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The genus Trichoderma is represented by non-pathogenic soil fungi that have been
studied by act as biological control agents against fungal pathogens, such as
Sclerotinia sclerotiorum, the fungus that causes white mold, besides that, reduce
environment and human health risks by being able to replace agrochemicals.
Proteomic strategies with MS techniques have been important tools in studies of
patterns identification for protein expression in different growth conditions. This work
aims to development new strategies that enable the detection and identification of
proteins secreted by Trichoderma asperellum (TR356) and Sclerotinia sclerotiorum
when inoculated together and separated. The results obtained by MALDI / TOF
analysis allowed the identification of a [3-1.3--glucanosiltransferase and a-1.2-D-
mannosidase, demonstrating the possibility of proteins identification for better
comprehension about interaction between these organisms. It was therefore possible
to identify the proteins through strategies used, but further analysis are required in
order to elucidate the function and interaction of proteins secreted by the fungus

Trichoderma asperellum TR356 against S. sclerotiorum.

Keywords: Trichoderma asperellum, S. sclerotiorum, MALDI/TOF, secretome.

11
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OgéneroTrichodermaérepresentadoporfungosdesolondaopatogénicosquesaoestudad

osporsuaacadocomoagentesdecontrolebiolégicocontrafungosfitopatégenos,comoScler
otiniasclerotiorum,ofungocausadordomofobranco.Osfungos Trichoderma
spp.atuamcomoimportantesagentesdecontrolebiolégico,diminuindoosriscosasaudehu

manaeaomeioambienteporseremcapazesdesubstituirosagroquimicos.Estratégiasprot

ebmicas juntamente com técnicas de
MSséaoimportantesferramentasemestudosdepadréo, identificacéo e
expressdodeproteinasemdiferentescondi¢cdesdecrescimento.Levando em

consideracdo a importancia de tais estudos, o presente trabalho tem por objetivo o
desenvolvimento de novas estratégias que possibilitem a deteccao e identificacdo de
proteinas secretadas por Trichoderma asperellum (TR356) e Sclerotinia sclerotiorum
guando inoculados juntos e/ou separados os dois organismos vivos. Os resultados
obtidos através das andalises por MALDI/TOF permitiram a identificacdo
dasproteinas, B-1,3-glucanosiltransferase e a-1,2-D-mannosidase,demonstrando a
possibilidade de identificacdopara o entendimento futuro acerca da interacdo destes
organismos. Foi possivel, portanto, a identificacdo das proteinas através das
estratégias utilizadas, porém serdo necessérias futuras andlises afim de elucidar a
interacdo e funcdo das proteinas secretadas através do fungo T. asperellum
TR356so0bre S. sclerotiorum.

Palavras-chave: Trichoderma asperellum, S. sclerotiorum, MALDI/TOF, secretoma
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1.1.Trichodema spp.

OgéneroTrichodermaérepresentadoporfungosdesolondaopatogénicosquevem
sendo estudados por
suaacadocomoagentesdecontrolebiolégicocontrafungosfitopatégenos,comoSclerotinia

sclerotiorum,ofungocausadordomofobranco.

Este fungo € um dos principais agentes de controle biol6gico(ACBs) para
fungos fitopatogénicos, detendo quase 50% do mercado ( WHIPPS, 2001,
HERAUXet al., 2005),contribuindo na degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos que estdo presentes em agroquimicos, fato devido a producdo de um
grande arsenal dehidrolases, peroxidases e outras enzimas liticas, sendo
organismos resistentes as toxinas e produtos quimicos naturais (AZCBN-AGUILAR
& BAREA, 1997; KATAYAMA & MATSUMURA, 1991; LIMA, 2002), e

economicamente importantes pela produgédo de enzimas industriais e antibioticos.

O género Trichoderma é natural do solo, havendo poucos relatos sobre
ocorréncia de doencas de plantas causadas por esse género, sendo a utlizacdo
desse organismo satisfatoria no controle biol6gico(KUBICEK et al., 2001; HARMAN,
2004). Algunspodem tolerar altas faixas de temperaturas (MCBEATH & ADELMA,
1991), porém a grande maioria vive e sdo consideradas mais efetivas em
temperaturas entre 25°C a 40°C (HJELJORD et al, 2001). S&o sensiveis a
temperaturas acima de 40°C e pHs basicos (MELO, 1996) e presenca de ions
metalicos em alta concentragdo. (KUCUK et al., 2008).

Andlises genbmicas ja demonstraram a capacidade dogénero em
antagonizar, parasistar e matar fungos fitopatogénicos, sendo estes
estudosimportantes para uma melhor compreensao das interagcdes deste género
com outros organismos oportunistas, tais como animais e plantas (DRUZHININA et
al, 2011).

O banco de dados virtual GenBank (NCBI) classifica esse género como
pertencente ao Dominio Eucaryota, “Grupo” Fungi/Metazoa, Reino Fungi, Filo

Ascomycota, Subfilo Pezizomycotina, Classe Sordariomycetes, Subclasse
13
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pocreales, “Familia” Hypocreales mitospéricos (ou

Familia Hypocreacea, Género Hypocrea na forma teleomorfica).Essa classificacao é

baseada no Index Fungorum (verwww.indexfungorum.org) que é organizado por

diferentes e renomadas instituicdes, sendo constantemente revisado e atualizado

utilizado como uma fonte de referéncia bastante confiavel.

Através de caracteristicas morfoldgicas, a identificacdo como género tem sido
relativamente facil (KUCUK & KIVANC, 2003), mas o conceito de espécie, tem sido
problematico utilizando os métodos tradicionais (DRUZHININA& KUBICEK, 2005).
Segundo CHET (1987), os isolados que sado micoparasitas e utilizados no controle
biolégico de fitopatbgenos eram geralmente classificados como pertencentes a
espécie Trichoderma harzianum. Entretanto, LOPESet al.,(2012) com a finalidade
de selecionar potenciais candidatos para o controle biolégico comercial contra S.
sclerotiorumdemonstraram em estudo a existéncia de 24 isolados de solo Brasileiro
com potencial antagonista quepertencentiam a 5 espécies diferentes. Geralmente a
identificagcdo de espécies de Trichoderma séo realizadas baseando em técnicas
morfolégicas e moleculares. Porém, estudos demonstraram que ferramentas
individuais ndo sao suficientes para explicar a diversidade desse género (KUBICEK
et al.,, 2003 ;HOYOS - CARVAJAL et al.,2009)bem como sua atuacdo no controle
biol6gico, particularmente entre as espécies de Trichoderma harzianum e
Trichoderma asperellum, sendo necessérias utilizacdo de ferramentas moleculares

e bioquimicas para a taxonomia.

Nos ultimos anos, a crescente preocupacdo da populacdo com o meio
ambiente e saude, bem como a necessidade de desenvolvimento de métodos de
controle mais eficientes, surgiu a busca por novas estratégias de controle de
patdgenos, nesse caso, o controle biol6gico(FRIGHETTO, 2000, HOWELL, 2002;
VERMA et al., 2007;SCHUSTER and SCHMOLL, 2010).

O potencial de Trichoderma para biocontrole foi reconhecido primeiramente
em 1930. Desde entdo, o género tem sido estudado como um antagonista de
fungos
fitopatogénicos,diminuindoosriscosasaldehumanaeaomeioambienteporseremcapaz
esdesubstituirosagroquimicos utilizados. Estes por sua vez, que sao toxicos e
poluentes,causando grandes impactos negativos ao meio ambiente além de

14
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Segundo CHETet al., 1997, controle biolégico é ainda definido como a
utilizacdo de micro-organismos especificos, os quaisinterferem junto a organismos
patogénicos e pragascausadoras de doencas , sendo umaferramenta natural e uma
alternativa ecolégica parasuperar 0os problemas causados por métodos quimicospara
a protecdo de plantas, reduzindo a densidade populacional ou o impacto causado
porumorganismopatogénicoespecifico,tornando-
omenosabundanteoumenosprejudicialdoqueeleseriasemapresenca
doagentedecontrole biolégico (ALABOUVETTE, 2006).Dosmicro-
organismosutilizadoscomoantagonistasparaocontrole
defitopatdgenos,90%correspondemadiferentesisoladosdeTrichoderma
spp.(BENITEZet al.,2004).

Asespéciesdessegénero,comoTrichodermaharzianum,
Trichodermaasperellum e Trichodermaghanense,
utilizamgrandevariedadedecompostoscomofontedecarbonoenitrogénio,sendoresisten
tesainibidoresproduzidosporoutrosmicro-organismosetolerantesadiferentestiposde
fungicidas(KULLNINGet al.,2000).

TrabalhosdeTrichoderma spp.atuandonocontrolebiolégicodeS.sclerotiorumtem
sidodescritosnaliteraturademonstrandoacapacidadedeinibicdodocrescimentodesS.
sclerotiorumatravésdaproducdodeenzimashidroliticas,penetracdo emicoparasistismo
(ABDULLAHEet al.,2008).

A composicdo da parede celular do patégeno é uma caracteristica
importante na inducdo da producdo dessas enzimas, como quitinasesef-1,3-
glucanases(HARANet al.,1996), sendoseusgenes jabemcaracterizados(KUBICEKet
al.,2001).Entretanto,acaracterizacdodeproteinasproduzidas
porfungosdestegéneroenvolvidasnasviasdeproducdodeantibiéticosenosmecanismos

deinducaodedefesaemplantasaindaséao relativamentepoucoestudadas.

O papel de cada enzima do complexo enzimatico de espécies de Trichoderma
possui modo de acédo diferenciado. Enzimas com diferentesmodos de acdo parecem
ser requeridas para o0 maximo efeito antifingico em diferentes patégenos (VITERBO
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eracdo de peptideos com atividade de antibidticos.

