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RESUMO 

A degradação de quitina é importante para o remodelamento da parede celular em fungos 

filamentosos e crucial para o rompimento da cutícula de hospedeiros artrópodes durante a 

infecção de fungos entomopatogênicos. Além disso a quitina é uma importante fonte 

nutricional. Para que a quitina possa ser eficientemente utilizada, a atividade de β-N-

acetilglicosaminidases (NAGases) deve estar presente. Após a ação de quitinases sobre a 

quitina, gerando dímeros de N-acetilglicosamina (GlcNAc)2, NAGases hidrolisam suas 

ligações β-1-4 produzindo GlcNAc livre. Fungos filamentosos possuem, em média, 15 a 25 

quitinases, mas somente duas NAGases, o que leva a questões sobre a real importância 

destas enzimas. Em escala genômica, foram identificadas no fungo entomopatogênico 

Metarhizium anisopliae duas NAGases da família GH20 (MaNAG1 e MaNAG2) e duas 

NAGases da família GH3 (MaNAG3 e MaNAG4) das glicosil hidrolases. Análises 

filogenéticas sugerem subsequentes duplicações ocorrendo principalmente no clado de 

MaNAG2, resultando na presença de ortólogos em um amplo espectro de ascomicetos com 

diferentes estilos de vida. MaNAG1 agrupou majoritariamente com espécies 

entomopatogênicas. MaNAG3 e MaNAG4 apresentaram alta similaridade de sequências e 

conservação de domínios com NAGases GH3 de bactérias. O perfil transcricional dos 

genes das NAGases GH20 e GH3 foi avaliado por qPCR, em oito diferentes condições de 

cultivo, representando diferentes estágios de desenvolvimento ou diferentes estados 

nutricionais. As NAGases apresentaram perfis de transcrição diferenciais em resposta às 

diferentes condições, indicando a ausência de um padrão de regulação gênica em comum. 

Os perfis de expressão variáveis também sugerem que elas não devem possuir funções 

totalmente redundantes. Ensaios de transcrição relativa mostraram a indução da expressão 

de MaNAG1, MaNAG2 e MaNAG4 por quitina 1%, enquanto MaNAG3 foi induzida em 

meio suplementado com GlcNAc 0,25%. As relações evolutivas de MaNAG3 e MaNAG4 

e a regulação de suas expressões por substratos quitinosos são a primeira evidência do 

envolvimento de NAGases GH3 em processos celulares fisiológicos em ascomicetos, 

apontando para sua potencial relevância na diferenciação celular durante o ciclo de vida de 

M. anisopliae. Com o objetivo de avançar no estudo funcional das NAGases de M. 

anisopliae, foram gerados vetores para a construção de mutantes nulos para os quatro 

genes de NAGases e linhagens transformantes foram obtidas utilizando-se a metodologia 

de transformação de fungos mediada por Agrobacterium tumefaciens. 
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ABSTRACT 

Chitin degradation is important for filamentous fungi cell wall remodeling and, in 

entomopathogenic fungi, this process is pivotal for breaching the arthropod host cuticles 

during infection. Chitin is an important nutrient and to be efficiently used, β-N-

acetylglucosaminidases (NAGases) activity must be present. After chitinase action on 

chitin generating N-acetylglucosamine dimers (GlcNAc)2, NAGases hydrolyze theirs β-1-4 

linkages producing free GlcNAc. Filamentous fungi have between 15 to 25 chitinases, but 

only two NAGases; then, questions arise about the actual importance of these enzymes. On 

a genomic scale, were identified in the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae 

two GH20 NAGases (MaNAG1 and MaNAG2) and two GH3 NAGases (MaNAG3 and 

MaNAG4) from glycoside hydrolases. Phylogenetic analysis suggested subsequent 

duplications occurring mainly in MaNAG2 clade, resulting in ortholog clusters in several 

ascomycetes with a broad range life style. MaNAG1 clusters mostly with 

entomopathogenic species clades. MaNAG3 and MaNAG4 showed high sequence 

similarity and domain conservation with bacterial GH3 NAGases. Transcriptional profiles 

of GH20 and GH3 NAGase genes were evaluated by qPCR from eight culture conditions, 

representing different stages of development and different nutritional states. NAGases 

showed differential transcript profiles in response to different conditions, indicating an 

absence of a common gene regulation pattern. The variable expression profiles also 

suggest they may not have totally redundant roles. Relative transcription assays showed 

MaNAG1, MaNAG2 and MaNAG4 expression induction by chitin 1%, while MaNAG3 

was induced in medium supplemented with GlcNAc 0.25%. Evolutionary relationships of 

MaNAG3 and MaNAG4 and their expression regulated by chitinous substrates are the first 

evidence of GH3 NAGases involvement in physiological cell process in entomopathogenic 

fungi, therefore, pointing to potential relevance on cell differentiation during M. anisopliae 

life cycle. In order to proceed on functional studies of M. anisopliae NAGases, vectors 

were constructed to produce knockout mutants for four NAGases genes and transformant 

strains were obtained by using fungi transformation mediated by Agrobacterium 

tumefaciens. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 Estima-se que existam mais de 600.000 espécies de fungos, e assume-se que estas 

espécies podem ser encontradas em quase todos os hábitats da Terra. Contudo, somente 

uma pequena fração destas espécies está descrita (MORA et al., 2011). A maioria das 

espécies fúngicas desenvolveram interações saprofíticas em solo ou água, ou em 

associação com micorrizas. Ainda, espécies fúngicas são conhecidas por causar doenças 

em diversos hospedeiros, incluindo mamíferos, artrópodes e plantas (BLACKWELL, 

2011), o que justifica sua utilização como modelos de estudo das interações que 

ocorrem entre patógenos e seus hospedeiros (SHAH; PELL, 2003; KUBICEK et al., 

2011; BOURGEOIS; KUCHLER; AUCOIN, 2012; DEAN et al., 2012). 

 Um grupo diverso de fungos é associado a artrópodes, atuando no controle de suas 

populações, particularmente de insetos (BASSET et al., 2012). Os fungos associados a 

insetos mais bem estudados são entomopatógenos, os quais são fungos necrotróficos que 

ativamente penetram no exoesqueleto do hospedeiro e se proliferam na hemocele até todos 

os tecidos internos serem degradados. Fungos do gênero Metarhizium são os modelos mais 

estudados quanto à relação entre um fungo entomopatogênico e seus hospedeiros. Estudos 

sobre a evolução, ecologia, genética, bioquímica, biologia molecular e outros aspectos da 

biologia de fungos filamentosos, utilizam como modelo espécies deste gênero. Visto que 

diferentes espécies de Metarhizium podem infectar e matar mais de 200 espécies de 

artrópodes (FREIMOSER; HU; ST LEGER, 2005), alguns isolados têm sido amplamente 

utilizados no biocontrole de uma grande variedade de pragas, de interesse agrícola, 

pecuário e de saúde humana, como alternativa ao uso de pesticidas químicos (FARIA; 
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WRAIGHT, 2007; FERNANDES; BITTENCOURT; ROBERTS, 2012). 

 É crescente o número de estudos que buscam identificar fatores envolvidos na 

interação entre Metarhizium spp. e seus hospedeiros. Estas pesquisas têm como objetivos 

principais a caracterização de fatores de virulência, relacionados à letalidade do processo 

de infecção, e os mecanismos de especificidade a hospedeiros, uma das vantagens mais 

importantes do controle biológico (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010). O sequenciamento 

do genoma de nove linhagens e a disponibilização de suas sequências permitiu um 

avanço na compreensão de diversos aspectos da biologia do fungo (GAO et al., 2011; HU 

et al., 2014; PATTEMORE et al., 2014; STAATS et al., 2014). 

 A via principal para o início da infecção de M. anisopliae é a degradação, 

rompimento e penetração através da cutícula de um hospedeiro suscetível. Este 

processo inicia com a adesão das partículas infectivas do fungo (conidiósporos), sobre a 

cutícula destes hospedeiros. Há uma reorganização na expressão gênica e uma 

variedade de hidrolases é secretada, bem como ocorre a síntese de proteínas 

envolvidas com o remodelamento da parede celular fúngica para a formação de 

estruturas especializadas que auxiliarão na penetração (SHAH; PELL, 2003). Estudos 

prévios demonstraram que M. anisopliae produz diversas enzimas hidrolíticas capazes de 

degradar os constituintes da cutícula do hospedeiro durante a fase de penetração. Dentre 

as enzimas que participam deste processo estão lipases, proteases e quitinases 

(CHARNLEY; ST. LEGER, 1991; ST LEGER; BIDOCHKA; ROBERTS, 1994; 

FRAZZON et al., 2000; DE LA PAZ GIMÉNEZ-PECCI et al., 2002; KRIEGER DE 

MORAES; SCHRANK; VAINSTEIN, 2003; BARRETO et al., 2004; BEYS DA SILVA 

et al., 2010).  

 Neste contexto, nosso grupo de pesquisa tem focado seus estudos em 
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caracterizar genes e enzimas cuja função seria crucial nos eventos da patogenia 

(KRIEGER DE MORAES; SCHRANK; VAINSTEIN, 2003; DA SILVA et al., 2005; 

BARATTO et al., 2006; STAATS, 2007; BOLDO et al., 2009; BEYS DA SILVA et al., 

2010; JUNGES et al., 2014). Um grupo de enzimas de particular interesse, é as hidrolases 

que constituem o sistema quitinolítico fúngico, composto por quitinases e β-N-

acetilglicosaminidases (NAGases), uma vez que a cutícula dos artrópodes é rica em fibras 

de quitina embebidas em uma matriz protéica (PEDRINI; CRESPO; JUÁREZ, 2007). 

Além disso, a própria parede do fungo possui quitina, conferindo-a rigidez. Desta forma, o 

sistema quitinolítico não só teria um papel fundamental atuando diretamente na 

solubilização da quitina presente no exoesqueleto do hospedeiro, mas também teria um 

papel importante no processo de morfogênese celular, indispensáveis para a infecção. 

Portanto, estas enzimas teriam, pelo menos, duas funções principais, atuando nos 

processos de diferenciação celular, através do remodelamento da parede celular do fungo, 

e na degradação de quitina exógena com o objetivo de prover nutrição à célula e 

permitir o acesso do fungo à fonte nutricional representada pelo hospedeiro.  

 M. anisopliae possui 24 genes de quitinases que apresentam diferentes padrões de 

expressão, dependendo da fonte de carbono e tipo celular do ciclo de vida do fungo. Este 

perfil aponta para a participação destas quitinases em diferentes processos da biologia de 

M. anisopliae que envolvem o metabolismo de quitina, atuando de maneira não-redundante 

entre si (JUNGES et al., 2014). A presença de um alto número de quitinases é uma 

característica de genomas de fungos ascomicetos, contrastando com somente um ou dois 

genes de NAGases. Apesar desse relativo pequeno número de NAGases, a atividade dessas 

enzimas se mostrou essencial para o crescimento do micoparasita Trichoderma atroviride 

em quitina (LÓPEZ-MONDÉJAR et al., 2009). Isso se explica devido a atividade 
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enzimática das NAGases ser responsável pela liberação de monômeros de N-acetil-D-

glicosamina (GlcNAc) derivados do produto da clivagem da quitina realizada pelas 

quitinases. A GlcNAc é absorvida pelo fungo e pode ser utilizada como fonte nutricional 

durante seu crescimento ou na reciclagem de quitina da parede celular durante seu ciclo de 

vida (SEIDL; DRUZHININA; KUBICEK, 2006). 

 Em contraste ao volume de conhecimento obtido com o estudo de quitinases em M. 

anisopliae, o papel das NAGases neste organismo modelo ainda é pouco conhecido. É 

necessário elucidar em quais processos celulares estas enzimas participam, se sua função é 

restrita à aquisição de GlcNAc como fonte nutricional  para o crescimento vegetativo do 

fungo, ou se elas atuam na especialização celular e patogenicidade durante o processo 

infectivo. Portanto, NAGases tornam-se alvos de interesse para estudos mais aprofundados 

da sua função na biologia de M. anisopliae. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1.  CARACTERÍSTICAS GERAIS DO FUNGO FILAMENTOSO 

METARHIZIUM ANISOPLIAE  

 

 O fungo Metarhizium anisopliae é considerado um dos organismos mais 

promissores no controle de pragas da pecuária, da agricultura e vetores de doenças 

humanas, e tem sido um dos modelos mais estudados em relação ao isolamento, 

seleção e caracterização de linhagens do ambiente, elucidação dos mecanismos de 

infecção e no desenvolvimento de formulações de biopesticidas. A Figura 1 mostra alguns 

hospedeiros suscetíveis ao biocontrole por M. anisopliae. Dentre eles estão artrópodes o 

carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus (FRAZZON et al., 2000), o 

gafanhoto Schistocerca gragaria (TOUNOU et al., 2008), a cigarrinha da cana-de-açucar 

Mahanarva fimbriolata (DINARDO-MIRANDA et al., 2004; LOUREIRO et al., 2012), a 

cigarrinha das pastagens (PEREIRA; BENEDETTI; ALMEIDA, 2008) e o percevejo 

manchador do algodão Dysdercus peruvianus (LUBECK et al., 2008). M. anisopliae 

também tem a capacidade de controlar vetores de doenças humanas, como o transmissor 

do vírus da dengue Aedes aegypti (SCHOLTE; TAKKEN; KNOLS, 2007), da malária 

Anopheles gambiae (SCHOLTE; KNOLS; TAKKEN, 2006), da doença de Chagas 

Triatoma infestans (LUZ et al., 1998) e da filariose Culex quinquefasciatus (LACEY; 

LACEY; ROBERTS, 1988). O desenvolvimento vegetativo deste fungo ocorre 

normalmente na faixa de temperatura entre 15 e 32°C (ARRUDA et al., 2005; LI; FENG, 

2009), e pH, variando de valores de 2,0 a 8,5 (ARRUDA et al., 2005). Estas 
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características, somadas a sua resistência a fatores ambientais, como luz ultravioleta de 

diversos comprimentos de onda (BRAGA et al., 2006), tornou M. anisopliae o fungo mais 

utilizado como agente de controle biológico de inúmeras pragas (LORD, 2005). 

 

 

Figura 1. O espectro de hospedeiros de M. anisopliae inclui pragas da agricultura, 
da pecuária e vetores de doenças humanas. Exemplos de cada um dos grupos de 
hospedeiros são demonstrados. Nas imagens menores podem ser observados 
cadáveres de artrópodes cobertos por conídios verdes após infecção por M. anisopliae. 
(Imagens adquiridas a partir de: www.olicana.com.br, www.blogdocontrolebiologico.com, 
www.fmcagricola.com.br, www.embrapa.com.br, www.saude.gov.br, 
www.cameronwebb.wordpress.com. A montagem é de autoria de A. Junges (JUNGES, 
2014).) 
 

 Morfologicamente, M. anisopliae é um ascomiceto filamentoso com micélio hialino 

e septado, dotado de conidióforos dos quais emergem conídios cilíndricos com tamanhos 
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que variam de 1,8 a  3,5 µm de comprimento, organizados em colunas (ALVES, 1998) 

(Figura 2). As espécies de M. anisopliae que apresentam somente fase assexuada 

(anamórficas) compõem a maior parte das espécies atualmente conhecidas. Além da 

reprodução assexual, a qual é própria do crescimento vegetativo, ocorre também a 

reprodução parassexual, caracterizada por fenômenos como a heterocariose e a 

recombinação somática (ARRUDA et al., 2005). Os teleomorfos (apresentam fase 

sexuada) são raros e foram anteriormente descritos como pertencentes ao gênero 

Metacordyceps (SUNG et al., 2007) e, atualmente, foi sugerido que sua nomenclatura 

retorne para Metarhizium (KEPLER et al., 2014).  

 

 

A B

C

 
 

Figura 2. Aspectos morfológicos de M. anisopliae. Colônia após 28 dias de 
crescimento em meio artificial a 28 ºC. A. Micélio branco pode ser observado no bordo da 
colônia. B. formação de conidióforos. C. Produção de esporos. A montagem é de autoria 
de C. C. Staats (STAATS, 2007). As imagens de MEV são de autoria de W. Arruda 
(ARRUDA et al., 2005). 
 

 

Até então, somente onze espécies pertenciam ao gênero Metarhizium 

(BISCHOFF; REHNER; HUMBER, 2009), considerando as seguintes: M. anisopliae, M. 

guizhouense, M. pingshaense, M. brunneunm, M. acridum, M. lepidiotae, M. majus, M. 
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globosum, M. robertsii, M. flavoviride e M. frigidum. A partir desta última atualização em 

2014, decidiu-se unificar em um nome os diferentes estágios de desenvolvimento fúngico 

(anamorfo e teleomorfo). D iversas espécies teleomorfas de outros gêneros, as quais 

pertenciam ao gênero Metacordyceps, como Pochonia, Nomuraea e Paecilomyces, foram 

reclassificadas de maneira que o gênero Metarhizium agora apresenta em torno de 29 

espécies. 

 

2.2. PROCESSO DE INFECÇÃO DO FUNGO M. ANISOPLIAE 

 

 M. anisopliae é descrito como causador da infecção fúngica chamada green 

muscardine, devido ao aspecto da incrustação dos cadáveres de artrópodes com conídios 

verdes (ROBERTS; ST LEGER, 2004). Ao longo de seu ciclo de vida (Figura 3), esse 

fungo apresenta a capacidade de se diferenciar em tipos celulares,  modificando-se a partir 

de conídios, em hifas, tubos germinativos, apressórios e blastosporos (SCHRANK; 

VAINSTEIN, 2010). O seu ciclo de infecção é complexo e ocorre através da penetração 

ativa da cutícula de seus hospedeiros artrópodes (CLARKSON; CHARNLEY, 1996). Ele 

inicia com a deposição e adesão dos conídios sobre a cutícula de um hospedeiro suscetível 

onde ocorre o desenvolvimento de um tubo germinativo. O processo de infecção prossegue 

através da modificação da extremidade distal da hifa em apressório, o qual é uma 

estrutura especializada de penetração que se forma pela dilatação da extremidade da 

hifa. Essa estrutura de penetração utiliza força mecânica gerada a partir da pressão de 

turgor e também a secreção de enzimas hidrolíticas para permitir a dissolução da 

carapaça do hospedeiro. A formação de apressório é uma das alterações morfológicas 

cruciais   e  mais  características   do  início   da   penetração  de  Metarhizium  em  seus  
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Figura 3. Ciclo de infecção de M. anisopliae demonstrando os tipos celulares 
diferenciados conforme as etapas de infecção sobre o carrapato bovino R. 
microplus. 1 – adesão do esporo na superfície do carrapato, 2 – desenvolvimento do tubo 
germinativo, 3 – formação de um apressório na extremidade do tubo germinativo, 4 – 
grampo de penetração formado na extremidade da hifa envolvido por secreção 
mucilaginosa, 5 – blastosporos, 6 – colonização extensiva pelo desenvolvimento de massa 
micelial, 7 – extrusão de hifas novas sob o carrapato, 8 – esporulação de M. anisopliae sob 
R. microplus. As etapas 1-8 estão relacionadas temporalmente compreendendo o período 
de infecção de 0 até 7 dias. CO – conídio, GT – tubo germinativo, AP – apressório, PP – 
grampo de penetração, H – hifa, BL – blastosporos. (Imagem modificada a partir de 
(SCHRANK; VAINSTEIN, 2010)). 
 

 

hospedeiros. A colonização do hospedeiro ocorre após a transposição da cutícula pelo 

fungo. Ao atingir a hemolinfa, o fungo se diferencia novamente, desta vez em células 

unicelulares leveduriformes, os blastosporos ou corpos de hifas (hyphal bodies). Esses 

tipos celulares apresentam a capacidade de evadir do sistema imune dos artrópodes e 

utilizam a principal fonte de carbono presente na hemolinfa, a trealose, para se 
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disseminarem. Quando os nutrientes do hospedeiro são exauridos, o fungo produz hifas a 

partir dos blastosporos e inicia-se o processo de extrusão de hifas na superfície do 

hospedeiro, finalizando-se o ciclo infectivo com a formação de novos conídios (ARRUDA 

et al., 2005; SEXTON; HOWLETT, 2006) (Figura 3). 

 

2.3. ESTUDOS GENÔMICOS EM FUNGOS ENTOMOPATOGÊNICOS 

 

 O rápido avanço das tecnologias genômicas tem revolucionado o entendimento 

sobre fungos entomopatogênicos. Atualmente, são conhecidas espécies de fungos que 

infectam e matam insetos pertencentes a diferentes filos, como Microsporidia, 

Chytridiomycota, Entomophthoromycota, Basidiomycota, e Ascomycota (SUNG et al., 

2007; SHANG; FENG; WANG, 2015). Há muito mais informações genômicas de fungos 

ascomicetos; estão disponíveis sequências de nove linhagens de Metarhizium (GAO et al., 

2011; HU et al., 2014; PATTEMORE et al., 2014; STAATS et al., 2014), Beauveria 

bassiana (XIAO et al., 2012), Cordyceps militaris (ZHENG et al., 2011), Ophiocordyceps 

sinensis (DE BEKKER et al., 2015), O. unilateralis, Tolypocladium inflantum (BUSHLEY 

et al., 2013), e Hirustella thompsonii (AGRAWAL et al., 2015). 

 A genômica comparativa tem facilitado a identificação de características 

adaptativas e as forças seletivas que agem sobre elas, aperfeiçoando nosso entendimento de 

como e por que fungos entomopatogênicos interagem com insetos e outros componentes de 

seu ambiente (WANG; ST. LEGER; WANG, 2016). Análises filogenômicas sugerem que 

o ancestral de muitos destes fungos seriam endófitos ou fitopatógenos, sendo a 

entomopatogenicidade uma característica adquirida posteriormente (GAO et al., 2011; HU 

et al., 2014). Estes fungos ocupam agora um amplo espectro de hábitats e hospedeiros, e 
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seus genomas têm fornecido uma riqueza de informações sobre a evolução de 

características relacionadas à virulência, assim como famílias de proteínas e estrutura 

genômica associada com sua heterogeneidade ecológica e econutricional.  

 Os ascomicetos entomopatógenos melhor estudados pertencem a três famílias 

dentro da ordem Hypocreales: Cordycipitaceae, Clavicipitaceae e Ophiocordycipitaceae. 

Análises de filogenia evidenciam que a entomopatogenicidade evoluiu de forma 

independente nestas famílias, e que gêneros de entomopatógenos da ordem Hypocreales 

são evolutivamente mais próximos de fitopatógenos, endófitos e micoparasitas (Figura 4) 

(WANG; ST. LEGER; WANG, 2016). Estas associações ancestrais são consistentes com 

repetidas transições (mudança de hospedeiro) entre plantas, fungos, e insetos hospedeiros, 

como sugerido por (SUH; NODA; BLACKWELL, 2001) em seu estudo com Cordyceps 

spp.  

Uma análise genômica comparativa entre sete genomas de Metarhizium 

(Clavicipitaceae) confirmou o gênero sendo uma linhagem monofilética que divergiu de 

patógenos de plantas e endófitos a cerca de 231 milhões de anos, e colocou a espécie 

hemíptero-específica M. album, como basal ao clado Metarhizium, com uma divergência 

estimada de aproximadamente 117 milhões de anos (HU et al., 2014). Nesse estudo foi 

sugerido que a estreita proximidade física entre um ancestral de M. album associado a 

plantas e com hemípteros sugadores de plantas, deve ter facilitado a mudança de 

hospedeiro, de endófito para a entomopatogenicidade (HU et al., 2014). 
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Figura 4. Relações filogenéticas de fungos entomopatogênicos com outros fungos. 
Adaptado de (WANG; ST. LEGER; WANG, 2016). 
  

 

Comparados a modelos fúngicos clássicos, como Saccharomyces cerevisiae, 

Metarhizium spp. e Beauveria spp. são extraordinariamente versáteis. Metarhizium, por 

exemplo, contém espécies que possuem uma estreita gama de hospedeiros artrópodes (por 

exemplo, M. album, M. acridum) e outras que possuem uma ampla gama de hospedeiros 

artrópodes (por exemplo, M. anisopliae, M. robertsii), além de algumas espécies saprófitas 

e outras colonizadoras de rizosfera e raízes de plantas. De forma compatível com seus 

diversificados estilos de vida, a maioria das espécies de Metarhizium exibe um 

metabolismo extremamente flexível. Este metabolismo permite que elas consigam se 
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desenvolver sobre diversas condições ambientais, com escassez de nutrientes (RANGEL; 

ALSTON; ROBERTS, 2008) e na presença de compostos que seriam letais para outros 

fungos (ROBERTS; ST. LEGER, 2004; ORTIZ-URQUIZA; KEYHANI, 2015). 

 Como mencionado anteriormente, algumas espécies de Metarhizium têm um amplo 

espectro de hospedeiros, enquanto que outras apresentam especificidade para determinadas 

famílias de insetos e, portanto, podem ser utilizadas para testar hipóteses sobre especiação 

e especificidade de hospedeiros. A análise genômica comparativa de sete espécies revelou 

uma especiação direcional contínua de espécies especialistas, com estreita gama de 

hospedeiros (M. album e M. acridum, específicos para hemípteros e acridídeos, 

respectivamente), para espécies transicionais com uma gama de hospedeiros intermediária 

(M. majus e M. guizhouense, ambos possuem número de hospedeiros limitado a duas 

ordens de insetos), e, por fim, a espécies generalistas (M. anisopliae, M robertsii e M. 

brunneum) (HU et al., 2014). A especialização em Metarhizium está associada com 

retenção de sexualidade e rápida evolução de sequências proteicas existentes, enquanto que 

a generalização está associada com a perda de mecanismos de defesa genômicos, 

reestruturação genômica, transferência gênica horizontal, perda de sexualidade e expansão 

de famílias gênicas (GAO et al., 2011; XIAO et al., 2012; HU et al., 2014). 

 

2.4. QUITINA NA PAREDE CELULAR FÚNGICA E NO EXOESQUELETO  DE 

ARTRÓPODES 

 

 A quitina faz parte da cutícula dos artrópodes, sendo uma barreira muito 

importante na defesa contra a infecção de vírus e bactérias. Está presente desde 

fungos até moluscos e artrópodes em geral, e confere rigidez às estruturas que compõe 
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(CABIB, 1987; BERNARD; LATGÉ, 2001; ADAMS, 2004). É o segundo polissacarídeo 

mais abundante na natureza, precedida somente pela celulose. A quitina, (C8H13O5N)n, é 

um homopolímero linear de subunidades de GlcNAc unidas por ligações β-1,4. Na 

natureza, duas maiores classes de quitina são encontradas, denominadas quitina α e β, 

de acordo com o rearranjo antiparalelo ou paralelo das cadeias de GlcNAc, 

respectivamente (Figura 5) (SEIDL, 2008). As microfibrilas de quitina também podem 

apresentar um terceiro tipo de arranjo de configuração mista (γ) (DAHIYA; TEWARI; 

HOONDAL, 2006). As GlcNAc são monossacarídeos derivados da glicose que contém um 

grupo acetamida ligado ao carbono 2. 

 A diferenciação de tipos celulares apresentada pelos fungos durante o seu ciclo de 

vida requer a atuação combinada de enzimas que promovam o remodelamento adequado 

da parede celular para permitir as mudanças entre os tipos celulares. Tanto o local da 

germinação do esporo quanto os sítios de uma nova ramificação nas paredes rígidas das 

hifas precisam ser “fragilizados” para permitir a formação de um novo ápice, e as enzimas 

líticas são componentes óbvios neste processo. As paredes cilíndricas das hifas, ao 

contrário do seu ápice, são estruturas rígidas. As microfibrilas de quitina são maiores, mais 

cristalinas e apresentam ligações cruzadas (covalentes e não-covalentes) com outros 

componentes da parede celular (β-glicanas). A parede apical é plástica, formada por 

polímeros que ainda não apresentam ligações cruzadas entre si, e que se torna 

progressivamente rígida pelas ligações entre seus polímeros (WESSELS, 1994). A 

formação de ramificações está associada com o acúmulo localizado de hidrolases, como as 

quitinases, glicanases e transglicosilases. 
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Figura 5. Molécula de quitina. A. Estrutura química da quitina. O quadrado cinza 
indica uma subunidade de GlcNAc. B. Rearranjos das cadeias de quitina. Adaptado de 
(SEIDL, 2008). 
 

 

2.5. SISTEMA QUITINOLITICO: QUITINASES E β-N-ACETIL-

GLICOSAMINIDASES (NAGases) 

 

 A presença de um sistema quitinolítico em fungos entompatogênicos tem duas 

funções biológicas principais: Primeiramente, a quitina é o principal componente da parede 

celular fúngica. Portanto, enzimas que degradam quitina atuam no remodelamento celular, 

necessário para o crescimento vegetativo das hifas e para os estágios de diferenciação 

celular que o fungo realiza durante o seu ciclo de infecção (SEIDL, 2008; SCHRANK; 

VAINSTEIN, 2010). Outra função diz respeito à entompatogenicidade, pois a infecção de 
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hospedeiros artrópodes requer a prévia hidrólise da quitina presente em seus exoesqueletos 

(LEGER et al., 1991; ST. LEGER; COOPER; CHARNLEY, 1991).  

 A hidrólise de quitina a monômeros de GlcNAc é realizada por um sistema 

quitinolítico composto por um grupo diverso de enzimas. As quitinases (EC 3.2.1.14) agem 

nas ligações β-1,4 dos polímeros de quitina, produzindo cadeias curtas e N-acetil-

quitoligossacarídeos. Por sua vez, NAGases (EC 3.2.1.52) hidrolizam as ligações β-1,4 dos 

dímeros de GlcNAc (diacetilquitobiose), produzindo monossacarídeos GlcNAc livres 

(DUO-CHUAN, 2006). Estas duas categorias de enzimas atuam de maneira consecutiva e 

sinergisticamente para realizar a degradação total da quitina (PATIL; GHORMADE; 

DESHPANDE, 2000; HARTL; ZACH; SEIDL-SEIBOTH, 2012; SWIONTEK 

BRZEZINSKA et al., 2014). 

 De acordo com a posição do ataque hidrolítico à quitina, as quitinases podem ser 

classificadas em duas classes: endoquitinases, que clivam a molécula aleatoriamente nos 

sítios internos gerando multímeros solúveis de GlcNAc, como quitotetraose, quitotriose e 

diacetilquitobiose; e exoquitinases, que catalisam a liberação gradual apenas de 

diacetilquitobiose a partir da extremidade não redutora das cadeias de quitina (DUO-

CHUAN, 2006). NAGases e quitinases diferem essencialmente em seus padrões de 

clivagem (Figura 6). As NAGases catalisam a liberação de resíduos de GlcNAc a partir da 

extremidade não redutora de quitina, mas em geral, elas possuem maior afinidade por 

dímeros diacetilquitobiose (GlcNAc)2 convertendo-os em monômeros (HORSCH et al., 

1997). É importante que estas enzimas não sejam referidas como exoquitinases, com as 

quais frequentemente são confundidas na literatura (Figura 6).  
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Figura 6. Representação esquemática dos principais padrões de clivagens de 
enzimas quitinolíticas. As subunidades de quitina são mostradas em azul claro e a 
extremidade redundante em cinza. As linhas pontilhadas indicam que o tamanho do 
substrato é mais extenso do que o apresentado na figura. Adaptado de (SEIDL, 2008). 
 

 

 As NAGases desempenham importante função vegetativa em microrganismos 

heterotróficos. Sua atuação libera monômeros de GlcNAc a partir de substratos 

diacetilquitobiose ou acetil-quitooligosacarídeos maiores, obtidos pela ação de quitinases 

em quitina insolúvel (SAHAI; MANOCHA, 1993). A GlcNAc pode ser, então, utilizada 

como fonte de carbono e nitrogênio (LEAKE; READ, 1990). Assim, além de serem 

diretamente utilizadas na formação da quitina que compõe a parede celular, as moléculas 

de GlcNAc podem ser utilizadas como fonte nutricional quando, no interior da célula, são 

fosforiladas transformando-se em moléculas de N-acetil-D-glicosamina-6-fosfato. 

GlcNAc-6-P perde o radical acetil pela ação de deacetilases produzindo Glicosamina-6-P. 
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A molécula Glicosamina-6-P é desaminada, formando Frutose-6-P, que pode entrar 

diretamente na via glicolítica (Figura 7) (BISWAS; SINGH; DATTA, 1979; SINGH; 

DATTA, 1979a, 1979b, 1979c; HOWARD et al., 2003; DUO-CHUAN, 2006; 

MERZENDORFER, 2011; GRUBER; SEIDL-SEIBOTH, 2012; CHAVAN; 

DESHPANDE, 2013). A utilização de GlcNAc como única fonte de carbono e nitrogênio é 

tão efetiva quanto a de glicose,  uma vez que GlcNAc é altamente solúvel e é 

rapidamente incorporada pela célula (BHATTACHARYA; BANERJEE; DATTA, 1974; 

BHATTACHARYA; PURI; DATTA, 1974).  

 

2.6. FUNÇÕES FISIOLÓGICAS DA N-ACETIL-D-GLICOSAMINA (Glc NAc)  

 

 A GlcNAc é mais bem conhecida por desempenhar importante papel estrutural na 

superfície celular. Este aminoaçúcar é componente da matriz extracelular de células 

animais, da parede celular de peptidioglicanas em bactérias e da quitina na parede celular 

fúngica (NASEEM et al., 2012). Em fungos, GlcNAc também é importante para a 

modificação de proteínas da superfície celular, fazendo parte da cadeia polissacarídica que 

é adicionada a proteínas N-glicosiladas e, também, é o alicerce na síntese de âncoras de 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) que mantêm certas proteínas atracadas à membrana 

plasmática (Figura 7) (KONOPKA, 2012). 
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Figura 7. Vias catabólicas e anabólicas da quitina em fungos filamentosos. Os 
monômeros de GlcNAc gerados a partir da quebra do polímero de quitina podem ser 
utilizados nas vias Glicólise/Gliconeogênese, bem como para N-glicosilação de proteínas, 
composição de âncoras-GPI e síntese de quitina da parede celular (HOWARD et al., 2003; 
DUO-CHUAN, 2006; MERZENDORFER, 2011; GRUBER; SEIDL-SEIBOTH, 2012; 
KONOPKA, 2012; CHAVAN; DESHPANDE, 2013). 
 

 

 Estudos têm identificado novas funções para GlcNAc, elucidando sua participação 

nas vias de sinalização celular. Por exemplo, GlcNAc induz Candida albicans 

(SIMONETTI; STRIPPOLI; CASSONE, 1974; ALVAREZ; KONOPKA, 2007; NASEEM 

et al., 2011), C. lusitaniae (REEDY; FLOYD; HEITMAN, 2009), e Yarrowia lipolytica 

(PÉREZ-CAMPO; DOMÍNGUEZ, 2001) a alterar seu crescimento como leveduras 

unicelulares para uma forma multicelular com hifas filamentosas ou células pseudo-hifais. 

Análises genéticas de C. albicans indicam que GlcNAc ativa pelo menos duas vias de 
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sinalização. Uma parece ativar a sinalização via cAMP, o qual dispara a morfogênese hifal 

e a expressão de fatores de virulência (CASTILLA; PASSERON; CANTORE, 1998; 

LEBERER et al., 2001; GUNASEKERA et al., 2010). A segunda via de sinalização, 

independente de cAMP, resulta no aumento da expressão de genes necessários para 

catabolizar GlcNAc (YAMADA-OKABE et al., 2001; GUNASEKERA et al., 2010). 

