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REsumo

Trichoderma harzianum tem recebido consideravel atencdo como potencial agente de controle
bioldgico, agindo como um micoparasita contra diversos fitopatdgenos habitantes do solo, incluindo
Sclerotinia sclerotiorum. O objetivo deste estudo foi vizualizar por microscopia eletrénica de varredura
(MEV), a interacdo entre T. harzianum e S. sclerotiorum, assim como mapear e identificar as proteinas
secretadas por T. harzianum quando cultivado na presenca de parede celular, apotécio e esclerédio de
S. sclerotiorum. Nos testes de interacdo por MEV, T. harzianum provou ser um potente antagonista de
S. sclerotiorum, mostrando que as hifas do antagonista penetraram nas estruturas do fitopatdgeno.
Posteriomente foram construidos os mapas bidimensionais permitindo a visualizacdo das diferentes
proteinas secretadas de T. harzianum quando cultivadas na presenca de diferentes etapas da vida de
S. sclerotiorum sendo que um total de 139 spots foram analisados, e destes foram identificados 63.
Das proteinas identificadas no secretoma 5 sdo exclusivas quando cultivadas em meio contendo
apotécio, 9 em meio contendo esclerddio e 4 contendo parede celular sendo 11 proteinas expressas
nas 3 condi¢cBes. A expressao dos genes foi feita usando PCR em tempo real a partir de RNA total de
T. harzianum quando cultivadas na presenca das trés fases do ciclo de vida S. sclerotiorum (micélio,
esclerodios e apotécio) confirmando as proteinas secretadas. Nossos resultados fornecem um passo
para a compreensdo do processo de micoparasitismo entre T. harzianum durante sua interacdo com
S.sclerotiorum permitindo a identificacdo das diferentes proteinas secretadas quando cultivadas com as

fases do ciclo de vida desse fitopatdégeno.
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ABSTRACT

Trichoderma harzianum has received considerable attention as a potential biological control agent,
acting as a mycoparasite against several soilborne plant pathogens including Sclerotinia sclerotiorum.
The objective of this study was to visualize electron microscopy (SEM), the interaction between T.
harzianum and S. sclerotiorum as well as map and identify the proteins secreted by T. harzianum when
grown in the presence of cell wall, and sclerotia of apothecium S. sclerotiorum. In MEV interaction tests,
T. harzianum proved to be a potent antagonist of S. sclerotiorum, showing that antagonist hyphae
penetrated pathogen structures. After dimensional maps were constructed allowing the visualization of
the different secreted proteins from T. harzianum when cultured in the presence of different stages of
the life of S. sclerotiorum with a total of 139 spots were analyzed and identified 63. Of these proteins
identified in secretome 5 are unique when grown in medium containing apothecium, 9 in medium
containing sclerotia and 4 containing cell wall being 11 proteins expressed in the 3 conditions.
Expression of the gene was done using real-time PCR from total RNA of T. harzianum when cultured in
the presence of the three phases of the lifecycle S. sclerotiorum (mycelium and sclerotia apothecium)
confirming secreted proteins. Our results provide a step towards understanding the mycoparasitism
process between T. harzianum during their interaction with S.sclerotiorum allowing the identification of

various secreted proteins when grown with the phases of the life of this pathogen cycle.

Keywords: Trichoderma harzianum, S.sclerotiorum, mycoparasitism, secretome, SEM.
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1. Introducéo

O Ministério da Agricultura (Conab) estimou para 2010/11 uma producédo de feijdo de 3,45
milhdes de toneladas, sendo produzido em cada hectare de terra plantada 965 toneladas. Estes
valores sao 6% maior do que os obtidos para os cinco anos anteriores. Grande parte dessa producao é
utilizada para atender o mercado interno, devido ao aumento da demanda e perdas causadas por
doencas flngicas (SILVA, 2011). A producéo de feijao brasileira e mundial sofrem perdas de até 60%
causadas por fungos como Colletrotrichum lindemuthianum (anthractonose), Sclerotinia sclerotiorum
(mofo branco), Rhizoctonia solani (podriddo da raiz), Fusarium oxysporum e Fusarium solani (murcha
de fusarium), e outros fungos do solo (HAGEDORN, 1986). As hifas desses fitopatdgenos penetram na
planta diretamente ou através de feridas e aberturas naturais, promovendo a podriddo da raiz,
reduzindo vigor de plantulas e, consequentemente, causando reducdo na producao agricola.

Fungos filamentosos tém se tornado importantes ferramentas para as industrias de
biotecnologia devido a sua habilidade de secretar grande quantidade de proteinas, formulacdo de uma
variedade de produtos terapéuticos e as propriedades de biocontrole exibidas por algumas espécies
contra nematoides, insetos e fungos fitopatogénicos (CARLILE et al,2001).

O potencial das espécies do género Trichoderma (Ascomycetes,Hypocreales) como agentes
de controle bioldgico foi reconhecido primeiramente por WEINDLING (1932), que descreveu a acao
micoparasitica de Trichoderma lignorum em Rhizoctonia spp. e seus efeitos benéficos no controle da
patologia na planta. Essa descoberta estimulou varias pesquisas nessa area e hoje algumas espécies,
como Trichoderma harzianum, vém sendo utilizadas com sucesso no controle biolégico de fungos
fitopatdégenos de interesse na agricultura (WOO et al., 2006).

O Trichoderma tem como principal habitat o solo/rizosfera, embora a diversidade méaxima desta
espécie ocorra na superficie, na casca de arvore, cogumelos selvagens e micotroficamente é vista
como a caracteristica ancestral deste género (DRUZHININA et al 2011). Em cultura podem ser
facilmente reconhecidos pelas estruturas caracteristicas de seus conidios. Além disto, caracterizam-se
por utilizarem uma grande variedade de compostos como fonte de carbono e nitrogénio, serem
resistentes a inibidores produzidos por outros microrganismos e tolerantes a diferentes tipos de
fungicidas (KULLNING et al, 2000).

O micoparasitismo de Trichoderma é um processo complexo, de base molecular ainda em
muito desconhecido. A atividade micoparasita de Trichoderma spp. pode ser devido a producédo de
antibidticos, competicdo por nutrientes, producdo de enzimas envolvidas na hidrélise da parede celular
ou uma combinacdo dessas atividades antagonistas (KUBICEK et al., 2001). O conhecimento do
complemento total de proteinas intracelulares, extracelulares e de parede celular de Trichoderma é
necessario para identificar produtos génicos desempenhando fun¢des no controle biol6gico. Num
contexto mais amplo, a separacdo e identificacdo de proteinas de Trichoderma poder&o fornecer
possiveis alvos com atividade antifingica para uso biolégico e terapéutico.

Estratégias protedmicas tém sido uma importante ferramenta em estudos de padrdo de
expressdo de proteinas em diferentes condi¢cdes de crescimento e interacdo entre Trichoderma spp., e
fungos fitopatogénicos (GRINYER et al., 2005; MARRA et al., 2006). A protedmica fornece informacdes

mais completas relacionadas as vias de sinaliza¢éo, conjunto de proteinas reguladoras, modificacdes



pés-traducionais e outras informacdes importantes em estados fisiol6gicos normais e anormais
de células e/ou organismos através de técnicas capazes de identificagdo de um conjunto de proteinas
produzidas por uma célula, bem como as interagdes e interdependéncia dos processos fisioldégicos
(ROCHA et. al., 2005).

Nesse trabalho foi avaliada através da microscopia eletronica de varredura a interacdo das
hifas do T. harzianum 303/02 com todas as estruturas do fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum
(apotécio, esclerddio e micélio). Construidos os mapas bidimensionais para visualizar o perfil das
diferentes proteinas secretadas do isolado T. harzianum 303/02, com a utilizacdo de abordagens
protedbmicas, interagindo com as estruturas das diferentes fases do ciclo de vida do fitopatdgeno
Sclerotinia sclerotiorum (apotécio, esclerodio e micélio).

2. Revisdo Bibliografica

2.1 Cultura do feijoeiro

Um dos produtos agricolas de maior importancia sécio-econdmica no Brasil é o grao do
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris). Sua importancia decorre da area efetivamente cultivada, volume,
valor de producao, geracdo de mao-de-obra, e por ser uma das principais fontes de proteina e energia
na alimentacdo da maior parte da populacdo brasileira (OLIVEIRA et al., 1997; BROUGHTON et al.
2003).

De acordo com o IBGE (2013), A estimativa da producdo nacional de feijdo, considerando as
trés safras do produto, foi de 2.959.310 toneladas, 3,3% menor que a informada em julho. A Regido
Nordeste foi a principal responsavel por esta avaliacdo negativa da producédo de feijao, em relagédo ao
levantamento anterior ocorreu uma reducdo de 9,9%. A Regido Centro-Oeste também apresentou
decréscimo de 6,4% na estimativa de producdo. A 12 safra de feijdo participa com 38,2% da producéo
nacional de feijdo em gréo, a 22 safra participa com 45,0% e a 3?2 safra participa com 16,8%. Alguns
dos fatores levantados como criticos para este déficit de producéo sdo: estiagem, o uso de sementes
de mé& qualidade e a suscetibilidade desta cultura a doencgas, que além de impactar na sua
produtividade, reduzem o valor comercial do produto.

Fungos fitopatogénicos “de solo” tém sido relatados como os grandes responséveis por grande
parte da perda em lavouras no Brasil e no mundo, sendo que anualmente milhées de délares séo
gastos no seu controle (OARD et al, 2004). Nas lavouras brasileiras, infec¢cdes causadas por
patégenos “de solo” como Fusarium solani f.sp. phaseoli, Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli,
Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani, e pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum causam perdas de até 100%
na producdo de culturas suscetiveis, principalmente de feijdo e batata, cultivadas nos Cerrados (CAFE
FILHO & LOBO JR., 2000; HALL & NASSER, 1996), e sdo amplamente reconhecidas como um dos
maiores desafios para a agricultura brasileira (LOBO JR., 2002). Estes fungos sdo parasitas néo-
especializados, geralmente polifagos, que utilizam matéria organica como substrato e que apresentam
uma alta capacidade de colonizar residuos vegetais no solo, bem como de infectar diferentes tipos de
culturas e, por isto, causam doencas com sintomas similares (POLETTO et al., 2006).



2.2 Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary

Sclerotinia sclerotiorum é um fitopatdgeno de importancia mundial por ocorrer tanto em
regifes temperadas quanto tropicais ou subtropicais, com pelo menos 408 espécies de plantas
hospedeiras. Seus danos manifestam-se com maior severidade em &reas com clima Umido, associado
a alta umidade relativa (BOLTON et al, 2006).

A doenca causada pelo patdgeno S.sclerotiorum é mais conhecida como mofo branco, em
funcédo dos sintomas causados na planta. Na soja, os sintomas ocorrem geralmente no terco médio das
plantas, atingindo a haste principal, peciolos, folhas e vagens. Inicialmente, ocorre nas folhas
encharcamento do limbo foliar, sendo que com a evolucdo da doencga as folhas secam (Figura 1). Na
haste principal observam-se, primeiramente, manchas de coloracdo parda e de consisténcia mole; com
o progresso da doenca, ha a formacdo de micélio branco de aspecto cotonoso e, no final do ciclo

(Figura 2), lesdes avermelhadas a arroxeadas.

Figura 1. Formacdo de micélio branco e esclerédios na haste da soja causada pelo fungo

S.sclerotiorum (Fonte: Jaccoud Filho, 2009)

O fitopatégeno S. sclerotiorum possui capacidade de formar estruturas de resisténcia
denominadas de esclerddios, que garantem sua sobrevivéncia por varios anos, mesmo em condi¢cdes
adversas, (LI et al., 2003). Esclerddios sdo estruturas rigidas, assexuadas, constituidos por uma
camada continua de células melanizadas e apresentando um aspecto de hifas entrelagadas. Os
esclerddios podem sobreviver no solo por varios anos na auséncia de hospedeiros ou em condi¢des
desfavoraveis para o seu desenvolvimento (COLEY-SMITH & COOKE 1971). Nesta forma, de acordo
com PURDY (1979 apud ETHUR, 2005) ocorre a germinacao carpogénica ou micelogénica.

A germinacao carpogénica € originaria dos ascosporos de S. sclerotiorum que séo produzidos
no apotécio que resultam da germinacdo de esclerddios na superficie do solo e representam sua
principal fonte de in6culo (NAPOLEAO et al., 2007). Os esclerédios germinam e infectam a planta,
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aparecendo inicialmente, como lesdes encharcadas nas folhas ou outro tecido da parte aérea da planta
que tenham entrado em contato com flores infectadas. Das flores infectadas as lesfes se espalham
rapidamente para as hastes, ramos e vagens que ficam cobertas por um micélio branco de aspecto de
algodao, que produzem os esclerddios (ETHUR, L.Z. et al., 2001; OLIVEIRA, S.H.F., 2005). A doenca
se torna mais prejudicial a planta apos a queda das flores infectadas, que caem sobre outras partes da
planta disseminando o fungo rapidamente pelos demais tecidos (OLIVEIRA, S.H.F.,2005).

Os esclerdédios desempenham papel muito importante no ciclo de vida de S. sclerotiorum, visto
gue sdo precursores dos apotécios, onde sdo formados os ascdsporos que, em condi¢des ideais,
podem infectar as plantas, principalmente pelas flores. As flores servem como fonte basica de
nutrientes para iniciar as infec¢des por esporos (HUINTER et al., 1978, SUN & YANG, 2000).

Ascosporos sdo o inéculo primario de epidemias em muitas culturas de plantas (LUMSDEN,
1979; PURDY, 1979; SCHWARTZ & STEADMAN,1978). Eles séo levados a longas distancias para
areas vizinhas e infectam flores, folhas, frutos ou caules. Varios fatores influenciam a germinacao dos
esclerodios desse fungo, tais como: os nutrientes do substrato no qual o esclerddio é formado, a idade
dos esclerddios, os fatores ambientais como umidade, temperatura, luz, pH do solo, aeracédo e a
profundidade na qual o esclerédio se encontra no solo (WILLETS & WONG 1980).
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As epidemias causadas por esse fitopatégeno nas culturas de soja e feijdo tém sido
responsaveis pela diminuicdo da producao agricola brasileira, com perdas de até 40% em condi¢des
favoraveis para o desenvolvimento do fungo, tais como excesso de precipitacdo aliado a temperaturas
amenas (ALMEIDA et al., 2005; LEITE, 2005; CARREGAL et al., 2010) Grande parte da perda em
lavouras no Brasil e no mundo atribui-se aos fungos fitopatogénicos de solo, sendo que anualmente

milhdes de dodlares sdo gastos no seu controle (OARD et al., 2004).

Medidas de Controle

2.3 Controle Tradicional

Atualmente ainda séo utilizadas como medidas de controle de fungos fitopatogénicos, praticas
agricolas tradicionais como: queimadas para eliminar o excesso de residuos pos-colheita, drenagem do
solo, tratamento térmico da agua, solarizacao, rotacao de culturas e aplicacao de fungicidas (MELO &
AZEVEDO, 2000; SALLAM NASHWA et al., 2008).

Estas medidas nem sempre séo totalmente eficientes principalmente em funcdo da elevada
taxa de sobrevivéncia de formas resistentes dos patégenos de solo em condi¢cdes ambientais adversas,
além da sua permanéncia em outras plantas hospedeiras, que podem funcionar como reservatérios
(YANGUI, 2008).

A aplicacdo de fungicidas comerciais apesar de eficiente € um processo oneroso, uma vez que
requer repetidas aplicacdes, leva a selecdo de patdgenos resistentes e ao surgimento de pragas
secundérias. Além disto, os produtos quimicos utilizados sé@o toxicos e poluentes, causando grande
impacto ambiental e a saude dos produtores agricolas e consumidores (PUNJA & UTKHEDE, 2003).
Outra desvantagem no uso de fungicidas esta relacionada a sua inespecificidade, podendo eliminar
microrganismos ja estabelecidos no solo e benéficos as plantas, aumentando assim sua suscetibilidade
aos patogenos de solo (PIRES et al., 2003).

Devido a pressdo imposta pelas leis de impacto ambiental, a crescente preocupa¢do da
populagdo com o meio ambiente e saude, bem como pela necessidade de desenvolvimento de
métodos de controle mais eficientes, a necessidade por novas estratégias de controle desses
fitopatégenos sdo de suma importéncia. Isso para que o aumento na produtividade agricola nao
dependa da utilizacdo de medidas que acarretem em danos ambientais e riscos & saude humana.
(FRIGHETTO, 2000; DI PIERO, 2008)

2.4 Controle Biolégico

Uma maneira sustentavel para a agricultura no combate de doencas em lavouras no Brasil e
no mundo é através da utilizagcdo do controle bioldgico. De acordo com EILENBERG (2006), o controle
biolégico é o uso de organismos vivos para suprimir a densidade populacional ou o impacto de um
organismo patogénico especifico, tornando-o menos abundante ou menos prejudicial do que ele seria

sem a presenca do agente de biocontrole. Um bom agente de biocontrole deve apresentar um grupo de
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caracteristicas comuns, como por exemplo, alta capacidade reprodutiva, habilidade de sobreviver sob
condi¢Bes desfavoraveis, eficiéncia na utilizacdo de nutrientes, agressividade e antagonismo contra
diferentes hospedeiros (BENITEZ et al., 2004). Desta forma, a eficiéncia do biocontrole esta associada
as propriedades antagonistas e aos mecanismos de acdo que o agente de biocontrole apresentar.

O controle biolégico, que se baseia no uso de microrganismos antagonistas, € uma das
alternativas no combate a estes fitopatégenos. Dos microrganismos utilizados como antagonistas para
o controle de fitopatégenos, 90% correspondem a diferentes isolados de Trichoderma spp. (BENITEZ
et al., 2004).

O antagonismo € um processo complexo que pode ocorrer por diferentes mecanismos, ou por
uma combinacdo destes, como a predacdo, amensalismo (antibiose), parasitismo, e pela competicdo
por nutrientes, espaco e sitios de infeccdo. Uma das vantagens do emprego de fungos antagonistas é
que estes podem ser introduzidos em ambientes diferentes dos quais foram isolados por serem
capazes de estabelecer e parasitar o patégeno, bem como se adaptar ao micro habitat deste (MELO &
AZEVEDO, 2000).

A utilizacdo de microrganismos de biocontrole na identificacdo de genes envolvidos na indugéo
de resposta de defesa e resisténcia em plantas hospedeiras tém sido estudadas e desta forma, podem
também contribuir para o desenvolvimento de cultivares agricolas resistentes a doencas de diferentes
origens (PUNJA & UTKHEDE, 2003; FRANCHESCHINI et al., 2001). A inducdo de resposta de defesa
e resisténcia pode ser obtida pela inoculacéo prévia ou concomitante da semente de interesse com um
indutor, como microorganismos saprofiticos ou metabdlitos microbianos. Este tratamento induz o
aumento na sintese de produtos de defesa vegetal como proteinas de defesa (quitinases, B-1,3-
glucanases, peroxidases e proteases), fitoalexinas e compostos sinalizadores (DI PIERO, 2008). Assim
como, a producdo de antibidticos, e a inativacao de enzimas do fungo fitopatogénico (TSENG, 2008).

Diferentes espécies de fungos de solo ja foram descritos como biocontroladores de fungos
causadores de doencas vegetais, como por exemplo, Chaetomium globosum, Ch. cochlioides e Ch.
cupreum que inibem o crescimento dos fitopatégenos Curvularia lunata, Pyricularia oryzae, Rhizoctonia
oryzae, F. oxysporum f.sp. lycopersici; Aspergillus niger contra patégenos de podriddo branca;
Gliocladium catenulatum que reduz a incidéncia da doenca de tombamento causado por Pythium
ultimum e R. solani (PUNJA & UTKHEDE, 2003; FRAVEL, 2005; KAEWCHAI & SOYTONG, 2010).