A acdo sinérgica entre enzimas hidroliticas e metabdlitos secundéarios confere ao
micoparasita um nivel de antagonismo maior do que quando estes dois mecanismos
agem separadamente (BENITEZ et al., 2004).

O fungo Trichoderma spp. pode atuar através de diversos mecanismos de
acao. Dentre os efeitos estdo competicdo, predacéo, parasitismo, producédo de
metabdlitos que inibem o crescimento do fitopatbgeno além de todos os aspectos
que produzem mudancas morfolégicas e bioquimicas na planta hospedeira tais
como tolerancia ao stress, solubilizagdo ou sequestro de nutrientes inorganicos e
inducdo de resisténcia a doencas causadas por fitopatégenos (VITERBO et al.,
2002). Apesar dos diferentes mecanismos de defesa, todos podem ocorrer ao

mesmo tempo.

A habilidade do género Trichoderma em controlar fungos de solo varia, sendo
possivelmelhoraraatuacdodessesagentespelaselecdodeisoladoscommaiorpotenciald
eantagonismo(ETHURet al.,2008).

LOPESet al.,(2012), verificou correlacdo positiva entre a producdo de
metabolitos volateis e potencial de antagonismo contra S. sclerotiorumem estudos
realizados comisolados do género Trichoderma, demonstrando que isolados que
possuem eficiéncia no antagonismotambém sao 6timos produtores de metabdlitos

volateis.

Com oelevado potencialpara utilizacéo
comoagentesdecontrolebiol6gicodedoencasdeplantas,trabalhoscomogéneroTrichode
rma spp.,quevisemoisolamento,
caracterizacadodasproteinassecretadaseselecdodeisoladoscompotencialparautilizaca
oemprogramasdecontrolebiol6gicoaoataquedepatdgenos,devemserestimuladospoise
xistempoucosrelatosacercadainteragdoentre Trichodermaspp,plantaepatégenoemniv

elde expressdodeproteinas.
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Figura 1. Placa contendo o fungo Trichoderma asperellum TR356 crescido em meio de cultura MYG.

1.2.Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotiniasclerotiorum(Lib.) de Baryé um um fungo patégeno responsavel
pela diminui¢cdo da producéo agricola no Brasil, como culturas de morangos, feijao e
tomates. Este fungo € conhecido como mofo branco, em funcdo dos sintomas
causados na planta e por apresentar estrutura morfolégica de aspecto cotonoso com
estruturas de resisténcia agregadas as hifas (esclerddios).As plantas infectadas por
este patdgeno apresentam les6es em sua estrutura anatdmica e morfolégica e o
fungo ataca toda parte aérea da planta, principalmente no inicio da floragdo ouapos
a polinizacdo das flores.Nos oOrgdos infectados s&o encontradas lesdes
encharcadas, de coloracdo parda e consisténcia mole, com micélio branco de
aspecto cotonoso, cobrindo os tecidos da planta. Com o progresso da doenca, as
folhas e caules infectados tornam-se marrons e permanecem eretos mesmo com a

morte da planta.

O controle deste fungo é dificultado pela formacao dos esclerédios (estruturas
negras e compactas), que sao estruturas de resisténcia e podem sobreviver varios
anos na auséncia do hospedeiro, sendo elementos chaves para o inicio da doenca,
uma vez que provocam ocrescimento do apotécio que sdoa principal fonte do
in6culo inicial (ascosporos) infectando plantasapds floracdo (ADAMS& AYERS,
1979; PURDY, 1979; SUN & YANG, 2000).
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dicado para o controle deste fitopatégeno, porém,

apresentam uma eficacia duvidosa por ndo possuirem capacidade de controlar a
doenca em periodos de alta infestacdo (VIEIRAet al., 2001) além de causarem
prejuizos a saude humana e ao meio ambiente, sendo, uma alternativa para o
manejo da doenga a agdo de antagonistas que parasitam esclerddios e apotécios. A
degradacdo dos esclerddios por antagonistas de fungos e bactérias do solo € uma
das maneiras mais eficazes de diminuir o banco de esclerédios deS. sclerotiorum no
solo (FERRAZet al.,2003), ndo se tendo verificado eficiéncia de fungicidas
comumente utilizados no controle desta praga (BOLTON et al., 2005; LEITE, 2006).

Muitas espécies antagonicas foram descritas como eficazes no controle de S.
sclerotiorum. Dentre as espécies antagodnicas relatadas o género Trichoderma
spp.sao amplamente estudados no biocontrole.

Entre muitos relatos de antagonistas contra S. sclerotiorum, o género
Trichoderma apresenta varias espécies amplamente estudados no biocontrole de
fitopatdbgenos (MENEZESet al.,2007). Em geral, acredita-se que a maior frequéncia
de espécies como T. harzianum e T. asperellum correlaciona negativamente com
viabilidade de esclerédios de S. sclerotiorum em solos (FERRAZet al., 2011). Os
esclerddios consistem basicamente em uma casca de melanina e uma parte interna
constituida por hidrocarbonetos, principalmente 3 -1,3- glucanas e proteinas (LE
TOURNEAU, 1979).3 -1,3- glucanases, quitinases e proteases sado as enzimas
largamentes estudadas capazes de degradar a parede celular do patégeno por
Trichoderma. Assim, espera-se que 0s antagonistas através doaumento da secrecéo
de enzimas extracelulares, tais como quitinase, 3 - 1,3- glucanases e proteases
sejam responsaveis , por sua vez, pelo declinio mais acentuado dos esclerédios
deS. sclerotiorumno solo (WOOet al .,2006).

Estudos recentes demonstraram que N-acetil-glucosaminidases (NAGases),
enzimas que participam do sistema quitinolitico, também s&o essenciais nos
processos de micoparasitismo contra o mofo branco (GERALDINE et al.,2013),
salientando a importancia dos estudos destas enzimas como marcadores
bioquimicos sobre a busca de novos isolados de Trichoderma spp.potencialmente

eficazes no controle de S. sclerotiorum.
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Figura 2.Placa contendo o fungo Sclerotinia sclerotiorum crescido em meio de cultura MYG.

1.3. Protedmica de Fungos Filamentosos

Os estudos das proteinas e dos genes das principais classes de enzimas
envolvidas no micoparasitismo, ou mesmo genes de proteinas envolvidas nas vias
de sinalizacdo celular e de metabdlitos secundarios permitiram um maior
conhecimento sobre as espécies de biocontrole (MASSART & JIJAKLI, 2007).
Andlises mais abrangentes como a protedmica, tém sido utilizadas entre diferentes
espécies de Trichoderma, porém para quase todas ainda ndo existeum genoma
completo disponivel para uma melhor interpretacdo dos resultados. Em sua grande
maioria, tais técnicas, utilizam diferentes condi¢cdes de crescimento para mostrar o
arsenal genético destes fungos ao invés de estudar eventos individuais durante o
micoparasitismo (CARPENTER et al., 2005; LIU & YANG, 2005; VIZCAINO et al.,
2006; VIZCAINO et al., 2007; SCHERM et al., 2008). As proteinas geralmente sio
estudadas em uma escala global através da combinacdo sinérgica de tecnologias
com bons resultados, incluindo eletroforese em gel de poliacrilamida uni e
bidimensional (separacdo das proteinas por ponto isoelétrico e posteriormente, por
massa molecular), espectrometria de massas, cromatografia liquida multidimensional
e técnicas de bioinforméatica (CRAVATT et al.,2007; PARDANANI et al., 2002).

A eletroforese é um método de separacado e identificacdo de proteinas na

proteébmica, pois possibilita a visualizacdo de um grande numero de proteinas
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al.,2002). No entanto, a técnica apresenta ainda algumas limitacdes como
reprodutibilidade e boa resolugéo de proteinas.

Existem métodos de analise protebmica mais sensiveis que a técnica de
eletroforese , metodologias baseadas na separagédo de peptideos por cromatografia
liquida em nanocolunas de alta eficiéncia ligadas diretamente ao espectrometro de
massas (DELAHUNT e YATES, 2005). Esta metodologia reduz o consumo de
solventes, reagentes e material a ser analisado, melhorando o desempenho nas

analises de amostras, nesse caso, de proteinas.

Aprotedbmica, ainda, édefinidacomoaanalisedoproteoma,quesao as proteinas
e suas isoformas expressasporum organismo em determinadas condigdes,
permitindoquantificareidentificaronimerodeproteinasqueinfluenciamdiretamenteabio
quimicacelular,eproverumaanalisedoestadocelularoumudangasqueocorremduranteo
crescimento, desenvolvimentoourespostaafatoresambientais. Mostra-
secomoumatecnologiautilno
estudodesistemasbiolégicosdindmicosecomplexos(MENDONZA,2009), fornecendo
informacbes mais completas relacionadas a vias de sinalizagcdo, conjunto de
proteinas reguladoras, modificacbes poOs-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 (ROCHA et. al., 2005).

As estratégiasprote6micastemsido usadas comoumaferramenta bastante
importantesnos estudosdopadraode expressaodeproteinas
sobdiferentescondigcbesdecrescimentoeinteragcaoentreTrichoderma
spp.efungosfitopatogénicos(GRINYERet  al.,2005;MARRAet al.,2006).GRINYER
(2004b) separou e identificou proteinas envolvidas no controle bioldgicoa partir de
uma cepa de T. harzianum, no qual foi analisado o sub-proteomacom o objetivo de
mapear as proteinas da mitocéndria deste isolado, conseguindo uma eficiente
extracdo das proteinas contidas na mitocéndria e a posterior separacdo por gel
bidimensional(2 DE). Foram extraidas 196 bandas dos géis, sendo obtidas 31 spots
com identificagcOes positivas.
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prteoma intracelular do fungo através de umtrabalho cujo o objetivo era separar o
maximo possivel de proteinas do micélio de um isolado de T. harzianum para a
construcdo de um mapa protéico de referéncia. Foram usados em paralelo dois
métodos para a identificacdo de proteinas (MALDI-TOF e LC-MS/MS) ocasionado
pelafalta de um genoma publicado de T. harzianum e escassez de informacdes
disponiveis nas bases de dados.

