas as quais incluem crescimento
rapido em cultura, rede micelial aérea hialina, septada, bastante ramificada e esparsa e
producdo de pustulas conididgenas diferenciais (brancas ou verdes). Os conidios, que

sdo produzidos abundantemente, podem ser soltos ou muito compactados em tufos
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(CORABI-ADELL, 2004). Como caracteristicas microscopicas o conidioforo apresenta-
se bastante ramificado, normalmente de uma forma regular dendritica, ou seja,
ramificam-se em varios niveis, onde as divisdes primdrias originam secundarias
menores, as quais, por sua vez, também podem se ramificar ¢ assim por diante. A
ramificacdo primaria ¢ longa, subdividida sucessivamente em varios niveis, apical e
distalmente, progressivamente menores e com ramificacdes e fidlides divergentes em
todos os niveis. As fidlides sdo ampuliformes a lageniformes, normalmente com
constricdo na base, mais ou menos espessadas no meio, ¢ abruptamente atenuadas
proximo ao apice, num curto segmento subcilindrico. Elas se encontram dispostas em
verticilos terminais sobre as ramificagdes do conidi6foro ou, menos freqiientemente, de
forma singular ou em verticilos originando-se diretamente abaixo do septo ao longo do
conidioforo e suas ramificagoes (RIFAI 1969; BISSET, 1991a).

A maioria dos isolados de Trichoderma nao sdo encontrados associados com
seus estagios sexuais, sendo considerados fungos de reproducdo clonal (mitoticos) o que
constitui uma barreira muito grande para melhor compreender as inter-relagdes dentro e
entre as espécies (LIMA, 2002). Mesmo assim, o género Trichoderma apresenta forma
de reprodugdo assexuada naqueles que sdo mais frequentemente isolados do solo, esses
fungos também colonizam matérias lenhosas e plantas herbaceas onde as formas mais
encontradas sdo as formas telomorficas (género Hypocrea) muito embora as espécies,
incluindo aquelas de biocontrole, sdo de forma sexual ndo conhecida (HARMAN et al.,
2004).

Em estudos de micologia e filogenética ¢ atualmente utilizada a analise do DNA
ribossdmico a qual apresenta resultados mais confidveis e também esclarecem varias
questdes, restritas pela morfologia e andalises bioquimicas (BRUNS et al., 1991). Em
diversos estudos taxondmicos e filogenéticos regides especificas como ITS1, ITS2 e
5.8S sdo predominantes devido a alta conservagdo destas regides (HARMAN et al.,

2004).

2.2.1. Micoparasitismo

O micoparasitismo ¢, sem duvida, o evento mais caracteristico das espécies de
Trichoderma. O micoparasitismo ¢ a habilidade que essas espécies possuem de parasitar
outros fungos. E um processo complexo que envolve quatro estdgios distintos: (a)

crescimento quimiotropico, no qual um estimulo quimico atrai o fungo antagonista; (b)
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reconhecimento especifico, provavelmente mediado por lectinas na superficie celular de
ambos (patdogeno e antagonista); (c) ataque e enrolamento de 7richoderma em torno da
hifa hospedeira; (d) secrecdo de enzimas liticas que degradam a parede celular do
hospedeiro (CHET; BENHAMOU; HARAN, 1998). Durante o processo de
micoparasitismo, Trichoderma secreta enzimas degradadoras da parede celular
(CWDESs) que hidrolisam-na no fungo hospedeiro liberando oligdmeros (Figura 1)

ativando a expressdo de genes envolvidos no micoparasitismo (VINALE et al., 2008).
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Figura 1 -Evento de pré-contato na interacdo de Trichoderma-Fungo hospedeiro. Fase 1)
Producdo de compostos de alta massa molecular pelo micoparasita que atinge o hospedeiro.
Fase 2) Geragdo de produtos de baixa massa molecular que sdo liberados da parede celular do
hospedeiro e que ativam a cascata de expressdo de genes em Trichoderma. Fonte: Vinale et al.
(2008).

No processo do micoparasitismo, as espécies de Trichoderma atuam na parede
celular, utilizando entre outros mecanismos, a secre¢do de enzimas liticas, que mudam
se adaptando a composi¢cdo da parede celular do micro-organismo parasitado. Outras
enzimas sdo secretadas com fungdes diversas, como: nutricdo de plantas, competicdo
por nutrientes e degradagdo da biomassa, por exemplo (VINALE et al, 2008).

A parede celular de fungos ¢ uma estrutura que oferece resisténcia, determina
sua forma, protege contra danos mecanicos e participa da comunicagdo célula-célula.
Propriedades fisicas e bioldgicas da parede celular sdo determinadas pela composi¢do e
arranjos dos componentes de sua estrutura (FONTAINE et al., 2000).

A parede celular ¢ composta por lipideos, proteinas e em alguns casos pigmentos

(melanina), fosfatos, sais inorganicos, entre outros. A sua estrutura ¢ devido a
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associacdo altamente coesa de alguns desses componentes por ligagdes covalentes,
embora ligagdes de hidrogénio e interagcdes hidrofobicas sejam também importantes
para a configuracdo final da estrutura. Outros componentes dessa estrutura se encontram
fracamente ligados podendo ser retirados por processos de lavagem e sendo assim ndo
sdo considerados componentes verdadeiros da parede celular (RUIZ-HERRERA, 1992).
Fisicamente, a parede celular ¢ constituida por microfibrilas entrelagadas e embebidas
em uma matriz de material amorfo (GARCIA-BARTINICKI, 1968)

Durante o crescimento em direcdo a hifa hospedeira, Trichoderma secreta
antibioticos volateis e enzimas degradadoras da parede celular (CWDEs) que hidrolisam
a parede celular do fungo hospedeiro liberando oligdbmeros (Figura 1), ativando a
expressdo de genes envolvidos no micoparasitismo (VINALE et al., 2007). Uma vez
estabelecido o contato, espécies de Trichoderma interagem com a hifa hospedeira
através da ligagdo de carboidratos de sua parede celular as lectinas presentes na hifa
hospedeira, enrolando-se ao longo dessa com o langamento de estruturas em apressorios
na superficie da hifa (ELAD et al., 1983a). Essas estruturas contém altas concentracdes
de solutos osmoticos, como o glicerol, ¢ servem para a penetragdo na hifa do
hospedeiro. Estabelecido o contato, ocorre a produg@o de mais enzimas hidroliticas que
facilitam tanto a entrada da hifa de Trichoderma no Ilimen do fungo parasitado quanto
na assimilagdo do contetdo da parede celular (Figura 3) (BENITEZ et al., 2004).

Polissacarideos sdo os maiores constituintes da parede celular de fungos tais
como -1,3-D-glucanas que também contém algumas ramifica¢cdes do tipo -1,6-D-
glucanas e quitinas. A quitina ¢ um polimero com repetidas unidades de N-
acetilglicosamina em ligacdes do tipo a-1,4. Esses polissacarideos da parede celular dos
fungos sdo distribuidos largamente na maioria dos diferentes géneros (SANTOS et al
2000). Proteinas também estdo presentes na parede celular, principalmente associadas

com hetero ou homopolissacarideos de agucares (FONTAINE et al 2000).
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Figura 2: Estrutura da parede celular de fungos. (MONTEIRO, 2008)

Figura 3. Micoparasitismo de Trichoderma spp. em Rhizoctonia solani. A. Cepa de
Trichoderma esta no processo de micoparasitismo da hifa de R. solani. B. Estruturas em
apressorios de Trichoderma ligadas a hifa de R. sofani. C. Hifa de R. solani apos a retirada de
Trichoderma spp., evidenciando os buracos na parede celular pela acdo das CWDEs. T -
Trichoderma spp.; R - R solani; A - Estruturas do tipo apressorios (ELAD et al, 1983b; ELAD et

al., 1987).
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2.3. Principais enzimas envolvidas no micoparasitismo
2.3.1. Quitinases

Quitinases s3o divididas em -(1,4)-N-acetiglicosaminidases (NAGase),
endoquitinases ¢ exoquitinases ou quitobiosidases (VITERBO et al., 2002).
Dependendo da espécie de Trichoderma o sistema quitinolitico (Tabela 3) pode conter
de cinco a sete enzimas individuais (MARKOVICH; KONONOVA, 2003).

O isolado de Trichoderma mais bem caracterizado (isolado TM) ¢ composto
aparentemente por duas -(1,4)-N-acetiglicosaminidases (102 e 73 kDa) e quatro
endoquitinases (52, 42 33 e¢ 31 kDa) sendo a endoquitinase de 42kDa a de maior
interesse, pois seu gene ¢ fortemente induzido durante a interagdo fungo-fungo e quando
Trichoderma € crescido na presenca de micélio autoclavado de varios fitopatdgenos ou

com quitina coloidal (CARSOLIO et al., 1999).

Tabela 3. Resumo das enzimas quitinoliticas purificadas de Trichoderma harzianum, induzidas
por quitina.

Massa
Enzima Molecular (Kda) Atividade Referéncia

CHIT 102 102-118 N-acetilglicosaminidase Ulhoa & Peberdy (1991a)

CHIT73 73 N-acetilglicosanidase Haran et al.(1995)
Lorito et al. (1994)

CHIT 40 40 Exoquitinase Harman et al. (1993)

CHIT 52 52 Endoquitinase Haran et al. (1995)

CHIT 42  40-42 Endoquitinase De La Cruz et al. (1992)
Ulhoa & Peberdy (1992b )
Harman et al. (1993)

CHIT 33  33-37 Endoquitinase De La Cruz et al. (1992)
Haran et al. (1995)

CHIT 31  31-33 Endoquitinase De La Cruz et al. (1992)
Haran et al. (1995)

CHIT 46 46 Endoquitinase Lima et al. (1997)

Fonte: Monteiro (2001).
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Quando crescido na presenga de quitina como unica fonte de carbono ¢é secretada
por Trichoderma atroviride uma endoquitinase de 40 kDa que, sozinha ou em conjunto
com a CHIT 42, melhora a atividade no biocontrole de fitopatogenos (VITERBO et al.,
2002).

