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O género Trichoderma corresponde a fungos filamentosos, de vida livre,
gue inclui espécies capazes de agir como agentes de controle
biol6gicoeficazes contra fungos fitopatogénicos. Acredita-se que esta
capacidade é devida a sinergia de varios mecanismos, incluindo a ampla
variedade de metabdlitos secundarios produzidos por estes organismos. Dentre
eles, ha a produgédo de peptideos antibidticos conhecidos como “peptaibols”,
compostos caracterizados pela presenca de aminoacidos ndo proteinogénicos
como a-aminoisobutirato (Aib), e por possuirem modificagbes N-terminais e
presenca de amino &lcoois na regido C-terminal. Estes peptaibols apresentam
natureza anfipatica, permitindo a formacdo de canais ibnicos nas membranas
lipidicas, o que se acredita estar relacionado com sua atividade antimicrobiana.
Este trabalhoteve como objetivo tracar um perfil de producdo e identificar
peptaibols secretados pela linhagem de Trichoderma asperellum TR356. O
isolado foi crescido em meio TLE contendo 0,3% de glicose, por 5 dias, 120
rpm no escuro. O sobrenadante filtrado foi utilizado como fonte para extragéo
de metabdlitos. Estes extratos foram submetidos a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e posterior andlise pela técnica de espectrometria de massas
por ionizagdo e dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF). Os
resultados indicam a producdo de duas classes de peptaibols por esta
linhagem de T. asperellum. Foram elucidadas as estruturas primarias de duas
Asperelinas (A e E), e de cinco Trichotoxinas (T5D2, T5E, T5F, T5G e 1717A).
A maior parte destes peptaibols havia sido descrito anteriormente em linhagens
de T. viride e linhagens de T. asperellum marinhas. Este é o primeiro relato de
alguns destes compostos sendo produzidos por uma linhagem de T.
asperellum proveniente do solo. Futuras andalises serdo necessarias para a
elucidacdo de suas estruturas tridimensionais e atividade destes compostos

contra fitopatégenos.

Palavras-chave: Trichoderma asperellum, peptaibols, espectrometria de massa,

asperelinas, trichotoxinas.
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Trichoderma genus corresponds to free-living flamentous fungi, including
species able to act as biological control agents against pathogenic fungi. It is
believed that this ability is due to the synergy of several mechanisms, including
a wide variety of secondary metabolites produced by these organisms. Among
them, there is the production of peptaibols, an antibiotic peptide group
characterized by the presence of non-proteinogenic amino acids such as o-
aminoisobutyrate (Aib), presence of N-terminal modifications and amino
alcohols in the C-terminal region. These peptaibols have amphipathic nature,
allowing the formation of ion channels in lipid membranes, which are believed to
be related to its antimicrobial activity. This study aimed to draw a profile of
production and identify of secreted peptaibols from Trichoderma asperellum
TR356 strain. The fungi was grown in TLE with 0.3% glucose medium for 5
days, 120 rpm in the dark. Liquid medium filtrate was used as metabolites
source. These extracts were subjected to high performance liquid
chromatography (HPLC) and subsequent analysis by matrix-assisted laser
desorption ionization mass spectrometry (MALDI-TOF). The results indicate the
production of two classes of peptaibols for this T. asperellum strain. Primary
structure of two Asperelines (A and E) and five Trichotoxins (T5D2, T5E, T5F,
and T5G 1717A) has been elucidated. Most of these peptaibols had been
previously described in T. viride and T. asperellum marine strains. This is the
first report of some of these compounds being produced by a T.
asperellumstrain from soil. Future analysis will be necessary to elucidate the

three-dimensional structures and their activity against pathogens.

Key words: Trichoderma asperellum, peptaibols, mass spectrometry,

asperelins, trichotoxins.
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1.1 Trichoderma spp.

O género Trichodermapertence ao Filo Ascomycota, Ordem
Hypocreales, Familia Hypocreaceae esdo fungos filamentosos, de vida livre,
amplamente distribuidos na natureza(GAMS & BISSET, 1998).As espécies
deste género podem ser reconhecidas por meio de caracteristicas
macroscopicas como crescimento rapido em cultura, rede micelial aérea
hialina, septada, bastante ramificada e esparsa. A estrutura e tamanho dos
conidioforos sdo utilizados para a diferenciagcdo de espécies, podendo ser
subglobosos, ovdides, elipsdides ou eliptico-cilindricos,lisos ou ligeiramente
rugosos, hialinos ou com coloragdo variando do amarelo ao verde-escuro
(CORABI-ADELL, 2004; SCHUSTER and SCHMOLL, 2010).

Muitos séo classificados como fungos imperfeitos, por ndo terem fase
sexual conhecida.Em algumas espécies de Trichoderma a reproducdo sexuada
(fase teleomorfica) € conhecida, e faz parte do género Hypocrea.Dentre as
espécies utilizadas no controle biolégico, a maioria ndo se reproduz de forma
sexuada (HARMAN et al.,, 2004). Os isolados de Trichoderma que ndo séo
encontrados associados com seus estagios sexuais sao considerados fungos
de reproducéo clonal (mitéticos) (LIMA, 2002; SAMUELS, 2006).

Algumas espécies sdo consideradas cosmopolitas, caracteristica que
parece estar relacionada com sua capacidade metabdlica diversificada
(KUBICEK et al., 2008).Espécies como T. longibrachiatum sdo encontradas nas
Américas do sul e do norte, Europa, Africa e india, enquanto T. citrinoviride é
encontrado nas Américas, Europa, sul da Asia e Austrdlia. Dentre as espécies
mais conhecidas como cosmopolitas, temos T. harzianum e T. asperellum
(BISSET et al., 2003;SAMUELS, 2006).

Ja espécies como T. polysporum e T. minutisporum, por exemplo, séo
encontradas em regibes mais frias, assim como T. aureoviride, que parece
estar limitado ao Reino Unido e Europa. Algumas espécies apresentam-se
mais especificas, como T. stromaticum, que é encontrado apenas nas

Américas e associado ao cacau (Theobroma cacao) (SAMUELS, et al., 2000).
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agente de controle biolégico (ACBs)contra

micro-organismosfitopatégenos.Métodos tradicionais para o controle desses
fitopatdgenos tem sido a aplicacdo defungicidasquimicos, porém o uso destes
agentes causam impactos ambientaisdrasticos. Uma das maneiras mais
promissoras de conseguir uma redugdo no uso desses compostos é a
utilizagdo de ACBs (ZIMAND et al. 1996, HOWELL, 2002;VERMA et al.
2007;SCHUSTER and SCHMOLL, 2010).