 A participação de GlcNAc como indutor das vias de transdução de sinal em 

bactérias e células animais também tem sido descrita. A bactéria patogênica Escherichia 

coli responde a GlcNAc alterando a expressão da fímbria (SOHANPAL et al., 2004) e 

fibras CURL1 que promovem a formação de biofilme (BARNHART; LYNEM; 

CHAPMAN, 2006), e na bactéria de solo Streptomyces coelicolor, GlcNAc estimula a 

realização de mudanças morfogênicas e a produção de antibióticos (RIGALI et al., 2006, 

2008). Em células animais, GlcNAc influencia a sinalização celular através de 

modificações pós-traducionais de proteínas por glicosilação. Um tipo de glicosilação que 

ocorre é o atracamento de O-GlcNAc a resíduos de serina e treonina, os quais regulam uma 

variedade de proteínas intracelulares, incluindo fatores de transcrição como NF��B, c-

myc, e p53 (HART et al., 2011). GlcNAc também tem efeito na transdução de sinal por 

alterar o grau de ramificações de glicanas N-ligadas à proteínas de superfície, que pode 

alterar sua estabilidade ou atividade de sinalização (DENNIS; NABI; DEMETRIOU, 

2009). 

 Uma questão fundamental para a participação de GlcNAc como molécula 

sinalizadora é a regulação de sua taxa intracelular. As células devem coordenar a captação 

exógena de GlcNAc com a sua síntese de novo, e também se GlcNAc será utilizada nas 

vias catabólicas que a quebram para nutrição, ou se a desviam para vias anabólicas que 

sintetizam UDP-GlcNAc necessário para sua utilização na modificação de proteínas e 
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formação de estruturas da superfície celular. Este equilíbrio é essencial, pois desequilíbrios 

no metabolismo de GlcNAc se mostra deletério para o crescimento celular (BERNHEIM; 

DOBROGOSZ, 1970; NADERER; HENG; MCCONVILLE, 2010; NASEEM et al., 

2011).  

 Em fungos, UDP-GlcNAc é o substrato (doador de açúcar) para a síntese de 

quitina, glicanas N-ligadas e âncoras-GPI, tornando-o um importante metabólito cuja 

síntese é estreitamente controlada. Provavelmente, a N-glicosilação e âncoras-GPI não são 

as fontes de GlcNAc exógena para sinalização, visto que glicanas N-ligadas são 

relativamente estáveis na superfície celular e GlcNAc é desacetilado durante a síntese de 

âncoras-GPI (KONOPKA, 2012). Por outro lado, a quitina é rapidamente reciclada durante 

o remodelamento da parede celular que ocorre para permitir a expansão e diferenciação 

celular. Portanto, a degradação de quitina é a fonte mais provável de GlcNAc que estará 

disponível para a sinalização celular. Desta forma, o papel das NAGases como enzimas 

fundamentais para a total degradação de quitina e liberação de GlcNAc livre, se torna 

ainda mais complexa na fisiologia celular de fungos (KONOPKA, 2012). 

 

2.7. QUITINASES 

 

 As glicosil hidrolases (EC 3.2.1.-) constituem um grupo de enzimas as quais 

hidrolisam a ligação glicosídica entre dois ou mais carboidratos ou entre um carboidrato e 

um motivo não-carboidrato. O banco de dados CAZY (Carbohydrate-Active enZYmes 

Database, www.cazy.org) descreve as famílias de domínios funcionais catalíticos e de 

ligação a carboidratos que são estruturalmente relacionados em enzimas que degradam, 

modificam ou criam ligações glicosídicas (CANTAREL et al., 2009; LOMBARD et al., 
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2014). Atualmente o CAZY classifica as glicosil hidrolases em 133 famílias diferentes, as 

quais são categorizadas conforme a similaridade de suas sequências de aminoácidos.  

 As quitinases são classificadas em duas famílias de glicosil hidrolases, famílias 

GH18 e GH19, e essa diferenciação se baseia na similaridade das sequências de 

aminoácidos, na presença de motivos conservados e na estrutura das proteínas. Não há 

conservação de sequências de aminoácidos entre membros da família GH18 e da família 

GH19. Além disso, as proteínas dessas duas famílias distintas apresentam diferentes 

estruturas tridimensionais e mecanismos enzimáticos (DAVIES; HENRISSAT, 1995). As 

quitinases de fungos descritas até então pertencem à família 18 das glicosil hidrolases.  

 Nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao estudo das quitinases de M. 

anisopliae (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010). O  primeiro gene de quitinase a ser isolado 

neste fungo foi denominado chit1, correspondente a uma enzima predita de 42 kDa 

(BOGO et al., 1998), e de estreita concordância com a quitinase de 45 kDa previamente 

identificada (LEGER et al., 1996). Este gene foi clonado em plasmídeos de expressão em 

Escherichia coli e análises revelaram tratar-se de uma endoquitinase (BARATTO et al., 

2003). Contudo, a superexpressão em M. anisopliae do gene chit1, apesar de ter 

aumentado consideravelmente os níveis de atividade quitinolítica extracelular, não 

provocou aumento da virulência frente a lagartas de Manduca sexta (SCREEN; HU; ST. 

LEGER, 2001). Outras duas quitinases de M. anisopliae foram descritas por nosso grupo, 

chi2 e chi3. Mutantes nulos foram gerados e, em ambas as linhagens deletadas, houve 

uma diminuição na virulência frente ao hospedeiro D. peruvianus, quando comparadas 

com a linhagem selvagem (BOLDO et al., 2010; STAATS et al., 2013).  Esses dados 

indicam a participação destas quitinases de M. anisopliae na virulência contra hospedeiros. 

A expressão do gene chi2 é regulada por diferentes fontes de carbono, sendo mais 
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expressa em meios contendo quitina cristalina, GlcNAc em baixas concentrações e 

cutículas do carrapato R. microplus e reprimida em meios contendo glicose (BARATTO 

et al., 2006). A quitinase CHIT30 (codificada pelo gene chi3) foi a primeira quitinase a 

apresentar tanto atividade de endo- quanto de exoquitinase. Experimentos mostraram que 

esta quitinase possui expressão regulada de acordo com o tipo de fonte de carbono 

disponibilizada, sendo mais expressa em meios contendo quitina cristalina, GlcNAc em 

baixas concentrações e cutícula do carrapato R. (Boophilus) microplus e reprimida em 

meios contendo glicose (DA SILVA et al., 2005). 

Uma busca realizada no genoma de M. anisopliae identificou 24 genes que pertencem à 

família 18 das glicosil hidrolases, incluindo os três genes que codificam quitinases 

previamente determinados e nomeados de chit1, chi2 e chi3. Essas quitinases putativas 

foram classificadas, com base na organização de seus domínios e em análises filogenéticas, 

nos subgrupos previamente descritos A, B e C e em um novo subgrupo D. Além disso, três 

dessas proteínas GH18 puderam ser classificadas como endo-N-acetil-glicosaminidases 

(ENGases) putativas, enzimas que estão associadas com deglicosilação e foram, portanto, 

classificadas em um novo subgrupo E (JUNGES et al., 2014). A partir do trabalho de 

Junges e colaboradores (2014), as quitinases de M. anisopliae passaram a ser denominadas 

ChiMaA  (ChiMaA1 a ChiMaA9), ChiMaB (ChiMaB1 a ChiMaB7), ChiMaC (ChiMaC1 a 

ChiMaC4) e ChiMaD (ChiMaD1); e o termo chima foi utilizado para a nomenclatura dos 

genes. As três ENGases foram denominadas MaEng18A, MaEng18B e MaEng18C 

As 24 enzimas GH18 apresentaram variados perfis transcricionais frente a 

diferentes fontes de carbono e em diferentes tipos celulares do fungo (micélio, conídio, 

apressório e blastosporo), indicando a ausência de um padrão comum de 

indução/repressão, sugerindo não existir um papel totalmente redundante entre elas. Esta 
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diversidade de perfis de expressão deve indicar diferentes funções biológicas no 

desenvolvimento e ciclo de vida de M. anisopliae (JUNGES et al., 2014). 

 

2.8. β-N-ACETILGLICOSAMINIDASES (NAGases) 

 

 As NAGases são enzimas amplamente distribuídas em diversos organismos, desde 

bactérias, fungos, artrópodes, plantas e metazoários, estando envolvidas em diferentes 

processos fisiológicos (LIU; YAN; YANG, 2012). De acordo com a classificação do 

CAZY, NAGases pertencem a três famílias das glicosil hidrolases: GH3, GH20 e GH84 

(CANTAREL et al., 2009). As NAGases da família GH3 e GH84 são distribuídas 

principalmente em diversas bactérias e células de metazoários, respectivamente. As 

NAGases da família GH20 são enzimas versáteis, abundantes principalmente em fungos e 

insetos. Embora essas três famílias compartilhem enzimas funcionalmente relacionadas, 

elas não possuem homologia de sequências, diferindo em suas estruturas e mecanismos de 

ação (SLÁMOVÁ et al., 2010; LIU; YAN; YANG, 2012). 

 NAGases GH3, GH20 e GH84 utilizam diferentes mecanismos catalíticos para a 

remoção de GlcNAc a partir da extremidade não redutora de seus substratos (VOCADLO; 

WITHERS, 2005; SLÁMOVÁ et al., 2010). As NAGases da familía GH20 utilizam um 

mecanismo de catálise assistida por substrato (substrate-assisted mechanism): o oxigênio 

do grupo acetamida C-2 do substrato age como o nucleófilo catalítico, formando um 

intermediário oxazolina (Figura 8-B). Este mecanismo é também utilizado pela família 

GH84, como demonstrado para a O-GlcNAcase humana (MACAULEY; STUBBS; 

VOCADLO, 2005), uma enzima de importância terapêutica para doença de Alzheimer 

(YUZWA et al., 2008). Apesar da similaridade do mecanismo e arquitetura do “cleft” do 
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sítio ativo, as NAGases da família 84 diferem significativamente da família GH20 em suas 

sequências de aminoácidos (MARTINEZ-FLEITES et al., 2009). Diferentemente das 

famílias GH20 e GH84, a família GH3 não utiliza o mecanismo envolvendo a intervenção 

do substrato.  Estas NAGases empregam um carboxilato como nucleófilo catalítico 

(VOCADLO et al., 2000). Este representa o mecanismo de substituição dupla em duas 

etapas (two-step double displacement mechanism) das glicosil hidrolases (VOCADLO et 

al., 2000). Neste mecanismo, dois resíduos acídicos (geralmente duas asparaginas) estão 

envolvidas, uma agindo como nucleófilo e a outra como acido/base catalítico (Figura 8-

A). Estas diferenças são importantes, pois permitem o desenvolvimento de inibidores 

específicos para NAGases GH20/GH84 ou GH3. A inibição específica de NAGases é uma  

 

 

 
 
Figura 8. Mecanismos catalíticos das NAGases das famílias GH20, GH84 e GH3. 
A. Double-displacement retaining mechanism utilizado por NAGAses da família GH3: Na 
primeira etapa (glicosilação), um nucleófilo enzimático ataca o carbono anomérico do 
substrato e uma glicosil-enzima  intermediária é formada. Na segunda etapa 
(deglicosilação), o resíduo ácido/base deprotona uma molécula de água para atacar a 
glicosil-enzima intermediária produzindo uma nova ligação glicosídica. B. Substrate-
assisted mechanism das NAGases das famílias GH20 e GH84: o nucleófilo não é fornecido 
pela enzimas, mas pelo grupo 2-acetamida do substrato, ocasionando a formação de uma 
oxazolina como intermediário. Adaptado de (SLÁMOVÁ et al., 2010). 
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excelente abordagem para regulação de importantes processos fisiológicos, podendo 

oferecer benefícios tanto no tratamento de doenças quanto no controle de pragas 

(HORSCH et al., 1997; SCIGELOVA; CROUT, 1999). 

 

2.8.1. NAGases da família GH84 

 NAGases GH84 estão presentes em células de metazoários. Nestes organismos, elas 

catalisam a remoção de GlcNAc de proteínas citoplasmáticas e nucleares modificadas por 

O-GlcNAcilação (HART; HOUSLEY; SLAWSON, 2007; HURTADO-GUERRERO; 

DORFMUELLER; VAN AALTEN, 2008; ZEIDAN; HART, 2010). O interesse nesta 

atividade enzimática encontra-se na função regulatória que a O-GlcNAcilação exerce, a 

qual é um processo fisiológico essencial. A O-GlcNAcilação envolve a ligação de GlcNAc 

a um resíduo de serina ou treonina por uma ligação β, sendo que estes mesmos resíduos de 

serina/treonina também podem ser fosforilados. O equilíbrio de O-GlcNAcilação e 

fosforilação pode ser regulado pela NAGase GH84, sendo importante para a normalidade 

do ciclo celular. A perda deste equilíbrio está relacionada a diversas doenças humanas, 

incluindo câncer, diabetes tipo II e doença de Alzheimer; entretanto, os mecanismos 

moleculares ainda não estão elucidados (HART; HOUSLEY; SLAWSON, 2007; 

HURTADO-GUERRERO; DORFMUELLER; VAN AALTEN, 2008; ZEIDAN; HART, 

2010). 

 

2.8.2. NAGases da família GH3 

 As NAGases da família GH3 são conhecidas como um pequeno grupo de enzimas 

tipicamente de origem bacteriana. Os diversos estudos realizados com estas enzimas 

tiveram como principal objetivo a purificação e caracterização de suas propriedades 
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bioquímicas, visando sua aplicação em processos biotecnológicos. Até o momento, muitas 

NAGases GH3 bacterianas já foram purificadas e caracterizadas, tais como de Clostridium 

paraputrificus M-21 (LI et al., 2002), Phoma glomerata (ZHURAVLEVA; LUK’IANOV; 

PIVKIN, 2004) e Trichomonas vaginalis (SANON et al., 2005). Diversos genes de 

NAGases também têm sido clonados e expressos, incluindo os genes de Streptomyces 

thermoviolaceus OPC-520 (TSUJIBO; HATANO; MIKAMI, 1998), Vibrio harveyi 650 

(SUGINTA et al., 2010), Vibrio furnissii (CHITLARU; ROSEMAN, 1996), Cellulomonas 

fimi (MAYER et al., 2006), Symbiobacterium thermophilum (OGAWA et al., 2006), 

Aeromonas hydrophila (LAN et al., 2008), Paenibacillus sp. TS12 (SUMIDA et al., 2009), 

Thermotoga marítima (CHOI et al., 2009) e Thermotoga neapolitana (CHOI et al., 2009). 

Esses estudos geralmente analisaram a atividade catalítica destas enzimas sobre diferentes 

substratos derivados de quitina ou substratos sintéticos para, assim, poder determinar suas 

especificidades. Entretanto, são escassos os estudos em que foi realizada a análise 

funcional dos genes destas NAGases.  

 As NAGases GH3 bacterinas podem exercer diferentes funções além de sua 

participação na cascata quitinolítica. Nas bactérias marinhas Vibrio furnissii e Alteromonas 

sp., NAGases participam da degradação de quitina exógena e na indução de quitinases 

(TSUJIBO et al., 1994; KEYHANI; ROSEMAN, 1996). Entretanto, em bactérias gram-

negativas foi encontrada a enzima NAGZ. Em E. coli, esta NAGase GH3 não é capaz de 

hidrolisar (GlcNAC)2, mas hidrolisa as ligações glicosídicas β-1,4 entre GlcNAc e ácido 

anidro-N-acetilmurâmico nos produtos de degradação da parede celular, seguida de sua 

importação para o interior da célula durante o processo de reciclagem de muropeptídeos da 

parede celular (CHENG et al., 2000). 
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 Todas as NAGases conhecidas em fungos pertencem à família GH20, exceto pela 

enzima RmNAG do zigomiceto Rhizomucor miehei, pertencente à família GH3. Shaoqing 

Yang e colaboradores (2014) clonaram, purificaram e realizaram sua caracterização 

bioquímica, na qual a enzima apresentou atividade hidrolítica sobre N-acetil-

quitoligossacarídeos (GlcNAc)2−3 (YANG et al., 2014). Esta descoberta abriu a 

possibilidade para a existência de NAGases GH3 em outras espécies fúngicas, 

especialmente em ascomicetos, considerando-se o fato de que este grupo de fungos  possui 

como característica genômica a expansão de genes da maquinaria quitinolítica (SEIDL et 

al., 2005; SEIDL, 2008; JUNGES et al., 2014). 

 

2.8.3. NAGases da família GH20 

 Em fungos, as NAGases da família GH20 são bem descritas por desempenharem 

função fisiológica fundamental no complexo sistema quitinolítico da parede celular. O 

chamado sistema binário em tandem (tandem binary system), expresso sob um regime de 

intensa repressão catabólica, consiste de quitinases e NAGases e é responsável pelo 

controle da lise da quitina na parede celular. Simultaneamente, ele regula sua 

reconstituição para permitir a expansão apical da hifa e suas ramificações laterais e impede 

o rompimento celular (RAST et al., 1991, 2003). 

 Os genomas de fungos filamentosos ascomicetos contêm em média 15 a 25 genes 

codificando quitinases, mas somente dois ou três genes codificando NAGases (SEIDL, 

2008; JUNGES et al., 2014). A grande variação no número de genes de quitinases 

contidos em genomas fúngicos pode ser observada pela diferença de um gene em 

Schizosaccharomyces pombe até 36 genes em Trichoderma virens (GRUBER; SEIDL-

SEIBOTH, 2012). As diferentes espécies do gênero Metarhizium que foram sequenciadas, 
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M. robertsii, M. acridum, C. militaris e M. anisopliae, exibem alto conteúdo de genes de 

quitinases (GAO et al., 2011; ZHENG et al., 2011; STAATS et al., 2014). 

 As NAGases em fungos facilitam a liberação de nutrientes durante as fases de 

crescimento saprofítico, micoparasítico e estão, possivelmente, envolvidas na 

entomopatogênese (CHARNLEY; ST. LEGER, 1991) e no biocontrole de fungos 

fitopatogênicos (LORITO et al., 1993). Fungos micoparasíticos, como Clonostachys sp. e 

Trichoderma sp., produzem NAGases sob indução específica por quitina ou paredes 

celulares fungicas, portanto, servindo como eficientes agentes de biocontrole contra 

diversos fitopatógenos de importância econômica (BRUNNER et al., 2003; LISBOA DE 

MARCO; VALADARES-INGLIS; FELIX, 2004; MAMARABADI; JENSEN; LÜBECK, 

2009). 

 As NAGases melhor caracterizadas em fungos são as de espécies micoparasitas do 

gênero Trichoderma, tais como T. atroviride (teleomorfo Hypocrea atroviridis), T. 

harzianum, T. virens (H. virens) and T. asperellum. Quitinases e NAGases estão 

envolvidas na hidrólise da parede celular durante o ataque micoparasítico (BENÍTEZ et al., 

2004). Duas NAGases, NAG1 e NAG2, foram clonadas de diferentes espécies de 

Trichoderma, sendo mostrado que elas são dímeros ativos e que sua expressão gênica pode 

ser induzida por fontes de carbono quitinosas tais como GlcNAc, quitooligosacarideos, 

quitina coloidal e paredes celulares de fungos (DRABORG et al., 1995; PETERBAUER et 

al., 1996, 2002; MACH et al., 1999; KIM et al., 2002; RAMOT et al., 2004; SEIDL; 

DRUZHININA; KUBICEK, 2006). Além disso, a atividade de NAGase foi aumentada em 

fontes de carbono não-quitinosas como α-glicanas e oligossacarídeos contendo galactose, 

assim como houve regulação transcricional positiva dos genes nag1 e nag2 sob as 

respectivas condições de crescimento (SEIDL; DRUZHININA; KUBICEK, 2006). Neste 
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mesmo estudo, os níveis de transcrição basal de nag1 e nag2, e as atividades de NAGase 

correspondentes foram detectadas sob condições de crescimento não indutoras, sugerindo 

que, possivelmente, estas enzimas têm papel no remodelamento da parede celular. Em T. 

atroviride, a quitina não pode ser utilizada como fonte nutricional sem a atividade de 

NAGases, mesmo este fungo possuindo aproximadamente 30 quitinases (BRUNNER et 

al., 2003). Mesmo com a disrupção do gene nag1 ou de nag2, T. atroviride conseguiu 

crescer e esporular normalmente em meio suplementado com quitina, entretanto, a 

linhagem ∆nag1/∆nag2 apresentou esses dois processos defeituosos.  

Esses dados sugerem que a presença de pelo menos uma das duas enzimas, NAG1 e 

NAG2, é essencial para o crescimento em quitina por hidrolisar o dímero quitobiose, e 

implica que a conversão extracelular do dímero em monômeros é necessária para a 

assimilação desta fonte de carbono, e que somente o monômero pode ser assimilado pelo 

fungo. Quando cultivado em meio suplementado com quitobiose, a linhagem ∆nag1/∆nag2 

não cresce, provando que NAG1 e NAG2 juntas são responsáveis pela degradação da 

quitobiose (LÓPEZ-MONDÉJAR et al., 2009). Portanto, a diversidade de genes de 

quitinases contrasta com o número relativamente baixo de genes de NAGases e revela sua 

importância fundamental no metabolismo da quitina. Por outro lado, os perfis de 

assimilação de 95 fontes de carbono em linhagens mutantes para os genes nag1 e nag2 

foram similares a da linhagem selvagem, sugerindo que NAGases não são essenciais para o 

crescimento normal de T. atroviride em fontes de carbono não-quitinosas (SEIDL; 

DRUZHININA; KUBICEK, 2006). 

 A regulação da atividade quitinolítica secretada por T. atroviride se dá, em parte, 

pela sua enzima NAG1, codificada pelo gene nag1. Trata-se de uma enzima extracelular 

parcialmente ligada à parede celular que, dependendo dos níveis extracelulares de 



45 
 

quitobiose e GlcNAc, regula a ativação da expressão de quitinases, pois mutantes nulos do 

gene nag1 não apresentam aumento da transcrição do gene da quitinase ech42 em 

condições normais de indução. Além disso, a atividade de quitinase em sobrenadantes de 

cultivos induzidos para a produção de quitinases diminuiu até 80 vezes (BRUNNER et 

al., 2003). O próprio gene nag1 tem sua expressão modulada por sinais típicos da 

regulação de quitinases, sendo induzido por quitina e oligômeros de GlcNAc (MACH et 

al., 1999). A habilidade micoparasitária da linhagem ∆nag1 foi similar a da linhagem 

selvagem em testes de confronto em placa contra fungo fitopatogênico (BRUNNER et al., 

2003), e nenhuma mudança fenotípica ou alteração do micoparasitismo foi detectada em 

uma linhagem de T. asperellum como o gene exc2y deletado (sendo exc2y equivalente à 

nag2) (RAMOT et al., 2004). 

 A participação de NAGases na degradação da parede celular durante a autólise 

celular em culturas de fungos foi descrita em Penicillium chrysogenum, e o gene 

responsável, nagA, foi clonado e caracterizado (PUSZTAHELYI et al., 1997; DÍEZ et al., 

2005). O fungo filamentoso Aspergillus nidulans possui somente um gene condificando 

NAGase, nagA, e este gene também é fortemente induzido durante autólise 

(PUSZTAHELYI et al., 2006; SHIN et al., 2009). A disrupção do gene nagA, também de 

A. nidulans, impede seu crescimento em meio contendo quitobiose como única fonte 

de carbono, mas nenhuma alteração fenotípica é detectada em meio contendo glicose. 

Estes dados sugerem que nagA não é essencial para o fungo crescido em meio contendo 

fontes de  carbono facilmente metabolizadas, mas sim para assimilar fontes de carbono a 

partir da degradação da quitina (KIM et al., 2002). 

 Ainda há uma grande lacuna no entendimento da relevância fisiológica das 

NAGases em fungos, principalmente tratando-se de fungos entomopatogênicos. É preciso 
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ampliar o conhecimento sobre o quanto NAGases são realmente importantes para diversos 

processos quitinolíticos, seu envolvimento no remodelamento da parede celular, 

diferenciação em tipos celulares do ciclo de vida de M. anisopliae, mecanismos de ataque e 

defesa (por exemplo, entomopatogenicidade) e/ou seriam somente importantes para o 

sequestro de quitina, independentemente da fonte de carbono a ser utilizada. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 

Realizar a caracterização genômica e funcional das β-N-acetilglicosaminidases do 

fungo entomopatogênico Metarhizium anisopliae. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Prospectar, identificar e caracterizar os genes de NAGases no genoma de M. 

anisopliae; 

• Realizar a predição da localização celular e de propriedades físico-químicas das 

proteínas das NAGases preditas; 

• Analisar as relações evolutivas existentes entre as NAGases de M. anisopliae;  

• Analisar o padrão transcricional dos genes de NAGases em  diferentes fontes 

nutricionais e tipos celulares de M. anisopliae; 

• Construir mutantes funcionais para as NAGases de M. anisopliae através de 

disrupção gênica. 

 

 Com o intuito de melhorar a apresentação dos experimentos realizados e 

organização dos resultados obtidos, esta Tese foi dividida em dois Capítulos: o Capítulo I 

trata da análise genômica e do perfil transcricional dos genes de NAGases das famílias 3 e 

20 das glicosil hidrolases em M. anisopliae; o Capítulo 2 trata da construção de vetores 

para a geração de mutantes nulos e posterior análise funcional dos genes das NAGases de 

M. anisopliae. 
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4. CAPÍTULO I: Molecular evolution and transcriptional  profile of 

GH3 and GH20 β-N-acetylglucosaminidases in the 

entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae. 
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Abstract 20 

Cell walls are involved in manifold aspects of fungi maintenance. For several fungi, chitin 21 

synthesis, degradation and recycling are essential processes required for cell wall 22 

biogenesis; notably, the activity of β-N-acetylglucosaminidases (NAGases) must be 23 

present for chitin utilization. For entomopathogenic fungi, such as Metarhizium anisopliae, 24 

chitin degradation is also used to breach the host cuticle during infection. In view of the 25 

putative role of NAGases as virulence factors, this study explored the transcriptional 26 

profile and evolution of putative GH20 NAGases (MaNAG1 and MaNAG2) and GH3 27 

NAGases (MaNAG3 and MaNAG4) identified in M. anisopliae. While MaNAG2 orthologs 28 

are conserved in several ascomycetes, MaNAG1 clusters only with Aspergilllus sp. and 29 

entomopathogenic fungal species. By contrast, MaNAG3 and MaNAG4 were 30 

phylogenetically related with bacterial GH3 NAGases. The transcriptional profiles of M. 31 

anisopliae NAGase genes were evaluated in seven culture conditions showing no common 32 

regulatory patterns, suggesting that these enzymes may have specific roles during the 33 

Metarhizium life cycle. Moreover, the expression of MaNAG3 and MaNAG4 regulated by 34 

chitinous substrates is the first evidence of the involvement of putative GH3 NAGases in 35 

physiological cell processes in entomopathogens, indicating their potential influence on 36 

cell differentiation during the M. anisopliae life cycle. 37 
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1. Introduction  38 

Chitin is the second most abundant polymer on Earth and its recycling from 39 

carapaces, cuticles and fungal cell walls impacts on carbon and nitrogen cycles. The chitin 40 

polymer is composed of β-1,4-linked N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc) subunits (Beier 41 

and Bertilsson, 2013) and its degradation can be driven in two ways: i) chitin can be 42 

deacetylated to chitosan by action of chitin deacetylases (EC 3.5.1.41), which yields 43 

glucosamine monomers via the enzymatic hydrolysis by chitosanase (EC 3.2.1.132); or ii) 44 

by the chitinolytic degradation process generating GlcNAc monomers, which involves the 45 

initial hydrolysis of the β-1,4 glycoside bonds by the action of a group of enzymes, 46 

including chitinases (EC 3.2.1.14), lytic polysaccharide monooxygenases (LPMOs) (of the 47 

auxiliary activity 10 family - AA10; EC N/A) and β-N-acetylglucosaminidases (NAGases; 48 

EC 3.2.1.52) (Beier and Bertilsson, 2013; Thorat et al., 2017). The enzymes enrolled in the 49 

chitinolytic degradation process act in a consecutive fashion to completely degrade chitin 50 

(Patil et al., 2000; Hartl et al., 2012; Brzezinska et al., 2014). LPMOs and endo-acting 51 

GH18 chitinases insert strand breaks at random positions within the chitin polymer, while 52 

exo-acting GH18 chitinases subsequently cleave chito-oligosaccharides (Chavan and 53 

Deshpande, 2013; Langner and Göhre, 2015). Finally, NAGases hydrolyze β-1,4 linkages 54 

on N-acetylglucosamine dimers (chitobiose), producing GlcNAc monosaccharides (Duo-55 

Chuan, 2006). 56 

NAGases are classified into three glycoside hydrolase (GH) families, 3, 20, and 84, 57 

on the basis of their amino acid sequence similarities (Cantarel et al., 2009). GH3 and 58 

GH84 NAGases are distributed in several bacterial and metazoan cells, respectively, while 59 

members from the GH20 family are versatile enzymes abundant in fungi and insects. 60 

Although these three families encompass functionally related enzymes, they possess no 61 
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sequence homology, differing in their structure and catalytic mechanism (Slámová et al., 62 

2010; Liu et al., 2012). 63 

The genomes of ascomycetous filamentous fungi contain, on average, 15 to 25 64 

chitinase-encoding genes, but only one or two genes encoding GH20 NAGases (Seidl, 65 

2008; Junges et al., 2014). Notably, as has been shown for the mycopathogenic fungus 66 

Trichoderma atroviride, chitin could not be used as a nutrient source if NAGase activity is 67 

absent, despite the presence of approximately 30 chitinase genes, emphasizing the 68 

importance of these enzymes for the full degradation of the chitin polymer (López-69 

Mondéjar et al., 2009). In this way, the diversity of chitinase genes contrasts with the 70 

relatively low number of NAGase genes and their fundamental importance on chitin 71 

metabolism. 72 

Potential functions for NAGases in fungi include the use of exogenous chitin as a 73 

nutrient source and cell wall turnover during the fungal life cycle (Seidl et al., 2006). 74 

These functions have already been described for GH20 NAGases in T. atroviride (Seidl et 75 

al., 2006; López-Mondéjar et al., 2009), Aspergillus sp. (Kim et al., 2002), and 76 

Neurospora crassa (Tzelepis et al., 2012). In addition, GH20 NAGases participate in 77 

processes related to fungal hyphal extension and branching (Rast et al., 1991), fungal cell 78 

wall degradation during autolysis (Díez et al., 2005), and have a putative role in insect 79 

pathogenesis (St. Leger et al., 1991). 80 

In contrast, NAGases belonging to the GH3 family consist of a small group of 81 

bacterial enzymes that possess a broad range of functions depending on the organism. 82 

Similarly to GH20 NAGases, some GH3 NAGases participate in chitin catabolism, as in 83 

marine chitinolytic bacteria, such as Vibrio furnissii and Alteromonas sp. (Tsujibo et al., 84 

1994; Chitlaru and Roseman, 1996). Notably, only recently, the first fungal GH3 NAGase 85 
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was described (Yang et al., 2014). The RmNag enzyme from the zygomycete Rhizomucor 86 

miehei exhibited hydrolysis activity on N-acetylchitooligosaccharide (GlcNAc)2−3 87 

substrates. This report further supports the existence of GH3 NAGases in other fungal 88 

species, especially in ascomycetes, considering their expansion of chitinolytic machinery 89 

genes (Seidl 2008; Junges et al., 2014). 90 

In recent years the chitin degradation machinery has attracted much attention, 91 

especially in entomopathogenic fungi, such as Metarhizium anisopliae (Hypocreales: 92 

Clavicipitaceae). In these species, the chitinolytic system has, probably, two main 93 

biological functions: Firstly, as chitin is the major component of fungal cell walls, chitin-94 

degrading enzymes act on the cell wall remodeling, which is necessary for hyphal 95 

vegetative growth (Seidl, 2008). Secondly, the infection of arthropod hosts requires a prior 96 

chitin hydrolysis of the exoskeleton (St. Leger et al., 1991). Furthermore, M. anisopliae 97 

has the ability to differentiate into specialized cell types during its infection cycle. The 98 

switch between conidia to hyphae and the formation of infection structures (i.e., 99 

appressorium and blastospore), are processes that require chitin degradation (Schrank and 100 

Vainstein, 2010). Notably, the importance of some M. anisopliae chitinase genes in 101 

infection process have been suggested and functionally verified using knockout 102 

constructions (da Silva et al. 2005; Boldo et al., 2009; Staats et al., 2013). 103 

Despite the knowledge gained by the study of chitinases in Metarhizium, the role of 104 

NAGases in entomopathogens’ life cycle and infection process has not been fully 105 

elucidated. This study surveyed putative NAGase genes from GH3 and GH20 families in 106 

M. anisopliae and investigated their evolutionary relationships to those of other 107 

filamentous ascomycetes. To further characterize NAGase genes in M. anisopliae, their 108 

expression patterns were evaluated in different cell types and various nutritional 109 
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conditions. The results suggest new possibilities for studying NAGases participation in M. 110 

anisopliae biology. 111 

  112 

2. Material and Methods 113 

2.1. NAGase gene mining of the M. anisopliae genome 114 

The survey of NAGase genes was performed in the M. anisopliae E6 genome 115 

assembly (accession number PRJNA245858) (Staats et al., 2014). In order to identify 116 

putative GH20 NAGase genes, three well described NAGase sequences of filamentous 117 

fungi were used as the query in a tBLASTn search: NagA from A. nidulans (XP_659106) 118 

(Kim et al., 2002), and Nag1 and Nag2 from T. atroviride (EHK40646 and EHK46127) 119 

(Brunner et al., 2003; López-Mondéjar et al., 2009). Further screening was performed 120 

using the conserved GH20 domain sequence found in GH20 hexosaminidases 121 

(InterProScan IPR015883) as the query. To identify M. anisopliae putative NAGases of the 122 

GH3 family, the NagA protein sequence from the bacteria Streptomyces thermoviolaceus 123 

OPC-520 (BAA32403) was used as a query in the tBLASTn search (Tsujibo et al., 1998). 124 

Additionally, the GH3 RmNag sequence from the zygomycete R. miehei CAU-432 125 

(AGC24356), the only fungal GH3 family member with NAGase activity to date (Yang et 126 

al., 2014), was also used a query. Further screening was performed using the conserved 127 

GH3 domain sequence from GH3 hexosaminidases (InterProScan IPR001764) as a query. 128 

All NAGase sequences were extracted from the BROAD Institute and NCBI databases. 129 

Each identified NAGase sequence was applied to search for similarity on M. 130 

anisopliae contigs employing the tBLASTn algorithm in the BioEdit software (Hall, 1999). 131 

The positive NAGase containing contigs were screened for GH20 and GH3 family 132 

domains. The same screening methodology was applied using the conserved sequence 133 
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motif from GH20 NAGases (H/N-x-G-A/C/G/M-D-E-A/I/L/V) (Slámová et al., 2010) and 134 

the conserved motif from GH3 NAGases (K-H-F/I-P-G-H/L-G-x-x-x-x-D-S/T-H) (Mayer 135 

et al., 2006). 136 

2.2. NAGase sequence analyses 137 

To further confirm and analyze the specific GH20 and GH3 NAGases domains 138 

identified by the in silico survey, the predicted sequences were compared with sequences 139 

deposited on InterProScan (Zdobnov and Apweiler, 2001), dbCAN (Yin et al., 2012) and 140 

