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RESUMO

Espécies do género Trichoderma tém sido encontrados atacando uma
grande variedade de fungos patogénicos e usados como agente de
biocontrole. A maioria das preparacoes a base de Trichoderma, utilizadas
comercialmente para controle biolégico, sdo de Trichoderma atroviride ou
Trichoderma harzianum. Entretanto, Trichoderma asperellum, uma espécie
pouco estudada, € um efetivo agente de controle biolégico contra alguns
fungos patogénicos. A interagcdo de T. asperellum com Rhizoctonia solani é
caracteristica de micoparasitismo, envolvendo crescimento em direcdo ao
hospedeiro, producdo de estruturas semelhantes a apressoérios e
enrolamento das hifas. A maioria dos fungos fitopatogénicos possui parede
celular contendo quitina, organizada em camadas regularmente ordenadas
e b-1,3-glucanas arranjadas como um enchimento de maneira amorfa.
Quitinases e b-1,3-glucanases tem sido diretamente envolvidas nas
interagbes de micoparasitismo entre espécies de Trichoderma e seus
hospedeiros. Neste trabalho n6s apresentamos a analise da expressao de
exo-b-1,3-glucanases produzidas por T. asperellum durante o crescimento
em diferentes fontes de carbono. Também demonstramos que a expressao
do gene tag83 ocorre quando o T. asperellum cresce sob simulagéo de
antagonismo contra R. solani. Estudamos a regulacdo do gene codante da
exo-b-1,3-glucanase extracelular (tag83) produzida pelo micoparasita T.
asperellum. Foi detectada atividade enzimética em todas as fontes de
carbono avaliadas, com niveis elevados encontrados quando amido e
parede celular de R. solani foram utilizados. Estes resultados sao apoiados
pela presenca de uma forte banda com atividade enzimatica em gel nao-
desnaturante (PAGE). Experimentos utilizando RT-PCR demonstrou que a
inducdo da exo-b-1,3-glucanase em T. asperellum ocorrem em nivel
transcricional. Também utilizamos RT-PCR e PCR em tempo real para
analisar a expressao do gene tag83 durante ensaio in vivo do T. asperellum
contra R. solani. Demonstramos ainda que a expressdo de tag83 esta
significativamente aumentada na presenca de R. solani.

XIl
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ABSTRACT

Species of the genus Trichoderma have been found to attack a wide range of
plant-pathogenic fungi and have been used as biocontrol agents. The majority
of Trichoderma preparations used commercially for biological control are
Trichoderma atroviride or Trichoderma harzianum. However, Trichoderma
asperellum, a less well studied species, is also an effective biological control
agent against some phytopathogen fungi. The interaction of T. asperellum with
Rhizoctonia solani is characteristically mycoparasitic, involving growth along the
host hyphae, production of appressoria-like structures and coiling. Most
phytopathogenic fungi have cell wall that contain chitin as a structural backbone
arranged in regularly ordered layers and &a-1,3-glucan as a filing material
arranged in an amorphous manner. Chitinases and &-1,3-glucanases have
been found to be directly involved in the mycoparasitism interaction between
Trichoderma species and its hosts. In this study, we reported the analysis of
expression of the exo-b-1,3-glucanase encoding gene tag83 produced by T.
asperellum during growth in different carbon sources. We also show that
expression of tag83 gene occurs when T. asperellum grows under simulated
antagonism against R. solani. The regulation of the gene encoding the
extracellular exo-a-1,3-glucanase (tag83) produced by the mycoparasite
Trichoderma asperellum was studied. Enzyme activity was detected in all
carbon sources, but highest levels were found when starch and purified cell
walls from Rhizoctonia solani were used. These results are supported by the
appearance of one strong band with enzyme activity in non-denaturing PAGE.
Experiments using RT-PCR showed that exo-b-1,3-glucanase induction in T.
asperellum occurred at the transcriptional level. We used RT-PCR and real-time
PCR analysis to examine the expression of tag83 gene during in vivo assay of
T. asperellum against R. solani. We showed that the expression of tag83 is

significantly increased by the presence of R. solani.
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| - INTRODUCAO

1.1 Fungos do género Trichoderma

Fungos s&o seres eucariontes, unicelulares ou pluricelulares,
formados por hifas e com parede celular constituida basicamente por
glucanas e quitina. Sao heterotréficos com reproducdo sexuada e
assexuada (Figura 1).

i Estagio dicariotico

formadora de / (n+n)
Ny

espotos (1) Plasmogamia :
i BT 1s
(fusio do citoplasma) . (j"u e
/ (fusdo dos micleos)

Esporos Reproducio \
(n) Assexuada Micélio

(n)

Germinagio Esporos (11)
Meiose

D Haploide (n) \
Estrutura /

D Dicariotico (n+u) o
. Diploide (2n) espotos (1)

Figura 01 - Ciclo de vida geral de fungos.

O género Trichoderma vive tanto livremente quanto parasitando
outros fungos, e pode ser encontrado em praticamente todo tipo de solo, na
rizosfera de plantas e em matéria organica em decomposicéo, pois utilizam
varios compostos como fonte de carbono e nitrogénio (VITERBO, HAREL E
CHET, 2004; DRUZHININA E KUBICEK, 2005). Estes fungos fazem parte
da classe mitospdrica, subclasse hifomiceto, ordem moniliales
(HAWKSWORTH et al. 1995).

As colbnias podem apresentar-se dispersas e flocosas, ou
compactadas em tufos. E observada a formagdo de clamidésporos, os quais
sdo esporos de caracteristica assexual, originados por modificagBes de
segmentos das hifas. Em algumas espécies ha dependéncia da luz para a
esporulagdo (GRESSEL E HARTMANN, 1968; SAMUELS, 1996; LI et. al.,

14
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2005). O fato das espécies deste género apresentarem crescimento em
varios substratos torna este grupo de grande interesse biotecnoldgico.

Espécies do género Trichoderma tém sido investigadas como
agentes de controle biolégico durante cerca de 70 anos. Atualmente,
acredita-se que este género compreende mais de 30 espécies agregadas. A
partir do trabalho pioneiro de Weindling (1932), onde foi constatada a
capacidade de Trichoderma lignorum (Tode) Harz. (=Trichoderma viride
Pers.:Fr.) parasitar importantes patdgenos de solo em cultura, varios
trabalhos visando a utilizacdo de espécies do género Trichoderma spp. para
fins de controle bioldgico de fitopatégenos tem sido desenvolvidos (HADAR,
CHET E HENIS, 1979; CHET E BAKER, 1980 e 1981; BEAGLE-RISTAINO
E PAPAVIZAS, 1985; KWOK et al., 1987; CHET E INBAR, 1994; AGOSIN E
AGUILERA, 1998; HARMAN et al., 2004).

Diversos estudos avaliaram a utilizacdo de espécies do género
Trichoderma no controle bioldgico de fitopatdgenos. A maioria dos trabalhos
sao relacionados com T. harzianum (KITAMOTO et al., 1987; DE LA CRUZ
et al., 1995a; MELO E AZEVEDO, 1998; COHEN-KUPIEC et al., 1999;
KUBICEK et al., 2001; NORONHA E ULHOA, 2000; BENITEZ et al., 2004).
Entretanto, estudos recentes de variabilidade genética indicam que nem
todos os isolados descritos como T. harzianum, ou como outros
Trichoderma spp., sédo de fato pertencentes a estas espécies (LIECKFELDT
et al., 1999). Dados obtidos através de andlise molecular mostram que
fungos descritos como Trichoderma harzianum ou Trichoderma viride, sé&o
pertencentes a espécie Trichoderma asperellum (SAMUELS, LIECKFELDT
E NIRENBERG, 1999; DRUZHININA E KUBICEK, 2005).

Hermosa et al. (2000), realizaram anélise de regifes espacadoras
internas do gene de rDNA (ITS) de 17 isolados utilizados em biocontrole e
descritos como T. harzianum, verificando que consistem em pelo menos
guatro espécies diferentes, T. harzianum, T. asperellum, T. atroviride e T.
longibrachiatum. Em outro estudo, Kubicek et al. (2001) investigaram a
identidade de oito isolados de T. harzianum que produziam endoquitinases
de 42 kDa., eles analisaram regifes ITS 1 e 2 do rDNA e parte do gene
ech42, observando forte evidencia que dentre os oito isolados havia pelo

menos 3 diferentes espécies: T. harzianum, T. artroviride e T. asperellum.
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Reforcando a elevada diversidade genética descrita na literatura
(SAMUELS, 1996; KULLNIG, SZAKACS E KUBICEK, 2000), em outro
estudo, Kubicek, et al. (2003) isolaram noventa e seis cepas de
Trichoderma spp. no solo da regido sudeste da Asia, destes, setenta e oito
foram classificados de acordo com caracteristicas morfoldgicas,
bioquimicas e através de analise das regides ITS. As seguintes espécies
foram descritas: T. virens (16 isolados), T. spirale (8 isolados), T. koningii (3
isolados), T. atroviride (3 isolados), T. asperellum (4 isolados), T. viride (2
isolados), T. reesei (2 isolados), T. hamatum (1 isolado), T. ghanense (1
isolado) e T. harzianum/inhamatum (37 isolados), sendo que 4 isolados
apresentam tanto caracteristicas de T. harzianum quanto de T.
longibrachiatum.

No sul da China também foi encontrado um fungo deste género,
denominado T. aureoviride (BURTSEVA et al., 2003). Mais recentemente, a
variabilidade genética foi verificada em analise filogenética por Hermosa et
al. (2004) com 69 isolados de Trichoderma spp., obtidos de diferentes
localizacbes geograficas e selecionados como agentes de biocontrole. Os
dados foram obtidos através de andlise das regides ITS e do gene do fator
de elongacéo (tefl). Mais de 50% foram agrupados como pertencentes a
secdo Pachybasium, destes, 81% T. harzianum e T. inhamatum e 16%
como T. virens. Dentro da secao Trichoderma spp. foram incluidos 36% das
69 linhagens, sendo 56% agrupados com T. asperellum, 24% como T.
viride, T. atroviride ou T. koningii. Somente 10% foram localizados na sec¢ao
Longibrachiatum.

Estes dados evidenciam a grande diversidade genética em fungos
do género Trichoderma spp., a qual deve ser explorada sob o ponto de vista
biotecnoldgico, tanto para o desenvolvimento de agentes de controle
biolégico de patégenos de plantas como para producdo de compostos
biol6gicos, como enzimas e antibidticos.

Lima (2002), através de cultura monospodrica, purificou quarenta e
seis isolados de Trichoderma spp., provenientes de solo do cerrado
brasileiro e os caracterizou com base em aspectos morfologicos e
moleculares (analise da sequéncia ITS 1 e 2). Em seu estudo, a espécie
mais freqiientemente isolada foi T. harzianum (34 isolados), seguida por T.
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asperellum (4 isolados, sendo 1 deles denominado linhagem TO00), T.
koningii (3 isolados) e T. spirale (2 isolados). Trés isolados constituiram um
grupo com caracteristicas peculiares com conidios lisos e elipsoides e
culturas com pronunciado odor de coco, podendo constituir uma espécie
ainda nao descrita, embora a digestao da regido do \DNA desses isolados,
com enzimas de restricdo Eco RI, Hha I, Bam HI e Msp |, tenha mostrado o
mesmo perfil apresentado por isolados de T. koningii, sugerindo ser esta
espécie. Variacdo morfolégica foi encontrada especialmente em isolados de
T. koningii e T. harzianum. As enzimas de restricdo foram capazes de
produzir padrbes distintos de digestdo na populacdo analisada,
demonstrando elevada variabilidade genética entre estes isolados.

Lima (2002), utlizando microscopia eletronica, analisou a
morfologia do T. asperellum (TOO) e observou zonas de intensa conidiacao,
com conidiéforos apresentando fidlides pareadas e relativamente
ampuliformes, tipicas desta espécie. Descreveu também conidios de
aspecto verrugoso de formato subgloboso a ovéide (Figura 2).

17
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Figura 2 - Estrutura e ultraestrutura do Trichoderma asperellum (T00). A) Zona de
intensa conidiacdo (pustulas). Bar = 30 mm; B) Idem figura 2A, porém com maior
aumento. Bar = 20 mm C) Por¢cdo do conidiéforo mostrando as filides
relativamente ampuliformes. Bar = 20 mm; D) Parte apical do conidiéforo
mostrando fialides pareadas, tipicas da espécie. Bar = 10 mm E) Outra por¢do do
conidiéforo evidenciando as fidlides pareadas e em verticilo de 3. Bar = 10 nm. F,
G e H) Conidios subglobosos a ovéides. Bar = 10 nm. | e J) Conidios a elevada
magnificagdo (MEV), evidenciando o aspecto verrugoso. Bar = 5 mm e 0,5 mm,
respectivamente (LIMA, 2002).
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1.2 Micoparasitismo

Os fungos do género Trichoderma spp. sdo potentes antagonistas
de outros fungos, inibindo o seu crescimento (LORITO, 1998; KUBICEK et
al., 2001; WITKOWSKA E MAJ, 2002), e por esta razdo sdo considerados
importantes no biocontrole de fitopatbgenos como o Fusarium oxysporum,
Sclerotium rolfsii e Rhizoctonia solani, que causam prejuizos em culturas de
maca, rabanete, beterraba, milho, soja, tomate, morango, entre outras
(INBAR et al., 1994; LIMA, et al., 1997; YEDIDIA, BENHAMOU E CHET,
1999; MELO E AZEVEDO, 1998; KUBICEK et al., 2001; COTXARRERA et
al., 2001; GEORGAKOPOULOS et al.,, 2002; BRUNNER et al 2003;
HERMOSA et al., 2004; MONTEIRO E ULHOA, 2006). Por este motivo, 0
género possui elevado potencial de aplicagdo comercial.

