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RESUMO

As raizes de eucalipto (Eucalyptus urophylla) podem estar
associadas a fungos como Pisolithus tinctorius, formando uma
simbiose conhecida como ectomicorriza, mas também podem estar
colonizadas por fungos patogénicos, como Rhizoctonia solani, agente
causal do tombamento de plantas em viveiros. O objetivo deste
trabalho foi verificar a presenca de atividade inibitoria de tripsina,
uma serino-protease, em raizes deE. urophylla eaatividade detripsina
em filtrados desses fungos. Aliquotas de extrato protéico bruto de
raizes de E. urophylla e fragGes protéicas parciamente purificadas
por cromatografia de exclusdo molecular, do tipo Sephacryl S-100-
HR, foram testadas para atividade inibitoria de tripsina. Proteinas do
extrato ou das fragbes, quando incubadas com o substrato BAPNA

(?-benzoil-arginina-p-nitroanilida) e tripsina comercia na presenca
de tamp&o Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0), resultou em atividade de inibidor
de tripsina ao redor de 80%. Filtrados de meios de cultura de P.
tinctorius e R. solani foram parcialmente purificados em
cromatografia de exclusdo molecular, porém atividade de tripsina
sobre 0 substrato BAPNA néo foi verificadaem nenhuma das fragGes.
Portanto, ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo direta entre o
inibidor da planta e proteases dos fungos. Os resultados apresentados
abrem novas perspectivas para o estudo dessas proteinas nas
interagcBes entre patdgenos e simbiontes para espécies de eucalipto.

Palavras-chave adicionais: inibidor de protease, protease,
ectomicorriza, Rhizoctonia solani.

ABSTRACT

Trypsin inhibitor from roots of Eucalyptus urophylla

Roots of eucalyptus (Eucalyptus urophylla) can be associated
with fungi such as Pisolithus tinctorius, thus forming an
ectomycorrhiza, or be colonized by pathogenic fungi, such as
Rhizoctonia solani, agent of damping-off in nursery plants. The
objective of thiswork wasto verify the presence and activity of trypsin
inhibitor, a serino-protease, in roots of E. urophylla and the activity
of trypsin in filtrate of these fungi. The crude protein extract from
roots and fractions partially purified by molecular sieving
chromatography, using Sephacryl S-100-HR, was tested for trypsin

inhibitory activity. The protein extracts or fractions, when incubated
with BAPNA (?-benzoyl-arginyl-p-nitroanilide) as substrate, in
presence of 0.1 M Tris-HCI buffer (pH 8,0), showed activity of trypsin
inhibitor around 80%. Culturefiltrates from P. tinctoriusand R. solani
isolates were also semi-purified by chromatography; however, no
trypsin activity on BAPNA substrate was observed. Due to this, it
was impossible to establish a direct correlation between the plant
inhibitor and potential fungal proteases. The results presented here
open new perspectives for the study of proteins in the interactions
between pathogens and symbionts with eucalyptus species.

INTRODUCAO

Plantas e seus patdégenos co-participam de inimeros
processos bioquimicos, onde as primeiras tentam defender-se
e 0s segundos colonizar os tecidos de seus hospedeiros. O
resultado final destes processos determinase ocorrerdinfeccao
bem sucedida pelo patégeno, causando doenga, ou ndo. As
enzimas de patdgenos que atacam paredes celulares vegetais,
como proteases, celulases e pectinases, interagindo com
proteinas sintetizadas pel as plantas e que podem inibi-las, séo
um exempl o desses sistemas biogquimicos.

Osinibidores de proteases constituem-se em mais um
elemento dentre os varios mecanismos vegetais de defesa
contra microrganismos fitopatogénicos. Embora a grande
maioria das pesquisas ja publicadas para esses inibidores

*Parte da Tese de Doutorado do primeiro autor. ESALQ/USP. (2001)
**Bolsista da CAPES.
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concentre-se na defesa de plantas contra insetos herbivoros,

ha um interesse recente da Fitopatol ogia no assunto. O papel

dos inibidores de proteases nas interagfes planta-micror-
ganismo ainda ndo é claro, mas considera-se que atuem na
defesadas plantas principal mente por retardar aprotedlise de
paredes celulares e de proteinas da membrana, reduzindo a
desorganizacéo celular e dificultando aatuacdo de patdgenos
(Sikes & Maxcy, 1979; Richardson, 1991).

