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1. INTRODUCAO

O género Trichoderma compreende um grupo de fungos filamentosos
saprdfitas de solo, encontrados sobre matéria organica em decomposi¢cao e na
rizosfera de algumas plantas. Atualmente espécies do género Trichoderma tém
sido usadas como agentes de controle bioldgico, contra diferentes tipos de
fungos tais como Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani e Pythium spp (Herrera-
Estrella & Chet, 1998). O controle biolégico destes fitopatdgenos pode ocorrer
através de varios mecanismos, dentre os quais 0s mais relevantes sao:
competicdo por nutrientes, produgao de antibidticos volateis e nao volateis e
producdo de enzimas hidroliticas capazes de hidrolisar parede celular (Sivan &
Chet, 1992). O entendimento do modo de acéo das hidrolases, principalmente
quitinases, N-acetilglucosaminidases e B-1,3-glucanases, na degradacédo da
parede celular do fitopatdbgeno sua regulagcdo, e a acédo das lecitinas, sao
mecanismos que se elucidados permitirdo o melhoramento genético gerando
espécies de alto potencial em biocontrole. Considerando a importancia das -
1,3-glucanases no mecanismo de micoparasitismo e o potencial de utilizagao
de Trichoderma asperellum em controle biolégico, estamos propondo neste
trabalho um estudo bioquimico desta hidrolases, tendo como objetivos
principais: 1 — Avaliagdo da produgédo de [-1,3-glucanases por T. asperellum
utilizando diferentes fontes de carbono e nitrogénio;2 — Identificar através de
gel de eletroforese ndo desnaturante, o numero de isoformas produzidas,
através da determinacdo da atividade enzimatica.3 — Fazer um estudo dos
mecanismos de regulagdo das duas p-1,3-glucanases produzidas por T.
asperellum .

2. METODOLOGIA

2.1 - Manutencao do fungo

Os isolados de Trichoderma asperellum., da Colecdo do Laboratério de
Enzimologia / UFG, sdo mantidos com repiques peridodicos em meio MYG
(0,5% de extrato de malte, 0,25% de extrato de levedura, 1% de glicose e 2%
de agar) e estocado a 4°C.

2.2 — Producao de Enzimas

Esporos dos isolados de Trichoderma asperellum (10’ mL™), foram inoculados
em frascos de 250 mL contendo 25 mL de meio de TLE composto por: 1g/L de
bactotriptona, 0,3g/L de uréia, 2,0g/L de KH; POy, 1,4g/L de (NH4),SOq4, 0,3g/L
de MgS0,4.7H,0O, 0,3g/L de CACL,.6H,O e solucdo de elementos tragos;
suplementado com 0,5% de quitina como indutor. Os frascos foram incubados
em agitador rotatério a 28°C e velocidade de 140 rpm. Apds 24 horas de
incubacéo o sobrenadante foi coletado e utilizado como fonte de enzimas

( Bara 2002).

2.3 — Atividade Enzimatica

A atividade de p-1,3-glucanase foi determinada utilizando laminarina
(Sigma.Co) na concentracdo de 0,25%, em tamp3o acetato de sédio 50mM.L™
pH 5,0, de acordo com a metodologia descrita por Noronha & Ulhoa (1996).




2.4 — Determinacédo de Proteina

A concentracdo de proteinas nas amostras foi determinada pelo método
descrito por Bradford (1976), utilizando albumina bovina (Sigma-Co) como
padrao.

2.5 — Determinacdo da atividade de [(-1,3-glucanase em eletroforese, sob
condicdes ndo desnaturante

Para analise do perfil de proteinas secretadas no meio de cultura foi utilizado
um sistema de eletroforese (MiniGel-Sigma) em gel de poliacrilamida 8% em
condicbes ndo- desnaturantes. A atividade enzimatica foi determinada pelo
método descrito por PAN et al. ,1989.

2.6 — Purificacdo de (3-1,3-glucanases de T. asperellum

O extrato bruto de T.asperellum foi aplicado numa coluna de troca ibnica(Q —
Sepharose) equilibrada com tampdo acetato de sédio ( 50mM.L™, pH
5,0),utilizando um fluxo de 60mL.h"" e as proteinas foram eluidas com um
gradiente crescente de 0 a 0,5 M de NaCl. Fracbes de 5,0 mL foram coletadas
e utilizadas para a determinagao de proteinas a 280 nm e atividade de [3-1,3-
glucanase.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esporos de T. asperellum (10’ mL™?) foram transferidos para meio de cultura
contendo em quitina, amido, celulose, quitosana, parede celular de R.. solani
(PCRS) e glicose como fonte de carbono. O sobrenadante de cultura foi
coletado apds 24 horas e usado para determinar a atividade de 8 1,3-
glucanase. Observamos que o fungo apresentou atividade de 3 1,3-glucanase
no sobrenadante de cultura em todas as fontes de carbono usadas (Tabela 2).
Entretanto, maiores atividades foram detectadas nas fontes de carbono quitina
(0.137 U. mI") e PCRS (0.269 U. mlI™).

A figura 1 mostra um gel de poliacrilamida em condigdes nao desnaturantes
para analise de isoformas de B-1,3-glucanase produzidas por T. asperellum.
Duas bandas de atividade foram detectadas em presenca de PCRS, uma
banda de alta massa molecular em quitina, quitosana, celulose e amido (Figura
1). Entretanto, nenhuma banda de atividade foi detectada nas duas
concentracdes de glicose utilizada (Figura 1). Para os experimentos de
purificacdo de uma p-1,3-glucanase, o sobrenadante do meio de cultura do
isolado de T.asperellum foi coletado apds 24 horas de crescimento na
presenca de parede celular de R. solani.

As amostras foram dialisadas em agua destilada por 15 horas e,
posteriormente, dialisadas em tampao acetato de sédio 50 mM. L* pH 5,0 por
12 horas. Um volume de 150 mL do extrato bruto foi aplicado em uma coluna
de troca idbnica, Q-Sepharose, (figura 2). Dois picos com atividade de p-1,3-
glucanase foram observados: pico | (fracbes 42 a 47) eluidos antes do
gradiente, e pico Il (fragdes 59 a 75) eluidas durante a aplicagdo do gradiente.
Esta cromatogafia possibilitou a separagéo das duas B-1,3-glucanases
produzidas por T. asperellum.



Figura 1. Gel de atividade das proteinas secretadas por T. asperellum. (1)
glicose 2%, (2) glicose 1%, (3) amido 0.5%, (4) celulose 0,5%, (5) quitosana
0.5%, (6) quitina 0.5% e (7) parede celular de R. solani 0,5%.
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Figura 2. Perfil cromatrografico do sobrenadante da cultura de T.asperellum,
aplicado em coluna de troca idnica, Q-Sepharose. Fluxo:60 mL.h™. Atividade de
B-1,3-glucanase e; Proteina (Abs.280nM) —; gradiente de NaCl (o - 0,5 mol.L™)

4.CONCLUSAO

A producgao da enzima é dependente da fonte de carbono utilizada. Notamos
que a parede celular de R. solani € um bom indutor para a produgdo desta
enzima. A purificacdo de duas B-1,3-glucanase foi permitida através do uso de
cromatografia de coluna, utilizando-se uma coluna de troca iGnica. Assim, sera
possivel partir para o estudo de regulagao destas enzimas.
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