O T. asperellum é uma espécie ainda pouca estudada, e tem se
mostrado efetivo como agente de controle biolégico em doencas
germinativas de sementes de arroz (WATANABE et al., 2006),
desenvolvendo micoparasitismo contra fungos fitopatogénicos como R.
solani (TRILLAS et al., 2006), Fusarium sporotrichioides (GROMOVYKH et
al., 2002) e F. oxysporum (COTXARRERA et al., 2001).

O micoparasitismo €é um processo sequencial que envolve
reconhecimento, contato, adesao, competicdo por nutrientes, expressao de
genes especificos e secrecdo de metabolitos antifungicos (HERRERA-
ESTRELLA E CHET, 1998; HARAN, SCHINCKLER E CHET, 1996;
BENITEZ et al., 2004).

Inicialmente o Trichoderma spp. cresce em direcdo a hifa
hospedeira, enrola-se e forma estruturas denominadas apressorios, que
penetram na parede celular do hospedeiro, favorecendo a entrada e
posterior crescimento dentro da hifa do hospedeiro (HERRERA-ESTRELLA
E CHET, 1998). Benhamou e Chet (1993) descreveram que inicialmente o
Trichoderma spp. promove uma desorganizagdo na estrutura da parede
celular do fitopatdgeno e um consequente desequilibrio osmotico interno
levando a uma retragdo da membrana plasmética e agregacdo no
citoplasma. Na interagcdo do Trichoderma spp. com S. rolfsii foi observado
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uma retracdo e agregacdo do citoplasma e quebra de vacuolos do
fitopatbgeno (BENHAMOU E CHET, 1996). JA& o estudo realizado por
Benhamou e Chet (1997), mostrou que na interacdo entre as hifas de
Trichoderma spp. e Pythium ultimum, o micoparasita produz glucanases,
celulases e antibidticos propiciando a sua invasdao nas células do
hospedeiro.

A expressdo de genes associados com o biocontrole parece ser
regulada por uma cascata de transducao de sinal intracelular, ativada pela
ligacdo a moléculas derivadas do hospedeiro e pode envolver a sinalizacdo
via proteina G, bem como via proteina quinase mitdogeno ativada (MAPK)
(ZEILINGER E OMANN, 2007). Estudos com o genoma de T. reesei e T.
atroviride revelou 16 proteinas relacionadas com proteina G. Rocha-
Ramirez et al. (2002) analisaram a subunidade alfa da proteina G em T.
atroviride, denominada Tgal e mostraram seu envolvimento com o
enrolamento e conidiacdo. A delecdo do gene desta subunidade da proteina
G reduz os niveis de AMPc e afeta o processo de crescimento vegetativo, a
producdo de metabolitos antifingicos e a formagdo de quitinases
(REITHNER et al. 2005), demonstrando o envolvimento da proteina G, pelo
menos parcialmente, em biocontrole. Em ensaio de antagonismo utilizando
0 mutante que sofreu delecéo de Tgal, demonstrou a incapacidade deste
Trichoderma lisar a parede celular do hospedeiro (ZEILINGER E OMANN,
2007). Gustin e colaboradores (1998), analisaram genes MAPK em fungos
filamentosos. Sabe-se que a MAPK esta envolvida com a fosforilagdo
sequencial de proteinas resultando em controle da expressdo de genes
relacionados com processos morfolégicos e de resposta ao estresse. Em T.
virens, a MAPK de classe | YERK1l foi descrita com resultados
contraditérios em relacdo a produgcdo de enzimas quitinases e proteases
envolvidas com o processos de micoparasitismo (MENDOZA-MENDOZA et
al. 2003; MUKHERJEE et al. 2003).

O mecanismo de acdo em biocontrole do Trichoderma spp. pode
ser explicado em termos de competicdo nas interagbes com o fungo
hospedeiro. No processo de competicdo, as duas populacbes tém
crescimento e sobrevivéncia prejudicados, o que representa uma relacao

negativa, ja na produgdo de antibioticos, o fungo produz tanto antibioticos
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volateis quanto ndo-volateis (HERRERA-ESTRELLA E CHET,1998;
MARTINS-CORDER E MELO, 1998; HARMAN, 2000; HERMOSA et al.,
2004; SHORESH et al., 2006).

Um grupo de enzimas liticas, incluindo glucanases, quitinases e
proteases, sdo produzidas durante acdo micoparasitica (HARMAN, 2000).
Estas enzimas agem de forma sinérgica na degradacdo da parede celular
do hospedeiro e apresentam um importante papel no mecanismo de
biocontrole (EL-KATATNY et al. 2001; LORITO et al. 1994a, 1994b;
LORITO, 1998; VITERBO et al. 2002; MARTIN et al., 2007). Estudos ultra-
estruturais e histoquimicos mostram que estas enzimas causam lise
localizada da parede celular dos fitopatdbgenos (HERRERA-ESTRELLA E
CHET, 1998; LIMA, 2002). A presenca de acumulos de quitina e fibrilas de
a-glucanas na parede celular indica que a lise de suas hifas durante o
micoparasitismo € realizada por a-glucanases, quitinases e proteases
(FELIX, 2006). Inumeros trabalhos sobre a acdo de enzimas na hidrdlise da
parede de fungos fitopatogénicos tém sido publicados (CHET, 1987; CHET
E INBAR, 1994; DE LA CRUZ et al., 1992, 1995; LIMA et al.,, 1997; DE
MARCO et al., 2000; MARTIN et al., 2007). Fungos do género Trichoderma
spp. sdo grandes produtores destas enzimas, que degradam parede celular
dos hospedeiros (BRUNNER et al., 2003; AGOSIN E AGUILERA, 1998;
KUBICEK et al., 2001) e também antibidticos (SCHIRMBOCK et al., 1994;
KUBICEK, et al., 2007). O T. asperellum produz antibi6ticos peptidicos da
superfamilia das trichotoxinas (CHUTRAKUL E PEBERDY, 2005).

A parede celular serve de barreira as acdes exercidas pelos
microrganismos, sendo considerada como o ponto inicial das interacbes
envolvidas no processo de antagonismo entre fungos. Os fungos tém
parede celular constituida principalmente por quitina e b-1,3-glucanas,
possuindo em menor quantidade proteinas, b-1,6-glucanas e outros
polissacarideos (BARTINICK-GARCIA, 1968). A quitina e b-glucanas estao
embebidas na matriz de material amorfo, a quitina parece estar protegida
pelas b-glucanas, dificultando o acesso das enzimas quitinases (CHERIF E
BENHAMOU, 1990). Ent&o, é provavel que a atuacdo de quitinases seja

precedida com a atuacao de b-1,3-glucanases produzidas por Trichoderma
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Spp., por isso estas enzimas extracelulares tém sido consideradas das
principais hidrolases envolvidas no processo de micoparasitismo
(PEBERDY, 1994; KUBICEK et al., 2001; MARTIN et al., 2007; ZEILINGER
E OMANN, 2007), além de celulases e proteases.

Os sistemas celuloliticos mais bem caracterizados em fungos sao
0S que pertencem ao género Trichoderma spp. O sistema do T. reesei
consiste em trés classes gerais de enzimas: a) Exo-glucanase 1,4-b-D-
glucana celobiohidrolase, que age sobre as extremidades n&o-redutoras da
cadeia de celulose liberando unidades celobiosidicas; b) Endo-glucanase
1,4-b-D-glucana-4-glucanohidrolase, a qual cliva as ligacdes glicosidicas de
forma aleatéria, e; c) 1,4-b-D-glucosidase, que por sua vez cliva
celooligossacarideos para producéo de glicose (KUBICEK, 1992).

As proteases, ainda pouco estudadas em Trichoderma spp.,
referem-se a todas as enzimas que clivam ligacdes peptidicas, podendo ser
classificadas quanto as condi¢cdes hidrogenibnicas ideais para sua acao
(&cidas, neutras e alcalinas), quanto a especificidade ao substrato
(colagenase, elastase, etc.), ou quanto a similaridade com proteases bem
caracterizadas (pepsina, tripsina, catepsina, etc.) (KUBICEK, 1992). Muitos
fungos produzem proteases capazes de hidrolisar suas préprias proteinas.
Foi observada, em isolados de T. harzianum, a produgéo de proteases em
meio de cultura liquida, apresentando propriedade de hidrélisar a parede
celular de fungos fitopatogénicos (DE MARCO E FELIX, 2002; KREDICS et
al, 2005).

As quitinases sdo um conjunto de enzimas produzidas por fungos,
incluindo do género Trichoderma spp., que tem sido envolvido em
processos de modelagem da quitina, além de atuar na digestdo das
paredes celulares dos fungos hospedeiros (LORITO, 1998). Quitinases
(E.C. 3.2.1.14, E.C. 3.2.1.30) sao enzimas relacionadas com o
micoparasitismo (KUBICEK et al., 2001; VITERBO et al., 2002; MARTIN et
al., 2007). Quando quitinases degradam paredes celulares de fungos,
liberam oligdmeros que induzem a expressao de outros genes de enzimas
hidroliticas, acentuando assim o ataque ao hospedeiro (VITERBO et al.,
2002). Desta forma, as hidrolases produzidas pelo Trichoderma durante o
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micoparasitismo agem de forma sinérgica degradando a parede dos fungos
hospedeiros.

1.3 Enzimas b-1,3-Glucanases

As b-glucanas, melhor denominadas b-glicanas, formam um grupo
de polissacarideos com unidades de b-D-glicose, abundantes na natureza.
Algumas sdo moléculas relativamente simples constituidas de cadeias
lineares de residuos glicosil, outras sdo complexas e podem ser
constituidas por cadeias lineares ou ramificadas. A sua principal fungéo é
como polimero estrutural, porém a natureza e localizacao das b-glicanas de
parede celular indicam que elas também podem ser degradadas e usadas
como fonte nutricional apdés a exaustdo de nutrientes. Outra funcéo
importante é a de proteger as células contra a desidratagdo, por formacgéo
de uma mucilagem extracelular que encapsula a hifa (PITSON, SEVIOUR E
MCDOUGALL, 1993; MARTIN et al., 2007).

A producdo de enzimas que degradam b-glucanas € uma
caracteristica atribuida a uma ampla variedade de organismos (PITSON,
SEVIOUR E MCDOUGALL, 1993). As a-(1,3)-glucanases parecem estar
presentes em uma grande diversidade de fungos (MOUYNA et al., 2002).
Muitas estdo associadas com a parede celular, onde mostra importante
papel em varios processos morfogenéticos (ADAMS, 2004). Os fungos do
tipo Trichoderma spp. sdo importantes produtores de b-1,3-glucanases. Em
T. harzianum as b-1,3-glucanases produzidas foram associadas a parede
celular e também secretadas no meio de cultura (GOHL et al., 1998). O
mecanismo de secrecdo destas enzimas ainda néo foi descrito, mas
acredita-se que seja 0 mesmo das outras enzimas flngicas, ou seja, apés
serem produzidas no citoplasma, sao estocadas em vesiculas do complexo
de golgi, que migram para a membrana citoplasmética e fundem-se a esta,
liberando seu conteudo no espaco periplasméatico. Em fungos filamentosos,

essas vesiculas localizam-se apicalmente ou em sitios adjacentes as
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regides de ramificagbes das hifas (PITSON, SEVIOUR E MCDOUGALL,
1993).

As b-1,3-glucanases podem ser classificadas de acordo com o
mecanismo de hidrolise. As exo-b-1,3-glucanases (E.C. 3.2.1.58) hidrolisam
cadeia de b-1,3-glicanas pela clivagem sequencial de residuos de glicose a
partir da extremidade n&o redutora, tendo consequientemente a glicose
como produto da hidrélise. As endo-b-1,3-glucanases (E.C. 3.2.1.39) clivam
aleatoriamente a cadeia da b-1,3-glicana, liberando oligossacarideos
menores. Acdes sinérgicas entre estas duas enzimas, com diferentes
modos de acado, sdo comuns em fungos que degradam polimeros de b-1,3-
glucanas (PITSON, SEVIOUR E MCDOUGALL, 1993).

Dentre as b-1,3-glucanases purificadas, as mais estudadas sao
aquelas produzidas por isolados de T. harzianum. Estas enzimas foram
identificadas com massas moleculares que variam de 17 a 110 kDa,
conforme descrito na tabela 1.
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Tabela 1 — Enzimas a-1,3-Glucanases produzidas por fungos do género
Trichoderma spp.

Acgao Massa Espécie Referéncias

a-1,3- (kDa) Avaliada Bibliograficas

Glucanase

Exo 40 T. harzianum DUBOURDIEU et al., 1985

Exo 31 T. harzianum KITAMOTO et al., 1987

Endo 76 T. harzianum  LORITO et al., 1994%

Endo 78 T. harzianum DE LA CRUZ et. al., 19952

Endo 36 T. harzianum  NORONHA E ULHOA, 1996

Endo 17 T. harzianum  THRANE, TRONSMO E JENSEN, 1997
Exo 110 T. harzianum COHEN-KUPEIC et al., 1999

Exo 29 T. harzianum  NORONHA E ULHOA, 2000

Exo 75 T. harzianum  RAMOT, COHEN-KUPIEC E CHET, 2000
Endo 74 T. harzianum EL-KATATNY et al., 2001

Exo 83 T. asperellum BARA, LIMA E ULHOA 2002

Endo 19 T. asperellum  SILVA, 2005

Endo 79 T. koningii MONTEIRO E ULHOA, 2006

Trichoderma spp. produzem tanto b-1,3-glucanases de forma
constitutiva, quanto controlada por mecanismos regulatérios, que incluem a
inducdo e repressdo catabolica. Porém, ndo se sabe se elas sdo produtos
de genes diferentemente processados a partir de um mesmo gene ou de
genes distintos (DE LA CRUZ et al., 1995a).