O proteoma é dindmico e podem ocorrer modificagbes pods-traducionais de
acordo com estimulos internos ou externos, sendo reflexo das condi¢cbes em que o
organismo ou célula se encontram no momento (PANDEY & MANN, 2000;
BHADAURIA et al.,, 2007).A pesquisa em protebmica de fungos filamentosos
restringe-se devido as dificuldades associadas a eficiente extracdo de proteinas e a
falta de sequéncias gendomicas dos fungos nas bases de dados.Portanto, 0s
avancgos nas técnicas de eletroforese e espectrometria de massas, acoplado com
um aumento de proteinas nos bancos de dados permitram aumentar o
conhecimento sobre a expressao diferencial de proteinas de fungos com relevancia

biotecnoldgica em relagéo as variaveis ambientais (CARBERRY et al.,2007.

1.4. Secretoma de Fungos Filamentosos

O secretoma é considerado o conjunto de enzimas e demais proteinas
secretadas por um determinado tipo celular ou por um conjunto de células, assim
como a maquinaria responsavel pela secre¢cdo destas proteinas (TJALSMA et al
2000), considerado como uma fragdo do proteoma total, ou seja, um sub-

proteoma.

Sabendo que os fungos filamentosos, como Trichoderma spp, secretam
proteinas que sdo importantes para a nutricio dos mesmos foram realizados
estudos que permitiram um maior conhecimento acerca desse arsenal protéico.
YANGet al., (2009)avaliou o secretoma de T. harzianum quando crescido na
presenca de parede celular de Botrytis cinerea. Atividades enziméticas evidenciaram
a secrecdo de algumas proteinas que degradam parede celular como quitinases, [3-

1,3(6)-glucanases, proteases. Dos géis obtidos a partir do estudo, 100 bandas foram
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LC-MS/MS e 3 proteinas foram identificadas (I-

aminoacido oxidase, endoquitinase, endoquitinase), sendo todas elas de espécies

de Trichoderma (T. harzianum, T. hamatum e T. harzianum, respectivamente).

Experimentos demonstraram através de andlises proteémicas diferencas no
perfil protéico das proteinas extracelulares secretadas quando crescidas em
diferentes condic¢des.

O secretoma tem sido abordado por pesquisadores do mundo inteiro,
SAYKHEDKARet al.,(2012), analisaram diferencialmente proteinas secretadas por
Aspergillus nidulans utilizando para crescimento pé de palha de sorgo em um
periodo de 1, 2, 3, 5, 7 e 14 dias em 1% de glicose em culturas cultivadas, onde
foram identificados um total de 294 proteinas incluindo celulases,hemicelulases,
pectinases,esterases,hidrocarbonetos, quitinases e muitas proteinas de funcao
desconhecida.Outro estudo realizado com Aspergillus flavus utilizando diferentes
fontes de carbono para crescimento (glicose,batata dextrose e rutina) demonstraram
proteinas secretadas diferencialmente expressas, achando proteinas comuns aos
trés meios, duas Unicas para o meio batata dextrose (BDA), 10 pra o meio contendo
apenas glicose e 18 proteinas s6 para a degradacédo de rutina (MEDINA et al.,2004).

As técnicas de eletroforesesdo importantes justamente por demonstrarem as
mudangas que ocorrem na secrec¢do de proteinas como consequéncia de cultivos
sob diferentes condi¢cdes. Como observado por Medina (2004), diferentes substratos

exercem influéncia sobre a secrecéo de proteinas.

Muitas proteinas secretadas merecem atencdo pelo seu potencial na
utilizacdo industrial, estimulando pesquisas na area de genética e mecanismo de
secrecdo de enzimas. As analises de secretoma de fungos filamentosos séo
indispensaveis para conhecera identidade e fungdo do arsenal de proteinas
extracelulares que participam da degradacdo dos compostos de parede celular dos
patdgenos, visando uma aplicacdo biotecnoldgica (BOUWS et al.,2008).
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Figura 3. Exemplos de mapas de Trichoderma asperellum (A) e Trichoderma harzianum (B) contra
parede celular de Sclerotinia sclerotiorum utilizados para se observar a variedade de proteinas
secretadasatravés de técnicas de gel bidimensional (RODRIGUES, A.R).

1.5.Espectrometria de Massas (MS)

A espetrometria de massas (MS) é uma técnica utilizada para anélise,
quantitativa e qualitativa,caracterizacdo de peptideos, proteinas e proteomas. Em
particular, a cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro de massa (LC / MS /
MS) fornece uma combinacéo potente de ferramentas para a analise de proteinas
complexas ou proteoma de moléculas de diversas massas moleculares
(BLACKBURN et al. 2010). E uma ferramente analitica muito valiosapela
possibilidade de determinar a massa molecular e quantificar biomoléculas, tais
como proteinas, carboidratos, lipideos e oligonucleotideos, além de fragmenta-las

de forma a elucidar sua estrutura e confirmar sua identificagéo.

O potencial de aplicacdo da MS em estudos bioldgicos tem sido bastante
estendido em razdo dos impressionantes avan¢os observados nos ultimos
anosnas areas de gendmica, transcriptdmica, metabolémica, protedmica, etc.
(HOFFMANN &STROOTBART, 2007; FENG et al., 2008).

Atualmente a MS é a técnica escolhida para identificacdo, de proteinas e
estudos de modificagdes pos -traducionais em diferentes condi¢fes. Para andlise
por MS, as amostras podem ser inseridas diretamente noespectrometro de
massas, ou 0 equipamento pode ser acoplado a uma técnica deseparacéo,
podendo ser em fase gasosa, liquida ou eletroforese capilar.
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geracdo de ion por um método de ionizacdo

aprlopriado. Em seguida, os ions sdo separados por meio de sua relacdo
massa—carga (m/z) em um analisador de massas e detectados qualitativamente e
ou quantitativamente por meio de um detector de ions. A magnitude do sinal
elétrico em funcdo da razdom/z é convertida por um processador de dados, o qual
gera o espectro de massascorrespondente (GROSS, 2004).

Para que as proteinas sejam analisadas, deve haver o tratamento
necessario, remocdo de contaminantes, digestdo das proteinas a peptideos
(tripsinizacdo). As proteinas sdo comparadas através das massas moleculares
reais dos resultados obtidos no equipamento com massas tedricas,contrastadas

com um banco de dados.

Através de técnicas de extracdo e separacao de proteinas, combinadas com
0 avanco em espectrometria de massas (MS), foi permitido aumentar o
conhecimento sobre a expresséo diferencial de proteinas em fungos com potencial

biotecnoldgico.

Atualmente, os avan¢os em espectrometria de massas permitem um melhor
estudo acerca das proteinas e/ou centenas de proteinas presentes em uma
mistura complexa. Neste contexto, a espectrometria de massas € analitica,
identificando a composi¢do quimica de um composto ou amostra (SPARKMAN,
2000), atraves da fragmentacdo de uma proteina em particulas carregadas (ions) e
medi¢cBes de carga e massas das particulas resultantes. Os avangos nas técnicas
de espectrometria de massas, hoje, permitem relativamente facil identificacdo de
proteinas, particularmente para 0s organismos com genomas sequenciados
(QUIRINO et al., 2010).

Sabendo da importancia dos fungos filamentosos no controle bioldgico,
estudos estruturalecomparativo estao em andamentovisando
ummelhorentendimentodasinteracfesdeespéciesde
Trichodermaefungoshospedeiros,bemcomooentendimentodainteracdodeespéciesde
Trichoderma/plantahospedeira/fitopatdgeno(GRINYERet al.,2005).
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2.1. Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi desenvolver novas estratégias de estudos que
possibilitem a deteccdo e identificacdo de proteinas secretadas por Trichoderma
asperellum (TR356) e Sclerotinia sclerotiorum quando crescidos em diferentes
condicodes.

2.2. Objetivos especificos

e Comparar perfis eletroforéticos provenientes dos secretomas das diferentes

indugdesrealizadas;

e Sequenciar peptideos realizando a identificacdo das proteinas secretadas

das diferentes indug¢des utilizando técnicas de espectrometria de massas.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Manutencaodosisolados

ForamutilizadosisoladosdeTrichodermaasperellum(TR356),eSclerotiniascleroti
orumpertencentesacolecdodaEmbrapaArroze
Feijao(CNPAF).OsfungosforammantidoscomrepiquesperiodicosemmeioMY G[0,5%(p/
v)deextratodemalte,0,25%(p/v)deextratodelevedura,1%(p/v)deglicosee2%(p/v)dedga
rleestocadosa4°C.

3.2. Producéo de parede celular de S. sclerotiorum

Para a producédo de parede celular, discos de meio MYG, + 4 mm, contendo
micélio de S. sclerotiorum foram inoculados em frascos de 1L 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]. Os frascos foram incubados a temperatura de 28 °C a
25
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aubclavado, congelado a - 20 °C e liofilizado. Ao término da liofilizagdo, os micélios
foram macerados. Foi adicionado dgua destilada ao p6 obtido, e as misturas foram
agitadas e centrifugadas a 12000 g por 15 minutos, processo repetido até ndo haver
mais quantidade de proteinas.

3.3.Inducgéo por discos de meio de cultura

Discos de meio MYG, = 4 mm, contendoS. sclerotiorumforam
inoculadosemfrascosde250mLcontendo150mLdemeioTLE[Bactopetonal,Ogl
1 uréia0,3gI, KH2P042,0gIL NH4)2S041,491"1, MgS04.7H200,3gI"

1,CaCI2.2H200,ZgI'1,2% (v/v)desolucaodeelementostragos,pH5,0].
Osfrascosforamincubadosemagitadorrotatérioa28°Cevelocidadede180rpm  por 4
dias. ApoOs esse periodo foram inoculados 5 discos, + 4 mm, de T. asperellum no
meio contendo micélio de S. sclerotiorum. Foram adicionados discos contendo S.
sclerotiorum nos periodos de 0, 24, 48, 72,96 e 120 horas apos a introducédo de T.
asperellumno inéculo (T+Ss).