Plantas, microrganismos e animais contém proteinas
gue apresentam a propriedade de formar complexos proteina-
proteina, reversiveis ou ndo, com vérias enzimas proteoliticas,
promovendo a inibicdo da atividade dessas proteases por
competicdo pelo seu sitio catalitico. Estas proteinas recebem
0 nome deinibidores de proteases e sdo mol écul as cujamassa
molecular varia de 10 a 90 kDa, na maioria dos casos
(Richardson, 1991). S0 denominados de acordo com a
proteaseinibida e/ou suafonte como, por exemplo, oinibidor
detripsinade soja[Glycine max (L.) Merril] (Kunitz, 1947).
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Os inibidores de proteases mais conhecidos e estudados sdo
aqueles que afetam a atividade de serino-proteases, cisteino-
proteases, proteases aspdrticas e metal oproteases, que sio
0S quatro grandes grupos aos quais pertencem as enzimas
proteoliticas (Laskowski & Kato, 1980). Os inibidores de
tripsina, umaserino-protease, concentram o maior nimero de
pesquisas no assunto, sendo as familias Solanaceae,
L eguminosae e Gramineae as maisinvestigadas quanto aativi-
dade de inibidores, por representarem importantes fontes de
alimentos (Richardson, 1991).

A especificidade da inibicdo é altamente variavel.
Alguns inibidores de proteases séo capazes de inibir apenas
uma ou duas proteases, estritamente relacionadas, enquanto
outros sdo ativos contra diferentes enzimas dentro de uma
mesma classe (Weder, 1986). A maioria dos inibidores de
proteases € resistente a desnaturacdo pelo calor, extremos de
pH e a acdo de algumas enzimas proteoliticas (Hartl et al.,
1986). Poucos estudos foram feitos quanto a sua localizacéo
celular, mas sabe-se que sdo encontrados em paredes cel ulares,
espagos intercelulares, no citossol e em vactolos (Kapur et
al., 1989).

As proteases extracelulares de fungos e bactérias
patogénicos a plantas podem participar dos processos de pene-
tracdo e infecco (Sikes & Maxcy, 1979). Muitos inibidores
s80 ativos in vitro contra proteases produzidas por microrga-
nismos (Y oshikawaet al., 1976; Mosolov et al., 1979; Brown
& Adikaram, 1983; Mosolov & Shulgin, 1986; Pekkarinen
& Jones, 2003) e diferencas no acimulo de inibidores entre
interagdes compativeis e incompativeis associam estas
proteinas aos conceitos de suscetibilidade ou resisténcia,
respectivamente (Peng & Black, 1976; Giri et al., 1998).

Raizes de espécies de eucalipto (Eucalyptus spp.)
podem associar-se afungos endomicorrizicos, principa mente
em plantiosjovens, eaectomicorrizicos jaem plantios adultos
(Peterson & Farquhar, 1994). Por exemplo, o fungo Pisolithus
tinctorius (Pers.) Coker & Couch € comum em solosflorestais
em associacdo ectomicorrizica com eucalipto (Marx, 1977;
Malgjczuk et al., 1990). Por outro lado, importantes
patdgenos também causam doencas nesta planta via raizes,
como o fungo Rhizoctonia solani Kiihn, responsavel pelo
tombamento de mudas e podridéo de estacas (Krugner & Auer,
1997).

