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RESUMO

A degradacdo de quitina é importante para o reraauito da parede celular em fungos
filamentosos e crucial para o rompimento da cuicld hospedeiros artropodes durante a
infeccdo de fungos entomopatogénicos. Além dissqpiina € uma importante fonte
nutricional. Para que a quitina possa ser eficreatde utilizada, a atividade d&N-
acetilglicosaminidases (NAGases) deve estar pres@pids a acado de quitinases sobre a
quitina, gerando dimeros de N-acetilglicosaminaci&ic),, NAGases hidrolisam suas
ligacdesB-1-4 produzindo GIcNAc livre. Fungos filamentosasguem, em média, 15 a 25
guitinases, mas somente duas NAGases, 0 que lguasibes sobre a real importancia
destas enzimas. Em escala genbmica, foram idewt#& no fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliagluas NAGases da familia GH20 (MaNAG1 e MaNAG2) asdu
NAGases da familia GH3 (MaNAG3 e MaNAG4) das glicdddrolases. Andlises
filogenéticas sugerem subsequentes duplicac6eseondar principalmente no clado de
MaNAG2, resultando na presenca de ortdlogos emmpicaespectro de ascomicetos com
diferentes estilos de vida. MaNAGl agrupou majdataente com espéecies
entomopatogénicas. MaNAG3 e MaNAG4 apresentaraansattilaridade de sequéncias e
conservacdo de dominios com NAGases GH3 de bact&igperfil transcricional dos
genes das NAGases GH20 e GHS3 foi avaliado por ge@Ryito diferentes condicdes de
cultivo, representando diferentes estagios de debemento ou diferentes estados
nutricionais. As NAGases apresentaram perfis destricdo diferenciais em resposta as
diferentes condicdes, indicando a auséncia de urdpale regulacdo génica em comum.
Os perfis de expresséo variaveis também sugerenelgsendo devem possuir funcdes
totalmente redundantes. Ensaios de transcricatveelmostraram a inducédo da expressao
de MaNAG1, MaNAG2 e MaNAG4 por quitina 1%, enquaktaNAG3 foi induzida em
meio suplementado com GIcNAc 0,25%. As relacbetuivas de MaNAG3 e MaNAG4

e a regulacdo de suas expressfes por substratossps sdo a primeira evidéncia do
envolvimento de NAGases GH3 em processos celulfisgddgicos em ascomicetos,
apontando para sua potencial relevancia na difexgde celular durante o ciclo de vida de
M. anisopliae Com o objetivo de avancar no estudo funcional Na$sases deM.
anisopliae,foram gerados vetores para a construcdo de mutantes para 0s quatro
genes de NAGases e linhagens transformantes fopéidas utilizando-se a metodologia

de transformacgéo de fungos mediadaAgnobacterium tumefaciens
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ABSTRACT

Chitin degradation is important for filamentous durcell wall remodeling and, in
entomopathogenic fungi, this process is pivotallfmgaching the arthropod host cuticles
during infection. Chitin is an important nutriennda to be efficiently usedf-N-
acetylglucosaminidases (NAGases) activity must besgnt. After chitinase action on
chitin generating N-acetylglucosamine dimers (GId$ANAGases hydrolyze theifs1-4
linkages producing free GIcNAc. Filamentous fungvé between 15 to 25 chitinases, but
only two NAGases; then, questions arise about theahimportance of these enzymes. On
a genomic scale, were identified in the entomopgh fungusMetarhizium anisopliae
two GH20 NAGases (MaNAG1 and MaNAG2) and two GH3®&ses (MaNAG3 and
MaNAG4) from glycoside hydrolases. Phylogenetic lysia suggested subsequent
duplications occurring mainly in MaNAG2 clade, risig in ortholog clusters in several
ascomycetes with a broad range life style. MaNAGlusters mostly with
entomopathogenic species clades. MaNAG3 and MaNABdwed high sequence
similarity and domain conservation with bacteridl&NAGases. Transcriptional profiles
of GH20 and GH3 NAGase genes were evaluated by giR@R eight culture conditions,
representing different stages of development arfigérdnt nutritional states. NAGases
showed differential transcript profiles in resporieedifferent conditions, indicating an
absence of a common gene regulation pattern. Thiabla expression profiles also
suggest they may not have totally redundant rdRedative transcription assays showed
MaNAG1, MaNAG2 and MaNAG4 expression induction bytio 1%, while MaNAG3
was induced in medium supplemented with GIcNAc @2&volutionary relationships of
MaNAG3 and MaNAG4 and their expression regulateatotinous substrates are the first
evidence of GH3 NAGases involvement in physiololgaedl process in entomopathogenic
fungi, therefore, pointing to potential relevanceaell differentiation during/l. anisopliae
life cycle. In order to proceed on functional sksgliof M. anisopliaeNAGases, vectors
were constructed to produce knockout mutants far fdAGases genes and transformant
strains were obtained by using fungi transformatiorediated by Agrobacterium