Apdés a escolha do melhor tempo de inducdo (72h) e intencionando a
comparacao do indculo contendo os isolados de T. asperellum e S. sclerotiorum,
foram realizados in6culos contendo os organismos separadamente. Para S.
sclerotiorum, discos de meio MYG, + 4 mm,foram
inoculadosemfrascosde250mLcontendo150mLdemeioTLE.
Osfrascosforamincubadosemagitadorrotatérioa28°Cevelocidadede180rpm em dois
tempos, 4 dias (Ss4d) e 7 dias (4 dias + 72h) (Ss72h). Para T. asperellum, discos de
, £ 4 mm, foram inoculadosemfrascosde250mLcontendo150mLdemeioTLE.
Osfrascosforamincubadosemagitadorrotatérioa28°Cevelocidadede180rpm por 72h
(T72h). Também foram inoculados discos de meio MYG , £ 4 mm, de T. asperellum
em 0,5% de parede celular de S. sclerotiorum
emfrascosde250mLcontendo150mLdemeioTLE (T+P(Ss)).
Osfrascosforamincubadosemagitadorrotatérioa28°Cevelocidadede180rpm por 72h.
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filtracAo a vacuo, estes foram dialisados, centrifugados e congelados sendo
utilizados posteriormente para andlises de proteinas secretadas. Foram feitas duas
réplicas técnicas e duas réplicas bioldgicas de todas as inducgdes realizadas.

3.4.Dosagemdeproteinastotais

AconcentracdodeproteinasfoideterminadaatravésdométododescritoporBRADF
ORD (1976). Adicionou-
sel00uLdeamostraelmLdereagentedeBradfordincubadoatemperaturaambienteporl5
minutos.Aleiturafoifeitanoespectrofotbmetroa595nm.As quantificacbes de proteinas
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e submetidas ao teste de
comparacdo de média Tukey (o = 0,05) realizados no software SISVAR v.5.3
(FERREIRA, 2011).

3.5. Preparo das amostras para construcao dos mapas protedmicos em gel de
poliacrilamida (1D).

A partir dos sobrenadantes das indugfes realizadas, 40ug de proteinas de
cada amostra foram liofilizadas, dialisadas e precipitadas em TCA/Acetona para a
eletroforese em gel de poliacrilamida unidimensional (1D) na presenca de SDS
(SDS-PAGE), utilizando a metodologia descrita por LAEMMLI (1970).A corrida
ocorreu por um periodo de 3 horas a 110v. Ap6s o término, o gel foi corado com
Comassie Blue para a visualizagcdo das bandas e possivel analise do perfil protéico.

O perfil foi determinado levando em consideragao apenas a massa molecular.

3.6. Preparo das amostras de geéis unidimensionais para analise por
espectrometria de massas.

Para analise por espectrometria de massas, bandas foram excisadas dos géis
unidimensionais. Estas bandas foram tratadas segundo SHEVCHENKO et al., (1996;
2007) com algumas modificacdes. As bandas retiradas dos géis foram colocadas em

tubos de 0,5 mL. Em seguida, 200 ul de uma solucéo de bicarbonato de amoénio 25
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minutos e o sobrenadante descartado, procedimento realizado até os pedacos de
géis ficarem totalmente transparentes. Apds o descarte da solucdo de ambnia e
acetonitrila, 100 ul 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.

Foram adicionados 40 ul de uma solugédo 10 mM de DTT em bicarbonato de
aménio 25 mM pH 8,0 as amostras e as mesmas foram incubadas a 56 °C por 60
minutos. ApoOs descartar o sobrenadante, 40 ul de lodoacetamida 55 mM em
bicarbonato de aménio 25 mM pH 8,0 foram acrescentados as amostras, estas que
foram incubadas a temperatura ambiente ao abrigo da luz. O sobrenadante foi
retirado e 100 ul de tampéo bicarbonato de amonio 25 mM pH 8,0 foram adicionados
a cada amostra e agitado em vértex por 10 minutos. ApGs retirar 0 sobrenadante,
100 pl de bicarbonato de aménio 25 mM pH 8,0 em acetonitrila 50% (v/v) foram
adicionados e as amostras agitadas por 10 minutos em vértex. O sobrenadante foi

descartado e as amostras foram completamente secas em uma Speed-Vaccum.

Foram adicionados as amostras, 15 ul de uma solucéo de tripsina Gold-Mass
V582A (Promega) 10ng/ul em tampéo bicarbonato de amonio 25 mM pH 8,0 no gelo.
Apés 15 minutos, 40 ul de tampéo bicarbonato de aménio 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 ul de &cido 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 novamente. As

amostras foramsecadas totalmente em uma Speed-vaccum.

As amostras foram ressuspendidas em 20 ul de 4gua miliQ e 3 pl foram
transferidos para tubos novos de 0,5 mL contendo 9 ul de matriz [5 mg de acido o-4-
ciano-hidroxicinamico em 500 pl 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 (Bruker Daltonics).

28


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary

- use period has ended.
Thank you for using

t CO m p I ete PDF Complete.

CI)'ck Here to upgr:

Unlimited Pages a

3.6.1.Espectrometria de Massa por lonizacdo e Dessorcao a Laser Assistida por Matriz
(MALDI-TOF)

As analises das amostraspor espectrometria de massas foram realizadas em
MALDI-TOF-TOF (UltraFlex Ill, Bruker Daltonics, Bremen, Germany) controlado pelo
software FlexControl 3.0 (Bruker Daltonics). Nesta etapa obteve-se os espectros de
massas dos peptideos para identificacdo das proteinas e sequéncia de aminoacidos
através do Protein Blast, sendo as sequéncias obtidas através do Flex Analysis. O
modo de detecgao utilizado foi refletido, positivo e a faixa de detec¢do de 700 — 4500
m/z com 200 tiros. As bandas dos géis tripsinizadasforam misturadas com uma
solugcdo de matriz acido a-ciano-4-hidroxicindmico, concentracdo delOmg/mL, em
uma razéo 1:3 em uma placa MTP AnchorChip 400/384 macica (Bruker Daltonics), e

secadas a temperatura ambiente.

Os espectros de MS/MS foram obtidos através da fragmentacdo via LIFT
apos analise dos espectros de MS obtidos e selecdo de ions precursores para
fragmentacdo. Estas etapas foram realizadas no Laboratério de Espectrometria de
Massas, CENARGEN/EMBRAPA, em Brasilia, DF.
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4.1. Quantificacdo de proteinas secretadas das diferentes inducdes de T.
asperellum TR356 e S. sclerotiorum

A partir da cinética de crescimento realizada com os in6culos contendo T.
asperellum (TR356) e S. sclerotiorum, foi possivel observar que os tempos iniciais
(0, 24 e 48 h) apresentaram concentracoes semelhantes entre si e inferiores ao
tempo de 72h. Apés esse periodo, observou-se um decréscimo na concentracao de
proteinas no tempo de 96h, igualando as concentra¢cdes de proteinas iniciais,
seguido de um aumento na concentracado no periodo de 120h que igualou ao valor
encontrado no tempo de 72h (Tabela 1).

Tabela 1. Quantificacao de proteinas das indu¢descontendo T. asperellumTR356 e S. sclerotiorum
crescidas em diferentes periodos em meio TLE sem glicose.Os resultados foram comparados por
ANOVA e o teste Tukey (0=0,05) foi utilizado para os distinguirem.

Tempo Proteinas (ug/mL)*
Oh 6,08 * 0,55 b
24h 6,57 * 0,42 b
48h 6,86 * 0,28 b
72h 16,18 * 0,14 a
96h 8,04 * 0,55 b
120h 14,51 * 0,83 a

*Letras similares representam a mesma performance.

Durante as quantificagBes de proteinas, foi observado que os periodos de 72
e 120 horas de indugédo eram considerados potenciais para a realizagdo dos testes
de proteinas secretadas por T. asperellum TR356 em meio TLE sem glicose contra

S. sclerotiorum.
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R356 e S. sclerotiorum.

O perfil das proteinas secretadas nas indugfes de T+Ss que foram realizadas
para determinacdo do tempo a ser utilizado como padrdo para as analisesforam
expressos diferencialmente, o que pode ser observado no SDS-PAGE corado com
nitrato de prata, porém analisando as bandas apresentadas, podemos verificar que
as massas moleculares sdo semelhantes aumentando a quantidade de bandas
visualizadas a partir de 48 h de crescimento. Pode-se verificar que bandas
inicialmente expressas em 0 h, provenientes do crescimento micelial somente de

Ss4dpraticamente ndo séo visualizadas no periodo de 24 h. (Figura 4).

0 24 48 72 96 120

MW, kDa
116.0

65.2

450

450

- 200

184
14.4

Figura 4. Perfil proteico de induc@ode T. asperellumTR356 e S. sclerotiorum em diferentes periodos
em meio TLE. SDS PAGE 10%.

Depois de escolhido o periodo de 72 h como o periodo a ser estudado por
apresentar uma das maiores concentracbes de proteinas e ser um tempo

relativamente curto, foram coletadas aliquotas das indugBesT72h, T+Ss, Ss4d,
31
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As amostras foram aplicadas em um gel unidimensionalpara verificacdo do perfil
protéico. (Figura 5).

