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RESUMO

Thelephora terrestris € um basidiomiceto que interage com a raiz de Pinus formando
uma associagdo ectomicorrizica. O mecanismo desta interacdo ndo é totalmente
compreendido, mas tem sido sugerido que glicoconjugados podem estar envolvidos.
O fungo Thelephora terrestris foi cultivado em meio MMN tamponado, contendo
glucose como fonte de carbono, sob agitacdo. Nestas condi¢cées o fungo secretou
polimeros reativos pela técnica fenol-acido sulfurico. O meio de cultivo foi precipitado
com 3 volumes de etanol e o precipitado foi fracionado em dois componentes por
coluna de DEAE-Sepharose: uma fragéo neutra (NeP) e uma fragao polianionica (B).
A eluicdo do polimero carregado foi acompanhada por eletroforese, apresentando
varias bandas coradas por Coomassie Blue (proteina) e acido periédico-prata
(carboidratos) demonstrando a heterogeneidade dos produtos secretados pelo
fungo. As bandas de 58, 84 e 94 kDa evidenciadas na eletroforese, aumentaram
com concentragbes crescentes de glucose no meio de cultivo. A fracdo NeP foi
subfracionada em coluna de Sepharose CL 6B, resultando em 3 fragdes NeP1,
NeP2 e NeP3. As fragdes NeP2 e NeP3 foram caracterizadas como uma B-glucana
ligada (1—6) (pustulana) e uma B-glucana ligada (1-—3) respectivamente. A fragao
NeP1 foi filtrada através da membrana de exclusdo molecular (30 kDa) e mais 2
subfracbes foram obtidas, NeA e NeB. A analise por exclusdo molecular (HPSEC-
MALLS) mostrou que a fracdo NeB formava um agregado molecular com massa
molar de 15 kDa (60%), e em menor propor¢édo moléculas com massas molares em
torno de 88 kDa a 190 kDa. A fragdo NeB continha as seguintes unidades
monossacaridicas: Man, Gal, Fuc e Xyl na propor¢do molar de 50:29:11:10
respectivamente. A subfracdo NeB foi submetida a analise de metilacédo e
espectroscopica por RMN 'H, °C e 2D (HMQC). Estas andlises mostraram uma
cadeia principal de unidades de a-D-Manp (1—6), substituidas em O-2 por cadeias
laterais contendo unidades de Fucp, 3-Xylp and B3-Galp.
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1 INTRODUGAO

1.1 Micorriza

A rizosfera hospeda uma comunidade ampla e diversa de microorganismos
que competem e interagem uns com outros e com as raizes das plantas. O micélio
vegetativo dos fungos e o apice das raizes formam uma simbiose (MARTIN, 2001).

Associagdes com fungos facilitaram ao longo do tempo o crescimento das
plantas em ambiente seco e pobre em nutrientes (MALLOCH et al., 1980; SIMON et
al,, 1993). Micorriza € um termo que se refere a associagdao duradoura entre o
miceélio de um fungo com as raizes de uma planta (BUSCOT et al., 2000). Cerca de
82% das plantas terrestres sao micorrizadas (BRUNDRETT, 2002). As micorrizas
sao simbioses mutuamente benéficas e os dois componentes formam um érgao dual
com morfologia reconhecivel (HIBBETT et al., 2000). Micorrizas servem como
orgaos principais para captagado de nutrientes em ecossistemas terrestres (HAMPP
et al., 1999; BUSCOT et al., 2000).

A maioria das plantas vasculares contém micorrizas obrigatorias ou
facultativas na natureza. Entre as plantas hospedeiras estdo incluidas muitas
espécies de angiospermas, todas as gimnospermas, as pteridéfitas e algumas
briéfitas (NEWMAN e REDDELL, 1987). A maioria dos grupos taxonémicos de
fungos (Chytridiomycota, Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota) inclui fungos
micorrizicos. Alguns destes sdo simbiontes obrigatérios que ndo podem sobreviver
sem a planta hospedeira. Fungos micorrizicos tém uma ampla faixa de hospedeiros
e normalmente nao mostram relagdes rigidas de simbiose. A natureza da espécie de
fungos micorrizicos € dependente da idade da planta hospedeira e das condigbes
ambientais (WILCOX, 1996).

As micorrizas melhoram o crescimento das plantas em solos pouco férteis;
aumentam a capacidade das plantas de absorver minerais relativamente insoltveis
como o fésforo; melhoram o transporte e absorgao da agua nas plantas; diminuem o
“stress” devido as altas temperaturas e ao desequilibrio nutricional; e reduzem o
efeito da interagao de outro patégeno com a planta. Desses atributos, um dos mais

significativos é o efeito sobre as enfermidades nas plantas. Diversas experiéncias



tém mostrado que arvores e plantas micorrizadas sao mais tolerantes aos patégenos
(DEHNE, 1982; MANOCHA E CHEN, 1990).

BRUNDRETT et al. (1996) destacam que sete tipos de micorrizas séo
reconhecidos embora sejam muito similares. Com base na morfologia e nos
aspectos anatdmicos, as micorrizas foram divididas por PEYRONEL et al. (1969) em
trés grandes grupos. Primeiro grupo: ectomicorrizas (ECM) em que a raiz é envolta
por um manto compacto e bem desenvolvido de material fingico, nos quais as hifas
transpdem o 6rgao e crescem entre suas células. Segundo: endomicorrizas, cujas
hifas externas a raiz ndo sdo agregadas, mas apresentam caracteristicas de
penetracao intra e intercelular. Terceiro: ectoendomicorriza que possuem aspectos
de ecto e endomicorrizas, com um manto externo geralmente pequeno e hifas
penetrando nas células do hospedeiro, crescendo também entre elas.

As micorrizas podem ser classificadas de acordo com o tipo de associagao,
caracteristicas estruturais e a maturidade das mesmas (ISAAC 1992). A mais antiga
e estudada classe de micorriza € a arbusculares (VAM). Arbutéide, ericéide, e
micorrizas orquidaceas sao outras formas de endomicorrizas encontradas
(PETERSON e FARQUHAR, 1994). Ambos, o fungo e a planta, podem afetar o tipo
de micorriza formada. Além disso, muitos fungos podem formar tipos diferentes de
micorrizas que sdo dependentes das espécies hospedeiras; por exemplo, as
espécies do género Salix, Prunus e a Acacia formam tanto ectomicorrizas como

micorrizas arbusculares.

1.2 Ectomicorriza

As ectomicorrizas sdo formadas entre as finas raizes e o micélio dicariético
proveniente da fusdo de duas hifas de diferentes monocariéticos originados da
germinagao de esporos. Ectomicorrizas sdo caracterizadas pela presenga de um
manto fangico que adere a superficie da raiz. Da zona interna do manto surgem
algumas hifas que penetram entre as células da raiz para formar uma interface
chamada rede de Hartig (BRUNDRETT et al, 1996). Essa rede constitui o local para
a troca de agua do solo e nutrientes, entre a planta hospedeira e o fungo associado

(BUSCOT et al, 2000). As hifas sempre permanecem no apoplastico e podem



colonizar a epiderme (angiospermas) e a camadas de células corticais
(gimnospermas) (BARKER et al, 1998, BRUNDRETT et al, 1996).

As ectomicorrizas (ECM), em clima temperado, aparecem como simbiontes,
com freqiiéncia em espécies de arvore florestais das familias Pinaceae, Fagaceae,
Bertulaceae, Salicaceae, Juglandaceae, Myrtaceae e também incluem algumas
monocotileddoneas e samambaias (READ, 1991; HIBBETT et al., 2000). Ha pelo
menos 6000 espécies de fungos envolvidos nas ectomicorrizas, basicamente
pertencentes a subdivisdo Basidiomicetos, com a presencga de alguns Ascomicetos e
Zigomicetos (BRUNDRETT, 2002).

Estudos filogenéticos mostraram que a habilidade para formar ectomicorrizas
emergiu, em varias ocasides, durante a evolucdao das espécies de basidiomicetos
(HIBBETT et al, 2000). Muitos fatores dos solos influenciam o crescimento e a
atividade simbidtica das ectomicorrizas (MARX et al., 1970). Frequentemente, as
ECMs sao encontradas em locais pobres de nutrientes soliveis e onde foi
acumulado lixo na superficie da terra. Assim, as ectomicorrizas sao particularmente
importantes para o crescimento das arvores em regides com baixo teor de nutrientes
ou de agua. Em florestas tropicais e temperadas, 82% das raizes curtas sdo
ectomicorrizadas. Um dos aspectos importantes da ecologia e fisiologia das
micorrizas € que elas nao crescem independentes de suas plantas hospedeiras nas
condi¢des naturais no solo (MARX e KENNEY, 1982).

Uma das importantes atividades das associagdes das plantas com os fungos
ectomicorrizicos € que eles auxiliam a detoxificagdo de solos contaminados com
poluentes organicos persistentes (bifenil polihalogenados, hidrocarbonetos
poliaromaticos) e sdo capazes de transformar esses produtos. Dessa forma, os
fungos ectomicorrizicos, através de seu potencial de transformar poluentes,
poderiam ser utilizados nos processos de remediagdo do solo (MEHARG e
CAIRNEY, 2000).

Uma variedade de fungos ECM possui atividade de fenol oxidase nao
especifica durante o crescimento em cultura axénica (BENDING e READ, 1995). O
fungo T. terrestris secreta laccase (KANUFRE e ZANCAN, 1998) no meio de cultura
e Lactarius controversus produz catecol oxidase (BENDING e READ, 1995).



As ECMs melhoram a obtengdo de nutrientes pelo aumento da area de
absorgao do sistema de raiz pelos micélios extramatriciais. O pequeno diametro das
hifas, que exploram um grande volume de solo, aumenta a area de absor¢édo da
superficie. Muitos fungos ectomicorrizicos produzem proteases extracelulares,
podem assimilar aminoacidos e crescer utilizando proteinas como simples fonte de
nitrogénio e facilitam a solubilizagdo de nutrientes do solo pela liberacdo de
fosfatase acida e oxidases (FINLAY et al, 1992; BENDING e READ, 1995).

A baixa quantidade de nitrogénio (N) é naturalmente limitante para o
crescimento das plantas em ecossistemas de florestas boreal e temperada onde as
taxas de realocagao do N organico limitam o crescimento da planta (READ 1991). As
ECMs melhoram a mobilizagdo de N para a planta; facilitando o acesso a fonte de N
organico e aumentando a obtengcdo de N via hifas extramatriciais (READ, 1991;
PEREZ-MORENO e READ, 2000). A transferéncia de N para o hospedeiro ocorre
predominantemente na forma de glutamina, glutamato e asparagina (READ, 1991).