Foram realizados estudos de caracterizagao e clonagem do gene
bgn 13.1 que codifica uma endo-b-1,3-glucanase, a GLUC78 de T.
harzianum. A expressdo desta enzima foi induzida por parede celular ou
micélio autoclavado, sendo reprimida por glicose (DE LA CRUZ et al.,
1995a). Cohen-Kupiec et al., (1999) clonaram o gene lam 1.3 que codifica
uma exo-b-1,3-glucanase, a GLUC110 de T. harzianum. Esta enzima
apresenta uma regido C-terminal, rica em cisteina, que pode se ligar a
componentes de membrana ou de parede celular.

Alguns genes de a-glucanases de Trichoderma spp. relacionados
ao micoparasitismo foram clonados (SHORESH et al., 2006; MONTERO et
al., 2007). O primeiro gene de a-glucanase fungica, clonado e sequenciado
foi de uma &-1,6-glucanase (bgnl6.2) de T. harzianum (LORA et al., 1995).
Em seguida, o gene de endo-a-1,3-glucanase (bgnl3.1) do mesmo
organismo foi clonado e sequenciado (DE LA CRUZ et al., 1995b). Um
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experimento aproximadamente similar foi realizado com sucesso para isolar
genes codificadores de exo-b-1,3-glucanases de Cochliobolus carbonum
(exgl) (NIKOLSKAYA et al, 1998), T. harzianum (lam1.3) (COHEN-
KUPIEC et al.,, 1999), T. atroviride (gluc78) (DONZELLI et al., 2001),
Acremonium blochii (bgn3.2) (MARTIN et al., 2006) e Aspergillus saitoi
(exgS) (ODA et al., 2002). Os genes codificadores de endo-a-1,6-glucanase
de A. blochii (bgn6.2) (MARTIN et al., 2007) e o endo-a-(1,3-1,6)-glucanase
de T. viride (lamAl) (NOBE et al., 2004) foram também isolados e
identificados. Até a realizacdo deste trabalho, as b-1,3-glucanase de T.
asperellum nao tinham sido clonadas. Recentemente, em trabalho de Gao,
Wu e Yang (2008), o gene de uma a-1,3-glucanase de T. viride foi clonado
e posteriormente expresso em Pichia pastoris.

Todos os genes de exo-a-1,3-glucanases descritos em fungos
parecem possuir similaridades em sua sequéncia. Um fragmento obtido por
enzimas de restricdo EcoRI e Xhol do cDNA do gene exgl foi usado na
hibridizacdo para isolar um gene similar de uma livraria gendmica,
codificador de uma exo-a-1,3-glucanase, a exgA de Ampelomyces
quisqualis (ROTEM; YARDEN E SZTENJNBERG, 1999). Um alinhamento
destes produtos deduzidos de genes laml.3, exgl e exgA permitiu o
desenho de oligonucleotideos degenerados para PCR, e o isolamento de
um gene codificador de uma exo-b-1,3-glucanase de Coniothyrium minitans
(cmgl) (GICZEY et al, 2001). Regidoes conservadas de exo-a-1,3-
glucanases também foram exploradas para desenhar oligonucleotideos
para PCR. Esta mesma regido serviu como base para desenhar sondas
para a triagem de uma biblioteca gen6mica de T. virens, a estratégia
resultou em dois supostos genes de endo-a-(1,3)-glucanases, a bgnl e
bgn2 (KIM et al., 2002).

1.4 Trichoderma asperellum e micoparasitismo

O potencial do fungo T. asperellum em micoparasitismo foi avaliado

inicialmente na supressdo do Fusarium em culturas de tomate
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(COTXARRERA et al.,, 2001) e com parede celular de Rhizoctonia solani

A,

g, A
Figura 3 - Micrografia da zona de interacdo entre culturas de
Trichoderma asperellum (TO0) e Rhizoctonia solani, crescidos em meio

BDA por 48 h., demonstrando o enrolamento do T. asperellum sobre a R.
solani (BARA, 2002).

Bara (2002), demonstrou que o T. asperellum (TO00), quando
cultivado na presenca de parede celular de R. solani, produz atividade de &-
1,3-glucanase, demonstrando que dentre as enzimas envolvidas no
processo de degradacdo da parede celular, as a-1,3-glucanases figuram
entre as possiveis candidatas.

Estudos recentes avaliaram a expressao de genes relacionados ao
mecanismo de micoparasitismo em quatro espeécies de Trichoderma spp,
incluindo o T. asperellum. Eles examinaram 8.160 EST's (expressed
sequence tags) de genes altamente expressos em condigdes relacionadas
ao biocontrole (VIZCAINO et al., 2007).
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Duas proteases denominadas PAP A e PAP B foram secretadas
durante a colonizacdo de T. asperellum em cultura de pepino. A PAP A
mostrou-se constitutiva e a PAP B demonstrou sofrer indugéo da transcricao
durante confronto com R. solani. Estes dados indicam que estas proteinas
sdo ativamente secretadas pelo T. asperellum durante colonizacdo de
culturas de pepino e que a protease PAP B se relaciona com o
micoparasitismo de T. asperellum contra R. solani (VITERBO, HAREL E
CHET, 2004).

Chutrakul e Peberdy (2005), descreveram o gene pes que codifica
a enzima peptideo sintetase relacionada com a proteina TEX1. Esta
proteina é reconhecida pela funcdo peptaibol sintetase e produz antibioticos
gue podem estar envolvidos com o mecanismo de micoparasitismo de T.
asperellum.

Viterbo e Chet (2006), estudaram a expressao de hidrofobinas em
T. asperellum e discutiram o envolvimento destas com o micoparasitismo.
Eles observaram que a hidrofobina TASHYD1 € diferencialmente expressa
durante interagdo do fungo com a planta. Esta hidrofobina apresentou
homologia com a hidrofobina de classe | PBHYD1 do fungo dimorfico e
patogénico do homem Paracoccidioides brasiliensis. Recentemente foi
verificado hidrofobinas em 29 espécies de Trichoderma spp. (NEUHOF et
al., 2007). De maneira caracteristica, hidrofobinas apresentam regides
hidrofilicas e hidrofébicas com oito residuos de cisteina arranjados em um
padrdo de espacamento bastante conservados. Elas encontram-se
ubiquitinizadas e localizadas na superficie externa da parede das hifas,
sendo envolvidas geralmente em mecanismos de biossinalizacdo entre o
fungo e o ambiente, além de adesédo com o hospedeiro (WESSELS, 1997).

Viterbo et al., (2002) descreveram a clonagem e estudos de
expressdo de uma quitinase, a chit36 de T. asperellum. Este gene foi
clonado por técnicas de PCR utilizando oligonucleotideos baseados em
sequéncias de quitinases de T. harzianum. Eles mostraram que a producéo
desta enzima é regulada por fontes de carbono, nitrogénio, quitina e N-
acetilglucosamina.

Foi reportada a purificacdo, caracterizacdo e clonagem da AGN

13.2, uma exo-a-1,3-glucanase de T. asperellum, sua expressao foi
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avaliada durante processo de micoparasitismo simulado em placa (SANZ et
al., 2004). Os autores encontraram que este gene é altamente expresso
durante confronto entre T. asperellum e Botrytis cinerea.

Duas proteinas, a EXClY e a EXC2Y, com atividade N-
acetilglucosaminidase, foram purificadas de T. asperellum apds crescimento
em meio contendo N-acetilglicosamina como fonte de carbono e nitrogénio.
Ambas apresentaram-se reguladas por pequenas moléculas sollveis
produzidas durante a interagdo com o patdgeno, visto que a expressao
aconteceu antes do contato, sugerem ainda que estas moléculas possam
ser a N-acetilglicosamina ou glicosamina, geradas pela acdo de N-
acetilglucosaminidases constitutivas (RAMOT et al., 2004).

Estudos do grupo de pesquisa do Laboratério de Enzimologia, do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), da Universidade Federal de Goias
(UFG), demonstraram que o T. asperellum (TO00), isolado e caracterizado
por Lima (2002), produz pelo menos duas isoformas de b-1,3-glucanases,
uma de 83,1 kDA (TAG 83) e a outra com 19 kDa (TAG19). Estas enzimas
foram identificadas através de atividade em gel, e posteriormente
purificadas e caracterizadas (BARA, 2002; SILVA, 2005). O resumo das
principais caracteristicas destas enzimas é apresentado na Tabela 2.

Estas enzimas com atividade de b-1,3-glucanase foram produzidas
guando o fungo T asperellum (TOO) foi crescido em meio suplementado com
parede celular de R. solani. A isoforma com atividade de exo-b-1,3-
glucanase, com massa molecular de 83,1 kDa (TAG83), foi purificada,
caracterizada e apresentada por Bara (2002). Esta enzima corresponde a
atividade enzimatica de maior intensidade secretada no sobrenadante da
cultura de T. asperellum (T00). A outra enzima, com atividade endo-b-1,3-
glucanase, com massa molecular de 19 kDa (TAG19) foi caracterizada por
Silva (2005) em T. asperellum (TOO) e apresentada em sua dissertacao de

mestrado.
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Tabela 2 - Caracteristicas de a-1,3-glucanases TAG83 e TAG19,
produzidas por T. asperellum da linhagem T0O.

Caracteristicas TAGS3 TAG19

Massa Molecular

em gel SDS-PAGE (kDa) 83,1 19

pH 6timo 51 3,6
Temperatura 6tima (°C) 55 45
Mecanismo de acéo Exo* Endo*
Referéncia bibliografica BARA, 2002. SILVA , 2005.

* Atividade avaliada com laminarina como substrato.

Conforme demonstrado em ensaios in vivo durante testes de
confronto em placa, o isolado de T. asperellum utiliza-se de mecanismo de
micoparasitismo. No entanto, véarios fatores devem ser considerados até a
utilizacdo em campo deste fungo no controle biolégico. Dados observaram
gue a eficiéencia varia de acordo com a linhagem de Trichoderma spp.
utilizada (HERRERA-ESTRELLA E CHET, 1998). Alternativas como
enriquecimento do solo com nutrientes metabolizados preferencialmente
pelo micoparasita, e combinagcdo de tratamento micoparasita e fungicida,
também devem ser avaliadas.

Trabalhos de pesquisa vém sendo desenvolvidos no laboratério de
enzimologia ICB/UFG, no sentido de estudar a expressdo de genes
envolvidos no processo de micoparasitismo, dentre eles, aqueles que se
relacionam com as enzimas b-1,3-glucanases descritas por Bara, (2002) e
por Silva (2005).

1.5 Justificativa

Infecgbes causadas por fungos fitopatogénicos, entre eles R.
solani, causam perdas de até 100% na producdo de culturas suscetiveis,
gue resultam na ocorréncia e severidade de doencas como as podriddes
radiculares (F. solani e R. solani), mofo branco (S. sclerotiorum), podridao
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cinzenta da haste (Macrophomina phaseolina) e murcha de fusario (F.
oxysporum), isoladas ou simultdneas em &reas cultivadas. As perdas
também podem ser indiretas, como o aumento do custo de producdo com
controle quimico e a condenacdo de éareas destinadas a producdo de
sementes (MESTRIES et al., 1998; GORODECKI E HADAR, 1990;
WITKOWSKA E MAJ, 2002).

Diversos trabalhos visando a utlizacdo de espécies de fungos
filamentosos, dentre eles do género Trichoderma spp. para fins de controle
biol6gico de patdégenos de planta tem sido descritos (KITAMOTO et al.,
1987; DE LA CRUZ et al.,, 1995a; MELO E AZEVEDO, 1998; COHEN-
KUPIEC et al., 1999; KUBICEK et al., 2001; NORONHA E ULHOA, 2000;
BENITEZ et al., 2004; INBAR et al., 1994; LIMA, et al., 1997; YEDIDIA,
BENHAMOU E CHET, 1999; MELO E AZEVEDO, 1998; KUBICEK et al.,
2001; COTXARRERA et al., 2001; GEORGAKOPOULOS et al.,, 2002,
BRUNNER et al.,, 2003; HERMOSA et al., 2004; MONTEIRO E ULHOA,
2006). Este fato, deve-se, principalmente, ao aumento da conscientizagéo
da opinido publica sobre os danos causados por pesticidas quimicos ao
ambiente, bem como sobre a possibilidade da presenca de residuos
carcinogénicos nos alimentos (RAGSDALE E SISLER, 1994; GULLINO E
KUIJPERS, 1994), além da constante preocupac¢ao quanto ao surgimento
de patogenos resistentes aos fungicidas disponiveis no mercado
(HJELJORD E TRONSMO, 1998). O controle biolégico é altamente
desejavel, mesmo quando associado a outros métodos, por promover
menor impacto ambiental e, conseguentemente, menor desequilibrio
ecologico (BETTIOL, 1991). Uma das alternativas a reducdo da aplicacdo
de fungicidas quimicos para o controle de doencas de plantas é a utilizacdo
de fungicidas a base de produtos naturais originados de organismos como 0
Trichoderma spp. Nesse sentido, as inUmeras estratégias de sobrevivéncia
e proliferacdo de espécies de Trichoderma spp., como o rapido
crescimento, capacidade de produzir antibiticos e atacar outros fungos,
bem como sua elevada capacidade de degradar a parede celular de fungos
fitopatogénicos, o tornam de elevado interesse para fins de controle
biol6gico (HJELJORD E TRONSMO, 1998).
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Por outro lado, € de conhecimento corrente entre pesquisadores
gue trabalham com controle bioldgico, que candidatos de elevado potencial
para controle de patégenos em condi¢cdes experimentais restritas, podem
ser incapazes de produzir os mesmos resultados em condi¢cdes de campo.
Isto se deve ao fato de que as condicbes de armazenamento e aplicagao
sd0 mais criticas para organismos biolégicos, uma vez que estes estdo
mais sujeitos a reacg0des diferenciais do hospedeiro e ambiente, fazendo com
que se tenha uma eficicia de controle mais variavel do que a obtida com
fungicidas quimicos (CALLAN et al., 1997). Essa caracteristica (reacao
diferencial a fatores bioticos e abiéticos) faz com que um passo fundamental
no desenvolvimento de agentes de biocontrole seja o desenvolvimento de
uma formulacédo apropriada, a qual vise superar limitagbes ambientais e
proporcionar ao antagonista uma vantagem competitiva em relacdo ao
patégeno (s) e organismos da microflora nativa (HJIELJORD E TRONSMO,
1998; FRAVEL, 2005). Felizmente, o acumulo de informac¢des quanto a
capacidade antagbnica e habilidade de colonizacdo e proliferacdo em
diferentes habitats, associado a sistemas de producéo massal, formulagcao e
aplicacéo eficientes, tem levado ao desenvolvimento de produtos estaveis a
base de Trichoderma spp. (principalmente T. harzianum). Tais produtos,
como RootShieldO, T-22 Planter BoxO e TrichodexO, ja se encontram em
comercializagcéo nos Estados Unidos, Europa e Israel (HARMAN, 2000).