Usando GFP para monitorar a expressdo de dois genes nagl ¢ ech42, que
codificam, respectivamente, nagase ¢ endoquitinase, foi possivel a elucidacdo do papel
dessas enzimas durante o micoparasitismo. Os resultados mostraram que ech42 era
expresso antes do contato fisico entre os fungos e que a expressdo de nagl s era
observada apos o contato entre esses. Para haver a inducdo da expressdo de ech42
deveria haver a participagdo de produtos soluveis da digestdo enzimatica da parede de
Rhizoctonia solani. A expressdo de ech42 durante o periodo de pré-contato e acdo
efetiva de micoparasitismo requer a difusdo de uma macromolécula de 12 a 90 kDa por
Trichoderma ¢ a sua agd0 em R. solani é crucial para a expressdo de echd?2

(ZEILLINGER et al., 1999; KULLNING et al., 2000).
2.3.2. Glucanases

Glucanases incluem as ndo celuloliticas -(1,3) e -(1,6)-glucanases que possuem a
habilidade em degradar as liga¢des -(1,3) e -(1,6)-glucanas. Sao classificadas de acordo
com o modo de agdo nas liga¢Ses glicosidicas em dois grupos: exo e endo-glucanases.
As exo-glucanases atuam na cadeia de -glucana pela clivagem seqiiencial dos residuos
de glicose a partir da extremidade ndo redutora apresentando somente glicose como
produto final. As endo-glucanase atuam randomicamente ao longo da cadeia de -

glucana liberando pequenos oligossacaridios (MARTIN et al., 2007).

Glucanases constituem outro grupo de enzimas-chaves envolvidas no
micoparasitismo de espécies de Trichoderma. Glucanases parecem estar envolvidas no
antagonismo de patogenos de plantas tais como Pythium. Estudos in vitro mostraram
que uma glucanase de 78 kDa inibe, em sinergismo com a endoquitinase de 43 kDa, o

crescimento de Sclerotium rolfsii (VITERBO et al., 2002).

Estudos mostram que -1,3-glucanases inibem a germinacdo de esporos ou o
crescimento de patdgenos em sinergismo com quitinases e antibidticos. Muitas -1,3 e -
1,6 foram isoladas e caracterizadas (Tabela 4) e alguns genes clonados, como bgni3.1,

bgnl6.2 e laml.3 de Trichoderma harzianum, glu78 de T. atroviride,  lamAl(que
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codifica a endo-(1,3-1,6)-glucanase) e Tv-bgn2 de T.virens. Regides conservadas de
exo--(1,3) glucanases foram utilizadas para construg@o de sondas para pesquisa em uma
biblioteca gendmica de 7. virens resultando no isolamento de dois supostos genes (7v-
bgnl e Tv-bgn2) que codificam endo--(1,3) glucanases (BENITEZ et al., 2004;
MARTIN et al., 2007).

Tabela 4. Resumo das -1,3-glucanase purificadas de Trichoderma harzianum.

Designacao Massa Molecular Tipos de -1,3- Referéncias
(kDA) glucanase
GLUC 29 29 Exo-1,3- Noronha & Ulhoa (2000)
GLUC 31 31 Exo-1,3- Kitamoto et al. (1987)
GLUC 40 40 Exo-1,3- Duboudieu et al. (1985)
GLUC 110 110 Exo-1,3- Cohen-Kupiec et al. (1999)
GLUC 36 36 Endo-1,3- Noronha & Ulhoa (2000)
GLUC 78 78 Endo -1,3- De La Cruz et al. (1995)
GLUC 76 76 Endo -1,3- Lorito et al. (1994)
GLUC 75 75 Exo - 1,3- Monteiro& Ulhoa (2006)

Fonte: Monteiro (2001).
2.3.3 Proteases

Enzimas proteoliticas produzidas e secretadas por espécies de Trichoderma vém
recebendo muita atencdo por sua habilidade potencial no biocontrole. Porém ainda
assim sdo pouco estudadas.

Varias analises de proteases de Trichoderma revelaram que proteases acidas sdo
reguladas por pH assim, em meio suplementado com quitina, glicose ou amoénio essas
proteases encontravam-se presentes em pH mais baixos. Algumas fontes de nitrogénio
como peptona, levedura e caseina parecem regular a expressdo de proteases. As

proteases alcalinas e neutras parecem ser induzidas somente por fontes de carbono ndo
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facilmente degradaveis ou em condi¢des de caréncia nutricional (VITERBO et al,
2002).

Proteases podem participar na degradacdo de proteinas celulares estruturais
desestabilizando a integridade celular do fitopatogeno e facilitando a penetracdo e
colonizagdo por Trichoderma. Proteases também estdo envolvidas na inativagdo de
enzimas produzidas por patdgenos durante o processo de infecgdo de plantas. Proteases
produzidas por 7. virens mostraram similaridade com serino pepetidases que aumentam
a resposta de defesa de plantas contra patdgenos (SUAREZ et al., 2007). Proteases de
espécies de Trichoderma vém sendo associadas no biocontrole de nematdides como
Meloidogyne javanica em tomates (HOWEL, 2003).

Alguns genes foram clonados e caracterizados mostrando a relevancia de
proteases no biocontrole. Um gene que codifica uma familia S8 serino peptidase (prb1)
foi inicialmente clonado e caracterizado de 7. atroviride e mais tarde de 7. virens
(tvspl) e T. hamatum (prb1). Recentemente, trés genes que codificam uma familia Al
aspartico pepetidases, papA, papB e p6281 foram isolados de 7. harzianum e T.
asperellum. Tanto papA como papB foram relatadas em atividades de micoparasitismo
e na colonizacdo de raizes de plantas de 7. asperellum, ja p6281 foi expresso por T.
harzianum na presenga de parede celular de fitopatdgenos ou quitina. Um gene pral
que codifica uma familia S1 serino pepetidase com atividade nematicida foi descrito em
T. harzianum. Uma seqiiéncia incompleta com similaridade a metalo-endopeptidases foi
descrita por ser expressa durante o micoparasitismo de 7. hamatum (SUAREZ et al.,
2007).

Prb1 estd ativa se fungos filamentosos foram cultivados em um meio contendo
quitina ou paredes celulares de R. solani (OLMEDO-MONFIL et al. 2002). Alto nivel
de expressdo de pbrl foi demonstrada em um experimento de cultura dupla com T.
atroviride e R. solani ndo havendo contato mutuo desses fungos. Ele sugere que produz
um fator difusivel responsavel por desencadear a sintese do gene pbri. A expressdo de
pbrl é reprimida por glicose e regulada pela disponibilidade de nitrogénio (CORTES et
al. 1998).

Um estudo com cepas mutantes de 7. virens com super expressdo de tvspl
mostrou que nenhuma das fungdes essenciais importantes para o crescimento e
desenvolvimento dos fungos filamentosos sdo influenciados e que desempenha um

papel importante no processo de controle biologico (POZO et al. 2004).
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Resultados de SIMKOVIC e colaboradores, (2008) mostram que a secre¢do de
proteases extracelulares do fungo 7. viride ndo é apenas a resposta em geral como
consequéncia de exigéncias nutricionais, mas também inclui um processo de
reconhecimento molecular desconhecido, que provoca uma secregdo especifica de

proteinas de acordo com o reconhecimento realizado (SIMKOVIC et al, 2008).

2.4. Aspectos gerais do fitopatégeno Rhizoctonia solani

O género Rhizoctonia foi descrito pela primeira vez pelo micologista francés De
Candolle, em 1815, como sendo um fungo ndo esporulante que ataca,
preferencialmente, raizes e que produz filamentos de hifas a partir de esclerédios
(SNEH et al., 1991). O qual ¢ classificado como fungo mitospdrico, Hyphomycetes,
forma ordem Agonomycetales por ndo produzir esporos em sua fase assexuada. Outra
classificacdo considerando Agonomycetes como forma-classe e Mycelia Sterilia como
forma-ordem (PEREIRA, 1997).

O micélio ¢ caracterizado pela ramificagdio em angulo reto com septacdo
imediatamente e apOs o ramo, constricdo na base da ramificagdo e septo doliporo. A
fase sexuada deste fungo ¢ Thanatephorus cucumeris, classificado no reino Fungi, filo
Basidiomycota, ordem Ceratobasidiales, Ceratobasidiaceac (ANDERSON, 1982;
ADAMS, 1988).

Segundo Botellho et al. (2001), R. solani ¢ um fungo cosmopolita, com vasto
numero de hospedeiros, e causa importantes doencas na maioria das plantas cultivadas
em todo o mundo. E uma espécie complexa, com muitos bidtipos que diferem quanto a
patogenicidade, aos hospedeiros, a distribuicdo na natureza e¢ a aparéncia em meio de
cultura. Relatos sobre isolados de Rhizoctonia, fitopatogénicos ou saprofiticos, ndo
descritos em nivel especifico, sdo comuns na literatura devido as dificuldades na
identificacdo impostas por limitagdes morfologicas e taxonomicas do género, tais como:
(1) Auséncia de esporos assexuais, (ii) Instabilidade na morfologia de culturas e
esclerodios, em fungdo de variagdes nas condicdes de cultivo (PARMETER;
WHITNEY, 1970), (iii) Ampla variabilidade morfologica, sendo que ha espécies
constituidas por diferentes grupos de isolados com afinidade para efetuar anastomose de
hifas entre si (OGOSHI, 1987), (iv) Necessidade de métodos especificos para se induzir
estruturas basidiais in vitro (CARLING; SUMMER, 1992), (v) Desconhecimentos dos

teleomorfos para algumas espécies anamorficas
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O fungo sobrevive saprofiticamente no solo, infectando plantas nativas, ou em
estadio de dorméncia, como micélio e esclerodios. Esses propagulos sdo detectados no
solo com relativa facilidade, porém de dificil quantificacdo. Geralmente, encontram-se
nas camadas superficiais do perfil do solo, principalmente nos primeiros 10 cm, devido
a dependéncia de oxigénio (CARDOSO, 1994). Os sintomas apresentados pela espécie
de R. solani variam extensamente e sdo confundidos facilmente com os sintomas das
doengas produzidas por outros patégenos. Atuam em regides de temperaturas elevadas ¢
chuvas freqiientes acompanhadas de alta umidade (95%), que o tornam de primordial
importancia dentre os fatores limitantes ao cultivo de varias culturas, cuja maioria sdo
plantas cultivadas, como beterraba, pepino, cenoura, berinjela, meldo, tomate, melancia,
repolho, alface, feijao, soja, figo, algoddo, feijdo-caupi e arroz, além de plantas nativas.
Este fungo representa um grupo economicamente importante e geneticamente diverso
de patdgenos de solo que ocorrem em espécies de plantas em todo o mundo (CASTRO,

2007).
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3. JUSTIFICATIVA

As principais enzimas envolvidas no micoparasitismo como glucanases e
quitinases ja sdo muito bem caracterizadas nos aspectos bioquimicos e moleculares.
Embora proteases de espécies de Trichoderma vém sendo estudas e muitas até com suas
sequencias depositadas em bancos de dados gendmicos, pouco se sabe sobre o perfil de
proteases entre os isolados. E importante o conhecimento do perfil de proteases
secretadas e ainda, se esse perfil ¢ diferencial, pois, mostra a atuagdo de proteases entre
as espécies de Trichoderma. Assim a avaliacdo bioquimica de proteases secretadas de
diferentes espécies de Trichoderma quando em contado com a parede celular de
fitopatdogenos bem como a avaliacdo da expressdo das diferentes classes de proteases

constituem uma nova abordagem no estudo.
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4. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

4.1. Objetivo geral

Estudar o perfil de secrecdo de proteases extracelulares e a expressdo de alguns
de seus genes de isolados de Trichoderma spp. na presenga de parede celular tratada de

Rhizoctonia solani.

