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INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) € uma espécie suceptivel a patégenos
de solo que causam podriddo da raiz (Rhizoctonia solani e Fusarium solani) e o
mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) (Ricardo et al., 2009). As perdas por essas
infeccbes fangicas podem ser identificadas durante o desenvolvimento do vegetal e

até mesmo no pos-colheita (Bettiol & Morandi, 2009).

A propagacao das doencas nas lavouras € favorecida pela umidade e baixas
temperaturas encontradas no solo. Embora o controle desses patdégenos possa
ocorrer pela utilizagdo de fungicidas quimicos, estes sdo caros e podem causar
contaminacdo dos alimentos, do solo, da 4gua e dos seres vivos; a intoxicacdo de
agricultores; a resisténcia de patdgenos; o desequilibrio biologico, alteracbes na
ciclagem dos nutrientes e da matéria organica; a eliminacdo de organismos

benéficos e a reducao da biodiversidade (Bettiol & Morandi, 2009).

Uma alternativa aos fungicidas € o uso de fungos micoparasitas, como as
espécies de Trichoderma. Os mecanismos de acdo utilizados pelo Trichoderma
contra esses fitopatdgenos sédo a antibiose, competicdo por espaco ou nutrientes,
micoparasitismo, producdo de sideroforos e enzimas hidroliticas, como as xilanases,

quitinases, fosfatases (Harman, 2004).

Pesquisas realizadas no Laboratério de Enzimologia da Universidade Federal
de Goias observaram que o isolado Trichoderma harzianum ALL 42 foi caracterizado

como um antagonista efetivo de Rhizoctonia solani, bem como um bom produtor de



enzimas hidroliticas, dentre elas a fosfatase acida (Lima, 2006; Leitdo 2007). O
objetivo geral desse trabalho é realizar a identificacdo do comportamento do fungo
Trichoderma harzianum ALL 42 em contato direto “in vitro” com diferentes fontes de
carbono (glicose, quitina, Parede celular de Fusarium solani, Sclerotinia
sclerotiorum, Rhizoctonia solani e F. oxysporum) e a analise da expressao de genes

de parede celular fungica nessas diferentes condices.

MATERIAIS E METODOS

Esporos do isolado T. harzianum ALL42 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 KH,PO,, 1,4g/L de (NH4).S04, 0,3g/L de MgS0O,.7H,0, 0,3g/L de
CaCl,.6H,0 e solucdo de elementos tracos; suplementado com 1,5% de glicose e
crescido por 24 horas. O micélio foi filtrado em papel filtro, lavado com 250 mL de
solucéo salina 0,9% e transferido para frascos contendo meio minimo [2,0g/L de
KH,POg4, 1,4g/L de (NH,4)»S04, 0,3g/L de MgS0O,.7H,0, 0,3g/L de CaCl,.6H,0 e
solucdo de elementos tracos] suplementado com 1,5% de glicose, quitina 0,5%,
0,5% de parede celular de F. solani, F. oxysporum, S. sclerotiorum e R. solani. Os
frascos foram incubados em agitador rotatério a 28°C e velocidade de 180 rpm.
Apos 4, 8, 12, 24 e 48 horas de incubagdo o sobrenadante foi coletado e utilizado
como fonte de enzimas hidroliticas. Em todas as induc¢des descritas acima foram
coletados os micélios para posterior extracdo de RNA e andlise da expressao de
qid74, qid3, oocl e hfbl.

As atividades de NAGase e fosfatase acida foram determinadas usando os
substratos pnp-derivados: p-nitrofenil-B-N-acetilglicosamina (p-NPNAG) (5 mM) e p-
nitrofenilfosfato (p-NPP) (5 mM). As misturas de ensaio continham 10 pL da amostra,
40 pL de solugao de pnp-derivado e 100 pyL de tampao. A molaridade e os pHs dos
tampdes foram: tampado acetato de sédio 50 mM, pH 6,0 e 4,8, para NAGase e
fosfatase acida, respectivamente. Apds incubacdo da mistura a 37 °C por 15
minutos, a reacao foi interrompida com a adigdo de 100 uyL de NaOH 0,1 M. A
guantidade de p-nitrofenol (p-NP) foi determinado espectrofotometricamente a
405nm. Uma unidade enzimatica (U) foi definida como a quantidade necessaria para

produzir 1 umol de p-NP por minuto.