T T+5s Ss Ss T+P (Ss)
72h 72h 4d 72 h 72 h
MW, kDa
[r— 116.0
— Bo 2
— 450
— 25.0
. 1494
— 144

Figura 5. Perfil proteico das indu¢gbes em meio TLEem diferentes condi¢cdes. SDS PAGE 10%. T72h —
Inducédo de T. asperellum crescido por 72 h em meio TLE (cinza), T+Ss- Inducéo de T. asperellum
inoculado com S. sclerotiorum crescido por 72 horas em meio TLE(azul), Ss4d — Inducéo de S.
sclerotiorum crescido em meio TLE por 4 dias (verde), Ss72h- Inducéo de S. sclerotiorum crescido
em meio TLE por 7 dias (4 dias + 72 h) (laranja) e T+P(Ss)- Inducéo de T. asperellum induzidos com
parede celular de S. sclerotiorum crescidos por 72 h em meio TLE (vermelho).

Algumas diferencas puderam ser observadas nos perfis protéicos
apresentados nas indu¢cbesT72h , T+Ss, Ss4d, Ss72h e T+P(Ss). Todas as bandas
gue puderam ser visualizadas foram excisadas e enumeradas em ordem crescente

de acordo com sua visualizagao (Figura 5).

Ainducdo T72h apresentou proteinas correspondentes as diferentes massas
moleculares entre 66 €20 kDa.Um perfil semelhante foi observado na indugéo de
T+Ss, sugerindo a possibilidade de algumas proteinas pertencerem ao T. asperellum
TR356, como € o caso das proteinas de 35 kDa. Os sobrenadantes das inducdes
Ss4d e Ss72h foram visualmente semelhantes, enquanto a indugcdo T+P(Ss)

apresentou um perfil bem diferenciado em relagéo as outras indugdes.
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4.3. Espectrometria de Massas (MS)

Apdés a excisdo das bandasdo gel, foi realizada a tripsinizacdo, que é a
digestdo das proteinas a peptideos. Todas as bandas enumeradas no gel foram
analisadas por MS (Anexol). Apenasas amostras correspondentes as bandas T72h
—2,T+Ss—1e T+Ss - 2 foram identificadas.

Nos espectros obtidos no MS de T72h-2 (Figura 6), os ions mais
proeminentes possuem m/z 1580.0[M+H"], 1461.8 [M+H"], 1069.6 [M+H"] e 1364.7
[M+H"], sendo utilizado o ion de m/z 1580.0 [M+H'] e 2033.1 0 [M+H"] (Anexo 2),
para analise por MS/MS.

Os espectros obtidos da inducdo T+Ss-1 (Figura 7) demonstraram ions com
maiores intensidades emm/z 1174.6 [M+H"], 1508.7 [M+H'] e 957.4 [M+H"], sendo
utilizado o ion de m/z 1508.7 para analise por MS/MS.

Nos espectros obtidos das bandas T+Ss-2 (Figura 8) , a analise permitiu
identificar alguns ions evidentes com m/z na faixa de 1500. Apesar disso, apenas o
fon com m/z 2393.2 [M+H"] foi passivel de interpretacéo.
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Figura 6. Espectro de massa por MALDI/TOF da banda T72h-2.
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ctros gerados a partir das bandas que possuiam as

=

mesmas massas moleculares, observadas no gel, das condi¢des
analisadasdemonstraram que as amostras de T72hou T+P(Ss) sdo mais parecidas
com as indugdes de T+Ss, do que com as Ss4d ou Ss72h, estas que sao mais
parecidas entre si (Figura 9). Estes espectros podem nos sugerir que os peptideos
sobrepostos sejam 0s mesmos, porém, para a confirmagdo precisa desses
resultados, faz-se necesséria a fragmentacdo e sequenciamento dos mesmos para
validag&o. Vale ressaltar que os erros no MALDI sdo de aproximadamente 0.1 Da.
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Figura 9. Sobreposicdes dos espectros de massa por MALDI/TOF de bandas excisadas de massas moleculares préximas em diferentes inducdes. A - T+Ss-
4,B - T72h-4,C - Ss72h-3, D - Ss4d-2,E - T+P(Ss)-3.
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identificadas por MS/MS. As demais bandas ainda nao foram sequenciadas devido a
problemas técnicos e amostrais, impossibilitando a identificagdo de proteinas por
MS/MS.

O jfon de m/z 1580.2 [M+H'] proveniente de T72h-2 (Figura 6) apds
fragmentacdo foi sequenciado (Figura 10). A sequéncia obtida apd6s comparacéo
com bancos de dados sugere a uma [-1,3-glucanosiltransferaseproveniente de
isolado de T. viride, porém ainda ndo descritos em T. asperellum.

A sequéncia encontrada do espectro de m/z 2033.1 [M+H"] proveniente de
T72h-2 (Anexo 2) quando comparada aos bancos de dados é semelhante a o-1,2-
D-mannosidase (Figura 13) extraida de T. viride.

O ion de m/z 1508.7 [M+H'] proveniente de T+Ss-1 (Figura 7) apés
fragmentacdo foi sequenciado (Figura 11). A sequéncia obtida apés comparacéo
com bancos de dados sugere uma proteina hipotética proveniente de S.

Sclerotiorum.

O jon de m/z 2393.8 [M+H'] proveniente de T+Ss-2 (Figura 8) apods
fragmentacdo foi sequenciado (Figura 12). A sequéncia obtida apés comparacéo
com bancos de dados sugere a uma [-1,3-glucanosiltransferase proveniente de
isolado de T. viride, porém ainda ndo descritos em T. asperellum.

Os resultados das identificacBes das proteinaspodem ser observados na
tabela 2.
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ntificadas. O ndmero de acesso do NCBI foi obtido através do Protein Blast (algoritmo blastp) usando o banco de dados

Jov/Blast.cgi). [M+H+] Observado - ions precursores observados utilizados para fragmentacdo de peptideos .

[M+H+]

Esperado - ions precursores esperados gerados a partir das ferramentas de massa destacando a exatiddo dos peptideos obtidos (http://web.expasy.org/peptide_mass). kDa -

Massas moleculares. Pl - Pontos isoelétricos tedricos observados a partir das sequéncias obtidas no NCBInr. Peptideo sinal de secre¢do obtidos pelo SignalP tool21.

Descricdo (Nome da N° de acesso [M+H"] Observado / Sequéncias evalue (kDa) e PI Condicéo - Proteina
proteina/Espécie) NCBI [M+H'] Esperado q tedrico Banda Secretada
957,46 / 957,46 NFMVYQR 28
Proteina Hipotetica SS1G XP_001598641.1 1174,65/ 1174,65 ALLGTSFGVPGR 0,043 66.45/ 4,73 T+Ss-1 sim
00730 (S. sclerotiorum) 5 00E-
1508,69 / 1508,73 GMQDHIFTGIAYR ’05
Glycoside hydrolase family 72
protein - 3-1,3- 7,00E- : .
glucanosiltransferase (T. EHK19699.1 2393,81 / 2393,23 LLNDAGIYVFSDLGEPSLSINR 13 57,15/ 4,54 T+Ss-2 Sim
virens)
Glycoside hydrolase family 72
y 'protgm Jp1a Y 1580,27 / 1579,91 DIPLLQQLGTNVIR 0,01 _
glucanosiltransferase (T. EHK19699.1 57,15/ 4,54 T72h-2 Sim
virens)
Glycoside hydrolase family 47 7 0OE-
protein - a-1,2-D-mannosidase EHK?21505.1 2033,10 / 2033,05 WVLAADSTIAHLASHPSTR ’10 55,65 / 5,37 T72h -2 Sim

(T. virens)
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Os resultados obtidos demonstraram que estas metodologias sdo bastante
interessantes de serem utilizadas, uma vez que demandam menor quantidade de
material e que estes podem ser analisados através do MS/MS,técnica que permite a
identificagdo da sequéncia de aminoacidos auxiliando na identificacdo de proteinas,
neste caso, dos fungos T. asperellum (TR356) e S. sclerotiorum, ambos com
genoma sequenciado. (http://genome.jgi-psf.org/Trias1l/Triasl.home.htmL)
(http://genome.jgi.doe.gov/Sclscl/Sclscl.home.htmL) (AMSELENet al.,2011).

O fungo T. asperellumTR356foi escolhido devido a sua alta eficiéncia no
controle biolégico em campo contra o fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum,autores
demonstraram que este isolado era grande produtor de enzimas hidroliticas, como
NAGase e [(3-1,3-glucanase, que estdo envolvidas nos processos de degradacao de
parede celular do hospedeiro (GERALDINE, et al 2013).

A capacidade do género Trichoderma como antagonista de fungos
fitopatogénicos ja havia sido relatada por diversos autores contravarios fungos
fitopatbgenos como Rhizoctonia solani(ALMEIDA et al., 2007)Macrophomina
phaseolina, Fusarium sp. (MONTEIRO et al, 2010), Fusarium oxysporum,
Sclerotium rolfsii (VITERBO et al., 2001) e Bipolaris oryzae (ABDEL-FATAH et al.,
2007) sendo portanto, oemprego de micro-organismos antagonicos no controle de
pragas agricolas de grande importancia, representando uma estratégia relevante
para assegurar boas condigbes sanitarias com menores danos ao meio ambiente e &
saude publica (MELO,1998). Assim, espera-se que 0sS antagonistas , através do
aumento da secrecdo de enzimas extracelulares, tais como quitinase, 3 -1 ,3-
glucanases e proteases, sejam responsaveis por uma queda acentuada nos niveis

de indculo de S. sclerotiorum no solo, por exemplo (WOOet al., 2006).

Uma forma de observar a liberacdo dessas enzimas € através do crescimento
de espécies de Trichoderma em meio liquido contendo parede de micélio
autoclavado ou parede celular de fitopatogenos (PEBERDY, 1990; HARAN et al.,
1996). No caso do presente estudo, ambos organismos vivos e com parede celular
de S. sclerotiorum. Com a finalidade de analisar o secretoma,T. asperellumTR356

foicrescido em meio TLE sem glicose na presenca de S. sclerotiorum para avaliar o
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mais realista, em diferentes periodos.