Em plantas arbdreas, como o eucalipto , hd um Unico
relato, até 0 momento, sobre a presenca de inibidores de
proteases. Sementes de Eucalyptus urophylla S. T. Blake
apresentaram um inibidor de tripsina, capaz deinibir em até
80% a atividade de tripsina comercial e deinibir, também, o
crescimento in vitro deisolados de P. tinctorius (Tremacol di
& Pascholati, 2002). Neste contexto, o objetivo deste trabal ho
foi verificar a presenca de inibidores de proteases em raizes
de E. urophylla, tendo em vista possiveis correlagdes entre
osinibidores encontrados e proteasesliberadas por R. solani
e P. tinctorius, como uma ferramenta na tentativa de se
elucidar os mecanismos bioquimicos e fisi6logicosqueregem
interacOes entre plantas e microrganismos e que diferenciam
aquel as patogénicas das simbi dticas.
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MATERIAL E METODOS

Obtencéo dasraizes a partir de plantulas

Sementes de E. urophylla (Instituto de Pesquisas
Florestais da ESALQ/USP — lote AN — 458, talh& T8170,
Anhembi/SP) foram utilizadas para a obtencéo de raizes, a
partir de plantulas.

Na tentativa de se estabelecer um sistema de cultivo
gue permitisse um crescimento satisfatério das plantulase com
raizes isentas de residuos, alguns testes preliminares foram
realizados. Assim, solucdo de Sarruge concentrada (Sarruge,
1974) foi primeiramente diluida dez vezes em &gua destilada
e, depois, na proporcdo 1:1 (v/v). Esta solugdo final foi
adicionada de 0,25%, 0,5% ou 2% (m/v) de agar, sendo 8 ml
transferidos para cada tubo de vidro com 19 mm de didmetro
por 97 mm de atura. Os tubos com 0 meio de cultivo foram
autoclavados, com cinco repeticdes para cada quantidade de
agar testada. Para cada tubo de ensaio foi transplantada uma
plantula, recém-germinadaem placas contendo agar-agua, com
um par de folhas cotiledonares e, aproximadamente, 1 cm de
atura. A vedacdo foi realizadacom algoddo eaporcdoinferior
de cada tubo foi envolta por papel aluminio até a altura do
meio de cultivo, detal maneiraque asraizesaserem formadas
ficassem no escuro. A incubagdo foi feita em camara de
crescimento a28°C?2, sob fotoperiodo 12/12 h, ousgia, 12 h
de escuro seguidas por 12 h de luz fluorescente, durante 45
dias.

A avaliagéo das pléntulas assim produzidas permitiu a
escolhadamelhor combinacao Sarrugeagar, aqual foi utilizada
paraaproducdo das plantul as que serviram paraaobtencdo das
raizes necessarias para a extragdo do extrato protéico.

Obtencdo do extrato protéico deraizes

As raizes de cada plantula foram retiradas dos tubos,
lavadas em &gua destilada e secas a0 ar até peso constante,
por aproximadamentetrésdias. De 560 plantul as, umtotal de
320 mg de raizes secas foi utilizado para a extragdo de
proteinas.

As raizes foram congeladas em nitrogénio liquido e
maceradas até se obter um po fino. Ao pd foram adicionados
30 ml de solucdo salina (NaCl 15%, m/v), ficando asuspensio
sob agitacdo por 30 min e sendo posteriormente centrifugada
a12.300 g por 25 min, a4°C. O sobrenadante foi recolhido e
precipitado com um volume 4 vezes maior de acetona, mantida
em banho de gelo, sendo o materia centrifugado novamente,
como mencionado acima. As proteinas precipitadas foram
ressuspensas em 10 ml detampéo TrissHCI 0,1 M (pH 8,0) ea
suspensao ficou sob agitacdo por 15 min. Apésacentrifugacéo,
0 sobrenadante foi recolhido e mantido em congelador (-20
°C) até sua utilizacdo para os testes de atividade inibitéria.