tumefaciens
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1. INTRODUCAO

Estima-se que existam mais de 600.000 espéciamdes, e assume-se que estas
espécies podem ser encontradas em quase tododiteshda Terra. Contudo, somente
uma pequena fracdo destas espécies esta desc@BAMt al., 2011). A maioria das
espécies fangicas desenvolveram interacbes sagasfiem solo ou agua, ou em
associacdo com micorrizas. Ainda, espécies fungiéasconhecidas por causar doencas
em diversos hospedeiros, incluindo mamiferos, potlés e plantas (BLACKWELL,
2011), o que justifica sua utilizacdo como modedes estudo das interacbes que
ocorrem entre patégenos e seus hospedeiros (SHEH;,P2003; KUBICEK et al.,
2011; BOURGEOIS; KUCHLER; AUCOIN, 2012; DEAN et,a2012).

Um grupo diverso de fungos € associado a artr@a@deando no controle de suas
populacdes, particularmente de insetos (BASSET.ef@12). Os fungos associados a
insetos mais bem estudados sdo entomopatégengsasssao fungos necrotroficos que
ativamente penetram no exoesqueleto do hospedse@moliferam na hemocele até todos
os tecidos internos serem degradados. Fungos @noddetarhiziumsédo os modelos mais
estudados quanto a relacdo entre um fungo entoog#ato e seus hospedeiros. Estudos
sobre a evolucdo, ecologia, genética, bioquimitdodia molecular e outros aspectos da
biologia de fungos filamentosos, utilizam como modespécies deste género. Visto que
diferentes espécies ddetarhizium podem infectar e matar mais de 200 espécies de
artropodes (FREIMOSER; HU; ST LEGER, 2005), algismdados tém sido amplamente
utilizados no biocontrole de uma grande variedadepthgas, de interesse agricola,

pecuario e de salude humana, como alternativa aaeigmesticidas quimicos (FARIA;
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WRAIGHT, 2007; FERNANDES; BITTENCOURT; ROBERTS, 201

E crescente o nimero de estudos que buscam idantiitores envolvidos na
interacdo entrdletarhiziumspp. e seus hospedeiros. Estas pesquisas tém d¢petivas
principais a caracterizacdo de fatores de viru&nalacionados a letalidade do processo
de infeccdo, e os mecanismos de especificidadespetieiros, uma das vantagens mais
importantes do controle biolégico (SCHRANK; VAINSINE 2010). O sequenciamento
do genoma de nove linhagens e a disponibilizacdcudes sequéncias permitiu um
avanco na compreensao de diversos aspectos dgiaidm fungo (GAO et al., 2011; HU
et al., 2014; PATTEMORE et al., 2014; STAATS ef 2014).

A via principal para o inicio da infeccdo dé anisopliaeé a degradacéao,
rompimento e penetracdo através da cuticula de wvspedeiro suscetivel. Este
processo inicia com a adesao das particulas imésctio fungo (conidiosporos), sobre a
cuticula destes hospedeiros. H4 uma reorganizagdexpressao génica e uma
variedade de hidrolases é secretada, bem comoeocarrsintese de proteinas
envolvidas com o remodelamento da parede celulagidd para a formacédo de
estruturas especializadas que auxiliardao na p&detréSHAH; PELL, 2003). Estudos
prévios demonstraram qi& anisopliaeproduz diversas enzimas hidroliticas capazes de
degradar os constituintes da cuticula do hospediirante a fase de penetracdo. Dentre
as enzimas que participam deste processo estasedipgoroteases e quitinases
(CHARNLEY; ST. LEGER, 1991; ST LEGER; BIDOCHKA; R@ERTS, 1994;
FRAZZON et al., 2000; DE LA PAZ GIMENEZ-PECCI et.,aP002; KRIEGER DE
MORAES; SCHRANK; VAINSTEIN, 2003; BARRETO et al.0@4; BEYS DA SILVA
et al., 2010).