CDD (Conserved Domain database) databases (Marchler-Bauer et al., 2009). Additionally, 141 

BLASTx and manual inspection (search for canonical 5’ and 3’ splice sites) was employed 142 

to predict and compare the number and position of introns between M. anisopliae putative 143 

NAGase gene sequences and public NAGase sequences. Theoretical isoelectric points and 144 

molecular mass values were obtained from Compute pI/Mw tool (Bjellqvist et al., 1993; 145 

Bjellqvist et al., 1994). Transmembrane domains were investigated by TMHMM v.2.0 146 

(Krogh et al., 2001). Theoretical signal peptide cleavage site was analyzed by the SignalP 147 

4.1 server (Petersen et al., 2011). GPI-anchoring signals were predicted by the big-PI 148 

Fungal Predictor software (Eisenhaber et al., 2004). Non-classical secretion pathway 149 

prediction was evaluated by the SecretomeP server 2.0 (Bendtsen et al., 2004) and the 150 

number of N-glycosylation sites was predicted by the GlycoEP Predictor (Chauhan et al., 151 

2013).  152 

2.3. NAGase protein phylogeny 153 

M. anisopliae putative GH20 and GH3 NAGase sequences were employed to 154 

identify ortholog sequences in fifteen filamentous fungi species (Table 1). RmNAG of the 155 

zygomycete R. miehei and ten well described bacterial GH3 NAGases were added to the 156 

phylogenetic analysis of GH3 NAGases. Additionally, M. anisopliae β-glucosidases, 157 
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characterized fungal β-glucosidases and putative β-glucosidases from species described in 158 

Table 1, were used as outgroup for the phylogenetic analysis. 159 

Only fungal sequences were used for the inference of the phylogenetic tree of 160 

GH20 NAGases, since alignment errors are more frequent when divergent sequences are 161 

included in the analysis. The amino acid alignments were built and trimmed with 162 

GUIDANCE2 (Sela et al., 2015) using PRANK (Löytynoja and Goldman, 2010) as a MSA 163 

algorithm with 100 bootstrap replicates and the additional default parameters. The cut-off 164 

score for filtering unreliably aligned amino acids was chosen to be 0.60, after the multiple 165 

alignments were manually checked. The best-fit evolutionary model was evaluated using 166 

ProtTest 3.4 (Darriba et al., 2011). The MrBayes 3.2.5 (Ronquist et al., 2012) and PhyML 167 

3.1 (Guindon et al., 2010) were used to infer the GH3 and GH20 NAGase phylogenetic 168 

trees using Bayesian inference (BI) and maximum likelihood (ML), respectively. Four 169 

chains were run for 1,000,000 generations, sampled every 100 steps, with an average 170 

standard deviation of split frequencies < 0.01 as convergence criterion and 25% of 171 

genealogies discarded as burn-in in the BI analysis. In the ML analysis, a fast approximate 172 

likelihood ratio test (aLRT) was used for determining the branch support, which is a an 173 

appropriate alternative for the computationally demanding bootstrap analysis (Anisimova 174 

and Gascuel 2006; Anisimova et al., 2011).  175 

2.4. Fungal strain and culture conditions 176 

 Metarhizium anisopliae E6 strain was isolated from the insect Deois flavopicta in 177 

Brazil. Conidia were collected from agar plate cultures and filtered with glass wool to 178 

remove the mycelium. M. anisopliae conidial suspensions (1×106 conidia/mL) were 179 

cultured under seven different growth conditions prior to RNA extraction: i) Cove’s 180 

Complete medium (MCc) containing (w/v) 1% glucose, 0.6% NaNO3, 0.15% casein 181 
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hydrolisate, 0.05% yeast extract, 0.2% peptone, pH 7.0 plus 2% (v/v) salts solution [2.6% 182 

KCl, 2.6% MgSO4.7H2O and 7.6% KH2PO4 (w/v)] and 0.04% (v/v) Trace Elements 183 

Solution [0.04% Na2Ba4O7.7H2O, 0.4% CuSO4.5H2O, 0.01% FeSO4, 0.8% 184 

Na2MNO4.7H2O, 0.8% MnSO4.7H2O and 0.8% ZnSO4.7H2O (w/v)] (Pinto et al., 1997); ii)  185 

0.25% GlcNAc in minimum medium composed of 0.6% NaNO3 (w/v) plus 0.25% 186 

NGlcNAc) (w/v) as carbohydrate source, with salts and trace element solutions (Junges et 187 

al., 2014); iii) 1% Chitin  in minimum medium composed of 0.6% NaNO3 (w/v) plus 1% 188 

crystalline chitin from crab shells as a carbohydrate source, with salts and trace element 189 

solutions (Junges et al., 2014). M. anisopliae cultures i, ii and iii were maintained on 190 

shaker (180 rpm) for 72 h at 28°C, then washed with sterile distilled water and filtered 191 

through Miracloth and frozen in liquid nitrogen for total RNA extraction; iv) Autolysis: 192 

medium for mycelium autolysis induction (1% glucose (w/v) and 0.6% NaNO3 (w/v), 193 

sustained for 9 days) (Junges et al., 2014; Kappel et al., 2016); v) Sporulation: on MCc 194 

agar plates for conidia RNA extraction; vi) Blastospores: Inoculation of 5×104 conidia/mL 195 

on ADAMEK medium for blastospore production [3% corn steep solids, 4% glucose and 196 

3% yeast extract (w/v)], shaking for 64 h at 28ºC (Adamek, 1965); vii)  Appressorium 197 

induction medium: 5×105 conidia/mL was inoculated in 0.004% yeast extract solution on 198 

500 glass coverslips for 16 hours at 28ºC (Junges et al., 2014). Blastospore and 199 

appressorium induction were confirmed by microscopic observation of randomly selected 200 

coverslips (Fig. S3). 201 

2.5. RNA sample preparation 202 

 Total RNA extraction from M. anisopliae cells harvested under all seven different 203 

growth conditions was performed in triplicate. Samples were ground using a mortar and 204 

pestle in liquid nitrogen, prior to standard RNA extraction using Trizol Reagent (Life 205 
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Technologies, Grand Island, NY, USA). Residual DNA was removed with DNase (Thermo 206 

Scientific, MA, USA), thereafter, extractions were passed through RNeasy Cleanup 207 

columns (Qiagen, Hilden, Germany). RNA samples were quantified using a Qubit 208 

fluorometer (Life Technologies, Grand Island, NY, USA), and stored at -80°C. One µg of 209 

total RNA was used for cDNA synthesis using MMLV-RT enzyme (Life Technologies, 210 

Grand Island, NY, USA). All procedures were performed according to the manufacturer’s 211 

instructions.  212 

2.6. Quantitative PCR (qPCR) experiments 213 

 Polymerase chain reactions were carried out on ABI-7500 Real-Time PCR System 214 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-215 

UDG (Life Technologies, Grand Island, NY, USA) was used to monitor dsDNA synthesis. 216 

Each biological sample was analyzed in technical triplicates; no-template and no-reverse 217 

transcriptase controls were included. 218 

 Primers for qPCR assays were designed using VECTOR NTI software (Thermo 219 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (Table S1). Five housekeeping genes were 220 

evaluated: act (γ-actin), gapdh (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), tef1-α 221 

(translation elongation factor 1-α), trp1 (tryptophan biosynthesis enzyme), and tub (α-222 

tubulin). The efficiency of each reference gene expression through samples was analyzed 223 

using geNorm version 3.5 (Vandesompele et al., 2002) and NormFinder (Andersen et al., 224 

2004). The best reference gene identified by both analyses for the samples tested was tef1-225 

α, which was used in all qPCR assays (Table S1). 226 

 Melting curves from each qPCR reaction were analyzed to confirm specificity of 227 

the synthesized products and absence of primer dimers. Relative transcript expressions 228 

were analyzed by Cq (quantification cycle) values, applying the 2-∆∆Ct method (Livak and 229 
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Schmittgen, 2001). Results were processed in GraphPad Prism (La Jolla, CA, USA) for 230 

graphics and statistical data acquisition. One-way analysis of variance (ANOVA), followed 231 

by Tukey's multiple comparisons test (P < 0.05) were performed to determine statistical 232 

differences among 2-∆∆Ct values of the seven experimental conditions. 233 

 234 

3. Results 235 

3.1. M. anisopliae putative GH20 and GH3 NAGases 236 

The survey of NAGase genes of the M. anisopliae genome, using NagA from A. 237 

nidulans and NAG1 and NAG2 from T. atroviride as queries, resulted in the identification 238 

of two putative GH20 NAGases, named MaNAG1 (MANI_010908; GenBank accession 239 

number KFG80340) and MaNAG2 (MANI_029504; GenBank accession number 240 

KFG85702). All other fungal GH20 NAGase sequences and GH20 conserved domain 241 

sequences used as queries resulted in alignments with the same two previously detected 242 

contigs. Therefore, MaNAG1 and MaNAG2 are most probably the only M. anisopliae 243 

putative GH20 NAGases. The GH20 family domain (IPR015883) and the conserved motif 244 

of GH20 proteins (H/N-x-G-A/C/G/M-D-E-A/I/L/V) were found in both MaNAG1 and 245 

MaNAG2 sequences (Fig. S1). Additionally, the putative GH20 NAGases also exhibited a 246 

chitobiase/beta-hexosaminidase N-terminal domain (IPR029018) (Fig. 1). 247 

 The GH3 domain screening of the M. anisopliae genome allowed the identification 248 

of seven positive matches. However, phylogenetic analysis clearly revealed that only two 249 

sequences, named MaNAG3 (MANI_122030; GenBank accession number KFG78085) 250 

and MaNAG4 [MANI_128875; (Fig. S4)] could be putative GH3 NAGases. Furthermore, 251 

these sequences exhibit higher similarity with bacterial GH3 NAGases and the RmNag 252 

GH3 (Fig. S2). MaNAG3 and MaNAG4 share a conserved domain with GH3 family 253 



60 

 

members (IPR001764) and exhibit the conserved sequence motif of GH3 proteins (K-H-254 

F/I-P-G-H/L-G-x-x-x-x-D-S/T-H) (Fig. S2). Furthermore, MaNAG3 and MaNAG4 255 

sequences present a conserved GH3 C-terminal domain (IPR002772) (Fig. 1). The other 256 

five putative GH3 proteins (KFG84234, KFG86760, KFG85258, KFG81708, and 257 

KFG84481) display higher sequence conservation and are phylogenetic related with fungal 258 

β-glucosidases (Fig.3 and Fig. S2), raising the possibility of functional equivalence. 259 

All properties of the proposed M. anisopliae putative NAGases are listed in Table 260 

2. Putative GH20 NAGase genes have similar ORF sizes and exhibit no intron 261 

conservation between sequences. While MaNAG1 does not show any intron insertions, 262 

MaNAG2 sequence has two intron insertions (Fig. 1). The predicted molecular masses for 263 

MaNAG1 and MaNAG2 (66.98 kDa and 61.42 kDa, respectively) are similar to other 264 

fungal GH20 NAGases, A. nidulans NagA (68 kDa) (Kim et al., 2002), T. atroviride Nag1 265 

(73 kDa) (Brunner et al., 2003) and T. harzianum P1 Nag1 (72 kDa) (Peterbauer et al., 266 

1996). The theoretical pI of M. anisopliae GH20 NAGases predicts that they are acidic 267 

enzymes, with MaNAG2 exhibiting a more acidic pI than MaNAG1, 4.85 and 6.07, 268 

respectively. Both putative GH20 NAGases have the same four N-glycosylation sites. 269 

Putative GH3 NAGase genes exhibit different physicochemical properties. MaNAG3 is the 270 

largest gene (3,223 bp), containing the highest expected number of introns (4) and 271 

theoretical molecular mass (98.71 kDa), with N-glycosylation translational modification 272 

signals on six sites. In contrast, MaNAG4 ORF size is 2,057 bp, the theoretical molecular 273 

mass is 60.67 kDa and the pI of predicted mature protein is 5.6. The predicted molecular 274 

mass of MaNAG4 is similar to most known bacterial GH3 NAGases, as S. 275 

thermoviolaceus NagA (60 kDa) (Tsujibo et al., 1998). None of the putative NAGase 276 

protein sequences contain GPI-anchoring sites or non-classical secretion pathway 277 
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prediction signals. Interestingly, both MaNAG1 and MaNAG2 have predicted secretion 278 

signal peptides, from which extracellular functions can be inferred. In contrast, putative 279 

GH3 NAGases are apparently cytoplasmic enzymes, since they do not present any 280 

predicted secretion signals. 281 

3.2. Phylogeny of putative GH20 NAGases  282 

 Twenty-six MaNAG1 and MaNAG2 orthologs were identified in fifteen 283 

filamentous fungi genomes. Most of them are single copy of each putative GH20 NAGase 284 

of M. anisopliae. The conserved motif of GH20 proteins and the highly conserved catalytic 285 

residues, aspartic and glutamic acids (D-E), were recognized in all of GH20 orthologs (Fig. 286 

S1).  287 

The best-fit evolutionary model for GH20 NAGases was LG+I+G, which was used 288 

for the phylogenetic inference. Phylogenetic analyses of GH20 NAGases from M. 289 

anisopliae and the other fifteen ascomycetes revealed an early duplication event in GH20 290 

NAGases, resulting in two distinct main clades (Fig. 2). MaNAG1 formed a monophyletic 291 

group with other entomopathogenic fungi NAGase sequences (Metarhizium robertsii, 292 

Metarhizium acridum, Cordyceps militaris and Beauveria bassiana). This cluster also 293 

formed a statistically supported clade with species from the Aspergillus genus. In contrast, 294 

MaNAG2 exhibit a more diverse evolutionary history, with orthologs present in 295 

Trichoderma sp., Fusarium sp, Neurospora sp., and Magnaporthe sp. Interestingly, the 296 

present evolutionary analysis revealed that both NAG1 and NAG2 from the mycoparasite 297 

T. atroviride, used in the M. anisopliae genome screening, are evolutionarily more related 298 

to MaNAG2 (Fig. 2). 299 

For the majority of the fifteen fungi analyzed, only one ortholog to MaNAG1 and 300 

one ortholog to MaNAG2 were detected in each species. Duplication events on a specific 301 
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lineage resulting in paralogous proteins was only observed for Aspergillus niger, which has 302 

two MaNAG1 orthologs, and for Nectria haematococca, N. crassa and Fusarium 303 

graminearum, with two MaNAG2 orthologs. 304 

3.3. Phylogeny of putative GH3 NAGases  305 

 Twenty-three MaNAG3 and MaNAG4 orthologs were identified on the filamentous 306 

fungi genomes examined. Conserved sequence motifs of GH3 proteins (K-H-F / I-P-G-H / 307 

L-G-x-x-x-x-D-S / T-H) were found in all of them, however, few amino acid residues 308 

substitutions were observed (Fig. S2). All fifteen filamentous fungi have MaNAG3 309 

orthologs. However, the M. acridum gene ortholog was not included in the phylogenetic 310 

analysis, since it was not properly annotated in the M. acridum genome. In turn, only 311 

Trichoderma sp., Aspergillus sp., and the entomopathogens C. militaris and B. bassiana 312 

have MaNAG4 orthologs.  313 

To better understand GH3 NAGases evolutionary relationships, ten well described 314 

bacterial GH3 NAGases and the characterized GH3 NAGase from the zygomycete R. 315 

Miehei (Yang et al., 2014) were added to the phylogenetic analysis (Table 1). Since 316 

several GH3 family fungal members with β-glucosidase activity have also been described 317 

(Kawaguchi et al., 1996; Krogh et al., 2010; Nakajima et al., 2012; Kudo et al., 2015; 318 

Zhao et al., 2015; Colabardini et al., 2016; Pei et al., 2016), the phylogenetic relationships 319 

among the fungal, bacterial, and R. miehei GH3 NAGases were inferred including as 320 

outgroup putative β-glucosidases from M. anisopliae E6, characterized fungal β-321 

glucosidases and putative β-glucosidases from species described in Table 1. The best-fit 322 

evolutionary model for GH3 NAGases was LG+I+G. The evolutionary relationship of all 323 

GH3 proteins showed two distinct clades separating fungal and bacterial NAGases from β-324 

glucosidases (Fig. 3). 325 
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The phylogenetic tree revealed that MaNAG3 and MaNAG4 orthologs formed two 326 

distinct clusters (Fig. 3). Both MaNAG3 and MaNAG4 grouped to other Metarhizium 327 

species, but in contrast with the GH20 NAGases phylogeny, putative GH3 NAGases from 328 

Metarhizium sp. are evolutionarily more distant from putative GH3 NAGases of other 329 

entomopathogenic fungi (B. bassiana and C. militaris). Additionally, gene duplication of 330 

MaNAG3 and MaNAG4 orthologs was not observed. 331 

Bacterial sequences did not form a monophyletic group, but they are basal in 332 

relation to fungal NAG3 and NAG4 (Fig. 3). The difference between bacterial NAGases 333 

apparently is not related to gram-positive or gram-negative structural classification. It was 334 

also observed that even bacterial NAGases with high chitinolytic substrate specificity (S. 335 

thermoviolaceus NagA, Clostridium paraputrificum NagZ, Alteronomonas sp. HexA, V. 336 

furnissii NagZ, Thermotoga maritma NagA and T. neapolitana CbsA) grouped into 337 

distinct clades from fungal NAGases. This is probably due to the fact that some bacterial 338 

NAGases do not necessarily have GlcNAc hydrolysis specificity over 339 

chitooligosaccharides. For example, E. coli NagZ cleaves GlcNAc from muropeptides 340 

present in the bacterial cell wall (Cheng et al., 2000). C. fimi Nag3 is also an unusual GH3 341 

NAGase, because it is a β-N-acetylhexosaminidase with a wide range of substrates, 342 

hydrolyzing both β-N-acetylglucosaminedes and β-glucosides (Mayer et al., 2006). 343 

3.4. Patterns of transcript relative expression of putative NAGases 344 

M. anisopliae putative NAGases expression profile was investigated in different 345 

cell types under different culture conditions: mycelium grown on glucose 1%, GlcNAc 346 

0.25%, chitin 1% or autolysis conditions; and induced conidia, blastospore and 347 

appressorium. The four putative NAGase gene transcripts were detected in all M. 348 
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anisopliae cell types and culture conditions, validating the annotation of the proposed 349 

genes. 350 

To gain information on the regulation of the putative NAGases by substrate, the 351 

transcript level of genes from M. anisopliae cultured in MCc medium was established as a 352 

reference condition (Fig. 4). Interestingly, the expression of MaNAG1, MaNAG2 and 353 

MaNAG4 were induced by 1% chitin, albeit at different levels (Fig. 4). Notably, MaNAG1 354 

showed the most pronounced expression induction on this carbon source (Fig. 4A). 355 

Additionally, MaNAG3 was the only MaNAGase induced in cultures with added 0.25% 356 

GlcNAc (Fig. 4C). When different cellular types were taken into account, MaNAG3 357 

exhibited detectable transcripts in cells forming appressorium, while MaNAG2 was 358 

strongly induced in this cell type (Fig. 4B). The expression of the four putative NAGases 359 

gene showed only basal levels in conidia and blastospores (Fig. 4). These results indicate 360 

the minor participation of putative GH3 and GH20 in conidia and blastospores.  361 

 362 

4. Discussion 363 

Virulence determinants are the main focus in the study of entomopathogenic fungi 364 

(Schrank and Vainstein, 2010). As chitin is present in the exoskeleton of several 365 

arthropods, enzymes involved in chitin degradation and assimilation are predicted to play 366 

essential roles in host-entomopathogen interactions (Schrank and Vainstein, 2010). While 367 

chitinases are widely explored in entomopathogens and several fungal species with diverse 368 

pathogenic traits, the role of NAGases in the fungal life cycle and their importance in 369 

infection has not been explored. Here, four putative NAGase genes belonging to the GH20 370 

family (MaNAG1 and MaNAG2) and GH3 family (MaNAG3 and MaNAG4) of M. 371 

anisopliae genome were analyzed. 372 
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St. Leger and co-workers (1991) purified a secreted NAGase from M. anisopliae by 373 

gel-filtration, with a pI of 6.4 and molecular mass of 110-120 kDa. We hypothesize that 374 

this M. anisopliae purified enzyme could be the MaNAG1 presented here, due to the 375 

predicted pI (6.07) and molecular mass (66.98 kDa) of MaNAG1, likely forming a 376 

homodimer. In fact, some fungal GH20 NAGases (Koga et al., 1991; Ryšlavá et al., 2011) 377 

and some bacterial GH3 NAGases (Choi et al., 2009) exhibit a homodimer composition. 378 

Nevertheless, the molecular characterization of M. anisopliae putative NAGases will be 379 

necessary to determinate if the dimer structure is relevant to enzymatic activity. 380 

Phylogenetic analyses of putative GH20 NAGases revealed the occurrence of at 381 

least one duplication event before its divergence in fungi. This early gene duplication is 382 

supported by evolutionary analysis of GH20 family from several eukaryotic taxa, reported 383 

by Intra and co-workers (Intra et al., 2008). Comparing the evolutionary history of 384 

MaNAG1 and MaNAG2, subsequent duplication events resulted in current presence of 385 

multiple GH20 NAGase orthologs in ascomycetes. This phenomenon was more frequent in 386 

the MaNAG2 than MaNAG1 cluster, culminating in the presence of MaNAG2 orthologs in 387 

a broader spectrum of fungi with different lifestyles. While MaNAG1 has orthologs only in 388 

entomopathogens and in the saprophytic/human pathogens Aspergillus sp., MaNAG2 389 

orthologs are present in entomopathogens, mycopathogen species such as Trichoderma sp., 390 

phytopathogens including N. haematococca, Fusarium sp. and M. oryzae, and in 391 

saprophytes such as N. crassa. These species belong to distinct orders, however, a previous 392 

study has observed their close evolutionary relationship (Wang et al., 2009). The 393 

widespread presence of MaNAG2 orthologs in fungi with diverse lifestyles could represent 394 

a common basic function for all these enzymes despite their fungal lifestyle, while 395 

MaNAG1 would have more specific roles in an entomopathogenic lifestyle. 396 
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In our analysis, M. anisopliae and M. robertsii formed a statistically well supported 397 

clade, with M. acridum as a basal species, corroborating the phylogeny relationships 398 

among these Metarhizium species (Bischoff et al., 2009; Staats et al., 2014). Our results 399 

revealed a close evolutionary relationship of GH20 NAGases between the Metarhizium 400 

clade and the one formed by Beauveria and Cordyceps genera. The conservation of 401 

secreted proteins in fungi has been observed among M. anisopliae and entomopathogens 402 

Metarhizium spp., B. bassiana and C. militaris (Staats et al., 2014). Therefore, the 403 

evolutionary pattern of GH20 NAGases in entomopathogens is representative of the 404 

extremely similar evolutionary pattern of all secreted proteins found in fungi with similar 405 

hosts. 406 

The glycoside hydrolases from the CAZy family GH3 display an unusual diversity 407 

in structure, specificity, and biological roles (Macdonald et al., 2015). In many cases the 408 

enzymes have dual or broad substrate specificities with respect to monosaccharide 409 

residues, linkage position and chain length of the substrate. This family harbors members 410 

with several activities, most notably β-glucosidases and NAGases (Macdonald et al., 411 

2015). Several fungal β-glucosidases from the GH3 family have been characterized 412 

(Kawaguchi et al., 1996; Krogh et al., 2010; Nakajima et al., 2012; Kudo et al., 2015; 413 

Zhao et al., 2015; Colabardini et al., 2016; Pei et al., 2016), however the first fungal 414 

NAGase from family GH3 was only recently described (RmNag) (Yang et al., 2014). The 415 

first goal of our phylogenetic analyses was to clearly distinguish putative NAGases from 416 

putative β-glucosidases. The phylogenetic analysis set apart putative GH3 NAGases from 417 

putative GH3 β-glucosidases (Fig. 3), suggesting GH3 NAGase activity for MaNAG3 and 418 

MaNAG4. Indeed, the characterized RmNag clustered together with MaNAG3 and 419 

MaNAG4 having robust support, suggesting the possibility of similar functions of these 420 
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enzymes (Fig. 3). The five other putative GH3 proteins from M. anisopliae (KFG84234, 421 

KFG86760, KFG85258, KFG81708, and KFG84481) clustered together with characterized 422 

β-glucosidases, again suggesting the possibility of similar function (Fig. 3). Additionally, 423 

several characterized bacterial GH3 NAGases were more phylogenetically related with 424 

MaNAG3, MaNAG4 and RmNag than with the characterized β-glucosidases (Fig. 3). 425 

Bacterial NAGases were added to phylogenetic analyses, which show well-established 426 

acetyl-chitooligosaccharide degradation activity, and NAGases with other substrate 427 

specificities, such as NagZ from E. coli and NAG3 from C. fimi. E. coli NagZ participates 428 

in bacteria cell wall recycling by hydrolyzing GlcNAc from muropeptides (Cheng et al., 429 

2000). In turn, C. fimi NAG3 was identified as a bifunctional β-N-acetyl-D-430 

glucosaminidase⁄β-D-glucosidase (Mayer et al., 2006). It was also reported that C. fimi 431 

NAG3 enzyme is actually a GlcNAc‐phosphorylase using phosphate rather than water as 432 

nucleophile (Macdonald et al., 2015). Macdonald’s study suggests that other GH3 433 

NAGases can harbor GlcNAc-phosphorylase activity. Notably, our GH3 phylogenetic 434 

analysis showed that C. fimi NAG3 has a basal position in relation to other bacterial and 435 

fungal NAGases with chitin specificity, supporting this suggestion. However, 436 

complementary experiments are required to evaluate this putative GlcNAc-phosphorylase 437 

activity. 438 

The phylogenetic analysis of putative GH3 NAGases suggests an early acquisition 439 

of GH3 NAGases in fungi, indicating that the observed diversity resulted from ancient 440 

duplications that occurred after the divergence between bacteria and the fungi GH3 family 441 

genes (Fig. 3). Fungal orthologs of MaNAG3 and MaNAG4 formed two distinct clades. In 442 

relation to the NAG4 clade, MaNAG4 was arranged closer to GH3 NAGases of the 443 

mycoparasitic Trichoderma sp. than orthologs of entomopathogenic species C. militaris 444 
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and B. bassiana. The NAG3 from entomopathogens formed a monophyletic group with 445 

Trichoderma species, with MaNAG3 basal to them. It seems that M. anisopliae GH3 446 

NAGases may not have specific roles in entomopathogenic fungal lifestyle. However, at 447 

this point, their participation in basal cell processes cannot be ruled out, such as GlcNAc 448 

carbon metabolism and cell wall remodeling, both processes necessary to hyphal growth 449 

and cell differentiation. 450 

The qPCR assays of putative GH20 and GH3 NAGase genes confirmed that the 451 

identified sequences are functional. M. anisopliae putative NAGases showed differential 452 

transcript profiles in response to different conditions, indicating an absence of a common 453 

gene regulation pattern. These variable expression profiles also suggest they may not have 454 

totally redundant roles. M. anisopliae GH20 NAGases, MaNAG1 and MaNAG2, exhibited 455 

induced expression patterns when cultured in the presence of 1% chitin. Our results reflect 456 

the well-established condition where chitin induces the expression of secreted chitinolytic 457 

enzymes (St. Leger et al., 1991; Seidl, 2008). The presence of a predicted signal peptide 458 

for secretion in MaNAG1 and MaNAG2, and their expression induction by chitin reveal 459 

their probable role in extracellular chitinolytic activity in M. anisopliae, acting on 460 

extracellular cleavage of chitobiose into GlcNAc monomers for the assimilation of this 461 

carbon source. Although, it is important to note that other carbon sources are also able to 462 

stimulate, at lower levels, the expression of GH20 NAGases (Seidl et al., 2006). 463 

 The expression profile of M. anisopliae putative NAGases in appressorium is 464 

noteworthy. MaNAG2 was the most significantly expressed NAGase in appressorium, 465 

being highly induced in this cell type. The appressorium is a specialized penetration 466 

structure that helps to dissolve the host chitinous exoskeleton. These cells use enzyme 467 

secretion and physical pressure to mediate penetration. Therefore, it can be suggested that 468 
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MaNAG2 is putatively required at early stages of infection, during the penetration stage or 469 

to remodel the fungal cell wall in appressorium differentiation. 470 

 It was expected that 0.25% GlcNAc would induce M. anisopliae NAGases, because 471 

this low concentration of GlcNAc is described as an inducer for chitinolytic genes and only 472 

high monomer concentrations (> 0.5%) would repress expression of chitinolytic enzymes 473 

by their own activity products in M. anisopliae (catabolic repression) (Barreto et al., 2004). 474 

Similarly, T. atroviride nag1 expression is induced by GlcNAc (Mach et al., 1999). 475 

However, the transcript expression analysis showed that M. anisopliae putative GH20 476 

NAGases were not induced by GlcNAc. MaNAG3 was the only putative NAGase induced 477 

by 0.25% GlcNAc and the only putative NAGase that was not induced by 1% chitin 478 

suggesting a possible regulatory mechanism for this gene, in which the expression could 479 

depend on the prior degradation of chitin to GlcNAc. Furthermore, no transcript induction 480 

of any NAGases was observed in blastospores and conidia (Fig. 4), which are cellular 481 

forms with diminished metabolic activity, although not completely dormant (Novodvorska 482 

et al., 2016). In addition, M. anisopliae conidial extracts and immunoproteomic analysis 483 

indicate that chitinases may be localized on the conidial surface (Santi et al., 2009; Santi et 484 

al., 2010), NAGase activity is probably not necessary in these resting cells. In contrast, 485 

blastospores are cell types that facilitate dispersal in host hemolymph during colonization. 486 

At this stage, the fungus has already transposed the chitinous exoskeleton and uses 487 

trehalose and other carbon sources, not requiring, necessarily, the expression of chitinolytic 488 

enzymes (Xia et al., 2002). Nevertheless, it is important to note that the ADAMEK media 489 

used to induce blastospores does not fully mimic the arthropod inner body complexity, and 490 

GH3 and GH20 NAGase activity may be required in specific steps of blastospore 491 

differentiation and infection. 492 
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Chitinases and NAGases act consecutively and synergistically to render complete 493 

degradation of chitin. This may be the result of common regulation patterns between these 494 

two groups of enzymes, as revealed in T. atroviride NAGase studies (Tharanathan and 495 

Kittur, 2003). The experimental conditions used in this study for the evaluation of M. 496 

anisopliae putative NAGase expression were the same employed for the study of the 21 497 

chitinases from M. anisopliae (Junges et al., 2014). This allowed the comparison of the 498 

performance of different genes of the chitinolytic process to propose potential relationships 499 

between specific chitinases and NAGases. Junges and co-workers (2014) described a large 500 

group of chitinases induced by chitin: chimaA1, chimaA6, chimaA8, chimaB1, chimaB2, 501 

chimaB3, chimaB4, chimaB6, chimaC3. This expression pattern can be associated with 502 

MaNAG1, MaNAG2 and MaNAG4 that also displayed increased expression profile in the 503 

presence of chitin. Also, those putative NAGases induced by chitin could be followed by 504 

chitinase action induced by GlcNAc monomers (chimaD1) (Junges et al., 2014). On media 505 

supplemented with the GlcNAc monomer, the MaNAG3 gene showed strong expression 506 

when compared to the other M. anisopliae putative NAGases, coinciding with the chimaD1 507 

chitinase pattern. Moreover, in the induced apressorium formation condition, the 508 

expression of MaNAG2 could be related to chimaA5 chitinase, since both are 509 

overexpressed in this cellular type. 510 

Our results are in agreement to previous suggestions of the presence of GH3 511 

NAGases in fungi (RmNag) (Yang et al., 2014) and in the Hypocreales order (Kappel et 512 

al., 2016). In fact, Kappel and co-workers (2016) have functionally characterized a GH3 513 

gene (named nag3; XP006966911) in T. reesei, the product of which, an MaNAG3 514 

ortholog, holds suggested NAGase activity (Kappel et al., 2016). The phylogenetic 515 

analyses indicate that MaNAG3 and T. reesei NAG3 are phylogenetically related (Fig. 3). 516 
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The existence of more putative NAGase genes argues that the genomic arsenal of 517 

NAGases in ascomycetes is not as small as previously thought, attenuating the discrepancy 518 

between the number of chitinase and NAGase genes. It is also not possible to rule out the 519 

existence of other unknown NAGases in M. anisopliae and other fungal species. In this 520 

sense, we have identified a fifth and unexplored putative NAGase gene in M. anisopliae, 521 

belonging to the GH84 family. The product of this gene (KFG85933.1) exhibits 63% 522 

identity with characterized GH84 from Penicillium chrysogenum (XP_002557703.1). The 523 

P. chrysogenum GH84 NAGase not only exhibits activity against GlcNAc substrates, but 524 

also hydrolyzes substrates with galacto-configuration and exhibits transglycosylation 525 

activity (Slámová et al., 2014). 526 

In conclusion, this study explored relevant evolutionary aspects of putative GH3 527 

and GH20 NAGase genes and the expression analysis highlighted possible functions for 528 

these genes in M. anisopliae and entomopathogenic fungi. This analysis will allow the 529 

selection of genes for further functional characterization to elucidate the process and to 530 

identify redundancies and specificities. The view that chitinase diversity is merely 531 

redundant may not be the case (Seidl et al., 2005; Tzelepis et al. 2012; Junges et al., 2014). 532 

However, the strategy of constructing deleted strains is not always straightforward to 533 

determine function (Alcazar-Fuoli et al., 2011). Here, M. anispoliae putative GH20 534 

NAGase genes revealed induced transcript production in the presence of chitin, potentially 535 

in the extracellular milieu. The detection of MaNAG3 and MaNAG4 putative genes is the 536 

first evidence for the presence of a possible GH3 family of NAGases in entomopathogenic 537 

fungi. MaNAG3 and MaNAG4 expression is responsive to chitinous substrates, suggesting 538 

their potential influence on cell differentiation during the M. anisopliae life cycle.  539 

 540 
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Figures and Tables 

 

 

 

Figure 1. Modular domain structure from M. anisopliae NAGase genes. NAGase genes 
exhibit specific conserved domains with different compositions. Coding exonic sequences 
are depicted as boxes (color codes are indicated) and introns as thin lines. Domains were 
identified using Conserved Database Domain (at NCBI), dbCAN and InterProScan. Signal 
peptide sequences were predicted using SignalP 4.1. Blank protein regions indicate the 
absence of characterized domains. 
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Figure 2. Phylogenetic relationships among GH20 NAGases from filamentous fungi. The phylogenies were obtained using MrBayes 
3.2.5 (left side) and PhyML 3.1 (right side). �: Trichoderma NAG1. �: Trichoderma NAG2. 
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Figure 3. Phylogenetic relationships among GH3 NAGases from filamentous fungi, 
bacteria and zygomycetes. Putative and characterized fungal GH3 β-glucosidases were 
included as an outgroup. The phylogenies were obtained using MrBayes 3.2.5 (left side) 
and PhyML 3.1 (right side). �: NAGase from the zygomycete Rhizomucor miehei. ●: 
Nodes with support values below 0.8 were collapsed into polytomies. 
 