Em contraste com outros tipos de micorriza, as hifas de ectomicorrizas nao
formam estrutura intracelular (PETERSON e FARQUHAR, 1994). O contato das
hifas com a superficie das raizes parece envolver a formagéo de polissacarideos
contendo glucose e manose como componentes monossacarideos segundo LEI et
al. (1991). O fosforo esta presente naturalmente no solo na forma insolavel
inorganica e organica. As plantas absorvem somente fésforo na forma soltvel e sua
rapida absorgao causa a sua depleg¢édo na regido em volta da raiz. A formagao de
ECM melhora a capacidade da planta de captar e absorver o fésforo do solo (READ,
1991).

1.3 Papel das glicoproteinas nas micorrizas

Tem sido verificada a produgao de microfibrilas contendo glicoproteinas por
fungos ericoides e ectomicorrizas em resposta a ligacao com a planta hospedeira.

BONFANTE-FASOLO (1987) observou em micorrizas ericoides, que lectinas,
como a concanavalina A (ConA), que liga especificamente as unidades de manose e

glucose, ndo se ligavam as linhagens nao infectantes. Entretanto, a ligagao era



abundante no material extracelular das linhagens infectantes, sendo este material
sensivel a digestao com a enzima manosidase. Na presenca da planta hospedeira, a
ligagdo com a ConA estava significativamente aumentada. Estes resultados
sugeriram que o material extracelular rico em unidades de manose era o
componente chave na ligagao especifica fungo-planta para formagao de micorrizas,
por ocorrer somente em sua presenca.

A interagao de fungos micorrizicos com a célula receptora induz a formagao
de fibrilas que ancoram o fungo a superficie da célula da planta (MARTIN e
HILBERT, 1991). Na regido da rede de Hartig, lectinas especificas para fucose,
manose e N-acetilglucosaminas ligam-se fortemente na parede das células
hospedeiras, especialmente as paredes adjacentes ao fungo (MARTIN e HILBERT,
1991).

Utilizando técnicas de imunocitoquimica BALESTRINI et al. (1994)
demonstraram a presenca de celulose, homogalacturonanas, glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina e B-1,3-glucanas (PEARSON-GIANINAZZI et al, 1994) na interface das
células das raizes micorrizadas por VAM (micorriza arbusculares).

A presenga de glomalinas (glicoproteinas) esta correlacionada com
estabilidade da agregagao do solo. A agregacgao do solo é importante para prevenir
o solo da erosao através do vento e da agua. Essas glicoproteinas séo produzidas e
secretadas no solo por VAM, contribuindo para manter uma boa infiltragao das taxas
de agua e a aeragdo, que sao condigdes essenciais para o desenvolvimento das
plantas (WRIGHT e UPADHYAYA, 1998).

Hidrofobinas sdo proteinas que estdo envolvidas em muitos processos de
fungos saprofitos e patogénicos (WESSELS, 1996). TAGU et al. (1998, 2001)
propdem a participagdo dessas proteinas durante a formagao simbiética dos fungos
ectomicorrizicos. Segundo esses autores, ha um envolvimento de moléculas
extramatriciais e estruturas de parede celular no processo de adeséo do fungo a
planta. Eles propdem que carboidratos e proteinas sado provavelmente responsaveis
pelas forgas fisicas requeridas para adesao e que a secregcdo de um “cimento” que
mantém esse material ligado as hifas parece ser importante (BRUNDETT et al.,
2002).



Foi demonstrado por técnicas como eletroforese bidimensional, imunocitoquimica
e analise de RNA por hibridizagdo de RNA que o fungo ectomicorrizico Pisolithus
tinctorius expressa diferentes proteinas de parede (CWPs), tais como hidrofobina,
adesina e manoproteina durante a interacao simbi6tica (MARTIN et al., 1999). Em
outros fungos, para estas CWPs, tem sido sugerido um papel na agregacgao de hifas,

na sinalizagao intracelular e na mudanga do citoesqueleto.

1.4. Fungos micorrizicos

PALMER e HACSKAYLO (1970) testaram a habilidade dos fungos
ectomicorrizicos de crescer em diferentes fontes de carbono e acidos orgéanicos.
Todos os fungos testados cresceram bem no meio contendo glucose, frutose e
manose e alguns dissacarideos como celobiose e trealose. Alguns fungos utilizaram
ainda maltose, sorbitol, galactose, amido ou glicogénio. LAMB (1974) estudou o
efeito da D-glucose sobre a utilizagao de outras fontes de carbono no crescimento
dos fungos ectomicorrizicos e observou a importancia da adicdo de pequena
concentragao de glucose para o crescimento na presenca de dissacarideos. O efeito
desta adicdo provavelmente € a indugdo de enzimas especificas para a utilizagao
dessas fontes de carbono.

O isolamento e a manipulagdo experimental dos cultivos dos fungos
ectomicorrizicos tém sido criticos no desenvolvimento da pesquisa sobre aspectos
fisiologicos destes organismos. “In vitro”, o crescimento €& afetado com as variagoes
do pH, temperatura, nutrientes do meio, sais minerais e horménios (MOLINA e
PALMER, 1982). A temperatura promove um crescimento variavel entre diferentes
fungos. Pisolithus tinctorius exibe um crescimento 6timo em temperaturas variaveis
entre 21 e 32 °C em cultura pura Thelephora terrestris se desenvolve melhor em
temperatura entre 21 e 27 °C (CLINE et al., 1987).

SMITH (1982) estudando as condigdes fisiolégicas para o crescimento de
Pisolithus tinctorius, inoculou-o em meio MMN (Modifield Melin-Norkran) com
agitacdo, sulfato de aménia como fonte de nitrogénio, e observou que o fungo

crescia igualmente utilizando diferentes fontes de carbono.



SMITH (1982) também observou que os monossacarideos, na maioria das
vezes, sao mais eficientemente utilizaveis do que os dissacarideos. A glucose € o
manitol foram melhor metabolizados e resultaram assim em grande multiplicagdo
celular; a sacarose rendeu mais micélio do que a lactose e maltose, nas avaliagdes
com concentragdes equivalentes de carbono.

Somente um pequeno namero de fungos ectomicorrizicos pode ser mantido
em cultura pura em meios sintéticos, contendo carbono organico como simples fonte
(BUSCOT et al, 2000). As ectomicorrizas preferem hexoses como fonte de carbono
e a glucose resultante do catabolismo de sacarose parece ser a fonte primaria de
carbono em ectomicorrizas (CHEN et HAMPP, 1993; HAMPP et al., 1999).
Entretanto, ectomicorrizas como Amanita muscaria e Hebeloma crustuliniforme nao
cresceram no meio contendo sacarose porque as hifas desses fungos nao possuem
a atividade da invertase (SALZER e HAGER, 1993). A atividade da invertase da
parede celular da planta hospedeira foi sugerida como responsavel pela hidrélise da
sacarose para a obtengcdo de monossacarideos pelo fungo (SALZER e HAGER,
1993). Segundo NEHS et al. (2000) os fungos ECMs provavelmente ndo tém um
sistema de transporte primario para a sacarose.

A simbiose com fungos ectomicorrizicos altera o padrao de distribuicdo de
carbono nas plantas. O micélio converte principalmente glucose a manitol, e trealose
a poliois de cadeias curtas (HAMPP et al., 1999).

A alta biodiversidade dos fungos ectomicorrizicos resultou em uma
capacidade para captar formas especificas de nitrogénio e fésforo organicos e
inorganicos, facilitando o desenvolvimento de arvores (CLINE et al., 1987). Em geral,
as espécies de fungos ectomicorrizicos tém diferentes fisiologias e morfologias e os
beneficios da simbiose para a planta hospedeira dependem do padréo de infec¢ao
da totalidade do sistema de raizes e da extensado de infecgdo pela variedade de
espécies de fungos ectomicorrizicos.

Entre os principais fungos encontrados nas ectomicorrizas encontra-se o
fungo basidiomiceto Thelephora terrestris que interage simbioticamente com a raiz
de Pinus. Esta associagdo pode ser concebida como a formagéo de uma interacao
fisiologica complexa, representando distintamente uma nova entidade, pois o
hospedeiro e o simbionte sdo marcadamente modificados (MARTIN e HILBERT,



1991). Thelephora terrestris requer associagdo com plantas hospedeiras para o ciclo
de vida completo. Nao se tem obtido sucesso no processo de germinagio de
esporos utilizando meio de composi¢cao definida, embora na presenca de raizes de
Pinus sylvestris, ocorra a germinagéo “in vitro” indicando para a necessidade de um
indutor presente na raiz das plantas hospedeiras (BIRRAUX e FRIES, 1981;
HACSKAYLO, 1983).

1.5 Polissacarideos secretados por fungos

Os fungos sao notaveis pelas variedades de estruturas polissacaridicas que
produzem. Os polissacarideos constituem uma grande percentagem da biomassa do
fungo, onde a parede das hifas freqientemente contém mais de 75% de
carboidratos (GUTIERREZ et al., 1996).

Os polissacarideos presentes em fungos podem ser extracelulares (EPS), ou
estar associados as paredes e as membranas ou ainda intracelulares. Sao
encontrados nas formas de homopolimeros, heteropolimeros, glicoproteinas ou
peptideopolissacarideos (GRIFFIN, 1994).

Como as hifas podem estar sujeitas a mudancgas nas condi¢des nutricionais,
que ocasionam alteragdes nas caracteristicas morfolégicas durante o crescimento, é
provavel que os polissacarideos de parede participem destes fendmenos
(BARDALAYE e NORDIN, 1976).

Importantes grupos de fungos, como basidiomicetos, ascomicetos e
oomicetos, contém misturas de B-(1—-3) e (1—»6)-D-glucanas, fazendo parte de suas
paredes celulares (GANDON e BRUNETEAU, 1998). Dependendo da espécie de
fungo e do ciclo de vida, este tipo de glucana pode também ser encontrada no meio
de cultivo, onde a produgdo e o grau de ramificagbes variam de acordo com as
condicdes e o tempo de cultivo (RUEL e JOSELEAU, 1991).

Os polissacarideos tém sido usados na classificagdo de fungos, leveduras e
liquens. Sao antigenicamente relevantes, como antigenos e também estao
envolvidos em mecanismos de reconhecimento célula-célula ou célula-hospedeiro
(AHRAZEM et al., 1997).



