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RESUMO

Durante o processo de infeccdo, o fungo entomopatogénico Metarhizium
anisopliae desenvolve uma estrutura especializada denominada apressorio.
Essa estrutura é responsavel por realizar presséao de turgor sobre a cuticula do
hospedeiro para auxiliar na transposicao desta barreira e instalar a infeccao.
Neste trabalho, a diferenciacdo de apressaério foi induzida através de cultivo de
conidios sobre laminulas de vidro na presenca de extrato de levedura como
fonte de nitrogénio. As melhores condi¢des de cultivos determinadas foram de
um meio contendo 0,0040% de extrato de levedura, concentragcbes de conidios
por laminula entre 2,5.10° e 5.10° e tempo de cultivo de 16 horas a 28C. A
sequéncia genbmica de empl foi isolada e apresentou uma ORF de 803
nucleotideos codificando uma proteina predita de 226 aminoacidos. A proteina
predita conttm uma regido N-terminal contendo um peptideo sinal para
secrecdo, um sitio potencial de N-glicosilacdo, 16 aminoacidos na porgao C-
terminal caracteristicos de sitios de adicdo de glicosilfosfatidilinositol (GPI). A
massa molecular da proteina predita foi de 22KDa com um pl de 5,5. A
sequéncia de empl apresentou homologia com o0s genes das proteinas de
matriz extracelular de Fusarium oxysporum (gene feml) e de Magnaporthe
grisea (gene empl). Com base na sequéncia de empl de M. anisopliae um
vetor de disrupcdo foi construido e a selecao inicial dos transformantes foi

conduzida.
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ABSTRACT

The entomopathogenic fungi Metharhizium anisopliae develops specialized
infection structures known as appressorium wich trigger turgor pressure that is
crucial for host penetration. In this work, the appressorium differentiation was
induced in glass coverslips and the best nutritional condition (0.004% of yeast
extract), time of growth (16 hours) and conidia concentration between 2.5.10°
and 5.10° were optimized. Genomic DNA sequence of M. anisopliae empl
showing sequence homology to an extracellular matrix protein gene feml of
Fusarium oxysporum and empl of Magnaporthe grisea was isolated. This
sequence presents an open reading frame of 803 nucleotides encoding a
predicted protein of 226 amino acids. The estimated molecular weight of the
predicted protein product was 22 KDa with a pl of 5.5. It contains amino acid N-
terminal secretion signal sequence, as well a potential N-glycosylation site. At
its C-terminus, the protein contains a 16 amino acid sequence showing
characteristics of a glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor addition signal.
Based on this sequence a disruption vector was constructed with the bar

cassette, allowing initial selections of mutants.
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1. INTRODUCAO

Os fungos fitopatogénicos e entomopatogénicos utilizam estratégias
bastante conservadas para infectar seus hospedeiros, incluindo alteracbes
morfologicas, vias de sinalizacdo celular e proteinas que auxiliam no
desenvolvimento e protegem os fungos nos seus hospedeiros. Morfologicamente,
ambos sdo capazes de realizar crescimento apical da hifa e transporem a cuticula
(artrébpode) ou a parede celular (planta) de seu hospedeiro através do
desenvolvimento de estruturas de infeccdo especializadas (SEXTON &
HOWLETT, 2006). O entomopatdégeno Metarhizium anisopliae realiza o processo
de infeccdo desenvolvendo estruturas distintas, ao longo de seu desenvolvimento,
denominadas conidio, hifa, apressorio e blastosporos (CLARKSON &
CHARNLEY, 1996).

O apressorio € uma estrutura de penetracdo conservada em diversos
grupos de fungos. Geralmente esta localizada na extremidade distal do tubo
germinativo e exerce pressao de turgor que auxilia na penetracdo da hifa através
da superficie do hospedeiro (DEAN, 1997). St Leger et al., (1989) descrevem a
formacdo de apressério em M. anisopliae como um processo dependente da
resposta dos conidios ao meio ambiente externo, podendo ser induzida in vitro em
superficies rigidas e hidrofébicas lisas na presenca de baixos niveis de fontes
complexas de carbono. A etapa de formac&o do apressorio é fundamental para a
penetracdo e, portanto, para o estabelecimento da infec¢cdo. Assim, torna-se
crucial o conhecimento dos mecanismos que a regulam para o entendimento do

processo de patogenicidade. Em fungos fitopatogénicos, a formacdo de
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apressorio tem sido amplamente caracterizada, entretanto, pouco se sabe sobre
0S mecanismos moleculares que regulam este processo em fungos
entomopatogénicos.

Schoffelmer et al. (2001), purificaram e caracterizaram uma proteina do
fungo Fusarium oxysporum covalentemente ligada a glicoproteinas da parede
celular, denominada Feml (Fusarium extracellular matrix protein). A anélise de
similaridade in silico demonstrou homologia de Feml com outras proteinas
preditas depositadas em bancos de dados, dentre elas, a do gene emp1 do fungo
Magnaporthe grisea e uma deduzida de uma sequéncia de cDNA incompleta de
M. anisopliae ARSEF 2575 (AJ273721). Em 2004, Ahn et al. avaliaram a fungéo
do gene empl em M. grisea e confirmaram o aumento dos niveis de transcrito
deste gene em condi¢cdes de formacdo de apressorio quando comparados a
condicbes de inducdo de conidiacdo e crescimento micelial. Mutantes nulos
Aempl apresentaram reducdo na formacdo de apressério e na adesdo de
conidios a superficies hidrofobicas, indicando que o gene empl desempenha um
papel importante na formacdo do apressorio, no reconhecimento da superficie

e/ou na transmissao de sinais e, consequentemente, na patogenicidade.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Caracteristicas gerais do fungo filamentoso Metarhizium anisopliae
Metarhizium é um género de fungos entomopatogénicos, classificado no
filo Ascomicota, que abrange trés espécies descritas, Metarhizium album,
Metarhizium flavoviride e Metarhizium anisopliae. A espécie Metarhizium
anisopliae divide-se em cinco variedades M. anisopliae var. majus, M. anisopliae
var. lepidiotum, M. anisopliae var. anisopliae, M. anisopliae var. acridum e M.
anisopliae var. dcjhyium (DRIVER et al., 2000; DONG et al., 2009)
M. anisopliae apresenta micélio septado e hialino, com conidiéforos, dos

guais emergem conidios cilindricos organizados em colunas (Figural).

Figura 1: Caracteristicas morfoldégicas de Metarhizium anisopliae. Colénia de
M. anisopliae (A), Conidioforos (B), e conidios cilindricos (C). A col6nia foi
fotografada em Meio MCc apds 21 dias de cultivo a 28 °C. Em destaque foto-
micrografias e Microscopia Eletrénica de varredura de conidiéforo e de esporos.
Linhagem E6. (ARRUDA et al., 2005)
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Seu desenvolvimento vegetativo ocorre normalmente entre 15 e 32°C,
sendo a faixa Otima de temperatura entre 25 e 30°C e pH de 6,9, podendo tolerar
uma ampla variacao de pH (de 2,0 a 8,5) (ARRUDA et al., 2005; ARRUDA, 2005,
ALVES, 1998). S&do conhecidas trés formas de reproducdo para este fungo, a
reproducdo assexual, responsavel pelo crescimento vegetativo do fungo. A
reproducdo parassexual, que envolve heterocariose e recombinacdo mitética; e
reproducdo sexual. A forma teleomorfica para esse fungo seja dificilmente
encontrada e foi somente descrita com o isolamento de Cordyceps
brittlebankisoides (LIU et al., 2001).

Capaz de infectar e matar mais de 300 espécies de artropodes e mais de
50 familias de insetos e acaros (ST. LEGER, 2008), M. anisopliae vem sendo
utilizado no controle bioldgico de insetos pragas da agricultura (PIRES et al.,
2009). No Brasil, o emprego de M. anisopliae teve grandes avancos,
especialmente no controle da cigarrinha da cana-de-acucar (Mahanarva
posticata), da broca da cana-de-acucar (Diatrea saccharalis), da broca do café
(Diploschema rotundicollee), e da cigarrinha das pastagens (Deois flavopicta e
Zulia entreriana) (ALVES, 1998). Atualmente, varios estudos tém sido realizados
para avaliar sua eficacia no controle de artropodes vetores de doencas humanas

e no controle de outras pragas da agricultura (Tabela 1).
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Tabela 1: Possiveis hospedeiros do entomopatdégeno M. anisopliae.

Hospedeiro
suscetive

Cultura atingida/
hospedeiro ou doenga
transmitida

Referéncias

Triatoma infestans

Vetor do agente etioldgico
da doenca de Chagas

LAZZARINI et al., 2006;
JUAREZ et al., 2000; LUZ
etal., 1998

Anopheles gambiae

Vetor do agente etioldgico
da malaria

SCHOLTE et al., 2006;
KANZOK & JACOBS-
LORENA, 2006

Aedes aegypti

Vetor do agente etioldgico
da dengue

LUZ et al., 2008;
SCHOLTE et al., 2007

Glossina ssp

Vetores do agente
etioldgico da doenga do
sono

KAAYA & MUNYINYI,
1995

Tuta absoluta

Praga de folhas de tomate

PIRES et al., 2009

Capnotis tenebrionis

Praga de frutos da familia
Rosaceae

MARANINNO et al., 2006

Haematobia irritans

Agente etioldgico da miiase
em humanos e animais

ANGEL-SAHAGUN et al.,
2005

Tetranychus truncatus,

T. turkestani

Praga do algodao

SHI et al., 2008

Peregrinus maidis,
Delphacodes kuscheli
Dalbulus maidis

Vetores de parasitas do
milho

TOLEDO et al., 2007

Rhipicephalus
(Boophilus) microplus

Carrapatos que parasitam
bovinos

FRAZZON et al., 2003;
LEEMON & JONSSON,
2008

Rhipicephalus
appendiculatus

Ixodes scapularis

Carrapatos que parasitam
bovinos

KAAYA et al., 1996;

HORNBOSTEL et al.,
2005

Amblyomma variegatum

Carrapatos que parasitam
bovinos

KAAYA et al., 1996;
MARANGA et al., 2005

Nezara viridula,
Euschistus heros,
Piexodorus guildinii

Pragas da soja

SOSA-GMEZ &
MOSCARDI, 1998
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Apesar de seu potencial como agente controlador de diversas pragas, a
utilizacdo de M. anisopliae mantém-se limitada devido a necessidade de um
periodo de tempo maior para conduzir a morte efetiva de seu hospedeiro, quando
comparado aos pesticidas quimicos (ST LEGER et al, 1996), além da
dependéncia das condi¢des ambientais que podem limitar seu desenvolvimento

na superficie do inseto.

2.1.1. O processo de infec¢cédo de Metarhizium anisopliae

M. anisopliae realiza o processo de infeccdo através da penetracdo ativa
da cuticula de seus hospedeiros. Este processo é multifatorial, dependente de
caracteristicas ambientais, da interacdo patdgeno-hospedeiro, incluindo a
topografia da epicuticula do hospedeiro e a secrecdo de enzimas hidroliticas e
toxinas (WANG & ST LEGER, 2005)

O ciclo de infeccdo de M. anisopliae € iniciado com a ades&o dos conidios
na superficie dos hospedeiros suscetiveis. Esta etapa € crucial para a
patogenicidade e acontece via mecanismos hidrofobicos mediados por proteinas
presentes na superficie dos conidios que interagem com a camada lipidica da
superficie dos hospedeiros, as hidrofobinas (FANG et al., 2007). Substancias
adesivas também podem atuar nesta etapa, evitando que 0S esporos sejam
removidos da carapaca do inseto por forcas mecanicas naturais, como chuvas e
vento. Wang & Leger (2006) relatam a proteina MAD1 como responsavel pela
adesédo dos conidios na cuticula de Manduca sexta. Uma vez aderido, o conidio
inicia a germinacdo sobre a cuticula do hospedeiro. Esse processo depende de

condicBes favoraveis de temperatura, umidade, pH, oxigenacao e disponibilidade
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de nutrientes. Apos a formagdo de tubo germinativo, ocorre o desenvolvimento,
na extremidade distal das hifas, de uma estrutura dilatada denominada
apressorio.

