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Métodos para Inducao e Analise de Enzimas
Micoliticas Secretadas por Dicyma pulvinata

O mal-das-folhas é uma das mais destrutivas doencas da seringueira (Hevea sp.) gerando
perdas de até 100 % na producao (Gasparotto et al., 1990). O patégeno, Microcyclus ulei,
se dissemina principalmente sob a forma de conidios, que em condicOes favoraveis de
temperatura e umidade, germinam, penetram no limbo foliar e, ao colonizarem os tecidos,
provocam lesdes necroéticas, reducao do processo fotossintético e até mesmo a morte das
plantas. Os ataques sucessivos da doenca debilitam as plantas, tornando-as altamente
vulneraveis ao ataque de fitopatégenos secundarios (Gasparotto et al., 1984).

O controle biolégico é altamente desejavel, mesmo quando associado a outros métodos, por
promover menor impacto ambiental e desequilibrio ecolégico (Bettiol, 1991).

Os mecanismos basicos pelos quais os microrganismos agentes de biocontrole podem atuar
sao por meio de interacdes antagonisticas, tais como, antibiose, competicao e
micoparasitismo (Melo & Azevedo, 1998).

Dentre as medidas de controle mais promissoras para o mal-das-folhas destaca-se o
biocontrole, usando o fungo Dicyma pulvinata (Berck & Curtis) Arx (syn. Hansfordia
pulvinata). Varios estudos tém demonstrado o elevado potencial de controle deste
micoparasita sob condicdes de campo. Colonizando as lesdes, D. pulvinata impede a
esporulacao do patédgeno, por mecanismos ainda desconhecidos, reduzindo o desfolhamento
das plantas e a taxa de inéculo para evitar novas infeccdes. Entretanto, o potencial de uso
deste agente de biocontrole esbarra em sua baixa taxa de crescimento em substratos
artificiais e no desconhecimento da natureza de suas enzimas micoliticas, compondo fatores
a serem superados para o uso de D. pulvinata em escala comercial.

Existe na literatura (Chet, 1987, 1992; Chet,. & Inbar, 1994; De La Cruz et al., 1992,
1995; Lima et al., 1997, 1999, 2000; De Marco et al., 2000), informacdes sobre o
desempenho fundamental das enzimas micoliticas na hidrélise da parede de fungos
fitopatogénicos. Sendo assim, pode existir uma correlacao entre o potencial antagonico e a
secrecao enzimatica pelo parasita, refletindo na eficiéncia de biocontrole. A avaliacao da
producao de enzimas micoliticas produzidas por linhagens de D. pulvinata é de carater
importante no entendimento do mecanismo molecular, responsavel pela acao antagbnica
deste micoparasita sobre o fitopatégeno M. ulei. A proposta para estudos bioquimicos mais
detalhados foi o principal objetivo deste trabalho, fornecendo dados para a selecao de
linhagens com potencial para o biocontrole de Microcyclus e estabelecendo uma
metodologia para inducao e identificacdo de enzimas hidroliticas, relacionadas ao parasitismo
de D. pulvinata.

Sendo assim, conidios da linhagem CG 772 de D. pulvinata foram semeados em 25 mL de
meio YG (glicose 25 g L', extrato de levedura 5 g L' e 4gar 20 g L' pH 5,5), MYG (extrato
de malte 5 g L'; extrato de levedura 2,5 g L'"; glicose 25 gL' e 4gar 20g L' pH 5,5) e
MYPG (maltose 3 g L''; extrato de levedura 3 g L''; peptona 5 g L'; glicose 20 g L' e 4gar
20 g L' pH 5,5) e mantidos a 28° C por 15 dias. Apds a esporulacido, as placas foram
lavadas com 5 mL de 0,01% de tween 80 e os conidios, diluidos e contados em
hemocitémetro.

