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Resumo

Os fungos filamentosos como o Fusarium graminearum sao fungos que produzem expressiva quantidade de metabolitos secundarios. A
pesquisa da atividade da enzima nitrato redutase, enzima diretamente associada ao processo de desnitrificagdo, em fungos do género Fusarium
tem sido tema controverso. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade da enzima nitrato redutase em cepas de Fusarium graminearum. As
cepas de F. graminearum foram cultivadas na presenga de nitrato e nitrito, apresentando niveis de nitrato redutase diferentes. Os resultados
obtidos apontam para a utilizagdo da via assimilatoria de nitrato pelos organismos de F. graminearum avaliados neste estudo.
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Abstract

Fusarium graminearum are filamentous fungi that produce significant amounts of pigments. Studying the activity of the enzyme nitrate
reductase, which is closely associated with the process of denitrification in Fusarium, has been controversial. The aim of the present study was
to evaluate two strains of F. graminearum that have grown in the presence of nitrate and nitrite, showing different levels of nitrate reductase.

The results point the use of nitrate assimilation pathway for the fungus F. graminearum evaluated in this study.
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1 Introducao

Os fungos, de maneira geral, utilizam tanto amonio
quanto nitrato como fonte de nitrogénio em meio de cultura. A
utilizagdo de nitrato depende da sua reducdo a amonio através
das redutases de nitrato, o que ocorre no meio intracelular’.
Tanto a forma quanto a concentragdo da fonte nitrogenada
interferem na produgéo de metabolitos secundarios?.

O nitrogénio se apresenta de varias formas como fonte
nutricional. Entretanto, ¢ encontrado no solo em grandes
quantidades na forma de nitrato. Das demais formas de
nitrogénio encontradas no solo, somente a amonia, embora
toxica, ¢ assimilavel pela microbiota, pois ¢ encontrada na
forma de seu ion NH+4° .

A assimilacdo de nitrato ou de nitrito pelos microrganismos
conduz a reducdo de ambas fontes de N a amonia, através de
vias metabolicas especificas. A redugdo de nitrato a amonia
envolve duas enzimas: nitrato redutase e nitrito redutase*”.

Os microrganismos mostram grande diversidade na
utilizag@o de fontes de nitrogénio. Alguns sdo autotrdficos em
relag@o a este nutriente, sendo capazes de crescer em nitrato,
amonia e, algumas vezes, em nitrogénio gasoso; outros

necessitam de aminoacidos, purinas e pirimidinas®. A via de
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assimila¢@o do nitrato € um processo biologico essencial, sendo
a principal rota de incorporagdo do nitrogénio inorganico em
compostos organicos’. A atuagdo da enzima nitrato redutase
¢ de fundamental importancia na incorporac¢ao de nitrogénio
inorganico em moléculas organicas complexas, podendo ser
considerada a etapa limitante desse processo®. O nitrogénio
e o potassio tém sido relacionados como participantes na
ativagdo da enzima nitrato redutase. A fertilizacdo potassica
tem sido correlacionada positivamente com os niveis da nitrato
redutase’, com o desenvolvimento de culturas do trigo®.
Tendo em vista a caréncia de referéncias e, portanto, de
pesquisa, sobre a expressao da atividade da nitrato redutase em
fungos, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade da

enzima nitrato-redutase em Fusarium graminearum.

2 Material e Métodos

Nestes estudos foram usadas as cepas 10 e 46 do fungo
Fusarium graminearum da colegdo de fungos do Laboratorio
de Bioquimica Fitopatolégica do NEPRON - Nucleo
de Estudos em Produtos Naturais do Departamento de
Bioquimica da Universidade Estadual de Maringa - UEM.

Foi utilizado o meio BDA (Batata Dextrose Agar),
preparado conforme a descrigdo de Ruddat ez al.'?, utilizando-
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se 200 gramas de batatas cozidas em 800 ml de dgua destilada,
seguido de filtragdo. Ao filtrado, adicionou-se 18 gramas de
agar e 15 gramas de dextrose, completando-se o volume para
1.000 ml. Posteriormente, o meio foi distribuido em placas de
Petri, previamente autoclavadas a 120 °C, a 1 atm. Este mesmo
meio de cultura foi empregado em cultura de manutencao dos
fungos.