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa tem focseles estudos em
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caracterizar genes e enzimas cuja funcdo seriaiatrmos eventos da patogenia
(KRIEGER DE MORAES; SCHRANK; VAINSTEIN, 2003; DA &YA et al., 2005;
BARATTO et al., 2006; STAATS, 2007; BOLDO et alQ@D; BEYS DA SILVA et al.,
2010; JUNGES et al., 2014). Um grupo de enzimagahticular interesse, € as hidrolases
que constituem o sistema quitinolitico fungico, posto por quitinases ¢-N-
acetilglicosaminidases (NAGases), uma vez que iautatdos artropodes é rica em fibras
de quitina embebidas em uma matriz protéica (PEDRINRESPO; JUAREZ, 2007).
Além disso, a propria parede do fungo possui caitbonferindo-a rigidez. Desta forma, o
sistema quitinolitico ndo s6 teria um papel fundatae atuando diretamente na
solubilizagdo da quitina presente no exoesquelettiaspedeiro, mas também teria um
papel importante no processo de morfogénese celmidispensaveis para a infeccéo.
Portanto, estas enzimas teriam, pelo menos, duagddd principais, atuando nos
processos de diferenciacéo celular, através dodelamento da parede celular do fungo,
e na degradacdo de quitina exdégena com o objetesgprdver nutricdo a célula e
permitir o acesso do fungo a fonte nutricional espntada pelo hospedeiro.

M. anisopliaepossui 24 genes de quitinases que apresentarerdésrpadroes de
expressado, dependendo da fonte de carbono e figlarcgo ciclo de vida do fungo. Este
perfil aponta para a participacdo destas quitinasesliferentes processos da biologia de
M. anisopliaeque envolvem o metabolismo de quitina, atuando aeeima nao-redundante
entre si (JUNGES et al., 2014). A presenca de um r@imero de quitinases € uma
caracteristica de genomas de fungos ascomicetogsastando com somente um ou dois
genes de NAGases. Apesar desse relativo pequeneroaie NAGases, a atividade dessas
enzimas se mostrou essencial para o crescimentoiabparasitalrichoderma atroviride

em quitina (LOPEZ-MONDEJAR et al., 2009). Isso sepliea devido a atividade
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enzimatica das NAGases ser responsavel pela lib®rde monémeros de N-acetil-D-
glicosamina (GIcNAc) derivados do produto da cleeg da quitina realizada pelas
quitinases. A GIcNAc é absorvida pelo fungo e pséeutilizada como fonte nutricional
durante seu crescimento ou na reciclagem de quitin@arede celular durante seu ciclo de
vida (SEIDL; DRUZHININA; KUBICEK, 2006).

Em contraste ao volume de conhecimento obtido @@studo de quitinases dévh
anisopliag o papel das NAGases neste organismo modelo &ngauco conhecido. E
necessario elucidar em quais processos celulai®s eszimas participam, se sua funcéo e
restrita a aquisicdo de GIcNAc como fonte nutrielorpara o crescimento vegetativo do
fungo, ou se elas atuam na especializacdo celufmtagenicidade durante o processo
infectivo. Portanto, NAGases tornam-se alvos der@sse para estudos mais aprofundados

da sua funcéo na biologia b anisopliae.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CARACTERISTICAS GERAIS DO FUNGO FILAMENTOSO

METARHIZIUM ANISOPLIAE

O fungo Metarhizium anisopliaeé considerado um dos organismos mais
promissores no controle de pragas da pecuaria,gdauliura e vetores de doencas
humanas, e tem sido um dos modelos mais estudatiogekacdo ao isolamento,
selecdo e caracterizacdo de linhagens do ambiehteidacdo dos mecanismos de
infeccdo e no desenvolvimento de formulacdes deesiicidas. Arigura 1 mostra alguns
hospedeiros suscetiveis ao biocontrole Moranisopliae Dentre eles estdo artrépodes o
carrapato bovinoRhipicephalus (Boophilug microplus (FRAZZON et al., 2000), o
gafanhotoSchistocerca gragaridTOUNOU et al., 2008), a cigarrinha da cana-de-aguc
Mahanarva fimbriolata DINARDO-MIRANDA et al., 2004; LOUREIRO et al., 2@), a
cigarrinha das pastagens (PEREIRA; BENEDETTI; ALRE| 2008) e o percevejo
manchador do algodabysdercus peruvianugLUBECK et al.,, 2008) M. anisopliae
também tem a capacidade de controlar vetores decdsdiumanas, como 0 transmissor
do virus da denguéedes aegypt{iSCHOLTE; TAKKEN; KNOLS, 2007), da malaria
Anopheles gambiadSCHOLTE; KNOLS; TAKKEN, 2006), da doenca de Chagas
Triatoma infestangLUZ et al., 1998) e da filarios€ulex quinquefasciatuLACEY;
LACEY; ROBERTS, 1988). O desenvolvimento vegetatigleste fungo ocorre
normalmente na faixa de temperatura entre 15 e 88RRUDA et al., 2005; LI; FENG,