Ensaio para atividade inibitéria de tripsina no extrato
protéico bruto de raizes de E. urophylla

O extrato protéico bruto de raizes de E. urophylla foi
quantificado quanto a concentracdo de proteinas totais e
testado paraaatividade inibitériadetripsina. Paraaobtencdo
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dacurvadeinibicdo, volumesde 30, 50, 75, 90, 100, 125, 175
€200 ?| do extrato bruto foram incubados com 1 ?g detripsina
de péncreas bovino (Sigma), diluida em HCI 1 mM, e com
volumevariavel detampéo Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0), contendo
CaCl, 0,01 M, até se atingir um volume final de 600 ?I por
tubo. A misturafoi incubada por 10 min a 37 °C e a seguir
foram adicionados 500 ?| do substrato BAPNA (benzoil-
arginina-p-nitroanilidal mM em dimetil-sulféxido de sodio)
a cadatubo e procedeu-se amais 40 min de incubac&o a 37
°C. A reacdo foi finalizada pela adicao de 500 ?I de acido
acético 30% (v/v). Asreactes foram realizadas em duplicata,
tanto para cada dose testada do extrato protéico quanto para
osrespectivos controles, os quais constavam daadicéo de &cido
acético antes do substrato. O controle representando 100% da
atividade enzimética foi obtido pela mistura de reacdo sem a
presencado extrato de proteinas (Linet al., 1991). Osresultados
foram expressosem atividaderesidual detripsing, determinada
pelaabsorbanciaa405 nm contraos control es apropriados para
cadareacdo. O extrato de raizes também foi aguecido a70°C
por 20 min, antes da reagdo com o substrato, e a atividade
obtida foi comparada aquela observada sem o aguecimento
prévio.

Purificacdo do extrato protéico deraizes

Cromatografia liquida de exclusdo molecular foi
realizada para o fracionamento das proteinas totais do extrato
deraizes de E. urophylla. A coluna utilizada, dimensdes de
60 x 1,5 cm, foi preenchida com o gel Sephacryl S-100-HR
(Sigma), equilibrada e eluida com tampéo TrissHCI 0,1 M,
pH 8,0 (Pascholati et al., 1993). As amostras do extrato
aplicadas a coluna foram de 1,5 ml, eluidas em fluxo de 18
mi/h, sendo cada frag&o coletada a cada 3,33 min. O volume
deexclusdo (Vo) dacolunafoi determinado pelapassagem de
1 ml de amostra de dextrana azul (1 mg/ml), nas mesmas
condigBes de fluxo e tempo.

Ensaio para atividade inibitéria de tripsina nas fracoes

As fracOes obtidas através da cromatografia foram
testadas para verificacdo da atividade deinibidor detripsina.
Todas as fragBes tiveram a absorbancia determinada a 280
nm em espectrofotdmetro e uma aliquota de 50 ?I de cada
uma foi usada em ensaio de atividade inibitéria. A estas
aliquotas foram adicionados 300 ?1 de tampao Tris-HCI 0,1
M (pH 8,0) e 10 ?g detripsina(diluidaem HCI 1 mM). Esta
reacdo foi incubada a 37 °C por 10 min e a seguir cada tubo
recebeu 500 ?1 de BAPNA e foram incubados & mesma
temperatura por mais40 min. A reacdo foi interrompidapela
adicdo de 500 ?1 de &cido acético 30% (v/v). Paracadafracdo
e controles, representando 100% da atividade enzimatica, as
reacOes foram conduzidas em duplicata. Todos os tubos
tiveram aabsorbéncia determinadaa405 nm.

Obtencéo do filtrado de meio de cultivo deP. tinctorius e
deR. solani

Oisolado 1604 de P. tinctorius foi isolado a partir de
ectomicorrizas de Eucalyptus grandisW. Hill ex Maiden (Rio
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Claro— SR, pertencente aMicotecado Departamento de Ento-
mologia, Fitopatologiae Zoologia Agricola— ESALQ/USP),
eR. solani isolada de estacas de Eucal yptus sp., com sintomas
de apodrecimento. Cada frasco erlenmeyer de 250 ml,
contendo 50 ml de meio BD (batata-dextrose), foi inoculado
com doisdiscos (7 mm dediametro) contendo micélio de cada
isolado, crescidos em placascom meio BDA (batata-dextrose-
agar). As placas com P. tinctorius haviam sido incubadas
durante 30 dias e asde R. solani durante dez diasa 28 °C, no
€scuro, com cinco repeticGes paracadafungo. Apds o periodo
de incubaco dos erlenmeyers, que foi de 30 dias para P.
tinctorius e de 12 dias paraR. solani, 5 ml demeio de cultura
de cadarepeticdo foram retirados, misturadosentre si, passados
em papel defiltro comum (Whatman nimero 40) e novamente
filtrados em Millipore 0,2 ?m (Rickauer et al., 1989). Os
filtrados de cultura de cadafungo foram quantificados quanto
as proteinastotais.