Tendo em vista que o género Trichoderma spp. apresenta espécies
de elevado potencial para utilizagdo como agentes de controle biolégico de
doencas de plantas, especialmente se considerarmos a crescente demanda
por produtos organicos (GULLINO E KUIJPERS, 1994) e, a continua
elevacdo dos custos e restricdbes a utilizagdo de fungicidas quimicos
(RAGSDALE E SISLER, 1994), trabalhos como este, que busquem avaliar o
mecanismo de micoparasitismo para utilizacdo em programas de controle
biol6égico devem ser estimulados. Além disso, o entendimento do modo de
acao das hidrolases, principalmente quitinases, N-acetilglucosaminidases e
a-1,3-glucanases, na degradacdo da parede celular do fitopatégeno, séo
mecanismos que se elucidados permitirdo a utilizacéo destas espécies.

A escassez de trabalhos avaliando o micoparasitismo do T.
asperellum e o fato de estar sendo confundido por algum tempo com outros
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fungos do género Trichoderma spp. (COTXARRERA et al., 2001,
LIECKFELDT et al., 1999; SAMUELS, LIECKFELDT E NIRENBERG, 1999;
DRUZHININA E KUBICEK, 2005) abre caminho para novos estudos com
esta espécie.

Estimulado pelos estudos preliminares com T. asperellum (T0O)
isolada do solo do Distrito Federal e a observacdo do seu rapido
crescimento (LIMA, 2002), seguida pela demonstracdo do potencial
micoparasita em agao contra R. solani (BARA, LIMA, E ULHOA, 2003), e a
verificacdo de rdpida producdo de pelo menos duas isoformas de &-1,3-
glucanases quando crescido com parede celular de R. solani (BARA, 2002;
SILVA, 2005), nos propusemos analisar o gene de exo-a-1,3-glucanase de

T. asperellum (TOO0) e seu envolvimento com o micoparasitismo.
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II. OBJETIVOS

Visando contribuir para o estudo do Trichoderma asperellum
como agente de controle biolégico, avaliou-se a expressao do gene de exo-
a-1,3-glucanase e sua contribuicdo para a acao micoparasita contra o fungo
fitopatogénico Rhizoctonia solani. Para tanto, foi proposto 0s seguintes
objetivos especificos:

Avaliar a producdo de a-1,3-glucanases por T. asperellum

(TOO0), ap6s crescimento em diferentes fontes de carbono;

Avaliar a producdo de a-1,3-glucanases por T. asperellum
(TOO), durante o crescimento na presenca de parede celular
de R. solani;

Caracterizar o gene de uma a-1,3-glucanase, a TAG83 de

Trichoderma asperellum (T0O0);
Avaliar a expressdo do gene de &-1,3-glucanase em

situagdes de confronto in vivo em modelo de simulagcdo do

micoparasitismo entre T. asperellum (TOO) e R. solani.
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MATERIAIS E METODOS

3.1 Meios de Cultura, tampdes e

utilizadas

Meio BDA

Glicose 2,00 % (p/v)
Agar 1,50 % (p/v)
Caldo de Batata 20,0 % (viv)
Meio TLE

Peptona 0,10 % (p/v)
Uréia 0,03 % (p/v)
(NH4)2SO, 0,14 % (p/v)
KH,PO, 0,20 % (p/v)
MgSO,. 7TH,0 0,03 % (p/v)
CaCl, .2H,0 0,02 % (p/v)
Glicose 0,5 % (p/v)

Elementos tragos (CuSO4, FeSO,4, ZNnSO4, MNSOy,)
Os meios foram autoclavados a 120°C por 20 min.

Meio Luria-Broth (LB)

Peptona de caseina 1,0 % (p/v)
Extrato de levedura 0,5 % (p/v)
NacCl 1,0 % (p/v)

O pH ajustado para 7,2 com NaOH 5M.

Meio Luria-agar (L)

Agar 1,5 %

Meio Luria (qsp) 1000 mL

Os meios foram autoclavados a 120°C por 20 min.

Meio MYG

solucodes
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Extrato de malte 0,5 % (p/v)

Extrato de levedura 0,25 % (p/v)
Glicose 1,0 % (p/v)
Agar 2,0 % (p/v)

Tampao de Ligacdo 10X (New England Biolabs®)

Tris-HCl pH 7,4 0,50 M
MgCl; 0,10 M
DTT 0,10 M
Espermidina 0,01 M
ATP 0,01 M

Tampao da Tag DNA Polimerase 10X

Tris-HCI pH 8,3 0,1 M

KCI 0,5M

BSA 0,1 % (p/v)
MgClI2 15 mM
Tampéao TE

Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 1mM

Solucéo de equilibrio
Tris-HCI pH8,0 100 mM
NaCl 100 mM

Glicerol 70%
Glicerol 70 % (v/v)

Tampao de Corrida para Gel de Agarose - TEB (10X)

Trizma base 0,89 M
Acido boérico 0,89 M
EDTA 0,02 M

O pH é ajustado para 8,0 com acido bdarico.
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Tampao de Amostra para Gel de Agarose (10X)

Glicerol 50 % (v/v)
Azul de bromofenol 0,1 % (p/v)
Xileno cianol 0,1 % (p/v)

Solucédo de Brometo de Etidio
Brometo de Etidio 30 mM

Tampao de Corrida para SDS-PAGE

Trizma base 125 mM
Glicina 960 mM
SDS 0,5 % (p/v)

O pH é ajustado para 8,3.

Tampao de Amostra 2X para SDS-PAGE

Tris-HCI pH 6,8 62,5 mM

SDS 5,0 % (p/v)
glicerol 25,0 % (viv)
b-mercaptoetanol 5,0 % (viv)
azul de bromofenol 0,01% (p/v)

Gel Concentrador SDS-PAGE
Solugéo de Acrilamida/Bis (29:1)
Tris-HCI pH 6,8

SDS

Gel Separador SDS-PAGE

Solugéo de Acrilamida/Bis-acrilamida 30 % (29:1)
Tris-HCI pH 8,8

SDS

Solucao Descorante para Gel de SDS-PAGE

8,0% (V/v)
125 mM
0,1 % (p/v)

12 % (v/v)
400 mM
0,1 % (p/v)
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Metanol 40 % (v/v)

Acido Acético 10 % (v/v)
DEPC 0,1%
DEPC 0,1% (v/v) em agua milliQ

Apés tratamento o DEPC era eliminado por volatilizagao

Ampicilina
Solucao estoque: 50 mg/mL em agua estéril.

Estocar protegida da luz, a -20°C.

3.2 Plasmideo, linhagem bacteriana e marcadores

utilizados

Bactéria E. coli XL1-Blue: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
SupE44 relA1l lac [F'proAB laclZDM15 Tn10 (Tet")]

Plasmideo pGEM-T Easy: 2975 pb, ori f1, amp’, promotores T7
e SP6, lacZ, multiplos sitios de clonagem (Promegao, Madison,
Wisconsin).

Foram ainda utilizados marcadores de massa molecular com a
intencdo de predizer o tamanho dos fragmentos nucleotidicos obtidos
através de PCR e em géis de eletroforese de proteinas. Os seguintes
marcadores foram usados:

-“100 bp Ladder” (Invitrogen) - Fragmentos de DNA de 100-1500 pb.

-“250 bp Ladder” (Invitrogen) - Fragmentos de DNA de 250-3500 pb.

-*1kb Ladder” (Invitrogen) - Fragmentos de DNA de1000-12000 pb.

-“BenchMarkO Pre-stained Protein Ladder” (Invitrogen) — Marcador
de massa molecular pré-corado para eletroforese em gel de

poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE). Contém 10 proteinas
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modificadas cuja massa molecular varia de aproximadamente 10 a

190 kDa.
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3.3 Origem e Manutencéao dos fungos

Os isolados de Trichoderma asperellum e Rizoctonia solani foram
provenientes da cole¢cdo do Laboratorio de Enzimologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Goias (LE/ICB/UFG). O T.
asperellum foi isolado de amostras do solo do cerrado (Plano de
assentamento distrital — Brasilia/DF), caracterizado por Lima (2002) e
denominado linhagem T0O0. Os fungos foram mantidos separadamente em
meio agar BDA e crescidos por sete dias em temperatura ambiente e

armazenados a 4° C com repigues mensais para manter as culturas.

3.4 Teste de confronto em placa entre T.

asperellum (T00) e R. solani

Teste de pareamento, ou confronto entre culturas, foi realizado
entre T. asperellum (TOO) e o fungo fitopatogénico R. solani. Neste ensaio,
foram crescidos isolados de T. asperellum (T0OO) e R. solani em placas de
petri contendo meio de cultura MYG. Apoés 48 h. de crescimento a 28°C, um
disco de 5 mm de cada isolado foi transferido para uma placa de 14 cm de
didmetro contendo meio MYG e uma camada de celofane para a retirada
eficiente do micélio. Os discos de cultura foram colocados na mesma placa,
a uma distancia de 10 cm entre eles para analise do crescimento durante
confronto. Foi elaborada ainda uma placa controle onde foi utilizado dois
discos isolados de T. asperellum (T00). Faixas de 5 mm foram coletadas
para extracdo de RNA e analise dos transcritos, que foi procedida antes e
apos a interagdo entre ambos os fungos (Figura 9).

3.5 Cultivo de R. solani e purificagdo da parede

celular

Para a producdo de parede celular de R. solani, 10 discos de

micélio crescidos em meio solido BDA foram inoculados em frascos

40


http://www.pdfdesk.com

erlenmeyer de 1.000 mL contendo 250 mL de meio liquido BDA. Estes
frascos foram incubados a temperatura de 28° C sob agitacao constante por
7 dias. Apos este tempo o meio de cultura foi filtrado e o micélio coletado
em papel de filtro, congelado, liofilizado e triturado com gral e pistilo. A
amostra foi ressuspendida em solucéo de uréia 8 M (p/v), sonicada durante
30 segundos por 5 vezes. Em seguida o extrato de parede celular foi
centrifugado por 15 min. sob rotacdo de 10.000 rpm (Centrifuga Eppendorf
5417R®), o sobrenadante foi descartado e o precipitado obtido, lavado com
agua destilada, e entdo ressuspendido em solucédo de hidroxido de aménio
1 M (v/v). Novamente o material foi sonicado durante 30 segundos por 3
vezes, centrifugado e lavado com agua destilada como citado
anteriormente. O precipitado de parede celular (PCRS) teve o pH ajustado
em 6,0 e submetido & secagem por liofilizacdo para ser usado como fonte
de carbono para o crescimento de T. asperellum (MITCHEL E TAYLOR,
1969).

3.6 Cultivo de T. asperellum e producdo de b-1,3

glucanases

A inducgéo de b-1,3 glucanases de T. asperellum (TOO) foi realizada
in vitro com os esporos de T. asperellum sendo coletados em salina estéril e
centrifugados a 2000 rpm (Centrifuga Eppendorf 5417R®), lavados trés
vezes e usados como inéculo (1,0 x 10" esporos/mL) que foi realizado em
meio liquido TLE (25 mL em frascos de 125 mL), em pH 5,0 (ULHOA E
PEBERDY, 1992). A cultura desenvolveu-se em frascos a 28°C sob
constante agitacdo durante 24 h. O micélio foi isolado por filtracdo em papel
filtro, lavados com 100 mL de salina estéril no intuito de eliminar qualquer
residuo do meio rico em glicose e transferidos para frascos estéreis com 25
mL de meio TLE sem glicose e adicionados com 0,5% de PCRS para
avaliacdo do T. asperellum (TOO) em situagdo de micoparasitismo in vitro.
Amostras de micélio e do sobrenadante do meio TLE foram coletadas no
tempo 4, 8, 12, 16, 20 e 24 h. Também foram coletadas amostras e
avaliadas nos tempos 36, 48, 72 e 96 h. (dados ndo apresentados).
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Para avaliar a producao de &-1,3-glucanases com diferentes fontes
de carbono, o mesmo procedimento descrito acima foi utilizado, com meio
TLE adicionado com glicose, amido, quitina, quitosana, celulose e PCRS,
todos na concentracao final do meio de cultura de 0,5%, crescidos sob
constante agitacao e coletados no tempo 24 h.

Todo o micélio, para ambos 0s experimentos (cinética e fontes de
carbono), foi coletado, lavado 2 vezes com salina estéril, armazenado
imediatamente em nitrogénio liquido e posteriormente utilizado para a
extracdo de &cidos nucléicos e experimentos moleculares. O sobrenadante
contendo enzimas secretadas foi utilizado para caracterizacdo de proteinas

e avaliagdo da atividade enzimética de b-1,3-glucanases.