O potencial de espécies de Trichoderma como ACB foi inicialmente
identificado na década de 30 (WEINDLING, 1932), e a partir dai a utilizagéo
comercial deTrichoderma como ACBs tem sido eficaz contra fungos
fitopatogénicos como Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii,
Sclerotinia sclerotiorum, Pythium spp.,Fusarium spp., entre outros. Em paises
como Estados Unidos, india, Israel, Nova Zelandia e Suécia ja é uma
alternativa promissora aos fungicidas quimicos (ZIMAND et al. 1996;DE
MEYER, et al. 1998; HOWELL, 2002; KUNIEDA-ALONSO, 2005; DELGADO et
al. 2007; VERMA et al. 2007;SCHERM et al., 2008). Também séo usados para
proteger os frutos e vegetais comercialmente importantes, tais como banana,
maca, morango, manga, batata, e tomate durante seu armazenamento pos-
colheita (MORTUZA, 1999; OKIGBO and OIKEDIUGWU, 2000;
THANGAVELU, et al. 2004).

A definicdo de controle bioldgico, segundo a Embrapa Meio Ambiente, é
0 manejo de inimigos naturais de pragas, com o0 objetivo de reduzir o nivel
populacional destas. Porém a proposta da introducdo de um ACB deve ser
sempre cuidadosamente analisada. Apesar de serem considerados uma
melhor alternativaem relagcdo a biodiversidade quando comparados aos
agrotéxicos, a introducdo de um ACB pode comprometer ndo sé a espécie
alvo, mas também outros organismos que estao relacionados a ela, levando a
um efeito cascata e consequentemente a um desequilibrio ecolégico
(Disponivel em:
>http://lwww.cnpma.embrapa.br/unidade/index.php3?id=224&func=unid<.
Acesso em: 9 jun. 2014). Compreender entdo 0os mecanismos de um ACB
envolvidos durante o processo de controle da doencga é de suma importancia,

pois diversos trabalhos mostram que estes mecanismos sdo variados até

2
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N otimizados e posteriormente aplicados.

Os mecanismos de controle bioldgico podem ser divididos em efeitos
diretos e indiretos.Os efeitos diretos incluem competicdo por nutrientes e
espaco, producdo de antibidticos volateis e ndo volateis, producdo de enzimas
hidroliticas e parasitismo. No micoparasitismo, por exemplo, o Trichoderma
inicialmente reconhece a parede celular de fitopatégeno e se liga a ela por seus
carboidratos. Uma vez ligado, ele se enovela ao patégeno utilizando-se de
estruturas denominadas apressorio, penetrando na parede celular da hifa
hospedeira. Em seguida, ocorre a secre¢cdo de enzimas hidroliticas e outros
compostos que degradam e desorganizam a parede celular do fungo
hospedeiro, levando em seguida a um desequilibrio osmatico, retragcdo do
plasma e da membrana e agregacdo do citoplasma (HARAN et al., 1996;
HARMAN, 2004; ALMEIDA et al. 2007; VINALE, et al. 2008b).

JA os efeitos indiretos incluem todos os aspectos que produzem
mudangas morfolégicas e bioquimicas na planta hospedeira, como tolerancia
ao estresse e inducdo de resisténcia a doencas causadas por fitopatégenos,
disponibilizacdo de nutrientes e consequentemente, crescimento da planta
(VITERBO et al., 2002; HARMAN et al., 2004; HARMAN, 2006;VITERBO et al.,
2007; KUCUK et al., 2008; SCHERM et al., 2008; VINALE et al., 2008a; 2008b;
OSBOURN, 2010; VINALE et al., 2012a).

Acredita-se que a grande capacidade de micoparasitismo apresentada
por espécies de Trichoderma também esteja relacionada com a ampla
variedade de metabdlitos secundarios produzidos por estes organismos
(O'BRIAN, 2011; MUKHERJEE, 2011; 2012).0 termo “metabdlito secundario”
inclui uma ampla variedade de compostos que estdo envolvidos em vias de
sinalizacdo, desenvolvimento e interacdo com outros organismos. Sabe-se que
esta producdo é varidvel entre as espécies do género e pode variar também
dependendo da interagdo com diferentes fitopatogenos (VINALE et al., 2009).

Dentre varios compostos produzidos por Trichodermacapazes de
promover/regular o crescimento de plantas (VINALE et al., 2012a), hdanalogos
de auxina (HOYOS-CARVAJAL, 2009), moléculas com atividade antifungica
contra fitopatdbgenos (VINALE et al., 2012b) e compostos que atuam como
sideroforos (VINALE et al.,, 2013). Algumas substancias como a 6-pentil-a-

3
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atdgenos como Rhizoctonia solani e Fusarium

oxysporum, e € até mesmo utilizada como fonte de aroma de cbdco pela
industria alimenticia (CUTLER et al., 1986; PARKER et al., 1997; VINALE et al.,
2012a).

Dentre outros metabdlitos secundarios produzidos por Trichoderma spp.,
h&4 também relatos e descricdo de compostos como pironas, terpendides,
esteroides (REINO et al., 2008), gliotoxinas, gliovirinas (PATRON et al., 2007),
e alguns peptideos antibiéticos, conhecidos como “peptaibols” (DANIEL, 2007).
A descoberta de peptideos antibidticos produzidos por fungos tem despertado
interesse pelo fato de ser uma possivel alternativa contra fitopatdégenos. Alguns
destes peptideos produzidos por Trichoderma harzianum ja foram descritos
inibindo a atividade de (-glucanas sintetases de Botrytis cinerea, impedindo a
reconstrucdo da parede celular do hospedeiro durante o antagonismo com
Trichoderma (LORITO et al. 1996).

1.2 Peptaibols

Quando Weindling (1932) iniciou seus trabalhos com Trichoderma, ele
descreveu como a hifa de Rhizoctonia solani era envolvida, penetrada e
degradada pelas hifas do T. lignorum. Mais tarde relatou que esta espécie
produzia um “principio letal” eficiente contra R. solani e Sclerotinia americana, e
a nomeou de gliotoxina, sendo que posteriormente, descobriu-se que o isolado
gue produzia a gliotoxina ndo era T. lignorum, e sim T. virens(WEBSTER,
1964). A partir dai, muitos outros aspectos da interagdo entre Trichoderma e
patdgenos foram sendo descritos.