Dos organismos que ja foram identificados como agente de controle biolégico de fungos
fitopatogénicos, alguns sdo comercialmente viaveis, em funcdo de sua efetividade em condi¢des de
campo (SALLAM NASHWA et al.,, 2008). Espécies de Trichoderma, principalmente, Trichoderma
harzianum foram comercialmente utilizados como agentes de controle bioldgico contra os fungos
fitopatogénicos Botrytis cinerea, Phytophthora palmivora e Pythium spp, no mamao, tabaco, mamona e
culturas de feijdo (MARRA et al 2006, MONTERO-BARRIENTOS et al 2011, GONZALEZ-
FERNANDEZ et al 2010). Eles sao capazes de reduzir a colonizacdo de plantas e o crescimento do
fungo hospedeiro usando uma combinacdo de mecanismos especificos, tais como micoparasitismo,
antibiose e competicdo por espaco e nutrientes no ambiente rizosfera (SHORESH & HARMAN, 2010).

Um habitat bastante promissor para o isolamento de possiveis antagonistas é a rizosfera,

sendo que desta ja foram isoladas cerca de 1200 espécies com potencial de utilizagdo como agente de



biocontrole (APUD BRIDGE, 2001). Dentre os produtos comercialmente disponiveis com eficacia
comprovada tem sido demonstrado que as chances de sucesso aumentam quando 0s potenciais
agentes de biocontrole sé@o isolados do préprio ambiente em que serdo posteriormente aplicados.
HADAR et al. (1984) ressaltam que os isolados de Trichoderma nativos sédo mais adaptaveis ao solo
gue os introduzidos.

O sucesso das linhagens de Trichoderma como agentes de controle biol6gico se deve ao fato
de que esses individuos tém uma alta capacidade de reproducéo, habilidade de sobrevivéncia mesmo
sob condi¢cdes muito adversas, utilizando com eficiéncia os nutrientes presentes no meio. Podem
modificar a rizosfera onde se encontram, sdo extremamente agressivos contra outros fungos
fitopatogénicos e podendo ainda promover o crescimento da planta e mecanismos de defesa. Todas
essas qualidades fazem com que individuos deste género estejam presentes em muito ambientes e em
grande concentracdo (BENITEZ et al., 2004).

2.5 0 género Trichoderma

Trichoderma, fase imperfeita de Hypocrea, pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe
Ascomycetes, Ordem Hypocreales, Familia Hypocreaceae (KIRK, 2012).0 género Trichoderma foi
proposto por Persoon (1794) para fungos que possuem um conjunto de caracteristicas bem definidas,
porém com espécies pouco delimitadas com base na morfologia. Na determinacdo do género, sao
consideradas as seguintes caracteristicas: crescimento rapido, atingindo de 2 a 9 cm de didmetro apés
guatro dias em meio de cultura (ESPOSITO & SILVA, 1998); colbnias dispersas, flocosas, ou
compactadas em tufos; tamanho e formato dos conidios variados; clamidésporos, as vezes presentes;
coloracéo de conidios variando de verde a amarelo, ou até mesmo hialino. Possuem conidiéforos bem
definidos (SAMUELS, 1996) e os conidios formados nas extremidades de fialides de hifas
diferenciadas. Os conidios tendem a se agregar em massas € em algumas espécies, ha dependéncia
da luz para a esporulacdo (GRESSEL & HARTMANN, 1968).

O género Trichoderma compreende um grupo de fungos presentes em quase todos os tipos de
solo, especialmente naqueles contendo matéria organica. As espécies de fungos do género
Trichoderma s@o componentes dominantes na microflora presente em uma grande variedade de
habitats. Essa caracteristica especial se deve a sua grande capacidade metabdlica e a sua natureza
agressivamente competitiva. Esse fungo dificilmente causa doengas em plantas, recentemente foi
demonstrado que T. longibrachiatum e T. citrinoviride podem atuar como patdégenos oportunistas em
mamiferos imunocomprometidos, incluindo-se seres humanos, causando infec¢des invasivas e reacdes
alérgicas (DRUZHININA et al., 2008).

Espécies do género Trichoderma sé@o de grande interesse da biotecnologia; no entanto a sua
utilizacdo no biocontrole requer uma andlise abrangente dos principios bioloégicos da sua acéo

(MUKHERJEE et al.,2012). O uso de fungicidas tem somente um efeito temporario e usualmente



necessitam aplicac@es repetidas durante o periodo de crescimento da lavoura, os agentes de controle
bioldgico séo capazes de se estabelecer no ecossistema, reproduzir, colonizar rizosfera, filosfera e
rizoplano. Além disso, as estratégias de controle bioldgico sdo altamente compativeis com as praticas
de agriculturas autossustentaveis que sdo necessarias para a conservacao dos recursos naturais para
a agricultura (PADUA et al., 2007).

Além de uma capacidade adaptativa elevada apresentam também grande potencial de
dispersdo. A grande maioria das linhagens de Trichoderma de interesse comercial compreende fungos
anamorficos (assexuados), que provavelmente sdo mitoticos e clonais.

Muitas espécies de Trichoderma sdo principios ativos de biofungicidas, produzidos
comercialmente, como o Tricodex®, utilizado no controle de fungos causadores do apodrecimento pés-
colheita da macd; Trichodermil®, a base de T. harzianum, atua sobre varios patégenos de diferentes
culturas, entre os quais, R. solani em feijdo; combinada com o T. polysporum, constitui 0 composto
denominado Binab-T®, que é recomendado para o controle do apodrecimento da madeira (RICARD,
1981; MELO, 1998). Outro composto, o GlioGard® tem como agente ativo T. virens e € utilizado na
prevencado do tombamento de plantulas causado por espécies de Phytium e Rhizoctonia (LUMSDEN &
LOCKE, 1989). Uma linhagem de T. stromaticum foi incorporada na formulacdo do biofungicida do
Tricovab® para o controle da vassoura-de-bruxa do cacaueiro desde 1996.

Sao diversos 0os mecanismos de interacdo entre patdgeno e antagonista que ddo suporte ao
controle biol6gico. Estes sao: antibiose, competicdo, parasitismo, hipoviruléncia, predacéo, inducao de
resisténcia e promocao de crescimento vegetal. Entretanto, um mesmo antagonista pode atuar por
varios mecanismos contra determinado patégeno, o que para o controle bioldgico € uma caracteristica
altamente favoravel (BETTIOL & GHINI, 1995, HARMAN, 2011).

2.5.1 Antibiose

AMORIM et al. (2011) e BENITEZ et al. (2004) definem antibiose como a interacdo entre
organismos na qual individuos de uma populacdo secretam metabdlitos volateis ou ndo-volateis
capazes de inibir ou impedir o desenvolvimento dos individuos de uma populagdo de outra espécie.
Sendo estes metabdlitos denominados de antibiéticos. H& na literatura relatos de pelo menos 100
diferentes antibidticos, com capacidade de inibicdo sobre diversas espécies de fungos fitopatogénicos.
Trichoderma virens, por exemplo, produz dois antibiéticos efetivos contra patdégenos de solo: gliotoxina,
gue inibe o crescimento de Rhizoctonia e de S. sclerotium, e gliovirina, capaz de inibir Pythium e
Phytophthora.

2.5.2 Inducao de resisténcia

Inducdo de resisténcia € um mecanismo de controle biolégico indireto, onde a planta responde
a agressao dos patdgenos através da ativacdo dos mecanismos latentes de resisténcia. Esse processo
ocorre quando as plantas expostas a um agente indutor, bidtico ou abiotico, tém seus mecanismos de
defesa ativados, ndo apenas no sitio de indugdo como também em outros locais distantes, de forma
mais ou menos generalizada (ROMEIRO, 1999). Essa ativacdo pode durar periodos de tempo
variaveis. Com a ativacdo destes a planta pode produzir fitoalexinas, lignina adicional das células e
compostos fendlicos (HORSFALL & COWLING, 1980; AMORIM et al., 2011).



2.5.3 Competicéao

Outra forma de interacdo antagdnica é a competicdo, considerada pré-requisito para qualquer
agente de controle bioldgico, ou seja, 0 agente controlador deve ser capaz de crescer de maneira mais
eficiente que o patégeno no local da infeccdo, para que o controle seja adequado (AMORIM et al.,
2011). Competicdo, segundo BETTIOL & GHINI (1995), refere-se a interacdo entre dois ou mais
organismos empenhados numa mesma acgdo ou substrato, disputando recursos especificos, tais como
espaco, nutrientes, agua e luz. Como exemplos ilustrativos desse mecanismo, citam-se espécies de
Trichoderma capazes de mobilizar e absorver prontamente os nutrientes & sua volta e de utilizar
diferentes fontes de carbono, desse modo, multiplicando-se e colonizando rapidamente a rizosfera
(HARMAN, 2004). Além disso, varias espécies desse género se caracterizam por apresentarem
resisténcia a diferentes compostos téxicos, tanto aqueles produzidos e liberados pelas plantas em
resposta ao ataque por patdgenos, quanto agrotdxicos comumente utilizados na agricultura (CHET et
al., 1997; BENITEZ et al., 2004; HARMAN, 2006). Esse mecanismo, embora importante, €

extremamente dificil de ser comprovado experimentalmente (HARMAN, 2000).

2.5.4 Parasitismo

Parasitismo designa a relacéo nutricional entre dois seres vivos em que um deles, o parasita,
obtém todo ou parte de seu alimento a custa do outro, 0 hospedeiro. Quando o hospedeiro é um
fitopatégeno, o parasita é designado hiperparasita. Druzhinina et al (2011) ampliou o conceito de
micoparasitismo para outra relacdo nutricional entre fungos e micotrofismo, definida para incluir a
capacidade de Trichoderma alimentar-se de fungos mortos. O mecanismo mais importante empregado
pelo T.harzianum é o micoparasitismo, que consiste no ataque direto ao fungo hospedeiro.

O processo envolve eventos sequenciais que incluem reconhecimento, ataque, penetracdo e
morte do hospedeiro. Durante o ataque T.harzianum secreta ao meio extracelular enzimas
degradadoras da parede celular que incluem endoquitinases, B-glicosidase, manosidases, fosfatases
acidas e proteases as quais agem sinergicamente causando o controle efetivo de micoparasitas como
Botritys cinérea, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani e Fusarium sp (MONTEIRO et al ,2010).
Quando se estabelece o contato fisico entre micoparasita e hospedeiro, as hifas do primeiro aderem-se
por meio de estruturas especializadas denominadas ‘apressoérios’ e enovelam-se ao redor das hifas do
hospedeiro (CHET et al., 1998).

Durante o processo de micoparasitismo, Trichoderma secreta enzimas degradadoras da
parede celular (CWDES) que hidrolisam a parede celular do fungo hospedeiro liberando oligbmeros da
parede celular do patégeno (Fig. 3) ativando a expressdao de genes envolvidos no micoparasitismo
(VINALE et al., 2008).
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Figura 3-Evento de pré-contato na interacdo de Trichoderma-Fungo hospedeiro. Fase 1) Producao de
compostos de alta massa molecular pelo micoparasita que atinge o hospedeiro. Fase 2) Geracdo de
produtos de baixa massa molecular que séo liberados do parede celular do hospedeiro e que ativam a
cascata de expressao de genes. Fonte: Vinale et al. (2008).

O micoparasita, entdo, penetra no limen da hifa do hospedeiro, onde assimila e metaboliza o
conteddo protoplasmatico, utilizando seu aparato enzimatico (AMORIM et al., 2011). Os fungos do
género Trichoderma sdo considerados excelentes hiperparasitas, atacando hifas e estruturas de
reproducdo e sobrevivéncia dos patégenos de plantas, assim reduzindo a capacidade infectiva e o

inéculo do patégeno para infec¢des subsequentes (BETTIOL & GHINI, 1995).

2.5.5 Enzimas relacionadas ao parasitismo

As enzimas relacionadas ao processo de micoparasitismo séo liberadas de acordo com a
composicdo da parede celular dos fitopatégenos. Em geral, a parede celular desses fungos é composta
por quitina, como um esqueleto estrutural disposto em camadas regulares ordenadas e p-1,3-glicanas
(que podem possuir ramificagdes -1,6) como material de preenchimento disposto
de uma maneira amorfica (ALMEIDA et al., 2007). Proteinas também estdo presentes na parede
celular, principalmente associadas com hetero ou homopolissacarideos (FONTAINE et al.,, 2000).
Devido a essa composicao, a lise da parede celular de fitopatégenos é feita principalmente por p-1,3-
glicanases, quitinases e proteases.

2.5.5.1 Quitinases
As enzimas do sistema quitinolitico sdo divididas em: (a) endoquitinase (EC 3.2.1.14) cliva a

quitina, polimero linear insoltvel formado por unidades de b-1,4-N-acetilglicosamina, e quitoligomeros
randomicamente e libera uma mistura de produtos sollveis de baixo peso molecular de diferentes
tamanhos com diacetilquitobiose como o primeiro produto a ser formado; (b) quitina 1,4- quitobiosidase
ou exoquitinase (EC 3.2.1.14) cliva a quitina e quitoligomeros progressivamente da terminagcdo nao
redutora e libera somente diacetilquitobiose como produto final; e (c) N-acetil-b-D-glicosaminidase (EC
3.2.1.52) cliva o polimero de quitina e quitoligomeros progressivamente da terminacao ndo redutora e
libera somente N-acetilglicosamina como produto final e € a Unica enzima capaz de hidrolisar
diacetilquitobiose (LORITO et al.,1998).



2.5.5.2 Glicanases

As B-1,3-glicanases hidrolisam a cadeia 3-1,3-glicana, polimero constituido de residuos de D-

glicose ligados em uma configuracdo B-1,3, por um de dois mecanismos possiveis: (a) exo-B-1,3-

glicanase hidrolisa as B- glicanas pela clivagem sequencial de residuos de glicose das extremidades

nado-redutoras, liberando glicose como produto; e (b) endo-B-1,3-glicanases hidrolisam a cadeia de B-

glicanas em sitios aleatérios liberando pequenos oligossacarideos.

Diversas B -1,3-glicanases foram isoladas e caracterizadas em Trichoderma harzianum.

(Tabela 1), e alguns genes clonados, como bgnl13.1, e lam1.3 de Trichoderma harzianum, glu78 de T.

atroviride, lamAl1, que codifica uma endo- B -1,3(6)-glicanase, e Tv-bgn2 de T.virens. Regibes

conservadas de exo- B -1,3- glicanases também foram utilizadas para construcdo de sondas para

pesquisa em uma biblioteca genémica de T. virens resultando no isolamento de dois supostos genes
(Tv-bgnl e Tv-bgn2) que codificam endo- B -1,3-glicanases (BENITEZ et al., 2004; MARTIN et al.,

2007).

Tabela 1. Resumo das B-1,3-glucanase purificadas de T. harzianum.

Designacéao Massa Molecular (kDA) Tipos de B-1,3- Referéncias
glucanase

GLUC 40 40 Exo-1,3-B Duboudieu et al. (1985)
GLUC 31 31 Exo-1,3-B Kitamoto et al. (1987)
GLUC 76 76 Endo -1,3-8 Lorito et al. (1994)
GLUC 78 78 Endo -1,3-p De La Cruz et al. (1995)
GLUC 110 110 Exo-1,3-B Cohen-Kupiec et al. (1999)
GLUC 36 36 Endo-1,3-B8 Noronha & Ulhoa (2000)
GLUC 29 29 Endo-1,3-B8 Noronha & Ulhoa (2000)
GLUC 75 75 Exo-1,3-B Monteiro& Ulhoa (2006)
GLUC 27 27 Exo-1,3-B Ramada et al (2010)

2.5.5.3 Proteases

As proteases sdo divididas, segundo o Comité de Nomenclatura Enzimatica (EC) da Unido

Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (NC-IUBMB; www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/),

em seis familias, de acordo com o seu mecanismo de catalise e ainda podem ser classificadas de

10



acordo com seu modo de acdo em: (a) endopeptidases: (EC 3.4.21-99) clivam ligagcbes no interior da
cadeia polipeptidica; e (b) carboxipeptidases (EC 3.4.11- 18): atuam na extremidade da cadeia
polipeptidica (Tabela 2) (MONTEIRO, 2008).

Proteases podem participar na degradacao de proteinas celulares estruturais desestabilizando
a integridade celular do fitopatdgeno e facilitando a penetracdo e colonizagdo por Trichoderma. Elas
também estdo envolvidas na inativacdo de enzimas produzidas por patégenos durante o processo de
infeccdo de plantas (SUAREZ et al., 2007). Apesar de sua importancia para o micoparasitismo, o
ndamero de estudos de caracterizagdo, isolamento e/ou clonagem de proteases € menor ao de
trabalhos relacionados as quitinases e B-1,3-glicanases. Mesmo assim 0s genes de algumas serina
endopeptidases (p8048, ss10) (SUAREZ et al., 2007; LIU & YANG, 2009) e proteases asparticas
(papA, p6281) (DELGADO-JARANA et al, 2002; SUAREZ et al., 2005) de T. harzianum, foram

clonados e caracterizados.

Tabela 2. Classificacdo de peptidases de acordo com o sitio catalitico.

Peptidases | EC subclasses

CARBOXIPEPTIDASES
Serina-carboxipeptidase 3.4.16
Metalo-carboxipeptidase 3.4.17
Cisteina-carboxipeptidase 3.4.18

ENDOPEPTIDASES
Serina-endopeptidase 3.4.21
Cisteina-endopeptidase 3.4.22
Aspartico-endopeptidase 3.4.23
Metalo-endopeptidase 3.4.24
Treonina-endopeptidase 3.4.25
Endopeptidase com mecanismo catalitico 3.4.99
desconhecido

Assim, é notério que fungos do género Trichoderma possuem um grande potencial em diversas
areas, tais como industrial, ambiental e agricola. Logo, estudos que visem elucidar melhor o potencial

desses fungos sdo de fundamental importancia no intuito de aperfeigoar os seus beneficios.

2.6 Protedbmica de Fungos Filamentosos

Diversos genomas fungicos foram completamente sequenciados e varios outros projetos de
sequenciamento de genomas de fungos estdo em andamento. Um grande desafio da biologia esta no
entendimento da expresséo, fungdo e regulacéo do grupo total de proteinas codificadas nos genomas
fangicos, o que forneceria importantes informacdes sobre mecanismos de colonizagdo flngica,
interac@es planta-fungo, patogénese e adaptagéo ecoldgica (BHADAURIA et al. 2007).

2.6.1 Protedmica
A protedmica € definida como a analise sistematica do proteoma, que segundo Mark Wilkins

(1994), trata-se do conjunto de proteinas expressas por um genoma, célula ou tecido em uma condicao
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especifica. Através da protedmica é possivel identificar e quantificar o nidmero de proteinas que
influenciam diretamente a bioquimica celular, e prover uma andlise do estado celular, ou mudancas
gue ocorrem durante o crescimento, desenvolvimento ou resposta a fatores ambientais, tornando-se
assim uma tecnologia util no estudo de sistemas biolégicos altamente dinamicos e complexos.

A pesquisa em protedmica de fungos filamentosos restringe-se devido as dificuldades
associadas a eficiente extracdo de proteinas e a falta de sequencias gendmicas de fungos nas bases
de dados. As informacdes das sequencias gendmicas disponibilizam uma grande quantidade de
informacdes moleculares, pois, a partir das sequencias de DNA dos genes é possivel a deducgéo da
sequencia de aminodacidos das proteinas que séo codificadas por estes. Porém, a chegada de novas
técnicas de extracéo e separacao de proteinas, combinada com avancos na espectrometria de massas
(MS), tem permitido aumentar o conhecimento sobre a expressdo diferencial de proteinas de fungos
com relevancia biotecnolégica, em relacéo as variaveis ambientais (CARBERRY et al. 2007).

O recente desenvolvimento da protedmica e gendmica de fungos filamentosos
complementadas com metodologias classicas de cinética de enzimas e bioensaios tem melhorado a
precisdo e sensibilidade na andlise das proteinas secretadas, participacdo das mesmas na interacao
hospedeiro-patégeno, assim como mecanismos de regulacdo e secrecdo. Com ajuda de ferramentas
da bioinformatica mediante estudos in silico, importantes na confirmacdo dos dados tedricos
disponiveis nas bases de dados, pode-se criar uma rede de informacao sobre proteinas a fim de ajudar
no nosso entendimento sobre mecanismos de agdo, estabilidade e resposta dos secretomas flingicos e
o potencial deste a nivel biotecnoldgico (PEREIRA et al. 2007).

