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Resumo: A parede celular do fungo ¢ responsavel pela protecdo, forma e comunicac¢do intracelular. Essas
variedades funcionais, estdo relacionadas a sua composi¢do tendo como principais componentes glicanas e quitinas
que podem ser variaveis de acordo com a espécie e género do fungo. O género Trichoderma esta entre os mais
estudados atualmente, devido a sua importancia para a agricultura por ser efetivo contra patégenos de plantas.
Neste estudo foram utilizados os isolados de Trichoderma, Trichoderma harzianum selvagem, Trichoderma
harzianum mutante (Aepll), Trichoderma asperellum e Trichoderma reesei e os fitopatogenos Sclerotinia
sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum. O perfil de aglicares presentes na parede dos isolados de
Trichoderma foi determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) revelando que estes
apresentaram o mesmo perfil de mesmo perfil de glicose, oriunda de glucanas, e oligossacarideos de quitobiose
como pentacetil e diacetil bem como a N-acetilglicosamina presentes na estrutura de quitinas. Durante a interagio
com os fitopatdgenos todos os isolados de Trichoderma apresentaram elevagdo de glucanas e quitinas. A atividade
de glucanases e quitinases na interacao de isolados de Trichoderma com os fitopatdgenos mostrou que, durante a
interacdo com os fitopatdgenos, os isolados de Trichoderma apresentaram respostas diferentes dessas enzimas e
que Trichoderma asperellum foi o que apresentou melhor atividade das enzimas avaliadas. Este trabalho mostrou
a dinamica existente de glucanas, quitinas e das enzimas degradadoras da parede celular de fitopatégenos,
glucanases e quitinases, € que, essas alteragdes estdo intimamente relacionadas com a composi¢do da parede celular
de fitopatdgenos definindo-os bons candidatos como agentes no biocontrole.

Palavras chaves: Composicdo da parede celular de Trichoderma. Enzimas degradadoras da parede celular.
Micoparasitismo.
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Abstract: The fungal cell wall is responsible for protection, shape, and intracellular communication. These
functions are related to the cell wall composition, with the main components being glucans and chitins, which vary
according to species and genus of the fungus. The genus Trichoderma is among the most studied because of its
importance in agriculture for effective biological control of plant pathogens. Isolates of T. harzianum cepa
selvagem, T. harzianum (Aepll) cepa com mutagdes, T. asperellum, and T. reesei, and the phytopathogens
Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani and Fusarium oxysporum were investigated. The profiles of sugars
in the walls of the Trichoderma isolates were determined by high performance liquid chromatography, revealing
that they all presented the same profile of glucose (derived from glucans), chitobiose oligosaccharides (such as
pentacetyl and diacetyl), and the N-acetylglucosamine present in the structure of chitins. All Trichoderma isolates
showed an increase in glucans and chitins during interaction with phytopathogens. The Trichoderma isolates
differed in responses to glucanases and chitinases during interactions with phytopathogens,and 7. asperellum
showed the greatest activity of the evaluated enzymes. The dynamics of glucans and chitins, and glucanases and
chitinases (the cell wall-degrading enzymes of phytopathogens) were revealed. The observed changes were closely
related to the cell wall composition of the phytopathogens, confirming the Trichoderma isolates as good candidates
for biocontrol agents.

Keywords: Composition of the wall of Trichoderma isolated. Cell wall degrading enzymes. Mycoparasitism.

INTRODUCAO

A parede celular dos fungos ¢ constituida basicamente de polissacarideos e proteinas
sendo glicanas e quitinas os principais polissacarideos. As glicanas (a-1,3-glicana, $-1,3- e -
1,6- glicanas) representam em torno de 50 a 60% e estudos mostram que em alguns fungos
filamentosos, as glicanas sdo responsaveis por oferecer forca e integridade mecanica a parede
celular (BARTNICKI-GARCIA,1968;BOWMAN; FREE, 2006; FESEL; ZUCCARO, 2016;
CURTO et al., 2021). As quitinas (B- 1,4 —N-acetilglicosamina) constituem entre 10 a 20% na
parede fungica sendo encontradas em trés formas diversas na parede celular fungica: a quitina
livre, a quitina ligada a -1,3-glicana e a quitina ligada a -1,6-glicana que consequentemente
¢ ligada a mananas e também a -1,3-glicana (ORLEAN, 2012; RODRIGUES et al., 2018). As
proteinas encontradas na parede sdo ligadas a moléculas de manose, formando assim as
manoproteinas em torno de pouco mais de 30% (RUIZ-HERRERA; ORTIZ-CASTELLANOS,
2019).