Em trabalhos posteriores Lumsden e colaboradores (1992) relacionaram
a atividade de T. virens contra Phytium ultimum e R. solani & producédo de
gliotoxinas, e Wilhite e colaboradores (1994) relataram que cepas mutantes de
T. virens que ndo produziam gliotoxina, eram menos eficazes do controle de
doencgas causadas por Phytium. Alguns anos depois, Howell (2002) levantou
guestdes sobre o papel destes compostos no biocontrole. Em experimentos
anteriores, o autor havia observado que cepas mutantes de T. virens incapazes

de parasitar R. solani, mas que possuiam a biossintese de antibiéticos em
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0 produziam antibidticos e cepas mutantes

deficientes para ambas as caracteristicas ainda assim mantinham niveis de
controle da R. solani semelhantes ao de cepas parentais. Isto indicava que
tanto o parasitismo quanto a biossintese de antibiéticos, ndo sdo, por si so,
suficientes para o biocontrole, mas sim a combinacdo de varios mecanismos.

Estes peptideos antibidticos entdo foram incluidos em uma classe de
compostos denomidada peptaibiéticos. Eles sao definidos como peptideos
derivados do metabolismo secundario de fungos, e variam de 4 a 21 residuos
de aminoacidos aproximadamente (STOPPACHER et al., 2013). Suas
principais caracteristicas sdoa presenca de aminoacidos ndo proteinogénicos,
como a-aminoisobutirato (Aib), isovalina (lva), etilnorvalina (EtNor) e
hidroxiprolina (Hyp) (GORRES & RAINES, 2010) (Fig. 1).

o w8, L

HsC  NH,

A B C D

Figura 1. Estrutura de amino&cidos nao proteinogénicos Aib (A), Iva (B), EtNor (C) e Hyp (D) encontrados
em peptaibidticos.

O nome “peptaibol” é formado por peptideo, Aib e amino alcool,
fazendo referéncia as suas principais caracteristicas  (DANIEL,
2007;STOPPACHER et al.,, 2013). Apresentam na extremidade N-terminal
geralmente um grupo acil ou acetil, e na extremidade C-terminal umahidroxila
alcodlica, como fenilalaninol (Phe-OH, a), leucinol (Leu-OH, b), prolinol (Pro-
OH, c) e valinol (Val-OH, d) (Fig. 2).0s peptaibols estao incluidos dentro da
classe dos peptaibibticos, juntamente com compostos como lipopeptaibols
(TONIOLO et al., 2001) e lipoaminopeptideos (DEGENKOLB et al., 2003).
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O género Trichoderma € um dos principais produtores de peptaibols,
tendo vérios sido descritos na literatura. Diversos autores vem identificando
peptaibols de Trichoderma ao longo dos anos, comopor exemplo Rebuffat e
colaboradores, que isolaram peptaibols de 19 residuos de aminoacidos de
Trichoderma longibrachiatum (1991), identificaram nove trichorzinas de dois
isolados de T. harzianum, que variavam de 14 a 18 residuos de amino&cidos
(1995), e posteriormente analisaram sua biossintese (1998). Além destes
isolados, também se conhece peptaibols provenientes de linhagens de T.
asperellum (CHUTRAKULet al., 2008), T. brevicompactum (DEGENKOLB et
al., 2008a), T. longibrachiatum (LECLERC et al.,, 2001), T. citrinoviridae
(MADDAU et al., 2009), entre outros.Recentemente, foram descritos oito novos
peptaibols de T. atroviride (PANIZEL et al.,, 2013) e identificadas novas
aperelinas (G-Z;,) de T. asperellum(REN et al., 2013).

A informagdo sobre a estrutura de mais de 300 peptaibols foram
reunidas pela primeira vez em um banco de dados, conhecido como Peptaibol
Database (Disponivel em: >http://peptaibol.cryst.bbk.ac.uk/home.shtmi<.
Acesso em: 9 jun. 2014). Recentemente, Stoppacher e colaboradores (2013)
criaram um programa denominado “The Comprehensive Peptaibiotics
Database”,reunindo informagdes como a sequéncia de amino&cidos, formula
molecular, massa monoisotdpica, grupo pertencente e até o organismo de
origem de 1043 peptaibidticos.
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dentificagcéo e elucidagdo de suas estruturas.

Alguns estudos demonstraram a acdo toxica de peptaibols produzidos por
isolados marinhos de Trichoderma até mesmoa embrides de moluscos bivalves
(POIRIER et al., 2007). Alguns isolados de T. harzianum, por exemplo,
produzem um grupo de sete peptideos antibiéticos denominados trichorzinas (Il
e IV-1X) que apresentam estrutura helicoidal e atividade contra micoplasmas
(DUVAL et al., 1997; BEVEN et al., 1998), e dois grupos de harzianinas com 14
residuos de aminoacidos, que apresentavam permeabilidade em membranas
lipidicas e atividade contra Staphylococcus aureus e Sclerotium
rolfsi(REBUFFATet al., 1995).

Schirmbdck e colaboradores (1994) identificaram duas trichorzianinas
gue eram produzidas na presenca de parede de Botrytis cinerea e atuavam em
sinergia com quitinases e (-1,3-glucanases para inibicdo do crescimento e
esporulacédo do fitopatdégeno, e posteriormente, Lorito e colaboradores (1996)
observaram que estes mesmos peptaibols inibiam a atividade de [-1,3-
glucanas sintetases de Botrytis cinerea. Alguns anos depois, foram isolados e
identificados cinco peptaibols de 18 residuos de aminoacidos de uma linhagem
de T. harzianum que causavam alteracdes biolégicas em células de carcinoma
epitelial de pulm&o humano (PELTOLA et al., 2004). Recentemente em um
estudo conduzido por Wang e colaboradores (2010), os autores observaram
gue um peptaibol denominado trichokonina IV(TKIV), secretado por T. koningii,
inibiu o crescimento de células de carcinoma hepatico causando o aumento do
influxo de célcio e consequente ativacdo de uma via de apoptose. Outros
trabalhos tem aplicado o estudo destes peptaibols produzidos por Trichoderma
na classificagao e taxonomia do género (DEGENKOLB et al., 2008b).

Alguns estudos sugerem que sua atividade bioldgica esta relacionada
com sua natureza anfipatica, permitindo que esses compostos formem canais
idnicos nas membranas lipidicas (LUCACIU et al., 1997; BEVEN, et al. 1998).
Mikkola e colaboradores (2012) isolaram e identificaram dois peptaibols de T.
longibrachiatum com 11 e 20 residuos de aminoacidos, denominados de
trilonginas, e que formavam canais de Na'/K" voltagem dependentes em
células espermaticas de javali. Os autores também observaram que 0s

compostos quando juntos, atuavam em sinergia, formando canais de
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formados pelos peptaibols isoladamente.