Uma alta diversidade de proteinas encontram-se presentes nos proteomas de fungos
filamentosos, heterogeneidade proporcionada pela aparicdo de multiplas modificagcbes pos
traducionais, como glicosilacéo, fosforilacdo, sulfonacdo, acetilacdo e metilacdo, splicing alternativo
entre outras, que sao extremamente importantes porque determinam a funcdo, estabilidade e
localizacdo das proteinas (KIM et al. 2007).

Um dos principais estudos em proteémica de fungos filamentosos foi realizado por Grinyer e
colaboradores (2004-b) no qual foi analisado o sub-proteoma da mitocéndria do fungo T. harzianum
conseguindo-se a eficiente extracdo das proteinas contidas na mitocondria e a posterior separacdo de
centenas de proteinas por 2-DE e identificagdo positiva de 31 spots, combinando técnicas de MALDI
TOF (MS) e LC-MS/MS. Algumas das proteinas identificadas incluiram cistrans isomerases,
gliceraldeido 3- fosfato dehidrogenases, fosfoglicerato cinases, enolases, B- fosfogluconate
deshidrogenases, assim como proteinas de choque térmico.

O proteoma intracelular do fungo T. harzianum foi estudado pela primeira vez por Grinyer et al.
(2004-a) utilizando em paralelo varios métodos para a identificacdo de proteinas (MALDI TOF/TOF, LC-
MS MS, sequenciamento de novo) a fim de aumentar a quantidade de proteinas identificadas,
considerando a limitada informacéo de proteinas de T. harzianum disponiveis nas bases de dados e o
genoma ndo sequenciado da espécie. Algumas das proteinas identificadas foram HSP60, HSP80, fator
de iniciacéo eucarittico 4a, actina, fosfoglicerato quinase, gliceraldehido 3- fosfato deshidrogenase e 6-

fosfogluconato deshidrogenase, entre outras.
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Foi descrito por Grinyer e colaboradores. (2007), 0 mapeamento protedmico da sub-unidade
20S do proteasoma de T. reesei, identificando algumas proteinas UPR (unfolded protein response)
como a proteina regulada por glicose, chaperonas que incluiram HSP 70, HSP98, e o regulador
negativo UPR, serina/treonina fosfatase, algumas proteinas de interacdo também foram identificadas,
como a 14-3-3 gliceraldeido 3-fosfato deshidrogenase, transaldolase, enolase, ATPases e fatores de

elongacéo e traducao.

Outros fungos filamentosos também ja tiveram seu sub-proteoma analisados, por exemplo, o
sub-proteoma da membrana de Neurospora crassa, Phanerochaete chrysosporium (SCHMITT et al.
2006; HERNANDEZ-MACEDO et al. 2002) proteoma intracelular de Aspergillus nidulans, Aspergillus
fumigatus (ASIF et al. 2007; CARBERRY et al. 2006; BRUNEAU et al. 2001), Botrytis cinerea e
Sclerotina sclerotium (FERNANDEZ-ACERO et al. 2007).

Anédlise do Secretoma

Considerado como uma fracdo do proteoma total do organismo, ou seja, um sub-proteoma,
esta o secretoma, que segundo a definicdo dada por Tjalsma et al.(2000) é o conjunto de enzimas e
demais proteinas secretadas por um determinado tipo celular ou por um conjunto de células, assim
como a magquinaria responsavel pela secrecdo destas proteinas. Analises do secretoma de fungos
filamentosos séo indispensaveis para conhecer a identidade e funcdo do arsenal de enzimas
hidroliticas extracelulares que participam nha degradacdo de compostos lignoceluldsicos e outros
biopolimeros em resposta a adaptacdo a diferentes fontes de carbono e nitrogénio, visando uma
aplicacdo biotecnoldgica de tais enzimas (BOUWS et al. 2008)

As modificagBes poés-traducionais (MPT) s@8o um passo essencial no processamento de
proteinas secretadas e ativas biologicamente. A glicosilagdo € a mais abundante e diversa forma de
MPT, ocorre como resultado da unido de um glicano a um residuo de asparagina recebendo o nome de
N-glicosilacdo, ou O-glicosilacdo, quando o glicano se une a serina ou treonina (DESPHANDE et
al.2008).

Outras pesquisas em secretdmica de fungos filamentosos incluiram a analise das proteinas
secretadas pelo fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae em meios de cultura contendo
exoesqueleto de Callosobruchus maculatos, coleéptero que ataca cultivos de cotileddneas (MURAD et
al. 2006); analise do exoproteoma do fungo fitopatogénico, Fusarium gramiearum crescido sobre
glicose e diferentes paredes celulares vegetais (Phalip et al. 2005); analise da expressao de proteinas
extracelulares do fungo Phanerochaete chrysosporium cultivado meio liquido e sélido (SATO et al.
2007); perfil protedmico do fungo Monascus pilosus durante crescimento em condi¢fes limitantes de
nitrogénio (LIN et al. 2008) e estudo protedmico da interagcdo entre Trichoderma atroviride, plantas e
fungos fitopatogénicos (MARRA et al. 2006).

No caso de Trichoderma sp, a maquinaria de modificagbes gera tanto O quanto N-
oligossacarideos. A O-glicosilagdo de proteinas em fungos do género Trichoderma ocorre de forma

semelhante ao processo encontrado em S. cereviciae. Um residuo de manose do dolicol fosfato
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manose, é transferido no reticulo endoplasmatico por agdo da O-manosil transferase ao grupo OH da
serina ou treonina. O oligossacarideo € posteriormente elongado no complexo de Golgi com a adi¢éo
de mais sete residuos de manose por manosiltransferases que utilizam guanosina difosfato manose
(GDP-manose) como doador de manosil no processo de elongacéo. A O-glicosilagdo em Trichoderma
sp, estd associada a secrecdo e estabilidade de uma das principais enzimas extracelulares, a
celobiohidrolase | (CBHI), mantendo uma distancia fixa entre o dominio catalitico e de unido ao
substrato (DESPHANDE et al. 2008).

As proteinas secretadas por Trichoderma sp, também podem ser N-glicosiladas. O processo
de N-glicosilacdo em eucariotas requer o oligossacarideo dolicol fosfato, o qual é transferido por acao
da oligosacaril transferase a asparagina localizada na sequencia consenso (Asn-X-Ser/Thr). Em
Trichoderma sp, a CBHI, possui quatro sitios de N-glicosilagdo, todos localizados no dominio catalitico.
A estrutura dos N-saccarideos vai depender do fungo e condi¢cdes de cultivo (KRUSZEWSKA et al.
2008).

Umas das maneiras de se estudar proteinas secretadas € através da construcdo de mapas
protedmicos, pois esta técnica permite a comparacdo e analise dos perfis protéicos expressos sob
diferentes condicdes fisioldgicas. Esses mapas compreendem a separacdo das proteinas por
eletroforese em géis bidimensionais de poliacrilamida separando as proteinas inicialmente pelos pontos

isoelétricos em um gradiente de pH e posteriormente pelas massas moleculares.

Uma das vantagens da eletroforese bidimensional é a separacé@o simultanea e eficiente das
proteinas em uma amostra fornecendo informa¢des do ponto isoelétrico, massa molecular, expressao,
abundancia relativa e modificacdes pds traducionais observadas pelas alteracbes na mobilidade
eletroforética. Proteinas contendo grupos fosfatos podem ser identificadas em eletroforese
bidimensional através de amostras marcadas com *P (CHAVES, 2004). Muito embora apresente
vantagens é preciso ressaltar que a andlise protedmica encontra ainda dificuldades com modificacdes
pés traducionais das proteinas. Apenas as proteinas mais abundantes da célula séo identificadas por

meio de eletroforese bidimensional.

Foram realizados por Suarez e colaboradores (2005) experimentos relacionados ao controle
biolégico de T. harzianum, foi feita uma andlise proteébmica da producdo das proteinas extracelulares,
avaliando as varia¢des que ocorriam no secretoma do fungo, quando crescia em presenca de quitina e
paredes celulares de fungos fitopatogénicos como Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea e Phytium
ultimum, demonstrando diferencas significantes nos mapas bidimensionais das proteinas extracelulares
e a presenca de proteases tipo tripsina e uma nova aspartato-protease (P6281), proteinas que tem um
papel fundamental na atividade parasitica de Trichoderma sp.

A secretbmica de Trichoderma sp e outros Ascomycetes tem sido abordada por diversos
pesquisadores no mundo inteiro como por exemplo 0s experimentos realizados por Medina et al.
(2004), na analise das proteinas secretadas diferencialmente expressas por Aspergillus flavus,
utilizando para o crescimento diferentes fontes de carbono (glicose, batata dextrose e rutina), achando
proteinas comuns aos trés meios, como proteases alcalinas, B 1-3 endoglucanases, glucoamilase,

aminopeptidase e B-glicosidases, entre outras. Duas das proteinas acharam-se Unicas para o meio de
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Batata Dextrose, 10 para o0 meio onde a glicose foi a fonte de carbono e finalmente 18 proteinas
achadas s6 para a degradacao de rutina.

Outra abordagem protebmica trata da identificagdo de proteinas extracelulares formadas
constitutivamente de Hypocrea atroviridis (T. atroviride). O fungo foi cultivado em glicose e o secretoma
examinado por mapas protedmicos. Dois spots predominantes foram identificados por MALDI/MS e
revelaram ser a mesma proteina (massa molecular de 12629 Da e pl 5.5-5.7) provavelmente
representando monémero e o dimero. O gene correspondente foi clonado de H. atroviridis e
denominado epll pela similaridade com a familia cerato-platanina de Ceratocystis fimbriata e
Snodprotl de Phaeosphaeria nodorum, que séo relatadas por estarem envolvidas na resposta de
defesa de plantas a patégenos e elicitacdo a resposta de defesa pela planta (SEIDL et al., 2006).

A anadlise do secretoma do fungo Trichoderma harzianum ALL 42 cultivado em diferentes meios
suplementados com parede celular de Fusarium solani mostrou que foram identificadas um total de 94
proteinas em 105 proteinas retirados de mapas 2-DE. A Unica proteina observada em todas as
condicdes foi EPL1. Nos meios suplementados com parede celular de Fusarium solani, foram
identificadas diferentes hidrolases tais como quitinases, B-1,3-glucanases, glucoamilases, a-1,3-
glucanases e proteases, juntamente com outras proteinas com fungdes ndo conhecidas no
micoparasitismo, como NPP1 e cys ( RAMADA et al 2014).

Em outro trabalho, T. harzianum ALL42 foi crescido em meios contendo diferentes paredes
celulares de fitopatégenos (Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina e Fusarium sp. MONTEIRO
et al. (2010) visualizaram que a resposta micoparasitica de T. harzianum ALL42 é fitopatdgeno
dependente, havendo varia¢g@es tanto no enrolamento da hifa quanto nas proteinas secretadas. Foram
identificadas 7 proteinas de 6 genes diferentes (a- manosidase, fosfatase éacida, a-1,3-glicanase,
carboxypeptidase 2, glicosidase | e endoquitinase 42 kDa) das 63 bandas de proteinas retiradas dos
geis.

TSENG et al. (2008) estudaram as proteinas secretadas por T. harzianum ETS323 em resposta
a Rhizoctonia solani, avaliando as diferengcas das proteinas secretadas por ele quando crescido em
meios contendo diferentes fontes de carbono (glicose, glicose + micélio de R. solani desativado e
micélio de R. solani). Foram selecionadas 43 bandas, das quais 35 exibiram sinais de LC-MS/MS. No
total, 8 proteinas foram identificadas [glicosil hidrolase 37 kDa, glicosil hidrolase 118 kDa, possivel I-
aminoacido oxidase (T. harzianum), possivel protease aspartica (T. harzianum), B-glicosidase 92 kDa,
endoquitinase 42 kDa (Trichoderma sp.), B-glicosidase 94 kDa, serina protease alcalina].

YANG et al. (2009) também avaliaram o secretoma de T. harzianum quando crescido na
presenca de parede celular de Botrytis cinerea. Atividades enzimaticas evidenciaram a secrecdo de
algumas proteinas que degradam parede celular como quitinases, B-1,3(6)-glicanases, proteases. Dos
géis obtidos, 100 bandas foram retiradas, 91 exibiram sinais de LC-MS/MS e 3proteinas foram
identificadas (I-aminoacido oxidase, endoquitinase,), sendo todas elas de espécies de Trichoderma (T.
harzianum, T. hamatum e T. harzianum, respectivamente).
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Justificativa

O controle de S. sclerotiorum € dificultado principalmente pela formacdo de estruturas de
resisténcia, os esclerédios, que podem sobreviver varios anos na auséncia do hospedeiro e ndo se tem
verificado eficiéncia dos fungicidas normalmente utilizados. O fitopatégeno S. sclerotiorum apresenta
um ciclo de vida bastante peculiar, aonde cada etapa deste ciclo pode acabar gerando a doenga que é
mais conhecida como mofo branco. Assim, as recomendacdes para o controle do mofo branco
baseiam-se no sistema integrado de medidas, como rotacdo de culturas, espagamento entrelinhas, uso
de fungicidas, controle biolégico (COSTA & COSTA, 2006).

Espécies de Trichoderma tem potencial como agentes de controle bioldgico por induzir a
expressdo de genes envolvidos na resisténcia de plantas, competirem por nutrientes ou espagco com
outros fungos, produzir antibiéticos volateis e ndo volateis e enzimas liticas. O sucesso de espécies de
Trichoderma como agentes de controlo bioldgico, € devido a sua elevada capacidade de reproducéo, a
capacidade de sobreviver sob condi¢cdes severas, com alta eficiéncia na utilizacdo de nutrientes,
grande capacidade em parasitar fungos, inclusive fungos patogénicos de plantas e eficiéncia na
promocdo de mecanismos de defesa da planta. E sabido que o género Trichoderma spp apresenta
espécies de elevado potencial para utilizacdo como agentes de controle de doencgas causadas por

fitopatdgenos como a S. sclerotiorum.

Portanto o estudo das proteinas secretadas do fungo Trichoderma harzianum durante a
interacdo com as diferentes estruturas do ciclo de vida do fitopatdégeno S. sclerotiorum € pioneiro e de
suma importancia para o entendimento dos mecanismos do micoparasitismo. Os conhecimentos
gerados com este trabalho, agregado com outros, poderdo ser utilizados para o desenvolvimento de
novos produtos e processos biotecnoldgicos para o controle dessa e de outras doengas flungicas em

lavouras.
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3. Objetivo Geral

Avaliar e identificar as proteinas secretadas durante a interacéo entre os fungos T. harzianum e
Sclerotinia sclerotiorum em seus estagios de vida (apotécio, esclerédio e parede celular) mediante o
uso de técnicas enzimologicas classicas integradas a técnicas protedmicas como eletroforese

bidimensional (2-DE), espectrometria de massas e ferramentas genémicas.

4.1 Objetivos especificos

e Avaliacdo da atividade antagbnica de isolados de T.harzianum contra hifas do fungo S.
sclerotiorum;

e Avaliar por microscopia eletronica de varredura 0 mecanismo de interagdo entre o isolado de T.
harzianum e o fungo S. sclerotiorum;

e Identificar e caracterizar proteinas (secretoma) produzidas por T. harzianum durante
crescimento na presenca de esclerédios, apotécio parede celular de S. sclerotiorum e glicose;

e Estudar a expresséo de genes diferencialmente expressos em situa¢des de confronto in vitro e

in vivo, em modelo de simulacdo do micoparasitismo entre T. harzianum e S. sclerotiorum;
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4. Metodologia Utilizada

4.1 Microrganismos utilizados e condi¢fes de cultura
Os fungos utilizados nesse trabalho, Trichoderma harzianum (303/02) e Sclerotinia
sclerotiorum foram obtidos da colecao do Laboratério de Enzimologia (ICB/UFG)e da colecdo Embrapa

Arroz e Feijao, foram cultivados em meio MYG a temperatura ambiente por 10 dias e estocados a 4°C.

5.2 Avaliacdo da atividade antagbnica de Trichoderma harzianum contra hifas do fungo S.
sclerotiorum

A capacidade de antagonismo de Trichoderma harzianum sobre o fitopatdgeno escolhido
nesse estudo foi avaliada. Para isso discos de 5mm das culturas foram tomados da margem de
crescimento ativo do antagonista (T. harzianum) e do fitopatégeno (S.sclerotiorum), crescidos em meio
BDA e submetidos ao teste de pareamento em placa. Apos 24 horas do inicio da interacdo a avaliacao
foi realizada através da visualizacdo da freqiéncia de enrolamento do antagonista sobre a hifa
hospedeira na zona de interacdo com auxilio de microscopio ético. A documentacao desse processo foi

realizada através de microscopia eletronica de varredura (MEV).

5.3 Microscopia Eletr6nica de Varredura

Discos de cultura de 5 mm foram retirados das areas de interacdo apds 72 horas de
crescimento e fixados em solucdo a base de glutaraldeido 2% e paraformaldeido 2%, em tampé&o
cacodilato 0,05M pH 7,2 por 12 horas a 4° C. Apés a fixacdo o material sofreu quatro lavagens em
tampdao cacodilato 0,05M pH 7,2 e foi pds-fixado em solucdo de tetroxido de ésmio e tampéo cacodilato
em uma propor¢do 1:1 por 1 hora. Todas as amostras foram envolvidas em papel aluminio para que
ficassem ao abrigo da luz. Posteriormente, o material sofreu uma série de quatro lavagens com tampéao
cacodilato 0,05M pH 7,2 e, em seguida foi desidratado em série aquosa de acetona a concentragéo de
30, 50, 70, 85, 95 e 100%. O material permaneceu por 15 minutos em cada uma das concentracdes,
sendo que para a concentracéo final de 100% o material recebeu duas lavagens de 10 minutos cada.
Logo ap6s a desidratacdo foi feita a secagem ao ponto critico, utilizando-se o equipamento de
secagem ao ponto critico Balzers CPD 030 (Bal-Tec, Fuerstentum, Liechtenstein). Em seguida o
material foi vaporizado com ouro, durante 150 segundos, usando-se o “Sputter Coater” Balzers SCD 50
(Bal-Tec, Fuerstentum, Liechtenstein), completando-se assim o preparo do material para observacao
ao MEV. As eletromicrografias foram realizadas no LabMic/lUFG com o microscépio eletrbnico de
varredura (MEV) Jeol, modelo JSM-6610 (Jeol Ltda, Tokio, Japédo).

5.4 Producdo da parede celular de S. sclerotiorum

Para a producéo de parede celular, 10 discos (10 mm) de meio MYG, contendo micélio de S.
sclerotiorum foram inoculados em frascos de 2 | contendo 500 mL de meio MYG liquido [0,5% (p/v) de
extrato de malte, 0,25% (p/v) de extrato de levedura, 1% (p/v) de glicose]. Estes frascos foram
incubados a temperatura de 28 °C sob agitacéo constante de 180 rpm em agitador rotatério, por 3 dias.

O micélio de cada frasco foi coletado por filtragédo, autoclavado, congelado a - 20 °C e liofilizado. Ao
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término da liofilizagdo, os micélios foram macerados utilizando cadinho e pistilo. A cada 1g do pé
resultante da maceracao, foram adicionados 200 ml de agua destilada. Essa solugéo foi agitada e
centrifugada a 12000 g por 15 minutos. Proteinas presentes no sobrenadante foram quantificadas
através do método descrito por Bradford (1976). A solucao foi filtrada e a parede de S. sclerotiorum
coletada. Este processo foi repetido até ndo haver quantidades detectaveis de proteinas no
sobrenadante. A parede celular coletada ao final do processo foi congelada, liofilizada e macerada

novamente.