CHAUMETON et al. (1993) estudaram mais de 300 espécies de fungos (dos
quais 26 eram fungos micorrizicos) quanto a produgdo de exopolissacarideos,
visando elucidar melhor a taxonomia, e foi observado que, dentro das condi¢des de
cultivo utilizadas, a maioria dos fungos micorrizicos ndao era produtora de
polissacarideos extracelulares.

Alguns fungos simbiontes possuem materiais extracelulares de particular
abundancia na presenga da planta hospedeira (MANOCHA e CHEN, 1990). Em
exames citoquimicos, BONFANTE-FASOLO et al. (1987) observaram a presenga de
material extracelular que reagiam com o teste de PATAg (acido periédico,
tiosemicarbazida e proteinato de prata, THIERY, 1967) o qual revela a presencga de
polissacarideos insoluveis.

KIHO et al. (1992) isolaram uma (1—3)-B-D-glucana ramificada do corpo de
frutificagao do fungo micorrizico Amanita muscaria, com massa molecular de 95 kDa,
empregando o processo de extragao alcalina e um outro polissacarideo de massa
molecular de 260 kDa por extragao neutra. A ramificagdo da glucana era formada de
grupos (1—6)-p-D-glucopiranosil.

Devido as grandes variagdes intraespecificas dos diferentes fungos
micorrizicos (READ, 1991; CAIRNEY, 1999) e da suas relagdes com os hospedeiros,
o estudo dos fungos micorrizicos em culturas axénicas ou em cultura pura é
importante para o entendimento da sua fisiologia. Segundo MARX (2001) “e
necessario crescer o fungo ectomicorrizico em cultura liquida pura, em condi¢des
ideais de laboratérios para conhecer as suas caracteristicas fisiologicas”.

Muitos fatores influenciam a distribuigcdo, o crescimento e a formagao de
simbioses com plantas e fungos ectomicorrizicos nos solos das florestas (MARX,
1970). A abordagem dos estudos em cultura pura dos fungos micorrizicos deve
contribuir para o conhecimento das ligagées e dos produtos dos genes envolvidos no
processo de simbiose (MARTIN, 2001).

Um “screening” diferencial foi feito com cerca de 500 cDNA de fungos
ectomicorrizicos. Dentre estes, 65 genes expressaram-se diferencialmente durante a
formagcdo do manto ectomicorrizico na associagdo Eucalyptus globulus e Pisolytus
sp (VOIBLET et al., 2001).
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Cerca de 100 genes foram identificados em varias associagbes micorrizicas.
Os produtos desses genes poderiam exercer um papel no reconhecimento e na
fixagao do fungo na superficie das raizes, na formacao das redes de sinalizagao, na
renovagao de proteinas, na organogénesis e no metabolismo simbibtico. Através
desses estudos, o processo de direcionamento da expressdao dos genes
relacionados com a simbiose em fungos ectomicorrizicos, os estudos sobre a
sinalizagcdo, como eles sdo enviados e como sao traduzidos comegam a ser
entendidos (MARTIN et al., 2001).

Considerando a complexidade da interagdao fungo-planta na formagao das
ectomicorrizas e o envolvimento dos derivados de carboidratos, o presente trabalho
visa estudar os polissacarideos e os demais glicoconjugados secretados pelo fungo

Thelephora terrestris em condigdes controladas.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo gerali
Investigar a produgdo de polissacarideos e glicoconjugados pelo fungo
ectomicorrizico Thelephora terrestris cultivado em meio de composicdo definida

em diferentes condigbes fisioldgicas.

2.2 Objetivos especificos

1. Investigar a presenga de polissacarideos e glicoconjugados no meio de cultivo

do fungo ectomicorrizico Thelephora terrestris.

2. Estudar o efeito da agitacéo e pH e da variagdo da concentragdo da fonte de

carbono durante o crescimento do fungo sobre a producgéo de glicoconjugados.

3. lIsolar e caracterizar estruturalmente os polissacarideos extracelulares

produzidos por Thelephora terrestris por métodos quimicos e fisico-quimicos.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MICROORGANISMO

Fungo ectomicorrizico pertencente a divisdo Eumycota, subdivisao
Basidiomicotina, classe Hymenomycetes, ordem Tulasnella, familia Thelephoraceae
e do género Thelephora, espécie terrestris (Silveira, 1981) (figura 1 e 2). A amostra
de Thelephora terrestris TT 223, foi gentilmente fornecida pelo Prof. Dr. Daison Silva

da Universidade Federal de Vigosa.

FIGURA 1- CORPO DE FRUTIFICACAO DO FUNGO ECTOMICORRIZICO T.
terrestris

Fonte: BRUNDRETT et al, 1996

FIGURA 2- ESTRUTURA DA RAIZ MICORRIZADA POR Thelephora terrestris
(ECM)

Fonte: URSIC e PETERSON, 1997
Porcdao do sistema de raiz com dicotomia. Dois tipos morfolégicos: marrom
amarelado (seta unica) e marrom escuro (seta dupla)
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3.2 Meio de cultivo

O fungo Thelephora terrestris foi cultivado no meio liquido MMN (Modifield
Melin-Norkrans) (MARX, 1969), composto de CaCl, (0,05 g); NaCl (0,025 g); KH,PO4
(0,5 g); (NH4)2HPO4 (0,15 g); MgS04.7H20 (0,15g); Tiamina.HCI (100 ng); Glucose
(10,0 g); FeClz 1% (1,2 mL); H,O destilada q.s.p. 1000 mL, pH final 5,8, autoclavado
a uma atmosfera de pressdo por 20 min. Ao meio sélido foram adicionados agar (15
g) e extrato de malte (3,0 g).

As solugdes de glucose, FeCls e CaCl, foram esterilizadas separadamente em
vapor fluente por 30 min. e adicionados assepticamente ao meio.

A capacidade de tamponamento do meio MMN foi modificada pela adigédo de
KH,PO, (66,0 mmol.L™") e Na;HPO, (56,8 mmol.L™") para manter o pH em 5,8.
Doravante os meios serdo denominados de MMN e MMN tamponado.

O cultivo estoque de Thelephora terrestris foi mantido em tubos contendo o

meio solido de Sabouraud ou em meio de malte, e replicados bimensalmente.
3.3 Curva de padronizagao de inéculo

Com o objetivo de padronizar o inéculo, para que em cada ensaio fosse
semeada uma quantidade de equivalente de massa micelial, um pré-indculo com 72
horas de cultivo foi homogeneizado trés vezes em liquidificador (Waring Blendor), na
velocidade minima por 10 segundos. Diluicbes do material foram quantificadas
através de medidas em espectrofotometro a 660 nm. Diferentes diluicdes das
culturas também foram filtradas em papéis de filtro, previamente pesados e
colocados em estufa a 60 °C por 5 dias, a determinagdo do peso seco, segundo
OSAKU (1996). Por exemplo: a suspenséao de T. terrestris com absorvancia de 0,5

corresponde a 0,9 mg de massa micelial (peso seco).
3.4 Curva de crescimento de Thelephora terrestris

O fungo Thelephora terrestris (0,1 mg/mL) foi cultivado durante 168 horas em

frascos de 250 mL contendo 50 mL de meio liquido MMN em agitador rotatorio (New
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Brunswick Scientific Co.) a 120 rpm, 28 °C, e a cada 24 horas 2 frascos de culturas
foram retirados e filtrados em papel de filtros previamente pesados e levados a uma
estufa a 60°C durante 5 dias. Apds esse periodo foram novamente pesados e

determinados desta forma os pesos secos das amostras (OSAKU, 1996).
3.5 ENSAIOS DE FISIOLOGIA

3.5.1 Cultivo de T. terrestris nos meios MMN e MMN tamponado, em fungéo do

tempo de cultivo

Foram inoculados 5,0 mg de micélio (peso seco) em 50 mL de meio MMN e
MMN tamponado, em frasco Erlenmeyer de 250 mL, contendo 55,5 mmol.L”" de
glucose e 3,4 mmol.L™ de fosfato de aménio. As culturas foram incubadas por 168 h,
a 28 °C, na auséncia da luz e sob agitacédo a 120 rpm. A cada 24 horas a partir de 48
horas foram retiradas 3 amostras. A massa micelial foi separada por filtracdo em
papel de filtro previamente pesado, para a determinagcdo do peso seco. Aliquotas
dos filtrados foram retiradas para a determinacdo de glucose (DAHLQVIST, 1961),
amonia residual (CHANEY e MARBACH, 1962) e verificagdo do pH (Micronal
pHmetro B374). O filtrado foi precipitado com 3 volumes de etanol para a dosagem
de agucar total (DUBOIS et al, 1956) e proteinas (LOWRY et al, 1951).

3.5.2 Efeito da agitagcao no crescimento de T. terrestris

Cinco miligramas (peso seco) do micélio do fungo Thelephora terrestris foi
cultivado em 100 mL de meio liquido MMN tamponado em Erlenmeyer de 500 mL
em meio estatico ou com agitacdo a 120 rpm, 28 °C na auséncia da luz. Apés o
crescimento de 72 horas, as culturas foram filtradas em papel de filtro previamente
pesado. Foi separada uma aliquota do filtrado para as dosagens de glucose
(DAHLQVIST, 1961) e aménia residual (CHANEY e MARBACH, 1962), e para a
verificacdo do pH.Os filtrados foram precipitados com etanol como descrito na

obtencao de polissacarideos (item 3.6.1).
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3.5.3 Efeito da concentragdo de glucose na secregdo de glicoconjugados pelo

fungo ectomicorrizico T. terrestris

Foram inoculados 5,0 mg (peso seco) de Thelephora terrestris em 50 mL de meio
liqguido de MMN tamponado contendo concentracdes de glucose de 1 a 15%, em
frascos de Erlenmeyer de 250 mL, e cultivadas sob agitag&o rotatoria a 120 rpm e 28
°C por 72 horas. Apbs esse tempo de cultivo, a massa micelial foi separada por
filtragdo em papel de filtro previamente pesado, levado a estufa com 60 °C por 5 dias
e determinado o peso seco. Os filtrados foram utilizados para as analises de glucose
(DAHLQVIST, 1961), aménia residuais (CHANEY e MARBACH, 1962). O filtrado foi
precipitado com 3 volumes de etanol (materiais € métodos 3.6.1) para a dosagem do
teor de acucar total (DUBOIS et al, 1956), dosagem de sulfato (DODGSON E
PRICE, 1962), proteinas totais (LOWRY et al, 1951) e acido urdnico
(BLUMENKTRANTZ e ASBOE-HANSEN, 1973). Os resultados desses experimentos

s&o médias de trés experimentos independentes.
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3.6 METODOS ANALITICOS GERAIS

3.6.1 Obtencgao dos glicoconjugados secretados no meio de cultivo pelo fungo

T. terrestris

O filtrado de 400 mL do meio de cultivo foi precipitado com 3 volumes de
etanol. A mistura foi deixada por 20 horas a 4 °C. O precipitado obtido apos
centrifugacao foi dialisado (sacos de dialise 12,0 — 14,0 kDa, Sigma) em agua, em
sistema aberto, por 2 dias para eliminagcéo do excesso de sais. O material dialisado
teve o seu volume reduzido em rota evaporador (Fisaton, modelo 802), sob press&o
reduzida, na temperatura de 30 °C.