3.7 Determinacdo da atividade enzimatica de b-1,3

glucanase

A atividade b-1,3 glucanases foi determinada pela quantificacao de
acucares redutores liberados pela mistura de 50 L da amostra enzimética
do sobrenadante da cultura, com 100 nlL de laminarina 0,25% (Sigma),
diluida em tampéao acetato de sédio 50 mM, pH 5,0 (SANTOS et al., 1977),
incubados em banho-maria a 40° C por 1 hora e interrompida a reacao pela
adicdo de 1 mL de Acido Dinitro Salicilico (ADNS). Acgucares redutores
produzidos neste periodo foram determinados pelo método descrito por
Miller (1959). A concentracdo de acUcares redutores foi estimada apoés a
quantificacdo espectrofotométrica a 550 nm. Uma unidade (U) de atividade
de b-1,3 glucanases foi definida como a quantidade da enzima necessaria

para produzir 1mmol de agulcar redutor por minuto.

3.8 Dosagem de proteinas

O método de Bradford (1976) foi desenvolvido para dosagem de
proteinas secretadas no sobrenadante do meio de cultura. Como padréo foi
utilizada albumina sérica bovina (BSA-Sigma). A amostra liofilizada foi

ressuspendida em solucéo de cloreto de sodio 0,9% e 1 mL da solucédo de
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Bradford foi adicionado a 100 nlL desta amostra recomposta. A leitura foi

realizada a 595 nanémetros apés 10 min. a temperatura ambiente.

3.9 Determinacao da atividade enzimatica em gel

Para determinacédo da atividade de b-1,3 glucanases em gel de
poliacrilamida ndo-desnaturante foi utilizado géis SDS-PAGE concentrador
a 8% e separador a 12%, seguido de corrida eletroforética em temperatura
de 4° C, sob voltagem constante de 70 V, conforme descrito por Noronha e
Ulhoa (1996). O tampao de amostra ndo continha b-mercaptoetanol e as
amostras ndo foram fervidas. ApGs a corrida o gel foi lavado com agua
destilada e incubado com tampé&o acetato de sodio (50 mM pH 5,0) por 15
min. sob agitacdo em temperatura ambiente (T.A.). Apos este tempo, o gel
foi transferido para uma solugao contendo 0,5% de laminarina dissolvida em
tampédo acetato de sodio 25 mM (pH 5,0) a 40° C por 60 min. Apés este
periodo de incubacao o gel foi lavado com solugédo contendo metanol, 4gua
e acido acético (5:5:2) por 5 min, seguido de agua destilada. Posteriormente
foi transferido para solugéo reveladora (2,3,5-cloridrato de trifeniltetrazolium
0,15% em solucédo alcalina) e incubados em banho-maria a 100° C até o
aparecimento das bandas. As regides do gel contendo b-1,3 glucanases
aparecem como bandas de coloracdo avermelhada (PAN, YE E KUE,
1989).

3.10 Extracao de DNA e RNA de T. asperellum (T0O)

O isolado do fungo T. asperellum (T0OO) foi crescido como descrito
anteriormente. Amostra de miceélio foi coletada a 12 h. apds a inoculagdo. O
micélio foi isolado por filtragdo em papel filtro e lavado com 100 mL de
salina estéril. O micélio coletado foi armazenado imediatamente em
nitrogénio liquido e utilizado para a extragdo de acidos nucléicos. O DNA
gendmico e o RNA total do micélio foram extraidos com o reagente Trizola

(Gibco/BRL), de acordo com as instrugbes do fabricante. O micélio foi
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pulverizado em nitrogénio liquido e transferido para tubos eppendorf's com
1,0 mL de reagente Trizol, agitado vigorosamente por 3 min. e incubado por
5 min. a T.A., adicionado 200 ni de cloroférmio, agitado e incubado por 3
min., centrifugado a 12.000 rpm por 15 min. a 4° C, transferido a fase
aguosa para outro tubo para a extracdo de RNA e a interfase e fase fendlica
utilizado para isolamento do DNA gendmico. Ao sobrenadante foram
adicionados 500 ni de isopropanol e incubado 10 min. a T.A., centrifugado
a 12.000 rpm (Centrifuga Eppendorf 5417R®) por 10 min. a 4° C, removido
0 sobrenadante e lavado o pellet com 1 mL de etanol 75%, centrifugado na
mesma centrifuga a 7.500 rpm por 5 min. a 4° C, retirado o sobrenadante e

seco a T.A. por 10 min. e ressuspendido em 50 nL de agua RNase free.

3.11 Sintese de oligonucleotideos e

seqguenciamento

Os oligonucleotideos utilizados nos experimentos de PCR
genbmica e de RT-PCR, para obtencdo do cDNA de exo-b-1,3-glucanase
de T. asperellum (tag) de tamanho completo, encontram-se descritos na
tabela 3 e 4. Inicialmente foram sintetizados 2 pares de oligonucleotideos
degenerados, baseados em regides conservadas de 2 genes exo-b-1,3-
glucanases, a exo de T. harzianum (N° de acesso AJ002397) (COHEN-
KUPIEC et al., 1999) e a bgn de Hypocrea lixii (N° de acesso X84085) (DE
LA CRUZ et al., 1995a). Para o oligonucleotideo EXO, foi utilizada as
regides conservadas do gene exo, codante para os aminoacidos YTVFRN,
iniciando no cddon 57 (bases 168 a 186) e GIHWPTA, a partir do cédon 191
(base 573 a 594), com fragmento esperado de 426 bases. Para os
oligonucleotideos BGN foi utilizada a regido conservada VVYIPPG,
iniciando no cédon 98 (base 295 a 316) e AYFPFG, a partir do cédon 450
(base 1351 a 1369), com fragmento esperado de 1056 bases. O par de
oligonucleotideos EXO foi escolhido por apresentar melhor eficiéncia nos
experimentos de amplificacdo do DNA gendmico através de PCR. O
produto obtido por reacdo de amplificacdo PCR foi confirmado ser exo-b-

1,3-glucanase através de sequenciamento do fragmento. Este produto foi
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utilizado como molde para desenho de oligonucleotideos especificos, o
Taglul e 2, utilizado nos experimentos de RT-PCR e PCR.
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Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados nos ensaios de PCR e RT-PCR.

Nome Sequéncia (5’a 3) Tamanho GC Tm

(mer) (%) (°C)
EXO1 TACACMQTSTTCCgCAAC 18 39 54
EXO2 ggCTgTCggCCAgTggATACC 21 62 60
BGN1 gTYgTYTACATYCCCCCggg 20 55 65
BGN2 gCCAAAAggAAAATAAgC 18 39 50
Taglul CACGGCAGCAATTAACAATG 20 45 53
Taglu2 GGGGTCGTTCGGGTTATTAT 20 50 54

Para sequenciamento do gene completo, a medida que fomos

obtendo seqliéncias de boa qualidade, novos oligonucleotideos baseados

nas sequéncias dos fragmentos e no gene exo, serviam de molde para

outros oligonucleotideos, e assim sucessivamente, até se obter a seqiiéncia

completa do gene em um

fragmento (contig) dnico.

Todos os

oligonucleotideos utilizados neste experimento, tamanho, porcentagem de

GC e Tm, sao apresentados na Tabela 04.

Tabela 4. Oligonucleotideos utilizados para caracterizagdo do gene de
exo-b-1,3-glucanase de T. asperellum (T0O).

Nome Sequéncia (5’a 3) Tamanho GC Tm
(mer) (%)  (°C)
1F TTGCATATAAGTAGGCCACT 20 40 50,9
2F GGGGTTTMTACGCTCCGCCG 20 65 619
2R CGGCGGAGCGTAKAAACCCC 20 65 619
3F CCAACCATCAAGGCGACCGC 20 65 61,7
3R GCCTGCGGTCGCCTTGATGG 20 70 64
4F TGGGAGTGGGTTTACCAGGG 20 60 59,1
4R CCCTGGTAAACCCACTCCC 19 63 57,7
5F TTGTTGGAGAGGAATACCCCATC 23 48 56,4
5R GATGGGGTATTCCTCTCCAACAA 23 48 56,4
6F CTGCCCAGMTACTACCAGCC 20 60 58,7
6R GGCTGGTAGTAKCTGGGCAG 20 60 58,7
TF TGGTGGTGCTAGARGGAGGAGGAGT 25 56 67,7
7R GCGTGACTCCTCCTCCYTCTAGCACC 26 61 67,7
8R CACAAGGCCCGCAAGAGTGTAGCCC 25 64 65,7
9R GAATGGCATCAATGCCAAGG 20 50 54,8
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Em seguida, através de RT-PCR, e com os oligonucleotideos
desenhados para os flancos do gene (1R e 9R), obtivemos o produto cDNA
do gene tag que foi utilizado para clonagem. Um esquema da estratégia
geral para obtencdo da sequéncia completa deste gene é apresentado na

Figura 4.
5 i 3
| exo de T. harzianum
— G
TAGLU1L  TAGLU2
2 3F 4F 5F 6F 7F
'2R R R R R R R
ey G _9_R_
0 1000 2000 3000 3885 bp
53 3738
PCR
5 3
tag de T. asperellum
1E RT- PCR 9R
— G
5| tag de T. asperellum 3096 pb s

}

Clonagem no vetor pGEM-T easy e
seqlienciamento automatico

Figura 4 — Estratégia para o isolamento do cDNA do gene tag de tamanho completo.
Os oligonucleotideos utilizados encontram-se posicionados por setas e foram
sintetizados de acordo com as sequéncias nucleotidicas conservadas dos fragmentos
obtidos e do gDNA da b-1,3 glucanase exo de Trichoderma harzianum de Cohen-
Kupiec (1999) (GenBank AJ002397).
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3.12 Clonagem do gene tag de T. asperellum

Os fragmentos do gene tag, obtidos nas reagdes de RT-PCR e de
PCR genbmica, ap0s serem analisados através de eletroforese em gel de
agarose 1%, foram purificados e clonados no vetor pGEMO-T Easy
(Promega) de acordo com as instru¢cées do fabricante. Os sistemas de
ligacdo foram utilizados para transformar células competentes da linhagem
XL-1 Blue de Escherichia coli, de acordo com o método de Inoue (1990).
Procedeu-se um pré-indculo das células de E. coli a serem transformadas
com um clone isolado e incubou-se por 16 h. a 37°C. Deste pré-indculo, 500
pL foi adicionado em 250 mL de meio LB, incubado por 3 h. a 37°C sob
agitacdo, até atingir 0,5 D.O. a 600 nm. As células foram incubadas a 0°C
por 10 min. e entdo foram coletadas por centrifugagcdo a 5.000 g e
ressuspendidas em 80 mL e incubados a 0°C por 10 min. Aliquotas de 1 mL
foram processadas e mantidas a -80°C. No momento da transformagéo foi
utilizado 200 pL de suspenséao de células competentes e 10 uL do sistema
de ligacdo, homogeneizados e incubados a 0°C por 30 min. Apos choque
térmico a 42°C por 2 min., foi adicionado 1,0 mL do meio Luria Broth que
permaneceu sob agitacdo por 1 hora a 37°C. Uma aliquota deste sistema
(cerca de 100 pL) foi utilizada para plaquear em meio Luria Broth-agar,
suplementado com ampicilina (100 pg/mL), IPTG (0,05 mM) e X-gal 0,05%
(p/v), incubados por 16 h. a 37°C

As placas foram incubadas a 37 °C durante a noite e os clones
brancos, nao  produtores de  b-galactosidase, provavelmente
correspondentes aos clones recombinantes, foram selecionados para

extracdo dos plasmideos e sequienciamento automatico.
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3.13 RT-PCR E PCR

Foram coletadas amostras durante experimentos in vitro de cinética
e fontes de carbono e in vivo no confronto em placa de petri. O RNA total foi
extraido como descrito anteriormente para acidos nucléicos e tratado com
DNAse | (livre de RNase, Promega), através da metodologia de RT-PCR
(invitrogen® - SuperScript™) para gerar o cDNA de T. asperellum (T0O) e
também de R. solani. Os sistemas foram incubados em banho-maria a 37°
C por 1 hora, e a seguir empregados nas reacoes de PCR.

Os controles empregados para as reacdes de RT-PCR foram um
sistema contendo RNA com a omissao da enzima transcriptase reversa e
um sistema sem RNA para controle das solugdes e reagentes utilizados.

Analise quantitativa dos transcritos do gene b-1,3-glucanase de T.
asperellum (TOO) foi realizada por meio de PCR guantitativo em tempo real
(PCR quantitativo em tempo real) (LIVAK E SCHMITTGEN, 2001). Foram
necessarios novos oligonucleotideos pois a metodologia disponivel requeria
fragmentos de 90-120 bp. Foi realizada analise de seqiiéncias de genes
constitutivos de T. asperellum no intuito de obter um controle interno. Foram
entdo elaborados os oligonucleotideos TEF, baseados em seqléncias
depositadas no GenBank para o gene do fator de elongagéo traducional
(tef), descritos por Dodd, Lieckfeldt e Samuels (2001) e por Holmes (2003)
(N° de acesso AF456907 e AY376058) e os oligonucleotideos ACT,
baseados no gene da actina (act) de T. asperellum tendo como referencia o
trabalho de Samuels et al. (2006) (N° de acesso DQ111971). O par de
oligonucleotideos ACT demonstrou melhor eficiéncia em testes por PCR e
assim foram usados para a PCR em tempo real. Também foram alinhadas
as sequéncias de exo-b-1,3-glucanases descritas anteriormente, a exo de
T. harzianum (COHEN-KUPIEC, 1999) e a bgn de T. hamatum (DE LA
CRUZ, 1995a) com o gene tag de T. asperellum (TOO) caracterizada neste
trabalho. A regido de menor homologia, entre os codons 621 a 681 da
proteina TAG de T. asperellum foi a escolhida como molde para os

oligonucleotideos especificos Tag. O tamanho dos fragmentos amplificados
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na PCR apresentaram o tamanho esperado, 99 bp para Tag e 106 bp para

ACT. A temperatura de anelamento dos oligonucleotideos foi 60°C. A

especificidade dos oligonucleotideos para os genes foi testada através da

analise da curva de dissociacdo da reacdo de PCR (protocolo padrédo do

equipamento PCR tempo real) e sequenciamento do produto. As

sequéncias dos oligonucleotideos estdo descritas na Tabela 05.