5.5 Cultivos em meio liquido

Esporos (1x10" mL™) de Trichoderma spp., foram inoculados em frascos de 1L contendo 200
ml de meio TLE [Bactopetona 1,0 g I*, Uréia 0,3 g I, KH,PO, 2,0 g I, (NH,).SO,; 1,4 g I,
MgS0..7H,0 0,3 g I'*, CaCl,.2H,0 0,2 g I', 2% (v/v) de solucdo de elementos tracos, pH 5,0] com 2%
(p/v) de glicose ou 0,5% (p/v) de parede celular de S. sclerotiorum ou 0,5% (p/v) de apotécio ou 0,5%
(p/v) de esclerddio. Os frascos foram incubados em agitador rotatorio a 28 °C e velocidade de 180 rpm.
ApoOs 48 horas de crescimento, os sobrenadantes foram filtrados, centrifugados e congelados a - 20 °C
e utilizados para dosagens de proteinas totais, atividades enzimaticas e construcdo dos mapas

protedmicos.

5.6 Dosagem de proteinas totais.

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método descrito por BRADFORD (1976)
utilizando albumina de soro bovino como padrdo. A reacdo foi conduzida pela adicdo de 100ml de
amostra e 1 mL do reagente de BRADFORD e incubado a temperatura ambiente por 15 minutos.

5.7 Ensaios enzimaticos.

5.7.1 a-mannosidase.

Para determinacdo da atividade de a-manosidase, 100 pl de tamp&o acetato de sodio 50 mM
pH 5,5 foram incubados com 40 uL p-nitrofenil-a-D manopiranosideo 5 mM e 10 uL de amostra a 50 °C
por 15 minutos em um termociclador. A reagéo foi parada com a adi¢cdo de 100 yl de NaOH 0,1 M, 100
pL foram transferidos para uma placa de ELISA e a absorbancia medida a 405 nm em um leitor de
microplacas. Uma unidade especifica (U/mg) de a-manosidase foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para a producdo de 1 umol de p-nitrofenol por minuto por mg de proteinas do
sobrenadante.

5.7.2 Fosfatase acida.

Para determinacéo da atividade de fosfatase 4cida, 100 ul de tampéo acetato de sédio 50 mM
pH 4,8 foram incubados com 40 uL de p-nitrofenilfosfato 5 mM (pNP-fosfato) e 10 pl de amostra a 37
°C por 15 minutos em um termociclador. A reacéo foi parada com a adi¢cao de 100 yL de NaOH 0,1 M,
100 pL foram transferidos para uma placa de ELISA e a absorbancia obtida a 405 nm em um leitor de

microplacas. Uma unidade especifica (U/mg) de fosfatase acida foi definida como a quantidade de
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enzima necessaria para a producdo de 1 umol de p-nitrofenol por minuto por mg de proteinas do
sobrenadante.

5.7.3 N-acetil-B-D-glicosaminidase.

Para determinagéo de da atividade de N-acetil-glicosaminidase, 100 uL de tamp&o acetato de
s6dio 50 mM pH 5,5 foram incubados com 40 pl de pNP-Nacetil-3-D-glicosamina 5 mM e 10 uL de
amostra a 37 °C por 15 minutos em um termaciclador. A reacao foi parada com a adi¢cdo de 100 uL de
NaOH 0,1 M, 100 uL foram transferidos para uma placa de ELISA e a absorbancia obtida a 405 nm em
um leitor de microplacas. Uma unidade especifica (U/mg) de N-acetil-B-D-glicosaminidase foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para a producao de 1 ymol de p-nitrofenol por minuto por mg

de proteinas do sobrenadante.

5.7.4 B-glicosidase.

Para determinacdo da atividade de B-glicosidase, 100 pyL de tampéao acetato de sédio 50 mM
pH 5,5 foram incubados com 40 uL de pNP-B-Dglicosamina 5 mM e 10 pL de amostra a 37 °C por 15
minutos em um termociclador. A reacado foi parada com a adicdo de 100 yl de NaOH 0,1 M, 100 pL
foram transferidos para uma placa de ELISA e a absorbancia obtida a 405 nm em um leitor de
microplacas. Uma unidade especifica (U/mg) de B-glicosidase foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para a producdo de 1 umol de p-nitrofenol por minuto por mg de proteinas do

sobrenadante.

5.7.5. a-L-arabinofuranosidase.

Para determinacdo da atividade de a-arabinofuranosidase, 100 uL de tampéo acetato de sddio
50 mM pH 4,8 foram incubados com 40 puL pNP-a-L-arabinopiranosideo 5 mM e 10 ul de amostra a 37
°C por 15 minutos em um termociclador. A reacéo foi parada com a adi¢do de 100 yl de NaOH 0,1 M,
100 pl foram transferidos para uma placa de ELISA e a absorbancia medida a 405 nm em um leitor de
microplacas. Uma unidade especifica (U/mg) de a- arabinofuranosidase foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para a producdo de 1 pymol de p-nitrofenol por minuto por mg de proteinas do

sobrenadante.

5.7.6. Protease total

Para determinacgéo de proteases, foi utilizado o ensaio descrito por Cabral et al. (2004), no qual
20 yL de amostra foram incubados com 40 uL de tampéao Tris-HCI 50 mM variando o pH entre 5.0 e 8.5
e 40 pl de azocaseina 0,25% (p/v) a 37 °C por 30 minutos em um termociclador. Foi adicionado 100 uL
de &cido tricloroacético 10% (p/v) a reagdo e a mesma foi incubada a 4 °C po r 10 minutos. A reac¢éo foi
centrifugada a 10000 g por 15 minutos e 100 pl foram transferidos para uma placa de ELISA seguida
pela adicdo de 100 yL de NaOH 1 M. A absorbancia foi determinada a 450 nm em um leitor de
microplacas. A absorbancia obtida foi considerada 1 unidadede atividade enzimética.
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5.7.7. Quitinase

Para determinacdo da atividade de quitinase, foram utilizados 500 yL de amostra, 500 pL de
quitina coloidal. Banho maria a 40 °C over night. Como “ branco” foi utilizada agua no lugar da amostra.
Centrifugar a 10.000 rpm durante 15 minutos. Apés a centrifugacédo, foram recolhidos 100 ul do
sobrenadante e adicionado 1 mL de ADNS. Foi fervido durante 5 minutos e feita a leitura a uma
absorbancia de 550 nm em um espectrofotdmetro. Uma unidade especifica (U/mg) de quitinase foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para a producéo de 1 ymol de r-nitrofenol por minuto
por mg de proteinas do sobredanante.

5.7.8. B-1,3-glicanase.

Para determinar a atividade de (-1,3-glicanases, foi utilizado o ensaio descrito por Ramada et
al. (2010). A mistura de 10 yL de amostra com 20 uL de laminarina (Sigma) 0,75% (p/v) em tamp&o
acetato de sodio 50 mM pH 5,0 foi incubada em um termociclador a 50 °C por 10 minutos.
Posteriormente, 100 uL do reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS) foram adicionados e a reacéo
incubada a 95 °C por 5 minutos. A reacdo foi resfriada por 2 minutos a 25 °C e 100 uL foram
transferidos para uma placa de ELISA e a absorbancia obtida a 550 nm em um leitor de microplacas.
Uma unidade especifica (U/mg) de B-1,3- glicanase foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para a producéo de 1 umol de actcar redutor por minuto (1 ymol min™) por mg de proteinas
do sobrenadante.

5.8 Preparo das amostras para construcdo dos mapas proteémicos.

Os sobrenadantes das diferentes condicbes de crescimento das culturas foram filtrados
concentrados por ultrafiltracdo em uma membrana de 10 kDa (Millipore) e no volume necesséario para
se obter 600 pg de proteinas de cada amostra foi liofilizado. As amostras liofilizadas foram
ressuspendidas em 120 yL de 4gua destilada e as proteinas precipitadas com a utilizacdo do Kit 2-D
Clean-up (GE Healthcare).

5.9 Isoeletrofocalizacao (IEF).

A isoeletrofocalizacé@o das proteinas foi realizada no equipamento IPGphor 1l (GE Healthcare).
A IEF foi conduzida em tiras IPG de 18 cm, pH 4 — 7 linear. Previamente & isoeletrofocalizacéo, as
amostras foram ressuspendidas em 250 ml de solucdo de reidratacédo (DeStreak Rehydration Solution,
GE Healthcare) e aplicadas em um suporte. As tiras IPG foram posicionadas sobre a amostra e ficaram
por 14 horas, no IPGBox (GE Healthcare), para a reidratacdo das mesmas. A isoeletrofocalizacao foi
iniciada logo apds o periodo de reidratagcdo e ocorreu em quatro etapas: 500 V por 1 h, 1000 V por 1 h,
10000 V por 4 h, e um passo linear de 10000 V por 7 h, totalizando 93250 Vh acumulados. Apés a IEF
as tiras foram acondicionadas em tubos plasticos e armazenadas em congelador - 80 °C para posterior

utilizacao.
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5.10 Equilibrio das tiras de Gradiente de pH imobilizado (IPG).

Apoés a isoeletrofocalizagdo, 10 ml de tampdao de equilibrioTampé&o Tris- HCI pH 8,8 50 mmol I
! Uréia 6 mol L, glicerol 30% (v/v), SDS 30% (p/v) e tracos de azul de bromofenol] contendo 0,1 g de
dithiothreitol foram adicionados as tiras de IPG, que ficaram sob agitacdo por 20 minutos. Em seguida,
a solucgédo foi descartada e 10 mL de tampé&o de equilibrio contendo 0,25 g de iodoacetamida foram
adicionados as tiras IPG, que foram mantidas sob agitacdo por 20 minutos. Apds esse periodo, a

solucéo foi descartada.

5.11 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

A eletroforese das proteinas presentes nas tiras IPG foi realizada em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS (SDS-PAGE), utilizando a metodologia descrita por Laemmli (1970). O gel de
separacao na concentracdo de 12,5% (p/v) de poliacrilamida foi preparado um dia antes da corrida. A
eletroforese foi realizada em géis de 25,5 cm x 20,5 cm x 0,15 cm em uma cuba ETTAN DALT SIX (GE
Healthcare). As tiras IPG equilibradas foram posicionadas horizontalmente no topo do gel, mantendo
pleno contato com este. As tiras foram cobertas com uma solucdo de agarose morna {agarose 0,5%
(p/v), tampdo de corrida 1X [Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1 % (p/V)] e tracos de azul de
bromofenol}. Ap6s a solidificagdo da agarose, a segunda dimenséo foi realizada utilizando dois passos:
corrente de 10 mA/gel por 1 h e corrente de 40 mA/gel até azul de bromofenol atingir o limite inferior do
gel. A temperatura do sistema foi mantida em 15 °C por meio do sistema de circulacdo termostatica
MultiTemp Il (GE Healthcare). Foi utilizado o marcador molecular Amersham Low Molecular Weight Kit
for SDS Eletrophoresis (GE Healthcare) para a determinacdo da massa molecular das proteinas.

Pastilhas PhastGelTM Blue R (GE Healthcare) foram diluidas em 200 mL de uma solucao de
metanol 60% (v/v). A solucéo foi filtrada e foram adicionados 200 mL de &cido acético 20% (v/v). Os
géis bidimensionais ficaram em agitacdo durante 14 horas na solu¢cdo de coloragdo. Apéds esse
periodo, a solucéo foi retirada e os géis foram descorados, sob agitacdo, em solucdo de acido acético
10% (v/iv).

5.12 Andlise dos mapas Protedémicos.

Os géis utilizados foram digitalizados utilizando o equipamento ImageScanner Il (GE
Healthcare) e a andlise dos géis 2D foram realizadas através do software ImageMasterTM 2D Platinum
v7.0 (GE Healthcare). Das réplicas de cada condi¢éo, o gel com menos imperfei¢cdes foi selecionado
como mapa de referéncia. Para comparar as réplicas, foi utilizada a ferramenta landmark para o ajuste
das diferencas de migracdo das bandas de proteinas. Foi gerado um fator de correlacdo entre as

réplicas evidenciando a reprodutibilidade do experimento.

5.13 Preparo das amostras para andlise por espectrometria de massas.
Para analise por espectrometria de massas, 139 spots foram retirados dos géis bidimensionais.
Estes spots foram tratados segundo SHEVCHENKO et al. (1996; 2007) com modificagbes. Os spots

retirados dos géis foram colocadas em tubos de 0,5 ml. Em seguida, 200 yL de uma solugéo de
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bicarbonato de aménio 25 mM pH 8,0 em acetonitrila 50% (v/v) foram adicionados aos spots, agitados
em vortex por 20 minutos e o0 sobrenadante descartado. Esta etapa foi repetida até os pedacos de géis
ficarem totalmente transparentes. Apds o descarte, 100 yL de acetonitrila foram adicionados as
amostras e agitados em vortex por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as amostras foram
completamente secas em uma Speed-Vaccum.

Aproximadamente 40 yL de uma solugdo 10 mM de DTT em bicarbonato de aménio 25 mM pH
8,0 foram adicionados as amostras e as mesmas foram incubadas a 56 °C por 60 minutos. Apos
descartar o sobrenadante, 40 uL de lodoacetamida 55 mM em bicarbonato de amdnio 25 mM pH 8,0
foram adicionados as amostras e elas foram incubadas a temperatura ambiente ao abrigo da luz. O
sobrenadante foi retirado e 100 yL de tampéao bicarbonato de aménio 25 mM pH 8,0 foram adicionados
a cada amostra e agitado em vértex por 10 minutos. ApOs retirar o sobrenadante, 100 ul de
bicarbonato de aménio 25 mM pH 8,0 em acetonitrila 50% (v/v) foram adicionados e as amostras
agitadas por 10 minutos em vortex. O sobrenadante foi descartado e as amostras foram
completamente secas em uma Speed-Vaccum.

Foram adicionados as amostras, 15 yL de uma solucdo de tripsina Gold- Mass V582A
(Promega) 10ng/ml em tampéo bicarbonato de amdnio 25 mM pH 8,0 no gelo. Apés 15 minutos, 40 uL
de tampé&o bicarbonato de amdnio 25 mM pH 8,0 foram adicionados e as amostras foram incubadas a
37 °C por 16 horas. O sobrenadante da reacao foi transferido para tubos novos de 0,5 ml. Aos pedacos
de géis foram adicionados 50 pL de acido trifluoroacético (TFA) 5% (v/v) em acetonitrila e agitado em
vortex por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para os tubos novos contendo o sobrenadante da
etapa anterior. Esta etapa foi repetida nhovamente. O produto da digestdo por tripsina foi secado
totalmente em uma Speed-vaccum.

As amostras foram ressuspendidas em 20 uL de agua miliQ e 3 pL foram transferidos para
tubos novos de 0,5 ml contendo 9 uL de matriz [5 mg de acido a-4-ciano-hidroxicinamico em 500 uL de
TFA 0,3% (v/v)/ acetonitrila 50% (v/v)]. Dessa mistura, 0,7 uL de cada amostra foram aplicadas em
pocos diferentes, em triplicata, de uma placa de MALDI MTP 384 ground steel (Bruker Daltonics). Para
a calibracdo do equipamento, foi utilizada a mistura de calibrantes 4700 Proteomics Analyzer

Calibration Mixture (Applied Biosystems).

5.14 Espectrometria de massas, analise dos espectros e identificacdo das proteinas.

As amostras foram analisadas no espectrometro de massas Ultraflex 1ll MALDI TOF/TOF
(Bruker Daltonics), controlado nos parametros do software FLEX CONTROL 3.0 (Bruker Daltonics) no
Laboratério de Espectrometria de Massas do CENARGEN/EMBRAPA. Os peptideos obtidos foram
ressuspendidos com solu¢cdo matriz (10 mg mL™ de a-ciano-4-acido-hidroxicinamico em 50% (V/v),
acetonitrila/0,3% (v/v), acido trifluoroacético) diretamente na placa MTP AnchorChip 400/384 e seca em
temperatura ambiente. As massas médias das proteinas foram obtidas em modo linear com calibracé@o
externa, usando o Protein Calibration Standard (Bruker Daltonics) e foram calibrados internamente com

picos conhecidos de tripsina.
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As massas do peptideo monoisotépico foram obtidas no modo reflector com calibragéo externa
usando o Peptide Calibration Standard (Bruker Daltonics).Os espectros MS/MS dos peptideos foram
obtidos por meio da fragmentagéo LIFT.

O software PepSeq (Waters, Manchester, UK) foi usado para analise de espectrometria de
massas. Estruturas primarias do peptideo foram inferidas através do manual de interpretacéo de novo.
A busca por sequéncias similares foi realizada com a ferramenta PROTEIN BLAST (algoritimo blastp)
usando o banco de dados n&o redundante GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov). As sequéncias

combinadas foram ainda analisadas utilizando a ferramenta PEPTIDE MASS www.expasy.org / tools.

5.16 PCR em tempo real

Ap6s a identificagdo das proteinas foram desenhados primers para a analise de sua expressao
génica. Aproximadamente 5 pg RNA total extraido do micélio foi digerido com DNase I. Com o RNA
total de cada grupo de amostras, foi feita transcricdo reversa em cDNA na presenca de oligo(dT), em
um volume final de reag&o de 20puL usando o Kit Revertaid™ First Strand cDNA synthesis (Fermentas).
O cDNA sintetizado foi diluido em 80 pl de agua e usado como molde para as reacdes de PCR em
tempo real. As reacdes foram feitas no iQ5 real-time PCR system (Bio-Rad). Cada reacéo (20 pl)
continha 10 pl de MAXIMA® SYBR-green PCR Master mix (Fermentas), primers forward e reverse (5
UM de cada) (tabela suplementar), cDNA como molde e agua livre de nuclease. As condi¢des de
ciclagem foram: 10 minutos a 95°C (1 ciclo), 15 segundos a 95°C seguido por 1 minuto a 60°C (40
ciclos). Foi feita também, a curva de melting nas seguintes condi¢des: 1 minuto a 95°C, seguida por 10
segundos a 55°C e uma rampa final a 95°C com a coleta continua de dados (1 ciclo) para observacéo
da formacé&o de dimeros de primers e amplificacdo ndo especifica. O transcrito a-tubulina (HS574101)
foi usado como controle interno para normalizacdo da quantidade do RNA total presente em cada
reacdo. O nivel de expressdo dos genes foi calculado de acordo com o C; pelo método 2hact (Livak and
Schmittgen, 2001)
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5. Resultados e Discusséo
6.1 O antagonismo do Trichoderma harzianum X Sclerotinia sclerotiorum

O antagonismo do Trichoderma harzianum X Sclerotinia sclerotiorum (figura 4) foi avaliado
através do pareamento em placa de Petri. A figura 4 mostra testes de pareamento realizados entre as
culturas de T. harzianum e o fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum. Apés 48 horas de crescimento, 0s
fungos de biocontrole e o fitopatégeno tém o primeiro contato. Apds este tempo nota-se que ocorre um
crescimento de T. harzianum sobre a hifa de S. sclerotiorum, e com 96 horas foi observada a presenca

de esporulacao, caracterizando uma colonizacéo da hifa hospedeira.

Figura 4. Testes de pareamento mostrando a colonizacdo da cultura de S. sclerotiorum por T.
harzianum 303/02. (A) Apés 24 horas do inicio da interacdo a avaliacdo foi realizada através da
visualizacdo da frequéncia de enrolamento do antagonista sobre a hifa hospedeira na zona de
interacdo com auxilio de microscopio Otico. Nota-se apés 5 dias apds o confronto (B), houve

esporulacdo do T. harzianum

Hermosa et al (2000) demonstraram que o0 ensaio de confronto in vitro é um instrumento Util e
um método confiavel para o potencial micoparasitismo de espécies de Trichoderma. A capacidade de
antagonismo em fitopatdgenos € uma condi¢do essencial para que isolados de T. harzianum sejam
agentes efetivos no biocontrole (LIMA, 2002). Alguns fungos como Coniothyrium minitans (Huang,
1980; Huang & Kokko,1987), Trichoderma viride (Huang, 1980), Talaromyces (McLaren et al., 1994) e
Trichothecium roseum (Huang & Kokko, 1993) sdo micoparasitas capazes de atacarem micélio e

esclerodio de S. sclerotiorum.
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6.2 Analise da interacdo do fungo T. harzianum com estruturas dos diferentes estagios
do ciclo de vida do fitopatégeno S. sclerotiorum por microscopia.