A figura 3 esquematiza as etapas para obtencdo dos polissacarideos e

glicoconjugados.

FIGURA 3 - ESQUEMA DE OBTENCAO DE POLISSACARIDEOS E
GLICOCONJUGADOS DO MEIO DE CULTIVO DE T. terrestris

T. terrestris cultivado em meio MMN
ou MMN tamponado, cultivado com ou sem agitagdo
por 72 horas e filtragao

Filtrado Massa Micelial ( Peso seco)

Dosagem de Glucose residual

Dosagem de Amonia residual
pH

Filtrado
precipitado com 3 volumes de etanol

Precipitado dialisado e liofilizado
(Fragio PetOH)

Rendimento da fragio PetOH
Dosagem de Agucar total
Dosagem de proteinas total, sulfato, acido urdnico
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Para as dosagens de carboidratos foi utilizado espectrofotometro Spectronic 20

Genesys e para as demais reagbes o Espectrofotdémetro Beckman DU 7400.

3.6.2 Dosagem de carboidratos

A determinagédo quantitativa de carboidratos neutros totais foi realizada pelo
método de fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956). As leituras de absorvancia foram

realizadas em espectrofotdbmetro a 490 nm, usando-se como padrdo uma mistura de
glucose e manose diluida na faixa de 10 a 100 pg/mL. Todos os ensaios foram feitos

em triplicatas.

3.6.3 Dosagem de agucar redutor

A determinagéo quantitativa de agucares redutores foi efetuada pelo método
de SOMOGY!I (1945) e NELSON (1944), com a leitura realizada a 540 nm, usando-
se como padrao glucose entre as concentragcdes de 20 e 40 pg/mL. Todos os

ensaios foram feitos em triplicatas.

3.6.4 Dosagem de glucose residual

A determinacdo da glucose residual foi feita pelo método enzimatico da
glucose oxidase (DAHLQVIST, 1961), tendo a glucose como padrao nas
concentragdes de 10 — 100 ug/mL, e a medida de absorvancia em 420 nm. Todos os

ensaios foram feitos em triplicatas.

3.6.5 Dosagem de aménia residual

A amoénia residual foi determinada pelo método do indofenol (CHANEY e
MARBACH, 1962), utilizando-se 0,5 mL do meio de cultivo e tendo o sulfato de
amonio como padrao nas concentragdes de 1- 5ug/mL, e a absorvancia do ensaio

foi medida a 624 nm. Todos os ensaios foram feitos em triplicatas.



18

3.6.6 Dosagem de proteinas

As proteinas foram determinadas segundo o método descrito por LOWRY et
al., (1951), e a absorvancia foi lida a 660 nm. Sendo utilizada como padrao uma

solucdo de soro albumina bovina na concentracdo de 10 a 100 pg/ mL.
3.6.7 Dosagem de acidos urdnicos

Os acidos urdnicos foram dosados segundo o método de BLUMENKRANTZ e
ASBOE-HANSEN (1973). O acido glucurdnico na concentracgdo entre 2,5 a 40 ng/mL
foi utilizado como padrao e a absorvancia foi lida em 520 nm. Os ensaios foram

feitos em triplicatas.

3.6.8 Dosagem de sulfato

As amostras foram hidrolisadas com HCI 1mol L por 6 horas e o grupo
sulfato foi dosado segundo DODGSON e PRICE (1962). Foi utilizado solugédo padrao
de sulfato de sédio em HCL 1 mol L™'na concentragdo de 20 a 200 ug/mL e a

absorvancia do ensaio foi medida em 390 nm.

3.6.9 Curva de hidrélise acida

Oito mg da fracao PetOH de diferentes tempos de cultivo foram solubilizadas
em 4mL de agua destilada e adicionado de 4 mL TFA 2 mol.L™". A cada hora foi
retirado 1 mL do hidrolisado, neutralizado com NaOH 1 mol.L™". Apds a neutralizacéo

da amostra foi feita a dosagem de agucar total e de acucar redutor.
3.6.10 Hidrolise acida total

A amostra (1 mg) foi solubilizada em agua (1 mL), adicionado 1 mL de TFA 2
mol.L", e a solucdo foi mantido durante 6 horas a 100° C. Apds a hidrélise, o TFA
remanescente foi removido por evaporagao até a secura das solug¢des hidrolisadas.

Parte do produto de hidrolise foi dissolvido em agua e cromatografado em papel,
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solvente 5:3:3 (1-butanol-piridina-agua). Nitrato de prata alcalino (TREVELYAN et

al., 1950) foi usado como revelador dos monossacarideos.

3.6.11 Redugao e acetilagao dos produtos de hidrélise acida

A mistura de monossacarideos obtida da hidrolise total foi reduzida com
NaBH; (BLAKENEY et al, 1983, CHURMS, 1982; WOLFROM e THOMPSON,
1963a), a 4°C por 16 horas, pH 10,0. Apds esse periodo, as solugbes foram tratadas
com resina catidnica a fim de remover os ions sédicos. Foram entdo filtradas com &
de vidro e as amostras levadas até a secura em rota evaporador, sob pressdo
reduzida, e o 4cido borico resultante deste tratamento foi eliminado por co-destilagdo
com metanol na forma de borato de trimetila.

Os alditéis resultantes foram acetilados com uma mistura de anidrido acético-
piridina (1:1, v/iv) (BLAKENEY et al., 1983; CHURMS, 1982) a temperatura ambiente,
durante 16 horas (WOLFROM e THOMPSON, 1963). Apés 12 horas, o processo de
acetilagcao foi interrompido pela adicdo de gelo ao sistema e os alditois acetilados
foram extraidos com cloroféormio. A piridina residual da fragdo cloroférmica foi
- removida da preparacdo mediante sucessivos tratamentos com solugdo aquosa de
CuSO4 a 2%. Apds a eliminagcdo de toda piridina, a fragdo cloroférmica foi
desidratada com o auxilio de sulfato de sédio anidro e entéo filtrada. Apos a secura,
os alditéis acetatos foram analisados por G.C-M.S.,em colunas revestidas com OV-
225, a 220°C. (cromatografo a gas Varian, modelo 3300, acoplado a um
espectrometro de massa Finigan, modelo 800 [detector “lon Trap'] com injetor a
50°C por min até 220 °C, permanecendo nesta temperatura por 30 min; coluna
capilar de silica fundida (30m x 0,25 mol L-1 d. i.) revestida com DB-225, e com DB-

210; e hélio ultrapuro como gas de arraste).
3.6.12 Eletroforese em gel de poliacrilamida
Os precipitados etandlicos do meio das culturas de T. terrestris, crescidos em

diferentes concentracdes de glucose de 1 a 15%, foram submetidas a eletroforese
em gel SDS-PAGE a 10% (LAEMMLI, 1970), em aparelho da Bio Rad Mini Protean
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numa corrente constante de 10 mA (100 V) durante 2 horas. Os padrées de massas
moleculares (Pharmacia) utilizados foram: fosforilase B (94 kDa); soro albumina
bovina (67 kDa); ovo albumina (43 kDa); (anidrase carbonica 30 kDa); tripsina (20
kDa) e lactoalbumina (14 kDa). Apos a corrida, o gel foi corado para proteinas com
0,1% de Coomassie Blue (NEUHOFF et al., 1985) e com nitrato de prata (WRAY et
al., 1981). Os carboidratos foram corados com prata e acido periédico segundo
DUDMAN e BISHOP (1968). As bandas coradas foram quantificadas utilizando-se 0
densitometro da Molecular Dynamics PSI.

3.7 PURIFICAGAO DE GLICOCONJUGADOS
3.7.1 Fracionamento da fragao PetOH por congelamento e degelo

A fragcao PetOH (figura 3) apés solubilizagdo em agua destilada foi congelada,
e seguida de descongelamento até a temperatura ambiente e posterior centrifugacao
(10.000 X g por 30 min) segundo GORIN e IACOMINI, 1984. Este processo foi
repetido até que o sobrenadante ndo apresentasse mais polissacarideo soluvel em
agua fria, detectado por fenol sulfurico (DUBOIS et al., 1966). Os sobrenadantes
obtidos (250 mL), depois de reunidos, tiveram o volume reduzido (a 50 mL) em
evaporador rotatério com posterior congelamento e liofilizagao (Fragdo Sol[HOH). Por
este procedimento foi possivel também separar os pigmentos presentes no

precipitado etandlico.

3.7.2 Fracionamento da fragao SolHOH por coluna de troca idnica

A amostra liofilizada, contendo glicoconjugados, foi solubilizada em 20 mL de
agua e cromatografada em coluna de DEAE- Sepharose fast flow (20 cm X 2 cm). A
coluna foi eluida com agua destilada com fluxo de 2 mL/min, até o teste de fenol
sulfurico resultar negativo. Por esta metodologia separou-se a fragdo neutra,
denominada NeP. Em seguida os polimeros carregados foram eluidos com 400 mL
de gradiente linear de NaCl 0,05- 0,5 mol.L™". Embora o teste de fenol-sulfdrico

resultasse negativo, a coluna foi tratada com NaOH 1 mol.L™ para garantir eluigéo
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total dos glicoconjugados. O teste de fenol sulfirico negativo, foi a garantia que
todos os glicoconjugados carregados foram eluidos com o gradiente de NaCl. Os
eluatos obtidos foram dialisados em sistema fechado contra agua destilada e
liofilizados. O rendimento destas fragbes foi calculado pelo peso do material
liofilizado em relagdo ao peso do material aplicado na coluna. A fracdo B foi

conservada para posterior analise.