4.2. Objetivos especificos

» Avaliar o potencial antagonico dos isolados de Trichoderma contra R. solani.

* Obten¢do de extratos de proteases (EP) dos isolados de Trichoderma a partir de
cromatografia de afinidade.

* Avaliacdo da classe das proteases nos EP dos isolados de Trichoderma com a
utilizacdo de inibidores.

* Avaliacdo da especificidade pelo substrato nos EP dos isolados de Trichoderma.

» Avaliacdo do efeito de ions na atividade de proteases nos EP dos isolados de
Trichoderma.

* Avaliacdo do pH e temperatura 6timos nos EP dos isolados de Trichoderma.

* Analise dos genes expressos de proteases (Aspartic, aspartato protease, trypsin-
like e serino endopeptidase).

* Analise da expressdo dos genes de quitinases e glucanases para correlagdo com a
expressdo de proteases.

» Avaliar a correlagdo entre os genes expressos.
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5. METODOLOGIA

5.1. Manutencio dos isolados

Os isolados Trichoderma virens (301/01), Trichoderma harzianum (ALL 42),
Trichoderma harzianum (494/02) e Trichoderma asperellum (T00) da colecdo do
Laboratorio de Enzimologia (UFG/ICB), foram mantidos com repiques periddicos em
meio MYG (0,5% de extrato de malte, 0,25% de extrato de levedura, 1% de glicose e
2% de agar) e estocados a 4°C. Esses isolados de Trichoderma tiveram suas espécies
identificadas com base na regido ITS.

O fitopatogeno Rhizoctonia solani obtido da EMBRAPA-ARROZ/FEIJAO foi
mantido com repiques peridodicos em meio BDA (200 mL de caldo de batata, 20g de

glicose e 2% de Agar em 1L de dgua destilada) e estocados a 4°C.

5.2. Avaliacao da capacidade antagonista de Trichoderma.

A capacidade de antagonismo dos isolados de Trichoderma em relacdo ao
fitopatogeno R. solani foi avaliada. Para isso discos de Smm das culturas foram
tomados da margem de crescimento ativo do antagonista Trichoderma virens (301/01),
Trichoderma harzianum (ALL 42), Trichoderma harzianum (494/02) e Trichoderma
asperellum (T00) e do fitopatogeno (R. solani), crescidos em meio BDA e submetidos
ao teste de pareamento em placa contendo meio seletivo para R. solani (KO; HORA,

1971).

5.3. Producio e tratamento da parede celular de Rhizoctonia solani.

Cerca de 10 a 20 discos de agar (BDA) contendo micélio dos fitopatégenos
foram inoculados separadamente em frascos de 1 L contendo 500 mL de meio MYG
liquido (0,5% de extrato de malte; 0,25% de extrato de levedura e 1% de glicose). Estes
frascos foram incubados a temperatura de 28°C sob agitagdo constante de 180 rpm em
agitador rotatorio por 7 dias. Apds a incubagdo, o meio foi filtrado a vacuo em papel
filtro Whatman n.01. O micélio foi recolhido e tratado com a adi¢cdo de uma solugdo de
NaOH 3M.L" e deixado em repouso a 4° C por 18h, apds esse tempo o micélio foi
lavado exaustivamente em agua quente e a cada lavagem a quantidade de proteina total

foi determinada pelo método de Bradford (1976). As lavagens seguiram até que o
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conteudo de proteinas fosse negativo. Logo em seguida o micélio foi liofilizado e
posteriormente triturado a pd. O material dessa maneira foi utilizado como fonte

indutora de proteases.

5.4. Cinética de Producio de proteases extracelulares de Trichoderma.

5.4.1. Obtencao dos micélios

Esporos (1x107 mL™) dos isolados de Trichoderma foram inoculados em
frascos de 1L contendo 250 mL de meio TLE {CaCl, 0,1g L' , KH,PO, 7,0 g L,
K,;HPO4 2,0 g L', (NH4),SO4 0,1 g L, MgS04.7H,0 0,1 g L', Bactopeptona g L'e
0,1 mL de solug@o elementos tragos} contendo 2% glicose), Os frascos foram incubados
em agitador rotatorio a 28°C e velocidade de 180 rpm. Apods 48 horas de incubagéo, o
micélio foi entdo lavado exaustivamente em solucdo salina 0,9% para eliminar a glicose

do micélio.

5.4.2. Cinética da producao das proteases

Os micélios dos isolados de Trichoderma foram adicionados cada um em frascos
erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de meio minimo (CaCl, 0,1g L' , KH,POy4
7,0 g L', KoHPO, 2,0 g L', (NH,),804 0,1 g L', MgS04.7H,0 0,1 gL, ¢ 0,1 mL de
solu¢@o elementos tragos) contendo 0,5% de parede celular de R solani. Os frascos
foram incubados em agitador rotatorio a 28°C e velocidade de 180 rpm. Uma cinética de
producdo foi feita nos tempos de 6, 12, 24 ¢ 48 horas de incubag¢do na presenga de
PCRS. Outra cinética nos mesmos tempos de inducdo foi realizada com a diferenca de
que os micélios cresceram apenas na presenca de 1% de glicose 1% como fonte de
carbono. Esse procedimento trata-se do controle. Apos cada tempo de incubagdo, o
meio foi centrifugado e o sobrenadante recolhido, dialisados e concentrado por
liofilizagdo e armazenados a -20° C para ensaios de proteases. Os micélios foram

recolhidos e armazenados a -80° C para as andlises de RT-PCR.
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5.5. Determinaciio de proteinas totais

Concentragdo de proteinas totais foi determinada pelo método descrito por Bradford
(1976) utilizando-se albumina sérica bovina (Sigma) como padrdo. Amostras de 100 1
do sobrenadante da cultura foram adicionados a 1mL da solu¢do de Bradford. Apos
incubacdo por 15 minutos as amostras foram lidas em espectrofotdometro em

absorbancia de 595nm.

5.6. Determinacao da atividade de proteases

O substrato azocaseina (0,25%) foi preparado pela dissolugdo da azocaseina em
tampao Tris-HCI 50 mM, com o pH 7,0 . A reac@o foi iniciada pela adi¢do de 200uL. de
extrato bruto e ImL de azocaseina e incubada por 1 hora a 37° C. A reagdo foi
finalizada com a adigdo de 1 mL acido tricloacético (TCA) 10%, centrifugada a
13000xg por 10 minutos. Retirou-se 500uL do sobrenadante e adicionou-se 500 uL de
NaOH 1M leu-se a 450nm. Uma unidade de enzimatica ¢ definida como a quantidade
de enzima requerida para aumentar em 1.0 a absorbancia em condigdes padrdes do
ensaio. O branco foi preparado do mesmo modo com exce¢do que no lugar da amostra

houve a substitui¢do por agua destilada.

5.7. Cromatografia de afinidade com Bacitracina

Para obtencdo do extrato de proteases (EP) no meio de cultura dos isolados foi
utilizada uma cromatografia de afinidade com bacitracina de acordo com Van Noort et
al.,(1991). O extrato bruto foi dialisado, concentrado por liofilizacdo ¢ o pH ajustado
para 5,0. Em uma coluna de Bacitracina-Sepharose (GE Healthcare) pré-equilibrada
com tampdo A (acetato de so6dio 50 mM em pH 5,0) com um fluxo de 100 pL/min foi
aplicada a amostra no volume de 1 mL (contendo 300ug de proteina/mL). A coluna foi
lavada com 50 mL de tampao A e as proteinas foram eluidas com tampao B (tris-HCl
200mM pH 7,8 contendo NaCl 1M, 25% (v/v) de isopropanol). As fracdes foram
coletadas em volume de 1,5 mL. Em seguida lidas em espectrofotometro a 280nm e

atividade de proteases determinada com azocaseina como descrito no item 5.6.
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5.8. Avaliacao das classes de proteases nos extrato de proteases (EP) dos isolados

de Trichoderma.

Para avaliar o perfil das classes de proteases no EP dos isolados, as amostras
obtidas da coluna de bacitracina foram incubadas com os inibidores de cisteino,
aspartico e metalo-protases, EDTA e PMSF. Esses inibidores foram solubilizados em
concentragcdes de 2mM e pH 7,0. As amostras (75ul) foram incubadas com os
inibidores (25uL) por 1 hora a 37° C. A atividade proteolitica residual foi determinada

usando azocaseina como descrito no item 5.6, porém com incubacdo de 2 horas.

5.9. Avaliacido da Atividade enzimatica dos extratos de proteases (EP) dos isolados
de Trichoderma em Albumina e Azocaseina.

Os EPs dos isolados foram incubados em azocaseina e albumina. Os substratos
foram dissolvidos em tampao fosfato 0,1M pH 7,0 na concentracdo de 10mg/mL. Para
azocaseina a leitura em espectrofotdmetro foi realizada a foi realizada 450nm e da

albumina em espectrofotdmetro a 280nm.

5.10. pH e temperatura o6timos dos extratos de proteases (EP) dos isolados de

Trichoderma.

Para avaliar o efeito do pH na atividade das proteases nos EPs dos isolados de
Trichoderma foram utilizados tampdes que variaram em: Acetato-Tris (pH 4.0 ¢ 5.0),
Mes (pH 6.0 ¢ 7.0), ¢ Tris-HCI (pH 8.0 ¢ 9.0) todos na concentra¢io de 100 mmol.L ™
ja& acrescidos do substrato azocaseina na concentracdo de 0,25%. Para isso o ensaio
desenvolveu da seguinte forma: 20uLL do EP foi incubado com 40uL. de azocaseina com
o tampao a ser testado. A mistura foi incubada por 30 minutos a 37°C. Para o ensaio do
efeito da temperatura na atividade das proteases nos EPs dos isolados de Trichoderma
foram utilizadas as temperaturas de 30, 35, 40, 45, 55 ¢ 60°C. A atividade de proteases

foi determinada como descrito no item 5.6.

5.11. Efeito de ions na atividade enzimatica nos extratos de proteases (EP) dos
isolados de Trichoderma.
Foram utilizados os sais CaCl, , tungstato de sodio, tartarato de sodio, KH,POy,,

KCl, MgCl,, MnCl,, FeCls; e CuCl, na concentragdo 12mM para avaliar o efeito de ions
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na atividade das proteases nos EPs dos isolados de Trichoderma. Para isso S50uL dos
EPs dos isolados de Trichoderma foram incubados com 10 uL do sal a ser testado sendo
a concentragdo final de sal no meio reacional de 2mM. Essa mistura foi incubada por 10
minutos a temperatura ambiente e a atividade proteolitica residual determinada usando

azocaseina como descrito no item 5.6, porém com incubagéo de 2 horas.

