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1- INTRODUCAO (justificativa e objetivos)

O género Trichoderma compreende um grupo de fungos filamentosos saprofitas de
solo, encontrados sobre matéria organica em decomposi¢gdo e na rizosfera de
algumas plantas. Desde 1991 que nosso grupo (Laboratério de Enzimologia / ICB -
UFG) tem concentrado esforgos no sentido de contribuir para o entendimento do
papel de enzimas hidroliticas no mecanismo de micoparasitismo e controle biolégico.
A colonizagdo demonstrada por T. asperellum é um indicativo de atuacédo por
micoparasitimos, onde podemos observar um crescimento rapido em direcdo ao
hospedeiro e enrolamento em torno da sua hifa. O entendimento do modo de agao
das hidrolases, principalmente quitinases, N-acetilglucosaminidases e [-1,3-
glucanases, na degradagao da parede celular do fitopatégeno sua regulagéo, e a
acao das lecitinas, sdo mecanismos que se elucidados permitirdo o melhoramento
genético gerando espécies de alto potencial em biocontrole. Temos como objetivo
nesse trabalho a avaliagdo da produgédo e expressao de B-1,3-glucanases por T.
asperellum utilizando diferentes concentracdes de parede celular de R. solani.

2- MATERIAL E METODOS

2.1- Manutencao dos isolados de T. asperellum

Os isolados de Trichoderma asperellum, da Colegc&o do Laboratério de Enzimologia/
UFG sdo mantidos com repiques periédicos em meio MYG (0,5% de extrato de
malte, 0,25% de extrato de levedura, 1% de glicose e 2% de agar) e estocados a
4°C. A purificagdo de parede celular de R. solani foi realizada segundo MITCHEL e
TAYLOR, 1969.

2.2- Producéo de enzimas e determinacéo das atividades enzimaticas

Esporos dos isolados de Trichoderma asperellum., foram inoculados em frascos de
250 mL contendo 25 mL de meio de TLE composto por: 1g/L de bactopeptona,
0,3g/L de uréia, 2,0g/L de KH2 POs, 1,4g/L de (NH4)2SOa4, 0,3g/L de MgS0a4.7H20,
0,3g/L de CACL2.6H20 e solugao de elementos tragos; suplementado com 0,5% de
glicose e crescido por 24 horas. O micélio foi transferido pra outros frascos iguais,
com o mesmo meio TLE, mas utilizando como fonte de carbono 0,1, 0,2, 0,3 e 0,5%
de parede celular isolada e purificada de Rhizoctonia solani. Os frascos foram
incubados em agitador rotatério a 28°C e velocidade de 180 rpm. Apds 12 e 24
horas de incubagdo o sobrenadante foi coletado e utilizado como fonte de p-1,3-
glucanases ( Bara 2002). A atividade de B-1,3-glucanase foi determinada utilizando
laminarina (Sigma.Co) na concentragdo de 0,25%, em tampao acetato de sodio
50mM.L™ pH 5,0, de acordo com a metodologia descrita por Noronha & Ulhoa
(1996). A mistura da reagéo é composta por 100uL de substrato e 50uL de enzima e
incubada a 40°C por 30 minutos. Uma unidade de enzima (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para formar 1umol de agucar redutor em um
minuto.
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2.3- Caracterizacao eletroforética e zimograma

Para analise do perfil de proteinas secretadas no meio de cultura foi utilizado um
sistema de eletroforese (MiniGel-Sigma) em gel de poliacrilamida 12% em condi¢des
desnaturantes, SDS-PAGE (Laemmli, 1970). Ao final da corrida o gel sera corado
pelo método coloragdo com nitrato de prata segundo metodologia descrita por Blum
et al., 1987. Para a determinagédo da atividade em gel de poliacrilamida (12%) as
condigdes de corrida foram as mesmas descritas no item 6, exceto que o tampao de
amostra ndo continha B-mercaptoetanol e as amostras ndo foram fervidas.

2.4- Extracdo de RNA e Northern blot-gel

A extragao de RNA foi feita pelo método descrito por Chirgwin (1987) utilizando sais
de guanidina. Para a analise do RNA extraido e seguinte transferéncia para
membrana de nitrocelulose, foi utilizado um sistema de eletroforese em gel de
agarose 1,2% como descrito por Chirgwin (1987).

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Micélio crescido por 24 horas em glicose de T. asperellum foram transferidos para
meio de cultura contendo concentracdes crescentes de parede celular de R.. solani
(PCRS) como fonte de carbono. O sobrenadante de cultura foi coletado apdés 12 e
24 horas e usado para determinar a atividade de B 1,3-glucanase. Observamos que
o fungo apresentou atividade crescente de B-1,3-glucanase no sobrenadante de
cultura de acordo com a quantidade de PCRS (Figura 1). A atividade especifica teve
seu pico com 0,2% de PCRS no tempo de 24 horas de indugdo e ocorre um
decaimento com o aumento da quantidade de PCRS mostrando a producado de
outras proteinas nessas indugdes (Figura 2).
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A figura 3 mostra um perfil protéico similar em todas as amostras, variando a
quantidade de proteinas secretadas nas diferentes concentragdes de PCRS.
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Figura 3- Gel de eletroforese SDS-PAGE mostrdo o perfil de proteinas das
inducdes nas diferentes concentracdes de PCRS nos tempos de 12 e 24 horas
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A figura 4 mostra um zimograma onde aparece em diferentes intensidades a banda
de maior peso molecular de B-1,3-glucanase de produzidas pelo Trichoderma
asperellum. Era esperada a presenga de duas isoformas de -1,3-glucanase (BARA,
2002), o que nao aconteceu, talvez devido a sua pequena atividade e quantidade.
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Figura 4- Zimograma strando os ife s?adrées de atividade das indugdes. 1-
12 horas 0,1%; 2-12 horas 0,2%; 3-12 horas 0,3%; 4-12 horas 0,5%; 5-24 horas
0,1%; 6-24 horas 0,2%; 7-24 horas 0,3%; 8-24 horas 0,5%

O micélio foi coletado e congelado em nitrogénio liquido para a extracdo de RNA
total. Os RNAs foram extraidos e corrido um gel de agarose. Ainda falta a produgéo
das sondas de B-1,3-glucanase e a hibridizagcao para se saber o nivel de expressao
dessa enzimas nas diferentes concentracdes de substrato. A membrana A sera a
hibridizada com a sonda de B-1,3-glucanase e o controle 18S sera hibridizado com a
sonda da subunidade de RNA ribossomal 18S e sera utilizado como controle.

4- CONCLUSAO

Neste primeiro semestre fizemos uma avaliagdo da produgdo da enzima (-1,3-
glucanase por Trichoderma asperellum crescido na presenga de diferentes
concentracdes de parede de R. solani. Notamos que a parede celular de R. solani é
um bom indutor e que a sua concentracdo influencia na quantidade de enzima
secretada pelo T. Asperellum. A técnica de Northern blot trara uma melhor
capacidade para analisarmos a expressao de 3-1,3-glucanase de acordo com a
concentracdo de PCRS. Isso abre novas perspectivas para novos trabalhos sobre
regulacéo e sinalizagao celular dessa enzima.
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