Tabela 05 — Oligonucleotideos usados no PCR quantitativo em tempo real.

Referéncia

Nome Sequéncia (5’a 3’)
Tagl CACCCTACTACCAGCCAAATCC
Tag2 CAGAACTGCCGGAACAGGAG
ACT1 CGCCATTGCTCGTGTTGACATG

ACT2 AATTTCTCGCTCGGCGGTGGTG

MARCELLO et al. (2007)
(N° de acesso EU314718)
SAMUELS et al. (2006)
(N° de acesso DQ111971)
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IV. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da producao de a-1,3-glucanases em diferentes
fontes de carbono

A avaliagao do efeito de diferentes fontes de carbono na producédo
de a-1,3-glucanases de T. asperellum (TOO) foi realizado em meio TLE
suplementado com uma das seguintes fontes: glicose, amido, quitina,
quitosana, celulose e parede celular de R. solani (PCRS), todos na
concentragdo final do meio de cultura de 0,5%. Foi observado que a
atividade especifica de a-1,3-glucanase foi dependente do polissacarideo
utilizado como fonte de carbono (Figura 5A). A maior atividade enzimatica
especifica foi encontrada com amido (0,020 U.mg'1) e parede celular de R.
solani (0,013 U.mg™). A atividade de &-1,3-glucanase também foi detectada
em meios suplementados com glicose (0,008 U.mg™), quitina (0,004 U.mg™)
quitosana (0,006 U.mg™) e celulose (0,005 U.mg™).

Com o objetivo de avaliar a-1,3-glucanases produzidas no meio de
cultura, amostras (1 mL) do sobrenadante dos frascos com diferentes fontes
de carbono foram coletadas, dialisadas, concentradas por liofilizacdo e a
atividade enzimatica determinada em gel de poliacrilamida (8%) néo
desnaturante. Uma banda de atividade, correspondente a a-1,3-glucanase
de T. asperellum TAGS83, foi detectada nos meios contendo amido e parede
celular de R. solani (Figura 5B).

Andlise através de RT-PCR foi realizada no intuito de obter dados
moleculares da expressdo de &-1,3-glucanases em T. asperellum (TQO0).
Para tanto, o mRNA foi extraido do micélio coletado nas diferentes
condicOes de crescimento, em seguida foi realizada RT-PCR (Figura 5C),
utilizando os oligonucleotideos (Taglu) especificos para a-1,3-glucanase
(Tabela 3). Foi observado a presenca do mRNA do gene de &-1,3-
glucanase em todas as fontes de carbono utilizadas. Os niveis mais baixos
foram observados em presenca de glicose e quitosana. A maior producéo
de mRNA foi observado na presenca de parede celular de R. solani (Linha
6). Entretanto, significativos niveis de mRNA foram encontrados em amido,
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quitina e celulose (Linhas 2, 3 e 5; respectivamente). Como controle neste
experimento foi utilizado o gene do rDNA 18S, mostrando que os niveis de

MRNA foram os mesmos em todas as condi¢des utilizadas.
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Fonte de Carbono (0,5%)
B
C
tag
18S

Figura 5 — Efeito de diferentes fontes de carbono na produgédo de &-1,3-glucanases de T.
asperellum (T00) apds 24 h. de crescimento em meio TLE suplementado com glicose,
amido, quitina, quitosana, celulose e parede celular de R. solani (Linhas 1, 2, 3, 4, 5 e 6).
A) Padrao de atividade enzimética especifica do sobrenadante das culturas. B) Atividade
em gel de poliacrilamida ndo desnaturante. C) RT-PCR utilizando os oligonucleotideos
especificos para o gene de a-1,3-glucanase (tag) e rDNA 18S como controle (18S).
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4.2 Cinética de producédo de a-1,3-glucanase

A cinética de producdo das &-1,3-glucanases foi avaliada em
diferentes tempos de incubagédo em meio TLE suplementado com 0,5% de
parede celular de R. solani (Figura 6). A atividade enzimatica especifica foi
detectada a partir de 4 h. de incubacéo e a partir deste ponto a atividade se
elevou consideravelmente, atingindo o maximo em 24 h. de incubacao,
demonstrando indugédo na presenca deste substrato. O maior valor de
atividade especifica foi encontrado apés 24 h. de crescimento (0,016 U.mg’
Yy (Figura 6A).

A atividade enzimatica foi determinada também em gel de
poliacrilamida, conforme descrito anteriormente. A partir de 4h observou-se
a presenca de uma banda de atividade correspondente a maior a-1,3-
glucanase de T. asperellum (T0O). A intensidade desta banda aumenta, e
uma forte banda é visualizada a partir de 16 h, permanecendo constante até
24 h. A segunda banda de atividade, correspondendo a a-1,3-glucanase de
menor massa molecular, surge ap6s 8 h e permanece constante até 24 h
(Figura 6B).

A presenca do mRNA do gene tag foi detectado a partir de 8 h. de
incubagdo, com um numero maior de mRNA a partir de 20 h. Como controle
neste experimento foi utilizado o gene do rDNA 18S (Figura 6C).
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Figura 6 — Cinética de producéo de &-1,3-glucanases de T. asperellum (T0O) apés
crescimento em meio TLE suplementado com parede celular de R. solani nos
tempos 4, 8, 16, 20 e 24 h. (Linhas verticais). A) Padréo de atividade enzimatica
especifica do sobrenadante das culturas; B) Atividade de &-1,3-glucanases em gel
de poliacrilamida ndo-desnaturante. C) RT-PCR utilizando oligonucleotideos Taglu,
especificos para o gene a-1,3-glucanase (tag) e rDNA 18S como controle (18S).
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4.3 Caracterizacédo do gene

O sequenciamento do gene completo foi realizado utilizando os
produtos de PCR obtidos, os quais foram previamente purificados. As
sequéncias obtidas foram analisadas utilizando o programa PHRED
(EWING et al., 1998), disponivel no site do Laboratério de Biologia
Molecular da Universidade de Brasilia (UnB), e o programa CAP3 (HUANG
E MADAN, 1999), até obtencdo da sequéncia codante completa da a-1,3-
glucanase de T. asperellum (T00), denominada tag. A qualidade das bases
apresentou qualidade superior a PHRED20 e o contig unico 3096 bp, sendo
posteriormente depositado no GeneBank (N° de acesso EU314718).

Utilizando o programa BLASTN (ALTSCHUL et al., 1997), foi
avaliado o nivel de identidade frente a outras sequiéncias de exo-a-1,3-
glucanases de Trichoderma spp., depositadas no GeneBank. Foi observado
identidade com apenas 2 outros genes de exo- a-1,3-glucanases. A exo-a-
1,3-glucanase (exo) de T. harzianum (COHEN-KUPIEC, et al. 1999), com
99% de identidade (N° de acesso AJ002397), e a exo-a-1,3-glucanase
(xbg1.3) de T. hamatum (STEYAERT, STEWART E RIDGWAY, 2004), com
89% de identidade (N° de acesso AY269826.1), conforme Tabela 06.

Tabela 06 — Relacdo de genes analisados e que apresentaram identidade com
produtos da amplificacdo do DNA gendmico de T. asperellum.

Escore Escore Identidade
Fonte Maximo Total Maxima
Exo0-a4-1,3-glucanase exo de T. 1024 5621 99%
harzianum (COHEN-KUPIEC, et al.
1999)
Exo0-a-1,3-glucanase xbgl.3 de T. 688 2006 89%

hamatum (STEYAERT, STEWART E
RIDGWAY, 2004)

Para andlise preditiva da proteina, utilizando a sequéncia de
aminoacidos deduzida a partir da seqUéncia nucleotidica do gene tag,
através do programa FASTA (PEARSON E LIPMAN, 1988), foi comparado
com outras proteinas depositadas no GenBank e observado resultados

semelhantes aos obtidos na analise BLASTN para as exo-b-1,3-glucanases

55


http://www.pdfdesk.com

de Cohen-Kupiec e colaboradores (1999) e de Steyaert, Stewart e Ridgway
(2004), apresentados na Tabela 06. Varias sequéncias de proteinas,
caracterizadas como exo-b-1,3-glucanases e depositadas no GeneBank
apresentaram elevado nivel de similaridade (superior a 80%). Na tabela 7
estdo descritas todas as proteinas que apresentaram identidade superior a
50%.

Tabela 07 — Relagéo de proteinas a-1,3-glucanases que apresentaram identidade
superior a 50% com a exo-a-1,3-glucanase TAG, de T. asperellum (T0O0).

Fonte Tamanho | ldentidade | Similaridade
Exo-&-1,3-glucanase de T. harzianum 1031 97.9% 98.6%
(COHEN-KUPIEC et al., 1999)

Exo-a&-1,3-glucanase de T. hamatum

(STEYAERT, STEWART E RIDGWAY, 814 90,8% 98,4%
2004)

Exo-a-1,3-glucanase de Aspergillus

fumigatus (FEDOROVA et al., 2008) 804 56,3% 81,2%
Exo-a&-1,3-glucanase de Aspergillus

fumigatus (FEDOROVA et al., 2008) 804 56,0% 81,3%
Exo-a&-1,3-glucanase de Aspergillus

clavatus (FEDOROVA et al., 2008) 806 54,3% 80,8%
Exo-a-1,3-glucanase de Aspergillus

fumigatus (NIERMAN et al. 2005) 822 55,2% 80,8%
Exo-a&-1,3-glucanase de Aspergillus

fumigatus (FEDOROVA et al., 2008) 793 55,2% 80,7%

A predicdo da massa molecular da proteina e o ponto isoelétrico
(pl) foram determinados através do programa ProtParam (GASTEIGER et
al., 2005), sendo encontrados valores de 107,9 kDa e com pl tedrico de
4,56.

A figura 7 apresenta a sequéncia de nucleotideos de &-1,3-
glucanase de T. asperellum, linhagem TOO (tag) e os aminoacidos
deduzidos desta sequéncia. Os possiveis motivos funcionais encontrados
foram destacados na sequéncia protéica. Utilizando o programa SIGNAL IP
(COMBET, et al., 2000) foi predito a existéncia de um peptideo sinal do

56


http://www.pdfdesk.com

aminoacido 1 ao 22, com sitio de clivagem entre uma alanina e uma

treonina (sublinhado). Através do programa InterProScan (ZDOBNOV E
APWEILER, 2001), foram detectados dois possiveis dominios WSC
préoximos ao C-terminal (duplo sublinhado). Utilizando o programa NetNGlyc
1.0 (GUPTA, JUNG E BRUNAK, 2004), foram sugeridos 3 possiveis locais
de N-glicosilacdo presentes na proteina, residuos NYTV (amino&cidos 56-
60), NGSA (aminoacidos 225-229) e NLSL (aminoacidos 328-332)
(circulados). Esta sequéncia foi depositada no GeneBank com numero de
acesso EU314718.
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241

301

101

361
121

421
141

481
161

541
181

601
201

661
221

721
241

781
261

ATGGGGTTTATACGCTCCGCCGTGCTTTCGGCCCTCACATTTGCCGCGGCATGTCGAGGC
M GF I RS AVLSALTEFAAATCRSEG

CTGGCCACGCCTGGGTCCGAGGCTGAACCTTCTGTGGAAAAGCGTGCTTCAAGTTATTGG
L ATPGSEAEWPSVEI KR RASSYW

TATGAGAACATTGCCCATCAAGGAATTGCACCATTCGCCCCCAGCAA CAGIGTTC
Y EN T AHQG I AP F AP S F

CGCAACGTAAAGGACTATGGCGCAAAGGGTGATGGTGTTACCGACGACACGGCAGCAATT
R NV KDY G AKGDGV TDUDTAAI

AACAATGCCATTCTGTCGGGAGGTCGATGTGGCAGACTCTGCACATCGAGCACTCTGACT
NNAILSGG GRT CGRLTZCTSSTULT

CCAGCTGTGGTATACTTTCCGGCTGGAACGTACGTGATCTCAACGCCCATCATTGATCAG
P AVVY FPAGTYV 1 STWPTI1T 1 D2Q

TACTACACCAACATCATTGGAGATCCAACCAACCTGCCAACCATCAAGGCGACCGCAGGC
Y Y T N1 1 GDPTNWLZPTI KATASG

TTCAGCGGCATTGCCCTCATCGATGGTGATACTTACTATGGCGATAATAACCCGAACGAC
F S GI1I AL I DGDTY Y G DNNZPND

CCCAATTGGATTTCAACCAACGTCTTCTACCGGCAAGTACGCAACTTTAAGCTTGACATG
P NW 1T S TNVFYRQVRNIFIKULDWM

ACGTCTATTCCTACTTCTGCGCCCAAAATCTATGGTATCCACTGGCCGACAGCCCAGGCA
T S 1 PTSAPIKIYGI HWPTAQ QA

ACAAGCTTGCAAAACATCCAGATTACTATGAGCACAGCGTCTGGAAATAGCCAAGTCGGT
T SLOQNTIOQTITMSTASGNTSZO QVG

CTTTTCATCGAG CTGGATTCCTCACCGATATGACCTTCAACGGTGGCTTG
L F I E G F L TDMTUFNG GG L

ATTGGTGCTGCCATTGGCAATCAACAGTACACGATGCGCAACTTGGTATTCAACAACTGC
Il 6 AA1 GNQ QY TMRNULV FNNTEC

GGCACAGCCATTGTCAGCGGCTTCGATTGGGAGTGGGTTTACCAGGGCATCAGCATCAAC
G TAI VSGFDWEWVY QG 1T S I N
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301