A interagdo do fungo T. harzianum com estruturas das diferentes fases do ciclo de vida do
fitopatdgeno S. sclerotiorum, como, apotécio, esclerédio e micélio, foram avaliadas por microscopia
comum (figura 5), e posteriormente, analisada através de microscopia eletrénica de varredura (MEV).

O teste de pareamento mostra que apés 48 horas apoés a interacdo, o T. harzianum foi capaz
de parasitar todas as estruturas do fitopatdgeno. A partir desse teste, foram excisadas as partes do
meio de cultura que continham as estruturas do agente de biocontrole e do fitopatégeno para posterior
analise por MEV.

Durante o parasitismo, T. harzianum se fixa ao hospedeiro e comeca a crescer ao redor do
micélio do mesmo para formar o apressorio, dando inicio a secre¢cdo de enzimas hidroliticas as quais
afetam a integridade da parede celular do fungo hospedeiro, uma vez que acontece a hidrélise dos
polissacarideos que a comp8em. Este processo causa a lise da parede celular e consequentemente a
inviabilidade do hospedeiro ao mesmo tempo em que facilita o processo de penetracdo do micélio por
parte de Trichoderma sp. (BENITEZ, RINCON et al., 2004).

Nas micrografias por varredura pode-se observar que a colonizacdo de micélio de T.
harzianum com estruturas como apotécio, esclerédio e micélio de S. sclerotiorum ocorre de maneira
efetiva, sendo observado um crescimento abundante de hifas do antagonista sobre a superficie,
formando uma densa camada de micélio, ramificando sobre todas as estruturas do fitopatégeno. T.
harzianum parasitou as hifas de S. sclerotiorum crescendo ao longo de suas hifas e formando ramos

gue enrolam-se em torno delas (Fig.6 —A,B,C).
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Figura 5: Teste de pareamento entre T. harzianum (303/02) e S.sclerotiorum. AB- Confronto entre hifas
de T. harzianum e hifas de S.sclerotiorum, CD-Confronto entre T. harzianum e esclerédio, EF
Confronto entre T. harzianum e apotécio. Foi observado que o fungo T. harzianum foi capaz de
parasitar o fitopatbgeno em todos seus estagios de desenvolvimento. T-Trichoderma, M-Micélio, E-

esclerodio. As areas demarcadas foram excisadas e foram realizadas os testes de MEV.

As hifas de T. harzianum 303/02 medem aproximadamente 2,9 um de didmetro, enquanto as

de S. sclerotiorum medem 4,3 pm, o que facilitou a distingéo entre eles (Fig.6 A,B,C). Observacgéo da
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MEV mostrou também que T. harzianum colonizou sobre as superficies dos esclerédios e apotécios,
formando um micélio denso que penetrou a superficie interior dessas estruturas (Fig. 6-G,H,l e 6-
D,E,F). Antagonismo de espécies de Trichoderma contra varios patdégenos tem sido relatado
previamente, variando entre as espécies de Trichoderma e mesmo entre cepas da mesma espécie
(Amin et al 2010;.. Dubey et al 2011;. Qualhato et al 2013).

FISEE AQUnfr  Se——————

.

Figura 6: Eletromicrografia de varredura da interacdo entre T. harzianum e S.sclerotiorum 48 horas
apés o confronto: A, B e C; enrolamento entre as hifas de T. harzianum micélio e S.sclerotiorum
micélio: D, E e F; hifas de T. harzianum penetrando a estrutura de apotécio: G, H e | ; hifas de T.
harzianum penetrando a estrutura de esclerddio. As setas indicam T-Trichoderma, S-Micélio de

S.sclerotiorum, E-esclerédio.
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Benhamou & Chet (1996) demonstraram que uma linhagem de T. harzianum T203 conseguiu
penetrar e colonizar com sucesso esclerddio de S. rolfsii causando alteracdes citologicas. As
observagbes das amostras na regido de interacdo do teste de cultura mostraram que a hifa de T.
harzianum T203 multiplicava-se abundantemente na superficie do esclerédio formando um micélio
denso que estabelece contato com o exterior da célula hospedeira por meio de uma fina mucilagem,
gue é uma secrec¢do rica em polissacarideos. Sendo que essa fina mucelagem ocorre somente na
superficie do esclerddio parasitado com o T.harzianum, sugerindo que primeiramente ocorre o evento
de reconhecimento, mediado por moléculas com propriedades aglutinantes, e podem ser importantes

determinantes na relagdo de micoparasitismo entre hifas do antagonista e esclerddio do fitopatdgeno.

Monteiro et al. (2010) demonstraram que, durante a interacdo micoparasitica de T. harzianum
ALL42 com Fusarium sp., ndo houve enrolamento nas hifas do hospedeiro, apenas um contato,
diferentemente do que foi observado da interacdo de T. harzianum ALL42 com R. solani e M.
phaseolina o que sugere diferentes mecanismos de interacdo de acordo com diferentes fitopatégenos.
A interacdo micoparasitica tipica envolve a deteccdo do hospedeiro/ fungo, atracdo, fixacao,
enrolamento em volta e lise provocada por enzimas hidroliticas, em muitos casos, em conjunto com
metabolitos secundarios. A compreensdo dos mecanismos de sinalizacdo celular em Trichoderma é
limitada em comparacdo a fungos como Magnaphorte grisea e Neurospora crassa, mas tem havido um
progresso significativo com base em abordagens genéticas (OMMAN et al 2012, ZEILINGER et al
2005, MUKHERJEE et al 2007).

6.3 Producdo de enzimas de parede celular fungica

As atividades enzimaticas mostraram perfis diferentes em cada uma das trés inducdes
avaliadas. A analise dos perfis enzimaticos dessas proteinas foi feita com base na atividade especifica,
sendo estudada a atividade enzimatica de diferentes enzimas hidroliticas nos diferentes sobrenadantes
das condig¢Bes de indugdo, como mostrada na tabela 3, sendo que a inducdo com esclerddio foi a que
mais secretou B-1-3 glicanase, seguida da indugdo com parede celular e apotécio. No presente
trabalho, atividade enzimética de NAGase apresentou-se mais alta em indu¢des com apotécio e parede

celular.

A interacdo micoparasitica através do contato pode estar relacionada a liberacdo de enzimas
gue atuam no biocontrole. Tem sido relatado um importante papel das enzimas hidroliticas de espécies
de Trichoderma no micoparasitismo mostrando que enzimas como quitinases, glucanases, N-acetil-B-
D-glicosaminidase (NAGase) e proteases séo requeridas para a degradacdo da parede celular de
vérios fitopatdgenos e essas atuam em sinergismo para uma efetiva atuacdo no biocontrole
(VITERBO,RAMOT et. al., 2002).
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Tabela 3- Atividade especifica de sobrenadantes das diferentes condi¢cdes de crescimento no tempo de

48 horas. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

PAREDE
GLICOSE CELULAR (U.mg’ ESCLERODIO APOTECIO
ENZIMAS (U.mg™) Y (U.mg™) (U.mg™)
B 1-3glucanase 0,11+0,01 4,33+1,03 12,49+0,23 3,2+0,09
N-acetil-B-D-
glicosaminidase 0,11+0,02 2,31£0,03 1,2+0,01 2,1+0,04
a-mannosidase 0,23+0,04 0,34+0,1 0,240 0,23+0,01
B-glicosidase 0,05+0,01 0,23+0,01 0,13+0,01 0,12+0,01
fosfatase acida 0,23+0,01 0,43+0,02 0,64+0,02 0,66+0,03
a-
arabinofuranosidase 0,05+0,01 0,14+0,01 0,18+0,06 0,18+0,06
endoquitinase 0 0,020 0,010 0,03+0,001
protease pH 5.0 0,47+0,05 11,36+1,23 12,51+1,1 14,41+1,02
protease pH 8.5 0,44+0,2 4,75+0,85 2,91+0,5 8,75%0,8

A estrututra da parede celular fungica é composta principalmente de [3-1,3, 1,6-glicanos

(polimeros de glicose) ligados a quitina (polimero de GIcNAc) via ligagbes 3-1,4. Este complexo quitina-
glicano esta ligado a outros polissacarideos cuja composicao varia de acordo com a espécie do fungo,
assim alguns dos polissacarideos encontrados podem ser galactomanana, manana e
galactosaminogalactana. Estes polissacarideos constituem 80-85% da massa da parede celular
enquanto que glicoproteinas constituem o restante 15-20% (LATGE, 2007; 2010). Algumas
glicoproteinas da parede celular podem estar ancoradas a membrana celular via glicosilfosfatidilinositol
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(GPI) participando do remodelamento da parede celular, entretanto outras GPI-proteinas podem estar
covalentemente ligadas & quitina e séo necessarias na transducdo de sinais, formacéo de biofilmes,
interacdo célula-célula e no caso de fungos patdgenos no reconhecimento do tecido hospedeiro
(MADDI & FREE, 2010).

No ensaio enzimatico realizado ndo foi detectada a atividade enzimatica de quitinase, porém foi
identificada nos mapas proteicos das trés condi¢bes estudadas. As quitinases (GH 18) catalisam a
hidrélise de polimeros lineares de quitina, polissacarideo formado por unidades de N-acetilglicosamina
(GIcNAC) unidas por ligactes 3-(1,4), que estdo classificadas em trés subgrupos A , B, C considerando
a similaridade da sequéncia de aminoacidos do dominio catalitico. Os subgrupos A e C possuem
atividade de exoquitinases e um mecanismo de ligacdo ao substrato mediante uma fenda na forma de
tunel, entanto que o subgrupo B possui atividade de endoquitinases e uma fenda de ligacdo ao
substrato mais aberta (SEIDL, HUEMER et al., 2005).

No presente trabalho as atividades enziméticas das proteases apresentaram um perfil
diferenciado entre as condi¢8es, Houve um melhor desempenho na condicdo de apotécio, seguido do
esclerodio e parede celular para proteases acidas. Enquanto que em protease basica, parede celular
houve atividade enzimatica maior em relacdo ao esclerédio, mas o apotécio segue com uma melhor
atividade enzimatica.

Estudos tém relacionado as proteases na degradacdo de proteinas celulares estruturais
desestabilizando a integridade celular do fitopatégeno e facilitando a penetracdo e colonizacdo por
Trichoderma. Elas também estdo envolvidas na inativacdo de enzimas produzidas por patégenos
durante o processo de infeccdo de plantas (SUAREZ et al., 2007).

a-L-Arabinofuranosidase, € uma enzima capaz de hidrolisar a-L-Arabinofuranosideos tais como
residuos aril a-L-arabinofuranosideos e residuos ndo redutores de a-L-Arabinofuranosil de substratos
gue contém arabinofuranose (SAHA, 2000). Arabinose, fucose e ribose sédo detectadas como tracos em
paredes celulares da maioria dos fungos. Neste estudo, identificamos a proteina o-L-
arabinofuranosidase (tabela 3), quando crescida na presenca de esclerddio. Em todas as condi¢des do
ensaio enzimatico (apotécio, esclerédio e parede celular), houve aumento da atividade enzimética de
a-L-arabinofuranosidase.

a-Manosidase (o-manoside manohydrolase, E.C. 3.2.1.24) possui um importante papel no
processamento de manooligossacarideos de manoproteinas. Essa enzima catalisa a hidrélise de
residuos terminais ndo redutores de a-D-manose em a-D-manosideos. A enzima também atua no
processo dos N-glicanos recém formados e na degradacé@o de glicoproteinas maduras. Ha relatos de
multiplas isoformas da a-manosidase, cada uma com uma localizagdo celular especifica e pH 6timo
(GAIKWAD; KESKAR; KHAN, 1995). No presente trabalho ndo houve atividade enziméatica relatada de

o-manosidase em nenhuma das condi¢des avaliadas.

Monteiro et al (2010) identificaram as enzimas a-manosidase e a-arabinofuranosidase, em
cultivos de T. harzianum com R. solani, M. phaseolina e Fusarium sp, a atividade dessas enzimas foi
determinada nos extratos dos cultivos. Todas as inducdes apresentaram atividade das duas enzimas
sendo o cultivo com R. solani a que mais apresentou atividade das duas enzimas. A atividade de
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manosidase foi igual para os cultivos com Fusarium sp e M. phaseolina e a atividade de
arabinofuranosidase foi um pouco maior em Fusarium sp quando comparada com a inducdo M.
phaseolina. Levando a crer que outras proteinas que nao as ja tdo reconhecidamente envolvidas no

micoparasitismo, sdo expressas de acordo com a parede celular do fungo.

A fosfatase acida (EC 3.1.3.2) é uma hidrolase que promove a hidrélise do fosfato monoéster,
transformando fosfato organico numa forma inorganica solavel . Estes enzimas sdo largamente
distribuidas nas plantas (DUFF et al. 1994), células animais (JING et al. 2006) e microorganismos
(PALACIOS et al 2005). No solo, a hidrélise de compostos fosfato-organicos € predominantemente
mediada pela atividade de fungos e de bactérias (YADAV & TARAFDAR 2003). Os fungos podem
solubilizar o fosforo insolavel por acidificacdo ou agentes quelantes, ou mediada pela fosfatase
hidrolitica de fosfato organico. Leitdo et al (2010), relataram pela primeira vez a purificacdo e
caracterizacdo de uma fosfatase &cida do agente de biocontrole T. harzianum. Identificamos a
presenca de atividade enziméatica de fosfatase acida em todas as condi¢bes, sendo que a atividade em

apotécio e esclerddio foi maior que em parede celular.

Anédlise do secretoma e identificagdo dos perfis bidimensionais

O secretoma fangico depende estreitamente de seu ambiente bidtico e abidtico, uma
propriedade que depende do espectro ecolbdgico das espécies flngicas. A estrutura destes secretomas
consiste de hidrolases necessérias para o fornecimento de alimentos fangicos. Diferentes extratos de
efetores podem aumentar a "forca de ataque" do secretoma dos fungos manifestando-se pela producéo
de isoformas / multiformas de hidrolases funcionalmente necesséarios em diferentes ambientes fisico-

guimicos, e / ou sintese de proteinas especificas de protecao (GIRARD et al 2013).

Apbs os experimentos realizados com o T.harzianum no antagonismo com fitopatageno, como,
analise por microscopia eletrbnica de varredura e os testes enziméticos, foram feitos cultivos para
avaliar o perfil de proteinas secretadas pelo T.harzianum utilizando trés condi¢Bes diferentes como
fonte de carbono. Para esse fim, esporos de T. harzianum 303/02 foram crescidos em meio TLE na
presenca de apotécio, esclerédio e micélio (parede celular) lavados, autoclavados, e utilizados em uma

concentracdo de 0,5% (p/v).

Para melhor visualizar o perfil de proteinas secretadas por T. harzianum 303/02 nas diferentes
condic¢Bes de crescimento foram construidos mapas protedbmicos, que compreendem a separacdo das
proteinas por eletroforese em géis bidimensionais de poliacrilamida, separando as proteinas
inicialmente pelos pontos isoelétricos em um gradiente de pH e posteriormente pelas massas
moleculares.

Os géis bidimensionais foram digitalizados e analisados através do programa ImageMasterTM
2D Platinum v7.0. Os géis que tiveram melhor resolu¢do, menos imperfei¢cdes, e quando comparados
com as réplicas, geraram um maior coeficiente de correlacdo, foram considerados os mapas de

referéncia para andlises (Figura 7).
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Figura 7: Mapas protedbmicos com as proteinas identificadas durante a interagdo entre
T.harzianum(303/02) S. sclerotiorum. A-Parede celular, B-Apotécio, C-Esclerodio. Os nimeros em
vermelho s&o as proteinas que foram identificadas.
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Apoés a deteccao dos spots, uma analise foi feita para eliminar os pontos marcados no gel que
ndo eram spots de proteinas (falso positivo). Para comparar as réplicas das condi¢des, dois
“landmarks” (marcadores) foram criados para ajustar as diferencas entre a disposi¢do dos spots nos
géis. ApOs essa etapa, foi observada correlacdo desses spots igualmente presentes nas réplicas,
indicando uma boa reprodutibilidade no experimento (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo dos parametros observados dos géis bidimensionais de cada condicéo e sua
correlagdo com sua réplica.

Condicao cultivada Namero de spots® R?

Apotécio 172 0.97/0.92
Parede cellular 158 0.98/0.96
Esclerodio 182 0.98/0.97

2 Ntimeros de spots detectados pelo ImageMaster™ 2D Platinum v7.0 depois do processamento. A mesma
guantidade de proteina (600 ug) foi usada para cada gel.

b Correlagdo entre o mapa de referéncia e suas réplicas usando trés spots diferentes como marcos para a
correcao dos erros.

Foram escolhidos os spots que apresentaram formas melhores definidas a com maior
expressdo no gel. Posteriormente foram analisados os spots que continham nas trés condi¢cdes de
cultivo, os que continham em duas condi¢des de cultivo e 0os que foram expressos somente em cada
meio de cultura respectivamente.

Fazendo uma comparacgdo entre as trés condi¢cdes dos géis, é possivel observar diferencas
entre os perfis protéicos de cada um deles. O cultivo com esclerédio apresenta um ndmero maior de
bandas de proteinas do que as indu¢cdes com micélio e apotécio, alguns spots da inducdo com
esclerddio apresentam-se mais intensos quando comparados tanto com induc¢des de micélio quanto
apotécio (ANOVA-p < 0,05).

Fazendo correlacdo com outro trabalho realizado por nosso grupo (Ramada, 2010), onde ja
foram identificadas proteinas a partir da analise do secretoma do fungo T. harzianum crescido na
presenca de parede celular de Fusarium solani, foi observado que algumas proteinas estavam
presentes em todas as condi¢des do estudo entre a interacdo T. harzianum e S.sclerotiorum. Foi feito
um pareamento entre esses dois geis para uma possivel identificacdo de proteinas homologas e
posteriormente foram analisadas as bandas de proteinas através de espectrometria de massas para
confirmar a semelhanca destas. Além destas proteinas, também foram analisadas proteinas

diferencialmente expressas entre as condi¢des (Figura 8).
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Proteinas identificadas APOTECIO ESCLERODIO MICELIO

Serine protease - SprT (T. koningii) + + +
Hypothetical protein - Necrosis inducing protein (NPP1) (T.
atroviride)

+
+
+

Hypothetical protein - Peptidase m14 (T. virens)

Hypothetical protein - Amidase (T. virens)

Endochitinase 33 kDa (T. harzianum)

Endochitinase 37 kDa (T. harzianum)

Endochitinase 42 kDa (T. harzianum)

Trypsin like protease (T. harzianum)

Predicted small secreted cysteine-rich protein (Trichoderma virens)
Glycoside hydrolase family 15 protein - Glucoamylase (T. virens)

Hypothetical protein - CDB9-like domain - carbohydrate binding (T.
virens)

+ + + + + + +

+ + + + + + + + 4+
+ + 4+ + + + + + 4+

Glycoside hydrolase family 47 protein - a-1,2-D-mannosidase (T. + + +
virens)

Glycoside hydrolase family 71 protein - Alpha-1,3-glucanase (T. - + +
harzianum)

Hypothetical protein -B-1-6-glucan sinthase (T. virens) - + +
Predicted protein - Ribonuclease T2-secreted RNAse (T. reesei) - + +
Glycoside hydrolase family 72 protein - p-1,3-glucanosiltransferase - + +
(T. virens)

epll (T. harzianum) +

Carbohydrate-binding module family 13 protein (T. virens) +

Bacillolysin (Bacillus cereus) + - -
Hypothetical protein - glutaminase-like (T. virens) +

Predicted protein - Peptidase S9 (T. reesei) +

Hypothetical protein - putativa glyoxal oxidase protein (T. virens) +

Glycoside hydrolase family 30 protein - p-1,6-glucanase (T. virens) - + -
Glycoside hydrolase family 72 protein - p-1,3-glucanosiltransferase - + -
(T. virens)

Glycoside hydrolase family 18 protein - GH18 chitinase-like (T. - + -
virens)

Hypothetical protein - GH catalytic core (T. virens) -
Hypothetical protein duf1996 (T. virens) -
Predicted protein - FAD binding domain (T. reesei) -
Glycoside hydrolase family 64 protein - -1,3-glucanase B-like (T. -
virens)

Alfa-L-arabinofuranosidase (Trichoderma virens) -
Probable polygalacturonase (T. virens) -
Hypothetical protein (T. virens)duf1349 +
glycoside hydrolase family 76 protein - Alpha-glucosidase (T. virens) - -
Gh2-B-galactosidase/B-glucuronidase ( T.virens) -

Predicted protein - Peptidase M6 (T. reesei) - -
Hypothetical protein - Esterase_lipase (T. virens) - -

+ + 4+ + + + +
1

+ + + +
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Parede Celular

Figura 8: Diagrama de Venn totalizando os spots identificados e diferencialmente identificadas das

inducdes de T. harzianum com esclerddio, parede celular e apotécio.