Os fungos do género Trichoderma, foram reconhecidos como potenciais agentes de
controle bioldgico inicialmente por Weindling quando relatou a agdo micoparasita de
Trichoderma contra os fitopatogenos do género Rhizoctonia e Sclerotinia (DRUZHININA et
al., 2010; GRUBERE; SEIDL-SEIBOTH, 2012; POVEDA, 2021). Espécies de Trichoderma
compreendem um grupo de fungos filamentosos saprofitos de solo, encontrados sobre matéria

organica em decomposi¢do e na rizosfera de algumas plantas e sdo caracterizados por utilizar

Revista Sapiéncia: Sociedade, Saberes e Praticas Educacionais ISSN 2238-3565
v.11,n. 2, p. 277 - 290, julho/dezembro, 2022.



279
Ferreira, Silva & Monteiro - 2022

uma grande variedade de compostos como fonte de carbono e nitrogénio (DRUZHININA et
al., 2010).

O controle biologico de fitopatdogenos por espécies de Trichoderma pode ocorrer
através de varios mecanismos, dentre os quais os mais relevantes sao: micoparasitismo,
antibiose, indugdo de resisténcia, competicao (SILVA et al.,2019; MUKHERJEE et al., 2022).

A secrecdo de enzimas relacionadas ao processo de micoparasitismo variam de acordo
com a composi¢ao da parede dos fitopatdgenos que em geral ¢ composta por -1,3-glicanas,
quitinas e algumas proteinas (MUKHERIJEE et al., 2022; KUMAR; KHURANA, 2021). As B-
1,3-glicanases sdo  glicosilhidrolases (GH) pertencentes a familia CAZymes
(http://www.cazy.org) as quais catalisam a hidrélise da cadeia de B-1,3-glicana, polimero
constituido de residuos de D-glicose ligados em uma configuragdo B-1,3 e sdo divididas em
Exo- B-1,3-glicana e Endo- B-1,3-glicana (SHARMA et al., 2022). O sistema quitinolitico
consiste de quitinases e N- acetilglicosaminidases onde atuam clivando as ligagdes glicosidicas
da quitina, que € um polissacarideo linear, formado por unidades de N-acetilglicosamina unidas
por ligagdes do tipo B-1-4 também fazem parte das glicosil-hidrolases pertencentes a familia
CAZymeslistadas como familia GH 18 e 19 e poucas inseridas com GH 23 e 48 (ZAPPARATA
etal., 2021).

No presente estudo, foi avaliada a dinamica de glicanas e quitinas da parede celular de
i1solados de Trichoderma, bem como as enzimas hidroliticas, glicanases e quitinases, durante o

micoparasitismo.

MATERIAIS E METODOS

Isolados e condi¢oes de cultivo dos fungos. Os fungos Trichoderma harzianum
selvagem, T. harzianum mutante (Aepll), 7. asperellum e T. reesei foram obtidos da colegdo
do Laboratério de Enzimologia da Universidade Federal de Goids (UFG) e do laboratorio de
Biotecnologia Molecular da Universidade de Sao Paulo (USP). Os fungos fitopatdgenos
Fusarium oxysporum (Fo), Sclerotinia sclerotiorum (Ss) e Rhizoctonia solani (Rs) foram
obtidos da colegdo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) Arroz e
Feijao (Santo Antonio - Goias). Os fungos foram mantidos em repiques peridodicos em meio de
cultura 4gar batata (BDA), e desenvolvimento em estufa incubadora do tipo BOD, a 28°C por

7 dias e armazenados a 4°C.
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Interagdo dos isolados de Trichoderma com os fitopatogenos. A interacdo entre os
isolados de Trichoderma e os fitopatdgenos foi realizada adicionando discos de 5 mm das
culturas em lados opostos em placas de petri contendo meio BDA recoberto com membranas
estéreis de celofane como descrito por Bell ez al. (1992). Assim, as placas continham de um
lado da margem da placa de petri um dos isolados de Trichoderma e na outra margem da placa
de petri um dos isolados dos fitopatégenos. As placas de petri foram incubadas em estufa do
tipo BOD a 28°C e ap0s o encontro das duas culturas, o que ocorreu em aproximadamente 72
horas, o micélio de cada um dos isolados de Trichoderma foi coletado por raspagem e
armazenado em ultra-freezer -80° C para analises posteriores. Placas de petri contendo apenas
os isolados (controle) foram obtidos com adi¢do de um disco de 5 mm de cada isolado em uma
placa de petri contendo meio BDA recoberto com papel celofane. As culturas foram incubadas
em estufa BOD por 7 dias a 28°C. Apos o crescimento dos fungos, os micélios foram coletados
por raspagem e armazenados em Ultra-freezer -80°C para analises posteriores.