A atividade de lipase foi determinada usando p-nitrofenil-palmitato (p-NPPa)
(Sigma Chemical Company) como substrato na concentragdo de 5 mM em
acetonitrila (JAIN et. al., 2005). A mistura de ensaio continha 100 pL da amostra, 20
ML de solugdo de p-NPPa e 100 yL de tampéao fosfato/citrato 0,1 mM, pH 7,0 com
0,27 M de NaCl e 0,9% v/v Triton X-100. Apéds incubacdo da mistura a 37 °C por 30
minutos, a reacdo foi levada ao microondas e irradiada por 30 segundos. As

unidades enzimaticas foram calculadas como anteriormente.

A atividade de proteases foi determinada usando azocaseina (Sigma
Chemical Company) como substrato a 0,25% preparada em tampéao Fosfato/Citrato
50mM, pH 5,0, e Tris-HCI 50mM, pH 8,5 para proteases &cida e bésica,
respectivamente, como proposto por CABRAL et. al. (2004). A mistura de ensaio
continha 20 pL da amostra, 40 uL de solugcéo de azocaseina e 40 yL de tampao.
Apods incubacdo da mistura a 37 °C por 30 minutos, adicionou-se 100 uL de acido
tricloroacético (TCA) 10% e incubada a 4°C por 10 minutos. As amostras foram
centrifugadas a 2500 rpm por 30 minutos, 100 uL do sobrenadante foi misturado
com 100 pL de NaOH 1M. A leitura foi determinada espectrofotometricamente a 450
nm. Uma unidade de enzimatica (U) foi definida como a quantidade necessaria para

aumentar 1 abs por minuto.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A maior atividade enzimatica de NAGase foi observada no in6culo que
continha parede celular de F. oxysporum em 24h (0,158 U.ml™) e 48h (0,143 U.mI™)
e F. solani em 24h (0,006 U. mI"). Na fonte contendo quitina, observou-se uma
atividade enzimética intermediaria em 24h (0,028 U.ml™) e 48h (0,055 U.ml?), em
relacdo aos indculos citados anteriormente. Em relac&o as outras fontes de carbono
(glicose, parede celular de R. solani e S. sclerotiorum), a atividade enzimatica dessa

respectiva enzima néo foi observada ou expressiva.

Em fosfatase acida, a maior atividade enzimatica foi observada em F.solani e
F. oxysporum, sendo que em presenca de F. solani a atividade enzimatica se
destacou em 8h, 12h, 24h e 48h (0,146 U.ml*, 0,126 U.ml*, 0,067 U.mI*, 0,109

U.ml?, respectivamente). Na inducdo em presenca de parede de F. oxysporum, as



maiores atividades enzimaticas foram obtidas em 12h, 24h e 48h (0,131 u.ml?,
0,126 U.mlI™*, 0,155 U.ml* , respectivamente). Entre as inducdes que praticamente
nao apresentaram atividade enzimatica, é valido ressaltar a inducdo de quitina 12h e
parede celular de S. sclerotiorum 24h, onde apresentaram atividade de fosfatase
acida de 0,023 U.ml™ e 0,023 U.ml?, respectivamente. Nas inducdes contendo
glicose e parede celular de R. solani, a atividade enzimatica observada foi

desconsideravel.

Nas proteases (acidas e basicas), as indugbes contendo glicose
apresentaram baixa atividade enzimatica em relacdo as outras inducbes. As
inducées contendo quitina apresentaram atividade nos tempos de 12h (4,650 U.ml™),
24h (5,525 U.mI™") e, com um pico de atividade enzimatica, 48h (9,400 U.ml™). Em
relacdo as quatro paredes utilizadas, as maiores atividades enzimaticas foram
observadas em F. oxysporum e F. solani, sendo que em R. solani e S. sclerotiorum

as atividades foram inexpressivas em relagao as anteriores.

Na maioria das inducfes a atividade de lipase ndo foi expressiva, sendo que
apenas em F. oxysporum e F. solani, em um tempo de 48h, apresentaram atividade

enzimatica (0,003 U.ml™* , 0,003 U.ml™, respectivamente) .

CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos por meio das atividades enziméaticas realizadas,
espera-se correlacionar com a expressao dos genes de qid74, gid3, oocl e hfbl e
identificar uma possivel interacdo entre as enzimas analisadas e a expressdo dos
genes citados no intuito de obter conhecimento sobre a interagdo entre parede de

Trichoderma e os fitopatdgenos pesquisados.
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