UFV / IX SIMPOS / OUTUBRO DE 2009 / MICROBIOLOGIA

SOLUBILIZAÇÃO DE FOSFATO DE ALUMÍNIO POR Aspergillus niger

GILBERTO DE OLIVEIRA MENDES (Bolsista CNPq/UFV), ANDRÉ LUIZ MOREIRA DE FREITAS (Não Bolsista/UFV), SAMANTHA CAIXETA DE OLIVEIRA (Bolsista CAPES/UFV), IVO RIBEIRO DA SILVA (Co-orientador/UFV), OLINTO LIPARINI PEREIRA (Co-orientador/UFV), MAURICIO DUTRA COSTA (Orientador/UFV) 

O P é elemento essencial para o crescimento e desenvolvimento de plantas. Devido à fixação desse elemento às partículas do solo, na maioria dos solos brasileiros há deficiência de formas prontamente absorvíveis pelas plantas, impondo a necessidade de aplicação de quantidades consideráveis de fosfatos solúveis de elevado custo. Nesses solos predominam as formas insolúveis de fosfatos ligados a Fe e Al. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de solubilização in vitro de fosfato de alumínio (AlPO4) pelo fungo Aspergillus niger. Para isso, o fungo foi cultivado em frascos Erlenmeyer contendo 100 mL de meio NBRIP e 0,39 g de AlPO4 como única fonte de P. A inoculação foi feita a partir de 2 discos de micélio de 7 mm de diâmetro. Os frascos foram incubados a 28 °C em agitador horizontal a 150 rpm por sete dias. Um tratamento sem inoculação fúngica foi utilizado como controle. Foram realizadas coletas do meio de cultivo do 2º ao 7º dia de incubação. As amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante utilizado para análises de P solúvel e determinação do pH. Os resultados obtidos indicaram que A. niger apresenta elevada capacidade de solubilização de AlPO4, atingindo pico de solubilização ao 6º dia de incubação, momento em que cerca de 64 % do P adicionado foi solubilizado. Além disso, observou-se correlação negativa significativa (-0,93, P<0,01) entre P solubilizado e pH, indicando que a extrusão de prótons é um dos mecanismos de solubilização de fosfato realizado pelo fungo.
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KLUYVEROMYCES LACTIS EXPRESSA UMA E-NTPDASE DA FAMÍLIA DAS APIRASES
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As apirases são enzimas pertencentes à família das ectonucleotidases que atuam na conversão dos nucleotídeos tri e difosfatados em seus componentes monofosfatados estando presentes em vários organismos. Essas enzimas estão envolvidas na regulação da sinalização purinérgica, em vias de salvação de purinas e glicosilação de proteínas e lipídeos, entre outros processos celulares. A levedura Kluyveromyces lactis, que apresenta potencial aplicabilidade biotecnológica como hospedeira na produção heteróloga de proteínas recombinantes, contém duas apirases conhecidas como KlGDA1 e KlYND1 que foram localizadas por atividade enzimática no lúmen do aparato de Golgi e envolvidas no processo de manolisação terminal de proteínas e lipídios. Neste contexto o objetivo deste trabalho foi verificar a expressão e localização celular destas proteínas em K. lactis CBS 2359 por western-blotting e imunolocalização usando anti-soro heterólogos. A cepa selvagem foi cultivada em meio YPGal. Extrato e sobrenadante destas culturas foram analisados por SDS-PAGE e western-blotting utilizando dois diferentes anti-soros policlonais: anti-GDPase de L. major e anti-NTPDase de Trypanosoma cruzi. Simultaneamente, foi realizado o alinhamento entre a GDPase de L. major e as proteínas deduzidas do genoma de K. lactis, KlGDA1 e KlYND1. Os resultados revelaram que os anti-soros reconhecem de forma específica uma banda de aproximadamente 120 kDa no extrato protéico e sobrenadante, sendo provavelmente referente às apirases de K. lactis. O alinhamento reforçou essa possibilidade, demonstrando a presença das “Apyrase Conserved Regions” (ACRs) nas apirases KlGDA1 e KlYND1. Diferentemente da literatura, as apirases do Golgi parecem ser transportadas para o meio extracelular. Para comprovar melhor este dado tem-se como perspectiva demonstrar a atividade ecto-nucleotidásica e ecto-localização por microscopia confocal. Além disso, os resultados levantam a hipótese de que a cepa selvagem de K. lactis possa ser testada quanto à indução da produção de anticorpos contra apirases de espécies do gênero Leishmania e T. cruzi. (Capes)
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