2009), e pH, variando de valores de 2,0 a 8,5 (ARBRUet al., 2005). Estas
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caracteristicas, somadas a sua resisténcia a dadonbientais, como luz ultravioleta de
diversos comprimentos de onda (BRAGA et al., 20@8houM. anisopliaeo fungo mais

utilizado como agente de controle bioldgico de ietas pragas (LORD, 2005).

Pragas da agricultura

na ‘,r;’ i

Deois flavopicta

Mahanarva sp.

Pragas da pecuaria , ) =

Rhipicephalus microplus

=

Triatoma infestans Anopheles sp. Culex sp.

Figura 1. O espectro de hospedeiros dé. anisopliaeinclui pragas da agricultura,

da pecuéria e vetores de doencas humandsxemplos de cada um dos grupos de
hospedeiros sdo demonstrados. Nas imagens menardempser observados
cadaveres de artropodes cobertos por conidios srapies infecgcdo pdvl. anisopliae
(Imagens adquiridas a partir de: www.olicana.comwvw.blogdocontrolebiologico.com,
www.fmcagricola.com.br, www.embrapa.com.br, www.saude.gov.br,
www.cameronwebb.wordpress.com.montagem é de autoria de A. Junges (JUNGES,
2014))

MorfologicamenteM. anisopliaeé um ascomiceto filamentoso com micélio hialino

e septado, dotadde conidiéforos dos quais emergem conidios ciléadricom tamanhos
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que variam de 1,8 a 3/ de comprimento, organizados em colunas (ALVES8)19
(Figura 2). As espécies deéM. anisopliae que apresentam somente fase assexuada
(anamorficas) compdem a maior parte das espéciedmante conhecidas. Além da
reproducdo assexual, a qual € propria do crescimeagetativo, ocorre também a
reproducdo parassexual, caracterizada por fendOmeooso a heterocariose e a
recombinacdo somatica (ARRUDA et al., 2005). Oseamlorfos (apresentam fase
sexuada) séo raros e foram anteriormente descatmso pertencentes ao género
MetacordycepgSUNG et al., 2007) e, atualmente, foi sugerido gua nomenclatura

retorne pardMetarhizium(KEPLER et al., 2014).

Figura 2. Aspectos morfolégicos deM. anisopliae Colbnia apos 28 dias de
crescimento em meio artificial a 28 %.. Micélio branco pode seabservado no bordo da
colénia.B. formacgédo de conidiéforo€. Producdo de esporos. A montagem € de autoria
de C. C. Staat§STAATS, 2007). As imagens de MEV sdo de autorialdeArruda
(ARRUDA et al., 2005)

Até entdo, somente onze espécies pertenciam ao rogéketarhizium
(BISCHOFF; REHNER; HUMBER, 2009), considerando egusntes:M. anisopliag M.

guizhouenseM. pingshaenseM. brunneunm M. acridum M. lepidiotae, M. majus, M.
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globosum, M. robertsii, M. flavoviride M. frigidum A partir desta ultima atualizacdo em
2014, decidiu-se unificar em um nome os difereestagios delesenvolvimento fungico
(anamorfo e teleomorfo). Diversas espécies telefamode outros géneros, as quais
pertenciam ao génemldetacordycepscomoPochonia Nomuraeae Paecilomycesforam
reclassificadas de maneira que o géndetarhiziumagora apresenta em torno de 29

espécies.