961
321

1021
341
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361
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381

1201
401

1261
421

1321
441

1381
461

1441
481

1501
501

1561
521

1621
541

1681
561

1741
581

1801
601

1861
621

1921
641

1981
661

2041
681

2101
701

2161
721

AACTGTGGATTGGGAATTGACATGACGGCCGCCGAGTCCATCACGCTGATCGACAGTTCC
N CGL G I DMTAAES 1T TL 1 D S S

ATCAGCGGGACGCCAGTTGGAATCAAGACCAGCTTCAGCGCAAACCAGTCGCCCGCCACG
Il s 6 T PV GI KTSFSANIGQSUZPAT

TCCAACAGTCTCATCGTTGAGAA CAACAATGTCCCAGTGGCCATTCAGTCG
S NS L I V E NNV PV A I QS

TCGAGTGGAAGCACCATTCTGGCCGGAGGAACCACAACAATTGCTGCGTGGGGCCAGGGT
S S 6 S T1LAGGTTTTI1IAAWGU QG

CACCAGTATACGCCGAATGGACCGACGACATTCCAAGGCAGCATTACGCCAAACTCTCGT
H QY TPNGWPTTFQG S 1 TPN SR

CCCTCGTCCCTTTTGAGCGGATCCAACTATTACACGCGCTCAAAGCCCCAGTATGAAACT
P S SLL SGSNYYTRSKPOQYET

CTGCCAGTTTCTTCATTCAGGAGCGTCCGATCTGCTGGTGCCACCGGTAACGCGGTCACC
L PVSSFRSVRSAGATG GNAWVT

GATGACACGGCCGCTCTGCAAAGTGTCATCAACAGTGCCACTGCTGCAGGCCAAATCGTG
DDTAALOQSVINSATAAGO QTI1LYV

TACTTTGATGCCGGTATCTACCGCATCACCAGCACGCTCAGTATCCCCCCTGGCGCGAAG
Y FDAGI Y RI1T TSTULS 1T PPGATK

ATTGTTGGAGAGGAATACCCCATCATTATGTCTTCCGGAAGCTTCTTCAATGACCAAAGC
Il v 6 E EYPI1T I' M S S G S FFND Q S

AACCCGAAGCCCGTGGTTCAAGTTGGCACACCGGGCCAGACTGGACAGGTGGAGTGGTCG
NP KPVVQVGTPGQTGAOQVEWS

GACATGATTGTGTCCACGCAGGGCACCCAAGCTGGAGCTGTTCTCATTGAGTGGAACTTG
D MIT VSTQGTQAGAVL1EWNL

GCCACCTCTGGAACGCCCAGCGGCATGTGGGATGTGCACACGAGAATCGGTGGCTTCAAG
AT S GTPSGMWDV HTRTI GG F K

GGATCGAACCTCCAAGTTGCGCAATGCCCTGTAACTGCGAGCAGCACGACTGTTAACACG
G S NLQVAQCPVTASSTTVNT

GCTTGCATTGGAGCTTACATGTCCATGCATATCACTGCTAGCGCAAGCAACCTTTACATG
AACI GAYMSMHITASASNILYWM

GAGAATAACTGGCTCTGGACCGCAGACCACGATATTGACGACTCGAGCAACACGCAAATC
E NNWULWTADW HTDTI DD S S NT Q1

ACCATTTTCAGCGGCAGAGGTCTGTACGTTGAAAGCACAGCAGGAACGTTCTGGTTTGTT
T 1 F S G6GRGULY VESTAGTFWFYV

GGGACAGCGGTTGAGCATCATACCCTCTACCAGTATCAATTTGCCAACACGCAGAATATC
G TAVEHHTLYO QYO QFANTO QNI

TATGCCGGAGTTATCCAGACAGAGACACCCTACTACCAGCCAAATCCCGATGCCCCAACG
Y AG V I Q T ETPY Y QPNUPUDAWPT

CCCTTCAATATCAACACTGCTCTCAACGATCCCAACTTTGCCACCTCCTGTTCCGGCAGT
P F N1 NTALNUDWPNFATSTCS G S

TCTGGCCGCTGTGCCGAGGCTTGGGGCTTGCGAATCGTTAGCTCTCAGAACATTCTCATT
S GRCAEAWGLRTI VS S QNTITITLI

TATGCAGCCGGCTTGTATTCGTTCTTCGAGAACAACGATGGAAACACTGGTTGTGACGTG
Y AAGLY SFFENNDTGNTGTCDV

GCTCTTGGGCCGGAAAATTGCCAGAACAACATTTTCGACCTTGAAGGCACGCTGACCAAC
AL GPENZ CAOQNNIFIDULEGTTUL TN

58


http://www.pdfdesk.com

2221
741

2281
761

2341
781

2401
801

2461
821

2521
841

2581
861

2641
881

2701
901

2761
921

2821
941

2881
961

2941
981

3001
1001

3061
1021

ATTAACGTCTACAACTTGGGAACCGTGGGCGTCGTCAACCAGATCACGCAGAACGGAAAC
I NV Y NL G TV GV VNQ T T QN G N

GTGCTTGCGACCTCTTCTTCCAACGTCAATGCCTTTGCTGATGTTATTGCTCTCTTTCGA
vV L ATSSSNVNAFADUVI1I AL FR

CTCGCTTCCGGAAGCGGAGGCGTGACTCCTCCTCCTTCTAGCACCACCAAAGCACAGTCC
L ASGS GGV TWPPPSSTTIKAIQ S

ACAACATTTTCCACAATCATCACCAGCTCGCCGCCGAAGCAAACTGCATGGAATTTCTTG
T TFSTI1T 1 TS SPPKQTGWNFL

GGATGCTACTCCGATAACGTCAACGGTCGAACTTTGGCCAACCAGGTCCAGGTCGCAGGA
G CYSDNVNGRTLANI QVQV AG

GGTGCATCTGCCATGTCGATCGAGGCTTGTGAAACTGCTTGCGAATCCGCCGGATACACC
G ASAMSI1T EACTETACTESAGYT

ATTGCTGGCGTCGAATACTCTGGAGAATGCTGGTGTGATACCAAGTTCCAGAACGGCGGC
Il AGV EY S G ECWTCDT KT FQNG G

GGCCCAGCCTCTGATGGAAGTGCTCAATGCACCATGACTTGCAGCGGTGCGCCACAGGAA
G PASDGSAQGCTMTTCSGATFPOQE

ACCTGCGGAGGCCCGAACCGCCTCGATGTTTACAGCTTGGCGACCGCAACTGGGAGCGCC
T CG6GG6GPNRLDVY SLATATG S A

TCGCCTCCCGCGGCCACCGGATGGAACTTTAGAGGATGCTACACCGACAGTGTCAATGCT
S PP AATGWNZFRG G CYTDSVNA

CGAGCGTTGATTGCCGAGTCGGTCCCCAACGGCCCCTCGTCGATGACTATAGAGGCGTGT
R A L1 AESVPNSGPSSMTTI1EASTC

CAAAGTGTGTGCAAGGGCCTGGGCTACACTCTTGCGGGCCTTGAGTATGCCGACGAATGC
Q Sv CKGLGYTULAGLTEYADTETC

TACTGTGGTAACAGCCTCGCCAATGGCGCAACCATTGCCCCAGATGGAAATGCCGGTTGC
Yy C G NSLANGATI APUDGNASGSTC

AACATGAATTGCGCGGGCAACGCTGCTGAAACATGCGGCGGCCCTAACAGGTTGGACATT
NMNZCAGNAAETT CGG®PNI RTLTDI

TACAGTTACGGACAGGCCAAGGGCACCCAACCATAG
Y SY G QAKGTU QP *

Figura 7 — Sequéncia de nucleotideos do gene de &-1,3-glucanase de T.
asperellum, linhagem TOO (tag) e aminoacidos deduzidos desta sequéncia. O
peptideo sinal encontra-se sublinhado, os pontos de N-glicosilagdo proximos aos
residuos de asparagina 56, 225 e 328 estéo circulados, e com duplo sublinhado
destaca-se os dois dominios de ligacéo a carboidratos WSC. Esta sequéncia foi
depositada no GeneBank com nimero de acesso EU314718.
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4.4 Estudos moleculares da interacdo in vivo entre T.

asperellum (T0OO) e R. solani.

O potencial para uso do isolado de T. asperellum (T0O0) como
agente de controle biolégico foi avaliado in vivo pelo teste de pareamento
com o fungo fitopatogénico R. solani (Figura 8). As coldnias foram
inoculadas em placas com meio MYG e apds 48 h. de incubacgédo as hifas
das culturas estabelecem interacédo (Figura 8A), que se intensifica apds 72
h. de crescimento, com intensa esporulagéo do T. asperellum (Figura 8B).

Figura 8 — A: Confronto in vivo apds 48 h. de inoculacdo em placa de petri de 14
cm em meio MYG. B: Mesma placa da figura A apds 72 h. Esta placa foi utilizada
nos experimentos de RT-PCR. (R) R. solani e (T) T. asperellum (T0O0).

Para avaliar o possivel papel do gene tag no micoparasitismo, foi
analisada a expressao durante confronto de T. asperellum (T0OO) contra R.
solani (Figura 8). Amostras isoladas das culturas representadas acima
(Figura 8B) foram utilizadas para extracdo de RNA e a analise dos
transcritos por RT-PCR e PCR em tempo real (Figura 9B e 9C,
respectivamente). Este mRNA extraido, serviu como molde para sintese do
cDNA. Foi utilizado no ensaio RT-PCR os oligonucleotideos especificos
para a-1,3-glucanases Taglu 1 e 2 (Tabela 3), na PCR quantitativa em
tempo real foi utilizado os oligonucleotideos Tag 1 e 2 (Tabela 5).
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O nivel de expressao do gene tag de T. asperellum (T00), crescido
em meio MYG, na auséncia do hospedeiro foi usado como controle (Figura
9B e 9C, linha 4). Nao foram detectados transcritos nas amostras contendo
RNA de R. solani (Figura 9B e 9C, linha 1), demonstrando que o0s
oligonucleotideos usados na RT-PCR e PCR real-time foram especificos
para o gene tag de T. asperellum (T00). A analise por PCR em tempo real
revelou um nivel basal do transcrito do gene tag, que pode ser detectado
antes mesmo do contato entre os dois fungos (Figura 9C, linha 3). Na
interacdo entre o T. asperellum e R. solani, foi detectado um aumento
significativo no nimero de transcritos do gene tag, da ordem de 4,8 vezes
(Figura 9B e 9C, linha 2) .

Expresséo relativa de mRNA
]

-

Figura 9 — Confronto simulando micoparasitismo entre T. asperellum (T00) e R.
solani. A) Descricdo esquemética da placa do confronto. Os circulos pequenos
representam colbnias de T. asperellum (T) e de R. solani (R), crescidos em meio
MYG por 72 h. em placa de petri (circulo grande); B) RT-PCR do gene tag (264 bp)
e do gene controle actina (297 bp); C) PCR real-time representando os niveis de
expressao relativa do gene tag durante simulacdo de micoparasitismo. Os dados
foram normalizados com o gene controle (actina); 1) Niveis de mRNA do gene tag
de R. solani antes do contato; 2) Niveis de mRNA tag durante confronto de T.
asperellum com R. solani; 3) Niveis de mRNA tag de T. asperellum antes do
contato; 4) Niveis de mRNA tag de T. asperellum crescido em meio MYG, sem o
hospedeiro. As barras representam a média + DPM. A média do nivel de expresséo
de tag (n=3) em comparacdo ao controle (n=3) revelou significAncia estatistica pelo
teste-t de Student (p = 0.022 = ***),
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V. DISCUSSAO

Diversas espécies do género Trichoderma spp. tém atraido
interesse em biocontrole, o género foi reconhecido a algum tempo como
agente de controle de doencas de plantas e pesquisas relacionadas a
mecanismos enfocam a habilidade destes fungos desenvolverem efeito
antagonico sobre outros fungos de solo (KUBICEK et al., 2001; EL-
KATATNY et al, 2001; VITERBO et al. 2002; RAMOT et al.,, 2004,
CHUTRAKUL E PEBERDY, 2005; DJONOVIC, POZO E KENERLEY, 2006;
GROSCH et al., 2006).

O Trichoderma spp. € um género de fungo antagonista e com
mecanismo de micoparasitismo relacionado a producdo de enzimas
hidroliticas como quitinases, proteases e a-1,3-glucanases (HARAN,
SCHICKLER E CHET, 1996), a producédo destas enzimas hidroliticas sédo as
maiores determinantes do biocontrole (THRANE, TRONSMO E JENSEN,
1997; HIELJORD E TRONSMO, 1998). Dentre estas enzimas, as b-1,3-
glucanases possuem um importante papel nas interacdes entre espécies do
género Trichoderma spp. e seus hospedeiros (SCHIRMBOCK et al., 1994;
THRANE, TRONSMO E JENSEN, 1997) e parecem estar presentes em
muitos fungos (MOUYNA et al.,, 2002) uma vez que as b-glucanas sao
polissacarideos muito abundantes na parede celular (BENITEZ et al, 2004).