 
 
 
 
 

 
Figure 4. Relative expression of GH20 and GH3 NAGase genes in M. anisopliae, 
considering MCc as the reference condition. Transcriptional profiles of GH20 NAGase 
genes (MaNAG1 and MaNAG2) and GH3 NAGase genes (MaNAG3 and MaNAG4) in 
seven different conditions (mycelium growth on different carbon source media, autolysis, 
and different cell types), using tef1α as a reference gene and applying the 2-∆∆Ct method. A: 
nag1; B: nag2; C: nag3; D: nag4. Standard error bars are indicated. Different letters (a/b/c) 
indicate statistically significant differences (p < 0.05) among studied conditions. 
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Table 1. List of microorganisms used in GH20 and GH3 NAGases phylogenetic analysis. 
 
Categorya Microorganisms Protein nameb Reference 
Fungi    

A, B, C Aspergillus fumigatus Af293   (Nierman et al., 2005) 

A, B, C Aspergillus nidulans FGSC A4  
(Galagan et al., 2005; 
Wortman et al., 2009) 

A, B, C Aspergillus niger CBS 513.88   (Pel et al., 2007) 
A, B, C Beauveria bassiana ARSEF 2860  (Xiao et al., 2012) 
A, B, C Cordyceps militaris CM01   (Zheng et al., 2011) 
A, B, C Fusarium graminearum PH-1  (Cuomo et al., 2007) 
A, B, C Fusarium oxysporum f. sp. cubense   (Guo et al., 2014)  
A, B, C Magnaporthe oryzae 70-15  (Dean et al., 2005) 
A, B, C Metarhizium acridum CQMa 102   (Gao et al., 2011) 

A, B, C Metarhizium robertsii ARSEF 23  
(Gao et al., 2011; Hu et 
al., 2014) 

A, B, C Nectria haematococca MPVI 77-13-4   (Coleman et al., 2009) 
A, B Neurospora crassa OR74A  (Galagan et al., 2003) 

A, B, C Trichoderma atroviride IMI 206040   (Kubicek et al., 2011) 
A, B, C Trichoderma reesei QM6a  (Martinez et al., 2008) 
A, B, C Trichoderma virens Gv29-8   (Kubicek et al., 2011) 

B Rhizomucor miehei  RmNag (Yang et al., 2014) 

C Amesia atrobrunnea  
CEL3a, 
CEL3b 

(Colabardini et al., 
2016) 

C Aspergillus aculeatus  BGL1 (Kawaguchi et al., 1996) 

C Aspergillus oryzae RIB40  
BglA, BglF, 
BglJ 

(Kudo et al., 2015) 

C Neurospora crassa OR74A  BGL2 (Pei et al., 2016) 
C Penicillium brasilianum  BGL1 (Krogh et al., 2010) 

C 
Thermothelomyces thermophila ATCC 
42464  

MtBgl3b (Zhao et al., 2015) 

C Ustilago esculenta  UeBgl3A (Nakajima et al., 2012) 
Bacteria  

 
 

B Alteromonas sp. 0-7  HEXA (Tsujibo et al., 1994) 
B Bacillus subtilis 168 NAGZ (Liu et al., 1997) 
B Cellulomonas fimi  NAG3 (Mayer et al., 2006) 
B Clostridium paraputrificum M-21 NAGZ  (Li et al., 2003) 
B Escherichia coli K-12  NAGZ (Cheng et al., 2000) 

B 
Streptomyces thermoviolaceus OPC-
520 

NAGA (Tsujibo et al., 1998) 

B Thermotoga maritima NSB-8  NAGA (Choi et al., 2009) 

B 
Thermotoga neapolitana KCCM-
41025  

CBSA  (Choi et al., 2009) 

B Vibrio cholerae   NAGZ (Stubbs et al., 2007; 
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Balcewich et al., 2009) 

B Vibrio furnissii 7225 NAGZ 
(Chitlaru and Roseman, 
1996) 

aMicroorganisms were classified according to their use in phylogenetic analysis: (A) 
microorganisms containing M. anisopliae GH20 NAGases orthologs; (B) microorganisms 
containing M. anisopliae GH3 NAGases orthologs; and (C) microorganisms containing β-
glucosidases included as an outgroup in GH3 NAGase phylogenetic analysis. 
bNamed proteins are characterized enzymes. 
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Table 2. Properties of Metarhizium anisopliae GH20 and GH3 β-N-acetylglucosaminidases. 
 

Identification  
GH 

family  

ORF 
length 

(nt) 
Introns 

Protein 
length 
(aa) 

Mature 
protein 

theoretical 
kDa 

Theoretical 
pI 

Conserved 
domain 

Transmembrane 
domain 

Signal 
peptide 

GPI 
or 

NCS 

N-
glycosylation 

site 

Acession 
number 

MaNAG1 GH20 1,863 0 620 66.98 6.07 
cl02948 / 

pfam14845 
- + - 4 KFG80340 

MaNAG2 GH20 1,862 2 579 61.42 4.85 
cd06562 / 

pfam14845 
- + - 4 KFG85702 

MaNAG3 GH3 2,730 4 909 98.71 6.25 COG1472 + - - 6 KFG78085 

MaNAG4 GH3 1,701 1 566 60.67 5.6 COG1472 - - - 2 
MANI_ 
128875 

(+): presence; (-) absence; pI: isoelectric point; GPI: GPI-anchor sites; NCS: non-classical secretion pathway regions. 
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KFG85702 NAG2 M. anisopliae E6      ----WPVPQQISTGQDLFVDKSIQVTYNG-------------------------KE--QVVHDAVARSLTAIFEHGLVPWMLNPPSDFEP-----LAGQV  
XP_007826269 M. robertsii ARSEF 23   ----WPVPQQISTGQDLFVDKSIQVTYNG-------------------------KE--QVVHDAVARSLTAIFEHGLVPWMLNPPSDFEP-----LAGQV  
XP_007811735 M. acridum CQMa 102   ----WPVPQQISTGKDLLVDKSIQVTCNG---------------------LDSRRE--QVVHGAVARSLTAIFDHGLVPWMLNPPADFEP-----LAGHV  
XP_008601816 B. bassiana ARSEF 2860   ----WPIPIEISTGNKLFIDKTIKITYND-------------------------AG--NIVQGALARSLKAIFDDGYVPWMLHKPSDFEP-----LAGQR  
XP_006674437 C. militaris CM01   ----WPIPVDISTGNKLYIDKTINITYNG-------------------------AG--SIVQGGLTRCLNAIFNHGLVPWMLHQPADFQP-----LAEQR  
EHK46127 T. atroviride IMI 206040     ----WPAPKQASTGNGLFIDQTVQVTYNGRWIGS-DFAETRINNQQI-------SG--QIVQGGLSRTFGAIFQQGFVPWMLRARVDFEP-----LNGAV  
XP_006969176 T. reesei QM6a    ----WPVPKHSSTGNVLFIDQTVQVTYNGRWAGFRDYAETRIDNQQV-------SG--DIVQGGLSRTFGAIFQQGFVPWMLRERSEFEP-----LTGSV  
EHK20756 T. virens Gv29-8        ----WPVPKHSSTGNGLFIDQTVQVTYNGWWTGSPDFAETRIDNQQV-------SG--EIVQGGLSRTFGAIFQQGFVPWMLRQRSNSEP-----LNGAV  
ESU06579 F. graminearum PH-1       ----WPVPKKISTGDKLFIDQTIDITYNG------------------IP-----AG--QIVQAGVSRALQGVFQDNFVPWMLRERSDFEP-----LNGEV  
XP_381459 F. graminearum PH-1     ----WPVPKKISTGDKLFIDQTIDITYNG------------------IP-----AG--QIVQAGVSRALQGVFQDNFVPWMLRERSDFEP-----LNGEV  
ENH60583 F. oxysporum f.sp.cubense race1----WPVPKKISTGDKLFIDQSLDITYNG------------------MP-----AG--QIVQAGVSRALQAIFNDNFVPWKLRERSDFEP-----LAGEV  
XP_003054100 N. haematococca mpVI77-13-4----WPIPREISTGEKLFIDQSLEITYNG------------------MP-----AG--QIVQAGVSRALQAIFKDNFVPWKLRPRSDFEP-----LAGEV  
XP_003039077 N. haematococca mpVI77-13-4----------------LFMDQTVPMTYNG---------------------------------------------DNFMPWKLRERSDFEP-----KAGDV  
EHK40646 T. atroviride IMI 206040       ----WPIPQKITTGDSLFIDEAVRVTYNG-------------------------AG--EIVQGAVSRTFQSIFTNNFVPWKLNPRSNFEP-----RAGDV  
XP_006963063 T. reesei QM6a    ----WPIPQKISTGDGLFIDQAVRVTYNG-------------------------AS--QIVQGGVSRALQSIFSTNYVPWKLHPRSNFEP-----RAGDV  
EHK16483 T. virens Gv29-8        ----WPIPQKISTGDSLFIDQAVKVTYNG-------------------------PS--QIVQGAVSRTLQSIFQTNYVPWKLHPRSNFEP-----RAGDV  
XP_003710021 M. oryzae 70-15    ----WPAPRSYSKGKTLFINQQIQVTYNG-----------------------------EIVKGGVSRSLGSIFRRNLIPWKLVPKDEFEP-----LAGEV  
ESA44114 N. crassa OR74A        ----WPAPQSFTKGNSLYLHPKINVTYNG-----------------------------EIVHAGVSRALGSIFSRNIVPWMLQPRSEFEP-----LAGEV  
XP_001728191 N. crassa OR74A    ----WPAPQSFTKGNSLYLHPKINVTYNG-----------------------------EIVHAGVSRALGSIFSRNIVPWMLQPRSEFEP-----LAGEV  
KFG80340 NAG1 M. anisopliae E6      VKVNLPAPQDVTWGDS----------------------------------LNLR--NTQLVSEAWNRASKAITSLRWVPQAIEQPPKFEPFPTAWLKHGV  
XP_007825739 M. robertsii ARSEF 23   VKVNLPAPQDVTWGDS----------------------------------LNLR--NTQLVSEAWNRASKAITSLRWVPQAIEQPPKFEPFPTAWLKHGV  
XP_007812622 M. acridum CQMa 102   VKVNLPAPQEVTWGDS----------------------------------LNLR--NTQLVSDAWSRASQAITSLRWVPQAIEQPPKFDPFPTAWLKHGV  
XP_008603374 B.bassiana ARSEF 2860   VKVNLPAPQEITWGSS----------------------------------LSLR--NVRIVSEAWNRAHGAIRTIRWVPQAVEQPPEFEPFPAEWLKHGV  
XP_006674193 C. militaris CM01   VQVNLPAPQEISWGSS----------------------------------LTLR--NVRVVNDAWNRAYKTITTIRWVPQAVEKPPVFDVFPADWLKHGV  
XP_747307 NagA A.fumigatus Af293      VSVNLPAPRNITWASS---------------------------------ALTLR----QIIWQGWDRAWKTIVSLQWVPAATEAPSSFEPFPTA-LQHGV  
XP_001393538 A. niger CBS 513.88   VKVNLPAPRNISWTSS---------------------------------AVSLR----FILANGWNRAWDSIVSLQWVPAATEGPSSYQPFPTA-LQHGV  
XP_001390192 A. niger CBS 513.88   VKVNLPAPRNITWASS---------------------------------AVSLR----FIL------------------ATTEGPPSFQPFPTG-LQQGV  
XP_659106 A. nidulans FGSC A4      KVNLPAPRHISWGHS---------------------------------SVSLR----SILTNAWNRAWETIVSLEWVPAGIEAPPEFDEFPTS-LQHGV  
 
 
                           110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
KFG85702 NAG2 M. anisopliae E6      DESYSLHLEANGE-ASIEAVTSTGLVRGLESFTQLFFKHSSGDAFYTKQAPVSIQDAPRFPHRGLVLDLSRHWFAVDDIKRTIDGLAMNKMNVIHLHITN  
XP_007826269 M. robertsii ARSEF 23   DESYSLHLEANGE-ASIEAVTSTGLVRGLESFTQLFFKHSSGDAFYTKQAPVSIQDAPRFPHRGLVLDLSRHWFAVDDIKRTIDGLAMNKMNVIHLHITN  
XP_007811735 M. acridum CQMa 102   DESYSLHLDANGE-ASIKAATSTGLLRGLESFTQLFFKHSSGNASYTRQAPVSIQDAPRFPHRGMVLDISRHWFAVDDIKRTIDGLAMNKMNILHLHITD  
XP_008601816 B. bassiana ARSEF 2860   DESYSLNVTIDGR-ASIQANSSIGVMRGLETFSQLFFKHSAGGAWYTTRAPVIIADAPKFPHRGMVLDVSRHWFAVEDIKHTIDALAMTKMNVLHLHMTD  
XP_006674437 C. militaris CM01   DESYSLNVTADGG-ASITAKTAIGVLRGLETFSQLFFQHAAGGAWYTMQAPVRVADAPKYAHRGLLLDVSRHWFDVQDIKRTIDGLAMTKMNVLHLHVTD  
EHK46127 T. atroviride IMI 206040     NESYALDVDAAGH-ATLVAPSSTGILRGLETFSQLFFQHSAGTAWYTQLAPVSIRDEPKYPHRGLLLDVSRHWFAVSDIKHTIDALAMNKMNVLHLHATD  
XP_006969176 T. reesei QM6a    NESYALDVDAKGH-ASIVAPSSTGILRGLETFSQLFFKHSSGTAWYTQLAPVSIRDEPEYPHRGLLLDVGRHWFEVSDIKRTIDALAMNKMNVLHLHATD  
EHK20756 T. virens Gv29-8        NESYALDVDAKGH-ASLTAPSSTGILRGLETFTQLFFKHSSGTAWYTQLAPVSIRDEPKYPHRGLLLDVSRHWFEISDIKRTIDALAMNKMNVLHLHATD  
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ESU06579 F. graminearum PH-1       DESYSLSLSEKGE-ASIKAKSSTGVLHGLETFVQLFFKHSSGTSWYTPHAPVSIQDEPEYPHRGILLDVARSFFEVKHIKRTIDAMSWSKLNRLHLHITD  
XP_381459 F. graminearum PH-1     DESYSLSLSEKGE-ASIKAKSSTGVLHGLETFVQLFFKHSSGTSWYTPHAPVSIQDEPEYPHRGILLDVARSFFEVKHIKRTIDAMSWSKLNRLHLHITD  
ENH60583 F. oxysporum f.sp.cubense race1DESYSLTLSEKGE-ASIKAKSSTGILHGLETFLQLFFKHSSGTSWYTPHAPVTIQDAPEYPHRGILLDVARSFFEVEHIKRTIDAMSWSKLNRLHLHITD  
XP_003054100 N. haematococca mpVI77-13-4DESYTLTLSENGE-AVIKAKSSTGCLHGLETFVQLFFKHSSGTSWYTPHAPVTIKDEPVYPHRGILLDTARCFFEVEHIKRTIDAMAWNKLNRLHLHITD  
XP_003039077 N. haematococca mpVI77-13-4DESYSLTVSEDGK-VAIKAKSSTGVLYGLESFSQL-FKHSAGTFWYTPNAPVSIEDEPRFPHRGVLLDVARSFLGVDDIKRTIDAMAWSKLNRLHLHVTD  
EHK40646 T. atroviride IMI 206040       DESYSLTVSKNGQ-VNISAKTSTGILHALETFSQLFYQHSAGHYFYTTQVPVSIQDSPNYPHRGVMLDLARTYQTVADIKRTIDAMSWNKLNRLHLHITD  
XP_006963063 T. reesei QM6a    DESYSLTVSKTGQ-VSITAKSSTGVLHALETFSQLFYKHSAGPFYYTTQAPVSITDSPKYPHRGIMLDLARNYQTVDDIKRTIDAMSWNKLNRLHLHITD  
EHK16483 T. virens Gv29-8        DESYTLTVSKNGQ-VNISAKSSTGVLHALETFSQLFYKHSAGPFYYTTQAPVSIQDAPKYPHRGIMLDLARNYQTIDDIKRTIDAMSWNKLNRLHLHITD  
XP_003710021 M. oryzae 70-15    DESYSLTIDKEGR-AKLSAKSSIGILRGLETFSQLFYQHSTGTCWYTPYAPVSIDDAPLYPHRGILFDTARQWYPVVNLLRTIDAMAWNKMNRLHVHVTD  
ESA44114 N. crassa OR74A        SEAYSLTLSVEGD-VKLTADSYIGVLHGLETFTQLFYQHSTGTSWYTPYAPVEIKDEPKYPHRGILLDVARTFMPVKNILRTIDGMATSKLNRLHVHVTD  
XP_001728191 N. crassa OR74A    SEAYSLTLSVEGD-VKLTADSYIGVLHGLETFTQLFYQHSTGTSWYTPYAPVEIKDEPKYPHRGILLDVARTFMPVKNILRTIDGMATSKLNRLHVHVTD  
KFG80340 NAG1 M. anisopliae E6      DESYTLTVSASSSTVEIAAKTVWGALHAFTTFQQLVI--FEG-GSLIVEQPVTIKDHPNYPYRGVMVDTGRNFISANKIKEQIDGLALSKMNILHWHITD  
XP_007825739 M. robertsii ARSEF 23   DESYTLTVSASSSTVEIAAKTVWGALHAFTTFQQLVI--FEG-GSLIVEQPVTIKDHPNYPYRGVMVDTGRNFISANKIKEQIDGLALSKMNILHWHITD  
XP_007812622 M. acridum CQMa 102   DESYTLTVSASSSTVEITAKTVWGALHAFTTFQQLVI--FDG-GSLIVEQPVTIEDHPNYPYRGVMIDTGRNFISANKIKEQIDGLALSKMNILHWHITD  
XP_008603374 B.bassiana ARSEF 2860   DESYTLNIASSSSQVQITAKTSWGALHAFTTLQQIII--SDGHGGLMVEQPVEIKDHPNYPYRGVMVDSGRNFISVQKLQEQIDGLALSKMNILHWHITD  
XP_006674193 C. militaris CM01   DESYTIDISAASSQVQVTAKTAWGALHAFTTLQQLVI--SDGRGGLVVEQPVKIKDRPNYPYRGVMVDTGRNFISVKKLYEQVDGLALSKLNILHWHITD  
XP_747307 NagA A.fumigatus Af293      DESYTLDVKEGSDTIQITAKTVWGALHAFTTLQQIII--SDGKGGLIIEQPVSIQDAPLYPYRGIMIDTGRNFISVKKILEQLDAMSLSKLNVLHWHLDD  
XP_001393538 A. niger CBS 513.88   DESYTLEVTESATSVVIEAPTVWGALHAFTTLQQLVI--SDGQGGLIIEQSVKIQDAPLYPYRGIMLDTGRNFISVSKIYEQLDGMSLSKLNVLHWHMED  
XP_001390192 A. niger CBS 513.88   DESYTLEVTESATSVVIEAPTVWGALHAFTTLQQLVI--SDGQGGLLIEQPVKIQDAPLYPYRGIMLDTGRNFISVNKIYEQLDGMSLSKLNVLHWHMED  
XP_659106 A. nidulans FGSC A4      DESYTLDAKAGSDAIDITAKTVWGALHAFTTLQQLVI--SDGNGGLILEQPVHIKDAPLYPYRGLMVDTGRNFISVRKLHEQLDGMALSKLNVLHWHLDD  
 
                           210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
KFG85702 NAG2 M. anisopliae E6      TQSWPLEIPALPKLAEKGRYAPGLTYSPQAIQEIQEYGVARGVQVLLEIDMPGHVG--IDKAYPGLSVAYEKPYC---------AQPPCGALKLNNTDVE  
XP_007826269 M. robertsii ARSEF 23   TQSWPLEIPALPKLAEKGRYAPGLTYSPEAIQEIQEYGVARGVQVLLEIDMPGHVG--IDKAYPGLSVAYEKPYC---------AQPPCGALKLNNTDVE  
XP_007811735 M. acridum CQMa 102   TQSWPLEIPALPKLAEKGRYAPGLTYSPQVIKDIQEYGVARGVQVILEIDMPGHVG--LDKAYPGLSVAYQKPFC---------AQPPCGAFKLNNTDVE  
XP_008601816 B. bassiana ARSEF 2860   TQSWPLEIPALPLLAERHAYSKGLTYSPAVIADLHEYGVHRGVQVIVEIDMPGHVG--IEHAYPGLSVAYERPYC---------AQPPCGSLRLGNTKVE  
XP_006674437 C. militaris CM01   TQSWPLEIPALPLLAERHAYAKDRTYSPAALADLQEYGVHRGVQIILEIDMPGHFG--IERAYPDLSVAYKRPYC---------AQPPCGSLRLGNKKVE  
EHK46127 T. atroviride IMI 206040     TQSWPLEIPALPLLAEKGAYHKSLSYSPSDLAGIQEYGVHRGVQVIVEIDMPGHVG--IDQAYPGLSNAYVNPWC---------AQPPCGSLKLNDSSVE  
XP_006969176 T. reesei QM6a    TQSWPLEIPSLPLLAEKGAYHKGLTYSPSDLASVQEYGVHRGVQVIVEIDMPGHVG--IDKAYPGLSNAYVNPWC---------AQPPCGSFKLNNTDVE  
EHK20756 T. virens Gv29-8        TQSWPLEIPSLPLLAEKGAYHKGLSYSPSDLASLQEYGVHRGVQVIIEIDMPGHVG--IDKAYPGLSNAYVNPWC---------AQPPCGSFKLNDTNVE  
ESU06579 F. graminearum PH-1       SQSWPLEIPALPKLAEKGAYRKGLTYSPEDLAGIYEYGIHRGVEVIMEIDMPGHIGV-VELAYKDLIVAYEKPYC---------KEPPCGAFRMNSSDVY  
XP_381459 F. graminearum PH-1     SQSWPLEIPALPKLAEKGAYRKGLTYSPEDLAGIYEYGIHRGVEVIMEIDMPGHIGV-VELAYKDLIVAYEKPYC---------KEPPCGAFRMNSSDVY  
ENH60583 F. oxysporum f.sp.cubense race1SQSWPLEIPALPKLAEKGAYRKGLTYSPEDLAGIYEYGVHRGVEVIMEIDMPGHIGV-VELAYKDLIVAYEKPYC---------KEPPCGAFRMNSTDVY  
XP_003054100 N. haematococca mpVI77-13-4SQSWPLEIPALPKLAEEGAYRKGLSYSPKDIADIYEYGIHRGVEVVMEIDMPGHIGV-VELAYKDLIVAYEKPYC---------KQPPCGAFRMNSSDVY  
XP_003039077 N. haematococca mpVI77-13-4SQSWPLEIPALPELAEKGACHRGLSYSPQDVKDLYEYGIPRGVEVVLEIDMPGHIGV-LELAYKDLIVAYAKPYC---------AEPPCGAFRLNSTAVY  
EHK40646 T. atroviride IMI 206040       SQSWPLVIPSLPKLSQEGAYHPSLVYSPADLAGIFQYGIDRGVEVITEIDMPGHIGV-VELAYSDLIVAYEMPYC---------AEPPCGAFSLNDSKVY  
XP_006963063 T. reesei QM6a    SQSWPLVIPSLPKLSQAGAYHPSLVYTPADLAGIFQYGVARGVEVITEIDMPGHIGV-VDLAYNDLIVAYQMPYC---------AEPPCGAFSMNSSKVY  
EHK16483 T. virens Gv29-8        SQSWPLVIPSLPKLSQAGAYHPSLVYTPSDLASIFQYGVSRGVEVITEIDMPGHIGV-IELAYSDLIVAYQMPYC---------AEPPCGAFSMNNTKVY  
XP_003710021 M. oryzae 70-15    SQSWPLDLPSMPEVAREGAHRRDLIYTADDIRRVQEYGVHRGVQVYFEIDMPGHIGS-LYHSHPELIVAYEQPYC---------AQPPCGAFKLNDSRVD  
ESA44114 N. crassa OR74A        SQSWPLQIISMPEVAEKGAYHSSQTYSPADIDLIQKYGALRGVQVYFEIDMPGHIGS-LSLSHPDLIVAYQWPYC---------VEPPCGAFKLNDTKVD  
XP_001728191 N. crassa OR74A    SQSWPLQIISMPEVAEKGAYHSSQTYSPADIDLIQKYGALRGVQVYFEIDMPGHIGS-LSLSHPDLIVAYQWPYC---------VEPPCGAFKLNDTKVD  
KFG80340 NAG1 M. anisopliae E6      TQSWPIHLEAYPQVT-KDAYSGRESYSAKDVQDIISYARARGVRVIPEIDMPGHSASGWQQIDKDIVTCQ----SNDNWPLHTAVQPNPGQLDVMNPKTY  
XP_007825739 M. robertsii ARSEF 23   TQSWPIHLEAYPQVT-KDAYSGRESYSAKDVQDIISYARARGVRVIPEIDMPGHSASGWQQIDKDIVTCQ----SNDNWPLHTAVQPNPGQLDVMNPKTY  
XP_007812622 M. acridum CQMa 102   AQSWPIHLETYPQVT-KDAYSGRESYSAKDVRDIISYARARGVRVIPEIDMPGHSASGWQQIDKDIVTCQ----SNDNWPLHTAVQPNPGQLDVMNPKTY  
XP_008603374 B.bassiana ARSEF 2860   AQSWPIHLDALPDFT-KDAYSEREIYSAQNVKDLIAYARARGVRVVPEIDMPGHSALGWQQYDNDIVTCQ----SNDQWPLHTAVQPNPGQLDVLNPKTY  
XP_006674193 C. militaris CM01   SQSWPIRLDAFPEFT-KDAYSDRETYSPRDVADLIAYARARGVRVVPEIDMPGHSASGWQQHDKDIVTCQ----SNDNWPLHTAVQPNPGQLDVINPKTY  
XP_747307 NagA A.fumigatus Af293      TQSWPVQINAHPEMV-KDAYSVRETYSHADIRQIIAYARARGIRVIPEVDMPSHSSSGWKQADPKMVTCA----SNDVWQYHTAVQPNPGQLDIIYDKTY  
XP_001393538 A. niger CBS 513.88   TQSWPVQIDAYPEMI-HDAYSPREVYSHADMRNIVAYARARGVRVIPEIDMPSHSASGWKQVDPQMVTCV----SNDDYALHTAVEPPPGQMDIIYNGTY  
XP_001390192 A. niger CBS 513.88   TQSWPIEIDAYPEMI-HDAYSPREVFSHADMRNVVAYARARGVRVIPEIDMPSHSASGWKQVDPQMVTCV----SNDDYSLHTAV---------------  
XP_659106 A. nidulans FGSC A4      TQSWPVHIDAYPEMT-KDAYSARETYSHDDLRNVVAYARARGIRVIPEIDMPAHSASGWQQVDPDIVACA----SNDNWPLHTAVQPNPGQLDIINPKTY  
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                           310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
KFG85702 NAG2 M. anisopliae E6      NFISTLFDDLLPRLSPYSAYFHTGGDEYKAT----------DNMTLLQPLLQRFLDHAHNNI----IVWEEMVE--E-WDVGNDTVVQAWL-GSASVAKL  
XP_007826269 M. robertsii ARSEF 23   NFVSTLFDDLLPRLSPYSAYFHTGGDEYKAT----------DNMTLLQPLLQRFLDHAHNNI----IVWEEMVE--E-WDVGNDTVIQAWL-GSASVAKL  
XP_007811735 M. acridum CQMa 102   DFISTLFDDLLPRLGPHSAYFHTGGDEYKAA----------DNMTVLKPLLQRFLDHAHNSI----IVWEEMVE--E-WNVGNDTVIQSWL-GSTSVTKL  
XP_008601816 B. bassiana ARSEF 2860   EFLDKLFEDLLPRLSPYTAYFHTGGDEYKAN----------NDVSILQPLLQRFLDHAHKKI----MVWEEMIN--E-WTLGKDVVVQSWL-AQDGIKKL  
XP_006674437 C. militaris CM01   EFLDKLFEDLLPRVSPYTAYFHTGGDEYKVN----------NEVSVLQPLLQRFLDHAHDNV----MVWEEMVS--E-WTIGKDVVVQSWL-GAKSVKKL  
EHK46127 T. atroviride IMI 206040     KFIDTLFEDLLPRLSPYSAYFHTGGDEYKAN----------SDQSVLQPLLQKFLDHVHGKV----MVWEEMIL--D-WTLGKDVVAQTWL-GGGAIQKL  
XP_006969176 T. reesei QM6a    KFIDKLFDDLLPRLSPYSAYFHTGGDEYKAN----------NDVKILQPMLQRFLDHTHKKV----MVWEEMIL--D-WTLGKDVVAQTWL-GQGAIQKL  
EHK20756 T. virens Gv29-8        KFIDTLFDDLLPRLSPYSAYFHTGGDEYKAN----------NDMSVLQPMLQRFLDHVHNKV----MVWEEMIL--D-WTLGKDVVAQTWL-GKGAIQKL  
ESU06579 F. graminearum PH-1       DFLDTLFDDLFPRISKYSPYFHLGGDELNHN----------NKTEVLAPLLQKFVDYTHGKV----FVWEEMIT--E-WTLGKDVVVQSWL-GGGAIKTL  
XP_381459 F. graminearum PH-1     DFLDTLFDDLFPRISKYSPYFHLGGDELNHN----------NKTEVLAPLLQKFVDYTHGKV----FVWEEMIT--E-WTLGKDVVVQSWL-GGGAIKTL  
ENH60583 F. oxysporum f.sp.cubense race1DFLDTLFEDLFPRISPYSAYFHAGGDELNHN----------NETEVLAPLLQKFVDYTHGKI----FVWEEMIT--E-WTLGKDVVIQSWL-GNGAVKAM  
XP_003054100 N. haematococca mpVI77-13-4DFLDTLFGDLFPRISPYTAYFHTGGDELNHN----------NETEVLAPLLQKFLDYAHGKV----LVWEEMIT--E-WTLGKDVVVQSWL-GGTAVKDL  
XP_003039077 N. haematococca mpVI77-13-4SFLDTLFGDLFPRIAPYTAYFHTGGDELKEN----------NDTKVLSPLLQKFVSYTHEKV----LVWEEMVT--T-WTIGSDVLVQSWL-GGSAVKDL  
EHK40646 T. atroviride IMI 206040       DFVDKLFDDLLPRVTPYSSYFHTGGDELNAN----------NSSDVLQPLLQKFISHAHSKI----LVWEEMVT--T-WTLGSDTVVQSWL-GGDAVKNL  
XP_006963063 T. reesei QM6a    DFVDALFDDLLPRVAPYSAYFHTGGDELNAN----------NATDVLQPLLQKFLNFAHAKI----FVWEEMVT--T-WTLGNDTVVQSWL-GGTAVKDL  
EHK16483 T. virens Gv29-8        SFLDTLFNDLLPRISPYSSYFHTGGDELNVN----------NDTAVLQPLLQKFINFAHSKV----FVWEEMVT--T-WTLGSDTVVQSWL-GGDAVKNL  
XP_003710021 M. oryzae 70-15    AFLEKLFDDVLPRVHPYAAYFHTGGDELNAN----------NKSEVLQPLLQKFIDKQHERV----MVWEEIPL--D-WTLGKDVPVQSWL-G--NAQKL  
ESA44114 N. crassa OR74A        DFLGKLWDDLLPRVAPYSAYFHTGGDELNRN----------NDTEVLRPLLQRFVDKQHERI----LTWEEIPI--E-WNLGKDVVVQTWL-GQSSVKNL  
XP_001728191 N. crassa OR74A    DFLGKLWDDLLPRVAPYSAYFHTGGDELNRN----------NDTEVLRPLLQRFVDKQHERI----LTWEEIPI--E-WNLGKDVVVQTWL-GQSSVKNL  
KFG80340 NAG1 M. anisopliae E6      QVVGNVYSELSKKFS--DDFFHVGGDELQIGWFAADPKRTYFD------LNQYWIDHAYPLFGKKDIMWEDVVLSPDAHNVSKSVIMQSWNNGVANIDKL  
XP_007825739 M. robertsii ARSEF 23   QVVGNVYSELSKKFS--DDFFHVGGDELQIGWFAADPKRTYFD------LNQYWIDHAYPLFGKKDIMWEDVVLSPDAHNVSKSVIMQSWNNGVANIDKL  
XP_007812622 M. acridum CQMa 102   EVVGKVYSELSKKFS--DDFFHVGGDELQIGWFAADPGRTYFD------LNQYWIDHAYPLFGKKDIMWEDVVLSPDAHNVSKSVIMQSWNNGVANIDKL  
XP_008603374 B.bassiana ARSEF 2860   QAVEKVYAELSQRFS--DDFFHVGGDELQVGWFAADSSRTYFD------LNQHWVNTAMPIFGNKDVMWEDVVLSPDAANVSKNVIMQSWNNGITNIGKL  
XP_006674193 C. militaris CM01   AAVEKVYAELSRRFA--DDFFHVGGDELQVGWFAEDASRTYFD------LNQHWIDKSMPIFGNKDIMWEDVVLSHDAANVSKDVIMQSWNNGITNIGKL  
XP_747307 NagA A.fumigatus Af293      DIVRDVYNELSGVFT--DNWFHVGADEIQPNWFAEDPSRTYND------LSQYWVDHAVPIF----IMWEDIVLSPE-HDVPKDIVMQTWNNGVEYIQNL  
XP_001393538 A. niger CBS 513.88   DVVREVYNELSGIFP--DNWFHVGADEIQPNWFAEDPSRTYND------LAQYWVDHAVPIF----VMWEDIVLSTE-HDVPTNIVMQTWNNGLDYINQL  
XP_001390192 A. niger CBS 513.88   ------YNELSNIFP--DNWFHVGADEIQPNWFTQDPSRTYND------LAQYWVDHAVPIF----VMWEDIVLSTE-HDVPTNIVMQTWNNGLDYINQL  
XP_659106 A. nidulans FGSC A4      EVVQDVYEELSSIFT--DDWFHVGGDEIQPNWFQEDPSRTYND------LMQHWVDKAVPIF----VMWEDVVLNTE-HDVPTDIVMQSWNNGLENINKL  
                           410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
KFG85702 NAG2 M. anisopliae E6      AAAGHKVIDSTFDIYYLDCGRGQWLDDAA-------FA------DYCSPTKNWRLIYSHDPVENMTAEAAANVIGGEVAVWTEMIDPVSLDTLAWPRAAA  
XP_007826269 M. robertsii ARSEF 23   ATAGHKVIDSTFDVYYLDCGRGQWLDDAA-------FA------DYCSPTKNWRLIYSHDPVENMTAEAAANVIGGEVAVWTEMIDPVSLDTLAWPRAAA  
XP_007811735 M. acridum CQMa 102   ATAGHKVIDSSSDFYYLDCGRGQWLDQAA-------FN------DWCAPTKNWRLIYAHDPVENMTAAAAANVIGGEVAVWTETIDPSSLDTVVWPRAAA  
XP_008601816 B. bassiana ARSEF 2860   AESGHKVVVSSSDAYYLDCGRGQFIDQRA-------FT------DWCAPTKNWRLIYAQDPRAGISGDAAANVLGGEVAVWTETIDATSLDTIVWPRAAA  
XP_006674437 C. militaris CM01   AEAGHKVIVSTADAYYLDCGRGQFIDQSA-------FT------DWCVPTKNWRLIYAQDIRAGLADEAAANVIGGEVALWTETVDATSLDTLVWPRAAA  
EHK46127 T. atroviride IMI 206040     AQLGYKVIDSSNDFYYLDCGRGEFLDQNN-------FL------DWCDPTKNWKLLYSHEPTDGVSSDLHKNVIGGELAVWTETIDTTSLDTIIWPRAGA  
XP_006969176 T. reesei QM6a    AEAGHKVIDSSNQFYYLDCGRGEWLDNNN-------FL------DWCDPTKNWKLMYSHDPTDGVSDDLKKFVIGGEVAVWTETIDPTSLDTIIWPRAGA  
EHK20756 T. virens Gv29-8        AEAGFKVIDSSNDFYYLDCGRGEWLDDNN-------FL------DWCDPTKNWKLMYSHEPTDGVSDDLKKNVIGGEVAVWTETIDPTSLDSIIWPRAGA  
ESU06579 F. graminearum PH-1       AEAGHKVIDSDYNFWYLDCGRGQWLNQTY-------FN------DWCGPTKSWRLIYSHDPRAGLSEEAAKRVLGGEAAVWTETIDSVNLDTIVWPRAAV  
XP_381459 F. graminearum PH-1     AEAGHKVIDSDYNFWYLDCGRGQWLNQTY-------FN------DWCGPTKSWRLIYSHDPRAGLSEEAAKRVLGGEAAVWTETIDSVNLDTIVWPRAAV  
ENH60583 F. oxysporum f.sp.cubense race1AEAGHKVIDSDYNFWYLDCGRGQWLNKTY-------FN------DWCGPTKSWRLIYSHDPRAGLSEEAAKLVLGGEAAVWTETIDSVNLDTIVWPRAAV  
XP_003054100 N. haematococca mpVI77-13-4VAAGHKVIDSDYNFWYLDCGRGQWLNQTF-------FN------DWCGPSKNWRLIYSHDPRAGLSEEEAKLVLGGEVAVWSETIDSVNLDSLVWPRAGA  
XP_003039077 N. haematococca mpVI77-13-4AEGGRKVIDSNYEFWYLDCGRGQWLNKKY-------FN------DWCGPTKSWQLVYAHDPLAGISKNAVQNVLGGEVAVWTETIDAVNLDTLVWPRASV  
EHK40646 T. atroviride IMI 206040       AESGYKVIDTDYNFYYLDCGRGQWVNNTY-------FS------DWCAPTKNWRLIYSHDPAKGVSKANAKNVLGGELAIWSEMIDGSNMDNIIWPRGSA  
XP_006963063 T. reesei QM6a    AESGHKVIDTDYNFYYLDCGRGQWVNDTY-------FG------DWCAPTKNWRLIYSHDPAAGISASHAKNVLGGELAVWSEMIDASNLDNIIWPRASA  
EHK16483 T. virens Gv29-8        AESGHKVIDTDYNFYYLDCGRGQWVNTTY-------FN------DWCQPTKNWRLIYSHDPATGVSASAAKNILGGEVAVWSEMIDAANLDNIIWPRASA  