O apressério € uma expansdo na extremidade distal da hifa que exerce
pressdo de turgor sobre a cuticula do hospedeiro. Além de propiciar uma
interacdo mais estreita entre a célula dos fungos e a cuticula do hospedeiro, o
apressorio € uma regido onde pode ocorrer a secrecdo de enzimas que também
auxiliam na penetracdo (WANG & LEGER, 2005). Essa estrutura sera descrita
detalhadamente na segéo seguinte

Arruda et al. (2005) descrevem a diferenciacdo de apressorio durante a
infeccdo de M. anisopliae no carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
evidenciando que esta estrutura apresentava-se de forma globosa com tamanho
similar ao do conidio (Figura 2A), geralmente coberta por uma fina camada de
mucilagem que a adere a superficie do carrapato (Figura 2B). e cercada por um
halo de degradacédo presente na cuticula da carrapato (Figura 2C), , confirmando

a secrecao de enzimas neste local.
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Figura 2: Diferenciacdo de apressorio de Metarhizium anisopliae sobre a
superficie do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Micrografias
eletrébnicas de varredura: (A) evidenciando a germinacdo de um conidio (CO),
formando um tubo germinativo (GT), com diferenciacdo do apressorio (AP); (B)
presenca de uma camada de mucilagem (MC); e (C) presenca de um halo de
degradacdo enzimatica (ED) sobre a cuticula do carrapato. Barra: 2 pm
(modificado de Arruda et al., 2005)
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Sequencialmente, ocorre a formagdo de estruturas conhecidas por
grampos de penetragdo 0s quais sdo estruturas finas e alongadas, que se
diferenciam na parede celular da superficie do apressoério que esta em contato
com o hospedeiro (CLARKSON & CHARNLEY, 1996). Nessa etapa, varias
enzimas hidroliticas (proteases, quitinases e lipases) atuam sinergisticamente
com a finalidade de dissolver a cuticula do hospedeiro, permitindo a penetracédo
das hifas e o estabelecimento da infec¢do. Proteases e esterases parecem ser a
primeiras enzimas a serem secretas com a posterior atuacdo de quitinases
(PEDRINI et al., 2007). As proteases sdo as enzimas mais estudadas em M.
anisopliae, que é capaz de sintetizar proteases do tipo subtilisina (Prl), tripsina
(Pr2), cisteina proteases (Pr4), metaloproteases e varias outras familias de exo-
peptidases. Dentre essas proteases, destaca-se a protease PrlA, que esta
relacionada a viruléncia e patogenicidade do fungo. Através da insercdo de
multiplas copias do gene prlA, fusionadas a um promotor constitutivo, no
genoma de M. anisopliae, pode-se evidenciar maior patogenicidade ao
hospedeiro Manduca sexta, quando comparado a linhagem selvagem (ST LEGER
et al., 1996).

Mutantes espontaneos deficientes em PrlA foram avaliados quanto a sua
patogenicidade e mostraram-se menos virulentos (WANG et al., 2002).
Entretanto, essa reducdo de viruléncia parece ser hospedeiro dependente,
sugerindo a secrecao de diferentes proteases de acordo com o hospedeiro a ser
infectado (BAGGA et al., 2004)

Através da analise de expressdo génica global de uma linhagem de M.

anisopliae cultivada em cuticula de M. sexta contra a mesma linhagem cultivada
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em meio com privacao de nutrientes, Freimoser et al. (2005) foram capazes de
identificar um aumento da expressao das proteases Pr1A e PrlB em meios com
privagdo de nutrientes, evidenciando a expressdo de ambas as proteases como
uma resposta a estresse.

Quitinases tém sido caracterizadas em M. anisopliae, apresentando
distintas atividades biol6gicas, como o envolvimento na morfogénese e na
aquisicao de nutrientes e o envolvimento durante o processo de infeccao. (DA
SILVA et al., 2005). Apés a penetracao, as hifas atingem a hemocele do inseto e
se diferenciam em estruturas unicelulares leveduriformes, os blastosporos. A
formacédo destas células esféricas facilita a disperséo do fungo no corpo do
hospedeiro através da hemolinfa, levando a uma infeccdo generalizada
(BIDOCHKA et al., 1997). A formacéo de blastosporos € influenciada pelo gene
cag8, pois mutantes nulos mostraram reducdo na conidiacdo, na sintese de
hidrofobinas e na formacdo de blastosporos. Nestes mutantes, 0s poucos
blastosporos formados apresentaram alteragcbes morfolégicas (FANG et al.,
2007). Outro gene, cuja participacdo na formacdo de blastosporos foi
demonstrada, € o gene mad1l, cujos mutantes nulos também tiveram a formacao
de blastosporos reduzida (WANG & ST LEGER, 2006).

Na hemocele do inseto, o fungo deve resistir a resposta imunoldgica do
hospedeiro e para tal, utiliza diversos mecanismos como: (i) a expressado de uma
proteina semelhante a colageno (MCL1) na superficie dos blastosporos, que
impede o reconhecimento do fungo pelo sistema imune dos insetos (WANG & ST
LEGER, 2006); e (ii) a secrecédo de toxinas, como as destruxinas , sendo algumas

responsaveis por causar paralisia e outras por atividade imunossupressora nos
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hospedeiros. Apos a morte do inseto, o fungo se desenvolve saprofiticamente e
produz uma grande quantidade de metabdlitos secundarios que podem auxilia-lo
na exclusdo de microrganismos competidores pelos nutrientes do cadaver.
Quando as fontes de nutrientes sao exauridas, as hifas emergem através do
tegumento para a superficie externa do hospedeiro ocorrendo entdo a
esporulacdo do fungo e a liberacdo dos conidios (BUTT & MAGAN, 2001) A
Figura 3 mostra de forma esquematica as diferentes etapas da infeccdo causada

por Metarhizium em seus hospedeiros artrépodes.

Figura 3: Ciclo de infeccdo de Metarhizium anisopliae. Etapas do ciclo de
infeccdo no carrapato Riphicephalus (Boophilus) microplus por microscopia
eletrbnica de varredura (modificado de ARRUDA et al., 2005). A) adeséao; B)
germinacao; C) diferenciacdo em apressorio; D) penetracdo; E) colonizacéo; F)
extruséo; G) reproducao; H) dispersao.
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2.2. Diferenciacdo de apressorio

O apressorio (do latim, apprimere que significa realizar pressdo sobre,
pressionar) € uma estrutura evolutivamente conservada entre diversos grupos de
fungos filamentosos, incluindo fitopatogénicos e entomopatogénicos. Suas
caracteristicas morfolégicas podem ser varidveis mas, freqientemente, encontra-
se na forma de uma expansao, claramente definida, localizada na ponta do tubo
germinativo das hifas. Sua diferenciacdo € um processo desencadeado
especialmente por fatores fisicos e quimicos da superficie do hospedeiro, mas
fatores ambientais como luminosidade, temperatura e umidade também podem
influenciar (DEAN, 1997).

Com a finalidade de entender os mecanismos moleculares envolvidos na
formacdo de apressorio, varios estudos tém sido realizados para identificar a
funcdo de genes em fungos fitopatogénicos, mas pouco se sabe sobre esses

mecanismos em fungos entomopatogénicos.
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2.2.1. Apressorio em fungos fitopatogénicos

A aplicacdo em larga escala do sequenciamento genémico tem fornecido
um grande numero de informagcdes sobre aspectos relacionados a eventos de
diferenciacao celular e patogenicidade de diversos fungos. Atualmente mais de 40
genomas de fungos j& foram publicados e, dentre eles, mais de 15 sédo de fungos
fitopatogénicos que incluem Ustilago maydes, Fusarium oxysporum e
Magnaporthe grisea (http://img.jgi.doe.gov, MARKOWITZ et al., 2008).
Causadores de grandes danos a agricultura, esses fitopatogénicos,
especialmente Magnaporthe grisea, tém sido alvo de um grande numero de
pesquisas, especialmente no que se refere ao seu ciclo de infeccdo e os
processos de diferenciacao celular.

A formacdo de apressério é uma das etapas mais relevantes da
diferenciacdo celular e, também, uma das mais estudadas nos fungos
fitopatogénicos (DEAN, 1997). Atualmente, diversos trabalhos tém desvendado
0Ss mecanismos moleculares envolvidos na diferenciacdo de apressoério desses
fungos (WANG et al., 2005).

Apesar dos avancos nas pesquisas realizadas com fungos
entomopatogénicos, até o momento nenhum fungo entomopatogénico teve seu
genoma completamente seqienciado e pouco se sabe sobre 0s mecanismos
moleculares envolvidos na diferenciacdo celular.

Sabe-se que os fungos fitopatogénicos e entomopatogénicos apresentam
uma conservacdo em varios mecanismos referentes a infeccdo Sendo assim,

optamos por realizar neste capitulo uma revisdo sobre os dados referentes a

formacédo de apressorio em fungo fitopatogénicos.
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2.2.1.1. Fisiologia da diferenciacdo de apressorio

Uma das principais caracteristicas do apressorio € a realizacdo de uma
elevada pressado de turgor que auxilia o fungo na penetracdo de seu hospedeiro
(HOWARD et al., 1991). A pressédo de turgor exercida pelo apressorio de fungos
fitopatogénicos pode chegar 8 MPa, a mais alta pressdo ja registrada em
organismos vivos. A geragdo de turgor ocorre, geralmente, através do influxo de
agua contra um gradiente de concentracdo que é gerado pelo acumulo de solutos
presentes no apressorio (WANG et al, 2005). Através da extracdo dos
componentes intracelulares do apressoério e de experimentos de cromatografia
liquida e gasosa, pode-se verificar que um dos principais solutos responsaveis
pela pressao de turgor encontrada no apressorio € o glicerol presente em altas
concentragdes, podendo chegar até 3M no interior da estrutura (DE JONG et al.,
1997).

O acumulo de glicerol no apressorio é geralmente gerado a partir da
mobilizacdo de estoques de carboidratos como manitol, glicogénio, lipidios e
trealose. Thines et al. (2000) demonstraram que a sintese de glicerol, a partir de
fontes de carboidrato, em M. grisea, € mediada pela atividade da enzima glicerol-
3-fosfato dehidrogenase (GPD) dependente de NADH, bem como pela reducéo
de dihidroxiacetona e gliceraldeido, ambos dependentes de NADH. O glicerol atua
como um osmolito soltuvel, causando rapido influxo de agua para dentro do
apressorio, gerando pressao hidrostatica.

O (glicogénio é abundante nos esporos de fungos fitopatogénicos e é

mobilizado rapidamente durante a germinacdo pela acdo de duas enzimas

principais, a glicogénio fosforilase e a amiloglicosidase. Esse processo acontece
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rapidamente e, provavelmente, € uma das principais fontes de energia durante a
extensdo do tubo germinativo. Estudos de ultra-estrutura confirmam que o
glicogénio esté presente, na forma de rosetas, no citoplasma durante as primeiras
etapas do desenvolvimento dos fungos e o seu desaparecimento precede a
geracéao de turgor (BOURETT & HOWARD, 1990).

