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DIVERSIDADE DE ENZIMAS EXTRACELULARES PRODUZIDAS POR
Trichoderma harzianum DURANTE INDUCAO COM DIFERENTES PAREDES DE
FITOPATOGENOS COMO FONTE INDUTORA.

!Monteiro, VN: Silva, R. N. & Ulhoa, C. J*.

1. INTRODUCAO

O processo de parasitismo de Trichoderma ocorre principalmente pela participacéo
de enzimas hidroliticas extracelulares degradadoras da parede celular de muitos
fungos, tais como quitinases, B-1,3-glucanases, celulases e proteases nutrientes
(HERRERA-ESTRELLA e CHET, 1998; HARMAN, 2000). Essas enzimas tém
atividade antifungica individualmente e podem atuar em sinergismo quando em
mistura ou com o0s antibioticos. Enzimas extracelulares que hidrolisam os principais
componentes quimicos da parede celular de fungos, como quitina, pB-glucanas e
proteinas foram detectadas quando T. harzianum cresceu na presenca de micélio
ou parede celular de Rizoctonia solani ou quitina como Unica fonte de carbono
(Kubicek et al., 2001).

O fungo filamentoso Trichoderma harzianum € descrito como um potente agente de
controle biolégico contra uma série de fungos fitopatdgenos. Um dos mecanismos
de antagonismo deste fungo € denominado de micoparasitismo e se caracteriza
pela producédo de enzimas hidroliticas, como quitinases, B-1,3-glucanases, celulases
e proteases nutrientes, responsaveis pela quebra da parede celular do fungo
hospedeiro. Este trabalho tem como objetivo avaliar diversidade de enzimas
extracelulares produzidas durante inducdo com diferentes paredes de fitopatdgenos
como fonte indutora. 10’Esporos de Trichoderma harzianum foram inoculados em
250 ml de meio TLE suplementado com 0,5% de parede celular isolada e purificada
de Fusarim sp; Macrophomina phaseolina e Rizoctonia solani. Um controle
contendo apenas esporos de T. harzianum foi feito para comparacdo com as
inducdes realizadas. Os frascos foram incubados em agitador rotatorio a 28°C a 150
rpm. Apés 72 horas de incubacdo o sobrenadante foi coletado e utilizado com fonte
de proteinas.

2. METODOLOGIA

2.1. Manutencéo do fungo

Os isolados de T. harzianum e Rizoctonia. solani, da Colecdo do Laboratorio de
Enzimologia - UFG, serdo mantidos com repigues peridodicos em meio MYG e
estocado a 4°C.

2.2 — Producéo de Enzimas

Esporos (10° mL™® dos isolados de Trichoderma harzianum, serdo inoculados em
um frascos de 250 mL contendo 25 mL de meio TLE suplementado com 0,5% de
parede celular isolada e purificada de Rizoctonia solani, Macrophomina phaseolina e
Fusarium sp Os frascos serdo incubados em agitador rotatério a 28°C e velocidade
de 120 rpm. Apos 48 horas de incubacédo o sobrenadante sera coletado e utilizado
com fonte de proteinas.

2.3 - Andlise de Proteoma/Eletroforese Bidimensional

Amostras do sobrenante de cultura obtidos como descrito acima séo liofilizadas e
ressuspensas com agua para um volume de 5ml e armazenadas em freezer para
posterior analise da expressao das proteinas em eletroforese bidimensional. Para
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analise em eletroforese bidimensional as amostras serdo precipitadas com acido
Tricloacético e acetona e apoés precipitacao, € adicionado tampéao de lise e aplicadas
em filtetes contendo anfdlitos com variacdo de pH de 3-10 e a focalizag&o isoelétrica
sera desenvolvida a 400Volts por 6 horas. Posteriormente os filtetes seréo
transferidos para um gel SDS-PAGE 12% para a segunda dimensé&o a 80-100 Volts
por 3 horas. As proteinas serdo visualizadas por coloracdo com azul de Coomassie
G250 coloidal. Padroes de pl e massa molecular serdo utilizados para a
identificacdo das proteinas. Os spots diferenciais serdo analisados através de
espectrometria de massa

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os experimentos foi determinada a quantidade de proteinas totais bem
como a determinacdo das enzimas: xilanases, celulases, glucanases, amilases,
lipases, endoglucanases, N-acetil-glicosaminidases, fosfatase &acida e fosfatase
alcalina. A inducdo com parede de Macrophomina. phaseolina apresentou maior
atividade de fosfatase acida em relacdo as outras inducdes e o controle. A inducdo
com parede celular de Fusarium sp apresentou maior atividade de glucanase em
relacdo as outras fontes e o controle. Os perfis diferenciais das proteinas secretadas
nos diferentes meios de inducdo e o controle foram analisados por eletroforese uni
(SDS-PAGE 12%) e bidimensional mostram um perfil diferencial da expresséo de
proteinas.

4. CONCLUSAO

A fonte de Inducdo de proteinas é fator importante na expressao diferenciada de
proteinas, sobretudo aquelas envolvidas durante o micoparasitismo.

A analise em gel bidimensional revela proteinas que sao diferencialmente expressas
nas fontes indutoras testadas (a) e que nao estdo presentes em condicbes de
auséncia de indutor. Essas proteinas serdo recortadas do gel e serdo submetidas
em espectrometro de massas com posterior identificacdo das seqUéncias de
aminoéacidos dos peptideos em bancos de dados.
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