GH20 conserved sequence motif 
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XP_003710021 M. oryzae 70-15    AAAGHQVIDSNYNFWYLDCGRGQWINRQF-------FN------DWCGPTKSWQLVYSYDPRAGLSEEAAKLVLGGEVAIWSETIDEQTIDSIIWPRANA  
ESA44114 N. crassa OR74A        TSRGHKVIDSNYNFWYLDCGRGQWLNAAF-------FL------DWCSPYKSWRHVYSYDPAANLTEEEAKLILGGEVAVWAESIDPIALDTIIWPRASA  
XP_001728191 N. crassa OR74A    TSRGHKVIDSNYNFWYLDCGRGQWLNAAF-------FL------DWCSPYKSWRHVYSYDPAANLTEEEAKLILGGEVAVWAESIDPIALDTIIWPRASA  
KFG80340 NAG1 M. anisopliae E6      TKAGYDVIVSSADFMYLDCGNGGYVTQSNPDATGATFNYGGPGGSWCAPYKTWQRIYDYDFTANLTSDQAKHIIGAAAPLWSEQVDDAVISSKMWPRAAA  
XP_007825739 M. robertsii ARSEF 23   TKAGYDVIVSSADFMYLDCGNGGYVTQSNPDATGATFNYGGPGGSWCAPYKTWQRIYDYDFTANLTSDQAKHIIGAAAPLWSEQVDDAVISSKMWPRAAA  
XP_007812622 M. acridum CQMa 102   TKAGYDVIVSSADFMYLDCGNGGYVTQSNPDATGATFNYGGPGGSWCAPYKTWQRIYDYDFTANLTSEQAKHIIGAAAPLWSEQVDDAVISSKMWPRAAA  
XP_008603374 B.bassiana ARSEF 2860   TAAGYDVIVSSADFLYLDCGFGGYVTQENPDPTAATFNYGGNGGSWCAPYKTWQRIYDYDFAKNLTAAQAKHIIGASAPLWSEQVDDTIISGKMWPRAAA  
XP_006674193 C. militaris CM01   TAAGYDVIVSSADFLYLDCGFGGYVTQENPDPTGATFNYGGIGGSWCAPYKTWQRIYDYDFAQNLTDAQAKHVIGASAPLWSEQVDDAIISGKMWPRAAA  
XP_747307 NagA A.fumigatus Af293      TARGYDVIVSSADFFYLDCGSGGYVTLSNPDPS--TFNYGGNGGSWCAPYKTWQRIYDYDFTTNLTDAQAKHIIGATAPLWSEQVDDVTVSSKFWPRAAA  
XP_001393538 A. niger CBS 513.88   TAKGYDVIVSSSDFMYLDCGMGGFLTMSNPDPN--TFNYGGNGGSWCAPYKTWQRIYDYDFTQNLTDAQAQHIVGAEAPLWSEQVDDVTVSSLFWPRAAA  
XP_001390192 A. niger CBS 513.88   TAKGYDVIVSSADFMYLDCGMGGFLTMSNPDAS--TFNYGGNGGSWCAPYKTWQRIYDYDFTQNLTVTQAQHIVGAEAPLWSEQVDDVTVSSQFWPRAAA  
XP_659106 A. nidulans FGSC A4      TERGYDVIVSSADFMYLDCGRGGYVTQTNPDPD--TFNYGGIGGSWCGPYKTWQRIYNYDFTLNLTNAQAKHVIGATAPLWSEQVDDVNISNLFWPRAAA  
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KFG85702 NAG2 M. anisopliae E6      AGEAWWSGRKDG-EGNLRSVFTARPRLEEMRERMLARGVRGAVISQLFCGQ---  
XP_007826269 M. robertsii ARSEF 23   AGEAWWSGRRDG-EGNLRSVFTARPRLEEMRERMLARGVRGAVISQLFCGQ---  
XP_007811735 M. acridum CQMa 102   AGEAWWSGRRDG-EGNLRSVYTARPRLGEMRERMLVRGVRGAVISQLFCGQ---  
XP_008601816 B. bassiana ARSEF 2860   AGESLWSSRYES-DGKNRSMYDVRPRLSEMRERMLARGVRGAPITQLWCDQ-E-  
XP_006674437 C. militaris CM01   AGESWWSGRSGA-DGKNRSMYEVRPRMSEMRERMLARGVRGAPITQLWCDQ-E-  
EHK46127 T. atroviride IMI 206040     AAEVWWSGRVDEATGTNRSQLDARPRLSEQRERMLARGVRGAPITQLWCSQ--G  
XP_006969176 T. reesei QM6a    AAEIWWSGKTDE-HGANRSQIDARPRLSEQRERMLARGVRGTPITQLWCSQ--G  
EHK20756 T. virens Gv29-8        AAEIWWSGKIDE-KGNNRSQIDARPRLSEQRERMLARGVRGTPITQLWCSQ--G  
ESU06579 F. graminearum PH-1       MGEVLWSGRTDAS-GQNRSQYDAAPRLAEMRERMVARGVSASPVQMPFCTQ---  
XP_381459 F. graminearum PH-1     MGEVLWSGRTDAS-GQNRSQYDAAPRLAEMRERMVARG----------------  
ENH60583 F. oxysporum f.sp.cubense race1MGEVLWSGRTDAS-GQNRSQYDAAPRLAELRERMVARGVSASPIQMPFCTQ---  
XP_003054100 N. haematococca mpVI77-13-4AGEVLWSGRTDAS-GKNRTQYDAAPRLAEMRERMVARG----------------  
XP_003039077 N. haematococca mpVI77-13-4AGEVLWSGRQDAA-GQNRSQYDAMPRLAEFRERLVARGLRTSPIQMTFCTQ---  
EHK40646 T. atroviride IMI 206040       AGEVWWSGNVDTATGQNRSQLEVTPRLNEFRERMLARGVNAMPIQMTYCTQ---  
XP_006963063 T. reesei QM6a    AGEVWWSGNVDAATGQNRSQLEVVPRLNEFRERMLARGVSAMPIQMTYCTQ---  
EHK16483 T. virens Gv29-8        AGEVWWSGNADPATGQQRSQLDVVPRLNEFRERLLARGVSAMPIQMTYCTQ---  
XP_003710021 M. oryzae 70-15    AGEVLWSGRIDPATGQNRSQLEAIPRLSEMRERLVARGVRPAALTQLWCTQ---  
ESA44114 N. crassa OR74A        AGEVLWSGRIDPATGQNRTQLDAAPRLSELRERLVARGVQSSSVYMTWCTQD--  
XP_001728191 N. crassa OR74A    AGEVLWSGRIDPATGQNRTQLDAAPRLSELRERLVARGVQSSSVYMTWCTQD--  
KFG80340 NAG1 M. anisopliae E6      LAELVWSGNKDPKTGLKRTTY-LTQRILNFREYLVANGIGAAPLVPKYCLQHTA  
XP_007825739 M. robertsii ARSEF 23   LAELVWSGNKDPKTGLKRTTY-LTQRILNFREYLVANGIGAAPLVPKYCLQHTA  
XP_007812622 M. acridum CQMa 102   LAELVWSGNKDPKTGLKRTTY-LTQRILNFREYLVANGIGAAPLAPKYCLQHTA  
XP_008603374 B.bassiana ARSEF 2860   LGELVWSGNRDPKTGKKRTTS-FTQRILNFREYLVANGIGATALVPKYCLQHDA  
XP_006674193 C. militaris CM01   LAELLWSGNRDPKTGKKRTTT-FTQRILNFREYLVANGVAATPLVPKYCLQHEA  
XP_747307 NagA A.fumigatus Af293      LAELVWSGNRDAN-GKKRTTL-MTQRILNFREYLLANGIQAGNLVPKYCLQHSA  
XP_001393538 A. niger CBS 513.88   LAELVWSGNRDEN-GHKRTTL-MTQRILNFREYLVANGVQAKALVPKYCVQRSV  
XP_001390192 A. niger CBS 513.88   LAELVWSGNRDEN-GRKRTTL-MTQRILNFREYLVANGAQAQALVPKYCVQHSA  
XP_659106 A. nidulans FGSC A4      LAELVWSGNRDAK-GNKRTTL-FTQRILNFREYLLANGVMAATVVPKYCLQHTV  

 
Figure S1. Multiple alignment of GH20 NAGases from filamentous fungi. Amino acid alignment built and trimmed with GUIDANCE2 
using PRANK as the MSA algorithm with 100 bootstrap replicates. Location of the GH20 conserved sequence motif (H/N-x-G-A/C/G/M-
D-E-A/I/L/V) is highlighted. 



91 

 

 
 
                            10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   

                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
KFG84234 M. anisopliae E6  -------------SPPHYPSPWEDAYKQARFVS--------------------------------------------LAEKVN--------------LTT  
KFG86760 M. anisopliae E6  -------------SPPIYPSPWAAAYQKAKLVS--------------------------------------------LEEKVN--------------VTG  
KFG85258 M. anisopliae E6  -------------SPPVYPTPWADAYVQARFVA--------------------------------------------LEEKVN--------------ITR  
KFG81708 M. anisopliae E6  --------------PSYYPAPWQESYRKARFVA--------------------------------------------LAEKTN--------------LTA  
KFG84481 M. anisopliae E6  ------------------------------VLE--------------------------------------------LAEKVD--------------LLT  
ACI15900 NAGA T. maritima MSB8  ---------------------------------GKLFF-CGFN----DFNEEVKEIIRKYRPTGILIYPGVLSKEYLLMDFMSFLSKEGD-------FLI  
AAK16587 CbsA T. neapolitana  ---------------------------------GKLFF-CGFD----DFNEEAREVIQKYRPAGVLIYPGVLSKEYLFLDFMNFLSRNGR-------FIV  
BAA32403 NAGA S. thermoviolaceus OPC520 ---------------------------------GQLFV-MRVYGI--DANLEEIELIEKYHVGGIIYFAHNTRDPQQIADLSNGIQKAALAQPRGLPLLI  
AGC24356 R. miehei CAU432  ---------------------------------GQLLM-CGFDGL--EPTPGIIDLIENHNLGSIILFSRNIATPKQVQKLTHSLQQIARNAGHKRPLFI  
MA128875 NAG4 M. anisopliae E6  ---------------------------------VQLFA-VGFYGT--EINKEIKSLIQDYGVGAVLLFKRNIKDAAQLQALCLGLQQLAQDAGHTQPLFV  
XP007823900 M. robertsii ARSEF 23 ---------------------------------GQLFA-VGFYGT--EINKEIKSLIQDYGVGAVLLFKRNIKDAAQLQALCLGLQQLAKDAGHTQPLFV  
XP007809270 M. acridum CQMa 102  ---------------------------------GQLFA-VGFYGT--EINKEIKSLIQDYGVGAIVLFKRNIQDAAQLQALCLGLQKLASDAGHAQPLLV  
EHK46125 T. atroviride IMI 206040 ---------------------------------GQLFA-VGFHGR--EINKEITTLIRDYGVGAIVLFKRNVLDATQLQALCLGLQKIASDAGHSQPLFI  
XP006969215 T. reesei QM6a  ----------------------------------QLFA-VGFHGR--EINQEITTLIRDYGVGAIVLFKRN-----------------------------  
EHK20754 T. virens Gv29-8  ---------------------------------GQLFA-VGFHGR--EINKEITTLIRDYGVGAIVLFKRNVLDATQLQALCLGLQKIAKEAGHSQPLFI  
XP008602406 B. bassiana ARSEF 2860 ---------------------------------GQLFA-VGFHDT--FINSDIKSLIQDYGVGAIVLFKRNVSSATQLRTLCHDLQQLAHNAGHAQPLLI  
XP006673913 C. militaris CM01  ---------------------------------GQLFA-VGFHDT--TVNSAITSLIQDYHVGAVVLFKRNVRSAAQLRTLCHDLQQLARDAGHAQPLLL  
XP754443 A. fumigatus Af293  ---------------------------------GQLFA-VGFHGV--VPSPEIKTLIHEYGIGGIVLFKRNIQNAMQLQ---------------------  
XP001399892 A. niger CBS 513.88  ---------------------------------GQLFA-VGFHGL--TPSPEIKTLIHDYGIGAIVLFKRNVSDAAQLQALTHALQEEARLAGHEHPLLI  
P48823 HEXA Alteromonas sp. strain O7 ---------------------------------GQKLM-LDFRYT--TLPPELSELISRYDIGGAILFAENVQNTAQIISLTNALQSAAQQSKSQLPLFI  
P40406 NAGZ B. subtilis subtilis 168 ---------------------------------GQMLM-PDFRNT--KMNDEVASLVKKYQFGGIILFAENVKTTKQTVQLTDDYQKASPK----IPLML  
BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M21 ---------------------------------GQMMF-YGVNGT--NVDDKVVNLFEDQHAGGIILYGHRNSSLDNNVKYVNSIKKANRQN-SDIPLFI  
P75949 NAGZ E. coli K12   ---------------------------------GPVMLDVEGY----ELDAEEREILAHPLVGGLILFTRNYHDPAQLRELVRQIRAASRN-----RLVV  
P96157 NAGZ V. furnissii 7225  ---------------------------------GPLWLDVEGC----ELTAEDREILAHPTVGGVILFARNYHDNQQLLALNTAIRQAAKR-----PILI  
KFD82021 NAGZ V. cholera  ---------------------------------GPLWLDVAGY----ELSAEDREILQHPTVGGVILFGRNYHDNQQLLALNKAIRQAAKR-----PILI  
KFG78085 NAG3 M. anisopliae E6  MA---DLDPLWQN--------------------GQMLI-MGWD--GTEVTPQIKSLIEDHHLGSIILTAKNLKSAQETAKLVQELQTIAKNAGHPQPLLI  
XP007818395 M. robertsii ARSEF 23 MA---DLDPLWQN--------------------GQMLI-MGWD--GTEVTPQIKSLIEDHHLGSIILTAKNLKSAQETAKLVQELQTIAKNAGHPQPLLI  
XP008598947 B. bassiana ARSEF 2860 MTGAAEIDPIYQN--------------------GQTLI-MGWD--GTEVTPQIRTLIEDHHLGSIILTAKNLKSAQQTARLVQELQTIAQNAGHPQPLLI  
XP006669831 C. militaris CM01  MTGAADIDPIYQN--------------------GQVLL-MGWD--GIEVTPQIRTLIEDHHLGSIILTAKNLKSAQQTARLVQELQTIAQNAGHPQPLLI  
EHK44614 T. atroviride IMI 206040 MASAFELDPLWQN--------------------GQMLL-MGWD--GTQVTPQIRSLIEDHHLGSIILTAKNLKSAHQTALLVQELQMIAKNSGHPQPLLI  
XP006966911 T. reesei QM6a  MASAFDLDPLWQN--------------------GQMML-MGWD--GTQVTPQIRSLIEDHHLGSIILTAKNLKSAHHTALLVQELQMIAKNSGHPQPLLI  
EHK23853 T. virens Gv29-8  MASAFELDPLWQN--------------------GQMLL-MGWD--GTQVTPQIRSLIEDHHLGSIILTAKNLKSAHHTAMLVQELQMIAKNSGHPQPLLI  
XP388571 F. graminearum PH1     MA--SDLDPSWHD--------------------GQILI-MGWD--GTEVTPQIRTLIEDHHLGSIILTAKNLKS-----ELVQELQTIAKNAGHLQPLLI  
ENH61856 F. oxysporum f.sp.cubense race1MA--SDLDPAWQD--------------------GQILI-MGWD--GTEVTPQIRSLIEDHHLGSIILTAKNLKSAQQTAELVQELQTIAKNAGHLQPLLI  
XP003053110 N. haematococca mpVI 77-13-4MA--ADLDPIWQD--------------------GQILI-MGWD--GTEVTPQIRSLIEDHHLGSIILTAKNLKSAQQTAELVQELQTIAKNAGHPQPLLI  
XP003718403 M. oryzae 70-15  MA----LDALWQD--------------------GQMLI-MGWD--GTEVTPQIRNLIETHHLGSILLTAKNLKSAHETAKLVQELQTIARQAGHPYPLLI  
EAA31125 N. crassa OR74A  -----------------------------------MLI-MGWD--GTEVTPQIRELITDHHLGSILLTAKNLKSAHQTAKLVQELQTIAHNAGHPYPLLI  
XP747213 A. fumigatus Af293  MA----LPPGWED--------------------GQLFM-MGFD--GTSVNPQIRSLIENYHLGSVLLTAKNLKSAEEATRLVLELQTIARDAGHPVPLLI  
XP001398206 A. niger CBS 513.88  MA----LPPGWED--------------------GQLFM-MGFD--GTSVSPQIRSLIKDYHLGSVLLTAKNLKSAEDATRLVLELQTIARDAGHPVPLLI  
XP659020 A. nidulans FGSC A4  MA----LPPGWDD--------------------GQLFM-MGFD--GTTVSPQIRSLIQKYHIGSVLLTAKNLKSAEDATRLILELQTIARDAGHPVPLLI  
Q7WUL3 NAG3 C. fimi   MS----IAWVRTT--------------------GQLFC-L-IT--YTSDPEYLGYLTRGLHVGGVMLRTM---TAADAAATVTTLQSTA-----TVPLLI  
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KFG84234 M. anisopliae E6  GTGWMSGAV-------LRALCLQDGPLGI-YNSAFPAGITAGATWSEHLWRDRGKALGAESRDKGIDIALGPASGPLGAP---GGRNAEGFGSDPYLQGK  
KFG86760 M. anisopliae E6  G-VDLIYPN-------FPGMCVSDAGNGL-FVNAYPAGIHVGTSWNKDLARRRGAAMGGEFRRKGVNVLLGPMVGPAWVV---GGRNWEGFSVDPYLSGS  
KFG85258 M. anisopliae E6  GFADPTGSV-------WHGLCLMDAGNGV-MVSAWASGLHVGASWDRNLTYERGLWMAREFKAKGVNIALGPNAGPLGTP---GGRNWEGFSVDPYLAGA  
KFG81708 M. anisopliae E6  GTGIFMGSA-------FPQLCFNDGHNGV-NVTVFPDGITTGATFDKKLMYQRAVAIGKEARGKGVNVWLGPTVGPIGKP---GGRNWEGFGADPSLQAI  
KFG84481 M. anisopliae E6  GADWHTKAL-------IPSLRMSDGPNGV-FAACFPCGTALGSTFNQQLLEEAGKKMGEEALAKSAHIILGPTIN-MQSP---GGRGFESIGEDPFLAGL  
ACI15900 NAGA T. maritima MSB8  SSDHEGGQL------------------------SSPGNLAFG-KNSPDVTYRYSRVAGKIMEIVGLNMVFAPVLD-LLEESVIDIR---SYGSDPKIVAE  
AAK16587 CbsA T. neapolitana  SSDHEGGQL------------------------SFPGNLAAG-KVDPVFTGRYCEMAGRIMNTLGFNMVFAPVLD-LLEKSVVDLR---SFGSDPEVVAS  
BAA32403 NAGA S. thermoviolaceus OPC520 ATDQEHGIV------------------------LFPGAMAIGAGGSTADARTLGRISGAELRAMGVNQDYSPDAD-VNNPNVIGVR---SFGADPDAVAR  
AGC24356 R. miehei CAU432  AVDQENGVV------------------------YLPGNMALGALGSSTAARNVAMAISKELLTLGMNWNLAPVLD-VNNPNVIGVR---SYGQDPELVAR  
MA128875 NAG4 M. anisopliae E6  GIDQENGLV--------------------V---QLPGPMALGAAASLESAYHVAKATGNMLRYFGINMNYAPVGD-VNEPNVIGVR---SPGDDADKVAR  
XP007823900 M. robertsii ARSEF 23 GIDQENGLV--------------------V---QLPGPMALGAAASLESAYHVAKATGNMLRYFGINMNYAPVGD-VNEPNVIGVR---SPGDDADKVAR  
XP007809270 M. acridum CQMa 102  GIDQENGLV--------------------V---QLPGAMTLGAAASFESAYRVAKATGNTLRHFGINMNYAPVGD-VNEPNVIGVR---SPGDDPDRVAR  
EHK46125 T. atroviride IMI 206040 GIDQENGLV--------------------I---QQPGPMTLGATGSLDYAYEVAKATGGMLQYFGINMNYAPVGD-INEPNVIGVR---SPSDQAETVSK  
XP006969215 T. reesei QM6a  ----ENGLV--------------------I---QQPGPMTLGAAGSLEYAYEVAKATAEMLRYFGINMNYAPVGD-VNEPNVIGVR---SPSDQAETVSK  
EHK20754 T. virens Gv29-8  GIDQENGLV--------------------V---QQPGPMTLGATGSLDSAYEVAKATAEMLRYFGINMNYAPVGD-INEPNVIGVR---SPSDQAETVSK  
XP008602406 B. bassiana ARSEF 2860 GIDQENGLI--------------------V---QQPGPMALAATRSLDTASQVAGATAEMLRHFGINMNYAPVGD-VNEPNVIGVR---SPSDDPETVAQ  
XP006673913 C. militaris CM01  AIDQENGLV--------------------V---QLPGPMALAATGSLDAADAVADATADMLRHFGINMNYAPVAD-VNEPNVIGVR---SPSDNPQTVAR  
XP754443 A. fumigatus Af293  ----------------------------------LPGPMALGATHSPELAYQVGQVTGETLRFFGINMNYAPVCD-INEPNVIGPR---SPGDDPEFVGR  
XP001399892 A. niger CBS 513.88  GIDQENGLV--------------------V---QLPGPMALGAANSPELAYQVGAATGEILSASGINMNYAPVCD-INEPNVIGVR---SFGDNPEFVAR  
P48823 HEXA Alteromonas sp. strain O7 AIDQEGGRV------------------------SFTGNMSIGATYPKIYATKVASAIGKELNSLGINVNFAPTVD-VNNPNVINVR---SFSENPTVVTK  
P40406 NAGZ B. subtilis subtilis 168 SIDQEGGIV------------------------NFPGNMALGAARSRINAYQTGSIIGKELSALGINTDFSPVVD-INNPNVIGVR---SFSSNRELTSR  
BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M21 GFDEEGGSM------------------------RTPSKGELGNTNDSSLATGIGAGTAKKLKLLGINTDFGTVLD-INNKNIIGVR---SYGSTKEKVTE  
P75949 NAGZ E. coli K12   AVDQEGGRVQRFREGF-----------------SF----AAL-SGMEKLAQEAGWLMASEMIAMDIDISFAPVLD-VG--SAIGER---SYHADPQKALA  
P96157 NAGZ V. furnissii 7225  GVDQEGGRVQRFRDGF-----------------LY----AR----SDQLAEDGGWLMAAELIAHDIDLSFAPVLD-KG--CAIGNR---AFGDDVQTVLT  
KFD82021 NAGZ V. cholera  GVDQEGGRVQRFREGF-----------------YY----AR----AEELAEQGGWLMAAELIAHDVDLSFAPVLD-MG--CAIGNR---AFGEDVQTVLK  
KFG78085 NAG3 M. anisopliae E6  AVDQENGGV---------------------YVCQFPSAMGIAATGRVELAYEIYKATASEISACGVNLMLGPVLD-VLNAYPLGVR---STGDDPQEASQ  
XP007818395 M. robertsii ARSEF 23 AVDQENGGV---------------------YVCQFPSAMGIAATGRVELAYEIYKATASEISACGVNLMLGPVLD-VLNAYPLGVR---STGDDPQEASQ  
XP008598947 B. bassiana ARSEF 2860 AVDQENGGV---------------------YVCQFPSAMGIAAAGSPELAYEVTKATATEISACGVNLMLGPVLD-VLNAYPLGVR---ATSDDPQEVSQ  
XP006669831 C. militaris CM01  AVDQENGGV---------------------FVCQFPSAMGIAAAGSPELAYEVTKATATEISACGVNLMLGPVLD-VLNAYPLGVR---ATSDDPQEVSQ  
EHK44614 T. atroviride IMI 206040 AVDQENGGV---------------------FVCQFPSAMAIAATGSLDLSYEVNKATATEIAACGVNLMLGPVLD-VLNAYVIGVR---ASGDDPQEVSQ  
XP006966911 T. reesei QM6a  AVDQENGGV---------------------FVCQFPSAMAIAATGSLELSYEVNKATATEISACGVNLMLGPVLD-VLNAYVIGVR---ASGDDPQEVSQ  
EHK23853 T. virens Gv29-8  AVDQENGGV---------------------FVCQFPSAMAIAATGSLELSYEVNKATATEISACGVNLMLGPVLD-VLNAYVIGVR---ASGDDPQEVSQ  
XP388571 F. graminearum PH1     ALDQENGGV---------------------YVCQFPSAMGVAATGRADLAYEVTKATATEISACGVNLMLGPVLD-VLNAYPLGVR---ATGDDPQEVSQ  
ENH61856 F. oxysporum f.sp.cubense race1ALDQENGGV---------------------YVCQFPSAMGVAATGRADLAYEVTKATATEISACGVNLMLGPVLD-VLNAYPLGVR---ATGDDPQEVSQ  
XP003053110 N. haematococca mpVI 77-13-4ALDQENGGV---------------------YVCQFPSAMGVAATGRADLAYEVTKATATEISACGVNLMLGPVLD-VLNAYPLGVR---ATGDDPQEVSQ  
XP003718403 M. oryzae 70-15  ALDQENGGV---------------------YICQFPSAMGVAAAGNPELAYNVAKATATEVSAVGVNLILGPVLD-VLNAYPLGVR---ATSDDPQEVSQ  
EAA31125 N. crassa OR74A  ALDQENGGV---------------------HICQFPSSMGQAAAGSPDLSYQLAKATATEVSACGVNLILGPVLD-VLNAYPLGVR---ATSDDPQEVSQ  
XP747213 A. fumigatus Af293  ALDQENGGV---------------------YIRQFPSAMGIAATGSKSLAHDVAYATAQELKAVGVNWILGPVLD-VLNVTPLGVR---TTGDDPQEVSQ  
XP001398206 A. niger CBS 513.88  ALDQENGGV---------------------YIRQYPSAMGIAATGSKTLAHEVATATAQELKAVGVNWILGPVLD-VLNVSPLGVR---TTGDDPQEVSQ  
XP659020 A. nidulans FGSC A4  ALDQENGGV---------------------YIRQFPSAMGIAATGSKDLAHDIAFATAQELKAVGFNWILGPVLD-VLNVNLMGVR---TCGDDPQEVSQ  
Q7WUL3 NAG3 C. fimi   SANLEGGAS---------------------HVG---SNMALAATGSTDHVRRAATVIGREARALGINWAFTPVVD-IDNFNITNTR---TFGADAATVAA  
 
 
 
 
 



93 

 

 
 