Durante a diferenciacéo celular, goticulas de lipidios sdo mobilizadas até o
apressorio e coalescem em um grande vacuolo de gordura central onde ocorre a
lipdlise. A mobilizacdo de glicogénio e lipidios sdo processos dependentes da
proteino-quinase ativada por mitégenos (MAPK). Em M. grisea, a mobilizacédo de
glicogénio e lipidios ndo ocorre em mutantes nulos (A) pmkl (gene de uma
MAPK), ocorre tardiamente em mutantes AcpkA (gene de uma subunidade
catalitica da proteino-quinase dependente de cAMP -PKA), e ocorre rapidamente
em Amacl suml1l-99 (mutante alterado por troca de leucina por arginina em um
sitio de ligacdo de cAMP na subunidade regulatéria de uma PKA) (WILSON &
TALBOT, 2009).

A lipolise € um processo que ocorre com a acao de lipases triacilglicerol. A
atividade dessas lipases libera glicerol diretamente dos acidos graxos, mas o
catabolismo de acidos graxos através de B oxidacéo, que conduz a formagao de
acetil-CoA, é vital para a formacao de apressorio (WANG et al., 2005). Visando
investigar o papel da B oxidagdo de acidos graxos na fisiologia do apressorio
Wang & St Leger (2007) geraram linhagens de M. grisea A mpfl (enzima
multifuncional de B oxidagdo de acidos graxos, localizada nos peroxissomos).
Esses mutantes apresentaram incapacidade de utilizar lipidios ou acidos graxos

como fontes de carbono, tendo viruléncia atenuada. Entretanto o turgor no interior
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do apressoério dos mutantes ndo apresentava diferenca significativa quando
comparado com a linhagem selvagem, sugerindo que o soluto glicerol
provavelmente ndo é gerado pela degradacdo de acidos graxos em M. grisea.
Além disso, os autores investigaram o papel da peroxina Pex6 (enzima
responsavel pela biogénese de peroxissomos) e constataram que as linhagens
Apex6 eram incapazes de infectar seus hospedeiro, devido a deficiéncia na
biogénese de peroxissomos, essencial para a maturacdo de apressoério, e
apresentavam a formacéo de apressorios ndo melanizados. Os autores sugeriram
gue Acetil-coA derivados de acidos graxos podem ser utilizados, por exemplo, em
vias metabdlicas secundarias como a biossintese de melanina e poliquetideos.

A importancia da acetil-CoA para a maturacdo de apressorio € também
evidenciada pela observacdo de mutantes nulos para Pth2. Esta proteina é uma
carnitina acetiltransferase, que converte acetil-CoA em acetil carnitina que
participa no transporte de lipidios através da membrana peroxissomal. Os
mutantes nulos para Pth2 perdem a sua patogenicidade e, no entanto né&o
apresentam turgor reduzido nos apressorio. Sendo o papel da Pth2 na fisiologia
do apressorio limitado a disponibilizacdo de acetil-CoA na célula para a geracéo
de melanina, glicanas e quitina (WILSON & TALBOT, 2009; WANG et al., 2005).

A trealose (a-D-glucopiranosil — a- D- glucopiranosideo) é um dissacarideo
encontrado abundantemente nos conidios, com funcdo de armazenamento de
carboidratos, e é rapidamente degradada durante a germinacdo dos esporos.
Mutantes Atpsl (trealose-6-fostafato sintase) ndo produzem trealose, mas
germinam normalmente e formam a mesma quantidade apressorio. Porém, a falta

desta enzima provoca a reducdo do turgor da célula (PAUL et al.,, 2008),
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sugerindo que a trealose pode contribuir para o turgor do apressorio. Neste caso
o dissacarideo agiria como um soluto compativel ou, ainda, como um agente
protetor de membrana, permitindo & célula suportar a pressédo hidrostatica

exercida em seu interior (FOSTER et al., 2003).

2.2.1.2. Diferenciacdo de apressorio e ciclo celular

No fitopatdbgeno M. grisea a diferenciacdo do apressoério € um processo
relacionado diretamente com a regulacdo do ciclo celular (CARACUEL-RIOS &
TALBOT, 2007). Através da construcdo de uma linhagem de M. grisea
expressando a Histona H3 — fusionada a GFP, foi possivel visualizar o nucleo
durante a formacdo de apressorio e elucidar os processos celulares envolvidos
nesta etapa. Veneault-Fourrey et al. (2006) demonstraram que o conidio germina
a partir de uma unica célula e um dos nucleos migra através do tubo germinativo
em desenvolvimento, onde sofre mitose. Apos a mitose, 0 nucleo originado migra
até o apressorio incipiente, enquanto 0s outros retornam até a célula do conidio e
sofrem posterior degeneracdo. O cultivo de conidios na presenca de nutrientes
exdgenos que inibiam a formacdo de apressério mostrou que a mitose ocorria
tardiamente e os nucleos presentes no conidio ndo se degeneravam. NO mesmo
trabalho, foi avaliada a mitose em mutantes Apmk1 (proteina quinase ativada por
mitégeno) que eram incapazes de formar apressoério. Esses mutantes sofriam
divisbes nucleares sucessivas no tubo germinativo, entretanto ndo ocorreu o
colapso do ndcleo nos conidios. Utilizando-se hidroxiureia e benomil para
bloquear a transicdo da progressao celular da fase G1/S ou de G2/M do ciclo

celular, respectivamente, a mitose foi inibida no tubo germinativo e o
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desenvolvimento de apressorio ndo ocorreu, evidenciando que a mitose, a
migracao nuclear e a morte celular, por autofagia do conidio do qual a infec¢éo se
originou, sdo fundamentais para a diferenciacdo do apressorio (VENEAULT-

FOURREY et al., 2006)

2.2.1.3. Vias de sinalizagdo celular envolvidas na diferenciagcdo de
apressorio

A diferenciacdo de apressorio em fungos fitopatogénicos € muito
influenciada pela topografia da folha do hospedeiro e pelo reconhecimento e
resposta a sinais especificos do ambiente externo. Alguns estudos sugerem que
fatores topograficos da superficie do hospedeiro sejam mais importantes para
desencadear a formacdo de apressorio do que componentes quimicos.
Experimentos com folhas artificiais de silicone e plastico, mimetizando
detalhadamente folhas de plantas, sdo capazes de induzir a formacdo de
apressorio de varios fungos in vitro. Alguns fitopatogénicos como Uromyces
appendiculatus tém a formacdo de apressorio induzida sobre folhas artificiais
plasticas quando suas hifas encontram estruturas que mimetizam o relevo das
células guarda de estdbmatos. No entanto, fitopatogénicos como Magnaporthe
grisea e Colletotrichum gloeosporioides ndo necessitam de estimulos topograficos
e respondem a estimulos da superficie de contato, como hidrofobicidade e rigidez.
Além disso, estudos recentes tém evidenciado a presenca de mondmeros de
cutina como um importante elemento de ativacdo de proteino- quinases que estao

envolvidas na sinalizacdo celular e consequente diferenciacdo de apressorio



32

(SKAMNIOTI & GURR, 2007; DICKMAN et al., 2003). Essas diferencas podem
estar relacionadas com a especificidade do fungo aos hospedeiros (DEAN, 1997).

Os mecanismos utilizados por fitopatégenos para reconhecer os estimulos
gue conduzem a formacao de apressorio parecem ser bastante complexos e seu
entendimento ainda é limitado. Todavia, alguns mecanismos tém sido
identificados. Um dos primeiros mecanismos estudados foi o mecanismo
mecanoreceptor ou receptor de toque, que evidencia canais de céations na
membrana plasmatica de Uromyces appendiculatus envolvidos na sinalizacéo
topografica. Zhou et al. (1991), sugerem que a topografia da superficie da folha,
como os relevos das células guarda que compde o estdmato dos hospedeiros,
poderia causar um estresse ha membrana das células do patégeno, resultando
em um influxo de ions incluindo ions de calcio que, entdo, desencadearia a
formacéo do apressorio.

A expressdo aumentada de genes de calmodulinas (proteinas ligadoras de
célcio) pelo contato com superficies altamente hidrofébicas e outras condi¢cdes
indutoras da formacéo de apressorio, além de estudos com RNA antisenso com
genes de calmodulinas resultantes em reducdo da formacdo de apressorio,
podem evidenciar o importante papel do calcio no processo de diferenciacao
celular de Colletotrichum gloeosporioides (UHN et al., 2003; KIM et al., 1998).
Choi et al. (2009), realizaram a analise funcional do gene codificante de uma
subunidade catalitica de calcineurina (MCNA) em M. oryzea. Através da
construcdo de mutantes expressando senso/antisenso RNA de MCNA, pode-se
observar uma reducao de crescimento do micélio, na conidiacdo, na formacéo de

apressorio e na patogenicidade do fungo em folhas de arroz.
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As integrinas, proteinas conservadas em diversos grupos de organismos,
responsaveis pela adesdo e pelo reconhecimento de sinais extracelulares, em
mamiferos, leveduras e plantas, tém sido estudadas com relacdo a seu papel na
diferenciacao celular de fungos fitopatogénicos. A atividade das integrinas é
mediada por outras proteinas de matriz extracelular e pode ser inibida por
peptideos cujos dominios sdo compostos pelos aminoacios Arg-Gly-Asp (RGD).
Correa et al. (1996) demonstraram que a formacdo de apressério, quando
estimulada por contato com superficies rigidas e hidrofébicas, pode ser inibida por
certos peptideos RGD em U. appendiculatus. Bae et al. (2007) avaliaram o efeito
de anticorpos (HFA) que impedem as integrinas de se ligarem aos seus dominios
(proteinas de matriz extracelular) e peptideos RGD em M. oryzea e puderam
concluir que tanto HFA como RGD sao capazes de reduzir consideravelmente os
niveis de adeséao e de formacao de apressorio. Os efeitos provocados por RGD
foram restaurados com a adicdo de AMP ciclico (CAMP). Este trabalho sugere o
envolvimento de proteinas de matriz extracelular na adesdo dos conidios, bem
como na formacdo de apressorio, através de receptores de integrinas e
sinalizacao celular dependente de cAMP.

Choi & Dean (1997) isolaram e caracterizaram em M. grisea 0 gene macl,
de uma adenilato ciclase, enzima que catalisa a producdo de cAMP. Mutantes
Amacl ndo foram capazes de formar apressorio em condi¢cdes indutoras e foram
incapazes de penetrar em folhas de arroz . No entanto, a adicdo de cAMP
exdgeno foi capaz de restaurar a formacdo de apressoério e a patogenecidade,
evidenciando o envolvimento da sinalizacdo celular mediada por cAMP no

desenvolvimento, na diferenciacao celular e na patogenicidade do fungo.
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O cAMP exerce sua atividade principalmente através da ativacdo da
proteino-quinase dependente de cAMP (PKA). A ligacdo de cAMP conduz a
dissociagdo de uma proteina tetramérica em duas subunidades monomericas e
um dimero de subunidades regulatérias. A subunidade catalitica ativa a cascata
de fosforilagdo ou pode migrar diretamente para o nucleo e fosforilar fatores de
transcricdo (DEAN, 1997). Em Magnaporthe grisea, a adicdo de cAMP é capaz de
induzir a formacdo de apressério em condicdes ndo indutoras, como, por
exemplo, o cultivo em superficies hidrofilicas. Mitchell & Dean (1995), através da
disrupgéo do gene cpkA responsavel pela sintese de uma subunidade catalitica
de proteino-quinase, demonstraram que proteino-quinase dependente de cCAMP é
necessaria para a formacédo de apressoério e patogenicidade. Em Colletotrichum
lagenarium, a analise por delecdo do gene RPK1, uma subunidade regulatéria de
PKA, indicou que a correta regulacdo desta proteina é necessaria para a
formacédo de apressorio (TAKANO et al., 2001).

Em células eucarioticas, proteino-quinase ativadas por mitdgenos (MAPK)
estdo envolvidas em cascatas de sinalizacdo de estimulos extracelulares,
regulacdo do crescimento e processos de diferenciacdo celular (ZHAO et al.,
2005).