FIGURA 4 - ESQUEMA DE PURIFICACAO DE GLICOCONJUGADOS ISOLADOS
DO MEIO DE CULTIVO DE T. terrestris

‘r Fracao SolHOH "

[

[ coluna de DEAE sepharose |

Fragao neutra I Fragao polianionica
(Fragao NeP) (Fragao B)

|L Coluna de Sepharose CL 6B Jl
T

1
" Fragé:) NeP3 H || Fragé:: NeP1 J| |L Fragao NeP2 J'

[Fittragao em membrana de 30 kDil’

3.7.3 Fracionamento da fragao neutra (NeP) em coluna de Sepharose CL-6B

A fracdo polissacaridica NeP (100 mg) foi cromatografada em coluna de
Sepharose CL 6B (70 cm X 1,5 cm). O solvente utilizado foi agua destilada e a
coluna foi calibrada no fluxo de 1 mL/min, coletadas 4 mL por tubo. O volume
aplicado na coluna foi de 2 mL contendo 2 mg de acgucar total. A coluna foi
previamente calibrada usando dextranas (Sigma) com massas moleculares de 500
kDa, 266 kDa e 81 kDa. A figura 4 representa o organograma das etapas efetuadas.



3.7.4 Fracionamento da fragao NeP1 por membrana de 30 kDa

A fragcdo NeP1 foi filtrada em membrana de 30 kDa (Sartorius), com a

finalidade de separar as moléculas de baixa massa molecular. A fracéo foi eluida em

agua e filtrada através da membrana sob pressao de ar comprimido. Assim foi obtida

uma fracao retida na membrana (NeA), a filtrada (NeB). A fragdo NeB (100 mL) foi

dialisada em sistema fechado contra agua destilada. Todas as fragbes foram

posteriormente analisadas.

O esquema da figura 5 esquematiza as etapas realizadas para isolamento e

caracterizacdo das fracoes NeA e NeB.

FIGURA 5 - ESQUEMA DE FRACIONAMENTO E CARACTERIZACAO DOS

EXOPOLISSACARIDEOS EM MEMBRANA DE EXCLUSAO MOLECULAR

Fracdo NeP1 r
Membrana de exclusdo de 30.000

NeA
Amostra retida na membrana
© HPSEC- MALLS |
GLC-MS

NeB
Amostra filtrada pela membrana

HPSEC- MALLS |
GLC-MS |

Andlise de RMN ;
Andlise de metilagéo

Fracdo NeB1 T

Refiltrada pela membrana de 30 kDa

HPSEC-MALLS

GLC-MS
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3.7.5 Ensaio de cromatografia de exclusao estérica acoplada a multidetectores
(HPSEC-MALLS)

As amostras NeP, NeP1, NeA, NeB (5 mg) foram ressuspensas em 1 mL de
agua MilliQ. A solugéo macromolecular foi filtrada através de membrana de Millipore
de 0,20 um e aplicada ao cromatografo de exclusdo estérica de alta pressédo
(HPSEC) WATERS, equipado com um detector de indice de refracdo diferencial
WATERS modelo 2410 e com detector de espalhamento de luz em multidngulos
(MALLS) WYATT TECHNOLOGY modelo DAWN DSP com 18 canais, acoplados em
série.

O cromatografo estava equipado com 4 colunas de gel permeacdo WATERS
com limites de exclus&o 1.10° 4.10° 8.10% e 5.10° em série. Utiliza-se como eluente
NaNO, 0,1 mol.L", contendo NaN; 200 ppm, com um fluxo de 0,6 mL/min, 30 °C e
pressao de 920 psi, monitorada através da bomba peristaltica WATER 515.
Utilizando-se o programa ASTRA (WAYTT TECHNOLOGY) obteve-se os valores de

massa molecular.

3.8 ANALISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS E GLICOCONJUGADOS
SECRETADOS PELO FUNGO T. terrestris.

3.8.1 Analise de metilagao do polissacarideo neutro

Amostras da fragdo NeB (5 mg) foram solubilizadas com 1 mL de DMSO.
Apés a solubilizag&o foram adicionados 40 mg de NaOH seco pulverizado e agitado
por 15 min e, entédo foi adicionado 0,1 mL iodeto de metila (CIUCANU e KEREK,
1984), agitado por 10 min, com resfriamento e este procedimento foi repetido mais 4
vezes até completar o volume de 0,5 mL de iodeto de metila. Apds este tratamento a
reacao foi interrompida pela adigdo de agua na temperatura de 0 - 2 °C. O pH da

mistura foi neutralizado com acido sulfurico 0,5 mol.L"' e a amostra metilada foi
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extraida com cloroférmio e entdo evaporada a temperatura ambiente. Este processo
foi repetido 3 vezes.

As amostras secas dos polissacarideos metilados foram submetidas a
metandlise com solugdo de metanol saturado com HCI gasoso, em tubo de hidrélise
fechado, em estufa a 100 °C, por 2 horas. Em seguida foi adicionado carbonato de
prata para a eliminacdo do &cido na forma de cloreto de prata insolavel. O
sobrenadante foi retirado com pipeta Pasteur, e entdo as amostras evaporadas até
secura, sob pressido reduzida e submetidas a hidrolise com 1 mL de H,SO4 0,5
mol.L", durante 14 horas, a 100 °C. O excesso de acido foi neutralizado com
carbonato de bario. O precipitado foi removido por filtragdo e o filtrado limpido foi
reduzido com NaBH4 e acetilado conforme descrito por BLAKENEY et al. (1983),
CHURMS (1982), WOLFROM e THOMPSON (1963). Os alditéis acetatos
parcialmente metilados, foram analisadas por cromatografo a gas acoplada a

espectrometria de massa, conforme o descrito no item 3.6.11.

3.8.2 Ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN "C), de préton
(RMN "H) e RMN bidimensional (HMQC) dE glicoconjugados

Os polissacarideos obtidos por diversos processos de fracionamento foram
solubilizados com D0 e as solugdes foram liofilizadas (tratamento repetido 3 vezes).
Ap0s a ultima troca a amostra foi solubilizada em D,0 e analisados por RMN.

Os espectros foram obtidos pelo uso do espectrometro de Ressonéncia
nuclear magnética BRUKER DRX 400 incorporados ao transformador de Fourier, em

400 e 100 MHz respectivamente, em relagéo ao nicleo de 'He "*C a 30 °C
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3.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA: fator duplo sem repeticéo.
Utilizando o programa Statistica versdo 5.1 para avaliar a confiabilidade dos dados
obtidos nos ensaios de fisiologia em relacdo aos dados previstos e a relagdo C/N e
os rendimentos especificos (agucar total/ micélio peso seco) dos experimentos. Os
dados dos experimentos de peso seco micelial, precipitado etanélico e
exoglicoconjugados foram expressos como médias + S.E. Os demais resultados
estdo expressos como médias + S.D. de trés experimentos independentes em
triplicatas e o teste de Tukey foi utilizado para verificar a significancia dos diferentes

tratamentos.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 FISIOLOGIA DA PRODUCAO DE EXOGLICOCONJUGADOS PELO FUNGO
ECTOMICORRIZICO T. terrestris

Para estudar a capacidade do fungo T. terrestris em secretar polissacarideos e

glicoconjugados, ensaios de fisiologia foram realizados.

4.1.1 Secrecgao de glicoconjugados no meio de cultivo de Thelephora terrestris em

funcao do tempo

Quando T. terrestris foi cultivado em meio minimo MMN tamponado, o fungo
apresentou um crescimento exponencial até 72 horas e apos esse tempo entrou em
fase estacionaria (figura 6). Ja a producdo de glicoconjugado é proporcional ao
crescimento micelial apresentando um rendimento especifico de 0,090 + 0,01 (agucar
total.mg™* micélio seco). O aumento da secrecédo de glicoconjugados foi progressivo até
72 horas, e apds esse tempo foi decrescendo lentamente. O decréscimo na massa
micelial apds 96 horas pode ser explicado pela exaustdo da fonte de nitrogenada, pois
95% da amdnia do meio tinha sido exaurida em 48 horas de crescimento (tabela 1). O
pH inicial era de 5,8 e no final do ensaio o pH do meio era de 5,5 + 0,01. Foram
escolhidos os tempos de 48 e 72 horas da fase exponencial de cultivo, para as
quantificagbes dos glicoconjugados liberados.

Nas condi¢des de cultivo o tempo de geracao foi de 36 horas (OSAKU, 1996) e
fungo T. terrestris apresentou uma taxa de crescimento variavel como observado com
outros fungos micorrizicos (LAMB et al., 1974; TABER e TABER, 1987; CLINE et al.,
1987).
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FIGURA 6 — PRODUCAO DE ~EXOPOLISSACARI’DEOS NO MEIO DE CULTIVO DE
Thelephora terrestnis EM FUNCAO DO TEMPO

100 T35

B Micéli peso seco
(mg.100 mL™)

¢ Exopolissacarideo
(mg.100 ml I)

| # : f " t )
0 48 72 96 120 144 168

Tempo (horas)

Fragmentos de micélio (5,0 mg) de Thelephora terrestris foram adicionados em 50 mL
de meio MMN tamponado contendo 55,5 mmol.L™" de glucose e 3,4 mmol.L" de
fosfato de aménio em Erlenmeyer de 250 mL e cultivados por 168 horas sob
agitacao a 120 rpm a 28 °C. O agucar total foi determinado pelo método de fenol-acido
sulfurico. As curvas representam a média de trés ensaios conforme descrito em
materiais e métodos 3.5.1.
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4.1.2 Efeito do tempo de cultivo de T. terrestris sobre a producao de
glicoconjugados

O micélio de T. terrestris foi cultivado em diferentes tempos e os parametros
fisiologicos foram monitorados. Conforme se pode observar (tabela 1) o0 aménio do meio
de cultura foi exaurido em 72 horas. A secre¢do de polissacarideos, bem como de
proteinas aumentaram em funcdo do tempo até 144 horas de cultivo. A produgéo de
exoglicoconjugados foi proporcional a biomassa e nao apresentou diferencas
significativas apos 96 horas.

Segundo RUEL e JOSELEAU (1991), MCNEIL e KRISTIANSEN (1990) uma das
condicbes necessarias para secrecao de polissacarideos em fungos seria a exaustao
da fonte de nitrogénio, o que nao foi observado neste caso, pois a presenca de
exopolimeros foi observada antes da exaustdo da amdnia.