5.12. Efeito de detergentes na atividade enzimatica nos extratos de proteases (EP)

dos isolados de Trichoderma.

O efeito de detergentes na atividade de proteases foi testado. Para isso 10 pL de
detergente na concentragdo de 10% foi adicionado a 200 pL. de EP dos isolados de
Trichoderma e incubados por 10 minutos a temperatura ambiente. Os detergentes
testados nesse ensaio foram o Dodecil sulfato de sddio (SDS) e Triton X-100 nas
concentra¢des finais do meio reacional de 0,5%. A atividade proteolitica residual foi
determinada usando azocaseina como descrito no item 5.6, porém com incubagéo de 2

horas.

5.13. Analise do perfil proteico dos EP dos isolados de Trichoderma por SDS-
PAGE.

Para confecgdo da cromatografia SDS-PAGE, amostras dos EP, foi utilizado o
sistema de eletroforese MiniGel (Sigma) em gel de poliacrilamida 12% (p/v) em
condi¢des desnaturantes conforme descrito por LAEMMLI (1970). Para isso, amostras
dos EP de cada um dos isolados foram liofilizados e ressupensos em tampao de amostra
I1X [50 L detampao Tris-HCI 50 mM pH 6,8, 1,0 ul B-mercaptoetanol, 100 1de SDS
10% (p/v), 100 1 de glicerol, tracos de azul de bromofenol e agua destilada suficiente
para 1,0 ml], fervidas por 5 minutos e aplicadas no gel em uma concentracdo final de 30
ug de proteina. A eletroforese foi desenvolvida utilizando-se uma voltagem inicial de 80
V, posteriormente aumentada para 100 V. Foi utilizado um marcador molecular de
proteinas contendo (Miosina de musculo de coelho — 200kD; B — Galactosidade de E.
coli — 116kD; Fosforilase b de musculo de coelho — 97kD; Albumina bovina — 66kD;
Desidrogenase Glutamica bovina — 55kD; Ovoalbumina — 45kD; Gliceraldeido 3

Fosfato Desidrogenase de musculo de coelho — 36kD; Anidrase Carbonica bovina —
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29kD; Tripsinogenio de pancreas bovino — 24kD; Tripsina — 20kD; o — lactoalbumina
bovina — 14,2kD; Aprotinina bovina — 6,5kD).

Os géis foram corados com pastilhas PhastGelTM Blue R (GE Healthcare)
foram diluidas em 200 ml de uma solug@o de metanol 60% (v/v). A solugdo foi filtrada
e foram adicionados 200 ml de 4cido acético 20% (v/v). Os géis ficaram em agitacdo
durante 14 horas na solugdo de coloracdo. Apos esse periodo, a solugdo foi retirada e os
géis foram descorados, com agitagdo, em solucdo descorante (acido acético/

metanol/agua 10:10:80, v/v).

5.14. Zimograma dos EPs dos isolados de Trichoderma

A atividade proteolitica foi detectada em gel de poliacrilamida a 12% (m/v) sob
condicdes ndo desnaturantes contendo 0,5% (m/v) de gelatina como descrito por
LAEMMLI (1970) com algumas modificagdes. Aliquotas dos EP dos isolados de
Trichoderma contendo 30 ug de proteina foram liofilizadas e as amostras ressuspensas
em 40 L de tampdo ndo desnaturante 1X (50 L de tampao Tris-HC1 50 mM pH 6.8,
100 1de glicerol, tracos de azul de bromofenol e dgua destilada suficiente para 1,0 ml).
A cletroforese foi desenvolvida utilizando-se uma voltagem inicial de 80 V,
posteriormente aumentada para 100 V procedimento que durou em torno de 2 horas.
Apds esse tempo, a eletroforese foi prolongada por mais 3 horas. Apds a eletroforese, o
gel foi lavado com 4agua destilada e incubado por 30 minutos em tampao Tris-HCI
100mM pH 8,0 contendo 2,5% de tritonX-100. Apos incubagdo o gel foi lavado com
agua destilada e novamente incubado com tampao Tris-HCl 100mM pH 8,0 contendo
2,5% de tritonX-100 por mais 30 minutos ¢ em seguida lavado com agua destilada. Os
géis foram corados com pastilhas PhastGelTM Blue R (GE Healthcare) foram diluidas
em 200 ml de uma solu¢do de metanol 60% (v/v). A solugdo foi filtrada e foram
adicionados 200 ml de 4cido acético 20% (v/v). Os géis ficaram em agitagdo durante 14
horas na solugdo de coloragdo. Logo apds, a solucdo foi retirada e os géis descorados,

com agitagdo, em solucdo descorante (acido acético/ metanol/agua 10:10:80, v/v).

5.15. Extracio de RNA

Os micélios da cinética de producdo foram congelados em nitrogénio liquido e

macerados usando gral e pistilo até obten¢do de um po6 fino. Cerca de 100mg desse pod

35



foram ressuspendidos em 1 mL de Trizol (Invitrogen), homogeneizados em vortex e
incubados por 5 minutos a temperatura ambiente. Foram adicionados 0,2 mL de
cloroférmio, agitado por 15 segundos e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente.
Logo depois a amostra foi centrifugada a 12000rpm por 15 minutos a 4°C. Depois de
centrifugada a fase aquosa incolor superior foi transferida para um tubo contendo 0,5mL
de isopropanol. A amostra foi agitada e incubada a temperatura ambiente por 15
minutos, em seguida seguiu-se a centrifugagdo a 12000rpm por 10 minutos. O
sobrenadante, entdo foi removido e lavado com ImL de etanol a 75%, centrifugado a
7500rpm por 5 minutos a 4°C. Em seguida o sobrenadante foi seco a temperatura
ambiente por 10 minutos e ressuspendido em agua RNAse free ¢ estocado a -80°C. A
quantificacdo foi feita em espectrofotdometro pela relagdo das leituras a 260/280nm.
Verificou-se a integridade do RNA obtido através de confec¢do de um gel de agarose. O

RNA obtido foi entdo utilizado para sintese do cDNA

5.16. Sintese de cDNA

O RNA total extraido foi tratado com DNase I para a posterior sintese de cDNA,
utilizando metodologia de RT-PCR (Invitrogen — SuperScript III). Cada reagdo (10 1)
continha 1 1de tampdo 10X, 1 1de DNAse, 8 1de amostra de RNA com no maximo
5 gde quantificagdo (quando necessario o volume para 10 1 foi completado com agua
mili Q RNAse free), deixou-se 15 minutos em temperatura ambiente, em seguida foi
adicionado 1 1 de solucdo de parada e deixou-se em 10 minutos a 70°C afim de
desnaturar a DNAse I, apds o ensaio seguiu-se para a sintese de cDNA.

Cada reagdo (20 1) continha 4 1de Mix 5X Reaction, 2 1de Maxima Enzyme
Mix, 5 g de RNA e qsp de agua mili Q. Misturou-se suavemente e centrifugou-se, em
seguida a reagdo foi incubada por 10 minutos a 25°C, seguida por 30 minutos a 60°C,
depois 5 minutos a 85°C e por ultimo 20 minutos a 4°C. Em seguida foram adicionados
60 1 de agua mili Q. O cDNA sintetizado foi utilizado para estudos de expressdo

utilizando-se PCR quantitativo em tempo real.

5.17. Analise de expressiao por qRT-PCR.

O RNA total extraido do micélio foi tratado com DNAse I. Com RNA total (5

g) de cada amostra foi feita transcri¢do reversa em cDNA na presenca de oligo(dT),
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em um volume final de reacdo de 20 L usando o kit Revertaid First Strand cDNA
Syntesis (Fermentas). O cDNA sintetizado foi diluido em 60 1 de dgua e usado como
molde para as rea¢cdes de PCR em tempo real. As reagdes foram feitas no iQ5 real-time
PCR system (Bio-Rad). Cada reacdo (20 1) continha 10 1 de MAXIMA SYBR-green
PCR Master mix (Applied Biosystems) ¢ o ABI Prism 7500 Fast-Real Time PCR
(Applied Biosystems) para execugdo das reagdes, primers iniciadores 5’ ¢ 3’ (500nM de
cada), cDNA como molde e agua livre de nuclease. As condi¢des de ciclagem foram: 10
minutos a 95°C (1 ciclo), 15 segundos a 95 °C seguido por 1 minuto a 60°C (40ciclos).
Foi feita também a curva de melting nas seguintes condi¢des: 1 minuto a 95°C , seguida
por 30 segundos a 55°C e uma rampa final de 95°C com coleta continua de dados. O
procedimento foi realizado de acordo com metodologia descrita em Wen et al. (2005).
O gene da a-tubulina (HS574101) foi utilizado como controle interno para comparagio
do nivel de expressdo nos diferentes tratamentos e normalizador. Os “primers” foram
desenhados baseados nas seqiiéncias dos genes codificadores depositadas na base de
dados do GenBank e utilizando 0 programa
PRIMER3Plus(http://www.bioinformatics.nl/cgibin/primer3plus/primer3plus.cgi).

Os primers testados para os isolados sdo do banco de dados de ¢cDNA do isolado de
Trichoderma harzianum (ALL 42) da biblioteca do laboratério de enzimologia/UFG e
sdo: serina endopeptidase, aspartic, aspartato protease, tripsin-like, nagase, f 1,3
glucanase e quitinase 42 KD. Para cada isolado crescido em parede celular de R. solani
havia um controle para comparagdo sendo esse controle o meio contendo 1% de glicose
glicose como fonte de carbono. A expressdo dos genes foi testada em ambos para

posterior comparagao.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Teste de pareamento

Foi avaliada a capacidade antagonista de 7. harzianum, (494/02 e ALL 42) T.
asperellum (T00) e T. virens (301/01) contra R. solani, em placa de petri. A capacidade
de antagonismo em fitopatdgenos ¢ uma condigdo essencial para que isolados de
Trichoderma sejam agentes efetivos no biocontrole (LIMA, 2002). Os resultados
mostraram que houve um crescimento de todos os isolados em direcdo a hifa do
fitopatogeno, havendo um contato entre elas apds 48 horas de crescimento. Apds este
tempo nota-se que ocorre um crescimento de 7richoderma sobre a hifa do fitopatdgeno
testado, e com 72 a 96 horas foi observada a presenca de esporos, caracterizando uma
colonizagdo da hifa hospedeira (Figura 4). Varios estudos relatam o sucesso de espécies
de Trichoderma no biocontrole onde o mecanismo deste esta relacionado ao
micoparasitismo e/ou antibidticos ou um sinergismo desses (HOWELL, 2003). A
importancia de antibidticos no biocontrole por essas espécies foi demonstrada em varios
estudos mostrando que ha um sinergismo de antibidticos ndo volateis e enzimas
hidroliticas contribuindo significativamente para o antagonismo (LORITO et al., 1993;

SCHIRMBOCK et al., 1994).