Por ser um repressor catabdlico de varias enzimas hidroliticaspossuindo alta
taxa de degradacédo de proteinas e inibicdo de enzimas alvos, a glicose foi retirada
do meio de cultura uma vez que o objetivo do estudo é analisar justamente o que é
secretado em indugbes deT. asperellum TR356contraS. sclerotiorum com o intuito
de que cada fungo utilize fontes de carbono do préprio organismo vivo.

A concentracdo de proteinas do sobrenadante de cada meio de crescimento
foi determinada e os resultados foram apresentados na Tabela 1.Apds as
inducBesfoi possivel observar que com o decorrer do tempo a quantidade de
proteinas variou (aumentou e diminuiu), sendo que os tempos de 72h e 120h
apresentaram as maiores concentragfes de proteinas (Tabela 1). Com o intuito de
evitar a degradacdo das amostras por estresse em periodos muito longos, a inducéo
de 72 horas foi escolhida, além de ser um tempo razoalvemente mais curto para a
realizacdo dos experimentos. Foram feitas réplicas técnicas e bioldgicas que

apresentaram resultados semelhantes.

Através da eletroforese unidimensional, pode se observar que os perfis
protéicos sdo diferentes para cada tempo e tipo de inducdo (Figuras 4 e 5).Vale
ressaltar que embora neste tipo de corrida, um pool de proteinas com 0 mesmo peso
molecular se apresentem na malha como proteinas semelhantes, ha uma variedade
imensa de proteinas que podem ser identificadas e separadas através das técnicas
de géis uni e bidimensionais ede MS.As diferencas entre os perfis evidencia que a
secrecdo de proteinas de T. asperellum e S. sclerotiorum podem ser diferenciadas

de acordo com as suas condi¢des de crescimento.

Sabe-se que o0s primeirosestudosdeandlisedeproteoma em fungos
filamentosos foram realizado por GRINYERet al.,2004 onde foi analisado o
proteoma intracelular do fungo Trichoderma harzianum, as proteinas foram
separadas e identificadas através das técnicas de eletroforese e MALDI-TOF-TOF
(MS).De acordo comCANTU (2008), os peptideos obtidos também podem ser
separados por meio de técnicasde cromatografia liquida uni- ou multidimensional,

ionizados e transferidos (ESI ou MALDI) para o analisador de massas. ESI aplicada
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enquanto MALDI gera quase que exclusivamente ions monocarregados, sendo este
segundo utilizado no presente trabalho.

KOLKMAN et al (2006) também ja havia utilizado géis unidimensionais onde
as bandas foram tripsinizadas e aplicadas em LC MS/MS objetivando identificar a
expressao diferenciada de proteinas de Saccharomyces cerevisiae em situagdes de

estresse nutricional.

Através de técnicas enzimaticas e protedbmicas, o estudo da resposta do
secretoma em T. asperellumTR356em crescimento contra S. sclerotiorum
incrementa o conhecimento acerca dos mecanismos que regulam a expressao das
proteinas. Com o intuito de analisar como a sintese de proteinas, especificamente,
as enzimas extracelulares estavam relacionadas contra S. sclerotiorum em relacdo a
auséncia de glicose, tempo e perfil eletroforético, foi realizado uma metodologia que

melhor auxiliaria para a analise do secretoma nestas condi¢des.

Andlises por SDS-PAGE mostraram as mudancas que ocorrem na secrecao
de proteinas por T. asperellumTR356quando induzidos com discos de meio cultura
de S. sclerotiorum. MEDINA (2004) ja havia observado a influéncia do substrato
sobre a secrecdo de proteinas em Aspergillus flavus, fato observado no presente
estudo quando comparados as inducdes.

Apds a corrida por SDS-PAGE, foram excisadas as bandas do gel para
realizacdo da andlise através da espectrometria de massas afim de identificar as
proteinas secretadas de cada inducdo.Apés a realizacdo do processo de
tripsinizacao (digestdo in gel), os espectros gerados demonstraram que o perfil de
cada inducéo é diferenciado.Para a determinacdo das proteinas de cada isolado na
inducdo € preciso realizar o sequenciamento desses peptideos. Vale lembrar que
50% da massa molecular total das proteinas secretadas podem corresponder a
carboidratos (IWASHIDA,2002) ocasionados pela glicosilagdo.A glicosilacdo é uma
das principais modificacdes pés-traducionais, que podem afetar uma variedade de
funcdes das enzimas, incluindo secrecéo, estabilidade e enovelamento da proteina e
contribui, ainda, para o aumento de sua resisténcia a ataques proteoliticos

(KUBICEK et al.,1993),proporcionando as proteinas secretadas, estabilidade e
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his. Essa protecdo pode representar uma obstaculo

para as analises por MS, podendo ocorrer uma perda de qualidade no espectro de
massa devido a baixa quantidade de proteinas presentes, tal fato pode ser
observado durante as analises de alguns espectros.

Dentre as proteinas identificadas, pode-se observar a presenca de (-1,3-
glucanosiltransferases que sao um complexo de proteinas localizadosna membrana
plasmatica auxiliando eparticipando nos processo de biogénese e elongacdo da
cadeia de enzimas envolvidas na integracao de parede celular, as -1,3-glucanas,
sendo importantes no crescimento de fungos (HURTADO-GUERRERO et al., 2009).
Estas proteinas ainda ndo foram relacionadas ao micoparasitismo, havendo a
necessidade de uma melhor investigacdo para que seja possivel compreender 0s
mecanismos de resposta de T. asperellum TR356 em uma situacdo de estresse,
como quando induzidas com S. sclerotiorum, além de avaliar a fungcdo dessas e

outras proteinas produzidas.

Proteinas a-1,2-D-mannosidasetambém foram identificadas neste trabalho,
sendo essas proteinas capazes de atuar na degradacdo da parede celular dos
fungos fitopatogénicos. Estas enzimas normalmente estdo envolvidas na retirada de
residuos de manose das glicoproteinas, componentes de parede celular dos fungos.
Esse processo normalmente deixam as proteinas mais suscetiveis a acgao
proteolitica (BARROS et al., 2009) e consequentemente gera maior eficacia na na

degradacgéo dos componentes de parede dos fungos.

Todas as proteinas identificadas compdem classes de proteinas
biologicamente importantes, ocorrendo em indmeros organismos e nesse caso,
podendo estar relacionado a degradagdo da parede celular de fitopatdgenos ou em
processos de amensalismo, onde ocorre a inibicdo do crescimento de outros

organismos.

Mesmo a técnica de gel bidimensional ser considerada como uma das mais
importantes no estudo de proteinas e peptideos secretados, no presente estudo foi
realizado tais andlises a partir de géis unidimensionaispara a obtencdo de espectros
testes, estes que apresentaram varios ions com m/z diferentes, permitindo uma
comparacdo entre as indugcdo. A partir dos genomas ja sequenciados pode-se
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cracteriza(;éo dos secretomas presentes nas indugbes. E importante ressaltar que
apesar das técnicas de espectrometria de massas serem consideradas satisfatérias
na obtencdo de resultados, dependendo da qualidade do material analisado, pode-
se encontrar problematicas nas analises dos mesmos, tal fato observado durante a
realizacdo dos experimentos do presente trabalho. BOUWS et al.,(2008) j& havia
relatado problemas durante a identificacdo de proteinas secretadas em Aspergillus
flavus quequando submetidas as analises por MS/MS n&o puderam ser
identificadas, optando entdo pela utilizacdo da ténica de nanoHPLC (MEDINA
2005).

Foram feitas analises através da estratégia de nanoUHPLC-MS/MS com o
intuito de se obter melhores resolugbes além de facilitar as analises.Porém, apos
varias tentativas, observou-se que a amostra era muito complexa e devido a
guantidade de pigmentagcdo houve uma interferéndia na eficiéncia das colunas,
impedindo uma visualizacdo e identificacdo precisa dos peptideos, sendo esta

estratégia a ser utilizada em outro momento (dados ndo mostrados).

Visando aplicacdo biotecnoldgica, as analises realizadas a partir de géis
unidimensionais auxiliam na rapidez dos processos, uma vez que demandam menos
tempo, quantidade de proteinas (40 ug para gel unidimensional e 600 ug para gel
bidimensional) e material para a confeccdo em relagdo aos géis bidimensionais,
podendo também fornecer informagdes importantes e relevantes para aplicacdo do
T. asperellum TR356 como agente de controle biolégico.O presente trabalho esta
direcionado a validacdo de um método visando a eficiéncia na identificagdo de

proteinas secretadas quando dois organismos vivos sdo inoculados juntos.

As proteinas podem ser identificadas através de softwares de busca para
“localizar” as proteinas nos bancosde dados. Os softwares utilizados neste trabalho
foram Flex Analysis para a obtencdo das sequéncias de amino&cidos e Protein blast
para a identificacdo das mesmas.

E importante ressaltar que o presente estudo aborda os dois organismos
vivos, permitindo analisar a resposta tanto do T. asperellum TR356 quanto do S.

sclerotiorum, uma vez que a maioria dos estudos proteGmicos/secretoma sao
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identificacdo de proteinas secretadas ap6s a indu¢cdo com os dois organismos Vivos,
conferindo maior credibilidade aos estudos a cerca da interacdo entre agente de
controle biolégico e fitopatbgeno em campo, uma vez que existe uma maior
proximidade do real levando em consideracdo as possiveis variacbes que podem
ocorrer na interagdo dos dois micro-organismo, por exemplo, inibicdo de secrecéo
de proteinas.
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Enquanto um namero de publicacdes tém abordado ossecretomas de fungos
induzidos com parede celular de fitopatdgenos, o presente estudo apresenta a
inducdo de dois organismos vivos para a identificagdo das proteinas secretadas.