Recentemente, Rahaman & Lazaridis (2014), simularam a dinAmica molecular
de canais ibnicos voltagem dependentes formados por alameticinas, um

peptaibol de 20 residuos de aminoacidos produzido por T. viride(Fig 3).

Figura 3. Vista lateral e superior de um canal ibnico voltagem dependente formado por um heptamero de
alameticinas criando, segundo o autor, um poro de 9 A (RAHAMAN & LAZARIDIS 2014).

Pela razdo destes compostos apresentarem uma importancia
farmacoldgica, a investigacdo de sua biossintese também tem sido alvo de
estudos, j& que a possibilidade de uma manipulacdo permitiria a criacdo de
novas drogas(MOOTZ et al., 2002). Os peptaibols se encaixam em um grupo
de metabolitos denominado peptideos ndo ribossomais. Isso se deve ao fato
destes compostos ndo serem resultado de transcricdo de um gene e sua
subsequente tradugdo, mas s&o formados a partir de complexos
multienziméticos denominados Sintetases de Peptideos N&o-Ribossomais
(NRPSs, sigla em inglés) (SCHWARZER et al., 2003).

Em sintese, estes complexos multienzimaticos sdo formados por um
conjunto de moédulos, sendo que cada modulo possui dominios cataliticos
responsaveis pelas etapas da sintese do produto final (SCHWARZER et al.,
2003). A especificidade destes dominios é variavel. Alguns sitios de ligacao
parecem ser altamente conservados (STACHELHAUS et al., 1999), enquanto

8
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tura de peptideos durante a biossintese
(MUKHERJEE et al., 2011; STOPPACHER et al., 2013).
Apesar de haver variacoes, trés dominios sdo comuns. O processo de

biossintese inicia-se com a entrada do aminocido no dominio A (Adenilacao),
onde o aminoacido é ativado por adenilacdo. (Fig. 4a). No préximo dominio,
denominado PCP (do inglés “Peptidyl Carrier Protein”), o aminoéacido ativado é
ligado a um cofator (HS-4'PP) da proteina PCP, que funciona como um
transportador entre os centros cataliticos (Fig. 4b). E por fim, no dominio C
(Condensacédo), ocorre a ligacdo peptidica (Fig. 4c) (MAHARIEL & MOOTZ,
1997; MOOTZ et al., 2002; SCHWARZER et al., 2003).

A-Domain

0 0
HaN Mg®  H,N
3
o +ATP % .
R R

-PP,

Figura 4. Modelo das etapas necessérias para biossintese de peptaibols em uma NRPS (SCHWARZER et
al., 2003).

Para identificacdo e elucidacdo da estrutura destes metabdlitos,
diferentes métodos tem sido utilizados. A extracdo destes compostos tem sido
feita a partir do meio ap6s o crescimento de Trichoderma spp., com aplicacao
de solventes organicos (como metanol, butanol e/ou acetato de etila), e seu
isolamento e purificacdo através de técnicas cromatograficas. A identificacao e
analise tem sidorealizadas principalmente por espectrometria de massa
(DEGENKOLG et al., 2003; DANIEL, 2007).
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lar de proteinas, carboidratos, lipideos,

oligonucleotideos, entre outras biomoléculas. Em resumo, a analise por
espectrometria de massa baseia-se na geracdo de ions de compostos a partir
de um método de ionizacdo adequado. Os ions sdo separados por meio da sua
relacdo massa-carga (m/z), e detectados por meio de um detector especifico,
sendo depois analisados e convertidos a partir de um processador de dados,
gerando um espectro de massa (FERREIRA et al., 2009).

Cada método de ionizacdo possui um principio distinto. Na ionizag&o por
“electrospray”, por exemplo, a evaporacdo do solvente torna a repulsdo
eletrostatica entre as espécies carregadas muito alta, levando a ocorréncia de
sucessivas explosfes couldmbicas. Quando a tensao superficial da gota néo
pode mais suportar tantas cargas (limite de Rayleigh), ocorre a transferéncia
(expulso) dos ions para a fase gasosa(CANTU et al., 2008) (Fig. 5).

Cone
(contraeletrodo)

Capilar de silica [
fundida
Cone de Goticula
I Taylor multicarregada

+ +

+
evaporagao explnsau @ @
X gg g — 06950 — Ms

dosolvente + PN+ coulomhma

Tipicamente de 2 a 5 kV

Fonte de
alta tensdo |~

Figura 5. Esquema do modo de ionizagéo por electrospray (CANTU et al., 2008).

No método de ionizagdo por MALDI, as proteinas sdo misturadas a um
excesso de matriz, normalmente um acido organico, de maneira que eles se
cristalizem. Um feixe de laser é incidido sobre o cristal, fazendo com que a
matriz absorva essa energia, induzindo a vaporizacao de parte da amostra.
Com a vaporizacdo e consequente ionizagdo das moléculas, estas sao
transferidas eletrostaticamente para o espectrémetro de massa (CANTU et al.,
2008) (Fig 6).
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Figura 6. Esquema do modo de ionizag&o por MALDI (CANTU et al., 2008).

A prospeccdao, o isolamento e a caracterizagédo de peptaibols produzidos
por espécies de Trichoderma spp. visacompreender melhor a producéo destes
compostos pelo género. A identificacdo destes compostos pode
futuramenteajudar a elucidar processos envolvidos na biossintese destas
moléculas, nosmecanismos envolvidos no micoparasitismo, e até mesmo ser

uma alternativa promissora no combate a fitopatdégenos.

2. OBJETIVOS

O objetivogeral deste trabalho foi tracar um perfil de produgéo e
identificarpeptaibols secretados porTrichoderma asperellum TR356.
Os objetivos especificos deste trabalho foram:
e Fragmentare identificar peptaibols produzidos pelo isolado selecionado
utilizando técnicas de espectrometria de massa;
e Comparar a produgcdo de peptaibols desta linhagem isolada no Brasil
com outras linhagens descritas na literatura;

¢ Identificar, parcialmente, novos peptaibols e elucidar suas sequéncias.

11


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.