Extragcao de polissacarideos da parede celular e quantifica¢do de acgucares. A
extracdo do polissacarideo foi realizada conforme descrito anteriormente por Frangois (2006)
utilizando 10 mg de massa seca da parede celular. Apos a extracdo, 1 ml da preparagdo final foi
concentrado por liofilizagdo e utilizado para quantificagdo de agucar via HPLC.

Os niveis de agucar foram medidos usando um sistema da série Young Lin YL9100
(Young Lin, Anyang, Coréia) equipado com um detector de indice de refragdo (RI) da série
YL9170 a 40°C. As amostras foram carregadas em coluna REZEX ROA (Phenomenex, EUA)
(300 x 7,8 mm) a 85°C e eluidas com 4cido sulfurico 0,05 M a uma taxa de fluxo de 1,5 mL/min.
Os niveis de quitina e B-1,3-glucana foram estimados com base nos teores de N-acetil-
glucosamina e glicose, respectivamente.

Os teores de N-acetil-glucosamina e glicose também foram determinados por métodos
espectrofotométricos. Para determinagdo colorimétrica de N-acetilglucosamina (GlcNAc) o
método Morgan-Elson (2003), foi adaptado para leitores de microplacas. Para isso, a reagdo foi
desenvolvida com a adi¢ao de 10 ul de cada uma das amostras e, em seguida, foi adicionado
tetraborato de potassio pH 9,2 e incubado a 100°C por 10 minutos.

As amostras foram resfriadas a 4°C por 1 minuto e adicionadas 1X DMAB e incubadas
a 37°C por 20 minutos. As amostras foram lidas em um leitor de microplacas “Expert Plus”
BIOCHROM® a 585nm. As concentragdes de N-acetil-D-glucosamina foram obtidas a partir

de uma curva padrdo construida com concentragdes de N-acetil-D-glucosamina entre 0,5 e 1
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mg/mL. A glicose foi determinada de acordo com as instrugdes do kit Glucox (Doles TM),
utilizando a glicose como padrao. O teste foi realizado em um espectrofotdmetro GEHAKA®.

Atividades enzimaticas. As atividades enzimaticas da quitinase, B-1,3-glucanase e
liquenase (endo-1,3,1,4-B-Glucanase) foram determinadas pelo método colorimétrico usando
quitina coloidal, laminarina e liquena como substratos. As quantidades de aglcar redutor
liberadas foram determinadas a 550 nm seguindo o método DNS usando N-acetilglucosamina
e glicose como padroes. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a
quantidade de enzima que liberou 1 pmol de agucares redutores por minuto (ALMEIDA et al.,
2007). A atividade da N-acetilglicosaminidase foi determinada pelo método colorimétrico
usando PNP-NAG (Sigma-AldrichCo., Wisconsin, EUA) como substrato (ALMEIDA et al.,
2007). A atividade enzimatica foi medida monitorando a taxa de formagao de p-nitrofenol a
partir do substrato. Uma unidade (U) de atividade enzimaética foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para liberar 1 pumol de p-nitrofenol por minuto.

Andlises Estatisticas. O procedimento estatistico dos dados foi efetuado por meio de
analise de variancia (ANOVA) e do teste de Tukey, a fim de determinar diferengas significativas
entre as médias, a um nivel de significancia de 5% (p<0,05), com auxilio do software Prisma
GraphPadPrism 7.04 (Graphpad Software).

As correlagdes foram avaliadas através do coeficiente de correlacdo de Pearson
utilizando o software R v2.14.1. A significancia do teste (a=0,05) foi ajustado seguindo a

corre¢do de Bonferroni (RICE, 1989).