Sendo fungos do género Trichoderma importantes agentes de controle
biolégico, faz-se necessérios maiores estudos acerca de sua capacidade de atuacao
contra fitopatdgenos.

Através de metodologias mais eficientes de identificacdo de proteinas, o
entendimento acerca das interacdes que ocorrem nos processos de micoparasitismo
podem agregar conhecimento acerca da atuagdo contra micro-organismos

patogénicos, .

Utilizando técnicas de MS, pode-se identificar as proteinas secretadas quando
os dois organismos vivos sdo induzidos juntos e separados, permitindo assim menos

tempo e maior entendimento sobre a interagéo destes organismos.

O trabalho apresenta algo inovadorpor se tratar ndo somente de identificacao

e sim de um método para verificar se é valido a realizacdo das identificacbes de
proteinas nestas condi¢cdes, uma vez que trabalhos anteriores utilizavam a parede
celular do fitopatdbgeno. Na&o foi possivel identificar as proteinas de todas as
indugdes realizadas devido as dificuldades ao se trabalhar com um meio bastante
complexo, desta forma, andlises futuras serdo necessarias para elucidar a interacédo
e funcdo destas proteinas no controle biolégico através do fungo Trichoderma sobre
fitopatdgenos.
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e Sequenciamentodas demais bandas dos espectros obtidos por MS;

e Analises através da estratégia de nanoUHPLC-MS/MS com o intuito de se

obter melhores resolucdes além de facilitar as identificagdes de proteinas.
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ABSTRACT

The genus Trichoderma is represented by non-pathogenic soil fungi that have been studied by act as
biological control agents against fungal pathogens, such as Sclerotinia sclerotiorum, the fungus that
causes white mold,besides that, reduce environment and human health risks by being able to replace
agrochemicals. Proteomic strategies with MS techniques have been important tools in studies of patterns
identification for protein expression in different growth conditions. This work aims to development new
strategies that enable the detection and identification of proteins secreted by Trichoderma asperellum
(TR356) and Sclerotinia sclerotiorumwhen inoculated together and separated. The results obtained by
MALDI / TOF analysis allowed the identification ofa p-1.3--glucanosiltransferase and o-1.2-D-
mannosidase, demonstrating the possibility of proteins identification for better comprehension about
interaction between these organisms. It was therefore possible to identify the proteins through strategies
used, but further analysis are required in order to elucidate the function and interaction of proteins
secreted by the fungus Trichoderma asperellum TR356 against S. sclerotiorum.

Keywords: Trichoderma asperellum, S. sclerotiorum, MALDI/TOF, secretome.

1. Introduction

The genus Trichoderma is represented by non-pathogenic soil fungi, with few reports of plant
diseases caused by this genus [1]. It has been studied because can act as biological control agents against
fungal pathogens, such as Sclerotinia sclerotiorum, the fungus that causes white mold.

The potential of Trichoderma for biocontrol was first recognized in the 30s and since then, the
genre has been extensively investigated. In recent years, the concern about the environment and health
leaded to the need of develop more efficient methods for pathogens control, including through the
biological control agents (BCAs) [2] [3] [4].

The use of Trichoderma spp. as biological control agent have been satisfactory, protecting
plants, monocots and dicots [5]through different mechanisms of action and efficiently colonization of
various species of plants. This genre is among the microorganisms more resistant to toxins synthesized by
man. A positive correlation between the production of volatile metabolites and potential antagonism
against S. sclerotiorum in studies with Trichoderma isolates, demonstrating that isolates that have
efficient antagonism are also great producers of volatile metabolites [6].

Among many reports of antagonists against S. sclerotiorum, the genus Trichoderma has several
species widely studied in biocontrol of plant pathogens [7]

Proteomic strategies have been used as a very important tool in the study of protein pattern
expression under different growth conditions and interaction between Trichoderma spp. and pathogenic
fungi [8] [9].

The research in filamentous fungi proteomics is limited due to the difficulties associated with
efficient protein extraction and the lack of fungal genomic sequences in the databases. Therefore,
advances in the techniques of electrophoresis and mass spectrometry, coupled with an increase in protein
databases, have increased knowledge about the differential expression of proteins of fungi with
biotechnological relevance to environmental variables [8] [10].
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CII ck [T ch as Trichoderma spp secrete proteins that_are important for
order to allow a greater knowledge about this protein arsenal.
I demonstrating the changes occurring on protein secretion as
a result of cultivation under different conditions.

Many secreted proteins deserve attention for their potential use in industry and researchs on
genetic and enzyme secretion mechanisms. The secretome analysis of filamentous fungi are essential to
know the identity and function of extracellular proteins that participate in pathogens cell wall degradation,
aimed at biotechnological applications[11]

Currently, mass spectrometry (MS) is chosen for identification of proteins and studies of post -
translational modifications under different conditions for allowing a better study of proteins and / or
hundreds of proteins present in a complex mixture. In this context, the MS is analytical, identifying the
chemical compound or composition of a sampleby protein fragmentation and measuring charge and mass
of resulting charged particles (ions), allowing identify proteins, particularly for organisms with sequenced
genomes.

The potential application of MS in biological studies has been greatly extended due to the
impressive advances in recent years in the areas of genomics, transcriptomics, metabolomics, proteomics,
etc.[12][13]

Knowing the importance of fungi in the biological control, studies aim a better understanding of
the interactions between species of Trichoderma and hosts, as well the understanding of the interaction of
Trichoderma species / host plant / pathogen [14].

2.  Materials and Methods

2.1. Maintenance of Isolates

Were used Trichoderma asperellum (TR356), and Sclerotinia sclerotiorum collection belonging
to Embrapa Rice and Beans (CPNAF). The fungi were maintained with periodic samplings in MYG
medium [0.5% (w / v) malt extract, 0.25% (w / v) yeast extract, 1% (w/ v) glucose and 2 % (w / v) agar]
and stored at 4°C.

2.2. Production Of Cell Wall of S. Sclerotiorum

For the production of cell wall, MYG discs, + 4 mm, containing mycelium of S. sclerotiorum
was inoculated into a 1 liter flask containing 500 mL of MYG liquid medium [0.5% (w / v) malt extract ,
0.25% (w / v) yeast extract, 1% (w / v) glucose]. The flasks were incubated at 28 ° C at 180 rpm for 7
days. The mycelium from each flask was collected by filtration, autoclaved, frozen at - 20 ° C and
lyophilized. At the end of lyophilization, the mycelia were macerated. Distilled water was added to the
obtained powder, shaken and centrifuged at 12000 g for 15 minutes, repeated until no proteins detected.

2.3. Protein Production

MYG disc medium, £ 4 mm, S. sclerotiorum was inoculated into 250mL flasks containing
150mL of medium TLE [Bactopetona 1.0 g I-1, Urea 0.3 g I-1 KH2PO4 2.0 g L 1 NH4) 2S04 1.4 g I-1
MgS04.7H20 0.3 g I-1 CaCl2.2H20 0.2 g I-1, 2% (v / v) trace element solution, pH 5, 0]. The flasks
were incubated in a rotary shaker at 28 ° C, speed of 180 rpm for 4 days. After this period were
inoculated 5 discs, + 4 mm, Trichoderma asperellum in medium containing discs of S. sclerotiorum by 72
h (T + Ss).

Were performed an inoculation containing Trichoderma asperellum alone. The flasks were
incubated in a rotary shaker at 28 ° C, speed of 180 rpm for 72h (T72h). Supernatants collected from all
inductions were obtained by vacuum filtration, dialyzed, centrifuged and frozen, and later used for
analysis of secreted proteins. Two technical replicates and two biological replicates were made for all
inductions.

2.4. Total Protein Dosage
Protein concentration was determined using the method described by Bradford [15] Was added
100uL of sample and 1 mL of Bradford reagent, and incubated at room temperature for 15 minutes. The
reading was done on a spectrophotometer at 595nm.

2.5. Sample Preparation for Proteomic Maps Construction in Polyacrylamide Gel (1D).
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Cllck [T ns, each sample carrying out 40pg protein, were lyophilized,
ne to electrophoresis on polyacrylamide-dimensional (1D) in
methodology described by LaemmLi [16]. The run was for a
period of 3 h at 110V. After completion, the gel was stained with Coomassie Blue for bands visualization
and analysis of protein profile. The profile was determined through consideration of the molecular
weight.

2.6. Sample Preparation From One-Dimensional Gels for Mass Spectrometry Analysis.

For mass spectrometry analysis, bands were extracted from one-dimensional gels. These bands
were treated [17] with some modifications. The gels were removed from the strips and placed in 0.5 mL
tubes. Then 200 pl of 25 mM ammonium bicarbonate pH 8.0 in 50% acetonitrile (v / v) were added,
vortexed for 20 minutes and the supernatant discarded, procedure performed until gels pieces become
completely transparent. After discarding supernatant, 100 pl acetonitrile were added to the samples and
vortexed for 5 minutes. The supernatant was discarded and the samples were completely dried in a Speed-
Vacuum.

To the same samples were added 40 pl of a 10 mM solution of DTT in 25 mM ammonium
bicarbonate pH 8.0 and then incubated at 56 ° C for 60 minutes. After discarding the supernatant, were
added 40 pl 55 mM iodoacetamide in 25 mM ammonium bicarbonate pH 8.0, these were incubated at
room temperature in the dark. The supernatant was removed and 100 pl buffer 25mM ammonium
bicarbonate pH 8.0 were added to each sample and stirred by vortexing for 10 minutes. After removing
the supernatant, 100 pl ammonium bicarbonate 25 mM pH 8.0 in 50% acetonitrile (v / v) were added and
the samples vortexed for 10 minutes. The supernatant was discarded and the samples were completely
dried in a Speed-Vacuum.