Purificagdo parcial dos filtrados fungicos por
cromatogr afia liquida de exclusdo molecular eteste para
a atividade detripsina

Osfiltradosfingicosforam submetidosacromatografia
liquida, em coluna empacotada, equilibrada e eluida nas
mesmas condi ¢des descritas paraas amostras de raizes, coma
passagem de 1,5 ml de amostra para cada isolado. Todas as
fragOes obtidas tiveram a absorbancia determinada a 280 nm
e uma aliquota de 300 ?I de cada uma foi testada para a
atividade detripsina.

Cadaadiquotafoi incubadacom 200 ?1 detampéo Tris-
HCI 0,1 M (pH 8,0), contendo CaCl, 0,01 M, e 500 ?I de
BAPNA 1 mM em dimetil-sulfoxido de sodio, por 40 min a
37 °C. Apdsaincubacao, areacao foi interrompidapelaadicio
de 500 ?I de acido acético 30% (v/v). Cadatubo de reacdo foi
feito em duplicata e apresentou um controle, com aadicédo do
acido antes do substrato enzimatico. A absorbancia foi
determinadaa 405 nm.

Célculo da concentracdo de proteinas

A dosagem de proteinastotaisdo extrato protéico bruto
de raizes e suas fragfes, bem como dos filtrados fungicos e
respectivas fragles, foi feita segundo Bradford (1976), tendo
albumina de soro bovino como padréo. A quantificagdo do
extrato bruto de raizes e dos filtrados de cultura possibilitou
conhecer o total de proteinas presentes nas amostras
submetidas as cromatografias. As dosagens das fracGes
proté cas mostraram quanto do total de proteinas dos extratos
apresentava atividade inibitéria de tripsina, como um
acompanhamento do estagio de purificacdo das amostras.

RESULTADOS

Deteccao de atividade inibitéria de tripsina no extrato
protéico bruto de raizes de E. urophylla

Um sistema de cultivo que permitiu o crescimento
satisfatdrio das plantulas e com raizes isentas de residuos foi
determinado. O cultivo em vermiculitaou substratos organi cos,
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utilizados rotineiramente em escala comercial, apresenta a
desvantagem da incorporacdo de residuos as raizes jovens e
porosas, 0 que éindesgjavel parafins de analisesbioquimicas.
Asraizes, apartir dasquais se obteve o extrato protéico, foram
isoladas de pléntulas com 45 dias, crescidasem meio de cultivo
congtituido de solucéo de Sarruge:agua (1:1, v/iv) €0,25% (m/
V) de &gar, sob fotoperiodo 12/12 h, ou sgja, 12 h de escuro
seguidas por 12 h de luz fluorescente, a 28 °C.

A atividade inibitéria de tripsina ao redor de 80% foi
detectada em extrato protéico bruto deraizesdeE. urophylla,
usando substrato BAPNA e tripsina de pancreas bovino
(Figura 1). Para se eliminar um possivel efeito de lectinas,
gue poderiam mascarar a atividade do inibidor de tripsina, o
extrato de raizes foi aguecido a 70 °C por 20 min, antes da
reagdo com o substrato. Os inibidores de proteases sdo
resistentes a temperaturas de até 90 °C, mas as lectinas, que
s80 proteinas que seligam acarboidratos e que s8o comumente
encontradas em tecidos de plantas, ndo suportam o
aguecimento a 70 °C (Richardson, 1991). Porém, ndo houve
variagdo da atividade inibitéria do extrato com ou sem
aquecimento prévio.