Em M. grisea, diferentes MAPK tem sido identificadas, incluindo Pmkl
(Pathogenicity MAP-Kinase 1), envolvida na patogenicidade do fungo, Mpsl (MAP
kinase for penetration and sporulation), envolvida na penetracdo e esporulacéo, e
OSM1 (Osmoregulaton MAP kinase), envolvida na regulacdo osmotica (XU,

2000).
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Pmkl é uma proteina homologa a Fus3/Kssl de Saccharomyces
cerevisiae, ativada pela MAPK quinase (MAPKK) Mst7, que € ativada, por sua
vez, pela MAPKK quinase (MAPKKK) Mstll. Mutantes Apmkl de M. grisea,
apesar de reconhecerem e responderem a superficies hidrofébicas ou presenca
de cAMP exdgeno, apresentaram-se incapazes de formar apressorio e ndo sédo
patogénicos quando em contato direto com folhas de arroz (XU & HARMER,
1996). As linhagens mutantes para os genes Amst7 e Amstll mostram-se
incapazes de formar apressorio e de colonizar os tecidos das folhas (ZHAO et al.,
2005).

A proteina Mstll apresenta um motivo N-terminal (SAM) e interage com a
proteina Mst50, contendo o mesmo tipo de motivo. Os mutantes Amst50
apresentam-se incapazes de formar apressorio, Sdo sensiveis ao estresse
osmotico e ndao patogénicos. A complementagdo dos mutantes Amst50 com o
alelo dominante mst7 € capaz de restituir a formacédo de apressorio, mas nao a
patogenicidade. Mst50 interage diretamente com as proteinas Mst7 e Mstll e
essa interacao parece ser essencial para a formacao de apressorio. Além dessas
proteinas, Mst50 interage também com Rasl, Ras2, Cdc42 e Mgbl, que devem
transmitir diferentes sinais em resposta aos estimulos ambientais, e regular o
desenvolvimento de apressorio (PARK et al., 2006). Sequéncias homologas as da
proteina Pmk1l foram isoladas e caracterizadas como fundamentais para o
processo de formacdo de apressério em mais outros trés fungos: C. lagenarium,
Cochliobolus heterostrophus e Pyrenophora teres (KOJIMA et al., 2002; RUIZ-

ROLDAN et al., 2001; TAKANO et al., 2001; LEV et al., 1999).
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A ativacdo da MAPK Pmkl é mediada pela resposta da proteina
heterotrimérica G a estimulos fisicos da superficie do hospedeiro, como
hidrofobicidade e rigidez (WILSON & TALBOT, 2009). Trés genes que codificam
subunidades a da proteina G foram isolados em M. grisea e séo eles, magA, mag
B e magC. Contraria a disrupcdo de magB, a disrupcdo de magA e magC néo
ocasionou nenhum efeito na formacdo de apressorio ou patogenicidade.
Entretanto, mutantes inativados para o gene mgbl de uma subunidade [ da
proteina G, foram defectivos para a formacdo de apressério, penetracdo e
crescimento infeccioso. A indugdo de apressorio em mutantes Amgbl pode ser
realizada através da adicdo de cAMP. Esses experimentos sugerem que esta
subunidade da proteina G possa estar envolvida em multiplos papéis na
morfogénese do fungo durante o processo de infeccdo e que esse mecanismo
deve estar integrado as vias de sinalizagdo envolvendo AMP e MAPK
(NISHIMURA et al., 2003).

A proteina Rgs1 interage com as trés subunidades a da proteina G em M.
oryzae, MagA, MagB e MagC. Rgsl interage ativamente com a forma ativa de
MagA durante o inicio da formacdo de apressério, regulando negativamente a
atividade de GTP-MgA dependente de adenilato ciclase. Mutantes Argsl
acumulam elevados niveis de cAMP. MagB deve ser necessaria para a suprimir a
formacdo de apressorio em superficies ndo indutora e deve realizar o papel de
regulacdo negativa da adenilato ciclase nessas condicbes (WILSON & TALBOT,
2009).

Através de experimentos de mutagénese em M. grisea, foi possivel

identificar o gene pthll responsavel pela patogenicidade do fungo que codifica
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uma proteina transmembrénica. Os mutantes Apthll s&o capazes de formar
apressorio em uma freqiéncia de 10 a 15% quando comparados com a linhagem
selvagem, e também sao capazes de germinar e formar uma expansao turgida na
ponta da hifa, tanto em superficies hidrofébicas quanto hidrofilicas, sugerindo que
Pthll ndo é necesséaria para a morfogénese do apressoério mas, sim, para o
reconhecimento da superficie do hospedeiro, podendo ativar a diferenciacdo de
apressorio em resposta a estimulos de superficies indutoras e pode reprimir a
diferenciacao em superficies pouco indutoras (DEZWAAN et al., 1999).

Wilson & Talbot (2009) elaboraram o diagrama mostrado na Figura 4 que
resume o conhecimento acumulado sobre as possiveis vias de sinalizagao celular

envolvidas na diferenciacéo de apressorio no fitopatdbgeno M. grisea.

Suml

A

/ \ CpkA

v | ,
Formagio de Crescimento invasivo e Maturagao
apressorio desenvolvimento do apressorio

Figura 4: Via de sinalizacdo necessaria para infeccdo e desenvolvimento de
Magnaporthe oryzae (modificado de WILSON & TALBOT, 2009)
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2.2.2. Apressorio em fungos entomopatogénicos
Um grande de niamero de fungos entomopatogénicos € capaz de realizar a
diferenciacdo de apressorio (Tabela 2).

Tabela 2: Fungos entomopatogénicos capazes de realizar diferenciacdo de
apressorio.

Fungo entomopatogénico Referéncia
Metarhizium anisopliae ST LEGER et al., 1989
Metarhizium flavoviride XAVIER-SANTOS et al., 1999

Beauveria bassiana TALAEI-HASSANLOUI et al., 2006
Aspergillus parasiticus ST LEGER et al., 1989
Paecilomyces farinosus GOKCE & KUBILAY, 2005.

Coelomomyces psorophorae ST LEGER et al., 1989

Conidiobolus obscurus ST LEGER et al., 1989
Neozygites fresenii ST LEGER et al., 1989
Alternaria alternata HATZIPAPAS et al., 2002

M. anisopliae € um dos fungos entomopatogénicos mais estudados. No
entanto, pouco se sabe de sobre a fisiologia e os mecanismos moleculares que
controlam a diferenciacdo celular. Embora os estudos nessa area ainda sejam
bastante limitados em fungos entomopatogénicos, acredita-se que exista
conservacao entre mecanismos pelos os quais os fungos fitopatogénicos e
entomopatogénicos se diferenciam.

St Leger et al.(1989) padronizaram a inducdo da diferenciacdo de
apressorio in vitro, concluindo que, para tal, é necessario o contato do fungo com

superficies rigidas e hidrofébicas (quando maior a hidrofobicidade maior o grau de
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diferenciacao) em presenca de baixas concentragdes de compostos nitrogenados.
Atualmente, sabe-se que os estimulos externos, necessarios para a formacao de
apressorio, podem variar de acordo com a linhagem do fungo. Em linhagens
capazes de infectar um grande niamero de hospedeiros, como M. anisopliae var.
anisopliae, a diferenciacdo de apressorio pode ser induzida como demonstrado
por St Leger et al.(1989). Ja& em linhagens hospedeiro-especificas como a M.
anisopliae var. acridum (especifica para acridideos), apenas a cuticula do
hospedeiro (gafanhoto) € capaz de estimular o desenvolvimento completo da
germinacao e diferenciacao celular (WANG & ST. LEGER, 2005).

Em 2007, Wang & Leger isolaram um gene de M. anisopliae de uma
perilipina Mpll estruturalmente semelhante a de mamiferos. Mutantes Ampll
apresentavam hifas finas, poucas gotas de lipidios e um decréscimo de lipidios
particularmente no apressorio. Além disso, observaram uma drastica reducao de
turgor, indicando que lipideos sdo necessarios para o acumulo de solutos.
Acredita-se que a concentracdo de Mpll controle a geracdo de turgor e a
diferenciacdo de apressorio, regulando a degradacdo de triacilglicerdis e
consequente producédo de glicerol. Devido a deficiéncia de turgor no apressorio,
os mutantes Ampll eram incapazes de transpor a cuticula de Manduca sexta,
confirmando a atuacao desse gene como um determinante de viruléncia.

O silenciamento de mosl (Metarhizium osmosensor like protein), gene de
um osmosensor responsavel pela resisténcia de M. anisopliae a ambientes com
grande osmolaridade, como a hemolinfa, gerou linhagens com menor tolerancia a
pressdo osmatica, deficiéncia na sintese de parede celular, germinacéo alterada

dos conidios e apressorio defectivo. Além disso, o mutante mosl-antisenso
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apresentou os niveis de transcritos dos genes mad 1, so, mpll e hsp70 alterados,
guando comparado com o selvagem (WANG et al., 2008)

A expressao de mpll é normalmente regulada negativamente em linhagens
selvagens de M. anisopliae, permitindo o acumulo de glicerol nas células,
entretanto, em linhagens mosl-antisenso, a expressdo de mpll foi regulada
positivamente, reduzindo a habilidade do aumento de pressdo osmotica
intracelular em resposta ao estresse osmotico (WANG et al., 2008; WANG & ST.
LEGER, 2007).

Linhagens de transformantes mosl-antisenso também produziram um
grande percentual de hifas ramificadas e multicelulares, o mesmo efeito
observado em mutantes Amad1l,0 que pode ser explicado pela reducdo do nivel
de transcritos de mad1 nos transformantes mosl-antisenso (WANG et al., 2008)

O gene so codifica uma C4-metil esterol oxidase e é um importante
componente na biossintese de ergosterol, o composto responsavel pela
permeabilidade da membrana celular e rigidez. A regulacdo positiva de so na
linhagem selvagem implica em um decréscimo de permeabilidade e um aumento
de rigidez em condic¢des de estresse osmotico. No transformante mosl-antisenso
a regulacdo negativa de so sugere uma reducdo na habilidade de controlar a
permeabilidade da membrana e rigidez (WANG et al., 2008; BARD et al., 1996).

Fang et al. (2009) isolaram o gene mpkal (Metarhizium anisopliae protein
kinase A 1) da subunidade catalitica de uma proteino-quinase e, através de
inativacao génica, puderam observar o papel dessa proteina na patogenicidade
do fungo. O mutante Ampkal apresentou viruléncia reduzida e deficiéncia na

formacdo de apressorio. Através de analise comparativa (microarray) dos
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transcritomas do mutante Ampkal e da linhagem selvagem, foi possivel identificar
244 genes regulados negativamente e um gene regulado positivamente (prlD) na
linhagem Ampkal. Os genes identificados incluem genes envolvidos na formagao
de grampos de penetracdo, degradacao de cuticula, regulacéo de pH, sintese de
lipideos, controle do ciclo celular e aquisicdo de nutrientes na formacdo de
apressorio. Entre os genes relacionados com a formacdo de apressorio regulados
negativamente encontram-se genes envolvidos na sintese de ergosterol. O
ergosterol influencia a permeabilidade da célula ao glicerol em condicbes de
estresse osmotico e a disfungcdo em sua sintese pode contribuir para a reducao

da presséao de turgor no apressorio.