O teste de confronto in vitro pode ser acoplado com analises de enzimas
extracelulares que possuem papel importante na inativacdo de patdogenos de plantas por
espécies de Trichoderma (LARRALDE-CORONA et al., 2008). Observa-se que no
confronto entre 7. asperellum e R. solani (Figura 4 C ¢ D) e entre T. virens ¢ R. solani
(Figura 4 A e B), estes parecem ser mais efetivos quanto a rapidez no controle do
fitopatogeno, ja que o tempo gasto para colonizagdo da hifa hospedeira foi de no
maximo 96h. Quando se observa o confronto entre T. harzianum 494/02 ¢ ALL42
(Figura 4 E, F, G e H), foram mais lentos no antagonismo em placa em relag¢do as outras
espécies testadas, levando ate 144h para colonizacdo da hifa hospedeira, o que pode
demonstrar diferencas entre eles no mecanismo bioldégico do micoparasitismo em
relagdo a R. solani, sendo que o isolado 494/02 foi claramente menos efetivo quanto ao

tempo demandado para a colonizagao.
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Figura 4 -Teste de pareamento entre os isolados de Trichoderma e o fitopatogeno R. solani. A)
Pareamento entre 7. virens e R. solani 96 h; B) T. virens e R. solani 144 h; C) Pareamento entre
T. asperellum TOO e R. solani 96 h. D) Pareamento entre 7. asperellum TOO e R. solani 144 h;
E) Pareamento entre 7. harzianum ALL 42 e R. solani 96 h; F) Pareamento entre T. harzianum
ALL 42 e R. solani 144 h. G) Pareamento entre 7. harzianum 494/02 e R. solani 96 h; H)
Pareamento entre 7. harzianum 494/02 e R. solani 144 h

39



A capacidade antagbénica de Trichoderma harzianum em placa ja foi relatada
contra varios fungos fitopatdogenos como Rhizoctonia solani, Macrophomina
phaseolina, Fusarium sp. (MONTEIRO et al., 2010), Fusarium oxysporum, Sclerotium
rolfsii (VITERBO et al., 2001) e Bipolaris oryzae (ABDEL-FATAH et al., 2007). Outra
observagdo feita por MONTEIRO e colaboradores (2010) ¢ que, durante a interacdao
micoparasitica de T. harzianum ALL42 com Fusarium sp., ndo houve enrolamento nas
hifas do hospedeiro, apenas um contato, diferentemente do que foi observado da
interacdo de 7. harzianum ALL 42 com R. solani e M. phaseolina.

Dados recentes demonstraram que a interagdo entre um micoparasita e seu
hospedeiro ¢ muito mais complexa do que se imagina, pois também envolvem
mecanismos, ndo elucidados, de sinalizagdo celular com participagdo de proteinas G
(REITHNER et al., 2005; ZEILINGER et al., 2005), proteinas quinases (REITHNER et
al., 2007) e de moléculas sinalizadoras tais como AMP ciclico (OMERO et al., 1999).

6.2. Atividade especifica de proteases nos diferentes tempos de induciao

Os sobrenadantes das cinéticas de inducdes, conforme descrito em metodologia,
foram concentrados por ultrafiltragdo e a quantidade de proteinas totais e a atividade de
proteases foram determinadas no pH 7,0.

Observa-se que a atividade especifica de proteases de Trichoderma asperellum
(T00) foi maior em relagdo aos outros isolados (Figura 5). Nota-se que a atividade de
protease desse isolado foi maior no inicio ¢ no ultimo dia da indugdo (6 e¢ 48 horas
respectivamente). O isolado 7. virens (301/01) também apresentou atividade de
proteases entre 12 e 24 horas. Com relagdo as duas espécies de Trichoderma harzianum
(ALL42 e 494/02) apresentaram niveis muito baixos em todos os tempos. Esses
resultados podem ser relacionados com a elevada capacidade de micoparasitismo das
duas espécies que apresentaram efetiva capacidade micoparasita em 96 horas (Figura 4
A e C) onde se observa um avango efetivo em dire¢do ao micoparasita.

Embora Mischke tenha relatado que a atividade especifica de proteases
produzidas por cepas de Trichoderma nao parega se correlacionar com a sua capacidade
de controle bioldgico conhecido, outros estudos indicam o oposto (FLORES et al,
1997). Sistemas de transformagdo foram desenvolvidos para aumentar o nimero de

copias do gene PRBI, codificante de uma serino protease, de T atroviridae envolvido na
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expressdo de proteases, este exibiu um maior controle de R solani sugerindo que esse
gene e suas proteases estio relacionados ao micoparasitismo (FLORES et al, 1997).

A superexpressao de TVSPI, codificante de uma serino protease, em 7'
virens também resultou em uma atividade aumentada no biocontrole contra R solani. Os
resultados destes estudos sugerem que a superexpressao de genes de codificagdo de
protease e uma ferramenta poderosa para a melhoria da estirpe (KREDICS et al, 2005).
No entanto, Flores e colaboradores (1997) relataram que os mutantes com niveis
extremamente elevados de proteases em seu estudo ndo foram os melhores agentes de

biocontrole em todos os casos.
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Figura 5: Atividade especifica dos extratos brutos de proteases em azocaseina frente 8 PCRS
com os tempos de indugdes de 6, 12, 24 e 48 horas

6.3. Cromatografia de afinidade

Para obtencdo do extrato de proteases (EP), foi realizada uma cromatografia de
afinidade com bacitracina de acordo com Van Noort et al.,(1991). A cromatografia foi
realizada nos sobrenadantes do tempo de 48 horas de indugdo. Esses sobrenadantes
foram dialisados e concentrados por liofilizagdo e aplicados em uma coluna de afinidade
com bacitracina. A eluicdo das proteases ligadas a coluna foi realizada em dois
diferentes pHs, 5,0 e 8,0 para avaliar o perfil das proteases (Figura 6 A,B,C ¢ D).

A Bacitracina atua como um inibidor de todas as classes de protease, ou seja,

atua inibindo pepsina (uma aspartico protease), papaina (uma cisteino proease),
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subtilisina (serino protease) ¢ leucinaminopeptidase (uma metaloprotease). Embora a
natureza da ligagdo de proteases com a bacitracina ndo seja bem compreendida,
interagdes eletrostaticas e hidrofobicas e em alguns casos ions metalicos podem possuir
algum papel na interagdo entre o inibidor e proteases (VAN NOORT et al.,1991).

Ap0s observar os resultados decidiu-se por reunir as fragdes das colunas eluidas
em pH 5.0 e pH 8.0 sendo aquelas que apresentaram atividade de protease (U) superior

a 0,5 U/mg de proteases. Esse extrato de proteases (EP) foi utilizado para a avaliagdo do

efeito de inibidores, ions, detergentes, pH, temperatura, substrato e realizagdo de

zimograma e SDS-PAGE .

1.4 1
A B
12 ¢ .
. 1
:z s 1
Sos g
- "5— '-‘l.‘:l
E.-" == 5,00 % e b 5 0
it 0 a4 i D
'E'l.l-; E /\‘
o / W\J
B
P 3 3 4 % & F E- 9 0 i) 13 BD B4 iS ¥ 4 % &6 7 B % DLORE DY DB LADS
Adii il promp
15 c 7
D
1=
: ) 16
1 wld
1% E];
. ]
_ " 1 \
= j ! =i 50 i b "r A
£ 1 / 808
z / S E B pH &0
b L
g : / ; ,r“' 5
& 05 A i 4 - Y
: &
i 0.l |
0 i
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1058111213 141% 1 £ 3 4 % &6 7 & 9 10011 K& 13 14 15
a5 ARl i A

Figora 6: Cromatografia de afinidads em coluna com bacitracina em pH 5,0 = 8.0 nos izolados d= Trichoderma (A)
Cromatografia d= afinidede para T hargignam ALL 42 (B) Cromatografia de afinidsds para T harzianum
404102, (C) Cromatografia de afinidade para T ggpereliym T00. (D) Cromatografia de afinidads para T
virens 301/01.
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Para avaliar a pureza do extrato de proteases (EP) dos isolados bem como o
desenvolvimento da coluna de bacitracina, foi determinada a atividade de glucanases e
quitinases. Em todos os extratos de proteases dos isolados utilizados nesse estudo

apresentaram resultados negativos para essas enzimas.

6.4. Avaliacao das classes de proteases nos extrato de proteases (EP) dos isolados

de Trichoderma.

Inibidores PMSF e EDTA foram utilizados para avaliar o efeito desses na
atividade de proteases nos extratos obtidos na cromatografia de afinidade dos isolados
de Trichoderma. O fluoreto de fenilmetanosulfonila (PMSF) reage com o residuo de
serina do sitio ativo de serino proteases. As metaloproteases sdo, geralmente, inibidas
por agentes quelantes metalicos como o acido etilenodiaminotetracético (EDTA) que
forma complexos muito estaveis com diversos ions metalicos.

Ambos os inibidores inibiram em média 20% a atividade de proteases do isolado
T00. Foi observado ainda que esses inibidores ndo foram tdo efetivos na inibigdo da

atividade de proteases dos outros isolados onde a inibigdo foi menos de 10% (figura 7).
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Figura 7: Efeito de inibidores nos extratos parcialmente purificados de proteases em azocaseina
em pH 7,0.

Como observado na figura 7 o inibidor de serina protease, fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF), inibiu em media 20% a atividade enzimatica em todos os
isolados demonstrando que nesses isolados pode haver enzimas desse grupo, mas ndo

sdo predominantes no extrato. Secades e Guijarro (1999) demonstraram resultado
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similar em Yersinia ruckeri, no entanto no trabalho deles a enzima foi inibida quase
totalmente por EDTA.

A grande maioria das proteinas neutras sdo pertencentes a familia de serino
proteases ou metaloproteases (CALDAS et al, 2001). As serino proteases nao sio
afetadas por agentes quelantes como o EDTA, este sendo um inibidor mais eficiente
para metaloproteases, estas também necessitam de um ion metalico normalmente
divalente para a sua atividade, isso permite compreender o aumento da atividade em
presenga de ions metalicos divalentes (Mn, Mg, Ca ¢ Fe). A figura 7 mostra que houve
inibi¢do de todos os extratos por EDTA de até 20% da atividade enzimatica, indicando a
presenca de metaloproteases, mas estas também ndo sdo predominantes no extrato.
Ambos inibidores permitiram verificar que um complexo de proteases pode atuar
conjuntamente ou estarem presentes no processo de micoparasitismo de 7richoderma
frente a PCRS, uma pequena distingdo nos valores de inibi¢do para os diferentes
isolados permite a sugestdo de que as mesmas familias de proteases estejam agindo
durante esse processo.