 
                           210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
KFG84234 M. anisopliae E6  GLANTVIGIQESGVIACAKHFIANEQEHFRQAGES-SNVD----DKT---LHEDYAWPFADAIR-AG-GSIMCS----------LNGILKDEMGFQGFVM  
KFG86760 M. anisopliae E6  LVAQTIQGVQSQGVQTSLKHYIANEQEMNRNPSGE-SNVD----DKT---MHEVYLWPFQDGVR-AG-GNIMCS----------LNGLLKTELGFQGFVM  
KFG85258 M. anisopliae E6  LGAETITGMQEAGVMANLKHFIANEQETYRRPYFG-SNID----DKT---LHEYYLWPFMDGVK-AG-ASVMCS----------MNGILKGELGYQGFVM  
KFG81708 M. anisopliae E6  VARETIKGVQEQGVIATIKHFIGNEQEMYRMYNPV-ANID----DRT---LHEVYMWPFAEGIH-AG-GSVMMA----------INALLKDELGFQGFVQ  
KFG84481 M. anisopliae E6  GAAALVRGIQSTGVQATIKHFLCNDQEDKRM-----SIVT----ERA---LREIYALPFQLAVRDAR-GAFMTA----------LDRMLRKEWGWEGLIM  
ACI15900 NAGA T. maritima MSB8  HGARACEGYLEGGVIPCIKHF----------PGHG-SHLTLPVVDAPFEKLWEEDLLPFRKVL-EREKVTVMTA--PATLSEKIITDVLREKIGFDGLVI  
AAK16587 CbsA T. neapolitana  HGMEACMGYFKGGVIPCIKHF----------PGHG-SHYLLPTVNASFEELWREDLLPFRRIF-QSRKTAVMTA--PATLSKKLITEVLREKLNFKGLVL  
BAA32403 NAGA S. thermoviolaceus OPC520 MVAAQVKGYQGSGVAATAKHF----------PGHG-SHTGFPVITHTREQWETLDAVPFRAAI-KAG-DSIMTA--PATLSRPILTGILREELGYDGVVI  
AGC24356 R. miehei CAU432  MGLAQVEGYQRGKVATSIKHF----------PGHG-SHLDVPVINKTLEELDKTELVPFKKALEAGG-ASVMVG--VSSIAPEIVRDLLRRRFGYKGVII  
MA128875 NAG4 M. anisopliae E6  FAAECAKGLRETRVAPCIKHF----------PGHG-SHYGLPVVNKTRGELEALELVPFRRAA-AEG-EMVMTA--PATLSPETIK-ILREDLAFEGVIM  
XP007823900 M. robertsii ARSEF 23 FAAECAKGLRETRVAPCIKHF----------PGHG-SHYGLPVVNKTREELEALELVPFRRAA-AEG-EMVMTA--PATLSPETIK-ILREDLGFEGVIM  
XP007809270 M. acridum CQMa 102  FAVECARGLRETRVAPCIKHF----------PGHG-SHYGLPVVNKTREELERLELVPFRRAA-AEG-EMVMTA--PATLSPETIK-ILRDDVGFEGVIM  
EHK46125 T. atroviride IMI 206040 FAAACARGLRELNVAPCIKHF----------PGHG-SHYGLPVIDKSRADMEKLELIPFRDAV-ADN-EMVMTA--PATLSSETIG-ILRNEWKYEGVIM  
XP006969215 T. reesei QM6a  FAAACTKGLREHKVVPCIKHF----------PGHG-SHYGLPVINKSRADMEKLELIPFRDAV-ADN-EMVMTA--PATLSPDTIG-ILRNEWKYEGVIM  
EHK20754 T. virens Gv29-8  FAAACTKGLREHKVVPCIKHF----------PGHG-SHYGLPVIDKSRADMEKLELIPFRDAV-ADN-EMIMTA--PATLSPDTIG-ILRNEWKYDGVIM  
XP008602406 B. bassiana ARSEF 2860 FAAACATGMREHGVVSCIKHF----------PGHG-SHYGLPSIDKSRAQLDTVELVPFRHAA-REG-EMVMTA--PATLSPQVLH-ILRDELSFHGVIM  
XP006673913 C. militaris CM01  FAAACAKGMRGRTVVPCVKHF----------PGHG-SHYGLPRIDKNREQLEATELLPFRQAV-RDG-EMVMTA--PSTLSPRVLR-ILRDQFDFDGVII  
XP754443 A. fumigatus Af293  FASAAAQGLREQKIIPSVKHF----------PGHG-SHYGLPVIEKTREQLERCELIPFRRAV-AEG-EAVMTA--PATLSADVLS-ILRNEMQFEGMII  
XP001399892 A. niger CBS 513.88  FASASAQGLREHKVVPTVKHF----------PGHG-SHYGLPVIPKTREQLESCELVPFRQAA-NEG-EAIMTA--PATLSPDVMR-ILREDMGYSGMVI  
P48823 HEXA Alteromonas sp. strain O7 LGLAQVKAFEAAGVLSALKHF----------PGHG-SHTGLPRVDHDRDKINQQDLLPFAEII-KASPGMIMTA--PATMSYQIMTQLLRHELGYQGVTV  
P40406 NAGZ B. subtilis subtilis 168 LGLYTMKGLQRQDIASALKHF----------PGHG-SHYGLPLVSHGQERLREVELYPFQKAI-DAG-DMVMTA--PATLSKKVMTGLLRQEMGFNGVIV  
BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M21 FGINELKAIQNEGVIPTVKHF----------PGHG-SHLGLPSLNHDLNRLKSTELVPFQTAI-NNG-DMVMTA--PATMSKKILTDLLRDEMGYKGVII  
P75949 NAGZ E. coli K12   IASRFIDGMHEAGMKTTGKHF----------PGHG-SHKETPCDPRPQAEIRAKDMSVFSSLI-RENLDAIMPA--PASGSPYWLKTVLRQELGFDGVIF  
P96157 NAGZ V. furnissii 7225  YSSAYMRGMKSVGMATTGKHF----------PGHG-SHLETPYDER---DSIADDMTIFRAQI-EAGLDAMMPA--PASGSPYWLKQVLRQELGFQGIVF  
KFD82021 NAGZ V. cholera  HSSAFLRGMKAVGMATTGKHF----------PGHG-SHLETPYDER---EKIAQDIAIFRAQI-EAGLDAMMPA--PASGSSYWLKQVLREELGFKGIVF  
KFG78085 NAG3 M. anisopliae E6  YGLAALNGIRDAGIAAAGKHF----------PSYGNSNSAVPVITQTLEELSLSALVPFRNAI-ATGLDAMFVGPSHACLSDQVVDDLLRNELGFKGVAI  
XP007818395 M. robertsii ARSEF 23 YGLAALNGIRDAGIAAAGKHF----------PSYGNSNSAVPVITQTLEELSLSALVPFRNAI-ATGLDAMFVGPSHACLSDQVVDDLLRNELGFKGVAI  
XP008598947 B. bassiana ARSEF 2860 YGLAAMAGIRDAGIATCGKHF----------PSYGNSSLDVPIITQTLEELSLSALVPFRNAV-ASGLDAMFVGPSHACLSDQVVDDMLRNELGFRGVAI  
XP006669831 C. militaris CM01  YGLAAMAGIRDAGIATCGKHF----------PSYGNSSLDVPIITQTLEELSLSALVPFRNAV-ASGLDAMFVGPS--------VDDMLRNEMGFRGVAI  
EHK44614 T. atroviride IMI 206040 YGLAALSGIRDAGIASCGKHF----------PSYGNSNLDVPIITQTLEELSLSALVPFRNAI-SSGLDAMFVGPSHACLSDQVVDDLLRNELGFKGVAI  
XP006966911 T. reesei QM6a  YGLAALSGIRDAGVASCGKHF----------PSYGNSNLDVPIITQTLEELSLSALVPFRNAI-ASGLDAMFIGPSHACLSDQVVDDLLRNELGFKGVAI  
EHK23853 T. virens Gv29-8  YGLAALSGIRDAGVASCGKHF----------PSYGNSNLDVPIITQTLEELSLSALVPFRNAI-SSGLDGMFIGPSHACLSDQVVDDLLRNELGFKGVAI  
XP388571 F. graminearum PH1     YGLAALRGIRDAGIASCGKHF----------PSYGNSNLDVPIITQTLEELSISALVPFRNAV-ASGLDAMFVGPSHACLSEQVVDELLRDELGFNGVAI  
ENH61856 F. oxysporum f.sp.cubense race1YGLAALRGIRDAGIASCGKHF----------PSYGNSNLDVPIITQTLEELSISALVPFRNAV-ASGLDAMFIGPSHACLSDQVVDELLRDELGFNGVAI  
XP003053110 N. haematococca mpVI 77-13-4YGLAALRGIRDAGIASCGKHF----------PSYGNSNLDVPIITQTLEELSISALVPFRNAI-GSGLDAMFIGPSHACLSDQVVDDLLRDELGFNGVAI  
XP003718403 M. oryzae 70-15  YGIAAMNGYKAAGVATCGKHF----------PSYGNSSLDIPIITQTLEELSLSALVPFRNAI-ATGLDGMFVGPSHACLSDQVVDDLLRNDLGFTGVAI  
EAA31125 N. crassa OR74A  YGIAAMKGYKDAGVATCGKHF----------PSYGNSSLDIPIITQTLEELALSALVPFRNAI-ATGLDAMFVGPSHACLSEQVVDELLREELGFTGVAI  
XP747213 A. fumigatus Af293  YGVEFMKGYKKAGLVTCGKHF----------PSYGNSQTDVPIITESLEQLSLTALVPFRNAI-VHGLDSMMVGAGHACLSEQVVDDLLRKDLKFNGVVV  
XP001398206 A. niger CBS 513.88  YGVEFMKGYQKAGLVTCGKHF----------PSYGNSQTDVPIITESLEQLSLTALVPFRNAI-VQGLDSMMVGAGHACLSEQVVDDLLRKDLKFEGVVV  
XP659020 A. nidulans FGSC A4  YGVEFMKGYQQAGLSTCGKHF----------PSYGNSQTDVPIITESLEQLSLTALVPFRNAI-MNGLDAMMVGAGHACLSEQVVDDLLRKDMKFDGVVV  
Q7WUL3 NAG3 C. fimi   MGAEYVEAIQAQGLAASAKHF----------PGDG-QHLLASVNTMSVEEWDDSFGVVYRAAI-AAGVKTVMVGPGPGVVAEELLNDLLRDRLGFNGLVV  
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                           310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
KFG84234 M. anisopliae E6  SDWQ----------AQHGGAA---------TAVAGLDMSM-------FWGGNLT---------NGTVPAYRIDDMAMRIM------SF----K-QVVDVR  
KFG86760 M. anisopliae E6  SDWG----------AQHAGVA---------TALAGMDMVM-------FWGDHLV---------NGSVPESRVTDMATRIL------TW---DK-QPIEGR  
KFG85258 M. anisopliae E6  LDWN----------AQH-NLN---------SANAGLDMLM-------FWGDNLT---------NNTVKEARVTDMATRIL------AW---DT-EPVDAR  
KFG81708 M. anisopliae E6  SDWL----------AHMSGVA---------SAIAGLDMDM-------YWMYDLT---------NGSVPMDRLNDMATRVV------SW---DE-RVVPVQ  
KFG84481 M. anisopliae E6  SDWY----------GTYSTTP---------AVVAGLDLEM-------FRGEALK---------NASTNKPFTHVIDERVR------VL---V--ET----  
ACI15900 NAGA T. maritima MSB8  SDAMEMSAVSNNFSVEEIVSL---------FLNAGGNMIL--------------YETL----EDGKVQKDKVERSIRTV---------------------  
AAK16587 CbsA T. neapolitana  SDAMEMKAISENFSVEEAVRF---------FIEAGGNMIL--------------YESL----EDGSIERGKVERSIKIV---------------------  
BAA32403 NAGA S. thermoviolaceus OPC520 TDSLGMEGVRTKYGDDRVPVL---------ALKAGVDQLLNPPS----------FHAV----RSGELTEARLDESILRILRLKARLLFTTR---AH----  
AGC24356 R. miehei CAU432  TDCLEMDAVKETVGTPKGALM---------ALQAGNDMAMISHT----------FKVL----QEGQLDKDEIRQSLQRVAQLKDQFNWQ----LAH----  
MA128875 NAG4 M. anisopliae E6  TECLEMDGVRAAYGTVEGALM---------ALKAGVDNVMICHT----------IDRV----HAGELSQARLDASLKRLRDLKDKYSWEAR--LEN----  
XP007823900 M. robertsii ARSEF 23 TDCMEMDGVRAAYGTVEGALM---------ALKAGVDNVMICHT----------IDRV----HAGELSQARLDASLKRLRDLKDKYSWEAR--LEN----  
XP007809270 M. acridum CQMa 102  TDCLEMDAVRAGCGTVEGALM---------ALQAGVDNVMICHS----------IDRV----HAGELSQARLDASLKRLRDLKHKFSWEVR--LEN----  
EHK46125 T. atroviride IMI 206040 TDCLEMDGIRAEFGSVKGALM---------AFQAGVDNVMICHT----------IDHV----TAGTLSQERIDASLERLRKLKERYSWGTE--LCG----  
XP006969215 T. reesei QM6a  TDCLEMDGIRATYGTVEGSLM---------AFQAGVDNVMICHT----------VDYI----ESGKLSQERVDQSLERLRKLKERYNWHAE--LRG----  
EHK20754 T. virens Gv29-8  TDCLEMDGVRATYGTVEGSLM---------AFQAGVDNVMICHT----------VDHI----NTGKLSQERVDESLERLRKLKEKYNWHAE--LRG----  
XP008602406 B. bassiana ARSEF 2860 TDCLEMDGIRSTFGTVEGSLM---------AFQAGVDNAMICHT----------IDRL----DAGEIPQRRIQESIDRLSRLKSTFTWQTS--LRG----  
XP006673913 C. militaris CM01  TDCLEMDGIRATYGTVEGALM---------ALQAGVDSLMICHT----------IDRV----ETGEIEHTRINESLERIRALKATFNWQIR--LRG----  
XP754443 A. fumigatus Af293  TDCLEMDGIRATYGTEQGAVL---------SLEAGSDSIMICHT----------IQKV----QSGQLSASRLEEAYRRVVKLKSKFSWLTR--LKA----  
XP001399892 A. niger CBS 513.88  TDCLEMDGIRATYGTEQGAVL---------ALAAGCDSIMICHT----------ILQV----ESGKIPSARLDEAIRRVSELKSRFSW--R--LKH----  
P48823 HEXA Alteromonas sp. strain O7 TDALDMAGISDFFNPVDATIE---------TFNAGVDIALMPRN----------MAQL----ETNKLNQEQLSSSMARIAKLKTKLQS------SH----  
P40406 NAGZ B. subtilis subtilis 168 TDALNMKAIADHFGQEEAVVM---------AVKAGVDIALMPTS----------IQAL----KNGDIPEQQINNSVERIISLKIKRMY------QH----  
BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M21 TDDLEMQAISKNWDLGEAAIK---------SVEAGADILLV-HT----------YNAV----NDGKIDENRIDESVRRILRLKYQY--------------  
P75949 NAGZ E. coli K12   SDDLSMEG---------AAIMGSYAERGQASLDAGCDMIL----------------------DN------------------------------------  
P96157 NAGZ V. furnissii 7225  SDDLSMEG---------AAIMGGPAERAQQSLDAGCDMVL----------------------DQ------------------------------------  
KFD82021 NAGZ V. cholera  SDDLSMEG---------AAVMGGPVERSHQALVAGCDMIL----------------------DN------------------------------------  
KFG78085 NAG3 M. anisopliae E6  SECLEMEALSHDLGVQNGVVM---------AVEAGCDLVL----RAY-----------KLGYENGIITKDRIFTSIRRVQHLKSTCSW---P--SH----  
XP007818395 M. robertsii ARSEF 23 SECLEMEALSHDLGVQNGVVM---------AVEAGCDLVL----RAY-----------KLGYENGIITKDRIFTSIRRVQHLKSTCSW---P--SH----  
XP008598947 B. bassiana ARSEF 2860 SECLEMEALSHDLGVQNGVVM---------AVEAGCDLVL----RAY-----------KLGLENGIITKERIFTSLRRVLHLKTSCSW---P--SH----  
XP006669831 C. militaris CM01  SECLEMEALSHDLGVQNGVVM---------AVEAGCDLVL----RAY-----------KLGLENGIITKERLFTSVRRVLHLKSNCSW---P--SH----  
EHK44614 T. atroviride IMI 206040 SECLEMEALSQDLGVQNGVVM---------AVEAGCDIIL----RAY-----------KLGYENGIITKERIFTSLRRIFHLKSTCSW---P--SH----  
XP006966911 T. reesei QM6a  SECLEMEALSQDLGVQNGVVM---------AVEAGCDIVL----RAY-----------KLGYENGIITKERIFTSLKRIFHLKSTCSW---P--SH----  
EHK23853 T. virens Gv29-8  SECLEMEALSQDLGVQNGVVM---------AVEAGCDIVL----RAY-----------KLGYENGIVTKERIFTSLRRIFHLKSSCSW---P--SH----  
XP388571 F. graminearum PH1     SECLEMEALSHELGVQNGVIM---------AVEAGCDLVL----RAY-----------KLGYDNGIVSKERIFTSLRRVLNLKSTCSW---P--SH----  
ENH61856 F. oxysporum f.sp.cubense race1SECLEMEALSHELGVQNGVIM---------AVEAGCDLVL----RAY-----------KL----------------------------------------  
XP003053110 N. haematococca mpVI 77-13-4SECLEMEALSHELGVQNGVVM---------AVEAGCDLVL----RAY-----------KLGYENGIITKERIFTSLRRVLQLKSTCSW---P--SH----  
XP003718403 M. oryzae 70-15  SECLEMEALSHEIGVKGGTVM---------AVEAGCDLVL----RAY-----------KLGIENGIITRERIYTSLQRVLRMKRGCSW---P--SH----  
EAA31125 N. crassa OR74A  SECLEMEALRTEMGVRTGTIM---------AVQAGCDLVL----RAY-----------KLGLENEVLTKERVYTSLRRVLKMKRGCDW---P--SH----  
XP747213 A. fumigatus Af293  SECLEMEALTHNIGVGGGTVM---------AKNAGCDIIL----RSF-----------KLGVENGIIGRARIEQSLRRVLKMKAKCSW---P--SH----  
XP001398206 A. niger CBS 513.88  SECLEMEALTHNIGVGGGTVM---------AKNAGCDIIL----RSF-----------KLGVENGIIGRARIEQSLRRVLKLKAKCSW---P--SH----  
XP659020 A. nidulans FGSC A4  SECLEMEALTHNIGVGGGTVM---------AKNAGCDIIL----RSF-----------KLGVENGIINRTRIEESLRRVLAMKGRCSW---P--SH----  
Q7WUL3 NAG3 C. fimi   SDSTTMAGLASVLPRSQAVPR---------VIAAGCDMFL----KNL-----------RAGIRDGVITPERLDEAVTRILALKA----------DH----  
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                           410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
KFG84234 M. anisopliae E6  AAGTVILK-------------------------------------------------SLP----------------------------------------  
KFG86760 M. anisopliae E6  DRGHVLVK------------------------------------------------NTLP----------------------------------------  
KFG85258 M. anisopliae E6  SKGHVLVK------------------------------------------------HALP----------------------------------------  
KFG81708 M. anisopliae E6  NEAITLLK------------------------------------------------NLLP----------------------------------------  
KFG84481 M. anisopliae E6  AASIVLLK------------------------------------------------NVLP----------------------------------------  
ACI15900 NAGA T. maritima MSB8  -GAVEFLGFEKIDH---------------------------------------V----------------------------------------------  
AAK16587 CbsA T. neapolitana  -GAIECTRMRKELL---------------------------------------I----------------------------------------------  
BAA32403 NAGA S. thermoviolaceus OPC520 LRTTTLLVNKGNLLPLSRR------------------AALNELGFTALTDQAVVVA--------------------------------------------  
AGC24356 R. miehei CAU432  ATVPTVVTNRKNTLPIRPAVPQTLAVDS---------TNLEYIIYN--TPDLSIIG--------------------------------------------  
MA128875 NAG4 M. anisopliae E6  EAATTVVRSEAGLLPVSRSVPTSGAASSQKTRVPWVSPAVEDIRFTTLTPEQWVLA--------------------------------------------  
XP007823900 M. robertsii ARSEF 23 EAATTVVRSEAGLLPVSRTVPTSGAASSQKTRVPWVSPAVEDIRFTTLTPEQWVLA--------------------------------------------  
XP007809270 M. acridum CQMa 102  EAATTVVRSEAGLLPVSRTVVTSAAASSHKTRVPWVSPAIADVPFASLTPEQWILA--------------------------------------------  
EHK46125 T. atroviride IMI 206040 EKAVTLVRAEEGLLPLKPTVPIGGAVDSLPTRVPWIASQTTDIRFTTLTDEQWILA--------------------------------------------  
XP006969215 T. reesei QM6a  EKATTLVRAQEGLLPLKATVPIGGAVDSLPTRVPWIAPEMSDVRFTNLTEEQWILA--------------------------------------------  
EHK20754 T. virens Gv29-8  EKATTLVRAQEGLLPLKSTVPIGGAVDSLPTRVPWIAPQFSDVRFITLTDEQWILA--------------------------------------------  
XP008602406 B. bassiana ARSEF 2860 AKAATVVRIEDGVIPVSKSFPVGGAVNSHPTRVPWVSAVAEEIRYTPLTDEQWILA--------------------------------------------  
XP006673913 C. militaris CM01  AASATVVRVQPGVFPVSPSVPVGGAVNSQPTRVPWVSAALEEIRYTPLSDAQWLLA--------------------------------------------  
XP754443 A. fumigatus Af293  ATSVTLVRSDPDVLPLSKSTPAGGAVDA---------QATVELHYGELSTEQYVLV--------------------------------------------  
XP001399892 A. niger CBS 513.88  SASVTLVRDSLQILPVSSSTPAGGAVDS---------QTVVEIRYGGLSAELTIFT--------------------------------------------  
P48823 HEXA Alteromonas sp. strain O7 RRAITEVKNDG-VLPLRDN----------------------------------IAA--------------------------------------------  
P40406 NAGZ B. subtilis subtilis 168 LKAVTVLKNEQHTLPFKPK----------------------------------ITG--------------------------------------------  
BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M21 --ANN-----------------------------------------------------------------------------------------------  
P75949 NAGZ E. coli K12   --VTRLYH--------------------------------------------------------------------------------------------  
P96157 NAGZ V. furnissii 7225  --AQSLLK--------------------------------------------------------------------------------------------  
KFD82021 NAGZ V. cholera  --AEVLMK--------------------------------------------------------------------------------------------  
KFG78085 NAG3 M. anisopliae E6  VSSITVIR------------------------------------------------KMLPLASSMHPGEELLLLTPLVKPLPASAMTKSLLESKKTPTQH  
XP007818395 M. robertsii ARSEF 23 VSSITVIR------------------------------------------------KMLPLSSSMHPGEELLLLTPLVKPLPASAMTKSLLESKKTPTQH  
XP008598947 B. bassiana ARSEF 2860 LTSITVIR------------------------------------------------QLLPLSQSMHPGEELLLLTPLVKPLPASSLTKSLLDAKQDTGNH  
XP006669831 C. militaris CM01  LASITVIR------------------------------------------------QLLPLSQSVHPGEELLLLTPLVKPLPASSLTKSFLDSKQDMGNH  
EHK44614 T. atroviride IMI 206040 LASITIVR------------------------------------------------KLLPLSLSMHPGEELLLLTPLVKPLPASSLTKSLTEARNDSTHH  
XP006966911 T. reesei QM6a  LASITIVR------------------------------------------------KLLPLSLSMHPGEELLLLTPLVKPLPASSLTKSLLESKNDSTEH  
EHK23853 T. virens Gv29-8  LASITIVR------------------------------------------------KLLPLSLSLHPGEELLLLTPLVKPLPASSLTKSLLESKNDTTMH  
XP388571 F. graminearum PH1     LASITIIR------------------------------------------------KLIPLTASMHPGEELLLLTPLVKPLPASSLTKKLLAAKDSEGPH  
ENH61856 F. oxysporum f.sp.cubense race1--------------------------------------------------------------ASMHPGEELLLLTPLVKPLPASSLTKKLLAAKDSEGQH  
XP003053110 N. haematococca mpVI 77-13-4LASITVIR------------------------------------------------KLLPLSASMHPGEELLLLTPLVKPLPASSLTKKLLSTKGDWGSH  
XP003718403 M. oryzae 70-15  LASITVMR------------------------------------------------KLLPLNGSMHQDDELLLLTPLVKPLPASAATKTLLRSKDTSGVH  
EAA31125 N. crassa OR74A  LASITVMR------------------------------------------------KLLPLNESMHQEEELLLLTPLVKPLPASAMTKTILEGSTKNPIH  
XP747213 A. fumigatus Af293  TSSISVVR------------------------------------------------NLLPLSNIIEPNEELLLLTPLVKPLPASAVSRSVTEHMNL----  
XP001398206 A. niger CBS 513.88  TSSISVVR------------------------------------------------NLLPLSNILESNEELLLLTPLVKPLPASAVSRSVSEHSNM----  
XP659020 A. nidulans FGSC A4  TSSISVVR------------------------------------------------NLLPLTNVLSSNEELLLLTPLVNPLPASAVSRSVTEHLEL----  
Q7WUL3 NAG3 C. fimi   SASITLVK------------------------------------------------GVLP----------------------------------------  
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                           510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
KFG84234 M. anisopliae E6  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
KFG86760 M. anisopliae E6  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
KFG85258 M. anisopliae E6  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
KFG81708 M. anisopliae E6  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
KFG84481 M. anisopliae E6  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
ACI15900 NAGA T. maritima MSB8  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
AAK16587 CbsA T. neapolitana  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
BAA32403 NAGA S. thermoviolaceus OPC520 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
AGC24356 R. miehei CAU432  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
MA128875 NAG4 M. anisopliae E6  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP007823900 M. robertsii ARSEF 23 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP007809270 M. acridum CQMa 102  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
EHK46125 T. atroviride IMI 206040 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP006969215 T. reesei QM6a  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
EHK20754 T. virens Gv29-8  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP008602406 B. bassiana ARSEF 2860 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP006673913 C. militaris CM01   ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP754443 A. fumigatus Af293  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP001399892 A. niger CBS 513.88  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P48823 HEXA Alteromonas sp. strain O7 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P40406 NAGZ B. subtilis subtilis 168 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M21 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P75949 NAGZ E. coli K12   ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P96157 NAGZ V. furnissii 7225  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
KFD82021 NAGZ V. cholera  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
KFG78085 NAG3 M. anisopliae E6  DSWKDIMSGEGVF---------------------------LHENLIARASCIIIVTADANRNMYQAGFTKHVDMMCSMHRSRGNKKQLIVVAVSSPYDFA  
XP007818395 M. robertsii ARSEF 23 DSWKDIMSGEGVF---------------------------LHENLIARASCIIIVTADANRNMYQAGFTKHVDMMCSMHRSRGNKKQLIVVAVSSPYDFA  
XP008598947 B. bassiana ARSEF 2860 ERWRRHMSGEGVFREFGKTLARYRNEKLLHTSYTANGVRPVHENLINRASCIIIFTADANRNLYQAGFTKHVDMMCSMLRSRGQKKHLIVVAVSSPYDFA  
XP006669831 C. militaris CM01  DRWRRHMSGEGVFREFGKTLARHRNEKLLHTSYTANGVRPVHENLINRASCIIIFTADANRNLYQAGFTKHVDMMCSMLRSRGQKKHLIVVAVSSPYDFA  
EHK44614 T. atroviride IMI 206040 DKWQGIMSGEGVFREFGKTLARYRNEKLLHTSYTANGVRPVHENLINRASCIVIFTADANRNLYQAGFTKHVDMMCSMLRSRGQKKQLIVVAVSSPYDFA  
XP006966911 T. reesei QM6a  DRWQIIMSGEGVFREFGKTLARYRNEKLLHTSYTANGVRPVHENLINRASCIIIFTADANRNLYQAGFTKHVDMMCSMLRSRGQKKQLIVVAVSSPYDFA  
EHK23853 T. virens Gv29-8  DKWQIIMSGEGVFREFGKTLARYRNEKLLHTSYTANGVRPVHENLINRASCIIIFTADANRNLYQAGFTKHVDMMCSMLRSRGQKKQLIVVAVSSPYDFA  
XP388571 F. graminearum PH1     EMWNGILSGEGVFREFGKSLARARNEKLLHTSYTANGVRPVHENLIHRASCIVIVTADANRNLYQAGFTKHVDMMCSMLRARGQKKQLIVVAVSSPYDFA  
ENH61856 F. oxysporum f.sp.cubense race1EMWNGILSGEGVFREFGKSLARARNEKLLHTSYTANGVRPVHENLIHRASCIIIVTADANRNLYQAGFTKHVDMMCSMLRTRGQKKQLIVVAVSSPYDFA  
XP003053110 N. haematococca mpVI 77-13-4HIWNDIMSGEGVFREFGKSLARARNEKLLHTSYTANGVRPVHENLIHRASCIIIVTADANRNLYQAGFTKHVDMMCAMLRSRGQKKQLIVVAVSSPYDFA  
XP003718403 M. oryzae 70-15  DKW--LMSGEGVFREFGRSLARARHGKLLHTSYTANGVRPVHENLIDKASCIIIVTADANRNLYQAGFTKHVATICAMLRAGGQKKSLIVVAVSSPYDFA  
EAA31125 N. crassa OR74A  DKW--IMSGEGVFRELGRSLARARHGKLLHTSYTANGVRPVHESLIQRASTIILLTADANRNLYQAGFTKHVAMMCSLLKASGHKKNLIVVAVSSPYDFA  
XP747213 A. fumigatus Af293  -----VLSGESVFKELGRSLSRQRSGRVLHTSYTANGVRPIHENLIDRASAVIVVTADANRNLYQHGFTKHVSLICSQFSPSGEEKPMIVIAASSPYDFA  
XP001398206 A. niger CBS 513.88  -----VLSGESVFKELGRSLSRQRSGRVLHTSYTANGVRPIHENLIDRANAVIVVTADANRNLYQHGFTKHVSMICSQFTPSGEEKPLIVVAASSPYDFA  
XP659020 A. nidulans FGSC A4  -----VLSGESVFKELGRSLSRHRNGRVLHTSYTSNGVRPIHESLIDRASAVIVITADAVRNIYQQGFTKHVSMICSQLTPSGEDKPLVVVAVSSPYDFA  
Q7WUL3 NAG3 C. fimi   ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
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                           610       620       630       640       650       660       670       680       690       700          
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
KFG84234 M. anisopliae E6  -----------------------GED--------------------------------------------------------------------------  
KFG86760 M. anisopliae E6  -----------------------GYSPGDL--LINLWR--------------------------------------------------------------  
KFG85258 M. anisopliae E6  -----------------------GYD--DV--LFQL----------------------------------------------------------------  
KFG81708 M. anisopliae E6  -----------------------GTG--------------------------------------------------------------------------  
KFG84481 M. anisopliae E6  -----------------------GPNSASLPAYYAVTP--------------------------------------------------------------  
ACI15900 NAGA T. maritima MSB8  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
AAK16587 CbsA T. neapolitana  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
BAA32403 NAGA S. thermoviolaceus OPC520 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
AGC24356 R. miehei CAU432  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
MA128875 NAG4 M. anisopliae E6  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP007823900 M. robertsii ARSEF 23 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP007809270 M. acridum CQMa 102  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
EHK46125 T. atroviride IMI 206040 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP006969215 T. reesei QM6a  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
EHK20754 T. virens Gv29-8  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP008602406 B. bassiana ARSEF 2860 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP006673913 C. militaris CM01  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP754443 A. fumigatus Af293  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP001399892 A. niger CBS 513.88  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P48823 HEXA Alteromonas sp. strain O7 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P40406 NAGZ B. subtilis subtilis 168 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M21 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P75949 NAGZ E. coli K12   ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P96157 NAGZ V. furnissii 7225  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
KFD82021 NAGZ V. cholera  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
KFG78085 NAG3 M. anisopliae E6  MDKSIGTYICTFDFTEDAMSALV---PGTLRKSKKVLKSRQHWLVEEYDRARDYAGLEDLLKAVHRASAPDLHFLKSTRAASMELHLPNIKETHFVVRNS  
XP007818395 M. robertsii ARSEF 23 MDKSIGTYICTFDFTEDAMSALV---PGTLRKSKKVLKSRQHWLVEEYDRARDYGGLEDLLKAVHRASAPDLHFLKSTRAASMELHLPNIKETHFVVRNS  
XP008598947 B. bassiana ARSEF 2860 MDKSIGTYICTFDFTENAMAALV---PGTLRKSKKVLKSRQLWLVEEYDRERDAAGLDDLLKAIHRSGGSDLDFLSNTGASAFELFNSNIKEAHYVVRNS  
XP006669831 C. militaris CM01  MDKSIGTYICTFDFTENAMASLV---PGTLRKSKKVLKSRQLWLVEEYDRERDATGLDDLLKAIHRAGGSDLDFLSNTSASAFELFNNNIKEAHFVVRNS  
EHK44614 T. atroviride IMI 206040 MDKSIGTYICTYDFTENAMAALV---PGTLRKSKKVLKSRQHWLVEEFDSTRDRNGLNDLIRAVHRASDQDMRYLQTTSAETFALNNPNVKEAHFVVRNS  
XP006966911 T. reesei QM6a  MDKSIGTYICTYDFTENAMAALV---PGTLRKSKKVLKSRQHWLVEEFDSSRDRKGLNDLIRAVHRASDQDFRYLQTATADTFLLANQNIKETHFVVRNS  
EHK23853 T. virens Gv29-8  MDKSIGTYICTYDFTENAMAALV---PGTLRKSKKVLKSRQHWLVEEFDSNRDRKGLNDLLRAVHRASDQDFRYLQTTTSDTFVLDNQNVKETHFVVRNS  
XP388571 F. graminearum PH1     MDKSIGTYICTFDFTENALHALA---PGTLRKSKKVVKSRQHWLVEEYSSGRDASGLNDLLRAVHRASAPDLQFLRATTAASFQLNNPSIAESHFVVRNS  
ENH61856 F. oxysporum f.sp.cubense race1MDKSIGTYLCTFDFTENALHALA---PGTLRKSKKVLKSRQHWLVEEYSAKRDASALNDLLRAVHRASAPDLQFLRTTTAASFQLNNANIAESHFVVRNS  
XP003053110 N. haematococca mpVI 77-13-4MDKSIGTYLCTFDFTENALHALA---PGTLRKSKKVLKSRQHWLVEEYHTDRDASGLEDLIRAIHRASAPDLQFLRTTTAATFQLKNPNIAEAHVVVRNS  
XP003718403 M. oryzae 70-15  MDKTIGTYICTFDFTETAMHALV---PGTLRKSKKVLQSRQQWLVESYERERDAHGLDDLIQSVARSSASN--HIAAATAATFELSNPRVDEAHFVVRNS  
EAA31125 N. crassa OR74A  MDKSIGTYICTFDFTETAMSALV---PGTLRKARKAVQSSQHWLVEPYDVERDTKGLQDLLFAMVRGSAPNHQYFYAFGPHSFSLEEPKMEEQHFVVRNS  
XP747213 A. fumigatus Af293  MDTSIGTYVCTYDFTETALEALV---PGSISRSQKLHQARQHWLVENWNEERDAQSLDTLLDAVRSE-------LLGVTSSSFLLRSEEIDEAHFVVRNS  
XP001398206 A. niger CBS 513.88  MDPSIGTYICTYDFTETALEALV---PGSISRSQKLHQARQHWLVETWNEERDARSLDSLLDAVRSE-------LLGVTSSSFLLRREEIDEAHFVVRNS  
XP659020 A. nidulans FGSC A4  MDASIGTYLCTYDFTDTALETLV---PGSFNRSQKLHQARQHWLVENWNEERDSDALDALLKTMGPE-------LSGVTPSSFLLRRDDIDEAHFVVRNS  
Q7WUL3 NAG3 C. fimi   --------------------------IGQGARAGAVEQ--------------------------------------------------------------  
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                           710       720       730       740       750       760       770       780       790       800          
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
KFG84234 M. anisopliae E6  ------------------------GTLPD--------------------AVVFVD--------TDDLIKNVSSICHNTIVVIHSVGPVLVTDWYQNPNIS  
KFG86760 M. anisopliae E6  -----------------------FGTIPY--------------------CIVFG----------DSLVKTVADQCNKTVVVLHNAGPRIVESFVDHPNVT  
KFG85258 M. anisopliae E6  ------------------------GTIPL--------------------CLVFI----------DALVNNVASKCANTIAVVHAAGIRLVDRWIEHPNVT  
KFG81708 M. anisopliae E6  ------------------------GTLPI--------------------ALVFIE--------YDQLVKDVASKYKNVIVVAHTVGPMILEKWIDLPAVK  
KFG84481 M. anisopliae E6  -----------------------YPKVKLVD------------------SVVIIE--------KDQLITQVAAANSNTAVVMQTGTPEEM-PWLE--KTP  
ACI15900 NAGA T. maritima MSB8  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
AAK16587 CbsA T. neapolitana  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
BAA32403 NAGA S. thermoviolaceus OPC520 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
AGC24356 R. miehei CAU432  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
MA128875 NAG4 M. anisopliae E6  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP007823900 M. robertsii ARSEF 23 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP007809270 M. acridum CQMa 102  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
EHK46125 T. atroviride IMI 206040 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP006969215 T. reesei QM6a  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
EHK20754 T. virens Gv29-8  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP008602406 B. bassiana ARSEF 2860 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP006673913 C. militaris CM01  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP754443 A. fumigatus Af293  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP001399892 A. niger CBS 513.88  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P48823 HEXA Alteromonas sp. strain O7 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P40406 NAGZ B. subtilis subtilis 168 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M21 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P75949 NAGZ E. coli K12   ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P96157 NAGZ V. furnissii 7225  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
KFD82021 NAGZ V. cholera  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
KFG78085 NAG3 M. anisopliae E6  STGALYGFVATYFIAGVGIIGALL-----VDPSKRNVSIGRSLHRRALK-----PGVFLGIPLK------------------------------------  
XP007818395 M. robertsii ARSEF 23 STGALYGFVATYFIAGVGIIGALL-----VDPSKRNVSIGRSLHRRALK-----PGVFLGIPLK------------------------------------  
XP008598947 B. bassiana ARSEF 2860 STQALYGFVATYATGGVGILGALI-----VDPSKRNVSIGRSLHKRALK-----PGVFPGLALK------------------------------------  
XP006669831 C. militaris CM01  STQALYGFVATYVTGAVGILGALI-----VDPTKRNVSIGRSLHKRALK-----PGVFPGLALK------------------------------------  
EHK44614 T. atroviride IMI 206040 STQALYGFVATYYVQNVGMLGALV-----VDPTKRNLSIGRSLHRRALK-----PSLFLGIPLK------------------------------------  
XP006966911 T. reesei QM6a  STQALYGFAATYFVQNVGILGALI-----VDPTKRNMSIGRSLHRRAIK-----PALFLGIPLK------------------------------------  
EHK23853 T. virens Gv29-8  STQALYGFVATYFIQNVGILGALI-----VDPTKRNLSIGRSLHRRALK-----PALFLGIPLK------------------------------------  
XP388571 F. graminearum PH1     STNALYGFAATYYIHGVGIMGGVF-----VEPTKRDVSIGRSLHRRAIR-----PGVFLGIPVK------------------------------------  
ENH61856 F. oxysporum f.sp.cubense race1STNALYGFAATYFVHGVGILGGVF-----VEPTKRDVSIGRSLHRRALR-----PGVFLGIPNK------------------------------------  
XP003053110 N. haematococca mpVI 77-13-4STGALYGFAATYFLHGVGILAAIF-----VDPSKRDVSIGRSLHRRALR-----PGVFLGIPVK------------------------------------  
XP003718403 M. oryzae 70-15  STKALYGFCATYCIEGVGIIGSIF-----VDPSKRNVSVGRSLHRRALR-----PGVFLGVPIK------------------------------------  
EAA31125 N. crassa OR74A  STGALYGFCSTYYLPSTGIIGAIF-----VDPSKRNLSIGYSLHRRAVR-----PGIFPGIPLK------------------------------------  
XP747213 A. fumigatus Af293  STQALYGFCSTYFFRSTGVIGSLI-----VDPARRKLSIGNSLHNRAIR-----PGIYLGIP-R------------------------------------  
XP001398206 A. niger CBS 513.88  STQALYGFCSTYFFRSTGVIGSLI-----VHPARRKLSIGNSLHSRAIR-----PGIYLGIP-R------------------------------------  
XP659020 A. nidulans FGSC A4  TTRALYGFCSTYYFRATGVIGSLI-----VDPSRRRLSIGNSLHNRAIR-----PGIYLGIP-R------------------------------------  
Q7WUL3 NAG3 C. fimi   -----------------------F-----VD-----------------------EG--MAAP-V------------------------------------  
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                           810       820       830       840       850       860       870       880       890       900          
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
KFG84234 M. anisopliae E6  AIVITDILYGKTS-GRSPFTWQQDFTEGSFIDYRHFDKKNSTPIYEFGHGLSWSTFEY------------------------------------------  
KFG86760 M. anisopliae E6  AIILVKLLYGEAGFGKLSYTVQSNFTEGVYLDYKYFEMHNITPRYEFGFGLSYTTFSL------------------------------------------  
KFG85258 M. anisopliae E6  AAILVKLLYGEANFGKLPYTLQCDFTEGVYLDYRAFDEGNVTPRYEFGYGLSYTTFSY------------------------------------------  
KFG81708 M. anisopliae E6  SVLLADVLFGEVSPGHLPYSIHQDYTEGLYIDYRWLNKNNIKPRYAFGHGLSYTNFTY------------------------------------------  
KFG84481 M. anisopliae E6  AVVIADILFGDANPGKLSLSF---YGEDVYMGYRYYEFANRAVNFPFGHGLSYTSFSF------------------------------------------  
ACI15900 NAGA T. maritima MSB8  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
AAK16587 CbsA T. neapolitana  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
BAA32403 NAGA S. thermoviolaceus OPC520 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
AGC24356 R. miehei CAU432  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
MA128875 NAG4 M. anisopliae E6  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP007823900 M. robertsii ARSEF 23 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP007809270 M. acridum CQMa 102  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
EHK46125 T. atroviride IMI 206040 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP006969215 T. reesei QM6a  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
EHK20754 T. virens Gv29-8  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP008602406 B. bassiana ARSEF 2860 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP006673913 C. militaris CM01  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP754443 A. fumigatus Af293  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP001399892 A. niger CBS 513.88  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P48823 HEXA Alteromonas sp. strain O7 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P40406 NAGZ B. subtilis subtilis 168 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M21 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P75949 NAGZ E. coli K12   ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P96157 NAGZ V. furnissii 7225  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
KFD82021 NAGZ V. cholera  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
KFG78085 NAG3 M. anisopliae E6  ----------------------------------------------------------TNMIIHNLPNWVAPEGLLQSIQRANISFDLIHGLENAESVLH  
XP007818395 M. robertsii ARSEF 23 ----------------------------------------------------------TNMIIHDLPNWVAPEGLLQSIQRANISFDLIHGLENAESVLH  
XP008598947 B. bassiana ARSEF 2860 ----------------------------------------------------------TNMMIADLGSWTAPEGLLPTIQRANISFDLIHGLDNADTVLH  
XP006669831 C. militaris CM01  ----------------------------------------------------------TNMVIADLGGWTAPEGLLPTIQRANISFDLIHGLDNAETVLH  
EHK44614 T. atroviride IMI 206040 ----------------------------------------------------------TNMIIQDLSAWYAPEGLSQSIQRANISFDLIYGVESGDTVMH  
XP006966911 T. reesei QM6a  ----------------------------------------------------------TNMVIQDLSAWYAPEGLSQSIQRANISFDLIYGVESGDTVMH  
EHK23853 T. virens Gv29-8  ----------------------------------------------------------TNMIIHDLSAWYAPEGLSQSIQRANISFDLIYGVESGDTVMH  
XP388571 F. graminearum PH1     ----------------------------------------------------------SNMVIQDLANWSAPEGLSQSIQRAGISFDLIHGLDNADGVLS  
ENH61856 F. oxysporum f.sp.cubense race1----------------------------------------------------------SNMILREVASWSAPEGLSQSIQRAGISFDLIHDLDNADGVLS  
XP003053110 N. haematococca mpVI 77-13-4----------------------------------------------------------TNMIIQDLPNWSAPEGLLQSIQRANISFDLIHGLDNGDGVLS  
XP003718403 M. oryzae 70-15  ----------------------------------------------------------TSLAIADLPSWGAPEGLLQSIQRANISFDLIHGLESGETVLA  
EAA31125 N. crassa OR74A  ----------------------------------------------------------YNLLLPSLQTWSSPPDLPTTLQLAGISFDLIPGLAEQESVLS  
XP747213 A. fumigatus Af293  ----------------------------------------------------------CSVVLRNLPTWTPPDGLIQGLKNADVSYDLVHGWDYAEPILD  
XP001398206 A. niger CBS 513.88  ----------------------------------------------------------CSVVLRNLTTWTPPDGLIFGLQNADVTYDLVHGWDHADSILD  
XP659020 A. nidulans FGSC A4  ----------------------------------------------------------CNVALRNLQTWSPPEGLVNSLQSADAVYDLVHGWDYADSIID  
Q7WUL3 NAG3 C. fimi   -------------------------------------------------------------------EWAEPMGYVHSVPTVFVSFENPYHLD-----VP  
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                           910       920       930       940       950       960       970       980       990       1000         
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
KFG84234 M. anisopliae E6  --------------------------------------------------------------------------STAQLWDVVYTVSATITEIPQLYISL  
KFG86760 M. anisopliae E6  -----------------------------------------------------------------------------DLFDNIATVTVDVSEVPQLYVGI  
KFG85258 M. anisopliae E6  -----------------------------------------------------------------------------DLWDIVARVSTTVTEVAQLYLGI  
KFG81708 M. anisopliae E6  --------------------------------------------------------------------------AVKSLWDVAYKLSVVVTASVQAYLQF  
KFG84481 M. anisopliae E6  --------------------------------------------------------------------------ALK------------VKEVAQMYIKP  
ACI15900 NAGA T. maritima MSB8  ---------------------------------------FVLRNPFD---------------------RSTKPI--------------------------  
AAK16587 CbsA T. neapolitana  ---------------------------------------FIIRNPFD---------------------HSTKPI--------------------------  
BAA32403 NAGA S. thermoviolaceus OPC520 ---------------------------------------VAVRNPYDYSWTDVEVRAAARVVAGRVSPRGTVPV--------------------------  
AGC24356 R. miehei CAU432  ---------------------------------------AAVMNPYDYEYTPPAHEAAVRLIFGEIETRSRLPI--------------------------  
MA128875 NAG4 M. anisopliae E6  ---------------------------------------VATCSPYDYEPTLEAFASAADIIYGAATAKGRLPV--------------------------  
XP007823900 M. robertsii ARSEF 23 ---------------------------------------VATCSPYDYEPTLEAFASAADIIYGAATARGTLPV--------------------------  
XP007809270 M. acridum CQMa 102  ---------------------------------------VATCNPYDYEPTLEAFASAADIIYGAATARGKLPV--------------------------  
EHK46125 T. atroviride IMI 206040 ---------------------------------------VATCAPYDYEPTVEAFSAAVDLLFGDAQPRGKLPV--------------------------  
XP006969215 T. reesei QM6a  ---------------------------------------IATCAPYDYEPTVEAFSAAVDILFGDAQPRGKLPV--------------------------  
EHK20754 T. virens Gv29-8  ---------------------------------------IATCAPYDYEPTVEAFSAAIDILFGDAQPRGKLPV--------------------------  
XP008602406 B. bassiana ARSEF 2860 ---------------------------------------IATCAPYDYEPTLEAFRAAVDIIYGIDTARGKLPV--------------------------  
XP006673913 C. militaris CM01  ---------------------------------------IATCAPYDYEPTLEAFRAAVDVIYDVETAKGKLPV--------------------------  
XP754443 A. fumigatus Af293  ---------------------------------------IAACSPYDYEPTIEAFTAAANILFGAIIPKGALPV--------------------------  
XP001399892 A. niger CBS 513.88  ---------------------------------------IAACNPYDYEPTPEAFAAAAEVIFGKSEPKGILPV--------------------------  
P48823 HEXA Alteromonas sp. strain O7 ---------------------------------------ISLRAPYEYAVAGPAYTALAKVILGIAKAEGSLPV--------------------------  
P40406 NAGZ B. subtilis subtilis 168 ---------------------------------------MSLRNPYDYGYLQPNIPAGVMAIFGQAKPKGTLPV--------------------------  
BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M21 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P75949 NAGZ E. coli K12   ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P96157 NAGZ V. furnissii 7225  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
KFD82021 NAGZ V. cholera  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
KFG78085 NAG3 M. anisopliae E6  HVRANANPEVLELYTYALSENKTCGIVRAKDPSGNLIGT-----------------------------------LTY------------IP---------  
XP007818395 M. robertsii ARSEF 23 HVRANANPEVLELYTYALSENKTCGIVRAKDPSGNLIGT-----------------------------------LTY------------IP---------  
XP008598947 B. bassiana ARSEF 2860 HVRTESGPEVVELYRYALAETKSCGIVRAKDPSGNIMGT-----------------------------------LTY------------IP---------  
XP006669831 C. militaris CM01  HVRTESGPEVVELYRYALAETKTCGIVRAKDPAGAIMGT-----------------------------------LTY------------IP---------  
EHK44614 T. atroviride IMI 206040 HVRTHANPEVLELYRAALEESKACGIVRAKDAAGNLLGT-----------------------------------LRY------------VP---------  
XP006966911 T. reesei QM6a  HVRTHANPEVLELYRTALEESKACGIVRAKDAAGNLLGT-----------------------------------LRY------------VP---------  
EHK23853 T. virens Gv29-8  HVRTHANPEVLELYRTALEESKACGIVRAKDAAGNLLGT-----------------------------------LRY------------VP---------  
XP388571 F. graminearum PH1     HVRNHASPEVLELYRHALSETKLSGIVRAKDASGNLLGT-----------------------------------LTY------------YP---------  
ENH61856 F. oxysporum f.sp.cubense race1HVRNNANPEVLELYRHALSDSKLSGIVRAKDATGTLLGT-----------------------------------LTH------------IP---------  
XP003053110 N. haematococca mpVI 77-13-4HVRTHANAEILELYRYALSDNKSCGIVRAKDATGNLLGT-----------------------------------LTH------------VP---------  
XP003718403 M. oryzae 70-15  HVRAHANPEVQELYRAALEETKTCGVVRAKGNNDTLLGT-----------------------------------LTH------------LP---------  
EAA31125 N. crassa OR74A  FVSSHSTPEILTLYRLALLQSNNTWIIRAKGGAEQVIGT-----------------------------------L-H------------LP---------  
XP747213 A. fumigatus Af293  HIKTNSRQGLIDIYKIALGGAPNCGIIRATRPSDGILGT-----------------------------------LEH------------MP---------  
XP001398206 A. niger CBS 513.88  HIKTNSRQGVIDIYRVALGGAPHCGIIRATRPGDGILGS-----------------------------------LEH------------MP---------  
XP659020 A. nidulans FGSC A4  HVKTNSRQGVIDIYKIALGGAPHCGIIRARRPHDGILGS-----------------------------------LEH------------MP---------  
Q7WUL3 NAG3 C. fimi   RVRT---------------------LINTYGSSPVVLET-----------------------------------F-------------------------  
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                           1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080      1090      1100         
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
KFG84234 M. anisopliae E6  PVRVLRGFNRIAPGQNVTEITRRE-------------------------------------------------------------------VITKAPKKV  
KFG86760 M. anisopliae E6  PAKQLRGFEKLAPGTTVPPLTRRD-------------------------------------------------------------------RLQRGQYNI  
KFG85258 M. anisopliae E6  PPKQLRGFEKLAPGQSATGLTRRD-------------------------------------------------------------------VVQRGEYGV  
KFG81708 M. anisopliae E6  PIIQLRDFEKLRPGESTTQLTRKD-------------------------------------------------------------------VIPAGGYTV  
KFG84481 M. anisopliae E6  PVKELRGFAKLEAGETKVELEKYV-------------------------------------------------------------------CVEAGEYEV  
ACI15900 NAGA T. maritima MSB8  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
AAK16587 CbsA T. neapolitana  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
BAA32403 NAGA S. thermoviolaceus OPC520 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
AGC24356 R. miehei CAU432  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
MA128875 NAG4 M. anisopliae E6  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP007823900 M. robertsii ARSEF 23 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP007809270 M. acridum CQMa 102  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
EHK46125 T. atroviride IMI 206040 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP006969215 T. reesei QM6a  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
EHK20754 T. virens Gv29-8  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP008602406 B. bassiana ARSEF 2860 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP006673913 C. militaris CM01  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP754443 A. fumigatus Af293  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
XP001399892 A. niger CBS 513.88  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P48823 HEXA Alteromonas sp. strain O7 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P40406 NAGZ B. subtilis subtilis 168 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M21 ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P75949 NAGZ E. coli K12   ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
P96157 NAGZ V. furnissii 7225  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
KFD82021 NAGZ V. cholera  ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
KFG78085 NAG3 M. anisopliae E6  ------------------------GIIAPIVPSPQATLVLQGLALMGVRQSKGHRASKAVLSWIVDDAFEPLVAMGFDILQAFEEITNSPE---------  
XP007818395 M. robertsii ARSEF 23 ------------------------GIIAPIVPSPQATLVLQGLALMGVRQSKGHRASKAVLSWIVDDAFEPLVAMGFDILQAFEEITNSPE---------  
XP008598947 B. bassiana ARSEF 2860 ------------------------GIVAPTVPPPLSTLVLQGLALMGVRQCKSHKASKAVLSWVIDDTSEPLVAMGFDALQSFEEMTNSPD---------  
XP006669831 C. militaris CM01  ------------------------GIVAPTVPPPLSTLVLQGLALMGVRQCKSHKASKAVLSWVIDDTSEPLIAMGFDTLQSFEEITNSPD---------  
EHK44614 T. atroviride IMI 206040 ------------------------GLLAPIVPLPLSTLVLQGLALMGVRQNKGHKANKTVLSWVVDDAFEPLVAMGFDVLQAFEEITNSPE---------  
XP006966911 T. reesei QM6a  ------------------------GLLAPIVPPPLSTLVLQGLALMGVRQNKGHKATKSVLSWVVDDAYEPLVAMGFDVLQAFEEITNSPE---------  
EHK23853 T. virens Gv29-8  ------------------------GLLAPIVPPPLSTLVLQGLALMGVRQNKGHKATQSVLSWVVDDAFEPLVAMGFDVLQAFEEITNSPE---------  
XP388571 F. graminearum PH1     ------------------------GILAPVVPSPLATLTLQGLAFMGVRQARNHKATKVMLGSSVDDGTESLTAMGFETLQAFEEITNSPE---------  
ENH61856 F. oxysporum f.sp.cubense race1------------------------GIIAPVVPPPQTTLVLQGLTLMGIRQARSHKATKVVLGCVVDD-TESLTAMGFETLQEFEEITNSPE---------  
XP003053110 N. haematococca mpVI 77-13-4------------------------GILAPIVPAPQSNLVLQGLALMGVRQSKGHKAAKVVLGWVVDDGTEPLAAMGFESLQAFEEITNSPE---------  
XP003718403 M. oryzae 70-15  ------------------------GIIAPVLAPHSGVLVLQGLALMGLRQNKAHKSSRSVLSWVYDDAFEPLVAMGFEIAQQFEEITNSLD---------  
EAA31125 N. crassa OR74A  ------------------------GIIAPVVSSQQQQLVLQGLVMLGLRQNKREKMACCLLSWVSNNSVETLLGMGFEVQQVWEEVVNGVE---------  
XP747213 A. fumigatus Af293  ------------------------GISSPVISPEYAT-VMQGLVLLGIKQIRRQGAEAVVIDCVGDSNFDCLSGMGFSMLHSFEEVNCDAA---------  
XP001398206 A. niger CBS 513.88  ------------------------GISSPVISPEYAT-VMQGLVLLGIKQIRKQGAEAVIMDSVVDGNFECLSGLGFSTLHSFEEVNCDAA---------  
XP659020 A. nidulans FGSC A4  ------------------------GISSPVIWPEYAT-LLQGLILLGIKQIRRQGADAVVIDCVVDSNFDWLTEIGFTTLHSYEEVNCDAA---------  
Q7WUL3 NAG3 C. fimi   ----------------------------------------------------------------------------------------------------  
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                   ....|... 
KFG84234 M. anisopliae E6  FVGSSSRN  
KFG86760 M. anisopliae E6  YVGTSSRD  
KFG85258 M. anisopliae E6  FVGASSRD  
KFG81708 M. anisopliae E6  WLGGASDD  
KFG84481 M. anisopliae E6  IISDSSRD  
ACI15900 NAGA T. maritima MSB8  --------  
AAK16587 CbsA T. neapolitana  --------  
BAA32403 NAGA S. thermoviolaceus OPC520 --------  
AGC24356 R. miehei CAU432  --------  
MA128875 NAG4 M. anisopliae E6  --------  
XP007823900 M. robertsii ARSEF 23 --------  
XP007809270 M. acridum CQMa 102  --------  
EHK46125 T. atroviride IMI 206040 --------  
XP006969215 T. reesei QM6a  --------  
EHK20754 T. virens Gv29-8  --------  
XP008602406 B. bassiana ARSEF 2860 --------  
XP006673913 C. militaris CM01  --------  
XP754443 A. fumigatus Af293  --------  
XP001399892 A. niger CBS 513.88  --------  
P48823 HEXA Alteromonas sp. strain O7 --------  
P40406 NAGZ B. subtilis subtilis 168 --------  
BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M21 --------  
P75949 NAGZ E. coli K12   --------  
P96157 NAGZ V. furnissii 7225  --------  
KFD82021 NAGZ V. cholera  --------  
KFG78085 NAG3 M. anisopliae E6  --------  
XP007818395 M. robertsii ARSEF 23 --------  
XP008598947 B. bassiana ARSEF 2860 --------  
XP006669831 C. militaris CM01  --------  
EHK44614 T. atroviride IMI 206040 --------  
XP006966911 T. reesei QM6a  --------  
EHK23853 T. virens Gv29-8  --------  
XP388571 F. graminearum PH1     --------  
ENH61856 F. oxysporum f.sp.cubense race1--------  
XP003053110 N. haematococca mpVI 77-13-4--------  
XP003718403 M. oryzae 70-15  --------  
EAA31125 N. crassa OR74A  --------  
XP747213 A. fumigatus Af293  --------  
XP001398206 A. niger CBS 513.88  --------  
XP659020 A. nidulans FGSC A4  --------  
Q7WUL3 NAG3 C. fimi   --------  