Para o crescimento em meio liquido, 2x10°8 conidios mL" foram inoculados em 50 mL dos
meios YG, MYG e MYPG e mantidos a 28 °C e 150 rpm. Apds quatro dias de crescimento,
o micélio foi filtrado em papel Whatman n® 2, lavado com dois volumes de agua destilada e
mantido por 24 horas a 80 ° C, para determinacédo do peso seco.
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Para a obtencao de micélio, 2x10° conidios mL"' foram
inoculados em 50 mL de meio YG e mantidos a 28 °C e
150 rpm. Em intervalos de 24 h, o micélio foi filtrado,
lavado com dois volumes de dgua destilada e submetido a
secagem, em estufa, para determinacao do peso seco. Os
consumos de glicose e proteina foram determinados pelos
kits Glucox e Proteinas totais, seguindo-se as instrucoes
do fabricante (Dolles).

Apbs o crescimento em meio YG por 72 horas em
incubadora a 28 °C e 150 rpm, o micélio foi filtrado,
lavado com 100 mL de agua destilada estéril. A partir
dessa etapa foram testados dois meios de cultura com o
objetivo de induzir a producdo enzimatica; meio sintético e
meio minimo. Dessa forma, a transferéncia de micélio ja
filtrado e lavado foi feita tanto para 50 mL de meio
sintético (MgS0,.7H,0 0,2 g L'; K,HPO, 0,6 g L'"; KCI
0,15 g L', NH/NO, 1,0g L"; FeSO,.7H,0 5,0 mg L";
MnSO,.H,0 6,0 mg L'"; ZnSO,.H,0 4,0 mg L''; CoCl, 2,0
mg L'; pH 5,5 ) como para 50 mL de meio minimo
(KH,PO, 2,0 g L''; MgS0,.7H,0 0,3 g L"; CaCl,.6H,0 0,3
g L'; Elementos Tracos 1,0 mL L', pH 5,5),
respectivamente, suplementados com 0,5 % de quitina
como fonte de carbono.

Em intervalos de 24 horas, os meios de crescimento em
estudo foram filtrados e analisados quanto a presenca de
quitinase, protease, glucanase e N-acetilglicosaminidase.
O conteldo protéico foi determinado segundo a
metodologia descrita por Bradford (1976). A atividade de
quitinase foi baseada no método de Molano et al. (1977).
Para a atividade de N-acetilglicosaminidase utilizou-se a
metodologia descrita por Yabuki et al. (1986).

A determinacao da atividade proteolitica foi efetuada
segundo Kunitz (1946). A atividade glucanolitica foi feita
segundo Elad et al. (1982) Uma unidade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima capaz de alterar a
absorbancia em O,1Tnm em 1 h. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata.

A Fig. 1 mostra que a linhagem CG 772 de D. pulvinata
quando crescida em meio MYPG apresentou maior
esporulacao (2,853 x10° esporos mL') do que no meio
MYG (1,533 x10° esporos mL') e no meio YG (1,153
x10° esporos mL'), apesar de todos os valores serem
satisfatérios quanto a producao de esporos.

3
)
E 25
()
<}
2
> 2
(0]
o
g 1,5
o
(o]
& 1
1=
[0
2 05
3

0

YG MYG MYPG
Meio solido

Fi

em diferentes meios solidos.

g. 1. Producdo de esporos do isolado de D. pulvinata CG 772

Entretanto, quando do in6culo até ao final de sete dias de
crescimento do fungo, os meios liquidos MYG (612 mg de
micélio seco) e YG (556 mg de micélio seco) apresentaram
uma producao maior de massa micelial do que o meio
MYPG (500 mg de micélio seco). No entanto, se
comparada a producao de biomassa dos meios MYPG,
MYG e YG, os valores obtidos foram bem préximos

(Fig. 2). Um outro aspecto observado foi a composicao
dos meios MYG e YG serem bem mais simples do que a
do meio MYPG.
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Fig. 2. Crescimento do isolado de D. pulvinata CG 772 em

diferentes meios de cultura liquidos.

Dessa forma, o meio YG foi entao selecionado por
apresentar simplicidade na sua composicao e dados
satisfatérios quanto a producao de esporos e massa
micelial. O periodo de 72 h de incubacao foi estabelecido
como ideal para crescimento do fungo, apds a
determinacao do peso seco e do consumo de carbono e
nitrogénio da composicao do meio. Observou-se também,
que essa fase de atividade metabdlica é a mais adequada a
realizacao das etapas posteriores de inducao enzimatica
(Fig. 3).
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Fig. 3. Crescimento do isolado de D. pulvinata CG 772, em
meio liquido YG (peso seco) e determinacdo do consumo de
glicose e proteina.