RESULTADOS

A fim de estudar a dindmica da parede celular dos isolados de Trichoderma e as
enzimas envolvidas no micoparasitismo trés espécies de Trichoderma, T. harzianum, T.
asperellum e T. reesei e um mutante de 7. harzianum (Aepll), que possui uma delecdo da
proteina Epll a qual pertence a familia das cerato-plataninas. Os isolados de Trichoderma foram
confrontados em placa de petri com os fitopatdgenos Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum
e Sclerotinea sclerotiorum.

O perfil de agucares que compde as estruturas de glicanas e quitinas presentes nas
paredes celulares dos isolados de Trichoderma antes e depois da interacdo com os fitopatogenos
(Figura 1) foi analisado utilizando a metodologia de cromatografia liquida de alta eficiéncia
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(CLAE). Observa-se nesta abordagem que a parede celular dos isolados de Trichoderma

apresentaram o mesmo perfil de glicose, oriunda de glucanas, e oligossacarideos de quitobiose

como pentacetil e diacetil bem como a N-acetilglicosamina presentes na estrutura de quitinas e

que, esses acucares se encontram elevados na interacdo dos isolados de Trichoderma e os

fitopatogenos (Figuras 1B, 1C, 1D).
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Figura 1- Analise de aglicares por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os niveis de quitina e glucana foram
estimados com base nos teores de Pentacetil (1), Diacetil (2) e N-acetil-glucosamina (4) para quitina e glicose (3),
para glucana. Niveis de quitina e glucana da parede celular de espécies de Trichoderma sem interagdo com
fitopatogenos (A). Niveis de quitina e glucana da parede celular de 7. harzianum (ALL42), T. harzianum mutante
(AEpll), T. Asperellum (T00) e T. ressei (9414). (B) Niveis de quitina e glucana da parede celular de espécies de
Trichoderma em contraste com o patégeno Rhizoctonia solani (RS). (C) Niveis de quitina e glucana da parede
celular de espécies de Trichoderma em contraste com o patdgeno Sclerotinea sclerotiorum (SS). (D) Niveis de
quitina e glucana da parede celular de espécies de Trichoderma em contraste com o patogeno Fusarium oxysporum

Todos os isolados de Trichoderma utilizados neste estudo elevaram seus conteudos de

glucanas e quitinas sendo as glucanas mais elevadas nessa situagdo do que quitinas (Figura 2).

Porém, observa-se que quitinas estdo elevadas em todas as interagdes dos isolados de

Trichoderma e o fitopatdgeno S. sclerotiorum. Curiosamente, T. asperellum apresentou mais

Revista Sapiéncia: Sociedade, Saberes e Praticas Educacionais ISSN 2238-3565
v.11,n. 2, p. 277 - 290, julho/dezembro, 2022.



283
Ferreira, Silva & Monteiro - 2022

elevagdo nos seus conteudos de quitina quando confrontado com o fitopatdégeno F. oxysporum

seguido do mutante de 7. harzianum(Aepll).
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Figura 2. Heatmap do conteido de glucana e quitina na parede dos isolados de Trichoderma. T. harzianum,
mutante de 7. harzianum (Aepll), T. asperellum e T. reesei nos confrontos com os fitopatdgenos Rhizoctonia
solani (Rs), Fusarium oxysporum (Fo) e Sclerotinea sclerotiorum (Ss).

Viérios estudos do micoparasitismo de espécies de Trichoderma abordam as enzimas
glucanases e quitinases por serem aquelas mais relevantes nas estratégias de micoparasitismo
de isolados de Trichoderma. Assim, nesse estudo foi analisada, a dindmica de exo e endo f3 1,3-
glucanases, quitinases e 3-N-acetylglucosaminidase (NAGase) na interagdo entre os isolados
de Trichoderma e os fitopatogenos (Figura 3).

Entre os isolados, Trichoderma asperellum foi o que apresentou melhor desempenho
entre glucanases e quitinases sobretudo, nas interagdes com os fitopatdgenos R. solani e S.
sclerotiorum (Figuras A, B e C) diferindo na interagdo entre T.asperellum e os fitopatdgenos
F.oxysporum e S. sclerotiorum onde a atividade de B-N-acetylglucosaminidase (NAGase), foi
melhor (Figura D). Ainda a respeito da atividade dessa enzima pode-se observar que o mutante
de T. harzianum apresentou boa atividade de NAGase nas interagdes com os fitopatdgenos R.
solani e S. sclerotiorum (Figura D).