2.3. Proteinas da matriz extracelular

A parede celular dos fungos, normalmente composta por quitina, -1,3- e -
1,6-glicana, mananas e proteinas, € uma estrutura que confere forma a célula,
controla a permeabilidade celular, protege a célula contra alteracbes osmoticas, é
a estrutura de interacdo com o0 meio externo, e é também onde se localizam as
adesinas e um grande namero de receptores celulares. Na composicao da parede
celular os polissacarideos e o0s peptidopolissacarideos sao especialmente
relevantes, sendo muitos deles compostos imunologicamente ativos com grande
potencial de regulacdo na patogénese e na resposta imune do hospedeiro. As
proteinas e glicoproteinas que compde a camada mais externa da parede celular,
ou proteinas da matriz extracelular, podem estar ligadas covalentemente a matriz
de polissacarideos por ancoras de GPI (glicosilfosfatidilinositol). Essa classe de

proteinas que contem GPI € encontrada tanto em organismos eucariotos



42

superiores como inferiores e desempenha fungbes na adeséo celular, na
interacdo e sinalizacdo celular patdgeno-hospedeiro, na expansdo da parede
celular e na formagéo de apressorio (LATGE, 2007).

As seqliéncias de proteinas que sdo modificadas pela adicdo de GPI tém
em comum a presenca de um peptideo sinal N-terminal que participa na
translocacdo através do reticulo endoplasmatico e uma regido hidrofébica na sua
porcdo C-terminal que é precedida por trés residuos de aminoacidos chamados
de o, o+l e o+2 (GERBER et al., 1992). O sitio ® é normalmente ocupado por
residuos de aspargina, glicina, ou serina, entretanto ha uma tolerancia com
relacdo a outros aminoacidos. Nao ha restricdo quanto a composi¢cdo do sitio
o+1; entretanto, o sitio ®+2 pode ser ocupado somente por residuos de glicina,
alanina ou serina. A adicdo do sinal GPI ocorre quando, no reticulo
endoplasmatico, a proteina sofre uma protedlise entre os sitios ® e o+1 seguida
da adicdo de GPI ao novo residuo C-terminal, dando origem a uma proteina de
parede celular modificada por GPI. Esta proteina €, entdo, transportada para a
membrana plasmatica, pela via de secrecdo de onde é liberada para ligar-se
covalentemente a uma molécula de p-1,6-glicana da parede celular (LU et al.,
1995). Essas proteinas também se caracterizam por apresentarem uma alta
percentagem de residuos de serina e treonina que sao sitios de O-glicosilacéo e
N-glicosilagédo e fornecem as proteinas um dobramento correto para uma correta
exposicao do dominio N-terminal e estabilidade (JENTOFT, 1990).

Visando investigar a estrutura da parede celular de fungos filamentosos
fitopatogénicos, Schoffelmeer et al. (2001) caracterizam uma glicoproteina

covalentemente ligada a parede celular de Fusarium oxysporum. A proteina de
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212 aminoécidos foi designada Feml (Fusarium oxysporum extracellular matrix
protein). Como esperado para uma proteina de matriz extracelular, Feml
apresentou 17 amino&cidos na porcdo N- terminal como sequéncia sinalizadora
para secrec¢do, dois potenciais sitios de N-glicosilacdo, alta porcentagem (29%)
de residuos de serina e treonina e 22 aminoacidos na por¢do terminal
caracteristicos como sitios de adicdo de GPI. Além disso, através de buscas em
bancos de dados, pode-se inferir que sequéncias homdlogas a de Feml podiam
ser encontradas em outros fungos como Magnaporthe grisea, Neurospora crassa
e em Metarhizium anisopliae.

Em 2004, Ahn et al. isolaram e caracterizaram a proteina homologa a
Feml em M. grisea denominando-a Empl. Essa proteina de 207 aminoacidos
contém 18 aminoacidos na regidao N-terminal como sinal de secrecdo, quatro
potenciais sitios de N-glicosilacdo, 16 aminoacidos na regido C-terminal com
caracteristicas sinalizadoras de adicdo de GPl. Foram gerados mutantes nulos
para o0 gene empl que exibiam baixos niveis de diferenciacdo de apressorio e
patogenicidade, sem efeito no crescimento micelial com capacidade de
conidiacdo. Esses experimentos sugeriam que Empl desempenhava um papel

importante na formacao de apressorio em M. grisea.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Visando ampliar os conhecimentos sobre o processo de infec¢cdo do
entomopatdégeno Metarhizium anisopliae nosso objetivo neste trabalho foi Analisar
a funcdo do gene empl no processo de diferenciacdo de apressoério de

Metarhizium anisopliae.

3.2. Objetivos especificos

Padronizacéo das condi¢Oes indutoras da diferenciacédo de apressorio em
M. anisopliae linhagem E6.

Isolar e caracterizar o gene empl de M. anisopliae.

Construir um vetor de inativacdo do gene empl de M. anisopliae.

Construir uma linhagem de M. anisopliae inativada para o gene empl.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. SOLUCOES E MEIOS DE CULTIVO

4.1.1. Meio de Cove (MC)
Nitrato de sodio

Glicose

Agar

Solucgéo de Sais

Solucéo de elementos tragos

0,6% (M/v)
1% (m/v)
1,5% (m/v)
2% (viv)

0,004% (V/V)

4.1.2. Meio de Cove completo (MCc)

Nitrato de sodio
Glicose

Caseina hidrolisada
Extrato de levedura
Peptona

Agar

Solucéo de Sais

Solucédo de elementos tracos

4.1.3. Solucéao de Sais

KCI

MgSO..7H,0

0,6% (Mm/v)
1% (m/v)
0,05% (m/v)
2% (m/v)
0,2% (m/v)
1,5% (m/v)
2% (VIv)

0,004% (v/v)

2,6% (m/v)

2,6% (m/v)
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KH2PO4

7,6% (miv)

4.1.4. Solucédo de elementos tragos

NazB407.7H,0
CuS04.5H,0
FeSO,
Na,MnQO4.2H,0
MnS0O4.2H,0

ZnS04.7H0

4.1.5. Meio LB (Luria- Bertani)

Triptona

Extrato de levedura

NacCl

4.1.6. Meio Indutor (IM)

Glicose
Glicerol
KH2PO4
KoHPO4
NaCl
MgSO.
CaCl,
(NH4)>SO.

MES

0,004% (M/V)
0,04% (M/V)
0,001% (M/V)
0,08% (M/V)
0,08% (M/V)

0,08% (M/V)

1% (m/iv)
0,5% (m/v)

1% (m/v)

0,18% (m/v)
0,5% (m/v)
0,058% (m/v)
0,082% (m/v)
0,0006% (m/v)
0,02% (m/v)
0,00026% (m/v)
0,02% (m/v)

40 mM (m/v)
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4.2. Microrganismos e condigdes de cultivo

4.2.1. Linhagem de Metarhizium anisopliae

O fungo filamentoso entomopatogénico M. anisopliae var. anisopliae,
isolado EG6, isolado de Deios flavopicta (Hemoptera, Cercopidea) no Estado do
Espirito Santo, gentiimente cedido pelo professor Jodo Lucio de Azevedo
(Colecéo da Escola Superior de Agronomia Luiz de Queiroz - ESALQ - USP), foi
utilizado neste trabalho. Sua manutencéo foi realizada em Meio de Cove completo

(MCc) em placas de Petri a 28°C.

4.2.1.1. Suspensao de esporos

Esporos de M. anisopliae foram coletados a partir de culturas em placas de
Petri em meio MCc sdlido incubadas a 28°C por sete dias. Com o auxilio de al¢ca
de Drigalsky e 10 mL de solucdo de Tween 80 0,001%. A suspenséo obtida foi
lavada duas vezes com agua destilada estéril e centrifugada (5.000 g durantel5
min). Os esporos foram suspensos em agua destilada estéril e contados em
Camara de Neubauer. As suspensdes foram estocadas a 4°C e utilizadas por no

maximo duas semanas.

4.2.2. Linhagem de Escherichia coli
Foi utilizada a linhagem TG2 como hospedeira do vetor pUC18 e sua
manutencdo foi realizada em meio Luria-Bertani (LB) liquido conforme

previamente descrito (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).
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4.2.3. Linhagem de Agrobacterium tumefaciens
A linhagem de A. tumefaciens EHA105 foi utilizada nos experimentos de
Agro-transformacéo. A preparacédo de células quimiocompetentes foi realizada de

acordo com protocolo previamente descrito (HOLSTERS et al., 1978).

4.3. Transformacdo de Metarhizium anisopliae mediada por Agrobacterium
tumefaciens (CONVERT et al., 2001)

Para a transformacdo de M. anisopliae mediada por A. tumefaciens, um
pré-inoculo de A. tumefaciens foi cultivado por 24 horas a temperatura de 28 °C
com agitagcdo de 180 RPM em meio LB liquido acrescido de canamicina (50
pg/mL). Apds o periodo de incubacéo, a ODgg foi verificada. Estas células foram
inoculadas em 10 mL do meio IM em uma concentracdo de 0,15 ODggo, As células
foram cultivas a 28 °C com agitacédo de 180 RPM até a obtencdo de ODego igual a
0,45. Aliquotas de 100 uL dos cultivos em IM foram a adicionadas a uma
concentracdo de 10° esporos de M. anisopliae e a mistura foi inoculada, com o
auxilio de uma alca de Drigalsky, sobre membranas de celofane dispostas sobre
IM sdlido em placas de Petri, sendo incubadas a 25°C por dois dias. Apos este
periodo, 10 mL de meio MC sdlido, acrescido de glifosinato de ambnio (250
pMg/mL), foram adicionados sobre as membranas. As placas foram incubadas

novamente por 15 dias a 28 °C até o aparecimento de colonias resistentes.
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4.4. Manipulacao e isolamento de DNA

DNA genomico de M. anisopliae foi isolado de acordo com Bogo et al.,
1996. A sequUéncia parcial de empl foi obtida pela metodologia de Genome
Walking (RISHI et al., 2004). As bibliotecas de DNA foram construidas de acordo
com as instrugcdes do fabricante (Universal GenomeWalkerTM Kit — Clontech).
DNA de M. anisopliae foi completamente digerido com a utilizagdo de enzimas de
restricdo capazes de gerar extremidades cegas, Pvull, Smal, Stul e Rsal. Apés a
purificacdo, o produto das digestbes foi ligado ao adaptador GenomeWalker com
utilizacdo da T4 DNA ligase. Os fragmentos de DNA ligados aos adaptadores
(bibliotecas de GenomeWalker) foram utilizados como molde para a reacéo
primaria de PCR. Os ciclos utilizados para a amplificacdo foram: 94 °C por 5
minutos e 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto e 30 segundos;
68 °C por 2 minutos e 1 ciclo final de 68 °C por 5 minutos. A reacéo primaria de
PCR foi diluida 50 vezes e utilizada como molde para uma reacdo de PCR
secundaria com a utilizacdo de oligonucleotideos de sequéncias a jusante dos
utilizados durante a reacdo primaria. A amplificacdo foi realizada conforme
descrito anteriormente, mas em 20 ciclos.

Para a realizacdo da hibridizacdo de DNA (Southern blot), aliquotas de
DNA (30pg/amostra) foram digeridas a 37 °C pelas enzimas Stul, Pvull, Pstl,
Knpl, Hindlll e EcoRI. As amostras digeridas foram fracionadas em um gel de
agarose 0,8% e transferidas para uma membrana de nailon Hybondrm-N+
(Amersham, Pharmacia). O produto da amplificagao da porcao 5’ do fragmento de
cDNA (AJ273721), obtido com os oligonucleotideos (empFl e empR1), foi

utilizado como sonda. A marcacao e hibridizacdo da sonda e sinais de deteccao
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foram realizados utilizando-se AlkPhos Direct Labeling and Detection System de
acordo com as instrugoes do fabricante (Amersham). Os sinais de hibridizagéo
foram visualizados através da exposicdo das membranas a filmes de auto-

radiogréfia (Kodak X-Ray).