Os inibidores podem ser enquadrados em dois grupos: inibidores sitio-
especificos, que modificam irreversivelmente um aminoacido do sitio ativo, ¢ aqueles
que ocorrem naturalmente, os quais podem atuar como pseudosubstratos. Tanto os
inibidores sintéticos quanto os naturais imitam o substrato, competindo com o mesmo
na ligagdo com o sitio ativo das proteases. Membros do primeiro grupo sdo os inibidores
de serino proteases, como o diisopropil fosfofluoridato e o fluoreto de
fenilmetanosulfonila (PMSF), que reagem com o residuo de serina do sitio ativo, e
clorometilcetona derivada de aminoécidos e peptideos que reagem com a histidina da
triade catalitica. As metaloproteases s3o, geralmente, inibidas por agentes quelantes
metalicos como o acido etilenodiaminotetracético (EDTA) que forma complexos muito
estaveis com diversos ions metalicos. Entre eles estdo: magnésio e célcio, em valores
de pH acima de 7,0 e manganés, ferro(Il), ferro(Ill), zinco, cobalto, cobre(Il),
chumbo e niquel em valores de pH abaixo de 7,0. O EDTA ¢ um é&cido que atua
como ligante hexadentado, ou seja, pode complexar o ion metalico através de seis
posi¢des de coordenacdo, que sdo elas: através de quatro anions carboxilato (-COQ),
apos a saida dos 4H" dos grupos carboxilicos, e também através dos dois N (HARRIS,
2007). Os inibidores combinam-se de forma irreversivel com o sitio ativo e sdo
convertidos em uma forma modificada na qual um peptideo ¢ clivado, o qual

corresponde ao substrato de especificidade primaria do substrato da protease.
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6.5. Avaliacdo da Atividade enzimatica dos extratos de proteases (EP) dos isolados

de Trichoderma em Albumina e Azocaseina.

Nos substratos testados a atividade especifica permaneceu entre 1,8 ¢ 2,9
U.mg.L-1 demonstrando atividade superior quando em presenca de azocaseina para os
diferentes isolados como demonstrado na figura 8, ja a albumina na mesma
concentracdo manteve atividade especifica um pouco abaixo da azocaseina, verificou-se
dessa forma que todos os isolados possuem atividade proteolitica em ambos substratos,

mas a azocaseina foi superior a albumina.
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Figura 8: Efeito dos substratos azocaseina e albumina na concentragdo de 10mg/mL sobre a
atividade especifica dos extratos parcialmente purificados. A atividade especifica foi calculada
levando-se em consideracdo triplicatas.

6.6. pH e temperatura 6timos dos extratos de proteases (EP) dos isolados de

Trichoderma.

A atividade das enzimas nos EPs foi testada como descrito no item 5.10. A
temperatura 6tima encontrada foi de 50°C com perda pronunciada de atividade em 60°C
para todos os isolados (Figura 9). A atividade especifica apresentada por 7. asperellum
e T. virens foram superiores a de 7. harzianum frente a PCRS. T. asperellum manteve
indices de atividade especifica em 60°C superior aos demais isolados.

T. harzianum foi bem descrito na literatura como micoparasita de diversos
fitopatogenos, com relagdo aos seus baixos indices de atividade especifica, estes, podem
significar eficiéncia no mecanismo micoparasita contra PCRS, como relatado por Flores

et al (1997) em seu estudo que isolados com niveis extremamente elevados de
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proteases em seu estudo ndo foram os melhores agentes de biocontrole em todos os

casos.
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Figura 9: Efeito de temperatura nos extratos parcialmente purificados de proteases obtidos de
cinética de inducdo frente a PCRS. A atividade especifica foi calculada pela média de trés
analises. (T00 — T. asperrellum; 301/01 — T. virens; ALL 42 ¢ 494/02 — T. harzianum)
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Figura 10: Efeito de pH nos extratos parcialmente purificados de proteases obtidos de cinética
de inducdo frente a PCRS. A atividade especifica foi calculada pela média de trés analises. (T00
—T. asperrellum; 301/01 — T. virens; ALL 42 ¢ 494/02 — T. harzianum)

Todos os isolados demonstraram atividade maxima em pH 8,0 o que pode

indicar prevaléncia de proteases alcalinas nos EPs (Figura 10). A atividade especifica
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apresentada por T. asperellum e T. virens foram superiores a de T. harzianum frente a
PCRS. T. asperellum manteve indices de atividade especifica em todos os pHs muito
superior aos demais isolados. T. harzianum manteve perfil proteico bem inferior a T.
virens e T. asperellum, mas em pH 8,0 sua atividade especifica dobrou. T. harzianum
(494/02 e ALL 42) apresentaram um constante crescimento na atividade com o aumento
de pH demonstrando a prevaléncia de proteases alcalinas, enquanto 7. virens e T.
asperellum e demonstraram pequeno crescimento na atividade em relacdo ao pH 7,0 e
8,0, 0 que pode indicar prevaléncia de proteases tanto neutras e alcalinas.

Proteases alcalinas foram descritas em varios trabalhos, Dunaevsky e
colaboradores (2006 apud SIMKOVIC 2008) purificaram em 7. harzianum uma serino
protease em pH otimo 7,0. De Marco e Felix (2002) descreveram proteases em pH
otimo 8,0 para T harzianum, ¢ Dienes et al (2007) uma protease para 7. reesei do tipo

“tripsin-like™ em pH 8,0.

6.7. Efeito de detergentes nos extratos parcialmente purificados

O SDS (dodecil sulfato de sodio) e um tensoativo anidnico que quando em
solug@o aquosa possui carga negativa em sua por¢ao hidrofilica, ligando-se dessa forma
as porcdes positivas das enzimas solubilizando-as no meio, consequentemente
inativando-as. Os principais representantes desta classe sdo os sabdes de acidos graxos,
os alquil sulfatos, os alquil éter sulfatos e os alquil sulfossuccinatos.

Ja o Triton X-100 (Ester octilfendlico de decaetilenglicol) e um detergente nio-
ionico do tipo polietdxi. Esse tensoativo do tipo ndo idnico e constituido por uma cadeia
de polioxietileno e uma porg¢do hidrofilica. O Triton X-100 ¢ anfifilico, ou seja, ¢ uma
espécie quimica de origem orgénica que apresenta em sua estrutura uma parte polar e
hidrofilica e outra apolar e hidrofobica. Os atomos de oxigénio da por¢do hidrofilica
(poliéter) tornam a molécula solivel em agua devido a possibilidade de formacdo de
ligacdes de hidrogénio, e a porcdo hidrofobica ¢ formada pelo grupo p-t-octilfenil

(FONSECA, 2004).
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Figura 11: Efeito de detergentes nos extratos parcialmente purificados de proteases. O controle
para andlise de efeito de detergentes foi o extrato de cada isolado nas mesmas condi¢des de
testes, sem o agente detergente. O calculo foi realizado com a média de trés amostras. (T00 — T.
asperrellum; 301/01 — T. virens; ALL 42 ¢ 494/02 — T. harzianum)

Houve um decréscimo de atividade no uso de ambos detergentes para todos os
isolados, isso sugere que essas substincias possam interagir com estruturas quaternaria
e terciaria de algumas enzimas do extrato de modo que algumas proteases possam
perder a sua atividade. No entanto, a atividade especifica continua interessante
demonstrando que grande parte do extrato proteico continua atuante mesmo em
presenga desses detergentes. Essa observagdo é extremamente relevante para enzimas de
uso industrial, por exemplo (FELIX et al 2004). A pequena discrepancia entre as
atividades relativas encontradas para os diferentes isolados pode sugerir grupos

parecidos de proteases atuantes ou presentes em todos os extratos.
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6.8. Efeito de ions na atividade enzimatica nos extratos de proteases (EP) dos

isolados de Trichoderma.
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Figura 12: Efeito de ions nos extratos parcialmente purificados. O controle para a analise foi
realizado com os extratos dos isolados nas mesmas condigdes de teste sem a adi¢dao de ions. O
calculo foi realizado com a media de trés amostras. (T00 — T. asperrellum; 301/01 — T. virens;
ALL 42 ¢494/02 — T. harzianum)

Os cations Cu™ e Na' suprimiram a atividade dos extratos em ate 20%
provavelmente competem com o substrato pela carga negativa de algum aminoacido
estrutural, desfavorecendo a ligacdo enzima-substrato diminuindo desse modo a
atividade enzimatica. O cation Ca™?, no entanto, aumentou em até 40% a atividade dos
extratos, fons metalicos como Fe™, Mn™ e Mg™ aumentaram ou mantiveram a
atividade enzimatica proxima a do controle isento de ions. Pode haver alguma interacao
destes cations com o centro ativo, que altere a configurago tridimensional do sitio de
catalise, interferindo na interagdo enzima-substrato de tal forma a melhorar a atividade
enzimatica. Esses resultados podem sugerir a presenca de enzimas tipo metaloproteases
dependentes de Fe™, Ca™, Mg™ ou Mn'?, (cations divalentes) ¢ estas podem possuir
papel importante no mecanismo de micoparasitismo.

As proteases alcalinas em especial metaloproteases requerem ions metalicos
divalentes como Ca™, Mg™ ou Mn"™ ou até mesmo a combinacio desses cations para
aumento da atividade enzimatica. Acredita-se que esses cations protegem a enzima da
desnatura¢do em razao da temperatura alta, mantendo a atividade em temperaturas mais

elevadas que outras proteases (GIONGO, 2006).
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O aumento da for¢a idnica, causado pelo aumento da concentracdo de sais em
solu¢do, leva a uma diminuigdo da atragdo entre ions de carga oposta e,
conseqiientemente, desfavorece a interacdo enzima-substrato. Tal fato também pode
explicar a atividade inibidora de KH,POy, que libera anions com carga -2 em solugdo. A
forca i6nica de uma solucdo depende da concentragdo molar de cada ion, mas também
da carga destes ions. Quanto maior a carga do ion maior sera seu efeito na forca idnica.
Portanto, solu¢gdes com mesma molaridade, mas compostas por sais de cations com
diferentes cargas terdo maior forca ionica. (SENA, 2006)

As solugdes de MgCl2, MnCl,, CuCl, e CaCI2 0,05 M tem forca idnica duas
vezes maior que solugdes de Na, WOy, (tungstato de sodio), KNaC,sH4O¢ 4H,O (tartarato
de sodio e potassio) e KCl 0,05 M. No entanto tal fato ndo contribui para que os ions
divalentes tivessem maior poder inibitorio sobre a atividade enzimatica dos extratos,
com excecdo do Cu. A maior forca i0nica apresentada por solugdes equimolares de
cations divalentes, comparada as solu¢des de cations monovalentes, resulta numa maior
interagdo entre ions de carga oposta, € conseqiientemente, favorece ainda mais a
interacdo enzima-substrato.