Revista Sapiéncia: Sociedade, Saberes e Praticas Educacionais ISSN 2238-3565
v.11,n. 2, p. 277 - 290, julho/dezembro, 2022.



284
Ferreira, Silva & Monteiro - 2022

Um fato interessante ¢ que 7. reesei apresenta muito baixa atividade de glucanases
(Figuras A e B) porém, uma relativa atividade das enzimas do sistema quitinolitico (Figuras C

e D).
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Figura 3. Atividade das enzimas no confronto de isolados de Trichoderma e os fitopatdogenos. A) Exof-1,3
glucanase. B) Endo B-1,3 glucanase. C) Chitinase. D) N-acetyl-p -D-glucosaminidase (NAGase). Os confrontos
foram: Trichoderma harzianum (Controle), Trichoderma harzianum e Rhizoctonia solani, Trichoderma
harzianum e Fusarium oxysporum, Trichoderma harzianum eSclerotinea sclerotiorum.Mutante de Trichoderma
harzianum (Aepll) (Controle), mutante de Trichoderma harzianum (Aepll) e Rhizoctonia solani, mutante de
Trichoderma harzianum (Aepll) e Fusarium oxysporum, mutante de Trichoderma harzianum (Aepll) eSclerotinea
sclerotiorum. Trichoderma asperellum (Controle), Trichoderma asperellum e Rhizoctonia solani, Trichoderma
asperellum e Fusarium oxysporum, Trichoderma asperellum eSclerotinea sclerotiorum. Trichoderma reesei
(Controle),Trichoderma reesei e Rhizoctonia solani, Trichoderma reesei e Fusarium oxysporum, Trichoderma
reesei eSclerotinea sclerotiorum.

Outro ponto de interesse nesse estudo foi a correlacdo entre os polissacarideos da
parede celular e as enzimas hidroliticas (Tabela 1). Esta andlise mostrou que houve correlacao
entre quitinases e glucanases e que, quitinases apresentaram correlagdo com a quitina e

glucanas. Os polissacarideos quitinas e glucanas apresentaram correlagdo. Nao houve

correlagdo entre glucanases e glucanas.
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Tabela 1. Correlagao entre enzimas hidroliticas e os polissacarideos da parede celular de isolados de
Trichoderma. Resultados de p-value significativos estdo representados em vermelho e resultados
negativos representados em negrito.

Chitinase Glucan Exof-1,3 Endo p-1,3
Person p-value Person p- glucanase ~ p-value glucanase  p-value
(r) (r) value Person (r) Person (r)
Chitin 0,62415  0,000141  0,74936  5,90E- 0,37554 0,563123 0,36137 0,76677
08
Chitinase 0,596625 0,00050 0,66161  2,02E-05 0,64730 4,37E-05
Exop-1,3 0,383262 0,47321 0,98223 0
glucanase
Endo B- 0,380135  0,50798
1,3
glucanase
DISCUSSAO

Todos isolados de Trichoderma quando em confronto com os fitopatdgenos
apresentaram o mesmo padrdo de acucares (Figura 1) e elevacdo dos principais polissacarideos
da parede celular, glucanas e quitinas, onde glucanas apresentaram niveis mais elevados (Figura
2). O que leva acreditar que espécies de Trichoderma se adaptam a condicGes adversas e que 0
conteddo dos polissacarideos presentes na parede celular pode ser alterado, porém, sua
composicdo permanece inalterada (CANTU et. al., 2009). Além disso, variac@es no conteido
de glicanas e quitinas entre diferentes espécies de fungos parecem ser responsaveis pelas
caracteristicas fisicas e quimicas na parede celular onde a sintese de glucanas e quitinas é
realizada na regido apical pelas enzimas B-1,3-glucano sintase (GS) e quitina sintase (CHS),
respectivamente (CURTO et al., 2021). As B-1,3-glicanas possuem maior agdo na parede
fangica atuando como moduladoras do sistema de defesa de fungos onde a presenca de
receptores de membranas, como a dectina-1 é capaz de interagir com as B-1,3-glicanas e
desencadear uma resposta de defesa no organismo hospedeiro (ALMEIDA, et al., 2007;
CANTU et.,, al, 2009).