Click Here to

Unlimited Pages

3.1 Manutencéo dos isolados e producao de esporos

A inoculagéo do isolado foi a partir de solucéo de esporos. Inicialmente,
discos de 3 mm de diametro originados de placas de isolados de
Trichodermaasperellum TR356foram repicados periodicamente para novas
placas de Petri contendo meio MYG [extrato de malte 5 gL™, extrato de
levedura 2,5 gL, glicose 10 gL™* e agar 20 gL™]. Apés a esporulacdo do
fungo, foi adicionado aproximadamente 4 mL de salina 0,9% (p/v). O
sobrenadante coletado foi utilizado como fonte de esporos. A contagem dos
esporos foirealizada visualmente com auxilio de um microscépio de luz em uma
camara de Neubauer. O isolado utilizado neste experimento foi cedido pela
EMBRAPA-CNPAF e pela colegdo do Laboratorio de Enzimologia ICB/UFG.

3.2 Condic¢bes de cultivo

Foram adicionados aproximadamente 10’ esporos de Trichoderma
asperellum em erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio TLE [0,3 g-L°
'CaCl,.2H,0:2,0 g-L*KH,PO4;1,4 g-L ™ (NH,)>S04;0,3 g-L*MgS0.,4.7H,0;0,3 g-L°
turéia;1,0 g-L™'peptona;0,1%(v/iv) de solucdo elementos tracos (Fe**, zn%,
Mn%, Cu®*") e 0,3% (p/v) de glicose. Os frascos foram incubados em agitador
rotatério a 28°C e velocidade de 120 rpm no escuro por 5 dias (New Brunswick
Cientific Shaker)

3.3 Extracao

Apdscrescimento do fungo, o meio de cultura foi submetido a filtracdo a
vacuo, utilizando bomba a vacuo (Primar), funil de Buchner, papel filtro e
kitassato, separando o micélio do sobrenadante. A partir deste, os metabdlitos
de interesse foram extraidos com adicdo de acetato de etila (1:2). Apos a
separacdo das fases em um funil de separacéo, a fase apolar foi coletada,
centrifugada e rotaevaporada. O residuo formado foi ressuspendido através de

12
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como fonte de peptaibols.
3.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O material liofilizado foi ressuspendido em acetonitrila 5% + agua (p/v)
em concentracéo final de 200ug-mL™,e submetido & cromatografia liquida de
alta eficiéncia em fase reversa (CLAE/RF), em uma coluna analitica Vydac
Protein & Peptide C18. Os eluentes foram agua MiliQ com0,1% de &cido
trifluoroacético (TFA)(A) e acetonitrila com0,1% de TFA(B), e fluxo de 1mL/min.
O gradiente de concentracdo de B foi de 5% (v/v) durante 5 minutos, variou de
5% (v/v) a 95% (v/v) em 40 minutos e estabilizou em 95% (v/v) por mais 5
minutos. A detecgéo foi realizada a 216 e 280nm. Os picos observados foram
coletados manualmente em microtubos com capacidade de 1,5mL. Para
obtencao dos cromatogramas foi utilizado o programa Shimadzu Class VP.

3.5 Espectrometria de Massa por lonizagcédo e Dessorcao a Laser Assistida
por Matriz (MALDI-TOF)

A analise por espectrometria de massa foi realizada em MALDI-TOF-
TOF (UltraFlex IllI, Bruker Daltonics, Bremen, Germany) controlado pelo
software FlexControl 3.0 (Bruker Daltonics).As fracGes coletadas daCLAE
foram misturadascom uma solucdo de matrizacido a-ciano-4-hidroxicinamico,
concentragdo delOmg/mL, em uma razdo 1:3 em uma placa MTP AnchorChip
400/384 macica(Bruker Daltonics), e secadas a temperatura ambiente. A
aquisicdo dos espectros demassa foi realizadana faixa de m/z entre 120 e
2500, no modo refletido positivo, com calibragdo externa (Protein Calibration
Standart, Bruker).Os espectros de MS/MS dos peptaibols foram obtidos através
da fragmentacédo via LIFT apds analise dos espectros de MS obtidos e sele¢éo
de ions precursores para fragmentacdo. Para analise dos dados obtidos foi
utilizado o software FlexControl 3.0 (Bruker Daltonics). Estas etapas foram
realizadas no Laboratorio de Espectrometria de Massa,
CENARGEN/EMBRAPA, em Brasilia, DF.
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A escolha do isolado analisado, T. asperellumTR356, foi baseada em um
trabalho recente conduzido por Geraldine e colaboradores (2013), que
demonstraram que este isolado possuia alta eficiéncia no controle do mofo
branco em campo, doenca causada pelo fitopatdbgeno Sclerotinia sclerotiorum.
No trabalho, os autores atribuem a eficiéncia no controle bioldgico deste
isolado pela alta producéo das enzimas hidroliticas NAGase e 3-1,3-glucanase,
envolvidas na degradacdo da parede celular do hospedeiro. Porém, o
envolvimento de outros metabdlitos secundérios, como producéo de peptaibols,
nao foi analisado.

Apesar de se ter na literatura diversos peptaibols isolados e identificados
a partir de linhagens de T. asperellum, a producdo destes compostos entre as
linhagens ndo é idéntica(CHUTRAKULet al., 2008; REN et al., 2009; REN et
al., 2013).Partindo desse contexto, percebeu-se a necessidade de investigar se
o isoladoT. asperellum TR356 produziria peptideos pertencentes a esse grupo
e quais seriam eles, ja que esta linhagem foi isolada no Brasil.

4.1 Cromatografia

A partir do cromatograma do extrato de T. asperellumTR356, foram
observadas 9 fragOes, detectadas a partir de 26,7 min (Fig. 7). Isto demonstra
um aspecto hidrofébico destes compostos, compartilhado pela maior parte dos
peptaibidticos. As fracdes foram coletadas manualmente e analisadas em
MALDI-TOF-TOF como descrito anteriormente.Na fragdo 1, o cromatograma
apresente um pico proeminete, tanto na deteccdo a 216nm, quando a 280nm.
Porém, apOs analise por espectrometria de massa, nédo foram observados ions
gue correspondem a peptaibols, sendo provavelmente outros compostos
protéicos e/ou pigmentos.
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Figura 7. Cromatografia por HPLC do extrato de T. asperellum TR356. Deteccdo a 216 nm (em preto) e
280 nm (em vermelho). O gradiente de acetonitrila + TFA 0,1% esta representada em azul.