A atividade exocelular de enzimas hidroliticas tem sido caracterizado em varias
ectomicorrizas (CHALOT E BRUM, 1998), inclusive em T. terrestns cultivadas nessas
condigcdes (OSAKU, 1996) e a presenca de proteases poderia explicar o decréscimo da
massa micelial.
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TABELA 1 - EFEITO DO TEMPO SOBRE A SECRECAO DE GLICOCONJUGADOS
NO MEIO DE CULTIVO DE T. terrestris

Tempo *Micélio  *Precipitad *Exopolissa **Proteina **Amoénia  *Glucose
(horas) Peso seco o etandlico -carideos extracelular Residual Residual

mg/100 mL mg/100 mL mg/100 mL mg/100 mL  mmol.L™ mmol.L™’
48 18,8+0,75 20,0+1,3  1,25+0,03 0,54 +0,04 0,145 +0,01 24,940,225
72 32,7 +0,18  27,2+34 2951004 0,64 10,13 0,055+0,02 22,7 4035
96 269+132 202+28 2,5410,08 0,6310,02 0,047 10,02 19,410,334
120 25,7 +2,01 20,0+2,7 2,48+0,16 1,23+0,10 0,042 +0,02 15,3 +0,32
144 18,9035 182+18 2,34+0,13 1,26+0,07 0,035+0,02 11,1041
168 18,3+042 170414 233014 1,611039 0,03+0,03 11,5041

Frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL de meio MMN tamponado, 55,5
mmol.L”" de glucose e 3,4 mmol.L™" de fosfato de aménio foram inoculados com
5,0 mg (peso seco) de Thelephora terrestris e cultivados nos tempos indicados, sob
agitagcéo a 120 rpm a 28 °C. Todos os ensaios sdo média *+ S.E, **+S.D. de 3 curvas
independentes e as dosagens colorimétricas foram feitas em ftriplicatas.
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4.1.3 Efeito do pH e da agitacao no cultivo de Thelephora terrestris sobre a
producao de glicoconjugados

Os fungos ectomicorrizicos mostram tolerancia a pH acido, mas cada fungo
cresce em condigoes acidas diferentemente (WILLENBORG et al., 1990). Para
determinar as condi¢ées ideais para a produgdo de polissacarideos, o fungo T.
terrestris foi crescido em 2 meios, com capacidade de tamponamento distinto; o meio
MMN e o meio MMN tamponado.

Os dados da tabela 2 mostram o efeito do pH durante o cultivo e os parametros
de crescimento, de produgdo de glicoconjugados, consumo de amodnia e glucose. A
tabela 2 mostra que o fungo T. terrestris produziu mais glicoconjugados no meio em
que o pH apresentou menor alteragdo, isto €, no meio MMN tamponado. Nessas
condigbes a massa micelial foi 2,1 vezes maior em relacédo ao meio MMN. O consumo
de amoénia foi idéntico e a glucose residual manteve-se equivalente nos dois meios. A
producdo de exopolissacarideos em relagcdo a massa micelial foi 2,3 vezes maior no
meio tamponado do que sem tamponamento. Portanto, a produg¢do dos glicoconjugados
parece ser dependente da massa micelial e das condigdes fisioldgicas de adaptacao ao
pH.

Para avaliar o efeito do oxigénio sobre a produgao de glicoconjugados o fungo T.
terrestris foi cultivado em meio MMN tamponado com ou sem agitagdo. A tabela 3
apresenta os dados obtidos, onde se observa um aumento de 4,9 vezes na massa
micelial, no meio com agitagcdo o que se reflete no aumento da excrecdo de
glicoconjugados. O rendimento especifico (mg de agucar neutro/ mg de massa micelial)
foi de 0,09 com agitacdo e 0,024 no meio estacionario. O consumo da fonte de
nitrogénio foi maior no meio com agitagcdo e a glucose residual foi equivalente nos
meios MMN e MMN tamponado (tabela 3).

Em estudos conduzidos por REESLEV et al. (1996), foi observado em
Aureobasidium pullulans que o0s exopolissacarideos eram sintetizados quando o
crescimento era limitado pelo nitrogénio; no entanto, em cultivo cuja concentragéo de
glucose era limitada, ndo ocorria a produg¢ao de polissacarideos extracelulares.
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TABELA 2 - EFEITO DO pH NA SECRECAO DE GLICOCONJUGADOS NO MEIO DE
CULTURA PELO FUNGO ECTOMICORRIZICO Thelephora terrestris

MMN MMN tamponado
Massa micelial (mg/100 mL) 15,3 +3,20 32,47 +3,04
Acgucar neutro total (mg/100 mL) 1,52 +£0,5 349 +03
pH final 2,30 +£0,11 5560 +0,11
Aménia residual (mmol.L™") 0,16 +0,01 0,14 +0,01
Glucose residual (mmol.L™) 284 +0,87 227 +39

T. terrestris (5,0 mg) foi cultivado em 100 mL do meio MMN ou MMN tamponado
(tamp&o fosfato 60 mmol.L‘1), pH inicial 5,8, com 55,5 mmol.L" de glucose em
Erlenmeyer de 500 mL, sob condi¢cdo de agitagdo (120 rpm) por 72 horas a 28 °C . A
andlise estatistica foi realizada por ANOVA: fator duplo sem repeticdo. O valor das
médias + S.D. de trés experimentos independentes em duplicatas.
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TABELA 3 - EFEITO DA AGITAGAO DO MEIO DE CULTIVO DE T. terrestris NA
SECRECAO DE GLICOCONJUGADOS

Crescimento com Agitacdo Crescimento sem Agitagao

Massa Micelial

32,45 + 3,04 +
(Mg/100 mL) 2, +3,0 6,53 + 1,42
Acucar total (mg/100 mL)
294 +0,5 0,16 +0,05
Aménia residual (mmol.L™)
0,14 + 0,01 0,28 + 0,04
Glucose residual (mmol.L™)
22,7 +3,89 240 + 3,82

T. terrestns (indculo 5,0 mg) foi cultivado em 100 mL meio MMN tamponado, pH inicial
5,8, com 55,5 mmol.L”" de glucose em Erlenmeyer de 500 mL, sob condi¢bes de
agitagcdo (120 rpm) e sem agitacdo, por 72 horas a 28 °C. A andlise estatistica foi
realizada pelo programa ANOVA: fator duplo sem repeticdo. Os resultados sdo médias
+ S.D de trés experimentos independentes em duplicatas.
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4.1.4 Analise de PetOH por RMN *C em diferentes tempos de cultivo de T.

terrestris

Os precipitados etandlicos obtidos na fase log de crescimento, nos tempos de 48
e 72 horas de cultivo, foram analisados pelo espectro de RMN 3C, a fim de verificar se
os polimeros secretados nesses dois tempos de cultivo eram distintos. Os espectros
'3C (figuras 7) ndo mostraram diferengas significativas entre eles, e a semelhancga foi
confirmada pela sobreposicdo dos espectros de 'H de 72 h e 48 h (figura 8). Desta
maneira optou-se em trabalhar apenas com o cultivo de 72 horas, porque o rendimento
de exopolissacarideos era superior ao de 48 horas.

O espectro de RMN *C (figura 7) do precipitado etandlico (PetOH) mostrou seis
sinais de C-1 na regido anomeérica, demonstrando a complexidade deste polimero. O
sinal de & 101,59 poderia corresponder ao sinal de C-1 de a-D-manopiranose
substituidas (GORIN E MAZUREK, 1975). O sinal de & 102,44 poderia corresponder
respectivamente as unidades intemas de C-1 de a-D-manopiranose. O sinal em campo
baixo na regido de C-1 § 107,22 indica para a B-configuracdo de Galf (GORIN et al.,
1981). Observa-se ainda na regido sinal de & 15,05 da regido de C-6 dos deoxi-
acucares. A presenga de um sinal na regido compreendida entre & 85 e 88 ppm, mostra
que o polissacarideo apresenta ligagado do tipo g (1— 3).

A andlise dos espectros mostra a complexidade do material secretado pelo

fungo, o que indicaria a necessidade do aprofundamento dos estudos.
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Os espectros foram desenvolvidos em DO na temperatura de 30 °C.
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FIGURA 8 - SOBREPOSICAO DOS ESPECTROS DE 'H DE GLICOCONJUGADOS
SECRETADOS POR T. terrestis NOS TEMPOS DE 48 H E 72 H DE CULTIVOS
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Os espectros foram desenvolvidos em DO na temperatura de 30 °C
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4.1.5 Efeito da concentracao de glucose no meio de cultivo de T. terrestris sobre a
producao de glicoconjugados

Com a finalidade de verificar o efeito da variagao na relagdo C/N, na producéo de
exoglicoconjugados, manteve-se a concentragdo de nitrogénio constante, variando a
concentragao de glucose.

Os resultados na tabela 4, mostram que a biomassa decresceu com o aumento
da concentragao de glucose; o crescimento de T. terrestris foi conduzido por 72 h, e a
concentragcao de amoénia ao final desse tempo era de 5% do inicial. Considerando o
aumento da relagdo de C/N, deveria se esperar um aumento na excregdo de
carboidrato, porém foi observado que o rendimento do precipitado etandlico se manteve
semelhante nos meios com diferentes concentragées de glucose. O mesmo resultado
foi obtido quando o agucar neutro foi determinado. A concentragao de sulfato nao
mostrou diferencas significativas; entretanto a concentracdo de acidos urdnicos
decresceu em fungdo da concentragdo de glucose. A propor¢cao de proteinas foi
considerada baixa em relagdo ao carboidrato total, e ndo apresentou diferengcas
significativas em relagdo a concentragéao de glucose.

Uma explicacdo possivel para ndo se obter um aumento na produgdo dos
polissacarideos acima de 2,5 % de glucose, seria a satura¢ao do sistema de captagao
de glucose. NEHLS et al. (2001) observaram em Amanita muscaria um sistema de
transporte de hexoses regulado, de tal maneira que concentracbes de hexoses
superiores a 100 mmol.L™" ndo seriam captadas.
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TABELA 4 - EFEITO DA CONCENTFSAQAO DE GLUCOSE NO CULTIVO DE
Thelephora terrestris SOBRE A SECRECAQO DE GLICOCONJUGADOS

Conc. Massa Precipitado  Acgucar Proteina  eSulfato * «+ Acidos
Glucose micelial*  etandlico*  neutro* total* (mg/100  Urénicos**
(%) (mg/100 (mg/100 (mg/100 (mg/100 mL) (mg/100
mL) mL) mL) mL) mL)
10 329+054 144+043 292+050 0,35+006 1,2+02 0,93+0,02
25 373+05 151+032 259+0,75 0,31+009 21+02 0,64 +0,01
50 306+061 157+0,34 250+068 060+010 2,1+0,7 0,99 +0,01
75 270+£057 16,7+0,37 218+0,25 048+016 18x01 0,84 +0,01
100 329+045 208+048 2,34+0,74 0,57+017 1,1+03 0,84 +0,01
125 285+045 179+035 239+0,22 0,81+039 12+04 0,55+0,02
150 236+026 17,5+043 2,01+0,71 060+019 1,2+02 0,56 +0,01

* Amostra hidrolisada com HCI 1 mol.L™ por 6 horas e os grupos sulfatos foram dosados
segundo DODGDON e PRICE, 1962.