Atividade inibitéria de tripsina em fracOes protéicas de
raizesde E. urophylla, obtidas por cromatografia

A determinacdo daabsorbénciaa 280 nm edaatividade
parainibidor detripsinaparatodas as fragdes obtidas através
de cromatografiade exclusdo molecular revelaram que apenas
o primeiro pico continhafragGes com atividade, aqual também
chegou a até 80% de inibi¢do (Figura 2), como no caso do
extrato bruto. O extrato protéico bruto de raizes continha 18
?g deproteinastotais por ml. Assim, cadaamostrade 1,5ml,
submetida a cromatografia, apresentava 27 ?g de proteinas.
As fracBes com atividade inibitéria somaram,
aproximadamente, 2 ?g de proteinas, o que correspondeu a
7,4% do total daamostra.

Atividade de tripsina em filtrados de meio de cultivo dos
isolados de P. tinctorius e de R. solani

FracOes provenientes da cromatografia dos filtrados
de culturas de P. tinctorius e de R. solani, ndo apresentaram
atividade de tripsinasobre o substrato BAPNA nas condi¢des
testadas (dados ndo mostrados).

DISCUSSAO

Neste trabalho, foi constatada a existénciade inibidor
de protease em raizes de E. urophylla, apés o primeiro relato
daatividade inibitériade tripsinaem sementes damesmaplanta
por Tremacoldi & Pascholati (2002). A presencade uminibidor
detripsina, com atacapacidadeinibitdria, foi detectadaapartir
de extrato proté co deraizes de E. urophylla e de fragtes semi-
purificadas por cromatografialiquida. E interessante notar que
asfracBes com atividade inibitériamantiveram o mesmo nivel
de inibicdo sobre a tripsina comercia que aquele verificado
para o extrato protéico bruto, ou seja, ao redor de 80%.
Evidenciou-se assim recuperacdo de 100% do inibidor de
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FIG. 1 - Inibicdo da atividade de tripsina pelo extrato protéico bruto
de raizes de Eucalyptus urophylla. Hidrdlise de BAPNA 1mM por
tripsina bovina em pH 8,0 a 37 °C, em presenca de concentrages
crescentes de proteinas totais do extrato.
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FIG. 2 — Cromatografia de exclusdo molecular (Sephacryl S-100-
HR) do extrato protéico bruto de raizes de Eucalyptus urophylla. A
colunafoi equilibrada e eluida com tampéo Tris-HCl 0,1 M (pH 8,0).
Aliquotas de 50 ?I de cada fragdo foram incubadas com o substrato
BAPNA 1mM em dimetil-sulfxido de sddio e com 10 mg de tripsina
bovina, em pH 8,0 a 37 °C. A seta corresponde a maxima inibicdo da
atividade enzimética. Absorbancia a 280 nm (&s). Atividade residual
de tripsina/?l de fragdo, em porcentagem (?).

tripsina, ndo ocorrendo perda de atividade ap6s a cromato-
grafia. Também houve a purificacdo parcial do inibidor, em
relacdo ao extrato protéico, pois as fragdes com atividade
inibitoria representaram apenas 7,4% do total de proteinas
presentesinicialmente naamostra.

Oinibidor, provavelmente, atue como parte dos meca
nismos de defesada planta contrainsetos e/ou microrganismos
patogénicos, além de regular endogenamente a protedlise
celular (Kapur et al., 1989; Jongsma & Bolter, 1997) embora
trabalhos envolvendo patégenos e inibidores de proteases de
plantas ainda sejam escassos. O primeiro inibidor altamente
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especifico para subtilisina, uma protease de Bacillus subtilis
Ehrenberg, foi isolado de cevada (Y oshikawa et al., 1976).
Outrosinibidores de proteases, i solados de plantas, especificos
contra proteases de fungos patogénicosjaforam descritos para
patossistemas como Colletotrichum lindemuthianum (Sacc.
& Magn.) Scribner-feijdo (Phaseolus vulagisL.) (Mosolov et
al., 1979), Botrytiscinerea (Pers. Ex. Fr)-tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) (Brown & Adikaram, 1986), Fusarium
oxysporum f.sp. ciceri Padwick-grao-de-bico (Cicer arietinum
L.) (Giri et al., 1998) e Fusarium culmorum (W. G. Smith)
Sacc-cevada (Hordeum vulgare L.) (Pekkarinen & Jones,
2003).