Samples were stored on ice , and 15 pl a solution of trypsin-Mass V582A Gold (Promega), 10 ng
/ pl in buffer 25 mM ammonium bicarbonate pH 8.0 were added. After 15 minutes, 40 pl buffer 25mM
ammonium bicarbonate pH 8.0 were added and the samples were incubated at 37 ° C for 16 h. The
supernatant was transferred to new reaction tubes 0.5 mL. To the gel pieces were added 50 pl
trifluoroacetic acid (TFA) 5% (v / v) acetonitrile and stirred by vortexing for 10 minutes. The supernatant
was transferred to new tubes containing the supernatant from the previous step. This step was repeated
again. The product from the trypsin digestion was completely dried in a Speed-vaccum.

The samples were resuspended in 20 pl MilliQ water and 3 pl were transferred to new tubes
containing 9 mL of 0.5 pl matrix [5 mg of a-cyano-4-hydroxycinnamic acid TFA 0 500 pl , 3% (v/v) /
50% acetonitrile (v / v)]. From this mixture, 0.7 pl of each sample were applied in separated spots in
triplicate in a MALDI plate (Bruker Daltonics).

2.7. MALDI-TOF

The samples analyzed by mass spectrometry were performed in MALDI-TOF-TOF (UltraFlex
I11, Bruker Daltonics, Bremen, Germany) controlled by FlexControl 3.0 software (Bruker Daltonics). At
this stage, the sequences obtained from Flex Analysis were compared using Blast, for amino acid
sequence identification. Positive reflected detection mode was used and detection range 700 - 5000 m / z,
200 rounds. The gels bands were trypsinized, mixed with a matrix solution acid a-cyano-4-
hydroxycinnamic acid, concentration of 10mg / mL in a ratio 1: 3 in a solid MTP AnchorChip 400/384
(Bruker Daltonics) plate and dried at room temperature environment.

The spectra of MS / MS were obtained by fragmentation via LIFT after analysis of MS spectra
obtained and selection of precursor ions for fragmentation. These steps were carried out at the Laboratory
of Mass Spectrometry, CENARGEN / EMBRAPA, Brasilia, DF.

3. Results

Supernatants were used for analysis were collected from inductions secretome. The samples
were applied in a one-dimensional gel to check the protein profile. The apparent bands in the gel, were
listed in ascending order (Figure 1).

Some differences were observed in the protein profiles shown in inductions T72h, T + Ss. The
induction T72h corresponding proteins showed different molecular masses between 66 and 20 kDa with
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p - e was observed in the induction of T + Ss, suggesting the
CI'Ck Herels bderma asperellum TR356, such as proteins of 35 kDa.
S), trypsinization was performed. Only the corresponding
samples T72h-2, T + Ss-1 and and T+Ss- 2 were identified. In the spectra obtained in MS T72h-2 (Figure
2) the most prominent ions have m / z 1580.0 [M + H *], 1461.8 [M + H ], 1069.6 [M + H "] and 1364.7
[M + H ], and ions m / z 1580.0 [M + H *] 2033.1 (Figure 4), used for analysis by MS / MS. The choice
of those spectra occurred due to the fact that other ions fragmenting along, thus hampering the
achievement of sequences.

The obtained spectra of T + Ss-1 (Figure 3) showed ions with higher intensities with m / z
1174.6 [M + H +], 1508.7 [M + H "] and 957.4 [M + H ], but only ion with m/ z 1508.7 were used for
analysis by MS / MS.

In the spectra T + Ss-2, the analysis identified some obvious ions. However, only the ion with m
/2 2393.2 [M + H ] was subject to interpretation (Figure 4). The bands T72h - 2 T + Ss -1 had proteins
identified by MS / MS.

After fragmentation of ion m / z 1580.2 [M + H *] from T72h-2, the sequence obtained after
comparison with databases suggests a 1,3-f-glucanosiltransferase isolated from T. viride, but also not
described in Trichoderma asperellum.

The ion with m / z 1508.7 [M + H "] from T+Ss-1 was sequenced after fragmentation, and
sequence obtained, after comparison with databases suggests a hypothetical protein from S. sclerotiorum.
lon with m / z 2393.8 [M + H ] (Figure 5) from T+ Ss -2 was sequenced after fragmentation. The
sequence compared with databases suggests a 1,3-B-glucanosiltransferase isolated from T. viride but not
yet described in Trichoderma asperellum.

The sequence found from spectrum of ion m / z 2033.1 [M + H ] from T72h-2 compared to
databases is similar to the 1,2-a-D-mannosidase. The results of proteins identification can be observed in
Table 1. Proteins were identified by the search software, that "find" the proteins in the databases.

4. DISCUSSION

Among identified proteins, can be observed the presence of B-1,3-glucanosiltransferases which is
a complex of proteins localized in the plasma membrane and participate in assisting biogenesis and
elongation of the chain enzymes involved in cell wall integration process, and (-1,3-glucans, that are
important to fungi growth [18] . These proteins were not related to mycoparasitism, with the need for
better research so that you can understand the response mechanisms of Trichoderma asperellum TR356 in
a stressful situation, such as when induced with S. sclerotiorum, and to evaluate the function of these and
other proteins produced.

Protein a-1,2-D-mannosidase were also identified in this work, and these proteins are able to act
in the degradation of the cell wall of pathogenic fungi. These enzymes are generally involved on removal
of mannose residues of glycoproteins, cell wall components of fungi. This process usually leave the
protein more susceptible to proteolytic action [19] and consequently generates more efficiency in
degradation of fungal cell wall components.

The identified proteins comprising biologically important classes of proteins occurring in many
organisms and in this case may be due to phytopathogenic fungi cell wall degradation or cases where the
growth of other organisms was inhibited.

The technique of two-dimensional gel is considered the most important in studies of secreted
proteins and peptides, but in the present study analyzes was performed using one-dimensional spectra to
obtain test gels, which showed these various ions with m / z different allowing a comparison between the
induction.

Aimed at biotechnological applications, the analyzes from one-dimensional gels assist in rapid
procedures once requiring less time, less amount of protein (40 mg to one-dimensional gel and 600 mg
for two-dimensional gel) and less material for fabrication. One dimensional gels can provide important
and relevant to the application of Trichoderma asperellum TR356 information as a biological control
agent. Importantly, this study is aimed at validating a method aiming at the efficient identification of
secreted proteins when two organisms are inoculated together.

The present study addresses both living organisms, allowing analyzing the response of both
Trichoderma asperellum as TR356 S. sclerotiorum, since most proteomic / secretome studies are
conducted with cell wall of the pathogen. This methodology, therefore, allowed the identification of
secreted proteins after induction with two living organisms, adds credibility to the studies about the
interaction between the pathogen and biocontrol agent in the field, since there is a greater proximity to
reality, taking into account possible variations that may occur in the interaction of the two microorganism,
for example, inhibition of protein secretion.
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While a number of publications have induced secretomas with fungal cell wall of pathogens, this
study presents the induction of two living organisms for identification of secreted proteins.

Fungi of the genus Trichoderma are important biological control agents, so it is necessary more
studies about its ability to act against pathogens.

Through more efficient methods of protein identification, the understanding of the interactions
that occur in the process of mycoparasitism may add knowledge about the performance against
pathogenic microorganisms.

Using MS techniques, could identify secreted proteins when the two organisms are driven
together and separately, thus allowing less time and better understanding of the interaction of these
organisms.

The work presents something innovative because it not only identification, but rather a method to
check whether it is valid conducting the identifications of proteins under these conditions, since previous
work used the cell wall of the pathogen.
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Figure 1. Protein profile of inductions among TLE in different conditions. 10% SDS PAGE. Induction of
Trichoderma asperellum grown for 72 h in TLE medium (gray), T + Ss Induction of Trichoderma
asperellum inoculated with S. sclerotiorum grown for 72 h in TLE medium (blue).
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Figure 2. lon m/ z 1580.2 from T72h-2 mass spectra interpretation, obtained by MALDI / TOF.
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Figure 3. lon m/ z 1508.6 from T+Ss-1 mass spectra interpretation, obtained by MALDI / TOF.
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Figure 5. lon m / z 2393.8 from T+Ss-2 mass spectra interpretation, obtained by MALDI / TOF.
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e " eortca 17
Sequence e-value Sample
precurson ion [M+H"] q and MW (kDa) P Secreted
957,46 / 957,46 NFMVYQR 28
Proteina Hipotética SS1G . p 491598641.1 1174,65/1174,65 ALLGTSFGVPGR 0043 66,45/4,73 T+Ss-1 Yes
00730 (S. sclerotiorum) 5 00E-
1508,69 / 1508,73 GMQDHIFTGIAYR ’05
Glycoside hydrolase family 72
protein - 3-1,3- 7,00E- §
glucanosiltransferase (T. EHK19699.1 2393,81 / 2393,23 LLNDAGIYVFSDLGEPSLSINR 13 57,15/ 4,54 T+Ss-2 Yes
virens)
Glycoside hydrolase family 72
protein - B-1,3- 1580,27 / 1579,91 DIPLLQQLGTNVIR 0,01
glucanosiltransferase (T. EHK19699.1 57,15/ 4,54 T72h-2 Yes
virens)
Glycoside hydrolase family 47 7 0OE-
protein - a-1,2-D-mannosidase EHK21505.1 2033,10/ 2033,05 WVLAADSTIAHLASHPSTR ’10 55,65 / 5,37 T72h -2 Yes
(T. virens)

Table 1. Additional information from identified proteins. The number of the NCBI access was obtained through the Protein Blast (blastp algorithm) using the database of
non-redundant database (NCBInr - http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). [M + H +] Observed - ions precursors used for peptide fragmentation. [M + H +] Expected -
precursor ions generated from the expected mass tools highlighting the accuracy of the obtained peptides (http://web.expasy.org/peptide_mass). kDa - molecular masses. PI -
theoretical isoelectric points observed from sequences obtained from the NCBInr. Secretion signal peptide obtained by the SignalP tool
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