Dados da literatura mostram que as a-glucanases produzidas por
fungos podem ser constitutivas ou induzidas por diferentes fontes de
carbono (EL-KATATNY et al. 2001; MARTIN et al. 2007). Compostos como
quitina, podem induzir a producao de a-1,3-glucanases de Trichoderma spp.
(STAHMANN, SCHIMZ E SAHM, 1993; ZEILINGER et al., 1999). Poucos
dados estdo disponiveis referentes a regulacdo da expressdo de a-1,3-
glucanases em T. asperellum, principalmente aqueles relacionados com as
condicdes de cultura que podem afetar sua producao (MARTIN et al., 2007).

O efeito de diferentes fontes de carbono na producgéo de a-1,3-
glucanases produzidas por T. asperellum (T0O) foi avaliado quando o fungo
foi crescido em meio TLE suplementado com as fontes de carbono: glicose,

amido, quitina, quitosana, celulose e parede celular de R. solani (Figura 5).
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A maior atividade especifica foi verificada na presenca de amido (0,020
U.mg™?) e parede celular (0,013 U.mg™) (Figura 5A), mostrando que estes
substratos sdo bons indutores da expressado de a-1,3-glucanases em T.
asperellum (T00). Em presenca de parede celular foi detectada atividade
especifica a partir de 4 h., atingindo o maximo em 24 h. de incubacéo
(Figura 6A).

Em gel de poliacrilamida ndo-desnaturante, uma banda significativa
de atividade, correspondente a-1,3-glucanase TAG83 de T. asperellum
(TO0), foi detectada nos meios contendo amido e parede celular de R. solani
(Figura 5B), sugerindo que esta a-1,3-glucanase possa estar sendo
expressa de forma induzida em fungéo do substrato utilizado. A outra banda
de atividade referente a a-1,3-glucanases de menor massa molecular ndo
foi verificada neste experimento, provavelmente devido a quantidade de
enzima aplicada no gel ou a perda de atividade devido a didlise (BARA,
2002; SILVA,2005). Entretanto, nos experimentos de cinética de producéao,
a banda de atividade correspondente a a-1,3-glucanase de menor massa
molecular foi detectada a partir de 8 h permanecendo constante (Figura 6B).
Silva (2005), observou que amostras enziméticas dializadas néo
apresentavam a presenca da banda de atividade referente a &-1,3-
glucanase de 19 kDa. Nossos dados sugerem que as duas bandas de
atividade encontradas correspondem as a-1,3-glucanases purificadas e
caracterizadas por Bara (2002) e Silva (2005). Ambas as enzimas foram
produzidas na presenca de parede celular, a enzima de maior massa
molecular (83,1 kDa) foi caracterizada como uma exo-a-1,3-glucanase
(TAGS83) e a de menor massa (19 kDa), como uma endo-a-1,3-glucanase
(TAG19). A expresséao de mais de uma b-1,3-glucanase tem sido verificada
em Trichoderma spp., principalmente em T. harzianum (DE LA CRUZ et al.,
1995a; VAZQUEZ-GARCIDUENAS, LEAL-MORALES E HERRERA-
ESTRELLA, 1998; AL. RAMOT et al.,, 2000; NORONHA et al., 2000;
NORONHA E ULHOA, 2000).

O estudo molecular foi realizado através de amplificacdo do mRNA
por RT-PCR, e demonstrou dados quantitativos da expressdo de a-1,3-
glucanase nestas condicbes (Figura 5C e 6C). Os experimentos
confirmaram a presenca do mRNA do gene de 4a-1,3-glucanase (tag) em
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todas as fontes de carbono utilizadas. Os niveis mais baixos foram
observados em presenca de glicose e quitosana. Foram encontrados niveis
significativos de mRNA com amido, quitina e celulose. A maior producao de
MRNA para este gene foi observado quando parede celular de R. solani foi
utilizada como fonte de carbono, e esta expressao é dependente do tempo
de incubacao, conforme mostrado no experimento de cinética de producao
(Figura 6C). Em fungos micoparasitas como o T. harzianum, Verticillium
fungicola e S. elegans, analise do mRNA revela que as b-1,3-glucanases
podem ser induzidas na presenca da parede celular do fungo hospedeiro
(TWEDDELL et al., 1994; VASQUEZ-GARCIDUENAS et al., 1998; AMEY et
al., 2003).

A elevada atividade enzimatica e a presenca de transcritos de a-
1,3-glucanases quando o fungo cresceu em amido precisa ser melhor
estudada. Amilases foram descritas em fungos do género Trichoderma spp.
(DE AZEVEDO, DE MARCO E FELIX, 2002; KOVACS et. al.,, 2004) e
pequenas moléculas derivadas da hidrélise do amido podem estar
contribuindo para a producédo de a-1,3-glucanases em T. asperellum (T0O).
A hipotese de que pequenas moléculas derivadas da hidrolise de
polissacarideos, por acdo de enzimas constitutivas, possam estar
funcionando como indutoras de enzimas em fungos ja foi observada (LORA
et al., 1995; ZEILINGER et al. 1999).

A presenca de moléculas indutoras e a auséncia de glicose séo
consideradas essenciais para a produgcdo de b-1,3-glucanases induzidas
em fungos (MARTIN et. al., 2007). Entretanto, o fato de termos encontrado
a expressdo de glucanases em presenca de glicose, sugere que estas
enzimas em T. asperellum (TOO) possam ter um papel importante
relacionado as fun¢des morfogenéticas, tais como, germinagdo de esporos
e alongamento de hifas, conforme descritas na literatura para outros fungos
filamentosos (PITSON, SEVIOUR E MCDOUGALL, 1993; MARTIN et. al.,
2007).

A sequéncia codante da a-1,3-glucanase de T. asperellum (T0O0)
foi obtida através da amplificacdo do DNA gendmico, seqienciamento e
analise dos fragmentos, e apresentou uma ORF de 3096 pares de bases
com elevado nivel de identidade frente a outras duas exo-a-1,3-glucanases,
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descritas nas espécies T. harzianum e T. hamatum (Tabela 6 e Figura 7)
(COHEN-KUPIEC, et al. 1999; STEYAERT, STEWART E RIDGWAY, 2004).
A proteina predita revelou 1032 aminoacidos, com massa molecular de
107,9 kDa, com elevado grau de identidade com outras exo-a-1,3-
glucanases de T. harzianum, T. hamatum e Aspergillus spp. (COHEN-
KUPIEC, et al. 1999; STEYAERT, STEWART E RIDGWAY, 2004,
NIERMAN et al. 2005; FEDOROVA et al., 2008). Estes dados sugerem que
estas proteinas encontram-se bastante conservadas em fungos
filamentosos. A andlise da sequéncia obtida, mecanismo de a¢éo da &-1,3-
glucanase e a massa molecular predita sugerem que esta enzima
corresponde a exo-b-1,3-glucanase de T. asperellum (TO0) de maior massa
molecular, descrita por Bara (2002). A diferenca encontrada entre a massa
molecular determinada por Bara (2002), de 83,1 kDa. e a predita, de 107,9
kDa. pode ser explicada por possiveis modificacdes pds-traducionais.

A predicao revelou ainda a existéncia de um sinal de secrecéo, o
peptideo sinal (aminoacido 1 ao 22), enquanto no trabalho de Cohen-
Copiec (1999), foi previsto um peptideo sinal contendo 35 aminoécidos.
Esta divergéncia pode ser resultado da utlizacdo de programas
computacionais diferentes para predi¢cdo. O peptideo sinal possui fungdo no
direcionamento da proteina para espacos extracelulares (GAULIN et al.,
2006). Também foi verificada a presenca de dois dominios de ligagdo a
carboidratos, proximos ao C-terminal, estas regides sao responsaveis pela
ligacdo a carboidratos e geralmente contém acima de 8 residuos
conservados de cisteina que podem estar conferindo funcdo estrutural
guando envolvidos com pontes dissulfeto ou integridade as células, em
resposta ao estresse (PONTING, HOFMANN E BORK, 1999). A proteina
apresentou ainda motivos de glicosilacdo. A glicosilacdo de proteinas
secretadas por fungos é uma importante modificagdo estrutural covalente,
conferindo estabilidade a cadeia polipeptidica durante transporte por via
secretoria (WANG et al., 1996). A maioria das proteinas secretadas por
fungos séo provavelmente glicosiladas (PEBERDY, 1994).

A avaliagdo da producdo de enzimas hidroliticas em ensaios de
confronto in vivo tem contribuido para o entendimento do mecanismo de

micoparasitismo em fungos do género Trichoderma spp. (CORTES et al.,
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1998; ZEILINGER et al., 1999; HARMAN 2000; KUBICEK et al., 2001).
Recentemente, Sanz (2004), através desta técnica, mostrou a expressao de
uma a-1,3-glucanase de T. asperellum em confronto com o fitopatégeno
Botrytis cinerea.

O potencial para uso do isolado de T. asperellum (TO0) como
agente de controle biolégico e a importancia de enzimas hidroliticas neste
mecanismo foram avaliados pela analise da expressdo da exo-a-1,3-
glucanase durante crescimento do T. asperellum (TOO) contra o fungo
fitopatogénico R. solani (Figura 8). Inicialmente, observa-se a capacidade
de crescer em direcdo ao hospedeiro com sobreposicdo de hifas,
confirmando estudos anteriores de Bara (2002) (Figura 3), que por analise
realizada por microscopia de varredura demonstrou que na regido de
confronto ocorre o enrolamento da hifa de T. asperellum (TOO) e posterior
penetracdo na hifa de R. solani. Estes dados indicam que o T. asperellum
atua por micoparasitismo e que o isolado TOO possui potencial para
emprego em controle biolégico.

Andlise por RT-PCR e PCR quantitativa em tempo real, da
expressdo do gene tag, mostraram elevacao significativa (4,8 vezes na PCR
guantitativa) de transcritos de exo-a-1,3-glucanase durante a interagao T.
asperellum (T0O0) e R. solani (Figura 9B e 9C, linha 2). Nao foram
detectados transcritos nas amostras contendo mRNA de R. solani (Figura
9B e 9C, linha 1) demonstrando elevada especificidade dos
oligonucleotideos utilizados. Um nivel basal do gene tag de T. asperellum
pode ser detectado antes mesmo do contato fisico (Figura 9C, linha 3), esta
expressdo pode relacionar estas enzimas com processos morfogenéticos,
tais como germinacdo de esporos, elongacdo e ramificagdo das hifas
(MARTIN et al., 2007; MOUYNA et al., 2002; BENITEZ et al, 2004).

A expressado de genes durante a interagdo Trichoderma-hospedeiro
durante ensaios de confronto tem sido descritos, incluindo de uma a-1,3-
glucanase (SANZ et al., 2005) e uma endoquitinase (VITERBO, et al.,
2005), ambas produzidas por T. asperellum. Os autores mostraram a
expressdo de a-1,3-glucanase (ang13.2) e endoquitinase (chit36Y), quando
o T. asperellum cresceu sob condi¢ées de antagonismo simulado contra B.

cinerea e R. solani, respectivamente.
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Considerando os dados da literatura e os encontrados neste
trabalho, podemos considerar que o0 mecanismo de micoparasitismo de T.
asperellum é um sistema complexo e envolve a participacdo de &-1,3-
glucanase. Entretanto, outros estudos relacionados a expressdo de genes
durante esta interacdo, sdo necessarios para melhor entendimento do

mecanismo de micoparasitismo de T. asperellum.
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VI. CONCLUSOES

A producédo de exo-a-1,3-glucanase por T. asperellum (TOO)
€ influenciada pela fonte de carbono e pelo tempo de
incubacgéo, principalmente quando parede celular de R.

solani é utilizada;

A sequéncia génica da exo-a-1,3-glucanase de T.
asperellum (TO0) mostrou elevada identidade com outras
exo-a-1,3-glucanases;

Durante interacdo entre T. asperellum e R. solani ocorre
maior expressdo do gene exo-a-1,3-glucanase de T.

asperellum.
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SUMMARY

The regulation of the gene encoding the extracellular exo-b-1,3-glucanase (tag83) produced by the
mycoparasite Trichoderma asperellum was studied. Enzyme activity was detected in all carbon
sources, but the highest levels were found when starch and purified cell walls from Rhizoctonia solani
were used. These results are supported by the appearance of one strong band with enzyme activity in
nondenaturing PAGE. Experiments using RT-PCR showed that exo-b-1,3-glucanase induction in T.
asperellum occurred at the transcriptional level. We used RT-PCR and real-time PCR analysis to
examine the expression of tag83 gene during in vivo assay of T. asperellum against R. solani. We
showed that the expression of tag83 is significantly increased by the presence of R. solani.

& 2008 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Introduction

Species of the genus Trichoderma have been found to attack a wide range of plant-pathogenic fungi and have
been used as biocontrol agents (Howell, 2003). The majority of Trichoderma preparations used commercially for
biological control are Trichoderma atroviride or Trichoderma harzianum. However, Trichoderma asperellum, a
less well-studied species, is also an effective biological control agent against rice seedborne diseases
(Watanabe et al., 2006), Rhizoctania solani (Trillas et al., 2006), Fusarium sporotrichioides (Gromovykh et al.,
2002) and Fusarium oxysporum (Cotxarrera et al., 2001). The interaction of T. asperellum with R. solani is
characteristically mycoparasitic, involving growth along the host hyphae, production of appressoria-like
structures and coiling (Harman et al., 2004). However, little is known about the genetics and biochemistry of
mycoparasitism in T. asperellum. Most phytopathogenic fungi have cell wall that contain chitin as a structural
backbone arranged in regularly ordered layers and b-1,3-glucan as a filling material arranged in an amorphous
manner. Chitinases and b-1,3-glucanases have been found to be directly involved in the mycoparasitism
interaction between Trichoderma species and its hosts (Harman et al., 2004; Howell, 2003).
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