 
Figure S2. Multiple alignment of GH3 NAGases from bacteria, zygomycetes, filamentous fungi, and M. anisopliae β-glucosidases. 
Amino acid alignment built and trimmed with GUIDANCE2 using PRANK as the MSA algorithm with 100 bootstrap replicates. Location 
of the GH20 conserved sequence motif (K-H-F/I-P-G-H/L-G-x-x-x-x-D-S/T-H) is highlighted. 
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Figure S3. Major Metarhizium anisopliae cell types involved in the cycle of infection 
and analyzed in this study. (A) A germinating conidium producing an appressorium, 
induced over glass coverslips; (B) Budding yeast-type cells (blastospores) produced by the 
fungus to facilitate dispersal in insect hemocoel. co: conidium; ap: appressorium.  
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MaNAG4 nucleotide sequence 

ATGAGACCCTCTATCATTTGCGACCGAGACGCCTCTCGACCCCTCACTGGAGGTGTCCAACCGTCAACTCGGA
ACATCAAACCAGCTCCAACCCTCATCTTCCCCACGGACCCGGCATGCATGGGGCTCTTTGCGGTTGGCTTCTA
CGGGACCGAAATCAACAAAGAAATCAAGTCTCTCATCCAAGACTATGGCGTGGGCGCCGTTCTCCTCTTCAAG
CGCAACATCAAAGACGCCGCCCAGCTACAAGCTCTCTGCCTGGGACTTCAACAACTGGCCCAGGATGCCGGCC
ACACCCAGCCTCTCTTTGTCGGCATCGACCAGGAAAACGGACTCGTGACGCGCATTTCACCTCCAGTCGCGGC
ACAGCTGCCCGGACCAATGGCCCTGGGCGCCGCCGCATCGTTGGAGAGCGCATACCACGTCGCCAAAGCCACG
GGCAACATGTTGCGCTATTTCGGCATCAACATGAATTACGCCCCAGTCGGCGACGTCAATAACGAGCCGCTGA
ACCCCGTCATTGGCGTACGGAGTCCCGGCGACGACGCCGACAAGGTCGCCCGATTTGCCGCCGAGTGTGCCAA
GGGCCTGCGAGAGACCAGAGTCGCGCCCTGCATCAAGCACTTCCCGGGCCACGGGGACACGGCCGTAGATTCG
CACTACGGCCTGCCCGTCGTCAACAAGACCAGGGGGGAGCTGGAAGCGCTGGAGCTGGTGCCCTTTCGCCGCG
CGGCCGCAGAGGGCATCGAGATGGTCATGACGGCGCACATTGCCCTCCCCAAGGCGAGCGGCTCGCATCTGCC
CGCCACTCTGTCCCCCGAGACGATCAAGATCCTGCGCGAGGACCTCGCGTTCGAGGGCGTCATCATGACCGAA
TGTCTGGAAATGGACGGCGTTCGAGCCGCATACGGAACCGTAGAGGGCGCCCTCATGGCGCTCAAGGCGGGCG
TCGACAATGTCATGATTTGCCACACGTACGACGTGCAAGCTGCTTCCATCGACCGCGTCTGCGAGGCCGTCCA
TGCCGGAGAGCTGTCCCAGGCACGGCTCGACGCATCTCTCAAGCGGCTGCGCGACCTCAAGGACAAGTACACA
AGCTGGGACACGGCACTGGAAGCCCGGCCGCCATCGGACCTGGCCCGCCTGAGCACGGAGAACGAGGCCCTCG
CCCACGACATTTACGCCAACGCCACCACGGTTGTCCGGTCGGAAGCAGGCCTCTTGCCCGTGTCCAGAAGCGC
CAGCACGGTATTCGTCTCGCCGGGCGTCAACGTTCCCACCAGCGGCGCCGCGTCCAGCGGGGAGGAGCTGCAG
AAGACGCGCGTGCCCTGGGTTTCCGGCGCCTTTGGCGACTCCCTCCGCAGGTACAACCCTGCTGTTGAGGACA
TTCGCTTCACAGAGTCTACCTTGACGCCGGAGCAGTGGGGGCGGGTGGAGGACGCGGCCGTGGTCGTTTTGGC
GACGAGAAACGCGAGGGAGTCGCAGTACCAGCGGAGTCTGGGGCTGGAGATTGCCAGGCGGCGGGCGGGCAGG
ACGCTCGTCGCGGTGGCTACCTGCAGTCCGTATGACTTTATCGACGACGAGGCCGAGGTGAGGAATTATATTG
CCGTGTATGAGCCTACTCTGGAGGCATTTGCGTCGGCGGCCGACATTATTTACGGCGCGGCCACGGCCAAGGG
TAGACTGCCTGTTGCTCACTAG 

 

MaNAG4 amino acid sequence 

MRPSIICDRDASRPLTGGVQPSTRNIKPAPTLIFPTDPACMGLFAVGFYGTEINKEIKSLIQDYGVGAVLLFK
RNIKDAAQLQALCLGLQQLAQDAGHTQPLFVGIDQENGLVTRISPPVAAQLPGPMALGAAASLESAYHVAKAT
GNMLRYFGINMNYAPVGDVNNEPLNPVIGVRSPGDDADKVARFAAECAKGLRETRVAPCIKHFPGHGDTAVDS
HYGLPVVNKTRGELEALELVPFRRAAAEGIEMVMTAHIALPKASGSHLPATLSPETIKILREDLAFEGVIMTE
CLEMDGVRAAYGTVEGALMALKAGVDNVMICHTYDVQAASIDRVCEAVHAGELSQARLDASLKRLRDLKDKYT
SWDTALEARPPSDLARLSTENEALAHDIYANATTVVRSEAGLLPVSRSASTVFVSPGVNVPTSGAASSGEELQ
KTRVPWVSGAFGDSLRRYNPAVEDIRFTESTLTPEQWGRVEDAAVVVLATRNARESQYQRSLGLEIARRRAGR
TLVAVATCSPYDFIDDEAEVRNYIAVYEPTLEAFASAADIIYGAATAKGRLPVAH 

 

Fig S4. MaNAG4 nucleotide and amino acid sequence. 
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Table S1. Primer sequences used in qPCR to target M. anisopliae GH20 and GH3 NAGase 
genes and reference gene. 
 

Acronym Gene description 
Accession 
number 

Forward/Reverse primer sequences 
(5'-3') 

NAG1 putative NAGase GH20 KFG80340 TCCAGCAACTCGTCATCTTC / 

   
AGGCAAGTCCGTCAATCTG 

NAG2 putative NAGase GH20 KFG85702 CGGCGAGACCAAAGAGTC / 

   
CATCCACGGCACAAGAC 

NAG3 putative NAGase GH3 KFG78085 CCGAATGTCTGGAAATGGAGGC / 

   
CGTCTGATGGATGTGAAGATGCG 

NAG4 putative NAGase GH3 MANI128875 TCTGTCCCCCGAGACGATCAAG / 

   
CATGACATTGTCGACGCCCG 

TEF1α Translation elongation 
factor 1-α 

AY445082 CGGCAAGTCTACCACCACTG / 

  
TGATACCACGCTCACGCTC 

 
 

 

This material is available as part of the online article from http://www.scielo.br/gmb 
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5. CAPÍTULO II: Análise funcional dos genes de β-N-

acetilglicosaminidases das famílias GH20 e GH3 em Metarhizium 

anisopliae 

 

 

 

 Resultados preliminares da construção de vetores para geração de mutantes nulos 

para a análise funcional dos genes MaNAG1, MaNAG2, MaNAG3 e MaNAG4 de M. 

anisopliae. 
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5.1. INTRODUÇÃO 

 

 Quitina é um polissacarídeo linear composto de unidades de GlcNAc unidas por 

ligações β-(1,4). Em fungos filamentosos, a quitina está localizada nas camadas internas da 

parede celular, próxima à membrana plasmática (RUIZ-HERRERA, 2012) e forma, 

juntamente com glicanas β−(1,3-1,6) a estrutura da parede celular fúngica (LATGÉ, 2007). 

Na biosfera, a quitina também é encontrada no exoesqueleto de artrópodes, sendo o 

segundo biopolímero mais abundante na natureza (ficando atrás somente da celulose), com 

renovação natural estimada em 10 toneladas por ano (MUZZARELLI, 1999). Contudo, a 

quitina visivelmente não acumula na biosfera, o que indica sua reciclagem de forma 

eficiente por microrganismos. 

 A análise de genomas fúngicos mostra que fungos filamentosos exibem um grande 

repertório de enzimas quitinolíticas extracelulares. Eles comumente possuem entre 10 e 35 

quitinases pertencentes à família GH18 (SEIDL, 2008). O genoma de diversas espécies de 

fungos que parasitam artrópodes (entomopatógenos), por exemplo, M. anisopliae, B. 

bassiana e C. militaris, e o genoma de fungos micoparasitas, por exemplo, Trichoderma 

sp., são particularmente ricos em genes que codificam quitinases (SEIDL et al., 2005; 

GAO et al., 2011; KUBICEK et al., 2011; ZHENG et al., 2011; XIAO et al., 2012; 

JUNGES et al., 2014; AGRAWAL et al., 2015). O fungo entomopatogênico M. anisopliae 

linhagem E6 possui 21 genes que codificam para quitinases (JUNGES et al., 2014). 

 Quitinases não estão somente envolvidas na degradação de quitina extracelular, 

mas também em processos como remodelamento da parede celular durante o crescimento 

fúngico e desenvolvimento assexual, assim como na degradação da parede celular durante 

autólise e apoptose. As funções de quitinases nesses processos têm sido estudadas em 
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diversas espécies, por exemplo, A. nidulans (PUSZTAHELYI et al., 2006; EMRI et al., 

2008; PÓCSI et al., 2009; SHIN et al., 2009), Neurospora crassa (TZELEPIS et al., 2012), 

T. atroviride e T. virens (GRUBER; SEIDL-SEIBOTH, 2012) e Penicillium chrysogenum 

(SÁMI et al., 2001; KAMEREWERD et al., 2011; PUSZTAHELYI; PÓCSI, 2014). Os 

dados sugerem que várias quitinases possuem mais de uma função e estão envolvidas na 

degradação de quitina extracelular, assim como no remodelamento e reciclagem de quitina 

da parede celular durante diferentes estágios de desenvolvimento (GRUBER; SEIDL-

SEIBOTH, 2012).  

 A partir dessa ampla gama de diferentes quitinases, a via de degradação da quitina, 

comumente, se reduz a duas NAGases (SEIDL, 2008). A degradação completa da quitina, 

até a liberação de monômeros GlcNAc, somente é possível pela ação destas enzimas. Desta 

forma, monômeros de GlcNAc podem ser reciclados para constituição de novas fibrilas de 

quitina ou podem ser utilizados como fonte de carbono pelas vias do metabolismo 

energético celular.  

 Apesar do conhecimento adquirido com o estudo de quitinases em Metarhizium, 

pouco se sabe sobre o papel das NAGases neste organismo modelo. O genoma de M. 

anisopliae E6 exibe 2 genes de NAGases pertencentes às glicosil hidrolases da família 20 

(GH20) (Capítulo 1 desta Tese). Nenhum estudo de caracterização funcional desses 2 

genes em M. anisopliae foi realizado até o momento; entretanto, estudos de genes 

ortólogos em outros fungos filamentosos demostram sua atividade quitinolítica e sua 

essencial presença para o crescimento do fungo em meio contendo quitina como fonte de 

carbono. Em T. atroviride, foi demonstrado que a presença de qualquer uma das duas de 

suas NAGases é essencial para a conversão de quitobiose à GlcNAc e para seu crescimento 

em quitina (LÓPEZ-MONDÉJAR et al., 2009). 
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 As duas NAGases GH20 de M. anisopliae, MaNAG1 e MaNAG2, têm sua 

expressão induzida quando o fungo é cultivado em meio suplementado com quitina, 

entretanto, MaNAG1 apresenta indução mais acentuada nessa condição. Ainda, MaNAG1 

e MaNAG2 possuem peptídeo sinal para secreção e, provavelmente, agem na conversão 

extracelular de dímeros de GlcNAc em monômeros para assimilação desta fonte de 

carbono (Capítulo 1 desta Tese).  

 Além das duas NAGases GH20, a biomineração realizada no genoma de M. 

anisopliae E6 encontrou dois genes ortólogos às NAGases de bactérias pertencentes à 

família 3 das glicosil hidrolases (GH3), sendo denominadas MaNAG3 e MaNAG4 

(Capítulo 1 desta Tese). NAGases da família GH3 formam um pequeno grupo de enzimas 

bacterianas que possuem um amplo espectro de funções dependendo do organismo. Em 

bactérias marinhas quitinolíticas como V. furnissii ou Alteromonas sp., NAGases 

participam na degradação de quitina e na indução de quitinases (TSUJIBO et al., 1994; 

KEYHANI; ROSEMAN, 1996). Em bactérias gram-negativas, foi encontrado o gene 

NagZ, uma NAGase da família GH3 que hidrolisa as ligações glicosídicas β-1,4 entre 

GlcNAc e ácido anidro-N-acetilmurâmico nos produtos de degradação da parede celular, 

demonstrando sua importância dentro da célula durante o processo de reciclagem de 

muropeptídeos da parede celular bacteriana (CHENG et al., 2000). Em fungos, a única 

NAGase GH3 descrita até o momento foi encontrada no zigomiceto R. miehei, onde a 

enzima apresentou atividade hidrolítica sobre N-acetil-quitoligossacarídeos (GlcNAc)2−3 

(YANG et al., 2014). A análise do perfil transcricional dos genes das NAGases GH3 de M. 

anisopliae mostrou que MaNAG3 e MaNAG4 apresentaram expressão induzida por 

substratos quitinosos (GlcNAc 0.25%), e em tipos celulares específicos do ciclo de vida do 

fungo. Por exemplo, MaNAG3 apresentou expressão induzida em conídio, blastosporo e 
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apressório. Além disso, MaNAG3 teve transcrição induzida em autólise (Capítulo 1 desta 

Tese). Portanto, as NAGases de M. anisopliae apresentaram perfis transcricionais distintos 

em resposta a diferentes condições, indicando a ausência de um padrão de regulação 

gênica. Estes perfis de expressão variáveis também sugerem que elas não devem possuir 

funções totalmente redundantes.  

 O grande número de enzimas envolvidas torna complexa a análise do sistema 

quitinolítico em fungos. A caracterização funcional dos genes envolvidos, somados a 

aspectos de sua expressão, permitirá elucidar a participação das NAGases nos processos da 

biologia de M. anisopliae e identificar redundâncias e especificidades. Este capítulo traz os 

resultados preliminares da geração de mutantes nulos para estudo funcional dos genes de 

MaNAG1, MaNAG2, MaNAG3 e MaNAG4 de M. anisopliae. 

 

 

5.2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.2.1.  Material biológico 

 A linhagem M. anisopliae E6 utilizada neste trabalho foi originalmente isolada de 

Deois flavopicta (Hemiptera : Cercopidae) no estado do Espírito Santo, Brasil, cedida pelo 

Prof. João Lúcio de Azevedo da coleção da Escola Superior de Agricultura Luiz de 

Queiroz (ESALQ-USP). A linhagem e o vetor binário de A. tumefaciens utilizados em 

nosso protocolo de agrotransformação são EHA105 e pPZP201BK, respectivamente. As 

células EHA105 foram preparadas para quimiocompetência.  

 

5.2.2. Meios de cultivo e manutenção dos organismos 
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 Meios de Cultivo e Manipulação para M. anisopliae 

 Os meios de cultivo utilizados para a manutenção e repiques de M. anisopliae 

foram: Meio de Cove (MC) [glicose 1 %, NaNO3 0,6 %, pH 7,0] e Meio de Cove 

Completo (MCc) [glicose 1 %, NaNO3 0,6 %, casaminoácidos 0,15 %, extrato de levedura 

0,05 %, peptona 0,2 %, pH 7,0]. São ainda acrescidos: 2 % (v/v) de Solução de Sais [KCl 

2,6 %, MgSO4•7H2O 2,6 % e KH2PO4 7,6 % (p/v)] e 0,04 % (v/v) de Solução de 

Elementos Traços [Na2Ba4O7•7H2O 4 mg %, CuSO4•5H2O 40 mg %, FeSO4 1 mg %, 

Na2MNO4•7H2O 80 mg %, MnSO4•7H2O 80 mg % e ZnSO4•7H2O 80 mg % (p/v)]. 

Para meios sólidos foi acrescido 1,5 % de ágar. As suspensões de esporos do fungo foram 

efetuadas utilizando-se 3 mL de Tween 80 % estéril para cada placa de Petri contendo M. 

anisopliae esporulado em MCc; centrifugações e lavagens com água destilada estéril; 

ressuspensão dos esporos em 1 mL e contagem da diluição dos mesmos em Câmara de 

Neubauer. 

 Meios de Cultivo e Manipulação para E. coli 

 Inóculos de células de E. coliXL1-Blue ou TG2 foram efetuados em Meio Luria-

Bertani (LB) [triptona 1 %, extrato de levedura 5 %, NaCl 1 % (p/v), pH 7,0] e em Meio 

SOC [triptona 1 %, extrato de levedura 5 %, NaCl 1 % e glicose 20 mM] após 

eletroporação. Aos meios sólidos foram adicionados 1,5 % de ágar. Todos foram mantidos 

a 37°C. 

 

5.2.3. Construção de cassettes para deleção das NAGases 

 Para a construção dos cassettes de deleção dos genes de NAGAses foram 

selecionadas regiões contendo 1.000 pb, localizadas nas regiões que flanqueiam as 

sequências codificantes para cada gene. Foram desenhados oligonucleotídeos iniciadores 
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específicos para amplificar as regiões flanqueadoras assim como para o cassette que 

expressa o gene bar. Os oligonucleotídeos utilizados neste trabalho estão listados na 

Tabela 1. Este gene codifica uma fosfinotricina-acetiltransferase (THOMPSON et al., 

1987) que confere resistência ao antibiótico glifosinato de amônio e permite, portanto, a 

seleção de transformantes de M. anisopliae em meio contendo este antibiótico (250 µg/mL) 

(Figura 9). A partir de uma PCR de sobreposição estes três fragmentos são fusionados 

(YU et al., 2004). O fragmento fusionado foi primeiramente clonado em pCR2.1-TOPO, 

propagado e após subclonado em pPZP201BK. As clonagens foram confirmadas por 

clivagens com enzimas de restrição e PCR. Os vetores confirmados pPZP::∆MaNAG1, 

MaNAG2, MaNAG3 eMaNAG4 foram transformados em A. tumefaciens EHA105. 