A Fig. 4 mostra um periodo crescente na producao de
proteinas totais, secretadas em meio sintético contendo
guitina como indutor. Pode-se observar que o maior tempo
de inducao protéica ocorreu ao final de 72h (2,95 ug/mL).
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Fig. 4. Secrecao de proteinas do isolado de D. pulvinata
CG 772 ao longo de 72 h de crescimento em meio sintético
contendo quitina como indutor.

A anélise dos filtrados revelou a presenca de atividade
enzimatica relacionada ao micoparasitismo (Fig. 5).
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Fig. 5. Anélise da atividade enzimética do isolado de
D. pulvinata CG 772 incubado em meio sintético contendo

quitina como indutor.

A atividade para a enzima N-acetilglicosaminidase
(NAGase) revelou pico maximo em 48 h de incubacéao
(0,11 U) na presenca de quitina, decrescendo apds o
periodo. Provavelmente, esse resultado pode estar
relacionado ao processo de repressao catabdlica.

A deteccao de glucanases também foi confirmada, sendo
gue, para endoglucanases (sistema DNS), a maior
atividade foi em 48 h de inducao (0,295 U), enquanto
para exoglucanases (0,023 U) em 72 h (sistema GOD).
A variacao nas atividades das respectivas enzimas poderia
ser explicada pelo sinergismo enzimatico controlado por
uma possivel regulacdo metabdlica. Entretanto, nao se
detectou pelos métodos disponiveis, atividade enzimatica
para quitinase, requerendo assim, mais estudos na
determinacao do tempo de inducdo. Atividade proteolitica
foi analisada por dois métodos distintos, onde se observou
variacdo nos picos de atividade. Para o sistema onde foi
utilizada proteina marcada (azure), o apice enzimatico foi
em torno de 48 h de inducao. Quando se usou caseina
como substrato, o pico maximo atingido foi de 72 h de
incubacao, na presenca de quitina. A determinacao das
proteinas totais secretadas no meio minimo, contendo
quitina, demonstrou liberacao crescente durante o periodo
de inducao, sendo que, a concentracdo maior de proteina
secretada foi obtida a partir de 72 horas (Fig. 6).
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Fig. 6. Secrecado de proteinas do isolado de D. pulvinata

CG 772 incubado em meio minimo contendo quitina.

A anaélise dos filtrados provenientes do meio minimo
revelou a presenca de atividade para enzimas hidroliticas
(Fig. 7).



Métodos para Inducdo e Andlise de Enzimas Micoliticas Secretadas por Dicyma pulvinata

0,144

0,124

0,14

0,084

0,06+

Unidade Enziméatica (U)

0,044

0,024

NAGASE Glucanase (DNS)  Glucanase (GOD)  Protease (azure) Protease (caseina)
Atividade

B24hB48h0O72hE96hE 1S
Fig. 7. Determinacdo de atividade enziméatica do isolado de
D. pulvinata CG 772 durante o crescimento em meio minimo

contendo quitina como indutor.

A anélise enziméatica para NAGase revelou atividade
crescente durante o periodo de uma semana, atingindo
nesse tempo o seu pico maximo (0,073 U), apés uma
semana de incubacdo na presenca de quitina. Os ensaios
para a analise de glucanases indicaram que as
endoglucanases (sistema DNS) apresentaram a maior
atividade (0,129 U) em 96 h, mantendo-se inalterada até
uma semana de inducao, por outro lado, as exoglucanases
(sistema GOD) apresentaram o pico maximo de atividade
(0,037 U), em 48 h de inducéao, apds este periodo houve
gueda na atividade. A variacao nas atividades das
respectivas enzimas, se comparada aos dados obtidos com
o crescimento em meio sintético, pode-se afirmar que
ocorreu também um sinergismo enzimatico, controlado por
uma possivel regulacdo metabdlica. A atividade enzimatica
para quitinase nao foi detectada, havendo necessidade de
novas avaliacdes futuras, com mudancas especificas nas
condicdes de inducao. Utilizou-se dois métodos distintos
para anélise da atividade proteolitica, observando-se em
ambos, pico maximo de atividade ap6s uma semana de
inducao. A analise da quantidade de proteinas totais
secretadas nos meios utilizados revelou liberacao
progressiva com apice apés 72 h de inducao sendo que o
meio sintético apresentou maior contetddo protéico
secretado (Fig. 8).
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Fig. 8. Secrecado de proteinas totais do isolado de D. pulvinata
CG 772 incubado em meio sintético (MS) e meio minimo
(MM) contendo quitina.