** Um miligrama de cada amostra foi solubilizado em agua destilada e dosada para
acidos urénicos de acordo com BLUMENKTRANTZ e ASBOE-HANSEN, 1973.
ANOVA; fatores duplos sem repeticdo e teste de Tukey, foram utilizados para as
anadlises estatisticas. Os valores de P< 0,05 foram considerados significativos. Os
valores s&o médias + SD de trés experimentos independentes. *P <0,05 **P >0,05
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4.1.6 Efeito da concentracdo da glucose na composicdo monossacaridica dos

glicoconjugados secretados pelo fungo T. terrestris

Para verificar se era possivel observar diferencas na composi¢éo
monossacaridica em fun¢do da relagdo C/N, os precipitados etandlicos dos meios
foram hidrolisados, derivatizados na forma de alditol acetato, analisados por GC-MS. Os
resultados estdo demonstrados na tabela 5.

A proporcdo dos monossacarideos, liberados apds 6 horas de hidrdlise,
apresenta predominancia de manose e glucose, seguidas por xilose, fucose e
galactose; ja a ramnose e arabinose apareceram em pequenas proporgoes.

Conforme aumentou a concentragdo de glucose no meio de cultivo ndo se
observou diferengas significativas na composicdo monossacaridica entre 0s
glicoconjugados secretados no meio de cultivo por T. terrestns.

TABELA 5 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DE GLICOCONJUGADOS
SECRETADOS POR Thelephora terrestis EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE
GLUCOSE NO MEIO CULTIVO

Concentracéo MONOSSACARIDEOS (Mol %)
glucose Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Gic

1,0 % Tr 11,0 Tr 17,0 33,4 11,8 23,8
25% Tr 10,2 Tr 15,4 29,3 11,7 33,4
50% Tr 11,7 Tr 17,4 321 12,6 26,2
7.5% Tr 12,6 Tr 17,9 29,5 12,8 27,3
10,0 % Tr 12,6 Tr 20,3 28,1 11,2 27,8
12,5 % Tr 10,4 Tr 256 261 10,8 26,8
15,0 % Tr 12,2 Tr 21,0 23,2 13,2 30,4

Alditbis-acetatos obtidos apds hidrélise total acompanhada de reducdo e acetilagéo e
analisado por G.C-MS (coluna DB-225).
Tr= tragos
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4.1.7 Anadlise estatistica dos ensaios de fisiologia

Com a finalidade de melhor avaliar os dados fisiologicos: a variagdo do tempo de
cultivo, concentracdes diferentes de glucose, pH e agitagdo do meio, em relagdo a
secrecao de glicoconjugados, foi feita a analise dos desvios dos resultados observados
em relagdo a média global. Esta analise é representada pelo coeficiente de regresséo
(R?, que varia entre 0 e 1. O melhor valor de R? é 1 (BARROS et al., 1996). Segundo
HAALAND (1989) o R?> deve ser no minimo 0,75 e valores acima de 0,90 sdo
considerados muito bons. O R? obtido neste experimento foi de 0,98 (figura 9).

A figura 10 mostra a correlacdo de matrizes entre rendimento especifico e a
relagdo C/N. Para um grau de confiabilidade de 95%, a melhor relagdo C/N,
corresponde 55,5 mmol L™ de glucose e 3,4 mmol L™ de aménia. Essas observacdes
se ajustam ao observado por NEHLS et al (2001) com relag&o a captagao de glucose.
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FIGURA 09 - ANALISE DOS DESVIOS ENTRE OS VALORES OBSERVADOS COM
OS PREVISTOS NA SECRECAO DE GLICOCONJUGADOS PELO FUNGO T.
terrestnis
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FIGURA 10 - CORRELACAO DE MATRIZES DO EXPERIMENTO VARIANDO A
RELACAO CARBONO/ NITROGENIO
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4.2 Caracterizacao da fragao PetOH
4.2.1 Curva de hidrélise da fragdao PetOH dos diferentes tempos de cultivo

Para identificar os componentes monossacaridicos presentes no precipitado
etandlico, foi inicialmente determinado o tempo necessario para a hidrdlise total das
ligacdes glicosidicas presentes nos polimeros. Assim os precipitados etandlicos de
diferentes tempos de cultivo (tabela 6), foram submetidos a curva de hidrdlise acida por
8 horas, nas condigdes descritas em materiais e métodos 3.6.9.

A relacdo agucar redutor/ agucar neutro variou com os diferentes tempos de
hidrélise e se manteve constante entre os tempos de 4 e 6 horas em todos tempos de
cultivo, sendo que os polimeros presentes no meio 216 horas de cultivo, mostraram-se
mais resistentes a hidrdlise acida, sugerindo a presenca de ligagdes glicosidicas
resistentes as condicdes de hidrdlise.

Os produtos de hidrélise do PetOH (A1) e PetOH filtrado em membrana de 0,45
ug (A2) para eliminar a presenca de pigmentos, do tempo de cultivo de 72 horas foram
submetidos a cromatografia em papel e os produtos corados por AgNOs (figura 11). Os
seguintes componentes monossacaridicos foram detectados: galactose, glucose,

manose e/ou arabinose, xilose e/ou fucose e rammnose, ainda acidos urdnicos.
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TABELA 6 — TEMPO DE HIDROLISE DAS FRACOES PetOH DOS DIFERENTES
TEMPOS DE CULTIVO

Tempo de hidrélise

Tempo cultivo 1h 2h 4h 6h 8h
48 h AT ug/mL 2358 226,3 258,6 2377 300
AR 488 144 205,8 236,6 250
R ar/at 0,207 0,636 0,796 0,995 0,833
72h AT 1000 1169,4 1190 1158 1232
AR 312,13 643,7 985,1 986,1 981
R ar/at 0,312 0,550 0,828 0,852 0,796
96 h AT 996,4 1019 1002 996 4 1104,8
AR 320,7 672,2 953,54 959,25 996.,4
R ar/at 0,322 0,660 0,952 0,963 0,902
168 h AT 988,8 981,2 1026,8 994,53 1104
AR 317,61 632,2 959,25 946,68 963,8
R ar/at 0,321 0,644 0,934 0,952 0,873
216 h AT 736 8842 916,5 931,7 965,2
AR 219,12 474 4 665,6 679,14 692,86
R ar/at 0,298 0,537 0,726 0,729 0,718

Processo de hidrélise acida total, bem como a dosagens de agucar redutor e agucar
total estdo descritos em Materiais e Métodos 3.6.9, 3.6.2 e 3.6.3. ar= agucar redutor,
at= acucar total. R ar/at: relagao entre agucar redutor e agucar total
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FIGURA 11 — CROMATOGRAFIA EM PAPEL DOS PRODUTOS DE HIDROLISE
ACIDA DO PetOH DO MEIO DE CULTIVO De T. terrestris
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Hidrolise acida total com TFA 1 mmol.L”", 100 °C 6 horas, A1 precipitado etandlico, A2
precipitado etandlico (amostra filtrada em membrana de 0,45 um). Cromatografia em papel
descendente, Solvente : butanol:piridina: agua (5:3:3), tempo de corrida: 48 horas corado com
nitrato de prata.

— Origem do cromatograma
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4.2.2 Analise do perfil eletroforético dos precipitados etandlicos do meio de
cultivo em fungao da concentragao de glucose

Com a finalidade verificar a variagdo na produgdo dos diferentes
glicoconjugados, em fungdo da relagdo C/N, os precipitados etandlicos foram
analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS e corado para proteinas e
carboidratos (figura 12 A e B).

Foi observado que varias bandas de proteinas aumentaram com o aumento da
concentragao de glucose (figura 12 A). A excreg¢ao de proteinas pode ser explicada pela
autdlise do micélio considerando o decréscimo observado no rendimento da massa
micelial (tabela 4). A banda corada que ficou na origem da eletroforese (figura 12 B)
para carboidrato manteve a mesma intensidade em todas as condi¢ées. Varias bandas
com massas moleculares entre 40- 94 kDa foram coradas (figura 12 B), para
carboidrato, e entre 14-94 kDa (figura 12 A) para proteinas sugerindo a presenga de
glicoproteinas. Desde que foram detectadas as presengas de sulfatos e de acidos
urénicos, nao se pode excluir que algumas bandas sejam de polissacarideos acidos.

Na figura 13 se pode observar que as bandas de 94, 84 e 58 kDa aumentaram
com o aumento da concentragdo de glucose no meio de cultura. Estes aumentos
poderiam estar relacionados com as analise feitas por WRIGHT et al. (1996a, 1996b)
gue encontraram em solos micorrizados, uma glicoproteina com massa molecular de 94
kDa, a glomalina, exportada pela micorriza. BONFANTE-FASOLO et al. (1991) isolaram
uma manoproteina de 95 kDa das células da parede do fungo ectomicorrizico Pisolithus
tinctorius. As glicoproteinas de 94-95 kDa, tiveram seus niveis aumentados
simultaneamente com o aumento de carbono organico no solo (WRIGHT e
UPADHYAYA, 1998), e com aumento de CO, atmosférico (RILLIG et al., 1999) e
decrescem durante a formacdo da micorriza (MARTIN et al, 1995). A variagdo na
exportacao de glicoderivados sugere que eles podem desempenhar um importante

papel na formacgao de micorrizas.
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FIGURA 12 - PERFIL ELETROFORETICO DA FRAGAO POLISSACARIDICA EM
FUNGCAO DA CONCENTRAGAO DE GLUCOSE
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Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS a 10%. A: Corado com Coomassie Blue; B:
Corado com acido periédico e prata; de corrida: descritos em materiais e métodos
3.6.11; Linhas: 1: glucose 1%; 2: glucose Condigdes 2,5 %; 3: glucose 5,0%; 4: glucose
7,5%; 5: glucose 10%; 6: glucose 12,5% 7: glucose 15,0%. Padrdes: fosforilase B (94
kDa); soro albumina bovina (67 kDa); ovo albumina (43 kDa); (anidrase carbonica 30
kDa); tripsina (20 kDa) e lactoalbumina (14 kDa).

origem —
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FIGURA 13 — EFEITO DA CONCENTRAGCAO DE GLUCOSE NO MEIO DE CULTIVO
DE T. terrestris NA SECRECAO DE GLICOCONJUGADOS
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As bandas foram quantificadas conforme descrito em materiais e métodos 3.6.12.
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4.3 FRACIONAMENTO DA FRAGAO PetOH

4.3.1 Separacdo de glicoconjugados da fracdo PetOH por congelamento e
descongelamento

O precipitado etandlico foi submetido ao processo de purificagdo por
congelamento e degelo. A mistura de glicoconjugado foi solubilizada em agua destilada
e a seguir congelada e posterior degelo na temperatura ambiente. O precipitado
insoluvel em agua fria foi separado por centrifugacéo.