Apébs andlise dos géis, os spots de interesse foram retiradas dos géis da interacdo entre T.
harzianum e S.sclerotiorum das 3 induc¢des totalizando 139 spots sendo 46 de apotécio, 43 de parede
celular e 50 de esclerddio, que foram submetidos a digestao triptica e analise por espectrometria de
massas (MALDI-TOF/TOF) (Tabela 5). Os peptideos m / z foram selecionados e novamente analisados
por meio de fragmentag&o LIFT. Um total de 320 espectros MS / MS foram obtidos e a sequéncia de
aminoacidos primaria de cada um foi interpretado manualmente usando PepSeq (Waters) e
FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics). Preliminarmente foi analisada a condicdo de Apotécio, dos 46
spots analisados, 19 foram identificadas. Quanto a condicdo de
parede celular foram analisadas 43 spots, sendo identificados 20, j& em relacdo ao gel de esclerddio,
foram retiradas 50 spots, um total de 30 spots foram identificados, sendo que 25 dessas spots eram
diferentes entre si. Das proteinas identificadas no secretoma, 5 foram exclusivamente secretadas em
meio contendo apotécio, 9 em meio contendo esclerddio, 4 em meio contendo parede celular, sendo 11
expressas nas trés condi¢cbes testadas.

As hidrofobinas, provavelmente as melhores SSCPs conhecidas, sdo caracterizados pela
presenca de oito residuos de cisteina conservados posicionalmente dos quais quatro ocorrem em
pares. Eles sdo encontrados nas superficies exteriores das paredes das células de hifas e conidios,
onde medeiam as interac¢des entre o fungo e o meio ambiente. As hidrofobinas estdo também
envolvidas na ligagédo de Trichoderma hifas de raizes (VITERBO & CHET, 2006).

Entre as proteinas identificadas quando crescidas com apotécio, encontra-se a proteina Sm1,
plantulas de algodao tratadas com a proteina Sm1 purificada de T. virens apresentaram expressao
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sisttmica aumentada de quitinase ( Classe 1), B 1-3 glicanase, peroxidase (POD6),
hidroximetilglutarilCoA redutase e lipo-oxigenase, todas proteinas relacionadas a defesa. Além disto,
apresentaram resisténcia a infeccdo pelo fungo fitopatogénico Coletotrichium SP e acumulo de
perdxido de hidrogénio em folhas e cotilédones ( DJONOVIC et al 2006).

Freitas e colaboradores (2014) analisaram a expressdo do gene Sm1 de oito diferentes cepas
de Trichoderma spp. cultivados em glicose, sementes ou raizes de feijao sendo que a linhagem T37
teve significativamente maior expressao de Sm1. A proteina EPL1 também foi encontrada em todas as
condi¢Bes. Atua como elicitor para desencadear reacGes de defesa em plantas sendo uma proteina
gue pertence ao segundo grupo de SSCP, a familia de proteinas de cerato-platanina, associada com a
inducdo de respostas de defesa de plantas (FRISCHMANN et al 2012). Outra proteina SSCP foi
identificado em nosso estudo (cys). Esta proteina € de 143 residuos de aminoacidos de comprimento e
tem 18 residuos de cisteina. Expressao génica foi semelhante para as condi¢fes relacionadas com a
micoparasitismo, e foi superexpressos quando glicose como controle (tabela 6). Aparentemente, esta
proteina pertence ao quarto grupo de SSCPs, o grupo maior e mais exclusivo, mas sem funcao
atribuida até agora.

Foram identificadas diversas hidrolases em todas as condi¢cdes estudadas. CAZy (banco de
dados enzimas) descreve as familias de enzimas envolvidas com modificac6es de carboidratos e
degradacédo. Hidrolases Glicosidicas (EC 3.2.1 -) sdo um grupo comum de enzimas que hidrolisam a
ligacdo glicosidica entre dois ou mais hidratos de carbono ou entre um hidrato de carbono e uma
porcdo de ndo-hidratos de carbono. Nove familias foram identificadas neste trabalho: G2, G15, G18,
G30, G55, G64, G71, G72 e G78.

Membros da familia GH72 foram identificadas somente nas culturas suplementadas com
esclerédio e micélio (Tabela 6). Estas enzimas também conhecidas como glicanosiltransferases sao
proteinas GPl-ancoradas e localizadas no espaco extracelular da parede celular catalisando o
alongamento linear do polimero de glicose B-(1-3) glicano, e promovendo a formacdo de ramificagBes
nas hifas do fungo tendo assim um papel importante na biogénese da parede celular (MAZAN, RAGNI
et al., 2011).

Uma endo-p-1,3-glicanase (GH55) também foi identificada. Esta enzima desempenha papel
importante no micoparasitismo e em processos morfogenéticos-morfoliticos durante o desenvolvimento
e na mobilizagdo de B-glucanas, sob condi¢Bes de jejum de carbono e energia (DE LA CRUZ et al
1995). Identificamos também duas B-1,6-glicanases (GH30) produtos de um mesmo gene. De la Cruz
et al (1995) observou que, pelo menos, duas endo-B-1,6-glicanase foram secretadas por T. harzianum,
e uma enzima de 43 kDa (BGN16.2) foi purificada. Esta enzima atuou de forma sinérgica com 3-1,3-
glicanase e quitinase na degradacao das paredes das células fungicas. A presenca de B-1,3-glicanases
e B-1,6-glicanases era esperada devido a composicao da parede celular da maioria dos fitopatégenos,
e a atividade da primeira foi avaliada, estando presente nos meios contendo parede celular, apotécio e
esclerddio, nota-se que na presenca de esclerddio a atividade enzimatica é consideravelmente maior
em relacdo as outras condi¢Bes, pode ser devido a estrutura do esclerédio ser composta por um

emaranhado de hifas, o que o torna uma estrutura rigida e melanizada (Tabela 3).
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Também foi identificada uma a-1,3-glicanase quando induzido o T. harzianum com esclerédio.
Outras hidrolases de glicosidicas, como a-1,3-glicanase (GH71), a-1,2-manosidase (GH47) e a-L-
arabinofuranosidase (GH54) também foram identificadas. Estas enzimas podem estar relacionadas
com a degradacéo da fragdo amorfa da parede celular dos fungos, mas a a-manosidase pode também
ser envolvido no desglicosilagdo de glicoproteinas presentes na parede celular dos fungos
(SCHOFFELMEER & KLIS, 1999).

A identificacdo de uma glicoamilase produzida em grande quantidade, quando T. harzianum foi
crescido em apotécio, um dado interessante, visto que ndo ha relatos na literatura sobre a acéo desta
enzima no micoparasitismo. As glicoamilases (EC3.2.1.3) hidrolisam as ligacbes a-1,4 entre o0s
residuos de glicose pela extremidade nao redutora. Uma possivel explicacdo para a presenca desta
enzima durante a simulacdo do micoparasitismo é que alguns fungos, como Aspergillus nidulans,
possuem em sua parede celular, polissacarideos chamados de S-glicanas, que podem ser formadas
apenas por ligacdes a-1,3 ou por polimeros alternando ligacdes a-1,3 e a-1,4 (PEBERDY, 1990).

Embora houvesse um nimero maior de spots de proteinas identificados como GHs, um grande
conjunto de diferentes proteases também foi identificado em trés condi¢cdes diferentes. As proteases
podem desempenhar papéis importantes na lise celular do hospedeiro atacando lipidios e proteinas,
gue sdo também uma parte da parede celular, e na inativacdo de enzimas segregadas por
fitopatdgenos, durante o processo de infecgdo em plantas (VITERBO et al 2002,SUAREZ et al 2007).
Trichoderma pode ter um dos maiores conjuntos de proteases entre fungos (RAWLINGS et al 2012).
Cerca de 20% das proteases de Trichoderma preditos possuem um peptidio sinal e, portanto, sdo
destinados para a via secretora. Nos experimentos relacionados ao controle biolégico de T. harzianum,
foi feita uma analise protebmica das proteinas extracelulares, que avaliou as variacbes que ocorriam no
fungo que crescia em presenca de quitina e parede celulares de fungos fitopatogénicos como R.solani,
Botrytis cinérea e Phytium ultimum, demonstrando diferencas significantes nos mapas bidimensionais
das proteinas extracelurares e a presenca de proteases como tripsina e uma nova aspartato protease
(P6281), proteinas que possuem um papel fundamental na atividade parasitica de Trichoderma sp
(SUAREZ et al 2005).
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Tabela 6. Proteinas identificadas do secretoma de T. harzianum 303/02 quando cultivado em diferentes condigdes.

JGlI

glucanase (T. harzianum)

: a . . . b NCBI . Observado PI/ Pl Teobrico / S .
Proteina ID/Gene ID® Descricdo (nome da proteina/especies) identificacdo Prﬁ;?m MW (kDa)d MW (kDa)® Condicéo cultivada
1icys \Iji:gtrjllsc)ted small secreted cysteine-rich protein (Trichoderma EHK19462 1 511478 4.66/18.53 582/ 15.33 Al
25,26/gamy \ﬁ%ﬂg'de EEEER N £:8 PEE) - CIMESSERHEES (1 EHK25059.1 81392 4.73/48.98 5.33/67.22 A & CW
7/pral Trypsin like protease (T. harzianum) CAC80694.2 526221 4.81/29.25 5.18 / 25.80 All
39/amid Hypothetical protein - Amidase (T. virens) EHK26859.1 512736 5.12/77.55 5.12 / 58.87 All
2/epll epll (T. harzianum) AER09349.1 508110 6.00/16.93 6.23/14.32 All
9/duf1349 Hypothetical protein (T. virens) EHK16811.1 4165 6.43/27.88 6.20 / 25.26 A&S
3/cdbl13 Carbohydrate-binding module family 13 protein (T. virens) EHK19601.1 511345 6.32/18.40 6.63/17.07 A
8/sprt Serine protease - SprT (T. koningii) ABNO04079.1 511032 5.58/32.33 6.30/ 40.43 All
45/baclysin Bacillolysin (Bacillus cereus) WP_000730361.1 82169 5.46/34.41 5.92/60.65 A
Hypothetical protein - CDB9-like domain - carbohydrate
19,40/cdb9 binding (T. virens) EHK26772.1 511848 6.09/43.13 5.60/ 25.09 A& CW
16,17/m14 Hypothetical protein - Peptidase m14 (T. virens) EHK25112.1 514267 6.92/43.34 7.60/46.98 All
34,35/glut Hypothetical protein - glutaminase-like (T. virens) EHK25695.1 84515 5.51/75.56 5.59/76.49 A
28/S9 Predicted protein - Peptidase S9 (T. reesei) EGR51541.1 476987 4.79/73.62 5.91/76.83 A
44/ glyo \'j'i?'gr?;;‘et'ca' FISHE) - PUEMYE o eiekss preiein (1- EHK15719.1 506446  4.71/74.58 4.741117.47 A
12/chit37 Endochitinase 37 kDa (T. harzianum) ABG46358.1 505895 4.65/38.91 8.45/ 36.62 All
18,21,22/chit42 Endochitinase 42 kDa (T. harzianum) AAA98644.1 101028 5.67 / 42.98 5.43 / 46.02 All
13/chit33 Endochitinase 33 kDa (T. harzianum) CAAb56315.1 529621 5.28/34.81 5.07/34.34 All
Glycoside hydrolase family 47 protein - a-1,2-D-
24,46/gh96 mannosidase (T. virens) EHK21505.1 487999 4.75/51.85 5.29/56.17 All
6/npp1 ggg\c/’itr?deg)ca' protein - Necrosis inducing protein (NPP1) (T. £ 1390491 507042 4.65/29.28  4.76/30.82 Al
14,26/hypot Hypothetical protein -B-1-6-glucan sinthase (T. virens) EHK17331.1 487382 4.71/41.01 5.58/ 37.69 S & CW
30,31,32/agluc7s CYeoside hydrolase family 71 protein - Alpha-1,3- CAC80493.1 525334  5.46/91.14 5.92/ 67.72 s&cw
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1420880?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=KMVBAF4301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/358383844?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KMYCEUJB014

4/ rnasel32

27/gel
23/abf
28/polygala

47/gh64
33/fad
48/gh18
49/ghcore
36/bl6gluc

38/duf1996
5/agluc

43/gh2

42/m6
49/lip

Predicted protein - Ribonuclease T2-secreted RNAse (T.
virens)

Glycoside hydrolase family 72 protein - p-1,3-
glucanosiltransferase (T. virens)
Alfa-L-arabinofuranosidase (Trichoderma virens)

Glycoside hydrolase family 55 protein - Probable
polygalacturonase (T. virens)

Glycoside hydrolase family 64 protein - p-1,3-glucanase B-
like (T. virens)

Predicted protein - FAD binding domain (T. reesei)
Glycoside hydrolase family 18 protein - GH18 chitinase-like
(T. virens)

Hypothetical protein - GH catalytic core (T. virens)
Glycoside hydrolase family 30 protein - -1,6-glucanase (T.
virens)

Hypothetical protein (T. virens)

glycoside hydrolase family 76 protein - Alpha-glucosidase
(T. virens)

glycoside hydrolase family 2 protein - B-galactosidase/3-
glucuronidase (T. virens)

Predicted protein - Peptidase M6 (T. reesei)
Hypothetical protein - Esterase_lipase (T. virens)

EHK18016.1

EHK19699.1
EHK20391.1
EHK19381.1

EHK20867.1
EGR53026.1
EHK18477.1
EHK22537.1
EHK19451.1

EHK24053.1
EHK22230.1

EHK25869.1

EGR46159.1
EHK17489.1

520729

150179
503269
84648

514104
507229
2921
50757
485240

5064.46
3063

80759

92805
105726

6.64/15.57

4.34/4922
5.10/42.13
4.91/78.31

4.59/41.68
5.83/63.31
4.31/35.67
5.31/29.60
6.14/53.71

6.32/34.40
4.62/28.02

4.76/106.98

4.64/75.03
5.08/42.05

7.68/ 14.57

4.63/ 56.87
5.28/ 52.67
4.71/108.16

5.81/ 46.98
6.49/ 62.56
4.93/ 37.96
5,74/ 31.77
5.99/51.70

6,48/ 35.89
5.44/ 43.97

4.75/ 103.33

4.85/ 71.66
5.34/ 37.04

S &CW

nu u u u nu nu u

cw

Ccw

cw
Ccw

2 A proteina ID refere-se ao nimero da Figura 7. Gene ID é o nome usado para identificar o gene para a andlise de RT-gPCR. Identificacdo de proteinas € listada
como GHS, proteases e outras funcdes
® JGI Protein ID foi obtida a partir do Trichoderma harzianum CBS226.95 genome v1.0 (http://genome.jgi.doe.gov/Trihal/Trihal.home.html)
¢ Sequéncias de peptideos utilizados para a identificacdo sdo apresentados no anexo
4P| observado e MM obtida do ImageMaster™ 2D Platinum v7.0

¢ Teorico Pl e MM (kDa) observada a partir da sequéncia obtida a partir de NCBI por Peptide Mass tool (http://web.expasy.org/peptide_mass)
A- Apotécio S- esclerodio CW — Parede celular All- todas condi¢des S & CW - esclerddio + Parede celular A & CW - apotécio+ Parede celular

apotécio + esclerédio

A&S-
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Estudos relacionados ao Trichoderma e atuando como controle biolégico tém aumentado
bastante nos ultimos anos. Elad & Kapat (1999) mostraram que enzimas hidroliticas produzidas por B.
cinérea foram parcialmente desativadas por acdo das proteases produzidas por T. harzianum e que
extratos de cultura de Trichoderma contendo proteases foram capazes de reduzir a germinacdo de
fitopatdgenos. Trichoderma possui um dos maiores conjuntos de proteases entre os fungos, os nimeros
totais de proteases séo preditos 383 (4,2% de todos os genes que codificam proteinas preditas), 445
(3,75%), e 479 (3,85%) em T. reesei, o T. atroviride e T. virens, respectivamente (DRUZHININA et al.,
2012). Este autor também sugere que os grupos dominantes foram aspartil proteases, proteases de
serina, proteases subtilisina-like, e tripeptidil dipeptidil peptidases. Dessa forma, as proteases de
Trichoderma podem ser importantes no processo de micoparasitismo pela degradacdo dos componentes
da parede celular do hospedeiro.

Neste estudo foi identificado membros de metaloproteases, proteinas de serina e proteases
subtilisin-like. Uma metaloprotease M14 foi encontrada em todas as condicbes e uma M6 quando
crescido com micélio. Foi identificada também uma bacilolisina, quando crescido em apotécio
classificada como uma metaloprotease e tem sido descrita como uma proteina que representa um papel
importante no processo de viruléncia de diversos patégenos bacterianos (ALTINCICEK et al 2006). A
bacilolisina € uma proteina encontrada em bactérias, principalmente do género Bacillus, ao fazer analise
das sequencias, ela apresenta homologia apenas com proteinas de bactérias, mas quando colocamos a
sequéncia da proteina inteira, encontramos homélogos no genoma dos trés trichodermas disponiveis e
anotados.

A maioria das proteases extracelulares relacionadas com o0s processos de biocontrole em
Trichoderma spp. foram caracterizadas como proteases de serina. Houve presenca de protease de
serina (sprT) em todas a condi¢bes estudadas sendo confirmada posteriormente sua expressao através
de PCR em tempo real (Tabela 6). No entanto proteases de Trichoderma s&do ndo somente eficazes
contra fungos, mas sdo também importantes para o controle de outros fitopatdégenos. A protease trypsin-
like identificado foi isolada a partir de T. harzianum, caracterizado, e exibida atividade nematicida
(SUAREZ et al 2004). A protease trypsin-like (PRAL), foi descrita como sendo a primeira proteina de
espécies de Trichoderma que mostrou atividade contra nematéides, como Meloidogyne javanica,
incluindo esse tipo de protease como novas proteinas nematotéxicas, fato que era atribuido apenas as
serina proteases subtilisin-like (SUAREZ et al., 2005).

A grande diversidade de proteases secretadas por T. harzianum nas condi¢des relacionadas
micoparasitismo pode refletir um sistema sinérgico para o uso eficiente de proteinas por este fungo
micotrdfico.

A analise de espectrometria de massas para identificacdo de proteinas crescidas com parede
celular (micélio), mostrou-se bastante interessante, como o caso da proteina Phytophthora protein 1

(NPP1), descrita em um fungo fitopatogénico Verticillium dahliae, e que esta relacionada a um fator que
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induz necrose em plantas, inclusive algodédo (ZHOU et al 2012). Estruturas homélogas de NPP1 tém
sido descritas em oomicetos, fungos e bactérias, mas nao em plantas. Plantas de Arabidopsis infiltrados
com NPP1 constituem um sistema experimental que é susceptivel de transmitir abordagens genéticas
gue visam a disseccdo das vias de sinalizacdo envolvidas na ativacdo especifica de defesa da planta
(FELLBRICH et al.,2002).

A presenca de glutaminase somente foi identificada no cultivo quando crescido com apotécio.
Glutaminase é uma importante enzima que catalisa a desaminacao da L-glutamina para acidos e ions de
amoénio L-glutamico, produzida através filtrados de culturas de T. reesei, e otimizado devido a sua
crescente relevancia para a industria de alimentos fermentados e propriedades antileucémica (BULBUL
& KARAKUS, 2013).