4.2 Fragao 2

A analise por espectrometria de massa da fracdo 2 demonstrou a
presenca de diversos ions, sendo os ions com m/z 935,6 [M+H"], 953,6 [M+H"],
975,5 [M+Na'] e 991,5 [M+K*]os mais proeminentes (Fig. 8).A interpretacédo do
espectro de massa destes dois ultimos nao foi possivel.
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Figura 8. Espectro de massa por MALDI/TOF da fracéo 2 do extrato de T. asperellum TR356.

A partir da andlise do fon dem/z 935,6 [M+H'] observou-se uma
sequéncia parcial (Thr — Val — Aib — Lxx — Aib — Aib)correspondente a série -
b(Fig. 9).
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Figura 9. Interpretacdo do espectro de massa referente ao ion m/z 935,6 da fracdo 2, obtido por
MALDI/TOF.

Na extremidade N-terminal a diferenca de 112 Da sugere a presenca de
um acido piroglutamico ou um MeHa [acido (4S, 2E)-4-metilex-2-endico] , um

acido graxo presente em algumas classes de peptaibols. Apesar de ambas néo
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lipopeptaibols denominado leucinostatinas,

produzidas por Paecilomyces spp, um género de fungos nematéfagos. Estes
lipopeptaibols possuiam a adicdo de MeHa a uma prolina na extremidade N-
terminal. Porém ndo ha relatos deste tipo de modificdo em Trichoderma.J4 a
presenca de &cido piroglutdmico em peptaibols foi descrita apenas uma
vez(PSUREKet al., 2006), produzidos por uma linhagem de Trichoderma viride.
Estes peptaibols foram identificados como alameticinas F30 (ALM F30).

Na extremidade C-terminal a diferenca de 237 Da sugere a presenca de
duas prolinas e uma glicina, sendo um destes um amino alcool (acarretando a
perda de -14 Da correspondente a remoc¢do de um oxigénio do acido
carboxilico e consequente adicdo de dois hidrogénios). Como ndo ha na
literatura ou em bancos de dados nenhum peptaibiético que corresponda a
estas caracteristicas e que tenha sequéncia semelhante a encontrada nesta
analise, acredita-se ser um novo peptaibol. Porém, é necessaria melhor analise
para confirmacao destes dados.

Na andlise do ifon de m/z 953,6 [M+H'] podemos observar uma
sequéncia parcial de cinco aminoacidos (Val — Aib — Lxx — Aib — Aib) referentes
a seérie -b e uma diferenca de 213 Da na porgdo N-terminal, e de 273 Da na
porgdo C-terminal. Diferente do ion anterior, ndo se observa um residuo de

treonina antes da valina (Fig. 10).
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Figura 10. Interpretacdo do espectro de massa referente ao ion m/z 953,6, da fracdo 2, obtido por
MALDI/TOF.

Na literatura e em bancos de dados, foi possivel encontrar um ion com
m/z 952,6 identificado como uma asperelina E (REN et al., 2009). Partindo
desta referéncia pressupde-se entdo que a diferenca de 213 Da observadas
neste espectro seja referente a dois residuos de Aib, sendo um deles acrescido
de um acetil. Da mesma forma, a diferenca de 273 Da corresponderia aos
residuos de Aib, serina e prolinol, além da diferenca de 18 Da referente e perda
de uma molécula de agua. O grupo das asperelinas foi encontrado apenas em
linhagens de Trichoderma asperellum marinhas (REN et al., 2009; REN et al.,
2013). Esta parece ser a primeira descricdo deste composto sendo produzido
por uma linhagem de Trichoderma asperellum terrestre.

4.3 Fracao 3
Na andlise da fracdo 3, os ions mais proeminentes possuem m/z de
919,6 [M+H']; 937,6 [M+H']; 959,6 [M+Na'] e 975,5 [M+K"] (Fig. 11). Assim

como na fracdo anterior, a interpretacdo do espectro de massa dos dois ultimos

ions nao foi possivel.
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Figura 11. Espectro de massa por MALDI/TOF da fragéo 3 do extrato de T. asperellum TR356.

O ion de m/z 919,6 [M+H"] apds andlise apresentou sequéncia parcial
(Thr — Val — Aib — Lxx — Aib — Aib — Ala — Thr-OH) e diferenca de 112 Da na
porcdo N-terminal (Fig. 12). Assim como na fracao anterior, esta sequéncia n&o
parece semelhante com nenhuma outra descrita nos bancos de dados, e esta
diferenca de 112 Da pode corresponder a um &cido piroglutdmico ou um MeHa.
Uma melhor andlise é necesséria para elucidacao deste peptaibol.
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Figura 12. Interpretacé@o do espectro de massa referente ao ion m/z 919,6 da fragéo 3, obtido por
MALDI/TOF.
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xx — Aib — Aib) (Fig.13) como no ion de m/z

953,5 [M+H"] na fracdo anterior. A analise também mostra diferenca de 213 Da
na porcéo N-terminal e de 257 Da na por¢ao C-terminal.
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Figura 13. Interpretacé@o do espectro de massa referente ao ion m/z 937,7 da fragéo 3, obtido por
MALDI/TOF.

A partir de banco de dados, foi possivel observar que a asperelina A,
também descrita por Ren e colaboradores (2009), tem massa semelhante
(936,6 Da), o0 que sugere a presenca deste composto nesta fracdo. Novamente
partindo desta referéncia, pressupde-se entdo que a diferenca de 213 Da
corresponda a dois residuos de Aib, sendo um deles acrescido de um acetil, e
a diferenca de 257 Da na porcao C-terminal parece ser referente a alanina, Aib
e prolinol (e 18 Da da molécula de agua). A asperelina A também foi isolada
apenas de linhagens de Trichoderma asperellum marinhas, e sua producéo por
linhagens terrestres ainda n&o foi descrita.

4.4 Fracao 4

Nesta fracdo, a analise permitiu identificar alguns ions com m/z na faixa
de 1700 (Fig. 14). Porém destes, apenas o ion com m/z1698,1 [M+Na'] foi

passivel de interpretacao.
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Figura 14. Espectro de massa por MALDI/TOF da fragéo 4 do extrato de T. asperellum TR356.

A partir da fragmentacéo deste ion (Fig 15), foi possivel observar parte
da série —y (acima) e a maior parte da série —b (abaixo).