O aumento da forga i6nica da solu¢do pode também quebrar o padrdo normal de
interagdes eletrostaticas que mantém a estrutura da enzima, o que pode levar a uma
alteracdo conformacional no centro ativo ¢ alterar a atividade enzima-substrato, no
entanto o contrario foi percebido nesse estudo talvez porque a concentracdo de ions
testada ndo resulte em aumento da forca ionica, outra explicagdo e que os aminoacidos
dos sitios ativos das enzimas dos extratos sejam dependentes de cations divalentes

(SENA, 2006).
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6.9. Analise do perfil proteico dos EP dos isolados de 7richoderma por SDS-PAGE

e Zimograma em gelatina a 12%.

Figura 13- Zimograma dos extratos de proteases dos isolados de Trichoderma.l) T.
asperellum (T00); 2) T. harzianum (ALLA42); 3) T. harzianum (494/02); T. virens
(301/01).

MM 1 2 3 4

Figura 14- SDS-PAGE dos extratos de proteases (EP) dos isolados de
Trichoderma. Marcador Molecular (MM); 1) T. asperellum (T00); 2) T harzianum
(ALLA42); 3) T harzianum (494/02); 4) T.virens (301/01).



O perfil das proteases dos EPs dos isolados de Trichoderma foi analisado por
eletroforese ndo desnaturante (Zimograma). Todos os extratos de proteases dos isolados
apresentaram isoformas (setas). As bandas proteicas correspondentes aos halos de
degradacdo do substrato (gelatina) apresentaram padrio de degradacdo diferente
mostrado pelas setas. Nota-se ainda que com excecdo de T. asperellum todos os outros
isolados apresentaram uma isoforma bem distanciada presente bem abaixo no gel
(Figura 13).

Para avaliar o perfil de proteases dos isolados foi realizada uma eletroforese
desnaturante SDS-PAGE. O perfil de bandas proteicas mostrou-se muito diversificado.
Pode-se notar que o isolado 494/02 (T. harzianum) apresenta um perfil de bandas menor
em relagdo aos outros isolados. Todos os extratos de proteases foram adicionados tanto
no gel SDS-PAGE quanto no zimograma na concentragdo de 30ug de proteina (Figura
14).

6.10. RT- PCR dos isolados de Trichoderma para os isolados de 7T harzianum
(494/02 e ALL 42)

Para a analise da expressdao dos genes de proteases foi realizada a técnica de RT-
PCR. Para isso, os micélios das indug¢des nos tempos de 6, 12, 24 ¢ 48 horas dos
isolados de Trichoderma foram utilizados. Para o controle as mesmas indugdes foram
feitas com os isolados sendo que os meios continham glicose a 2% como unica fonte de
carbono.

Os primers testados nesse estudo foram desenhados por um pesquisador do
nosso grupo, a partir da montagem de uma biblioteca de cDNA para T. harzianum (ALL
42) crescido em parede celular tratada de F. solani a partir do mRNA total extraido
durante cinética de indugdo sem normalizag¢do ou subtracdo.

Durante a realiza¢do da técnica de RT-PCR foi observado que a amplificagdo
dos genes de proteases ndo ocorreu para 7. virens e T. asperellum, desse modo a
comparagdo foi feita somente para 7. harzianum (494/02 ¢ ALL 42). O fato dos primers
ndo serem amplificados de modo satisfatério para T. virens e T. asperellum pode ser
explicado pela especificidade da biblioteca de ¢cDNA que foi montada para T.
harzianum (ALL42) demonstrando que essas regides podem sdo ser conservadas para

familias diferentes.
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Os primers utilizados foram escolhidos de acordo com que a amplificacdo
ocorria perfeitamente dentro da curva esperada de RT-PCR para ambos os isolados de
forma que pudesse haver posterior comparacdo, levando-se em consideracdo que os
primers para serem testados deveriam amplificar proteases que tivessem papel relatado
dentro do micoparasitismo, dessa forma foram selecionadas aspartato protease, aspartic,
serina protease € uma tripsin-like, que ja foram bem descritas na literatura como
participantes ativas do processo de micoparasitismo por 7. harzianum (RAMADA, 2010)

A RT-PCR foi realizada tendo como normalizador o gene da tubulina que ¢
expresso constitutivamente pelo Trichoderma spp. Como controle o isolado crescido em
mesmas condi¢des somente variando a fonte de carbono para glicose (Figura 15 e 16). E
importante ressaltar que as colunas abaixo de 0 (Figuras 15 e 16) ndo significam ndo
amplificacdo ou ndo expressdo, mas sim que em comparagdo a quantidade de protease

expressa quando a fonte de carbono foi glicose, a expressdo do teste foi bem inferior.

ALL 42
494/02
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159
B3 RS 6h B3 RS 6h
D RS 12n B8 RS 12h
RS 24h Bl RS 24h =

B3 RS 48h ] 104

[ RS 48h

Expressio relativa (log 5)
Expressao relativa (log »)

Figura 15: Expressdo de proteases frente a PCRS em 6, 12, 24 e 48h de indugdo, como
comparacdo foi usado glicose como sendo o 0 do grafico, e o normalizador a Tubulina de T
harzianum ALL 42 e 494/02.

Foi observado que isolado 494/02 tem expressdo aumentada de todas proteases
testadas em 24h e 48h na presenga de R solani. Isso pode ser um indicio de que a
principio esse isolado secreta outras enzimas hidroliticas para iniciar o processo de
micoparasitismo ¢ complementa o processo com as proteases testadas (Figura 15). Ja

ALL 42 a principio secreta todas as proteases testadas na maior parte do tempo
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sugerindo concomitancia entre as demais enzimas hidroliticas testadas no mecanismo de
micoparasitismo (Figura 15 e 16), isso pode ser um indicativo de que ALL 42 possui
um complexo mecanismo de secrecdo de enzimas hidroliticas para garantir sua
vantagem competitiva frente ao fitopatogeno.

Os valores de expressao relativa encontrados para o isolado 494/02 (Figura 15)
podem ainda indicar que durante o processo de micoparasitismo frente a PCRS este
isolado secreta enzimas hidroliticas diferentes das testadas para garantir a prevaléncia
sobre o fitopatogeno.

GEREMIA et al (1993) demonstrou que proteases alcalinas sdo reprimidas
quando Trichoderma harzianum foi crescido em fonte de carbono exclusiva como
glicose. Alem disso genes como PRAI, PRBI e Tvspl que codificam serina proteases
sdo induzidos em condigdes de micoparasitismo, bem como frente a PCRS
(GOLDMAN & GOLDMAN 1998; GEREMIA et al 1993; POZO et al 2004) e parede
celular de B cinérea (SUAREZ et al 2007).

TSENG et al. (2008) estudou as proteinas secretadas por Trichoderma
harzianum ETS323 em resposta a Rhizoctonia solani, avaliando as diferengas das
proteinas secretadas por ele quando crescido em meios contendo diferentes fontes de
carbono (glicose, glicose + micélio de R. solani desativado e micélio de R. solani).
Foram selecionadas 43 bandas, das quais 35 exibiram sinais de LC-MS/MS. No total, 8
proteinas foram identificadas [glicosil hidrolase 37 kDa, glicosil hidrolase 118 kDa,
possivel l-aminodcido oxidase (7. harzianum), possivel protease aspartica (7.
harzianum), B-glicosidase 92 kDa, endoquitinase 42 kDa (Trichoderma sp.), B-
glicosidase 94 kDa, serina protease alcalina.

Um estudo da resposta protedmica de Trichoderma atroviride quando crescido
na presenga de parede celular de Rhizoctonia solani ¢ em glicose foi realizado por
GRYNIER et al. (2005). Foi observado que 56 bandas de proteinas estavam mais ou
somente expressas no micélio crescido em meio contendo parede celular de R. solani.
Com o objetivo de investigar proteinas possivelmente relacionadas com o
micoparasitismo, essas bandas foram analisadas, ¢ 24 bandas, correspondendo a 8
genes, foram identificados, 20 sendo eles: N-acetil-B-D-glicosaminidase, endoquitinase
42 kDa, protease vacuolar A, fator de iniciacdo eucaridtica 4a, proteina hipotética,
superoxido dismutase, protease trypsin-like e serina protease. Das trés proteases
identificadas (nunca descritas antes em 7. atroviride), chama atengdo a serina protease,

que quando comparada em bancos de dados com proteinas de Trichoderma, incluindo

54



uma serina protease (gene prbl), ndo obteve correspondéncia, sugerindo que a protease
identificada ¢ diferente daquela caracterizada de 7. harzianum. Portanto o perfil de
expressdo de proteases muda entre as espécies e provavelmente o mecanismo de
secrecdo dessas proteases e hidrolases muda também com a espécie de Trichoderma,

SUAREZ et al., 2005 cresceram um isolado de 7. harzianum em meio contendo
parede celular de diferentes fitopatdgenos (Pythium ultimum, Botrytis cinerea e
Rhizoctonia solani) ou quitina, ¢ foram observados 33, 62, 122 e 256 bandas de
proteinas, respectivamente. Foram selecionados 4 bandas (s1, s2, s3 e s4), que estavam
presentes em todas as condi¢des de crescimento. A banda sl foi a mais expressa em
todas as condicdes e foi identificada como uma protease aspartica pela similaridade com
as de proteases de varios organismos. Foi observado também que a resposta protedmica
de T. harzianum varia tanto quantitativamente quanto qualitativamente de acordo com a
parede celular utilizada durante o crescimento, sugerindo que 7. harzianum ¢ habil para
modificar a produgéo dessas proteinas de acordo com o fungo hospedeiro.

Para comparagdo e posterior correlagdo com as proteases mais trés enzimas
hidroliticas foram analisadas quanto a expressdo frente a PCRS, sdo elas: B 1-3
endoglucanase, N- acetil-glicosaminidase (Nagase) e quitinase 42kD, também
escolhidas por serem bem relatadas no mecanismo de micoparasitismo de 7. harzianum

em Rhizoctonia solani.