O meio ICI, conforme descricdo de Payne*, possui a
seguinte composicao em gramas/litro: 80g de glucose; 0,40g
NH,NO,; 5g KH,PO,; 1g MgSO,.7H,O e 2 ml dos seguintes
elementos-trago: 0,1g FeSO,; 0,015g CuSO,.5H,0; 0,161¢g
ZnS0,.7H,0; 0,01g MnSO,.7H,0; 0,01g (NH,) Mo.0,,.4H,0
em 100 ml de 4gua destilada. Este meio especifico foi
utilizado no cultivo dos microrganismos, previamente ao
ensaio enzimatico.

A padronizagdo dos indculos foi realizada em frascos
tipo Erlenmeyer contendo 1/5 de meio BD ou ICI do volume
nominal do frasco (125 ml). Discos homogéneos de cultura
de fungos, previamente preparadas nos meios solidos, foram
transferidos para o meio de cultivo em condigdes assépticas.
O respectivo indculo foi incubado sob agitagdo rotatéria a 100
rpm a 28 °C, durante 6 dias.

Os ensaios microbioldgicos foram iniciados com a
transferéncia asséptica do indculo (40 ml) para 400 ml de
meio ICI e crescido em frascos Erlenmeyer de 2 litros, sob
agitagdo rotatoria a 100 rpm a 28 °C, durante, no minimo, 7
dias. Os meios de cultivo e a vidraria usada nos experimentos
foram devidamente autoclavados.

O acompanhamento do crescimento micelial foi realizado
pela remocao de aliquotas do meio de cultivo, em condigdes
assépticas, determinando-se a massa micelial umida (grama
%), o teor de amido residual (absorbancia a 620 nm),
carboidratos totais (grama %), glucose (grama %) e proteinas

soltveis totais (grama %)

2.1 Determinacio da atividade da enzima nitrato redutase

O sistema reacional para a determinagdo da atividade da
enzima nitrato redutase consistiu de 1 mL da amostra (filtrado
da cultura) adicionado 0,3 mL de sulfanilamida e 0,3 mL
de 1-naftil-etilenodiamino-dicloreto 0,02%. A leitura, em

absorbancia, foi realizada em espectrofotometro a 540 nm.

3 Resultados e Discussao

As Tabelas

acompanhamento do desenvolvimento das culturas de F

1 e 2 apresentam os parametros de

graminearum, cepas 10 e 46. Durante todo o crescimento dos
microrganismos, foram determinados os niveis de consumo
de carboidratos totais (CHT), glucose, amido, massa micelial

umida (MMU) e proteina soliiveis no meio.
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Tabela 1: Determinagdo de carboidratos totais, glucose, amido,
massa micelial imida e proteina soltivel durante o crescimento de
F. graminearum (cepa 10).

Tempo CHT Glucose Amid? MMU* Proteina
(H) (g%) (g%) (abs) (8%)
0 2,3 2,4 2,5 0,02 0,001
24 2,3 22 24 0,10 0,05
48 2,1 1,8 2,2 0,22 0,09
72 1,6 1,6 1,7 0,55 0,19
96 0,8 0,7 0,7 0,76 0,26
120 0,4 0,4 0,5 0,80 0,27
144 0,1 0,1 0,3 0,83 0,30
168 0,1 0,0 0,1 0,83 0,31

*Absorbancia a 620 nm

** MMU_massa mivelial umida

Tabela 2: Determinacdo de carboidratos totais, glucose, amido,
massa micelial umida e proteina soliivel durante o crescimento
de F. graminearum (cepa 46).