Tabela 3: Oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

Oligonucleotideo Sequéncia

EmpSF1 5 AATACCAACCTTAAGGACTAC ¥

EmpSR1 5 TTAACCGAGATAACCGAGAG 3’

EmpSF2 5 GAGGGCGTTGTTTCTGGCAC 3’

EmpSR2 5 AACGAAAGCCATGGGAGTGG ¥

Emp5’F 5 GAATTCTGCGTAGTTGCTCTTGCCAC ¥

Emp5'R 5 CTGCAGAAGAGTGATGGTGCAGCCGC ¥

Emp3'F 5 CTGCAGTTTGGAACTTGGTATGCTAAC 3’

Emp5’F 5 AAGCTTGTGGTGGCGGCGGTGGTA ¥
BarF 5' CCATGGCCATGAGCCCAGAACGACS
BarR 5' GGATCCTCAGATCTCGGTGACGGG -3

4.5. Clonagem e sequenciamento do gene empl de Metarhizium anisopliae

A sequéncia de empl de M. anisopliae, obtida através de GenomeWalking
kit (Clontech), foi clonada no sitio de Smal do vetor pUC18 e a seqiéncia de
nucleotideos foi determinada utilizando-se Dye terminator kit ( GE Healthcare)
com o sequenciador Megabace 1000. Analises de identidade de nucleotideos

foram realizadas utilizando-se o algoritmo BLAST no GenBank.
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4.6. Inducédo da diferenciacdo de apressorio de Metarhizium anisopliae
Concentracdes de conidios de 1.10° e 5.10° esporos/mL foram inoculadas
em placas de Petri de 24 poc¢os com fundo plano e diametro de 16,2 mm, com
adicdo de 500 pL de agua suplementada com concentracBes variaveis entre
0,0125% e 0,0040% de extrato de levedura, sobre laminulas redondas (Knittel
Glaser) estéreis. O cultivo foi realizado entre 12-16 horas a 28 °C. Para verificar a
formacdo de apressério as laminulas foram dispostas sobre laminas de vidro e

examinadas em microscépio optico com os aumentos de 400 ou 630X.

4.7. Montagem do cassete de inativacdo do gene emp1 (pPZP: bar: empl)
Para a construcdo do cassete de inativagdo do gene empl (pPZP:bar:
empl) foi realizada a amplificagao das por¢des 5’ (408 pb) e 3’ (503 pb) do gene e
da marca de selecao (cassete de expressdo do gene bar - 3648 pb ) (STAATS et
al, 2007) e posterior clonagens blunt dos respectivos fragmentos em sitio de
Smal do vetor pUC18. O vetor pUC18: 3’ foi clivado com as enzimas Pstl e
Hindlll para liberagdo da por¢cao 3’ de empl que foi subsequentemente clonada
no vetor pUC18: 5 foi clivado com as enzimas de restricdo Pstl e Hindlll,
resultando no vetor pUC18:5’:3’ onde foi inserido o cassete do gene bar no sitio
de Pstl. O vetor pUC18: 5’:bar : 3’ foi clivado com EcoRI e Hindlll e clonado nos
sitios de EcoRI e Hindlll do vetor binario pPZP201BK (CONVERT et al, 2001)

(Figura 5).
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Figura 5: Montagem do cassete de inativacdo bar. empl para Metarhizium
anisopliae. (1) sequéncia de empl isolada pelos oligonucleotideos 5 _empF e
3 _emp1R (barra grossa em cinza claro) clonada em vetor pUC18 (barra fina em
preto).. (2) Fragmento 5’(408 pb) do gene, amplificado com os oligonucleotideos
5 emp1F e 5_emp1R (barra grossa em cinza claro), clonado no sitio de Smal
do vetor pUC18 (barra fina em preto). e fragmento 3’(503 pb) do gene, amplificado
com os oligonucleotideos 3'_emp1F e 3 _emp1R (barra grossa em cinza claro),
clonado no sitio de Smal do vetor pUC18 (barra fina em preto). (3) Fragmentos 3’
(barra grossa em cinza claro) clonado no vetor pUC18 (barra fina em cinza
escuro) contendo o fragmento 5’, nos sitios de EcoRI e Hindlll. (4) Cassete de
resiténcia a glifosinato de amdénio composto por gpd (promotor do cassete bar —
cinza médio), bar (gene de resiténcia a glifosinato de aménio — cinza escuro), trpC
(terminador do cassete bar — preto), clonado no sitio de Pstl do vetor pUC18
entre a porcdo 5 e 3 de empl. (5) Cassete de inativacdo de empl
(pPZP:bar:empl) clonado entre os sitios de EcoRI e Hindlll do vetor pPZP201BK
internos a BE (borda direita do plasmideo pPZP201BK) e BD (borda direita do
plasmideo pPZP201BK).
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5. RESULTADOS

5.1. Isolamento e caracterizacdo da sequéncia do gene empl de Metarhizium
anisopliae

A metodologia de Genome Walking envolve a determinacdo gradual de
sequéncias de DNA que flanqueiam uma regido de sequéncia conhecida. Esta
técnica se baseia na clivagem blunt do DNA genbmico, dando origem as
bibliotecas de DNA, posterior ligacdo de adaptadores as bibliotecas, seguida de
reacbes de PCR utilizando oligonucleotideos gene-especificos e
oligonucleotideos que se ligam aos adaptadores, possibilitando, assim, a
amplificacdo da regido de interesse. (GUO & XIONG, 2006). Neste trabalho, essa
metodologia foi eficiente para o isolamento de amplicons com tamanho maximo
de aproximadamente 1,1 Kb (correspondente a reacdo de amplificacéo realizada
com a biblioteca gerada com a enzima de restricdo Pvull e com os
oligonucleotideos gene especifico EmplR e Emp2R). Esse amplicon (+ 1, 0 Kb)
foi obtido na reacdo primaria e confirmado na reacdo secundaria de Genome
Walking.

Os outros amplicons que apresentaram tamanhos inferiores a 1Kb, ou

eram produtos de amplificacdo inespecifica, ndo foram utilizados (Figura 6).
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15Kb_

1,5Kb_ 1,0 Kb

1,0Kb_ 0,5 Kb_
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Figura 6: Produtos da amplificacdo das bibliotecas de DNA gendmico de
Metarhizium anisopliae. (A) reagdo primaria, (B) reacdo secundaria. Amplicons
obtidos através da utilizacdo dos oligonucleotideos universais de GenomeWalker
e gene-especifios. M (marcardor); C- (controle negativo); 1 (amplificacdo da
biblioteca clivada com Pvull); 2 (amplificacdo da biblioteca clivada com Rsal); 3
(amplificacdo da biblioteca clivada com Smal); 4 (amplificacdo da biblioteca
clivada com Pstl). A seta indica o amplicon que foi selecionado.

O amplicon de 1110 pb, isolado a partir das reacdes de PCR, foi clonado
em vetor pUC18 e entdo completamente seqienciado. A comparacdo da
sequéncia deste amplicon com sequéncias depositadas no GenBank permitiu a
identificacdo de sequéncias relativas ao gene empl. A Figura 7 mostra a
comparacao entre a sequéncia do amplicon identificado neste trabalho (1100 pb)
e a sequéncia incompleta de cDNA de M. anisopliae depositada no GenBank
(AJ273721). Como pode ser observado, o amplicon caracterizado neste trabalho

expande a sequéncia previamente depositada no Genbank no sentido da regido

promotora do gene emp1.
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GCTTAGCCTACATTGGTCTCGCACGGTTTTAGAACCACACCCTAGCTTGGCGTARAGGCAGCTGCGTAGTTGCTCTTGCCA E EE
CTTCGTTTAGGCGAGCCAACTGGCAGCTCCAAGTGCTCGTATTTCTGCGGCCAATCGACATTITGGCGACATTTGGCAACA f 169
TTTARAGCTCCCTTGCGTTTGACTCCTCTGCTACGAATAAATCCAAGACAGGGGCCGATGACATTGATGCARAGATCTTC f 249
TTGCTGACTAGCGTTTTGTTTGACAGTTTGCACACTTCACAGTCATTCGCAGATTACCGTTTTTCGAARAATGAAGTACGCT 329

CTCGTTATTICAGCTTTGGCTGCTCTGGCCGCCGCCGCCCGARRAGCCCAAGTTCCTCARACAGCRAACTTCCAGATTACCGA 400

GGGCCAGTCATTCGATCTCAAGTTCGACGGCTGTGAGGGCGGCTGCACCATCACTCTTCAGGACGGTCC

560
34

640
110

720
150

800
264
GCACGBCTGGCTCTTCGACCGGCTCCGCTACTGCTACTGCT TCCTCTACTGAGGCGTCTTCCACTGTCAGCATC

880
344

%60
388

1040
440

————————— : 1110
TAACCTCGC : 520

CRRCGCTGGTGTCCGCECCACTCCCATGGCTTTCGTTGCR GCGCCGTTGC GCTCTCGCTTATCTCGGET

TCACGAATARACGAGATGGGTAT : 543

Figura 7: Identificacdo da sequéncia de empl de Metarhizium anisopliae
isolada por Genome Walking. Sdo mostradas (emp1l), a sequéncia isolada neste
trabalho com amplicon dell00 pb e (AJ273721), a sequéncia de cDNA
depositada no GenBank. A terceira linha em cada comparacdo representa a
sequéncia consenso. A marcacdo em preto mostra as sequéncias homdlogas e
em cinza, a divergéncia. Os tracos sao incluidos para maximizar o alinhamento e
representam sequéncias ausentes. Os introns encontram-se em caixas cinzas O
alinhamento foi obtido com o programa GeneDoc (NICHOLAS et al., 1997).
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A sequéncia do gene empl isolada neste trabalho, contém 470 pb a
montante do sitio de origem da traducao (ATG), dois provaveis introns, um de 60
e outro de 65 pb respectivamente, e uma ORF de 678 pb . A posi¢ao dos introns
foi estabelecida pela comparacdo da sequéncia de DNA genbmico de empl
isolada neste trabalho com a sequéncia de cDNA depositada no GenBank
(AJ273721). As sequéncias de introns encontradas no gene empl apresentaram
conservacao com a sequéncia consenso determinada para introns em fungos nos
sitios de splice 5" [GTA (Y/A) GT (AC)], sitios de splice 3’ [(A/C) (C/T) AG] e o sitio
de splicing interno [(T/A) (G/A) CT (A/G) AC] (BALLANCE, 1986). A ORF prediz
uma proteina de 226 aminoacidos com estimativa de uma massa molecular de 22
KDa e ponto isoelétrico (pl) de 5,5.

Como o esperado para proteinas de matriz extracelular ancoradas por GPI,
a proteina Emp1l predita contém peptideo sinal correspondente a 16 aminoacidos
hidrofobicos na regido N-terminal. A porcdo C-terminal apresenta um sitio de
ancoramento de GPIl. Empl contém alta porcentagem (29,7%) de residuos de
serina e treonina que sdo potenciais sitios para ligacbes O-glicanas e, como em
proteinas de matriz extracelular de leveduras, a por¢cdo C-terminal de Empl
anterior ao sitio de ancoramento de GPI é também rica em serina e treonina.
Pode-se verificar também a presenca de um provavel sitio de N-glicosilacdo

(Figura 8).
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Figura 8: Sequéncia de nucleotideos e da proteina predita Empl de
Metarhizium anisopliae. A sequéncia deduzida da proteina esta representada
abaixo da sequéncia de DNA. Os introns estdo marcados em cinza. O potencial
sinal N-terminal para secrecéo esta marcado por retangulo pontilhado abaixo da
sequéncia. O sinal de adicdo de GPI esta marcado com com uma linha grossa
abaixo da sequéncia e a parte hidrofébica do motivo estd marcada por uma linha
fina abaixo da sequéncia.
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A andlise in silico da sequéncia isolada neste trabalho, pode evidenciar a
similaridade da proteina predita de empl com as proteinas Feml de Fusarium
oxysporum (SCHOFFELMEER et al., 2001), Empl de Magnaporthe grisea (AHN
et al.,, 2004), com a proteina predita de um clone de cDNA de M. anisopliae
(AJ273721) e com uma sequéncia de Neurospora crassa (CAE76327). O

alinhamento destas sequéncias € mostrado na Figura 9.
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cMa Empl : TTAAT -V-RATE : 165
Fo Empl : GETSV ESE-ARRMTS : 212
Mg Empl : ----- AGEQLQS : 207
Nc Empl TNNAERFAS : 215

Figura 9: Alinhamento da proteina Empl de Metarhizium anisopliae com
sequéncias de proteinas ortélogas. As sequéncias utilizadas para o
alinhamento foram: a sequéncia predita da proteina Empl de M (etarhizium)
a(nisopliae) descrita nesse trabalho; a proteina predita da sequéncia de ¢ (DNA)
de M (etarhizium) a(nisopliae) depositada no GenBank AJ273721 a sequéncia de
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Feml de F(usarium) o(xysporum) (SCHOFFELMEER et al., 2001) AF450092; a
sequéncia de Empl de M (agnaporthe) g(risea) (AHN, et a.l, 2004) AY429471; e a
sequéncia de N(eurospora) c(rassa) CAE76327.