Uma T, RNase, da familia das endorribonucleases foi identificada em nosso trabalho tanto em
parede celular quanto esclerddio e confirmadas através de andlises gendmicas. Em todas as condicdes
analisadas houve expressdo dos genes T, RNase. Estas T, RNase podem ter uma funcéo protetora,
apresentando sua expressao elevada em resposta a ferimentos ou invaséo do fitopatdgeno. Macintosh et
al.(2001) sugerem que essas T, RNases podem agir como reguladores da permeabilidade da membrana
de S. cerevisae.

As mudancas observadas no secretoma de T. harzianum em funcdo da fonte de carbono podem
ser um indicio de que a composi¢cdo dos complexos multienziméticos secretados pelo fungo estariam
igualmente sob influéncia da fonte de carbono utilizada na cultura. Resultados semelhantes foram
obtidos por (GONZALEZ-VOGEL, EYZAGUIRRE et al., 2011) na deteccdo de complexos no secretoma
do fungo aerdbico Penicillium purpurogenum no qual foram observadas diferencas nas enzimas dos
complexos em funcéo ao uso de polpa de beterraba, sabugo de milho ou xilana acetilada como fonte de
carbono.

Expressdo Génica

Foram realizadas a analise de genes de todas as proteinas identificadas nos mapas proteomicos
dos meios cultivados, foi feita PCR em tempo real usando RNA total de T. harzianum crescido na
presenca das trés fases do ciclo de vida da S. sclerotiorum (micélio, esclerédio e apotécio) e glicose
como controle (Tabela 7). O RNA foi isolado apds 48 h de crescimento nessas quatro condi¢cbes: parede
celular (micélio), esclerddio, apotécio e glicose. A andlise do perfil de proteinas secretadas de T.
harzianum, bem como a expressdo de seus genes nas diferentes fases do ciclo de vida de S.
sclerotiorum. Primeiramente avaliamos em condic¢des in vitro (tabela 7) genes que codificam proteinas
identificadas nos géis por espectrometria MS/MS, dentre eles: hidrolases, proteinas de membrana e
proteina envolvida na inducédo de defesa em plantas. Apds andlise de expressao génica in vitro, foram
escolhidos onze genes conhecidos por atuagcao no micoparasitimo e foi feita analise da expressao génica
in vivo (tabela 8). Como controle, foi utilizado glicose como fonte de carbono. Como gene normalizador
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Tabela7. Andlise da expresséo génica do micélio de T.harzianum cultivado em diferentes condi¢des in

vitro. Os dados séo expressos em logz

Genes Apotécio Esclerddio Parede celular
Média +DP Média +DP Média +DP
a- 1,2 mannosidase 2.45 +0.47 5.13+0.94 7.79£1.01
(gh92)
a-1,3glucanase 7.01+0.16 13.56+0.13 8.34+0.09
(a13gluc)
B-1,6glucanase 3.45+0.19 1.74+0.36 7.26%0.16
(b16gluc)
B-1,3glucanase 4.84+0.2 1.78+0.23 4.4+0.16
(b13gluc)
a-glucosidase 3.06+0.38 1.86+0.55 5.24+0.81
(gh76)
B-galactosidase 6.98+0.47 6.41+0.88 7.51+-0.88
(gh2)
B-1,3glucanase 1.45+0.27 2.23+0.44 7.66+1.66
(gh64)
o—1,3glucanase -4.10+0.7 -1.21+0.25 -0.44+0.05
(gh71)
B-1,3 0.44+0.09 0.34+0.13 1.81+0.20
glucanosiltransferase
(gel)
B-1,6-glucan 6.91+0.06 4.86+0.13 4.57+0.22
sinthase (b16gsyn)
Endochitinase 7.22+0.96 5.82+0.57 8.28+1.92
(gh18)
Endochitinase 33 4.16+0.34 9.31+0.33 5.49+0.37
(chit33)
Endochitinase 37 10.91+0.11 5.01+0.13 11.77+0.26
(chit37)
Endochitinase 42 11.17+0.05 8.78+0.1 11.78+0.27
(chit42)
Catalytic core 0.48+0.12 2.35+0.37 4.53+0.88
(ghcore)
Glucoamylase 6.10+0.65 4.64+0.08 8.83+0.13
(gamy)
a-glucosidase 5.64+0.06 7.23+0.07 5.48+0.14
(agluc)
Peptidase 7.55+0.94 6.77+0.68 8.69+1.27
(m6)
Peptidase 2.33+0.42 0.15+0.02 7.55+2.51
(m14)
Serine protease 9.18+0.12 7.83+0.1 7.19+0.15
(sprt)
Trypsin like protease 5.53+0.25 8.83+0.78 5.83+0.24
(PRA1)
Bacillolysin 7.55+0.94 6.77+0.68 8.69+1.27
(bac)
Peptidase S9 -0.6+0.07 -0.25+0.04 1.361£0.24
(S9)
Ribonuclease T2- 9.85+0.66 8.19+0.95 10.76+1.44
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secreted RNAse
(rnasel32)

Ribonuclease T2- -0.07+0.02 -0.26+0.04 5.98+1.27
secreted RNAse
(rnase235)
Ribonuclease T2- 3.78+1.45 0.96+0.16 8.05+2.03
secreted RNAse
(rnase235))
Necrosis inducing 2.96+0.08 0.18+0.01 2.32+0.2
protein (NPP1)
Cysteine-rich protein 18.27+1.05 14.15+1.09 21.5+2.13
(cys)
Cysteine-rich protein 2.5+£0.08 -3.66+0.11 0.58+0.02
(Sm1)
Esterase_lipase 1.88+0.25 -0.09+0.00 1.59+0.37
(lip)
N-acetil B-D 4.83+0.05 1.88+0.11 5.55+0.25
glicosaminidase
(nagl)
Amidase 1.71+0.07 -1.51+0.08 1.56+0.14
(amid)
Duf1349 3.49+0.19 6.54+0.75 4.18+1.27
Duf1349’ 5.61+0.15 6.3+1.33 5.46+0.59
Duf1996 4,99+0.78 7.75+0.54 6.96+1.37
FAD binding domain -3.89+0.34 -0.05+0.00 -2.44+0.48
(fad)

foi utilizado a a-tubulina por ser um gene constitutivo e ja testado anteriormente em outros trabalhos
realizados pelo Laboratério de Enzimologia. Este estudo demonstrou que os niveis de expressdo variam
de acordo com a fase do ciclo de vida de S. sclerotiorum utilizada como fonte de carbono e nitrogénio
(Tabela 7 e 8).

Foram analisadas as expressfes de sete genes que codificam para enzimas degradadoras de
parede celular de fungos (EDPC): 3-1,3(4)-glicanase, p-1,6-glicanase (P1), quatro quitinases (18 kDa, 33
kDa, 37 kDa e 42 kDa), B-1,4-N-acetilglicosaminidase (nagl), glicoamilase, a-glicosidase, a-1,3-
glicanase, e uma amidase. A expressdo de varios genes de EDPC durante o micoparasitismo é bem
documentado na literatura (LORITO et al, 2010). Em concordancia com estes estudos, encontramos
varios transcritos que codificam para varias enzimas e estes foram altamente expressos em todas as
condi¢cbes quando comparadas com o controle, exceto a amidase que foi menos expressa em todas as

condi¢Bes quando comparada com glicose. Seu papel no biocontrole ainda néo € conhecido.

Os genomas dos micoparasita Trichoderma spp. sao ricos em genes que codificam enzimas como
guitinases e glucanases (KUBICEK et al 2011). Durante a andlise da expresséo in vivo, foi encontrado
uma alta expressdo de chit33 enquanto chit 37 e chit42 foram subexpressos. Este é um dado
interessante, pois ao comparar com analises in vitro, todos os genes, chit 33, chit37 e chit 42 foram

superexpressos. Druzhinina et al (2011) sugerem o envolvimento de quitinases no biocontrole, embora
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os efeitos da supressdo do chit42/ech42 n&do foram muito drasticas. Possivelmente por causa de um
grande reservatorio de genes com um efeito de compensacdo. Glucanases sdo outro grupo de enzimas
liticas de parede celular com papéis em micoparasitismo/biocontrole.

A B-1,6-glicanase esta presente na parede celular da maioria dos fungos fitopatogénicos. Analises
de B-1,6-glicanases (P1) mostraram que houve grande diferenca de expressdo quando comparada as
condicdes (apotécio, esclerddio e micélio) e em relagdo ao teste in vitro e in vivo. Na condi¢do de
apotécio, a expressédo de (-1,6-glicanase foi 32 vezes maior quando realizado teste in vivo, ja em relacao
ao esclerddio, B-1,6-glicanase foi 1000 vezes mais expresso in vivo do que quando comparado aos
testes in vitro. Provavelmente devido ao fato de os testes realizados in vitro terem sido cultivados em
meio liquido e todas as estruturas como 0 apotécio, esclerodio e a parede celular foram autoclavadas,
maceradas, 0 que aumentaria a superficie de contato para a acdo da enzima enquanto os testes
realizados in vivo essas estruturas foram cultivadas em placa, num modelo que simula o micoparasitismo
(Figura.9) Assim as estruturas da S. sclerotiorum se encontram na forma altamente compacta, para a
degradacédo de esclerédio, apotécio e parede celular pelo T.harzianum, provavelmente sera necessaria

uma quantidade muito maior dessa enzima.

S.sclerotiorum. A area destacada € o local da coleta de material para a andlise da expresséo génica in

vivo. Legenda T- T. harzianum,M- micélio, A-apotécio, S- esclerddio.
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Tabela8. Andlise da expresséo génica do micélio de T.harzianum cultivado em diferentes condi¢des in

vivo. Os dados sdo expressos em log,

Genes Parede celular Esclerddio Apotécio
média + dp média + dp média = dp
endochitinase 11.04+1.43 11.86+0.65 13.73+£2.59
(chit33)
endochitinase -3.40+-0.43 -7.25+-1.24 -4.51+-0.10
(chit37)
endochitinase -2.84+-0.34 -6.12+-0.28 -3.09+-0.25
(chit42)
n-acetyl-b-d- 0.93+0.13 -2.71+-0.64 -0.11+0.00
glucosaminidase
(nagl)
a-1,2-mannosidase 5.40+0.52 4.56+0.64 4.16+1.17
(gh92)
a-1,3-glucanase 7.51+0.46 7.76x1.02 10.55+0.31
(a13gluc)
B-1,6-glucanase 13.72+3.33 14.07+2.73 17.1645.04
(b16gluc)
B-1,3-glucanase 2.49+0.18 -3.41+0.33 -0.18+0.02
(b13gluc)
peptidase s9 -1.15+-0.18 -3.66+-0.41 -1.07+-0.11
(s9)
trypsin-like 6.96+1.06 7.30+£1.27 10.10+1.24
(pral)
serine protease 2.95+0.25 1.03+0.15 3.47+0.17

(sprt)
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Djonovic et al (2006) clonaram o gene tvbgn3 que codifica B-1,6-glucanase para T.virens,
mostrando que supressdo de tvbgn3 (B-1,6-glucanase enconding) reduziu o potencial de
micoparasitismo e biocontrole de T. virens contra P. ultimum. O padréo de regulacdo do gene tvbgn3
sugere um papel de degradacdo em polimeros de glucana do fungo hospedeiro proporcionando ao
Trichoderma uma fonte de carbono nutricional. Conforme descrito por outras enzimas hidroliticas, B-1,6-
glucanases podem também desempenhar um papel no desenvolvimento de fungos, incluindo hifas
crescimento e ramificacdo, esporulagdo, ou autélise, apés o esgotamento da fonte de carbono externa
(PITSON et al 1993).

Trés genes de proteases que codificam para serino endopeptidase, tripsina-like e bacilolisina
foram identificados nos géis do secretoma de T. harzianum crescido em apotécio de S. sclerotiorum, e
seus niveis de expressao foram investigados. Os resultados mostraram que estes genes tém padrées de
expressdo similares tanto nos testes in vitro quanto in vivo (tabela 7 e 8). Ambos transcritos foram
expressos em altos niveis em todas as fontes utilizadas. Estas proteases podem participar do processo
de quebra da parede celular ou agir como inativadores proteoliticos de enzimas patogénicas. Algumas
proteases foram identificadas tendo funcdes no biocontrole (MONTEIRO et al, 2010), incluindo aspartil
protease (VITERBO et al., 2004; LIU & YANG, 2007), serino protease (LIU et al., 2009) e subtilisin-like
protease (YAN & QIAN, 2009). E a primeira vez que se identifica uma bacilolisina em fungos
filamentosos, este dado mostra que esse gene pode ter um papel importante na interacdo micoparasitica
entre T. harzianum e S. sclerotiorum.

O transcrito SSCP (Cysteine-rich protein) foi altamente expresso em todas as condi¢es. Esta
classe de proteinas tem caracteristicamente menos que 300 aminoacidos e quatro ou mais residuos de
cisteina conservados (KUBICEK et al. 2011). A fung&o das proteinas pertencentes a este grupo ainda
ndo foram preditas ao certo. A conservagéo desses genes sugere que eles estdo presentes na superficie

da hifa e tem um papel importante na interagdo com outros organismos

(DRUZHININA et al. 2012). A SM1 é uma proteina pequena secretada com aproximadamente 17
kDa e que esta intimamente envolvida com o processo de inducéo de defesa em plantas (DJONOVIC et
al, 2006). Esta proteina foi identificada no gel bidimensional quando utilizado apotécio como fonte
indutora e sua expressao foi analisada. Somente quando utilizado apotécio como fonte de carbono, a
expressdo de sml foi significativamente maior (tabela 7). Esse € um dado interessante e que

posteriormente deve ser estudado.

Proteinas de sintese de parede celular ($8-1,3-glicanosil transferase e 3-1,6-glucana sintase) foram
encontradas no secretoma e a expressao dos seus transcritos foi analisada (tabela 7). A expressao de (-
1,3-glicanosil transferase foi menor quando comparada com o controle, exceto na interacdo com

esclerodio. Ja a 3-1,6-glucana sintase foi bastante expressa em todas as condi¢des, com destaque para
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a interacdo com apotécio. Estes dados sugerem que a expressao de polimeros de 3-1,6-glucana é mais
importante para a montagem da parede celular de Trichoderma que polimero de 3-1,3-glucana.

Um dado interessante encontrado no secretoma foi a proteina NPP1, um fator que induz necrose
em plantas. Esta proteina é produzida por varias bactérias e fungos e tem como funcéo a inducao de
fatores de imunidade inata em plantas (QUTOB et al, 2006). O transcrito foi mais expresso nas
condi¢cBes de apotécio e parede celular, ndo houve diferenca de expressdo em esclerédio. Este dado
sugere uma maior inducdo de imunidade em plantas, por parte do Trichoderma, quando existe a
presenca do fitopatdgeno. Com isto a eficiéncia do biocontrole pode ser maior. Este € um dado

interessante e que deve ser investigado utilizando experimentos in vivo para confirmar esta hipétese.

A proteina identificada como NPP1 é uma proteina que pode atuar como um indutor da resisténcia
das plantas. Infiltracdo de NPP1 de Phytophthora sp. em folhas de planta Arabidopsis thaliana resulta em
acumulo de transcricdo de genes (PR) relacionadas a patogénese, a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e etileno, calose e morte celularcomo resposta hipersensivel (FELLBRICH et al 2002).0
gene NPP1 pode ser induzido por algum elicitor do fitopatégeno ou por algum outro mecanismo que nao
a presenca da planta, uma vez que NPP1 foi superexpresso, na presenca de todas as condicbes

estudadas

Foram identificadas trés proteinas hipotéticas, sendo que a expressdo destas (DUF1349,
DUF1996, DUF1349’) apresentava-se maior quando crescida na presenca de esclerédio como fonte de
carbono, foi confirmada através da PCR em tempo real, porém com func¢des ainda desconhecidas
necessitando assim uma investigacdo maior. Kim et al (2007) relataram um aumento da expressao de
um dominio conservado marcado como DUF1349 durante a osmoadaptacdo do mapeamento do
proteoma do Aspergillus nidulans, sugerindo que a proteina XP_6807553.1 e o dominio DUF1349

possuem um importante papel na osmoadaptacéo.
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6. CONCLUSOES

. Como mostrado através da microscopia eletrénica de varredura, o T. harzianum
mostrou ser um bom antagonista de S.sclerotiorum, sendo eficaz na inibicdo desde o contato até
a colonizacgéo das hifas, apotécios e esclerédios.

. Mapas protedmicos das diferentes condi¢ces de crescimento foram construidos
com sucesso, permitindo a visualizacédo de diferencas de proteinas secretadas do isolado 303/02
quando crescido com S.sclerotiorum em todas as fases de seu ciclo de vida.

. Das proteinas identificadas no secretoma é possivel concluir que o T. harzianum
303/02 é capaz de secretar diferentes proteinas de acordo com sua fonte de nitrogénio, sendo
gue 5 foram exclusivamente secretadas em meio contendo apotécio, 9 em meio contendo
esclerodio, 4 em meio contendo parede celular, sendo 11 expressas nas trés condicdes
testadas.

. Foi corroborada a capacidade do fungo de secretar proteinas envolvidas em
processo de controle biolégico de fitopatbgenos como quitinases, glicanases e proteases,

propriedade esta amplamente estudada na espécie.

. A andlise protedmica do secretoma de T. harzianum revelou que as diferentes
formas do ciclo de vida da S.sclerotiorum induzem a producéo de proteinas e expressao génica
diferenciada pelo micoparasita, evidenciando o aparato genético que este fungo tem para poder

obter energia de diversas fontes, inclusive fungos fitopatégenos.

° A avaliacdo desses genes confirmaram as proteinas identificadas nos mapas
protedbmicos de T. harzianum a serem utilizados como agentes para o controle biolégico de
micélio, esclerédios e apotécio de S. sclerotiorum.

