GENOMICA FUNCIONAL DE FUNGOS MICOPARASITAS!
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1. INTRODUCAO

A revolucdo da genbmica tem mudado o paradigma para a anélise dos processos e sistemas
biolégicos. Atualmente, esses processos e sistemas podem ser descritos baseados na comparacao
global e quantitativa dos padrfes de expressdo génica de células e tecidos, representando diferentes
situacfes experimentais. Uma variedade de técnicas inovadoras tem sido desenvolvida nesse sentido
para analisar a expressdo génica ao nivel de mRNA (transcriptoma). Tais métodos incluem
microarrays (SCHENA et al., 1995), differential display (LIANG e PARDEE, 1992), SAGE
(VELCULESCU et al., 1995), cONA AFLP (BACHEM et al., 1996), TOGA (SUTCLIFFE et al.,
2000) e GC (SHIMKETS et al., 1999). No entanto, a descoberta de mecanismos pds-transcricionais
gue controlam a taxa de sintese e a meia-vida das proteinas (VARSHAVSKY, 1996) e a auséncia
de uma correlacdo preditiva entre os niveis de proteinas e seus mRNAS correspondentes
(FUTCHER et al., 1999; GYGI et al., 1999) indicam que a andlise do contetdo total de proteinas
(proteoma) também é necess&ria. Nesse sentido, a protedbmica surge como uma importante
ferramenta para a anélise funcional dos genomas, com o potencial de acelerar a previsdo da funcéo
de genes desconhecidos. A protedmica pode ser definida como a analise global da expressdo génica
ao nivel de proteina, e 0 méodo padrdo de andlise combina a separacéo de proteinas em gel de
eletroforese hi-dimensional (2-DE) com a identificacdo das proteinas selecionadas por
espectrometria de massa.

A presente linha de pesquisa, desenvolvida no Laboratério de Estudos em Meio Ambiente —
LEMA da Universidade Catélica do Salvador — UCSal, consiste na anélise funcional de genomas de
fungos micoparasitas, com énfase em protedmica, visando um melhor entendimento do mecanismo
biolégico envolvido no processo de micoparasitismo de fungos fitopatogénicos. O projeto que vem
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sendo desenvolvido atualmente nesta linha de pesquisa € o “Projeto Proteoma de Trichoderma
stromaticum: identificac8o, caracterizagdo e andlise funcional de proteinas envolvidas no controle
biolégico do patégeno de cacau Crinipellis perniciosa”’. O presente projeto investiga o proteoma de
Trichoderma stromaticum, gue tem sido considerado como um dos agentes de controle bioldgico de
maior potencial no combate a vassoura-de-bruxa do cacaueiro, causada por Crinipellis perniciosa.
Essa investigacdo permitira o isolamento das proteinas e dos genes relacionados ao processo de
micoparasitismo e, em agbes de pesquisas posteriores e com base nos dados a serem gerados neste
projeto, estabelecer-se-a alternativas consistentes e instrumentos eficazes para 0 controle econdémica
e ecologicamente sustentavel de C. perniciosa. O projeto conta com a participacdo de diferentes
instituices colaboradoras, como UnB, UESC, EMBRAPA/CENARGEN e Almirante Cacau/M &M
Mars.

2.METODOLOGIA

»  Selecdo dos isolados de fungos e inducao do metabolismo de micoparasitismo: os isolados
de maior e menor potencial de controle biolodgico de fungos fitopatogénicos seréo selecionados
e crescidos em meio de cultura contendo parede celular ou micélio do hospedeiro inativado por
temperatura como fonte de carbono (DE MARCO et al., 2000).

» Eletroforese bi-dimensional (2DE): para o isolamento e separacéo do complemento total de
proteinas dos fungos micoparasitas, a preparacéo das amostras, focalizacdo isoelétrica e SDS-
PAGE seréo efetuadas segundo as instrucdes da Amersham Pharmacia Biotech, EUA.

= Espectrometria de massa: as proteinas diferenciais, expressas sob condi¢fes simuladas de
micoparasitismo, seréo excisadas do gel, descoradas, digeridas em solucdo de tripsina e
examinadas por espectrometria de massa tipo MALDI-TOF, seguindo as instrucdes do
fabricante (Applied Biosystems, EUA).

» Andlise computacional: mapas peptidicos serdo gerados empregando-se o software MS-Fit
(http://prospector.ucsf.edu), que também sera utilizado na identificac&o de proteinas conhecidas
ou ORFs traduzidas presentes nos bancos de dados do NCBI e SWISS-Prot.

=  Congtrucdo de um banco de dados de proteinas. um banco de dados de mapas peptidicos e
sequéncia parcial de proteinas de fungos micoparasitas envolvidas no processo de controle
biolégico de fungos fitopatogénicos, seré construido no LEMA/UCSAl.

= |solamento dos genes codificando para as proteinas de interesse: a técnica de RT-PCR serd
utilizada para o isolamento dos genes codificando para as proteinas diferenciais identificadas no
presente estudo.

» Transformacdo genética de Trichoderma stromaticum: os procedimentos de transformacao
genética de T. stromaticum com os vetores de expressdo contendo 0s genes de interesse seréo
baseados nas metodologias descritas por PENTTILA et al. (1987) e SHI et al. (1995).

» Avaliacdo do potencial antagbnico dos isolados transformantes de T. stromaticum: o
potencial antagbnico dos isolados transformantes de T. stromaticum sera avaliado em ensaios de
laboratorio, casa-de-vegetacdo e campo.




3. RESULTADOS ESPERADOS E PERSPECTIVAS

A vassoura-de-bruxa do cacaueiro constitui-se atualmente no principal problema
fitopatologico das regides produtoras de cacau do Continente Americano, atingindo, no Brasil, os
cacauais da Amazonia (Para, Rondbnia, Amazonas, Mato Grosso e Acre) e, especiamente, do
estado da Bahia, a maior regido produtora de cacau do Pais. Além do impacto econbmico, destaca-
se ainda a crise social e a degradacdo do que ainda resta do ecossistema Mata Atlantica, causadas
pela doenca (DIAS, 2001). Até o presente momento, ainda ndo existe um meio de controle efetivo
da vassoura-de-bruxa, visto que as tecnologias disponiveis aos agricultores controlam a doenca
apenas parcialmente. Por outro lado, Bastos (1996) isolou uma cepa de Trichoderma da regido
Amazbnica hiperparasitando basidiocarpos de C. perniciosa. Recentemente, esse isolado foi
reclassificado como uma nova espécie de Trichoderma, denominada Trichoderma stromaticum
(SAMUELS et al., 2000). Os resultados dos experimentos tém sido promissores, demonstrando que
essa espécie pode reduzir em 99 % a formacao de basidiocarpos em vassouras em contato com 0
solo e em 56 % em vassouras presas a planta (HEBBAR et al., 1999). A base molecular deste
micoparasitismo € ainda em muito desconhecida. A analise funcional do genoma de fungos
micoparasitas, como Trichoderma stromaticum, permitira o isolamento das proteinas e dos genes
relacionados a este processo. Produtos e/ou processos biotecnologicos poderdo ser gerados a partir
desses resultados, como a identificaco de agentes de controle biol6gico mais eficientes, obtencéo
de novos agentes de controle bioldgico, producéo de plantas resistentes a fungos fitopatogénicos,
dentre outros.
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