Tempo CHT Glucose Amido MMU™ Proteina
(H) (8%) (8%) (abs)® (8%)

0 2,3 2,4 2,5 0,02 0,001
24 2,2 2,3 2,4 0,10 0,05
48 2,0 1,9 2,3 0,22 0,08
72 1,7 1,6 1,8 0,50 0,15
96 0,9 0,8 0,7 0,72 0,23
120 0,4 0,5 0,5 0,78 0,25
144 0,2 0,1 0,2 0,81 0,27
168 0,1 0,0 0,1 0,81 0,27

"Absorbancia a 620 nm

**MMU = massa micelial imida

A Figura 1 apresenta os diferentes niveis de nitrato
redutase, medida pela formagdo de nitrito, para as duas cepas
de F graminearum estudadas. Os niveis dessa atividade
enzimatica variou entre 1,34 e 1,38 mM de nitrito, tendo sido
realizadas 5 repeticdes.
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Figura 1: Niveis de nitrato redutase em F. graminearum

Objetivando acompanhar a relagdo de consumo de nitrato
com a atividade da nitrato redutase através da formagdo de
nitrito, mensuramos a quantidade residual de nitrato no meio
de cultivo. O meio ICI foi usado, uma vez que se tratava de
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um meio sintético que nos permitiu alterar as concentragdes
de nitrato sem afetar outros elementos. Podemos observar na
Tabela 1 que houve uma relagdo estequiométrica entre nitrato
absorvido e nitrito formado em decorréncia da atividade da
nitrato redutase. Ou seja, hd uma efetiva conversao de nitrato

em nitrito, o que pressupde a utilizagdo da seguinte via:

NRA IR

NO3 NO2 NH20H NH4

Tabela 3: Relagdo entre nitrito excretado e nitrato residual

Cepas Nitrito Formado Nitrato Residual
10 1,38 0,62
46 1,34 0,66

*Concentracao inicial de KNO3= 2,0mM

As bactérias e fungos coexistem, em todos 0s ecossistemas
conhecidos. No solo, as bactérias se constituem em um alimento
abundante para uma vasta gama de organismos, dentre os quais
alguns fungos'. Uma série de interagdes mutualisticas entre
fungos e bactérias tem sido relatada. A associacdo de fungos
e bactérias fixadoras de nitrogénio é de vital importancia para
a aceleragdo da decomposi¢do de material vegetal morto. A
bactéria fixa o nitrogénio atmosférico, aumentando os niveis
desse elemento na forma de compostos orgénicos'?.

Esses compostos sdo, por sua vez, utilizados pelo fungo
que cresce com mais vigor, o que permite uma decomposigido
mais eficiente e rapida da matéria vegetal, e um fornecimento
maior de nutrientes para a bactéria'®. As espécies que fazem a
simbiose com o rizobio sdo as mais indicadas para aumentar
o conteudo de matéria organica de solos degradados de
sistemas produtivos em condi¢des de baixa fertilidade,
acelerando o processo de sucessdo vegetal’. Outra simbiose
envolve bactérias que estdo localizadas dentro das células de
alguns fungos e sdo chamadas endossimbiontes®. Fungos de
varios grupos como Ascomicetos e Basidiomicetos parecem
apresentar essas bactérias vivendo no citoplasma ou em
organelas, por exemplo, nos vacuolos'®. A discussdo sobre o
melhor entendimento sobre o metabolismo do nitrogénio em
fungos, particularmente sobre a presenga da atividade danitrato
redutase, ¢ um tema ainda em aberto. Ao considerarmos o solo
como um universo competitivo de organismos € nutrientes,
torna-se claro a importancia das relagdes simbidnticas na
manuten¢ao do equilibrio.

Tendo em vista essas afirmativas, ¢ possivel que a
ocorréncia de atividades enzimaticas como a nitrato redutase
e nitrito redutase em fungos se justifique por essas possiveis
interagdes fungo-bactéria'®.
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4 Conclusao

Os dados aqui apresentados demonstram a utilizagdo
da via assimilatéria de nitrato por algumas cepas de F
graminearum. Ha necessidade de mais estudos buscando
melhor entendimento do processo e mecanismos dessas
enzimas no género Fusarium e em outros fungos.
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