A Fig. 9 mostra a producao da enzima NAGase pela
linhagem CG 772 de D. pulvinata crescida tanto em meio
sintético quanto em meio minimo. O pico méaximo de
atividade (0,117 U) foi obtido em 48 h, em meio
sintético.
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Fig. 9. Atividade de NAGase (U) do isolado de D. pulvinata
CG 772 incubado em meio sintético (MS) e meio minimo
(MM) contendo quitina.

Utilizou-se duas metodologias para analisar a atividade de
B-glucanase (reagente dinitrossalicilato-DNS e glicose
oxidase-GOD), tanto no filtrado do meio minimo quanto do
meio sintético. Observando-se os resultados pelo método
DNS, o pico méaximo de atividade enzimatica foi de 0,293
U apds 48 h de inducdo em meio sintético (Fig.10).
Em meio minimo, houve apenas um aumento progressivo
na atividade glucanolitica no periodo de 72 h de inducao.
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Fig. 10. Atividade de fB-glucanase (U) (método DNS) do isolado
de D. pulvinata CG 772 incubado em meio sintético (MS) e

meio minimo (MM) contendo quitina.

A andlise de B-glucanase, pelo método Glicose Oxidase -
GOD, indicou maior atividade (0,005 U) em meio minimo,
ap6s 48 h de inducao, enquanto que em meio sintético
(0,002 U) o aumento da atividade especifica esteve na
faixa de 72 h de inducao (Fig. 11).



Métodos para Inducdo e Andlise de Enzimas Micoliticas Secretadas por Dicyma pulvinata

0,044

0,035

0,025

0,024

0,015+

Unidade Enzimética (U)

0,014

0,005

Ms

Tempo

B24hE48h072h

Fig. 11. Atividade de B-glucanase (U) (método GOD) do
isolado de D. pulvinata CG 772 incubado em meio sintético

(MS) e meio minimo (MM) contendo quitina.

A anélise da atividade proteolitica, utilizando-se substrato
marcado (azure), indicou atividade especifica (0,170 U)
ap6s 48 h de inducao em meio sintético. Contudo, a
atividade de protease (0,007 U), apds 48 h de inducao
em meio minimo, foi reduzida significativamente, quando
comparada a anterior (Fig. 12).
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Fig. 12. Atividade de protease (U) do isolado de D. pulvinata
CG 772 incubado em meio sintético (MS) e meio minimo

(MM) contendo quitina, usando-se substrato marcado (Azure).

A deteccao da atividade proteolitica, usando-se caseina
como substrato, indicou também uma atividade especifica
superior (0,27 U) quando da utilizacao de meio sintético.
No entanto, o pico maximo atingido foi revelado apés 72
h de inducao e ndo 48 h, como ocorrido no caso anterior.
Para a atividade em meio minimo, observou-se valor
constante a partir de 48 h (Fig. 13).
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Fig. 13. Atividade de protease (U) do isolado de D. pulvinata
CG 772 incubado em meio sintético (MS) e meio minimo
(MM), utilizando-se caseina como substrato, na presenca de

quitina.

As ferramentas basicas que contribuem para o controle do
mal-das-folhas da seringueira sao constituidas, em grande
parte, pela elaboracao de estudos preliminares no que diz
respeito a bioquimica e a fisiologia de fungos, como
agentes de biocontrole. Dessa forma, o estabelecimento de
protocolos para o estudo das bases do micoparasitismo
por D. pulvinata sao importantes para o uso do mesmo em
escala de biocontrole. Além disso, mais experimentos
poderao ser realizados, no sentido de se obter as
condicdes ideais para otimizar a producao da enzima que
se deseja estudar, assim como, obter esclarecimento sobre
o processo envolvido na regulacdo génica das enzimas
envolvidas no micoparasitismo desse potencial agente de
biocontrole.
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