Através de buscas em bancos de dados utilizando-se o algoritmo BLAST
(ALTSCHUL et al.,1997; NCBI - http:www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) pode-se
verificar que a proteina predita de empl apresenta homologia com outras

sequéncias de proteinas de matriz extracelular e proteinas ricas em serina e

treonina como mostra a Tabela 4.

Tabela 4: Valores de identidade e similaridade para o alinhamento da sequéncia
predita de aminoacidos da proteina de matriz extracelular Empl com as proteinas

ortologas de espécies de fungos.

_ ) ] Identidade | Similaridade
Microrganismo/ Numero de acesso

(%) (%)
Magnaporthe grisea/ AAR06609 41 65
Fusarium oxyporum/ AAL47843) 41 59
Neurospora crassa/ CAE76327 42 58
Coccidioides posadasii/ ABA38724 39 55
Talaromyces stipitatus/ EED3397 33 51
Penicillium marneffei/ EEA18635 32 48
Aspergillus clavatus/ EAW 12884 27 47
Aspergillus fumigatus/ EAL91602 26 42
Neosartorya fischeri/f EAW17793 26 43

Em cinza estéo as proteinas definidas como proteinas de matriz extracelular e em
branco as proteinas extracelulares ricas em serina e treonina.

Para estabelecer o numero de cOpias do gene empl em M. anisopliae, foi

procedida a andlise por Southern de DNA gendmico. A Figura 10 mostra o
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resultado deste experimento de hibridizacdo que evidencia a copia Unica do gene

empl.

23,5 23,5
9,4 9,4_
6,7_ 6,7_

4,4_ 4,4_

2,3
2,0_

2,3
2,0_

Fig. 10: Determinacdo do numero de copias do gene empl de Metarhizium
anisopliae. Em (A), eletroforese em gel de agarose 0,8% e em (B) Auto-
radiografia da membrana hibridizada, utilizando-se como sonda um fragmento de
500 pb do gene. O DNA foi digerido com as enzimas Stul (1); Pvull (2); Pstl (3);
Knpl(4); Hindlll (5); EcoRlI (6) e em (M) encontra-se o marcador.
5.2. Padronizacao da diferenciacado de apressorio in vitro por M anisopliae

A padronizacdo da diferenciacdo de apressorio de M. anisopliae linhagem
E6, foi realizada sobre laminulas de vidro, sendo avaliadas as concentracdes de
extrato de levedura entre 0, 0125% e 0, 0040% e as concentracdes de conidios
entre 2, 5.10° e 5.10° esporos/mL. As melhores condicdes para ambas as
variaveis (concentracado de extrato de levedura e concentracédo de esporos), foram
avaliadas em dois tempos de cultivo, 12 e 16 horas. Todos 0s experimentos foram
realizados a 28 °C.

De acordo com o0s ensaios realizados, foi possivel determinar as
concentracdes 1,0.10° e 5,0.10° conidios/mL como as mais adequadas para a

inducdo da diferenciacdo de apressorio por M. anisopliae (Figura 13 A e B).

Quando cultivado em concentra¢des de conidios inferiores a 5.10* esporos/ mL



62

(2, 5.10* esporos por laminula) em 0,0125% ou 0,0060% de extrato de levedura
por 12 horas, M. anisopliae nao foi capaz de formar apressorio (Figura 11 e Figura
12). Na concentracdo de 5.10° esporos/mL (2,5.10° esporos por laminula), M.
anisopliae apresentou uma reducdo de aproximadamente 50% da germinagao e

formacéo de apressorio de apenas 20% dos conidios (Figura 13 C).
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Figura 11: Cultivo de Metarhizium anisopliae em meio contendo 0, 0125 % de
extrato de levedura. Microscopia Optica de conidios cultivados sobre laminulas a
28 °C por 12 horas. As concentracdes de conidios/mL utilizadas foram (A) 5,
0.10% (B) 2,5.10% (C) 1,0.10% (D) 7,5.10° (E) 5,0.10° e (F) 2,5.10°. Visualizacdo
com aumento de 400X.
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Figura 12: Cultivo de Metarhizium em meio contendo 0,0060% de extrato de
levedura. Microscopia oOptica de conidios cultivados sobre laminulas a 28 °C por
12 horas. As concentracdes de conidios/mL utilizadas foram (A) 5,0.10% (B) 2,
5.10* , (C) 1,0.10% (D) 7,5.10°% (E) 5,0.10° e (F) 2,5.10° Visualizacdo com
aumento de 400X.
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Figura 13: Cultivo de Metarhizium anisopliae em meio contendo 0, 0040 % de
extrato de levedura. Microscopia Optica de conidios cultivados sobre laminulas a
28 °C por 12 horas. As concentracdes de conidios/mL utilizadas foram (A) 5,
0.10°, (B) 1,0.10° e (C) 5,0.10°. Visualizacdo com aumento de 400X.
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A concentracdo de 5,0.10° conidios/ mL foi selecionada para avaliacéo dos
efeitos da concentracdo de extrato de levedura e do tempo de cultivo na
diferenciacao de apressorio. Os cultivos realizados com meio contendo 0,0125%
de extrato de levedura apresentaram um aumento no desenvolvimento tanto das
hifas que formavam apressorio quanto das hifas que ndo formavam, dificultando a
contagem.Portanto essa concentracao foi considerada inadequada.

A reducdo da concentracdo de extrato de levedura aumentou
gradativamente o numero de apressorios diferenciados (Figura 14). A
concentracdo de extrato de levedura determinada como a mais eficiente na
inducdo da formacédo de apressorio foi a de 0,0040%. Nessa concentracdo de
extrato de levedura (0,0040%), a inducdo de apressorio foi aumentada em 10%
(de 80 para 90%) quando o tempo de cultivo passou de 12 para 16 horas.

Sumarizando nossos resultados, as melhores condi¢cfes para a inducéo da
diferenciacdo de apressorio foram 0,0040% de extrato de levedura e
concentracdes de conidios entre 5,0.10° e 1,010° por um periodo de 16 horas. Os
dados numéricos dos ensaios de inducdo da diferenciacdo de apressorio podem
ser visualizados na Tabela 5 e as imagens de microscopia da padronizacdo de

apressorio na Figura 15.
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Figura 14: Inducdo da formacdo de apressorio de Metarhizium anisopliae
cultivado por 12 e 16 horas. Microscopia Optica de conidios em uma
concentracdo de 5,0.10° conidios/mL, cultivados sobre laminulas de vidro a 28 °C
por 12 horas em meios contendo as seguintes concentracfes de extrato de
levedura: (A) 0,0125%, (B) 0,0080%, (C) 0,0060% e (D) 0,0040% ou por 16 horas
as mesmas concentracdes de extrato de levedura (E) 0, 0125%, (F) 0,0080% , (G)
0,0060% e (H) 0,0040%). Visualizacdo com aumento de 400X.
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Tabela 5: Efeitos da concentracdo de conidios, extrato de levedura e tempo de

incubacao na diferenciacdo de apressorio

Concentracao de Extrato Tempo de Diferenciagéo
conideos/ mL de incubacéo de apressorio
levedura (%) (horas) (%)
1,0.10° 0,0125 12 0
1,0.10° 0,0060 12 0
1,5.10° 0,0125 12 0
1,5.10° 0,0060 12 0
2,5.10° 0,0125 12 0
2,5.10° 0,0060 12 0
5,0.10° 0,0125 12 0
5,0.10° 0,0060 12 0
7,5.10° 0,0125 12 0
7,5.10° 0,0060 12 0
1,0.10% 0,0125 12 *
1,0.10% 0,0060 12 *
1,5.10% 0,0125 12 *
1,5.10% 0,0060 12 *
2,5.10% 0,0125 12 *
2,5.10% 0,0060 12 *
5,0.10* 0,0125 12 *
5,0.10% 0,0060 12 33
1,0.10° 0,0125 12 *
1,0.10° 0,0080 12 *
1,0.10° 0,0060 12 *
1,0.10° 0,0040 12 30
5,0.10° 0,0125 12 48
5,0.10° 0,0080 12 72
5,0.10° 0,0060 12 79
5,0.10° 0,0040 12 80
5,0.10° 0,0040 16 90
1,0.10° 0,0040 16 90
5,0.10° 0,0040 16 20

*Germinacgao excessiva impossibilitando a contagem do numero de apressorio
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Figura 15: Diferenciacdo de apressorio de Metarhizium anisopliae. Microscopia
6ptica de conidios (5.10° conidios/mL) cultivados sobre laminulas em meio
contendo 0,0040% de extrato de levedura a 28 °C por 16 horas. Visualizacdo de
trés campos com aumento de 630X.
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5.3. Construcéo do vetor pPZP:bar: empl para a inativacdo do gene empl
em Metarhizium anisopliae

Visando identificar a funcdo do gene empl em M. anisopliae, iniciamos 0s
experimentos para construcdo de uma linhagem com este gene inativado. Para
tal, foram efetuados experimento de transformacdo de M. anisopliae mediado por
A. tumefaciens com os plasmideo pPZP: bar: empl . Este plasmideo é oriundo da
insercado das sequéncias da porcao 5 e a porgcéo 3’ do gene empl flanqueando
cassete bar clonado em pUC18 e posterior clonagem da construgcéo bar: empl no
vetor pPZP, dando origem ao vetor pPZP: bar: empl. O vetor pPZP: bar: empl foi
avaliado por digestdo com endonucleases de restricdo (Figura 16) e entdo
utilizado para a transformacéo de células quiomiocompetentes de A. tumefaciens

e posterior co-cultivo com M. anisopliae.

M 1 2 3 4 5 6 /7 8 9

8Kb_
4kb_

1kb_

0,5Kb_

Figura 16: Construcdo do plasmideo pPZP: bar: empl. Marcador de peso
molecular de DNA (M); DNA plasmidial de pPZP: bar: empl digerido com EcoRI
(1) e (2); DNA plasmidial digerido com EcoRI e Hindlll (3) e (4); DNA plasmidial
digerido com EcoRlI e Pstll (5) e (6); DNA plasmidial digerido com Pstl e Hindlll (7)
e (8) e vetor integro (9).
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Apdés a agro-transformagdo, 200 colénias de M. anisopliae foram
recuperadas de 10 membranas de transformacao depositadas em meio so6lido MC
com adicao de 250 pg de glifosinato de amoénio. Aproximadamente 180 colonias
foram capazes de germinar em meio contendo glifosinato de aménio apds o
terceiro repique. Algumas destas colonias foram selecionadas para verificacdo da
integracdo do cassete bar: empl no genoma de M. anisopliae. Para isso, 0 DNA
dos transformantes foi extraido e analisado através de PCR utilizando-se os
oligonucleotideos BarF e BarR que amplificam 500 do gene bar. A avaliacdo de
16 desses transformantes revelou que 10 (62,5%) eram positivos para a
amplificacdo de 500 pb do gene bar utilizando-se os oligonucleotideos BarF e

BarR (Figura 17).