. Os dados obtidos podem fornecer um passo em direcdo ao entendimento ao
processo de micoparasitismo T. harzianum durante a sua interacdo com S.sclerotiorum. No
entanto, estudos futuros, sdo necessarios para caracterizacdo funcional de alguns genes e
proteinas aqui relatados, ajudando a definir melhores caminhos envolvidos no processo de
interacdo entre T. harzianum e S.sclerotiorum.
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8. Anexos

Primers dos genes usados para PCR em Tempo Real

Gene identity

Primers for qPCR (5' to 3')

Forward

Reverse

duf1349
gh76
duf1349’
m4
NPP1
gh2

m6

Lip
Rna235
Rna235’
gh18
Ghcore
s9
duf1996
sml
gh92
rnasel32
Fad
gh64
gh71
chit33
chit37
chit42
al2mam
b16gsyn
PRA1
Sprt

P1
Gamy
agluc75
nagl
Amid
Crich
Bac
b13gtrans
al3glu

TCATAAAGGCCGGCATCGAGTTCA
TGGAGGCATTTACTGGAGCAAGGA
ACCGATGCGTGGGTGTATGTTGTA
ACCTTGGATGTTCTCAGGAGCGTT
TGTGGTTCTTCGGTCAGGCTATGA
TGAAGGGAAGACCATTGCCTCTGT
AGCAAGTCAAAGACCAGCAACAGC
TGCTCAACAACGTCTACTTCGGCT
ACCAACTATCAGCCAACCCAGGAA
AGCACTCTTGAACCCAGGTGCTAT
ACTTTGGCCCAGACTTCCTCATCA
CAACGCAGCAGTTCTTCAACACCA
TTCATCCATGGTGGTCCTCAAGGT
TTGCCTTCCCTGCTATTGGTGACT
TTGGCAACTTCCGATCCCAGACTA
TCCGAACTCGCGTTCTAAGCTGAA
GGAAATGGCGCTCTCCAACACAAA
ACTGCTGATGGTAGCCACCTGATT
ATGCGTACATTTCCGGCCTAGACA
TGCCAACTACATCCAGACCGAGAA
CCTCCCATGACCAACTTTGCCAAT
AGGCACCACAATCAAGGTTCCCTA
TCAACACCAAGGTTGCCTACCTCA
TTTGCAAACTACAAGGACCGCTGG
GAAGGATTTCGGTGCCAGCATTGT
ACCCTGGTTGGTGTTGTTTCTTGG
AATGACCTCCACCGTCGTTCTCTT
CCCCTGAACAACAAGGACGATATG
TTCTTTACCGTTGCCAACCAGCAC
GTCTGGATGTAAATGCGTTGCGCT
AATGGACAGGTCAACATCAGTGCC
GTGGGCTGATATGCGAAGCAACAA
ACTGCGGCATGGCATGTGATATTC
GCSTATGACAATGTCGGAACCGTT
TTGTCGACGAGATGCAGCAGTACT
TGCCGAGAGCTGTATTTGCACACT

CTCCAACACATATACCCACGCATC
AGCCTTGGCAATCTGAAGGTAGGT
ACCATCATCTTCGTTGAACGCCCA
TTTGATGCCCAAAGGGTGGGTTTC
AGGTAGGGAATGAAGGAGATGGGT
TTGAGACAGCTCCAAGTCGCTGAT
GCATGGAATAGCGCATCAGCCAAT
ACGATGAGCAGAGTCTTGGAGACA
AGCCTGGATAGCAGCCAAAGTGTA
TGCAGCCAGAGTGTACGTAGTTGT
TACCAGTCAATGTTGGAGGCCTGT
CCGCATTGTTCAAGAAGGTCGCAT
TTGTTCTGGATGGCGTCGGTATGA
TGGCGTAGACGAATCGGTTGAAGT
TGTGGAACCAGTAAGCCGGGAAAT
AAGTGCCATTTAGGTACCGAGGCT
ACCGTCCAAATAAGCGGAAATCCC
AATACCGTCCTTGTGAACTCGGCT
CTTGAGCAGGCAGTGCAATGTTGA
TACCCTCAAAGTAGTTGCCGCTGT
TGGCAAGTCTTGATATCGGCCTCA
TTGGACCCATCCCAGTTGATTGAC
TCAGCAGGTTCTGAGTTGTGTCCA
AATGCCTCCCAAGATGAAGTTGCC
TGGACAATCAGGCCCATGTTGTTG
TGATGAAGCTGACGTAGTTGCCCA
ATGTAGTCTGGCTCAACGGAAGCA
CAACCAGGATGTGTACTCTTACCC
CATCTTTTCCAGTCCTGCCTTCGT
TCCATCATTATCCCAGGCCATCCA
CATGATGCCACGGTGGGGATATTT
AATGACATTGGCTCCAACACCGAC
AACAAATACCACCGCAGTCTGCAC
CGYTCTTCCGAGTCCCAAAAAGCA
TGGACTTGATGTAGGCCTTGGTGT
GTCGTGTGTATTGAGCGCAAAAGC
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Spot/ Gene Description(protein NCBI Identit JGI Protein Precursor Sequences e-value (NCBI Observed IP/  Theoretical IP/ Condition
ID name/species) 4 ID ion q Protein Blast) MW (kDa) MW (kDa)
Predicted small secreted 1247.57 QAQVGRPCGFK 0.99 4.66/18.53 5.82/15.33 apothecium
1/cys cysteine-rich protein EHK19462.1 511478
1326.59 FTQQYDAGLQR 0.32
Glycoside hydrolase family 15 QQ Q
25,26/gamy protein - Glucoamylase (T. EHK25059.1 81392 1567.68 YVPADGSLAEQFDR 3.00E-04 4.73/48.98 5.33/67.22 apothecium
virens)
1068.54  GIPAGSAVAIGR 0.054
1440.95 LGNYVSFINSNGR 0.029
Trypsin like protease (T. CACB80694.2 526221 4.81/29.25 5.18/25.80 apothecium
Zlpral harzianum) 1457.90  TVVTAGHCTIDQR 2.00E-04
1526.05 NSPVGLKPTVGLTSR 0.003
i in - i 1657.96 DATYALDAIYGIDTR _
sofamig  Hypothetical protein - Amidase - gyyy56850.1 512736 6.00E-04 5.12/77.55 5.12/58.87 apothecium
(T. virens) 1777.95  TYEWALEFCQSSTR 0.018
1930.07  DTPAPESEHQDSVGTFGR 6.00E-05
1372.71 YHWSTQGQIPR 0.001
2/epll epll (T. harzianum) AER09349.1 508110 1550.66 DTVSYDTGYDDGSR 2.00E-04 6.00/16.93 6.23/14.32 apothecium
1804.88 SLNVVSCSDGNPGLETR 5.00E-08
. _ . 1679.96  TLYDQGGLVVTFNPR 0.019
9/duf1349 Hypothetical protein (T. virens) EHK16811.1 4165 6.43/27.88 6.20/ 25.26 apothecium
2299.19  EIEGVIYGAKPTEESGEGHAR 8.00E-08
Carbohydrate-binding module 1671.80 FDQWNTNPAYPYR 6.32/18.40 6.63/17.07 apothecium
3/cdbl3 family 13 protein (T. virens) EHK19601.1 511345 0.004
3612.25 GSTTYVYDDSAGAGTCSYIIDTGVDATHPEFEGR 3.00E-14
i - 2179.07 3.00E-11
8/sprt fg;'i’r‘]gii‘;”’tease Spr (T, ABN04079.1 511032 NTSPASEPTVCTVGASTSADAR 5.58/32.33 6.30/ 40.43 apothecium
2387.87  TPYSGENTDGDGHGTHVSGTIGSR 2.00E-11
277102 | pPNSGSGTFANVIAGMDFVADDAQTR 6.00E-11
o _ 1850.75  ANTQYFTQSTTFSQAR 2 00E-07
45/baclysin  Bacillolysin (Bacillus cereus) WP_000730361.1 82169 ' 5.46/34.41 5.92/60.65 apothecium
2019.85  SLNTTLSGSSYYLQDNTR 6.00E-09
Hypothetical protein - CDB9- 2283.19 QVAPLDTAPDSVFFHPEQER 3.00E-165
19,40/cdb9 like domain - carbohydrate EHK26772.1 511848 ) 6.09/43.13 5.60/25.09 apothecium
binding (T. virens) 3272.86 TTPSIILYPNQTLGGWSPPDQASFHITK 6.00E-12
; in 2128.97 GYGEYLPEADSDTQIAVAKR 8.00E-08
16,17/m14  Hypothetical protein EHK25112.1 514267 6.92/43.34 7.60/ 46.98 apothecium
Peptidase m14 (T. virens) 2652.25
. YSTSFAGSADLYPTSGASDDYAYSR 5.00E-08
2198.07 GQFLSNGTLTGHIDTDYR 2.00E-09
Hypothetical protein - .
34,35/glut glutaminase-like (T. virens) EHK25695.1 84515 936.52 YVGLLDTR 15 5.51/75.56 5.59/76.49 apothecium
1737.88  QAFGALQYTGTPDNVR 4.00E-07
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28/S9

44/ glyo

Predicted protein - Peptidase
S9 (T. reesei)

Hypothetical protein - putativa
glyoxal oxidase protein (T.
virens)

EGR51541.1

EHK15719.1

476987

506446

1951.05
998.57
1678.83
2666.26
1487.80
1606.87
1682.82

DSIAAGGQDYLTITSLAVR
IYTSLFVR

SLPTPIHEDGSVAEAR
SLDNGASSNVAQHVLDNPESNTIQR
LYHSEAITLLDGR
TLPNIPGSVNDPLGGR
QLTVGGWSGDSTYGVR

3.00E-09
15

1.00E-06
4.00E-06
3.00E-04
1.00-06
5.00E-07

4.79/73.62

4.71/74.58

5.91/76.83

4.74/117.47

apothecium

apothecium
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Observed

Description(protein JGI Protein Precursor e-value (NCBI IP/ MW Theoretical IP /
Spot/Gene ID name/species) NCBI Identity ID ion Sequences Protein Blast) (kDa) MW (kDa) Condition
1492.68 LATESESQTWNAR 2.00E-04
Glycoside hydrolase
family 30 protein - B- 1521.67 EIDYYMLGQFSR 1.00E-04 _
36/b16gluc 160l - EHK19451.1 485240 6.14/53.71 5.99/ 51.70 sclerotia
:0-9 U‘r?:r?:)se (T. 1830.84 LNHAYENAYAQYFVK 2.00E-07
VI
3117.43 GAVVVDGTGSWLFDPNTGVESVATVNPDGTR 2.00E-11
Glycoside hydrolase DIPLLQQLGTNVIR 2.00E-05
family 72 protein - - 1579.82 Q
27/gel 1,3- EHK19699.1 150179 1679.17 WQGVGYAANDDVDIR 4.00E-07 4.31/35.67 4.93/ 37.96 sclerotia
glucanosiltransferase
(T. virens) 2393.26 LLNDAGIYVFSDLGEPSLSINR 3.00E-13
Glycoside hydrolase 2892.25  DVITNFQLEGMDLDVEQPMSLAGITR 4.00E-15
family 18 protein - .
(T. virens) 3500.54  ADFGLVFLITLAPVASALENSSNLSGFNYNSLR 6.00E-10
Hypothetical protein - 1010.55  YSYFGAFR 7.6
49/ghcore GH catalytic core (T. EHK22537.1 150757 5.31/29.60 5,74/ 31.77 sclerotia
virens) 2035.09 SNVSNVGPNATFLNNAGR 1.00E-8
: 3 1446.72 AFVSQTGAPWGLGR 0.034
8/sprt ger$eTp'fte?59. ABN04079.1 511032 5.65/32.78 6.30/ 40.43 sclerotia
prT (T. koningii) 2179.07  NTSPASEPTVCTVGASTSADAR 3.00E-11
o 1440.95 LGNYVSFINSNGR 0.029
7lpral TWF’TS'?] like protease ) ~g0504 2 526221 5.12/28.96 5.18/ 25.80 sclerotia
(T. harzianum) 1457.90  TVVTAGHCTIDQR 2.00E-04
; ; 1229.69 ILDNSNYWQPQLYHQR 2.00E-9
38/duf1996 Hyp"t?et'.ca' Protein  E{iko4053.1  5064.46 6.32/34.40 6,48/ 35.89 sclerotia
(T. virens) 131560  AIQHVCLDTQPVPDTDGFPTR 2.00E-9
Predicted small 1404.73 SQTIFPSGLADIR 5.00E-04
1/cys2 siféﬁtgfofglﬂ‘i?e EHK48087.1 518220 1494.68  ADFPAYWFHNAR 8.00E-05 5.10/13.69 5.52/ 15.67 sclerotia
virens) 1622.77 KADFPAYWFHNAR 9.00E-06
Predicted protein -
Ribonuclease T2- .
4/ rnase132 secreted RNAse (T. EHK18016.1 520729 1695.85 SLFTFVNEGENLVAR 1.1 6.64/15.57 7.68/ 14.57 sclerotia
virens)
Predicted protein - 1349.59 YSSSYYNGPALK 0.27
33/fad FAD binding domain EGR53026.1 507229 5.83/63.31 6.49/ 62.56 sclerotia
(T. reesei) 2147.00 DVEGVNALMKPFLDDLTNR 4.00E-07
Glycoside hydrolase 1532.89  NWVFPGGPLLYNR 1.00E-04
family 71 protein - .
30,31,32/agluc75 CAC80493.1 525334 5.46/91.14 5.92/ 67.72 sclerotia
Alpha-1,3-glucanase 1660.91 2.00E-05
(T. harzianum) YVONEQLVYWYR
Glycoside hydrolase 1213.58 LVHQFELDGR 2.7
family 64 protein - 3- .
47/gh64 1.3-glucanase B-like EHK20867.1 514104 3168.41 STLLIAGGNVEPGLGQSSYYTVSPTNHYSR 6.00E-15 4.59/41.68 5.81/ 46.98 sclerotia
(T. virens) 3270.46 TPAGHNPLQLVDNFSGGQVNAYISGLDTDNR 1.00E-07
14,26/hypot Hypothetical protein - EHK17331.1 487382 1103.47 TQYTNYWK 11 4.71/41.01 5.58/ 37.69 sclerotia
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3-1-6-glucan

sinthase (T. virens) 1279.49 TFDNNCAYFK 0.02
. Hypothetical protein - .
39/amid Amidase (T. virens) EHK26859.1 512736 2101.93 DNLETCSGSWALLGNLVPR 1.00E-07 6.63/72.17 5.85/ 59.83 sclerotia
Predicted protein -
Ribonuclease T2-
21/rnase235 secreted RNAse (T. EGR51298.1 5876 1896.76 DNTGVDESFWEHEFGK 0.003
reesei) 6.46/53.02 5.04/ 26.40 sclerotia
. . 2182.97 GYGEYNPQADSDTKIAVAKR 8.00E-08
Hypothetical protein -
16,17/ m14 Peptidase m14 (T. EHK25112.1 514267 2529.15 ELLSGLQGLANTYGIETENTPYK 8.00E-12 6.10/42.13 7.60/ 46.98 sclerotia
irens
v ) 2652.01 SYTSFQSADLYPTSGASDDYAYSR 1.00E-14
896.49 AYGVFIAPSATYR 6.6
Alfa-L-
23/abf arabinofuranosidase EHK20391.1 503269 1387.82 ALYGAYSGSLYQVSR 8,00E-05 5.10/42.13 5.28/ 52.67 sclerotia
(Trichoderma virens)
1070.61 GEPNQWAIR 0.49
1451.77 NFVFPGGALLFNR 0.017
Glycoside hydrolase
family 71 protein - 1663.84 LVFCHFMIGIVGDR 2.00E-06 )
30,31,32/gh71 Aloha-1.3-al EHK24030.1 532417 5.07/65.28 5.43/ 64.16 sclerotia
pha-1,s-glucanase 1756.83  VFASSFAGDGLDVNAMR 4.00E-6
(T. harzianum)
2170.12 VGQLNAQYANQPAQLQVDGR 2.00E-08
Glycoside hydrolase
family 55 protein -
28/polygala Probable EHK19381.1 84648 1626.78 6.00E-05 4.91/78.31 4.71/108.16 sclerotia
polygalacturonase
(T. virens) QGLAPFAPSGYTVYR
1679.82 TLYDQGGLVVTFPNR 3.00E-04
; ; 1957.93 WHWLNNPGVEPVSPIGR 6.00E-10
9/duf1349 Hypog?f/‘f;ghg;“‘*'” EHK16811.1 4165 6.45/27.40 6.20/ 25.26 sclerotia
' 2137.09 SITIQVPPDTDIWRPALSK 5.00E-11
2229.01 EIEVGIYGAKPTEESGEGHAR 4.00E-11
Hypothetical
protein -
6/NPP1 . Necrosis EHK39942.1 507042 1916.87  SQDWWYFPVAADYLR 1.00E-07 4.79/29.81 4.76/ 30.82 sclerotia
inducing protein
(NPP1) (T.
atroviride)
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e-value

(NCBI
Spot/Gene Description(protein NCBI Precursor Protein Observed IP/ Theoretical IP /
ID name/species) Identity JGI Protein ID ion Sequences Blast) MW (kDa) MW (kDa) Condition
Hypothetical protein - Necrosis EHK3994 1916.87 SQDWW YFPVAADYLR 1.00E-07
6/NPP1 inducing protein (NPP1) (T. 21 507042 4.79/29.81 4.76/ 30.82 mycelium
atroviride) ’ 1190.62 IQYSLFYEK 0.47
glycoside hydrolase family 76 EHK2223 1217.62 NAQSIWNNDR 0.041
5/agluc protein - Alpha-glucosidase (T. 01 3063 4.62/28.02 5.44] 43.97 mycelium
virens) : 1355.74 YLNDLAPSSTFK 33
Glycoside hydrolase family 72 EHK1969 1679.17 WQGVGYAANDDVDIR 4.00E-07
27/gel protein - 3-1,3- 01 150179 4.53/48.60 4.63/ 56.87 mycelium
glucanosiltransferase (T. virens) : 2100.08 NFPVPIFLSETGCIVPGPR 6.00E-11
Glycoside hydrolase family 2 :
43/gh2 protein - B-galactosidase/p- EH§21586 80759 151574 GSNFVPPDPFWPR 200805 4 26/106.98 4.75/103.33 mycelium
glucuronidase (T. virens) ' 2308.08 NHHYPPGSLTTNNTADPLR 1.00E-10
151573 GSNFVPPDPFWPR 2.00E-05
i in - ; 1058.60 SVVSDLIGLR 15
42/mé6 PrEd'Cte,\ﬂGp?te'” Peptidase EGE‘;GE’ 92805 4.64/75.03 4.85/ 71.66 mycelium
(T. reesei) : 1358.65 YGVDLTAFGYPR 13
1326.62 FTQQYDAGLQR 0.46
Glycoside hydrolase family 15 EHK2505 1567.71 YVPADGSLAEQFDR 4.00E-04
25,26/gamy protein - Glucoamylase (T. 9 81342 4.92/46.03 5.37/78.81 mycelium
virens) 1 2828.24 SAGAVIASPSTTDPDYYSNWTR 1.00E-07
1326.64 FTQQYDAGLQR 0.46
sisprt Serine prftease--_ SprT (T. ABE"{‘O? 2771.29 VLDNSGSGTFANVIAGMDFVADDAQTR 5.00E-11 5 68/33.35 6,30/ 40.43 mycelium
oningi) - 5561 2179.07 NTSPASEPTVCTVGASTSADAR 3.00E-11
1645.89 STVTVPLGIFNVDVGK 1.00E-05
Hypothetical protein - CDB9-like EHK2677
19,40/cdb9 domain - carbohydrate binding 21 511848 1646.03 SLSTVPLGIFNVGVSR 1.2 5.58/34.68 5.60/ 25.09 mycelium
(T. virens) '
3272.86 TTPSIILYPNQTLGGW SPPDQASFHITK 6.00E-12
1310.71 FALQYPSTIDR 0.087
; i 1687.95 LVLVDPVGLEDYVEK 3.00E-06
49/lip . tHypOthf‘.t'ca' protein EH§11748 105726 5.08/42.05 5.34/37.04 mycelium
sterase_lipase (T. virens) . 2269.12 SSKPDNYQFSINQLANWTR 4.00E-04
2408.19 GVPYVSVDDDIAAEAAQNFSSPR 7.00E-06
2529.15 ELLSGLQGLANTYGIETFNTPYK 8.00E-12
16,17/m14 Hypomeﬂcﬂ prTote.i” - Peptidase EH§21340 105686 205201 SYTSFQSADLYPTSGASDDYAYSR 10014 5.89/44.17 7.60/ 46.98 mycelium
m14 (T. virens) . 2182.97 GYGEYNPQADSDTKIAVAKR 8.00E-08
2357.14 YGFVLPANQIVPSGEEAYAGFK 3.00E-12
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Predicted protein -

18/rase235 Ribonuclease T2-secreted EG§51129 5876 1896.74  DLSGNDESFWEHEFGK 3.00E-05 6.35/44.66 5.04/ 26.40 mycelium
RNAse (T. reesei) ’
1657.77 DATYALDAIYGIDTR 6.00E-04
1777.74  TYWEALEFCQSSTR 2.00E-05
1929.86 DGVIPESEHQDSVGTFGR 6.00E-08
Hypothetical protein -3-1-6- EHK1733 1279.52 TFDNNCAYFK 0.029 .
14,26/hypot | : ; 5.49/34.45 5.58/ 37.96 mycelium
glucan sinthase (T. virens) 11 8924 1486.82 AFPVGWFLHAWR 0.096

A proteina ID refere-se ao nimero da Figura 7. Gene ID é o nome usado para identificar o gene para a analise de RT-qPCR. Identificacdo de proteinas é listada

como GHS, proteases e outras funcfes

JGI Protein ID foi obtida a partir do Trichoderma harzianum CBS226.95 genome v1.0 (http://genome.jgi.doe.gov/Trihal/Trihal.home.html)

Pl observado e MM obtida do ImageMaster™ 2D Platinum v7.0

Tedrico Pl e MM (kDa) observada a partir da sequéncia obtida a partir de NCBI por Peptide Mass tool (http://web.expasy.org/peptide_mass)
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