Intens.
[ 7EB.255
2200 !
TF U + 8 #28 #8440 40U 4—a —U o .
000 L U A— 0 — U AU 4 A +a 4840 T Pl — U U 4— o — o |
27TBE 2783 2330 27496
1078208 T i
1017 439
B000
681251
468 204 1308 500
4000 1497.258
837 238 ‘
E, 1002.380)
B13238 — 1695.043
993213 R ime
2000 1369.691
sealiez 547166 :
T ; SAERLERIN | RS TEED
[ 270073 l 533149 LT I 1561.006
. W il
200 400 800 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz

Figura 15. Interpretacéo do espectro de massa referente ao ion m/z 1698,1 da fragéo 4, obtido por
MALDI/TOF.

Na porgcdo N-terminal da série —b ha uma diferenca de 270 Da, e entre o
Aib e a prolina, hd um ion de sodio, também observado na série —y. Na porcao
C-terminal da série —y € possivel interpretar até o ion de m/z 612. Jaworski
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a nestes peptaibols, o que gerava dois ions

resultantes desta quebra. Esta caracteristica explicaria a ligacdo dos ions de
sodio nesta exata posicdo em ambas as séries, e a presenca do ion de m/z
612, que pode ser observado também no espectro da fracdo 4. Apos
fragmentado, este ion parece confirmar o que havia sido observado na série —b

(Fig. 16). A diferenca de 211 Da sugere uma prolina e uma leucina/isoleucina.
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Figura 16. Interpretacéo do espectro de massa referente ao ion m/z 612,4 da fragéo 4, obtido por
MALDI/TOF.

Apds comparacdo da sequéncia encontrada com os bancos de dados,
foi possivel identificar um peptaibol denominado trichotoxina T5D2, com 1675
Da, descrita por Suwan e colaboradores (2000). Partindo desta referéncia,
podemos pressupor que a diferenca de 270 Da corresponde a um Aib+acetil,
uma glicina, e um segundo Aib.

As trichotoxinas sdo um grupo de peptaibols com aproximadamente 27
componentes descritos. Foram inicialmente identificadas por Bruckner &
Przybylski (1984) provenientes de isolados de T. viride, e posteriormente
também isoladas por Jaworski & Brickner (1999). Suwan e colaboradores
(2000) identificaram novas trichotoxinas de linhagens de T. harzianum e
Chutrakul e colaboradores (2008) de Ilinhagens de T. asperellum,

demonstrando pela primeira vez sua atividade antimicrobiana em testes contra
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T. asperellum.

4.5 Fracao 5

O espectro de massa desta fracdo permitiu observar véarios ions, sendo
que apenas o ifon de m/z 1728,0 [M+K'Ifoi interpretado (Fig. 17). A
interpretacédo do ion de m/z 1712,1 nédo foi possivel pois parecia haver mais de

um peptideo sendo fragmentados juntos.
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Figura 17. Espectro de massa por MALDI/TOF da fragéo 5 do extrato de T. asperellum TR356.

Novamente, é possivel observar parte da série —y, a maior parte da série
-b, e a diferenca de 270 Da no inicio da série —b. Também é possivel notar a
presenca de um ion de potéssio entre o Aib e a prolina, devido a fragilidade
dessa ligacdo, como discutido (Fig. 18). Nesta fracdo, o ion de m/z 612

também é encontrado, e quando fragmentado possui mesma sequéncia do

descrito anteriormente.
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Figura 18. Interpretacéo do espectro de massa referente ao ion m/z 1728,0 da fragéo 5, obtido por
MALDI/TOF.

A analise da sequéncia obtida sugere que este peptaibol seja uma
trichotoxina A-50 E (T5E), identificada pela primeira vez porBrickner &
Przybylski (1984) e proveniente de isolados de T. viride. A partir desta
informacé&o, pressupde-se que a diferenca de 270 Da encontrada corresponda
a um Aib+acetil, uma glicina, e um segundo Aib. Este peptaibol ainda n&o havia
sido descrito em isolados de T. asperellum.

4.6 Fracao 6

Na andlise da fracdo 6 os dois ions mais proeminentes foram os com
m/z 1712,1 [M+Na'] e 1728,0 [M+Na'] (Fig. 19)
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Figura 19. Espectro de massa por MALDI/TOF da fragéo 6 do extrato de T. asperellum TR356.

Na fragmentacdo do ion com m/z de 1712,1 [M+Na‘]pode-se observar
parte da série —y e a maior parte da série —b. Como também relatado nas
fragmentacOes anteriores, haa diferenca de 270 Da no inicio da série —b, e a
presenca de ions de soédio, que nesta andlise, se encontram em posicdes

diferentes em cada série (Fig. 20).
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Figura 20. Interpretacé@o do espectro de massa referente ao ion m/z 1712,0 da fragdo 6 obtido por
MALDI/TOF.

25


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.

Click Here to upgrae no ion de m/z 626,4, provavelmente devido a

Unlimited Pages an

b discutida anteriormente. Dessa forma, ao

olharmos para o espectro de massa da fragcdo 6 nesta regido, € possivel
detectar tal ion (Fig. 21), e ao fragmenta-lo (Fig. 22), confirmamos parte da

série que ndo foi possivel observar na fragmentacdo do ion de m/z 1712,1

[M+Na™].
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Figura 21. Espectro de massa por MALDI/TOF da frac&o 6 do extrato de T. asperelumTR356, detalhe

para regido de menor massa.
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Figura 22. Interpretacéo do espectro de massa referente ao ion m/z 626,4 da fracéo 6, obtido por

MALDI/TOF.
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b0 F (T5F), também descrita pela primeira vez

por Bruckner & Przybylski (1984), em isolados de T. viride.

Na fragmentacdo do ion de m/z 1728,0 da fracdo 6, apenas uma
pequena parte da série —y foi elucidada, e na série —b, ha a presenca do ion de
sodio entre um Aib e uma alanina (Fig. 23).
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Figura 23. Interpretacéo do espectro de massa referente ao ion m/z 1728,0 da fragao 6, obtido por
MALDI/TOF.

Esta sequéncia encontrada quando comparada aos bancos de dados é
semelhante a trichotoxina A-50 G (T5G), identificada inicialmente por Bruckner
& Przybylski (1984), extraida de T. viride. Novamente, ambos
peptaibolsencontrados nesta fragdo (T5F e T5G) também n&o haviam sido
descritos anteriormente sendo produzidos por isolados de T. asperellum.

4.7 Fragéao 7
No espectro obtido a partir da andlise da fracdo 7, foram observados

dois fons mais proeminentes (Fig. 24), porém apenas o de m/z 1726,1 [M+Na']
foi elucidado.
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Figura 24. Espectro de massa por MALDI/TOF da fragéo 7 do extrato de T. asperellum TR356.