MC-C+1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16

1,0 kb_

0,5 Kb_

Figura 17: Analise de transformantes de Metarhizium anisopliae para a
confirmacdo da presenca do cassete bar: empl. Amplificacdo de uma regido
de 500 pb do gene bar. M (marcador de tamanho molecular); C- (controle
negativo); C+ (controle positivo); 1-16 (provaveis transformantes avaliados).
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6. DISCUSSAO

O processo de infeccdo de M. anisopliae € o melhor caracterizado entre o0s
fungos entomopatogénicos e varios estudos estdo sendo realizados na tentativa
de desvendar os mecanismos moleculares envolvidos nas interacdes parasita-
hospedeiro. Visando ampliar os conhecimentos sobre as estratégias moleculares
utilizadas pelo fungo para infectar seus hospedeiros, o gene empl de M.
anisopliae, que em M. grisea esta envolvido com a formacéo de apressorio, teve
sua sequéncia isolada através de Genome Walking e caracterizada.

A metodologia de Genome Walking tem sido utilizada para o isolamento de
sequéncias com alto peso molecular (superiores a 10 Kb) (RISHI et al., 2004), no
entanto, neste trabalho, ela foi eficiente para o isolamento um fragmento de
1,1Kb. Andlises de hibridizacdo do gene empl com o DNA gendmico de M.
anisopliae revelaram que este gene esta presente como copia Unica no genoma.
A analise comparativa da sequéncia do gene empl com a sequéncia de cDNA
parcial depositada no GenBank (AJ273721) permitiu determinar a presenca de
dois introns (60 e 65 pares de bases) que apresentaram as sequéncias candnicas
tipicamente encontradas em fungos (BALLANCE, 1989). As sequéncias de M.
grisea (Ahn et al.,, 2003) e F. oxysporum (SCHOFFELMEER et al., 2001)
apresentam apenas um intron. A ORF completa do gene empl de M. anisopliae
apresenta 678 pb e codifica uma provavel proteina de 226 pb que apresenta as
seguintes caracteristicas que a classificam como uma proteina de matriz
extracelular ancorada por GPI: i) peptideo sinal para secrecdo na porcdo N-
terminal (NIELSEN et al., 1997); ii) sitio de ancoramento de GPI na por¢do C-

terminal; fundamental para a incorporacéo da proteina de matriz extracelular de F.
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oxysporum na parede celular (SCHOFFELMEER et al., 2001) ( iii) alta
porcentagem (29,7%) de residuos de serina e treonina; uma caracteristica comum
a proteinas de matriz extracelular em leveduras (CARO et al., 1997) iv) provavel
sitio de N-glicosilagédo. O sitio de ancoramento de GPI na porcdo C-terminal da
proteina Empl predita, € composto por um motivo de trés peptideos consistindo
de aspargina (N — w), alanina (A — w +1) e glicina (G - w +2). Esse motivo esta de
acordo com a regra w, w+1 e w+2 definida por Gerber et al. (1992).

Sabe-se que a formacdo de apressério € uma etapa do desenvolvimento
do fungo que envolve uma estreita interacdo patdgeno — hospedeiro e que
depende da capacidade do fungo de reconhecer seu hospedeiro e/ou alguns
estimulos de superficie. Atualmente, com o0s avancos da biologia molecular e
biologia celular de fungos filamentosos, varios estudos tém revelado os estimulos
ambientais, as vias de sinalizacdo e os determinantes genéticos envolvidos na
diferenciacdo de apressorio, principalmente em fungos fitopatogénicos (DEAN,
1997). No entanto, pouco se sabe sobre a diferenciacédo de apressorio em fungos
entomopatogénicos.

O fungo M. anisopliae € um dos fungos entomopatogénicos melhor
caracterizados e tem sido considerado um importante modelo para o estudo de
biologia molecular, regulacdo génica, desenvolvimento e interacdo patdgeno-
hospedeiro. A diferenciacdo de apressorio desempenha um papel importante no
processo de infeccdo de M. anisopliae em seus hospedeiros e € um processo
normalmente influenciado pela disponibilidade de nutrientes no meio e a natureza
da superficie com a qual o fungo estd em contato. Entender essa etapa de

desenvolvimento pode desvendar importantes fatores determinantes de viruléncia
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de M. anisopliae. Leger et al. (1989) padronizaram a indug&o da diferenciacao de
apressorio in vitro em M. anisopliae, e descreveram que a ocorréncia deste
processo dependente de estimulos de superficie como rigidez e hidrofobicidade e
presenca obrigatéria de fontes externas de nutrientes. Os mesmos estimulos sé&o
capazes de induzir a diferenciacdo em Magnaporthe grisea, no entanto, algumas
linhagens desse fungo séo capazes de se diferenciarem sem fonte alguma de
nutrientes, necessitando somente da presenca de agua.

Depois de verificar que as condi¢cbes otimizadas por St Leger et al. (1989)
nao apresentaram os mesmos resultados quando reproduzidas com a linhagem
(E6), utilizada por nosso grupo de pesquisa, iniciamos uma série de testes
visando determinar inicialmente condi¢cdes para a inducdo da formacdo de
apressorio em M. anisopliae linhagem E6 que fossem reprodutiveis, estimulassem
a diferenciacdo de um minimo de 70% de apressorios por laminula e permitissem
a contagem do numero de apressorio por campo. Para tal, utilizamos como fonte
de nutrientes baixas concentracdes de extrato de levedura (entre 0,0125% e
0,0040%). A melhor concentracdo de extrato de levedura determinada foi a de
0,0040%. Meios contendo concentracfes superiores a 0,0080% de extrato de
levedura induziram o aumento do crescimento vegetativo impossibilitando a
contagem do numero de apressorios.

Condi¢des nutricionais normalmente influenciam a esporulacao e viruléncia
de fungos patdgenos de insetos. Shah et al. (2005) avaliaram a viruléncia de
conidios de M. anisopliae produzidos em insetos e em outros 4 diferentes meios,
dentre eles um contendo extrato de levedura e verificaram que, exceto pelo cultivo

realizado em insetos, os conidios cultivados em meio com extrato de levedura
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apresentavam-se mais virulentos. Além disso, postularam que em condi¢des de
privagdo de nutrientes, M. anisopliae tende a ter sua viruléncia aumentada, o que
deve ocorrer por um aumento na producdo da protease Prl, importante fator de
viruléncia, em condi¢cdes de estresse nutricional. Adicionalmente, Rangel et al.
(2008) verificaram que durante a privagdo de nutrientes, ocorre um acumulo de
manitol e trealose, um soluto considerado importante para o formacéo de turgor
presente no apressorio responsavel pela pressao hidrostatica.

Além de fatores nutricionais, a diferenciacédo de apressério de M. anisopliae
parece ser um processo também dependente da concentracdo de conidios.
Quando cultivado em condicdes inferiores a 5,0.10" pode-observar o aumento da
germinacdo e formacdo de apressério indetectavel. Na concentracdo de 5.10°
tanto o numero de hifas germinadas quanto a diferenciacdo de apressorio
sofreram um decréscimo.

Atualmente, diversos estudos tém revelado que alteracdes morfologicas em
fungos filamentosos também s&o controladas por moléculas auto-regulatorias
através de mecanismos de quorum sensing (CHEN & FINK, 2006). A exemplo
disso, Uromyces phaseoli produz um auto-inibidor da germinacdo (metil 3,4-
dimetoxicinamto) que € efetivo mesmo em concentracbes nanomolares e que
necessita ser removido por 4gua para que ocorra a germina¢ao dos uredosporos.
Esse mecanismo auxiliaria na reducao da auto-competicdo dentro de uma mesma
populacdo por bloguear a germinacdo até que o esporo seja disperso. Em
culturas de Glomerella cingulata, uma molécula de identidade quimica né&o
identificada, reduz a formac&o de micélio e aumenta a formacéo de conidios em

densidades celulares superiores a 10° esporos/mL. Em Magnaporthe grisea,
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Hedge & Kolattukudy (1997) identificaram auto-inibidores da diferenciacdo de
apressorio, de natureza lipofilica, que atuam de maneira dose dependente e que
em populacdes densas (superiores a 1,0.10° conidios/mL) atingem concentracées
necessarias para o desempenho de sua atividade. O efeito desse auto-inibidor é
revertido pela presenca de lipideos da cuticula do arroz.

A presenca de auto-inibidores poderia explicar a reducao da germinacao de
formacdo de apressorio em M. anisopliae encontrados nesse trabalho quando
cultivados em concentracdes superiores a 5,0.10° conidios/mL. Entretanto, ndo é
suficiente para justificar a reducdo na diferenciacdo de apressorio em condicdes
de cultivo com concentracdes inferiores a 5,0.10* conidios/mL.

Apoés o isolamento e caracterizagdo do gene empl e a padronizagdo dos
ensaios de inducdo de apressorio, foram realizados experimentos de
transformacao de M. anisopliae, mediada A. tumefaciens, com o vetor pPZP:bar:
empl, visando construir linhagens com o gene emp1 inativado.

A transformacéo mediada por A. tumefaciens (ATMT) tem sido utilizada em
um grande numero de fungos como uma importante ferramenta para analise
funcional de genomas. Uma das maneiras utilizadas para a atribuir funcdes de
genes através de ATMT ¢ a inativacao génica por recombinacdo homologa. Essa
estratégia se baseia na construcdo de um cassete que contenha uma marca de
selecdo flanqueada, nas duas extremidades, por fragmentos do gene alvo da
inativacao (WELD et al., 2006).

Em 2007, Staats et al. descreveram a padronizacdo da inativacdo génica
mediada por A. tumefaciens demonstrando-a como uma metodologia eficiente

para a obtencdo de mutantes nulos em M. anisopliae, com obtencdo de
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recombinacdo homoéloga em uma frequiéncia de 20%. Em nosso trabalho, pode-se
observar uma frequiéncia de transformantes superior a 60%. No entanto, o0 método
utiizado para selecdo ndo foi capaz de diferenciar os transformantes com

recombinacdo homdloga ou ectopica.
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7. CONCLUSOES

A metodologia de Genome Walking mostrou-se eficaz para o isolamento da
sequéncia do gene empl de Metarhizium anisopliae.

A sequéncia da proteina predita de empl de M. anisopliae apresenta
caracteristicas como: peptideo sinal para secrecdo na porcdo N-terminal, sitio de
ancoramento de GPI na por¢cdo C-terminal, alta porcentagem (29,7%) de residuos
de serina e treonina, provavel sitio de N-glicosilacédo; que a classificam como uma
provavel proteina de matriz extracelular, além de apresentar homologia de
sequéncia com outras proteinas de matriz extracelular.

Foi possivel induzir a diferenciacdo de apressorio in vitro do fungo M.
anisopliae linhagem EG6.

As concentracdes de esporos e de extrato de levedura sao limitantes para
a inducao da diferenciacdo da apressorio, sendo 0,0040% de extrato de levedura
e 5,0.10° ou 1,0.10° esporos/ mL as melhores condicées indutoras.

A metodologia de transformacdo de M. anisopliae mediata por
Agrobacterium tumefaciens foi eficiente para gerar transformantes positivos para
a marca de selecdo, o gene bar, com estabilidade demonstrada através trés

repiques consecutivos em meio seletivo.
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8. PERSPECTIVAS

Selecdo de transformantes com insercdo homéloga do cassete bar: empl
para posterior andlise da influéncia de empl na formacédo de apressério em M.
anisopliae, incluindo ensaios de analise de turgor in vitro e bioensaios.

Purificacdo da proteina Empl e analise da localizacdo celular de Empl

através de imuno localizacao.
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