Importante ressaltar que a elevacdo dos niveis de glucanas e quitinas em T.ressei
(9414), ndo esta diretamente relacionada a funcdo micoparasita pois, T.ressei € um fungo
reconhecidamente envolvido na degradacdo da biomassa lignocelulosica e, dessa forma, a
elevacdo do conteudo de glucanas e quitinas observada, provavelmente possa estar relacionado
ao estresse gerado durante o confronto com os fitopatdgenos levando o fungo a se adaptar a
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condicBes adversas, (POOSAPATI et al., 2021;NICOLAS et al., 2014). Por outro lado, estudos
realizados com o isolado Trichoderma asperellum mostraram uma forte agdo micoparasita no
combate aos fitopatdgenos Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum esta acdo pode estar
fortemente ligada a composicédo de glicanas e quitina da parede celular desses fitopatdgenos,
onde acredita-se que a composi¢do da parede celular dos fitopatdgenos possa estar relacionada
com a producdo das enzimas glicanases e quitinases respectivamente por isolados de
Trichoderma, sendo estas muito importantes no processo de micoparasitismo (MARCELLO et
al., 2008; KAPPEL et al., 2020).

No processo de micoparasitismo, o principal objetivo é a libera¢do de enzimas que irdo
atuar na parede celular do fitopatdégeno. Incialmente Trichoderma libera endoquitinases
constitutivas que liberardao oligbmeros oriundos do hospedeiro antes mesmo do contato dos dois
fungos. A presenca desses oligbmeros ativa uma cascata de sinalizacdo via proteina G com a
producdo de enzimas degradadoras de parede celular (CWDEs — Cell wall degrading enzymes)
(DRUZHININA et al., 2010). No contato entre os fungos ocorre o enovelamento de
Trichoderma sobre a hifa do hospedeiro e com uma estrutura chamada de apressorio,
Trichoderma libera, enzimas hidroliticas, glucanases e quitinases que promovem a dissolugéo
da parede celular do fungo hospedeiro permitindo que Trichoderma acesse o contetdo
intracelular causando a morte do fungo hospedeiro (GUZMAN-GUZMAN et al., 2019).

A constituicdo da parede celular de fitopatdgenos determina a producgdo das enzimas
hidroliticas pelo agente de biocontrole. Diferentes espécies de fungos com parede celulares de
constitui¢Ges diferentes podem determinar a secrecdo de enzimas diferentes quantitativamente
e qualitativamente (MONTEIRO et al., 2010; QUALHATO etal., 2013; NAOUN et al., 2018).
Para avaliar essa questdo, a dindmica da atividade de glucanases e quitinases na interacdo de
isolados de Trichoderma com os fitopatdgenos mostrou que, durante a interacdo com 0S
fitopatdgenos, os isolados de Trichoderma apresentaram respostas diferentes dessas enzimas
(Figura 3). Assim, T.asperellum foi o que apresentou melhor atividade das enzimas avaliadas
sobretudo, nas interacfes com os fitopatdgenos R.solani e S. sclerotiorum para glucanases e
quitinases (Figuras 3A, 3B e 3C). A atividade de N-acetyl-B-D-glucosaminidase foi mais
elevada entre T.asperellum e o mutante de T. harzianum (Aepll) (Figura 3D). Cada espécie de
Trichoderma possui o0 seu préprio modo de acdo para interagir com fitopatdégenos apresentando
atuacOes fracas, moderadas ou elevadas. O fungo Trichoderma harzianum é considerado um