Uma das caracteristicas do fungo T. terrestris € a coloragdo marrom-amarelada
de suas hifas (URSIC e PETERSON, 1997). A fragéo PetOH (366,4 mg) apresentava-se
com essa coloragdo e no procedimento de congelamento e descongelamento a
temperatura ambiente se separou o “pigmento”, ficando o sobrenadante incolor. Assim
a fragdo soluvel (SolHOH) em agua fria (63,6 % da fragcdo PetOH) foi congelada e
liofilizada para os demais ensaios.

Apods o processo de congelamento degelo ndo se observa mais o sinal em & 106,63
no espectro de RMN '*C da fragdo SolHOH (figura 15), presente na fracdo PetOH
(figura 14) atribuidos para B-configuragédo de Galf (GORIN et al., 1981). Os sinais de &
95,51 e 91,70 que no precipitado etandlico estavam presentes, também, estavam
ausentes apds esse procedimento e observando-se agora 0s sinais na regido
anomeérica de § 98,70, que poderia ser atribuido ao C-1 de a-D-manopiranose e 6 97,86
ao C-1 de a-L-fucopiranose os quais estdo de acordo com aqueles obtidos por NOHATA
et al. (1996). Os sinais de 6 102,44 indicam a ligagdo —»6Mana1—, e 5 101,59 a ligagao
—2Mana1— (IKUTA et al., 1997). A presenga de sinais na regido de 6 85 denota a
presenca da ligacdo 1—»3. O sinal de 8 103,59 poderia ser atribuido a B-D-glucana
(GANDON e BRUNETEAU, 1998).
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FIGURA 14 - ESPECTRO DE RMN °C DA FRAGAO PetOH
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Os espectros foram desenvolvidos em 6xido de deutério (D,0) a 30°C. Deslocamentos
quimicos foram expressos em 3, ppm.
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FIGURA 15 - ESPECTRO DE RMN ™C DA FRACAO SoHOH OBTIDOS DO
PROCESSO DE CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO
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Os espectros foram desenvolvidos em 6xido de deutério (D,0) a 30°C. Deslocamentos
quimicos foram expressos em §, ppm.
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4.3.2 Perfil de eluicao da fragdao SolHOH em coluna de DEAE Sepharose

A fragdo SolHOH (280 mg) foi solubilizada em agua (figura 4) e cromatografada
em coluna de DEAE-Sepharose (figura 16). Inicialmente eluiu-se com agua destilada,
com fluxo de 2 mL/min, volume igual a 3 vezes o volume da coluna, certificando-se de
que o teste de fenol sulfurico fosse negativo antes de iniciar a eluicdo com o gradiente
linear de NaCl de 0-1,0 mol.L™".

Todos os eluatos foram acompanhados para verificar a presenga de proteina
através da leitura em 280 nm em e os carboidratos neutros por dosagem colorimétrica
de fenol-acido sulfurico. A eluicao foi feita com o gradiente linear de NaCl. Observa-se
que a fracdo Il Sol[HOH foi totalmente eluida com 0,5 mol.L™ de NaCl e que o pico de
proteina a 280 nm encontra-se na fragéo 0,2 e 0,3 mol.L™" de NaCl.

A fragdo eluida com agua foi recromatografada em coluna de SP Sepharose
(troca catidnica) (figura 17) para garantir que o polissacarideo eluido com agua, da
coluna de DEAE, fosse realmente neutro. Toda amostra aplicada foi eluida com agua,
comprovando assim realmente tratar-se de um polimero neutro. O perfil de eluigéo, no
entanto, demonstrou um alto grau de dispersao sugerindo a possibilidade de haver mais

de um polimero na amostra.
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FIGURA 16 - PERFIL DE ELUICAO DA FRACAO SolHOH EM COLUNA DE DEAE
SEPHAROSE
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Os eluentes foram agua destilada e gradiente de NaCl. A cromatografia foi
desenvolvida num volume leito de 20 mL e um fluxo de 2mL/min.

Fracéo |= amostra eluida com agua (fragado NeP)

Fragao Il = amostra eluida com gradiente linear de NaCl 0-1,0 mol L™

® Acucar total; ® Absorbancia a 280 nm



52

FIGURA 17 - PERFIL DE ELUICAO DA FRAGCAO SolHOH EM COLUNA DE SP
SEPHAROSE
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4.3.3 Andlise da fracao NeP

A fragdo neutra (NeP) (rendimento de 53,3% da fragdo SolHOH), foi analisada
por cromatografia de HPSEC-MALLS a fim de constatar a sua homogeneidade (figura
18). Pode-se observar a presenga de um pico com alta massa molecular (I) e dois de
baixa massa molecular (ll, lll) demonstrando que a fragdo NeP n&o estava homogénea,
0 que esta de acordo com o perfil de eluigdo da coluna de Sepharose SP (figura 17),
apresentando um alto grau de dispersdo. A fragdo lll tinha uma massa molecular menor
do que 12 kDa, assim, procedeu-se a dialise fechada (saco de dialise de 12-14 kDa)
contra agua destilada para separar os constituintes de baixa massa molar. Apos a
diadlise, a fragao retida no saco de dialise apresentou 0 mesmo espectro de HPSEC-

MALLS, demonstrando que esse processo nao foi suficiente para separar essas
moléculas.
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FIGURA 18 - ANALISE DE HOMOGENEIDADE DA FRAGAO NeP POR HPSEC-

MALLS
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A amostra NeP foi dissolvida em solug&o de nitrito de sodio 0,1 mol.L™”" na concentracéo
de Tmg/mL. Vermmelho= detector de espalhamento de luz (LS); azul= detector de indice
de refracao (RI)

A fragado NeP (2,0 mg), foi hidrolisada por 6 horas e analisada por cromatografia
em papel, como descrito em materiais e métodos (3.6.9). O cromatograma nao revelou
a presenca de acidos urdnicos (figura 19), demonstrando que os polissacarideos
carregados ficaram retidos na coluna de troca anidnica. O tempo de hidrélise foi
suficiente, pois ndo se observou a presenga de oligossacarideos na cromatografia. A
fragdo NeP foi analisada, apos hidrélise, por GLC-MS na forma de acetatos de alditdis e
a manose foi 0 monossacarideo encontrado em maior proporgdo seguida por glucose,
xilose, fucose e galactose e arabinose na razao molar de 40,1:21,4:17,6:10,5:8,4:1,9.



Figura 19 - CROMATOGRAFIA EM PAPEL DOS PRODUTOS DA HIDROLISE DA
FRACAO NeP

Ga

1 2 3 <

A fracdo NeP foi hidrolisada conforme descrito em materiais e métodos 3.6.9, utilizando a
técnica de cromatografia em papel descendente. O solvente utilizado foi butanol (5):piridina

(3):agua (3), e o foi revelado por nitrato de prata. As linhas 1;3;4 sdo os padrées de
monossacarideos; 2 - Fracdo NeP
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4.3.4 Analise RMN '°C da fragdao NeP

Para a anadlise estrutural da fragao NeP a amostra foi submetida a analise por
RMN 3C (figura 20), a fim de verificar os tipos de ligagdes glicosidicas presentes e
avaliar o grau de ramificagdo. Na analise do espectro observa-se um sinal
predominante em § 103,49 que corresponderia ao C-1 da estrutura B-D-Galp; sinalem §
100,98 que indicaria para unidades de a-D-Manp ligado (1—6); a presen¢a unidades de
o-D-Manp ligado em (1—» 2,6) poderia ser assinalada pelo sinal em § 99,27 e a
presenca de B-Xylp corresponderia ao sinal em § 101,14. O sinal em § 97,87 poderia
ser atribuido a a- Ara (GORIN E MAZUREK, 1975); para as unidades internas de Manp
poderia ser atribuido o sinal em § 102,14 e o sinal em § 103,49 a unidades terminais
nao redutoras (GORIN, 1973).

FIGURA 20 - ESPECTROS DE RMN *C DA FRAGAO NeP ELUIDA DA COLUNA DE
DEAE SEPHAROSE
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O espectro foi desenvolvido em o6xido de deutério (D,0O) a 30°C. Os deslocamentos
quimicos foram expressos em §, ppm
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4.3.5 Fracionamento da fragcao NeP por coluna de Sepharose CL 6B

O espectro do HPSEC-MALLS da fragdo NeP (figura 18) mostrou a presencga de
trés picos pelo detector de indice de refragdo, demonstrando a presenga de quatro
polimeros com massas molares bem distintas, indicando que seria possivel separa-los
usando uma coluna exclusdo de 10 a 1000 kDa. A fragao foi re-comatografada (140
mg) em coluna de Sepharose Cl 6B (exclusdo molecular) cujo perfil de eluicdo esta
indicado na figura 21 que evidenciou a presenca de 3 fragdes confirmando a analise por
HPSEC-MALLS (figura 18).

Pelo perfil de eluicdo da coluna (figura 21) pode-se observar a presenca de uma
fracao (rendimento 60,4 mg) com pequena dispersao e de alta massa molar (NeP1), e
duas fragdes de pequena massa molar (NeP3 [21,7 mg] e NeP2 [20,0 mg]). As fragdes
NeP2 (11,0 kDa) e NeP3 (13,0 kDa) foram analisadas por HPSEC-MALLS (figura 24)
apresentando um unico pico. Simultaneamente o eluato da coluna foi acompanhado por
espectrofotometria nos seguintes comprimentos de onda 260, 280 e 214 nm (figura 21),
nao foi observada a absor¢ao nos comprimentos de 260 e 280 nm, descartando assim
a presenca de proteinas; entretanto uma fragdo com absor¢cdo em 214 nm foi

observada e a amostra coletada (10 mg), e liofilizada.
























































































