ALL 42 494/02 @ o
6 - B3 12
§- B3 12h B zh
B8 24h
I [ 48h
. g
E 5 I’:::E |. s ! -
w =104
090 qﬁ &
& @‘S? \,-aod,
1 o &

Figura 16: Expressdo de enzimas hidroliticas frente a PCRS em 6, 12, 24 e 48h de indugéo,
como comparagdo foi usado glicose como sendo o 0 do grafico, e o normalizador a Tubulina de
T harzianum ALL 42 e 494/02.
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A expressdo das demais hidrolases testadas B 1-3 endoglucanase, N-acetil
glicosaminidase (Nagase) e quitinase 42kD foi diferente nas duas espécies de T
harzianum, em 6 horas 494/02 secretou mais B 1-3 endoglucanase em detrimento das
outras. Enquanto ALL 42 obteve expressio também de N-acetil glicosaminidase
(Nagase), mas em valores bem mais discretos, em 12 horas o isolado ALL 42 teve
suprimida qualquer expressdao de hidrolases, enquanto o 494/02 manteve aumento de [3
1-3 endoglucanase e N-acetil glicosaminidase (Nagase), s0 tendo suprimida sua
expressdo de hidrolases em 24h e posteriormente totalmente em 48h (Figura 16).

Enquanto a expressao dessas enzimas hidroliticas permaneceu constante durante
os tempos de indugdo em ALL 42, o isolado 494/02 expressou essas apenas em 6 ¢ 12
horas diminuindo a sua expressao quando comparado com a fonte de carbono glicose.

ALL 42 em 24h passou a expressar N-acetil glicosaminidase (Nagase) mas em
48h diminuiu sua expressdo. Inicialmente frente a parede de R. solani a expressdo de B
1-3 endoglucanase se torna alta em ambos T harzianum, posteriormente com o contato
prolongado as expressdes em ambos parece ser inibida, sendo que ALL 42 mantém os
indices de expressdo se comparado a 48h, enquanto a quitinase 42kD parece ter uma
fun¢do no micoparasitismo, mas ndo ¢ expressa acima do controle.

A producdo de hidrolases de parede celular fingica por espécies do género
Trichoderma ja foi descrita como uma importante etapa para a sua atividade e acdo
micoparasita contra fitopatogenos (BENITEZ et al 2004; ALMEIDA et al 2007). A
expressao de genes que codificam essas enzimas ¢ diferenciada nas diversas espécies de
Trichoderma, essa expressdo parece ser regulada de acordo com a fonte de carbono na
qual houve crescimento fungico, incluindo-se as paredes celulares de fitopatdogenos,
como a PCRS. (STAYAERT et al 2004).

Os niveis de expressdo de hidrolases parecem aumentar quando o Trichoderma
foi cultivado em meios ricos em quitina e em meios com parede celular de fitopatdogenos
como demonstrado em trabalhos com Pythium ultimum, Botritys cinérea e Rhizoctonia
solani (SUAREZ et al 2005) R. solani ( ALMEIDA et al 2007; TSENG et al 2008) B.
cinérea (YANG et al 2009) R. solani, Fusarium sp e Macrophomina phaseolamina

(MONTEIRO et al 2010) e F solani (RAMADA 2010).
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6.11. Correlacao entre quitinase 42 kD, nagase e f — 1,3 endoglucanase e proteases

nos isolados de 7. harzianum (ALL42 e 494/02)

Para tentar compreender a correlagdo entre a expressdo de hidrolases e proteases
no processo de micoparasitismo foi realizado o teste de Pearson, sendo que o nivel de
significancia foi ajustado pela corre¢do de Bonferroni, que ¢ dada por = a /N, onde
e o nivel de significancia corrigido, a ¢ o nivel de significancia do teste (0,05) eo N e o
numero de amostras do teste.

As correlagdes foram calculadas mediante os valores de expressdao em 48 horas
de indugdo para: quitinase 42kD, nagase, B 1-3 glucanase, aspartato protease, tripsin-
like, aspartic e serina endopeptidase.

Correlagdes positivas e negativas significativas foram tidas de pelo menos 60%
de incidéncia, (valores em tabela em torno de 0,6-positiva e -0,6-negativa) sendo
fortemente positivas ou negativas quando acima de 85% (valores em tabela em torno de
0,85-positiva e -0,85-negativa). As que se tornaram significativas positivas para o
isolado ALL 42 foram a expressdo entre aspartic e serina endopeptidase, o que
estatisticamente parece ser dependente, sugerindo acdo sinérgica entre ambas proteases,
a expressdo de aspartato protease e todas as hidrolases sugerindo também sinergismo
entre a hidrolase e as proteases em estudo. Outras correlagdes significativas positivas
foram entre B 1-3 glucanase e nagase e quitinase 42kD; e nagase e quitinase 42kD
demonstrando sinergismo entre as hidrolases secretadas. Ja correlagdes negativas
significativas foram observadas entre trypsin-like e B 1-3 glucanase, nagase e quitinase
42 kD sugerindo que quando uma estiver em a¢do é muito pouco provavel que alguma
enzima hidrolitica testada também esteja (tabela 5).

Atividades proteoliticas alcalinas associadas as atividades de quitinases ¢ B 1-3
glicanases demonstraram-se significativas contra fitopatogenos como F. oxysporum ¢ R.
solani (MONTEIRO et al 2010, RAMADA 2010). Esses trabalhos demonstraram a
correlacdo entre atividade antagonica e producdo de hidrolases de parede celular
fungica. Alem do papel do micélio ou parede celular do fungo hospedeiro como indutor
de expressdo dessas atividades.

E relatada em T viride e T harzianum a agdo sinérgica de enzimas hidroliticas e
proteases no mecanismo de micoparasitismo no momento da degradagdo da parede
celular do patdogeno (BENITEZ et al, 2004), acredita-se que a secre¢do de uma protease

ative a secrecdo de outras agindo conjuntamente para aumento da efetividade do
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controle ¢ degradagdo da parede celular do patdégeno. O fato de ndo correlagdo pode
indicar outros mecanismos de micoparasitismo sendo expressos somando-se a

degradacdo da parede celular. Esse mecanismo ainda e pouco compreendido.

Tabela 5: Correlagdo entre enzimas expressas em PCRS de ALL 42

Aspartato ] Serina Trypsin- B1-3 Quitinase
protease Aspartic Endopeptidase like glucanase Nagase 42kD
Aspartato 1

protease

Aspartic -0,3287 1

Serina
Endopeptidase ~0-2471  0.8044 1
Trypsin-like ~ -0,2421 0,4789  -0,1347 1
B1-3
0,7110 -0,0401 0,3806 -0,6728 1
glucanase

Nagase 09171 -0,6655 -0,4618  -0,4733 0,6411 1

inztli(rie)lse 0,7317 -0,4122 0,0699 -0,8277 10,9248 0,8076 1

Tabela 5: Correlag@o entre enzimas expressas em PCRS de ALL 42. As correlagdes de numero
1 sdo entre enzimas idénticas. A correlagdo positiva indica quando ambas enzimas estdo atuando
no mesmo periodo, ja a correlagdo negativa indica auséncia de atuagdo conjunta.

As correlagdes significativas positivas do isolado de 494/02 (Tabela 6) foram
observadas entre aspartato protease e aspartic e trypsin-like, aspartic e trypsin-like e
como ja relatado em ALL 42 as correlagdes entre as hidrolases entre  1-3 glucanase ¢
nagase e entre quitinase 42KD e nagase e quitinase 42kD. Essa correlagdo parece se
manter conservada em 7T harzianum em ambas espécies estudadas, demonstrando o
sinergismo entre a expressdo destas. Uma correlagdo bastante interessante e
diferenciada entre ambos isolados e entre as enzimas hidroliticas e aspartato protease
que existe em ALL 42 e ndo em 494/02, essa correlacdo pode sugerir um mecanismo
evolutivo no micoparasitismo, explicando o porque de ALL 42 apresentou-se mais

efetivo no biocontrole que 494/02.
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Tabela 6: Correlacdo entre enzimas expressas em PCRS de 494/02

Aspartate
protease

Aspartic

Serin
Endopeptid
ase

Trypsin-
like

B1-3
glucanase

Nagase

Quitinase
42kD

Aspartate

protease

0,7269

-0,3145

0,9746

-0,5864

-0,4794

-0,3499

Aspartic

0,4256

0,852

-0,9337

-0,7851

-0,8973

Serin

Endopeptida

S€

20,1117

-0,5779

-0,4782

-0,7762

. B1-3 o
Trypsin- Quitinas
like glusc:na Nagase o 42kD
1
-0,7267 1

-0,55179 0,8745 1

-0,5371 0,9469 0,7428 1

Tabela 6: Correlagdo entre enzimas expressas em PCRS de 494/02. As correlagoes de numero 1
sdo entre enzimas idénticas. A correlag@o positiva indica quando ambas enzimas estdo atuando
no mesmo periodo, ja a correlagdo negativa indica auséncia de atuagdo conjunta.

As correlagdes significativas negativas sdo de aspartic entre  1-3 glucanase,

entre nagase e entre quitinase 42kD e trypsin-like entre § 1-3 glucanase demonstrando

acdo diversa entre as enzimas envolvidas, provavelmente estas devam atuar em locus

distintos na fun¢do do micoparasitismo em R solani.

Uma probabilidade para essa variagdo encontrada na expressdao de proteases ¢

enzimas hidrolicas testadas é que cada espécie possua mecanismos de expressdo de

enzimas diferenciados para o biocontrole, como foi sugerido em nosso estudo entre

494/02 e ALL 42.
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7. CONCLUSOES

* O teste de pareamento mostrou que 7. harzianum, T. asperrellum e T. virens sdo
eficientes na capacidade antagonista no fitopatogeno R. solani utilizado nesse
estudo. Sendo que 7. asperrellum e T. virens foram mais rapidos que os T.
harzianum, enquanto para 7. harzianum o isolado ALL 42 foi mais rapido e
eficiente que 494/02

= Cromatografia de afinidade em Bacitracina foi eficiente para obtencdo de um
extrato de proteases.

« Efeitos de ions, inibidores, detergentes, substrato, pH e temperatura foram
diferentes para os isolados de Trichoderma sugerindo variagdes de perfil
proteico para esses extratos purificados frente a PCRS,

* Como demonstrado na eletroforese em gel de poliacrilamida e em zimograma
em gelatina a quantidade de proteases secretadas pelo isolado 494/02 e bem
inferior que o isolado ALL 42 nas condigdes de indugdo frente a PCRS.

* A diferenga na expressdo observada na analise de RT-PCR para 7, harzianum
(494/02 e ALL 42) das inducdes quando foi crescido em meio contendo parede
celular de R. solani mostra que a variagcdo da secrecdo de proteinas varia de
acordo com o indutor ¢ com a espécie.

» CorrelagOes positivas e negativas entre as expressoes de proteases e hidrolases
foram estabelecidas sugerindo secre¢do seguida e/ou conjunta dessas enzimas no
processo de micoparasitismo. Em ALL 42 uma correlagdo interessante foi
observada entre hidrolases e aspartato protease ndo encontrada em 494/02
sugerindo que este pode ser um dos motivos para a¢do micoparasita melhorada

em ALL 42 frente a PCRS.
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