bom agente micoparasita, porém este € também descrito na literatura por apresentar um
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relevante papel na promogéo no crescimento de plantas (YEDIDIA et al., 1999; KAMBLE et
al., 2021) o que pode explicar a baixa atividade das enzimas envolvidas no micoparasitismo
desse isolado, quando comparado ao T. asperellum. A baixa atividade de endo e exoglucanases
e quitinases pelo mutante de T. harzianum (Aepll) pode ser explicada pela delecdo promovida
no gene que codifica a proteina Epll a qual esta relacionada a estagios iniciais de
desenvolvimento de fungos filamentosos ligada a parede celular e na indugédo da resposta de
defesa, o que pode ter afetado o desempenho pelo fungo na secrecdo dessas enzimas (GOMES
et al., 2015). O mutante de T. harzianum (Aepll) somente apresentou atividade elevada de
NAGase na interacdo com os fitopatdgenos R.solani e S. sclerotiorum. Provavelmente a delecéo
tenha perturbado a secrecdo de quitinase e o fungo na tentativa de contornar essa situacao eleva
a atividade de NAGase. N-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAGase) s&o essenciais para a indugao
de quitinases (BRUNNER, 2003). Quitinases de Trichoderma estdo presentes antes do contato
com o fitopatdgeno, apresentando a funcédo de liberar oligbmeros da hifa do hospedeiro onde
esse evento promove a dinamica intracelular resultando no aumento da parede celular com a
ativacdo das enzimas quitina sintase e glucanasintase no sentido de produzir glucanas e quitinas
responsaveis pelos aspectos morfofisiologicos da parede celular de espécies de Trichoderma e
na sequencia a liberacdo de glucanases e quitinases com atuacdo na degradacdo da parede
celular de fitopatdgenos causando a autdlise com consequente morte do hospedeiro (PLAZA et
al., 2020; INBAR; CHET, 1995). Assim, observa-se que entre os isolados de Trichoderma
avaliados, Trichoderma asperellum apresentou melhor desempenho por apresentar dentre
todos, contetdos elevados de glicosil-hidrolases (GH) quando confrontado com os
fitopatdgenos, levando a crer que um sinergismo de glucanases e quitinases pode demonstrar
uma capacidade elevada no micoparasitismo para essa espécie sendo reconhecidamente um
forte candidato no controle bioldgico (LOPES et al., 2012). A eficiéncia no micoparasitismo
estd muito relacionada com a espécie de Trichoderma, com a producdo de enzimas e 0
sinergismo destas (HERRERA-ESTRELLA; CHET, 1998; HERNANDEZ-CHAVEZ et al.,
2014).

O género Trichoderma possui uma variedade de genes ligados a producédo de Glicosil-
hidrolases (GH) especificas, responsaveis por degradar quitina, quitosana e PB-glucanas da
parede celular de outros fungos e que se encontram em abundancia no genoma de Trichoderma

em comparacao a outros fungos, o que torna este género bastante conhecido pela sua capacidade
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de micoparasitismo e sua utilizagdo como agente de biocontrole (POOSAPATI et al., 2021;
SHARMA et al, 2022).

A analise de correlacdo (Tabela 1) entre os polissacarideos, quitinas e glucanas,
mostrou que houve correlacao entre esses polissacarideos. De fato, a correlacdo existente entre
esses polissacarideos mostra a intima ligagdo entre glucanas e quitinas que se reinem através
da formacao de ligacdes de hidrogénio intracadeias se reunindo em microfibrilas formando um
arcabouco ao redor da célula que representa 0 componente estrutural da parede celular (GOW
etal., 2017).

Quitinases apresentaram correlagdo com quitinas e glucanas. Provavelmente isto se
deve a intima associacdo de quitinases com fracfes da parede celular presentes nos locais de
ramificacdo das hifas com o envolvimento de sua atividade na remodelacdo da parede celular
(ALCAZAR-FUOLI et al., 2011).

Glucanas e glucanases ndo apresentaram correlacdo por que estas enzimas embora
possam estar também comprometidas na morfogénese da parede celular, a ndo correlacdo das
glucanases com glucanas indicam que estas estejam comprometidas com o micoparasitismo.
Diferentes espécies de Trichoderma seguem padrdes de inducdo de enzimas durante interacéo
com fitopatdgenos e, em geral, produzem baixos niveis de uma exoquitinase extracelular que
se difunde e catalisa a liberacdo de oligbmeros da parede celular do fungo alvo levando a
inducdo da expressdo de endoquitinases que também se difundem e iniciam o ataque com a
atuacdo sinérgica de glucanases e quitinases (MUKHERJEEet al., 2022) o que explica a
correlacdo entre quitinases e glucanases observada neste trabalho.

Diante do exposto foi demonstrado que entre as espécies de Trichoderma existe uma
dindmica propria no contetdo dos componentes principais da parede celular bem como das
principais enzimas degradadoras da parede celular (CWDESs) de fitopatdgenos e que essas
alteracdes estao intimamente relacionadas com a composicao da parede celular de fitopatdgenos
definindo-os bons candidatos para uso como agentes de biocontrole. Os componentes da parede
celular sdo dindmicos, podendo sofrer alteracbes de acordo com fatores externos, como
condigdes ambientais, forma de cultivo e principalmente ao estresse gerado do contato de

Trichoderma com fitopatogenos.
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