Haum Unico relato envolvendo inibidores de proteases
e fungos simbiontes, como os ectomicorrizicos. Fracoes do
extrato protéico de sementes de E. urophylla, com atividade
inibitéria de tripsina, obtidas por cromatografia de excluséo
molecular, inibiram o crescimento de dois isolados de P.
tinctorius in vitro, evidenciando a sensibilidade deste fungo
ao inibidor de protease da planta hospedeira. O mesmo
inibidor, no entanto, ndo inibiu o crescimento de R. solani in
vitro (Tremacoldi & Pascholati, 2002).

Neste trabalho, os resultados obtidos ndo permitiram
estabelecer uma correlacdo entre o inibidor encontrado nas
raizes da planta hospedeira e as proteases dos fungos
estudados. O inibidor apresentou atividade especifica sobre
tripsinacomercial, mas atividade hidrolitica sobre o substrato
sintético especifico para esta protease néo foi detectada nos
filtrados de culturadosfungos. Entretanto, ndo se pode excluir
a possibilidade da presenca de proteases necessarias ao
metabolismo do simbionte ou do patdgeno, que tenham um
ou mais residuos de aminoécidos com afinidade pelo sitio
catalitico do inibidor.

Embora os inibidores de proteases, em sua maioria,
sejam altamente especificos quanto ao peptideo aser clivado,
podem também inibir diferentes enzimas dentro deumamesma
classe (Weder, 1986). Dahm & Strzelczyk (1995) verificaram
a atividade proteolitica em alguns isolados de P. tinctorius,
mas n&o utilizaram substratos especificos paraadeterminacdo
de protease(s) ativa(s). Pekkarinen & Jones (2002) atribuiram
auma subtilisina e umactripsina produzidas por F. culmorum
o papel de auxiliar a colonizag&o de gréos de cevada e trigo,
causando a seca dos ponteiros dessas plantas.

Muitas espécies de vérios géneros de fungos, mesmo
gue ndo patogéni cos aplantas, apresentam proteasesisoladas,
caracterizadas e expressas em microrganismos transgénicos,
parafins de utilizagdo industrial. As proteases de microrga-
nismos representam ao redor de 60% de todas as enzimas
hidroliticas comercializadas no mundo, sendo utilizadas
principal mente nas indUstrias de alimentos, detergentes,
farmacéuticae no amaciamento de couros (Guptaet al ., 2002).
Os principais fungos cujas proteases tém sido isoladas e
caracterizadas sdo Asper gillus spp., Rhizopus spp., Mucor spp.
e Penicillium spp. (Rao et al., 1998).

Atuamente, plantastransgénicasresistentesadiversas
pragas, através daexpressao de inibidores especificos paraas
enzimas proteol iticas digestivas dessesinsetos, sdo comercia-
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lizadas e cultivadas. Algunsexempl os s8o as culturas de tabaco
(Nicotiana tabacumL..), tomate, algoddo (Gossypiumhirsutum
L.), batata (Solanum tuberosumL..), alfafa (Medicago sativa
L.), canola (Brassica napusL.), soja, milho (ZeamaysL.) e
arroz (Oryza sativaL.) (Jouanin et al., 1998). Conhecendo-
se melhor o papel de inibidores de proteases também nas
interagdes com microrganismos, talvez possam ser obtidas
plantas modificadas paraaexpressdo de genes que codifiquem
inibidores especificos para proteases de fungos a elas
patogéni cos.

Estudos decorrentes destes primeiros ensaios sobre
inibidores de proteases em uma espécie de eucalipto e de
enzimas proteol iticas em microrganismos de interesse paraa
Fitopatologia, tais como testes de atividade do inibidor
encontrado sobre o crescimento fungico in vitro e in vivo,
poderiam estabelecer com maior clareza a atuagé@o de
inibidores presentes em raizes de eucalipto em relacdo aos
processos de interacéo do simbionte e do patégeno.
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