Na analise do espectro de massa desta fragmentacdo (Fig. 25),
podemos observar parte de ambas as séries (-y e —b). Novamente percebe-se
a presenca de um ion de sddio entre os residuos de Aib e prolina, e neste
espectro de massa, foi possivel identificar os residuos de aminoacidos
presentes da porcdo N-terminal da série —y do peptaibol, confirmando o que
encontramos na literatura até aqui. Pela comparacdo desta sequéncia com 0s
bancos de dados, parece ser semelhante a trichotoxina A-50 G (T5G), também

encontrada na frag&o anterior.
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Figura 25. Interpretacéo do espectro de massa referente ao ion m/z 1726,1 da fragdo 7, obtido por
MALDI/TOF.
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A anadlise da fracdo 8 (Fig. 26) foi idéntica a da fragdo 7, sendo que
novamente apenas o ion dem/z 1726,2[M+Na‘] foi passivel de interpretacédo
(Fig.27), tendo sido identificado também como sendo uma trichotoxina A-50 G

(T5G).
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Figura 26. Espectro de massa por MALDI/TOF da fragéo 8 do extrato de T. asperellum TR356.
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Figura 27. Interpretacéo do espectro de massa referente ao ion m/z 1726,1 da fragéo 8, obtido por

MALDI/TOF.
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Nesta ultima fragéo coletada do extrato de T. asperellum, dois ions

foram observados (Fig. 28), sendo que apenas o ion com m/z de 1740,2
[M+Na'] foi interpretado (Fig. 29).
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Figura 28. Espectro de massa por MALDI/TOF da fragdo 9 do extrato de T. asperellum TR356.
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Figura 29. Interpretacéo do espectro de massa referente ao ion m/z 1740,2 da fragéo 9, obtido por
MALDI/TOF.
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e massa podemos observar a presenca dos

na série -y, e entre a leucina/isoleucina e Aib

na série —b. Esta sequéncia obtida é semelhante a trichotoxina 1717A, descrita

por Chutrakul et al. (2008), isolada de linhagens T. asperellum, e que

apresentava atividade antimicrobiana contra B. stearothermophilus.

As tabelas a seguir resumem as informac6es das analises dos espectros

de massa de cada fragcdo obtida do extrato de T. asperellum TR356. Um

aspecto interessante € a presenca da Trichotoxina T5G em 3 fracles

diferentes. O fato de terem sido coletadas em momentos diferentes da

cromatografia demonstra que ha diferencas em suas estruturas que alteram

sua hidrofobicidade, como modificacdes pos-traducionais. Porém, apenas pela

analise por espectrometria, ndo foi possivel observar quais sdo estas

diferencas, sendo necessério analises futuras por RMN.

Tabela 1. Sequéncia dos peptaibols encontrados no extrato de T. asperellum TR356

Peptaibol Mod. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
n.i. 112 Thr Val Aib Lxx Aib Aib 237
n.i. 112 Thr Val Aib Lxx Aib Aib Ala Throl
Asperelina E Ac Aib Aib Val Aib Lxx Aib Aib Ser Aib Prool
Asperelina A Ac Aib Aib Val Aib Lxx Aib Aib Ala Aib Prool
Trichotoxina T5D2 Ac Aib Gly Aib Lxx Aib GIn Aib Aib Ala Ala Ala Aib Pro Lxx Aib Aib Gin Valol
Trichotoxina A-50 E (TSE) Ac Aib Gly Aib Lxx Aib Gin Aib Aib Aib Ala Ala Aib Pro Lxx Aib Aib Gin Valol
Trichotoxina A-50 F (T5F) Ac Aib Gly Aib Lxx Aib Gin Aib Aib Ala Ala Ala Aib Pro Lxx Aib Vxx GIn Valol
Trichotoxina A-50 G (T5G) Ac Aib Gly Aib Lxx Aib GIn Aib Aib Aib Ala Ala Aib Pro Lxx Aib Vxx Gin Valol
Trichotoxina 1717A Ac Aib Gly Aib Lxx Aib Gln Aib Aib Aib Ala Aib Aib Pro Lxx Aib VXX Gin Valol

n.i— Néo Identificado; Mod. — Modificagdo N-terminal; Aminoacidos deduzidos através da comparacéo com bancos de dados em italico;
Posigtes onde ha variacdes nos aminoacidos em negrito

Tabela 2. Informacdes adicionais dos peptaibols encontrados no extrato de T. asperellum TR356

Peptaibol miz Fragéo TR (min)

n.i 935,6 [M+H"] 2 343

n.i. 919,6 [M+H"] 3 36,6

Asperelina E 953,6 [M+H"] 2 34,3

Asperelina A 937,6 [M+H"] 3 36,6

Trichotoxina T5D2 1698,0 [M+Na*] 4 384

Trichotoxina A-50 E (T5E) 1728,0 [M+K"*] 5 39,1

Trichotoxina A-50 F (T5F) 1712,0 [M+Na*] 6 395
Trichotoxina A-50 G (T5G) 17261 [M+Na-] 6[7]8 39,5140,140,7

Trichotoxina 1717A 1740,2 [M+Na*] 9 42

n.i— Nao Identificado; m/z — Relacdo massa/carga; TR — Tempo de retencéo durante a cromatografia
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O género Trichoderma € conhecido por atuar como ACB através de
diversos mecanismos incluindo a producdo de peptaibols. Dentre varios
representantes do género, o isolado T. asperellum TR356 foi descrito
recentemente como um eficiente ACB contra S. Sclerotiorum em campo, porém
a producgdo de metabolitos secundarios neste isolado ndo havia sido reportada
anteriormente. Através dos dados obtidos neste trabalho, conclui-se que o
isolado T. asperellum TR356 é capaz de produzir diferentes peptaibols, como
as asperelinas A e E, e trichotoxinas T5D2, 1717A e A-50 E, F e G. Muitos
destes peptaibols ja haviam sido descritos sendo produzidos por linhagens de
T. asperellum e outras espécies de Trichoderma, porém, este € o primeiro
relato destes compostos sendo produzidos por uma linhagem de T. asperellum
isolada no Brasil. Ndo foi possivel mensurar a atividade antimicrobiana dos
peptaibols encontrados, ja que a producdo destes foi insuficiente para tal
analise. Porémanalises futuras serdo necessarias para elucidar o
envolvimentodestes compostos no processo de controle biolégico exercido pelo
Trichoderma sobre fitopatbgenos, além da elucidagdo da estrutura

tridimensional destas moléculas.
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