 

 

 

Figura 9. Representação esquemática da construção dos cassettes para deleção dos 
genes de NAGases em M. anisopliae. As regiões 5’ e 3’contendo 1.000 pb de cada gene 
de NAGase (em laranja), foram amplificadas com pares de oligonucleotídeos específicos 
para cada gene (destacados em vermelho e em azul). O gene que confere resistência a 
glifosinato de amônio (bar, em cinza), foi amplificado com par de oligonucleotídeos 
BAR_FOR e BAR_REV (preto), e fusionado às regiões 5’e 3’ por PCR de fusão (primers 
NESTED, em verde). As setas indicam a posição de anelamento dos oligonucleotídeos 
utilizados para construção e confirmação do cassette. 
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Tabela 1. Oligonucleotídeos utilizados na construção dos vetores de deleção dos genes de NAGases de M. anisopliae. 

Identificação Sequência 5'-3'  Objetivo 

MaNAG1_5_FOR GACATCAATTGATCAATGAT Amplifica a região 5' 
do gene MaNAG1 MaNAG1_5_REV TGCCAGAAAGAGTCACCGGTCACTGTACAGGTTGAGACGAGATTTGCCAA 

MaNAG1_3_FOR TGTACTTTGACATGCTCCTCTTCTTTACTCGCGAGATGGACTTGAGCTTT Amplifica a região 3' 
do gene MaNAG1 MaNAG1_3_REV GGCTTCAATGTTCCATCCAC 

MaNAG1_NESTED_FOR TATGACCATGATTACGTCGAGGTGCCTGATTGATA Amplifica o cassette 
de deleção do gene 
MaNAG1 MaNAG1_NESTED_REV CAGGTCGACTCTAGACCGGCCTGGAAGCCGTCATG 

MaNAG2_5_FOR ATGCGGGGGCTATTCGACTG Amplifica a região 5' 
do gene MaNAG2 MaNAG2_5_REV TGCCAGAAAGAGTCACCGGTCACTGTACAGTGATGCTTCCCAGGTTGAAC 

MaNAG2_3_FOR TGTACTTTGACATGCTCCTCTTCTTTACTCTGTTCACGGCCCGGCCGCGA Amplifica a região 3' 
do gene MaNAG2 MaNAG2_3_REV GCCCTGTTCTGCTCCAGAAT 

MaNAG2_NESTED_FOR TATGACCATGATTACAGTCAAAATAGCACTGAGCC Amplifica o cassette 
de deleção do gene 
MaNAG2 MaNAG2_NESTED_REV CAGGTCGACTCTAGATGAAAACCAAGCGCCCCGACAT 

MaNAG3_5_FOR CAGCCGGCAAGCACCACAAG Amplifica a região 5' 
do gene MaNAG3 MaNAG3_5_REV TGCCAGAAAGAGTCACCGGTCACTGTACAGGGTGAATGGGACGGGGACGG 

MaNAG3_3_FOR TGTACTTTGACATGCTCCTCTTCTTTACTCGCGACAGCATTGAACAGAAC Amplifica a região 3' 
do gene MaNAG3 MaNAG3_3_REV AGTAAACTGACTGCGTGACC 

MaNAG3_NESTED_FOR TATGACCATGATTACCCTAGGTACCAGGCTGCATG Amplifica o cassette 
de deleção do gene 
MaNAG3 MaNAG3_NESTED_REV CAGGTCGACTCTAGAAGACACAGAGGAGCTGAGCA 
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MaNAG4_5_FOR CTTGTCCTCGCCGATGAGCC Amplifica a região 5' 
do gene MaNAG4 MaNAG4_5_REV TGCCAGAAAGAGTCACCGGTCACTGTACAGTGTTCCTGCTTCGTCGTTTC 

MaNAG4_3_FOR TGTACTTTGACATGCTCCTCTTCTTTACTCTATGTGTAGGGAATGATCAA Amplifica a região 3' 
do gene MaNAG4 MaNAG4_3_REV TGATGCGGCGGTATCCAGGG 

MaNAG4_NESTED_FOR GAACCACGATGGGTAGATGA Amplifica o cassette 
de deleção do gene 
MaNAG4 MaNAG4_NESTED_REV GTGCCGTCGCAATTATGTGT 

BAR_1880_FOR CTGTACAGTGACCGGTGACT Amplifica o cassette 
de expressão da 
marca de seleção 
(gene bar) 

BAR_1880_REV GAGTAAAGAAGAGGAGCATG 
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5.2.4.  Transformação de M. anisopliae mediada por A. tumefaciens (ATMT) 

 As células de A. tumefaciens transformadas com os vetores pPZP::∆MaNAG1, 

pPZP::∆MaNAG2, pPZP::MaNAG3e pPZP::MaNAG4 foram utilizadas para 

agrotransformação de M. anisopliae conforme protocolo previamente estabelecido 

(STAATS et al., 2007). Brevemente, células de A. tumefaciens portando o vetor 

recombinante foram co-cultivadas com esporos M. anisopliae para permitir a transferência 

do material inserido entre as bordas esquerda e direita do vetor. É utilizada acetoseringona 

para permitir a indução dos genes de virulência da bactéria. Foram feitas 30 placas para 

cada agrotransformação e, a partir dessas placas, as colônias fúngicas transformantes que 

foram capazes de atravessar a camada de top ágar contendo glifosinato de amônio foram 

recuperadas e isoladas. As linhagens transformantes se caracterizam pela inserção: do 

cassette de deleção das NAGases e do cassette de expressão do gene de resistência a 

glifosinato de amônio (gene bar).  

 

5.2.5. Busca por mutantes nulos dentre as colônias transformantes 

 Para confirmar a inserção dos cassettes nos transformantes gerados, foi realizada 

extração de DNA de esporos em micro-ondas seguido de PCR (modificada de FERREIRA; 

GLASS, 1996). Uma alçada de esporos foi retirada de placas esporuladas de M. anisopliae 

e adicionada em tubos de microcentrífuga. Após permanecer por 10 minutos no micro-

ondas em potência máxima, foram adicionados 30 µl de tampão TE (Tris-Cl 1 mM pH8,0, 

EDTA 10 mM) à amostra e os tubos foram homogeneizados. Em seguida, após 

centrifugação (10 minutos, 18.400 g), 20 µl do sobrenadante foram diluídos pela adição de 

180 µl de água milliQ e 1 µl deste material foi utilizado como molde na reação de PCR. A 

reação de PCR rea1izada amplifica uma parte da região codificante do gene de interesse 
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contendo ~200 pb e contida somente no locus selvagem, portanto, um resultado negativo é 

esperado para os possíveis transformantes positivos. Essa reação, utilizando os mesmos 

primers descritos no Capítulo I (Table S1), e foi repetida três vezes para confirmar a 

ausência de produtos de amplificação. Posteriormente, as colônias transformantes que 

apresentarem resultado negativo são inoculadas em meio líquido para cultivo de micélio 

fúngico e extração de DNA. Em uma segunda análise por PCR, o oligonucleotídeo senso 

anela no locus genômico do gene estudado e o oligonucleotídeo antissenso anela em uma 

região presente exclusivamente no cassette de deleção construído. Os oligonucleotídeos 

utilizados nessas reações estão listados na Tabela 1. Os produtos de amplificação 

resultantes fornecem informação a respeito da inserção homóloga ou ectópica dos cassettes 

construídos. 

 

 

5.3. RESULTADOS 

 

5.3.1. Construção de vetores para produzir mutantes nulos para os genes de NAGases 

 As regiões 5’ e 3’ de cada um dos quatro genes de NAGase MaNAG1, MaNAG2, 

MaNAG3 e MaNAG4 de M. anisopliae foram fusionadas ao cassette de expressão da 

marca de resistência utilizando-se uma reação de fusão por PCR. Em um primeiro 

momento, as quatro diferentes fusões foram clonadas no vetor pCR2.1TOPO, dando 

origem aos plasmídeos pCR21::∆MaNAG1, pCR21::∆MaNAG2, pCR21::∆MaNAG3 e 

pCR21::∆MaNAG4. Após confirmações, os quatro os cassettes de deleção para os genes 

de NAGases foram clonados em pPZP201BK para obtenção dos vetores de 

agrotransformação pPZP::∆MaNAG1, pPZP::∆MaNAG2, pPZP::∆MaNAG3 e 
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pPZP::∆MaNAG4. As construções foram confirmadas por reações de PCR (Figura 10) e 

por digestão com enzimas de restrição (Figura 11). 

 

 

A)

    
 

C)

    

D)

 
 
 
Figura 10. Confirmação da construção dos cassettes de deleção ∆MaNAG1, 
∆MaNAG2, ∆MaNAG3 e ∆MaNAG4. Confirmação da construção dos cassettes de 
deleção por reações de PCR. As regiões 5’e 3’de cada gene foram fusionadas com o 
cassette para expressão do gene que confere resistência a glifosinato de amônio (indicado 
como bar). M- marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder, Nested – reação de 
amplificação do cassette fusionado. 
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Figura 11. Confirmação da construção dos vetores pPZP::∆NAG1, pPZP::∆NAG2, 
pPZP::∆NAG3 e pPZP::∆NAG4. Confirmação da construção dos cassettesde deleção 
por digestão com enzimas de restrição. Representação esquemática dos 
vetorespPZP::∆MaNAG1 e pPZP::∆MaNAG2pPZP::∆MaNAG3 e pPZP::∆MaNAG4. As 
regiões 5’e 3’ de cada gene estão fusionadas com o cassettepara expressão do gene que 
confere resistência a glifosinato de amônio (indicado como bar). As enzimas de restrição 
destacadas foram utilizadas para confirmação da construção dos vetores. A digestão dos 
vetores pPZP::∆MaNAG1 e pPZP::∆MaNAG2 foi realizada com as enzimas de restrição 
EcoRI e BamHI(A e B). A digestão do vetor pPZP::∆MaNAG3 foi realizada com as 
enzimas de restrição BamHI e PstI (C). A digestão do vetor pPZP::∆MaNAG4 foi 
realizada com as enzimas de restrição BamHI e BglII(D). pPZP201BK (6.794 pb). M- 
marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder. 

C) 



120 
 

 

5.3.2.  Transformação de M. anisopliae mediada por A. tumefaciens (ATMT) 

 Entre 200 a 300 colônias fúngicas foram recuperadas a partir de cada experimento 

de agrotransformação. O número de transformantes recuperados foi de 295 para 

∆MaNAG1, 280 para ∆MaNAG2, 272 para ∆MANAG3 e para 230 ∆MaNAG4. As colônias 

se desenvolveram em meio mínimo contendo glifosinato de amônia (250 µg/mL) e foram 

mantidas nesta mesma condição por repiques sucessivos. A grande maioria das colônias 

recuperadas apresentou fenótipo semelhante ao observado no tipo selvagem, mas algumas 

colônias apresentaram desenvolvimento micelial reduzido.  

 

5.3.3.  Identificação de mutantes nulos nas colônias transformantes 

 A detecção de mutantes nulos dentre os transformantes recuperados de cada 

ATMT, resultantes de eventos de recombinação homóloga, foi realizada através de PCRs 

consecutivas. Em uma primeira reação, utilizando-se primers específicos para região 

interna do gene alvo, verificou-se a sua amplificação. Como nessa primeira reação de PCR 

o resultado esperado é negativo, somente os transformantes que não produziram produtos 

de PCR foram selecionados para a próxima etapa. Na Figura 12, pode-se observar 

exemplos dos produtos de amplificação obtidos utilizando-se essa metodologia. Das 295 

colônias transformantes obtidas para ∆MaNAG1, 18 exibiram o padrão negativo esperado. 

A ausência de produtos de amplificação também foi observada para 15 dos 280 

transformantes ∆MaNAG2, 12 dos 272 transformantes ∆MaNAG3 e apenas 6 

transformantes ∆ManAG4 apresentaram o padrão negativo após reações (Tabela 2). O 

padrão negativo foi repetido três vezes utilizando como molde DNA de uma extração 

independente a cada vez. 
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 Considerando apenas essa primeira etapa de busca, o número de transformantes que 

apresentaram o padrão esperado para um mutante nulo na reação de PCR foi reduzido. 

 

 

 

Figura 12. Primeira etapa da detecção de mutantes para os genes MaNAG1, 
MaNAG2, MaNAG3 e MaNAG4. Utilizando reações de PCR, todos os transformantes de 
cada agrotransformação foram analisados para encontrar mutantes nulos. Números 
destacados em vermelho representam os isolados com amplificação negativa da região 
interna do gene selvagem. Produtos de amplificação esperados possuem ~200 pb. 
 

 

Tabela 2. Número de potenciais mutantes nulos de M. anisopliae E6 dentre os 
transformantes obtidos por ATMT. 

Construção  
Número de 

transformantes 
obtidos  

Número de 
mutantes 

nulos 

Frequência 
(%) 

∆MaNAG1 295 18 6.10 

∆MaNAG2 280 15 5.36 

∆MaNAG3 272 12 4.41 

∆MaNAG4 235 6 2.55 
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5.4. DISCUSSÃO 

 

 A transformação mediada por A. tumefaciens (ATMT), se tornou uma técnica 

comum para o estudo de uma ampla variedade de espécies fúngicas nos últimos 15 anos. A 

técnica tem sido aplicada com sucesso em mais de 125 espécies de fungos diferentes, 

incluindo membros dos ascomicetos, basidiomicetos, zigomicetos, oomicetos e 

glomeromicetos. O protocolo de ATMT desenvolvido pelo nosso grupo (STAATS et al., 

2007) foi utilizado para transformar M. anisopliae com vetores de deleção para genes das 

quitinases ChiMaB1 e ChiMaB2 (BOLDO et al., 2009; STAATS et al., 2013). Diversos 

estudos em espécies de Metarhizium utilizaram a ATMT com sucesso, como, por exemplo, 

em M. robertsii (DONZELLI et al., 2012), M. anisopliae ARSEF2575 (MOON et al., 

2008), M. anisopliae BCRC35505 (TSENG; CHUNG; TZEAN, 2011) e M. brunneum 

(SEVIM et al., 2012). 

 Para a construção de mutantes nulos, não se pode levar em consideração somente a 

capacidade de transformação, mas é de fundamental importância obter elevada frequência 

de recombinação homóloga. A introdução do T-DNA dentro das células fúngicas pode ter 

diferentes resultados, incluindo a degradação parcial ou total do T-DNA, replicação 

autossômica do T-DNA ou integração do T-DNA no genoma (VAN ATTIKUM; 

BUNDOCK; HOOYKAAS, 2001). A integração depende de duas vias de reparo de DNA, 

a união terminal não-homóloga (non-homologous endjoining – NHEJ) e a recombinação 

homóloga. O objetivo principal da construção de mutantes nulos é a integração do cassette 

de deleção no locus selvagem do gene alvo, resultado da recombinação homóloga, 

entretanto, nem sempre a frequência desse evento é elevada. Os estudos de ATMT em 

fungos apresentam, em sua maioria, baixas frequências de inserção por recombinação 
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homóloga, como de 0,04% em Blastomyces dermatitidis, e somente poucos estudos 

apresentaram frequências próximas aos obtidos em S. cerevisiae, as mais altas sendo 78% 

em Fusarium graminearum e 76% em F. oxysporum (FRANDSEN, 2011).  

 A baixa frequência de recombinação homóloga em muitas espécies fúngicas tem 

sido foco de estudo sobre os fatores que afetam a eficiência em experimentos de ATMT. A 

solução mais significativa para solucionar este problema é a geração de linhagens mutantes 

com defeitos na via de recombinação não-homóloga NHEJ (mutantes Ku70, Ku80 ou lig4). 

Mutações na via NHEJ forçam a integração genômica do T-DNA via sistema de 

recombinação homóloga (VAN ATTIKUM; BUNDOCK; HOOYKAAS, 2001). A deleção 

de Ku já foi realizada em mais de 20 espécies de fungos filamentosos, resultando sempre 

em um aumento na frequência de recombinação homóloga, mostrando-se uma estratégia 

eficiente para a geração de mutantes para estudos funcionais. No entanto, este aumento na 

taxa de recombinação homóloga depende da espécie e do gene alvo, promovendo variações 

nos resultados obtidos entre as espécies de fungos filamentosos estudadas (KÜCK; HOFF, 

2010). A deleção do gene Ku70 em M. robertsii aumentou drasticamente a eficiência de 

disrupção por recombinação homóloga. A frequência de disrupção do gene associado à 

conidiação Cag8 em uma linhagem ∆ku70 foi de 93% comparado a 3% na linhagem 

selvagem. Ainda, a linhagem ∆ku70 de M. robertsii não apresentou diferenças no seu 

desenvolvimento, patogenicidade e tolerância a diversos estressores abióticos (XU et al., 

2014).  

Nosso grupo está atualmente trabalhando na obtenção desta linhagem de M. 

anisopliae ∆ku70. Resultados preliminares indicam que a taxa de disrupção do gene da 

quitinase chimaD1 aumentou de 1% na linhagem selvagem para aproximadamente 40% na 

linhagem ∆ku70. A linhagem ∆Ku70 não apresentou diferenças fenotípicas comparadas à 
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linhagem selvagem e não apresentou uma maior sensibilidade a estressores abióticos 

(osmóticos, oxidativos e de parede celular), possuindo taxa de crescimento similar à da 

linhagem selvagem de M. anisopliae.  Ainda, a linhagem ∆Ku70 de M. anisopliae não 

reduziu sua capacidade de infecção em Ulomoides dermestoides (CZECZOT, 2016). Visto 

que, a linhagem ∆Ku70 não difere da linhagem selvagem quanto ao seu desenvolvimento, 

tolerância a estressores abióticos e patogenicidade, apresentando significativo aumento da 

frequência de disrupção gênica, ela poderá ser utilizada nos projetos de caracterização 

funcional de um amplo espectro de genes envolvidos nos processos biológicos de M. 

anisopliae. 

De qualquer maneira, mesmo considerando-se a natural baixa frequência de 

recombinação homóloga, o número de mutantes nulos ∆MaNAG1, ∆MaNAG2, ∆MaNAG3 

e ∆MaNAG4 poderia ter sido relativamente maior. É possível que algum fenótipo 

resultante da deleção dos genes das NAGases possa ter sido determinante para a baixa 

frequência de recombinação homóloga obtida em nossos experimentos. Essa hipótese 

deve-se à possibilidade de que os mutantes nulos para os genes das NAGases apresentem 

desenvolvimento tardio em relação aos transformantes com inserção ectópica. Dessa 

forma, é possível que os mutantes nulos tenham sido preteridos no momento do isolamento 

das colônias transformantes das placas de ATMT. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

 Este trabalho contribuiu com a área de estudo por constatar a participação de 

NAGases na biologia de M. anisopliae, por meio da identificação de genes membros das 

famílias GH20 e GH3 e da investigação de seus papéis em processos que envolvem o 

metabolismo de quitina. Assim, destacam-se as principais conclusões: 

• M. anisopliae possui quatro genes putativos que codificam para NAGases. As 

NAGases MaNAG1 e MaNAG2 pertencem à família GH20 e são ortólogas a 

NAGases já caracterizadas em outros ascomicetos. As NAGases MaNAG3 e 

MANAG4 pertencem à família GH3 e são ortólogas a NAGases bacterianas; 

• MaNAG2 apresenta um espectro mais amplo de ortólogos em ascomicetos com 

diferentes estilos de vida – entomopatógenos, micoparasitas, fitopatógenos, 

patógenos humanos, saprófitos – enquanto MaNAG1 possui ortólogos 

majoritariamente em outros fungos entomopatógenos. A presença disseminada de 

ortólogos de MaNAG2 pode representar uma função básica comum a fungos, 

independentemente de seu estilo de vida, enquanto MaNAG1 pode ter uma função 

mais específica na entomopatogenicidade; 

• Considerando-se a presença de ortólogos em ascomicetos com diferentes estilos de 

vida, a análise filogenética das NAGases da família GH3 sugere que estas 

NAGases não desempenham função específica na entompatogenicidade, mas 

possivelmente estão envolvidas em processos celulares basais como, por exemplo, 

o metabolismo de GlcNAc e o remodelamento da parede celular necessário para o 

crescimento hifal e diferenciação celular; 
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• Os quatro genes de NAGases de M. anisopliae E6 não apresentaram um padrão de 

indução ou repressão de sua expressão em resposta a diferentes condições, 

indicando a não existência de um padrão comum de regulação. Estes perfis de 

expressão distintos também sugerem que eles não devem possuir funções 

totalmente redundantes; 

• As NAGases da família GH20 possuem um padrão similar de indução de expressão 

em quitina 1%, ainda que em MaNAG1 esta indução tenha sido mais acentuada do 

que em MaNAG2. Isto indica que estas duas enzimas podem apresentar atividade 

quitinolítica redundante ou complementar; 

• A presença de peptídio sinal para a secreção nas NAGases da família GH20, 

MaNAG1 e MaNAG2, somada a prévia identificação de atividade de NAGase em 

sobrenadantes de cultivo de M. anisopliae, sugere que estas enzimas atuam na 

clivagem de quitina exógena no meio extracelular; 

• MaNAG2 foi a NAGase com maior nível de indução de expressão em apressório, 

sugerindo que esta NAGase seria mais necessária durante os primeiros estágios de 

infecção: remodelamento da parede celular na diferenciação em apressório ou 

durante o estágio de penetração do hospedeiro; 

• MaNAG3 foi a única NAGase que teve sua expressão induzida por GlcNAc 0,25% 

e não foi induzida por quitina 1%. Esses resultados sugerem um mecanismo de 

regulação da expressão de MaNAG3 no qual a sua indução depende que, 

primeiramente, ocorra a completa degradação de quitina a monômeros de GlcNAc, 

resultante da atividade de alguma outra NAGase do fungo; 

• As NAGases da família GH3 apresentaram níveis de expressão relativa mais 

elevados em condição de autólise induzida. Este dado reforça as evidências da 
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participação destas NAGases em processos não diretamente relacionados à 

infecção; 

• A identificação dos genes MaNAG3 e MaNAG4 é a primeira evidência da presença 

de NAGases da família GH3 em fungos entomopatogênicos; 

• A construção de mutantes para os genes das quatro  NAGases foi confirmada em 

uma primeira etapa por PCR utilizando DNA extraídos de esporos; 

• A frequência de potenciais transformantes nulos para os genes de MaNAG1, 

MaNAG2, MaNAG3 e MaNAG4 foi reduzida (6,1%, 5,4%, 4,4% e 2,6% 

respectivamente). 
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7. PERSPECTIVAS 

 

 

 Quanto às possibilidades futuras para complementação dos estudos abordados nessa 

tese, destacam-se: 

• Ampliar a análise da regulação da expressão das NAGases de M. anisopliae frente a 

diferentes fontes de carbono; 

• Concluir a construção dos mutantes funcionais por ATMT para as quatro NAGases, 

preferencialmente utilizando uma linhagem ∆ku70 de M. anisopliae; 

• Analisar funcionalmente as NAGases, estudando os mutantes para os genes 

MaNAG1, MaNAG2, MaNAG3 e MaNAG4 em ensaios fenotípicos e bioensaios 

contra diferentes hospedeiros (D. peruvianus e R. microplus); 

• Analisar o perfil de expressão de quitinases e NAGases frente à disrupção dos 

genes MaNAG1, MaNAG2, MaNAG3 e MaNAG4; 

• Analisar as regiões promotoras das NAGases para buscar sítios de ligação a fatores 

de transcrição e inferir possível relação com as funções dos genes. 
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médio; Membro do Núcleo de Integração do Ensino, Pesquisa e Extensão 
(NIEPE) da área das Ciências Biológicas e da Saúde; Membro da Comissão 
de Avaliação e Gestão de Projetos de Pesquisa e Inovação (CAGPPI) - 
Representante da área de Ciências Biológicas e Saúde. 

 

ARTIGOS COMPLETOS PUBLICADOS EM PERIÓDICOS 
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1. STAATS, CHARLEY; JUNGES, ÂNGELA; GUEDES, RAFAEL LUCAS; THOMPSON, 
CLAUDIA; DE MORAIS, GUILHERME; BOLDO, JULIANO; DE ALMEIDA, LUIZ 
GONZAGA; ANDREIS, FÁBIO; GERBER, ALEXANDRA; SBARAINI, NICOLAU; DA 
PAIXÃO, RANA LOUISE DE ANDRADE; BROETTO, LEONARDO; LANDELL, 
MELISSA; SANTI, LUCÉLIA; BEYS-DA-SILVA, WALTER; SILVEIRA, CAROLINA; 
SERRANO, THAIANE; DE OLIVEIRA, EDER ; KMETZSCH, LÍVIA; VAINSTEIN, 
MARILENE; DE VASCONCELOS, ANA TEREZA; SCHRANK, AUGUSTO. Comparative 
genome analysis of entomopathogenic fungi reveals a complex set of secreted proteins. BMC 
Genomics, v.15, p.822 - , 2014. 

2. BUSSAMARA, ROBERTA; FUENTEFRIA, ALEXANDRE MENEGHELLO; 
OLIVEIRA, EDER SILVA DE ; BROETTO, LEONARDO; SIMCIKOVA, MICHAELA; 
VALENTE, PATRÍCIA; SCHRANK, AUGUSTO; VAINSTEIN, MARILENE HENNING. Isolation 
of a lipase-secreting yeast for enzyme production in a pilot-plant scale batch fermentation. 
Bioresource Technology,  v.101, p.268 - 275, 2010. 

 

ARTIGOS ACEITOS PARA PUBLICAÇÃO 

1. OLIVEIRA, EDER SILVA DE ; JUNGES, ANGELA; SBARAINI, NICOLAU; 
ANDREIS, FÁBIO CARRER; THOMPSON, CLAUDIA ELIZABETH; STAATS, 
CHARLEY CHRISTIAN; SCHRANK, AUGUSTO. Molecular evolution and transcriptional 
profile of GH3 and GH20 β-N-acetylglucosaminidases in the entomopathogenic fungus 
Metarhizium anisopliae. Genetics And Molecular Biology, 2018. 

 

TRABALHOS PUBLICADOS EM ANAIS DE EVENTOS (RESUMO) 

1. OLIVEIRA, E. S. ; JUNGES, A.; PAIXÃO, R. L. A.; RISPOLI, T.; SBARAINI, N.; 
STAATS, C. C.; SCHRANK, AUGUSTO. Estudo funcional de N-acetil-glicosaminidases do 
fungo entomopatogênico Metarhizium anisopliae. In: 27º Congresso Brasileiro de 
Microbiologia, 2013, Natal, RN.  Anais do 27 CBM, 2013. 

2. JUNGES, A.; PAIXÃO, R. L. A.; OLIVEIRA, E. S. ; SBARAINI, N.; RISPOLI, T.; 
VAINSTEIN, M. H.; SCHRANK, A. Functional analysis from Metarhizium anisopliae 
subgroup C chitinases. In: 27 Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2013, Natal, RN. 
 Anais do 27 CBM, 2013. 

3.  PAIXÃO, R. L. A.; JUNGES, A.; OLIVEIRA, E. S. ; STAATS, C. C.; SCHRANK, A. 
Gene silencing mediated by RNA interference in the entomopathogenic fungus Metarhizium 
anisopliae. In: 27 Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2013, Natal, RN. Anais do 27 
CBM , 2013. 



149 
 

 

4. OLIVEIRA, E. S. ; VAINSTEIN, M. H.; STAATS, C. C.; SCHRANK, A. Functional 
analysis of glyoxal oxidases of Cryptococcus neoformans. In: XIV Reunião Anual do 
Programa de Pós-graduação em Biologia Celular e Molecular, 2012, Porto Alegre, RS. Anais 
da XIV Reunião Anual do Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular, 
2012. 

5. OLIVEIRA, E. S. ; VAINSTEIN, M. H.; STAATS, C. C.; SCHRANK, A. Glyoxal 
oxidases in Cryptococcus neoformans. In: 28º Reunião de Genética de Microrganismos, 
2012, Foz do Iguaçu, PR.Anais da 28º Reunião de Genética de Microrganismos, 2012. 

6. OLIVEIRA, E. S. ; STAATS, C. C.; VAINSTEIN, M. H.; SCHRANK, A. Estudo 
funcional de três glioxal oxidases de Cryptococcus neoformans. In: XIII Reunião anual do 
Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular do Centro de Biotecnologia da 
UFRGS, 2011, Porto Alegre, RS. Anais da XIII Reunião anual do Programa de Pós-
Graduação em Biologia Celular e Molecular do Centro de Biotecnologia da UFRGS, 2011. 

7. OLIVEIRA, E. S. ; STAATS, C. C.; SCHRANK, A.; VAINSTEIN, M. H. Identificação in 
silico de proteínas ancoradas por glicosilfosfatidilinositol nas espécies do complexo 
Cryptococcus neoformans. In: 27º Reunião de Genética de Microrganismos, 2010, Guarujá, 
SP. Anais da 27º Reunião de Genética de Microrganismos, 2010. 

8. OLIVEIRA, E. S. ; STAATS, C. C.; SCHRANK, A.; VAINSTEIN, M. H. Identificação in 
silico de proteínas GPI-ancoradas nas espécies do complexo Cryptococcus neoformans. In: 
XII Reunião anual do Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular do 
Centro de Biotecnologia da UFRGS, 2010, Porto Alegre, RS. Anais da XII Reunião anual do 
Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular do Centro de Biotecnologia da 
UFRGS, 2010. 

9. OLIVEIRA, E. S. ; STAATS, C. C.; SCHRANK, A.; VAINSTEIN, M. H. Identificação in 
silico de proteínas ancoradas por glicosilfosfatidilinositol nas espécies do complexo 
Cryptococcus neoformans. In: XI Reunião anual do Programa de Pós-Graduação em Biologia 
Celular e Molecular do Centro de Biotecnologia da UFRGS, 2009, Porto Alegre, RS. Anais 
da XI Reunião anual do Programa de Pós-graduação em Biologia Celular e Molecular do 
Centro de Biotecnologia da UFRGS, 2009. 

10. OLIVEIRA, E. S. ; STAATS, C. C.; VAINSTEIN, M. H.; SCHRANK, A. Homeostase 
do ferro: busca por proteínas ortólogas em Cryptococcus gattii e Paracoccidioides 
brasiliensis. In: 26º Reunião de Genética de Microrganismos, 2008, Salvador, BA. Anais 
da 26º Reunião de Genética de Microrganismos, 2008. 

11. OLIVEIRA, E. S. ; CRESTANI, J.; SCHRANK, A.; VAINSTEIN, M. H. Identificação 
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de proteínas diferencialmente expressas em Cryptococcus gattii sob limitação de ferro. In: 
XX Salão de Iniciação Científica - UFRGS, 2008, Porto Alegre. Anais do XX Salão de 
Iniciação Científica - UFRGS, 2008. 

12. CRESTANI, J.; OLIVEIRA, E. S. ; SILVA, L. K. R.; STAATS, C. C.; SCHRANK, A.; 
VAINSTEIN, M. H. Proteomics of iron deprivation in Cryptococcus gattii. In: 54º Congresso 
Brasileiro de Genética, 2008, Salvador. Anais do 54º Congresso Brasileiro de Genética, 2008. 

13. CRESTANI, J.; OLIVEIRA, E. S. ; SILVA, L. K. R.; STAATS, C. C.; SCHRANK, A.; 
VAINSTEIN, M. H. Proteomics of iron deprivation in Cryptococcus gattii. In: 26º Reunião 
de Genética de Microrganismos, 2008, Salvador. Anais da 26º Reunião de Genética de 
Microrganismos, 2008. 

14. OLIVEIRA, E. S. ; RODRIGUES, R. S. B.; VAINSTEIN, M. H. Purificação de uma 
lipase extracelular da levedura Pseudozyma hubeiensis para sua utilização como catalisador 
na produção de biodiesel. In: XIX Salão de Iniciação Científica - UFRGS, 2007, Porto 
Alegre. Anais do XIX Salão de Iniciação Científica - UFRGS, 2007. 

15. RODRIGUES, R. S. B.; OLIVEIRA, E. S. ; FUENTEFRIA, ALEXANDRE 
MENEGHELLO; VALENTE, P.; VAINSTEIN, M. H. Produção e imobilização da lipase de 
Pseudozyma hubeiensis para utilização em aplicações biotecnológicas In: ENZITEC: VII 
Seminário Brasileiro de Tecnologia Enzimática, 2006, Caxias do Sul. Anais do ENZITEC: 
VII Seminário Brasileiro de Tecnologia Enzimática, 2006. 

16. OLIVEIRA, E. S. ; RODRIGUES, R. S. B.; LUBECK, I.; VAINSTEIN, M. H. 
Purificação de uma lipase extracelular da levedura Pseudozyma hubeiensis para sua utilização 
como catalisador na produção de biodiesel. In: XXVIII Salão de Iniciação Científica - 
UFRGS, 2006, Porto Alegre. Anais do XXVIII Salão de Iniciação Científica - UFRGS, 2006. 

17. OLIVEIRA, E. S. ; RODRIGUES, R. S. B.; VAINSTEIN, M. H.; SCHRANK, A. 
Produção e purificação de uma lipase da levedura Pseudozyma hubeiensis para sua utilização 
como catalisador na produção de biodiesel. In: XVII Salão de Iniciação Científica - UFRGS, 
2005, Porto Alegre. Anais do XVII Salão de Iniciação Científica - UFRGS, 2005. 

 

DEMAIS PRODUÇÕES 

1. OLIVEIRA, E. S., et al. Curso de Férias - Verão 2011: Plantas, como funcionam?, 
2011. (Extensão, Curso de curta duração ministrado) 

2. OLIVEIRA, E. S., et al. Curso de Férias - Verão 2010: As células, 2010. (Extensão, 
Curso de curta duração ministrado) 
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ORGANIZAÇÃO DE EVENTOS 

1. OLIVEIRA, E. S. , et al. Curso de Férias - Verão 2010: As células, 2010. (Outro, 
Organização de evento) 

2. OLIVEIRA, E. S. , et al. V Jornada acadêmica da Biologia da UFRGS, 2008. (Outro, 
Organização de evento) 

3. OLIVEIRA, E. S. , et al. Primeiro Programa de Minicursos Complementares da 
Biologia UFRGS, 2006. (Outro, Organização de evento) 

 

PARTICIPAÇÃO EM BANCAS DE COMISSÕES JULGADORAS 

1. OLIVEIRA, E. S .; SILVA, C. S.; FERREIRA, A. A.. Banca examinadora da prova 
didática do Concurso para Docente, Edital 19/2016, Área/Disciplina de Biologia do IFRS - 
Campus Canoas. 2016. Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia do Rio Grande do 
Sul. (Concurso Público) 

2. OLIVEIRA, E. S.  Comissão avaliadora da VI Mostra de Ciência e Tecnologia do IFRS-
Campus Caxias do Sul (VI IFTec). 2017. Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia 
do Rio Grande do Sul. (Outras participações) 

 
 

 