2.2. PROCESSO DE INFECCAO DO FUNGOM. ANISOPLIAE

M. anisopliae é descrito como causador da infeccdo fungica changagen
muscardine devido ao aspecto da incrustacdo dos cadaveragrdpodes com conidios
verdes (ROBERTS; ST LEGER, 2004). Ao longo de selo ae vida Figura 3), esse
fungo apresenta a capacidade de se diferenciaipa® delulares, modificando-se a partir
de conidios, em hifas, tubos germinativos, apressée blastosporos (SCHRANK;
VAINSTEIN, 2010). O seu ciclo de infeccdo € complex ocorre através da penetracao
ativa da cuticula de seus hospedeiros artropodeSRESON; CHARNLEY, 1996). Ele
inicia com a deposicao e adesdo dos conidios sobuéicula de um hospedeiro suscetivel
onde ocorre o desenvolvimento de um tubo germina@vprocesso de infec¢cdo prossegue
através da modificacdo da extremidade distal da biin apressorio, o qual € uma
estruturaespecializada de penetragcdo que se forma pelagitatda extremidade da
hifa. Essa estrutura de penetracéo utiliza forcadmea gerada a partir gaesséo de
turgor e também a secrecdo de enzimas hidrolitpmsa permitir a dissolugdo da
carapaca do hospedeiro. A formacdo de apressouma das alteracdes morfolégicas

cruciais e mais caracteristicas do inicdla penetracdo deletarhiziumem seus
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Figura 3. Ciclo de infeccdo deM. anisopliae demonstrando os tipos celulares
diferenciados conforme as etapas de infeccdo sobre carrapato bovino R.
microplus. 1 — adesdo do esporo na superficie do carrapataedenvolvimento do tubo
germinativo, 3 — formacado de um apressorio na exttade do tubo germinativo, 4 —
grampo de penetracdo formado na extremidade da dmfeolvido por secrecéo
mucilaginosa, 5 — blastosporos, 6 — colonizacéerska pelo desenvolvimento de massa
micelial, 7 — extrusdo de hifas novas sob o catoaBa— esporulacdo déd. anisopliaesob

R. micropls. As etapas 1-8 estéo relacionadas temporalmentpreendendo o periodo
de infeccéo de 0 até 7 dias. CO — conidio, GT e gdrminativo, AP — apressorio, PP —
grampo de penetracdo, H — hifa, BL — blastospofimsagem modificada a partir de
(SCHRANK; VAINSTEIN, 2010)).

hospedeiros. A colonizacdo do hospedeiro ocorres ap@ransposicdo da cuticula pelo
fungo. Ao atingir a hemolinfa, o fungo se diferenciovamente, desta vez em células
unicelulares leveduriformes, os blastosporos opae hifas Hyphal bodies Esses

tipos celulares apresentamcapacidade de evadir do sistema imune dos artrépede

utilizam a principalfonte de carbono presente na hemolinfa, a trealpsea se
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disseminarem. Quando os nutrientes do hospedeairexsiuridos, o fungo produz hifas a
partir dos blastosporos e inicia-se 0 processo xdeus@io de hifas na superficie do
hospedeiro, finalizando-se o ciclo infectivo cofoanacao de novos conidios (ARRUDA

et al., 2005; SEXTON; HOWLETT, 2006figura 3).

2.3. ESTUDOS GENOMICOS EM FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

O rapido avanco das tecnologias gendmicas temu@woado o entendimento
sobre fungos entomopatogénicos. Atualmente, sébecoas espécies de fungos que
infectam e matam insetos pertencentes a diferefites, como Microsporidia,
Chytridiomycota, Entomophthoromycota, BasidiomycaaAscomycota (SUNG et al.,
2007; SHANG; FENG; WANG, 2015). Ha muito mais infacdes gendmicas de fungos
ascomicetos; estao disponiveis sequéncias de miagéns déletarhizium(GAO et al.,
2011; HU et al.,, 2014; PATTEMORE et al., 2014; STFA et al., 2014)Beauveria
bassiana(XIAO et al., 2012)Cordyceps militarifZHENG et al., 2011)Ophiocordyceps
sinensigDE BEKKER et al., 2015)Q. unilateralis Tolypocladium inflantunBUSHLEY
et al., 2013), #irustella thompsoni(AGRAWAL et al., 2015).

A genbmica comparativa tem facilitado a identif@a de caracteristicas
adaptativas e as forgas seletivas que agem s@wseaplerfeicoando nosso entendimento de
como e por que fungos entomopatogénicos interagemirtsetos e outros componentes de
seu ambiente (WANG; ST. LEGER; WANG, 2016). Andigibogendmicas sugerem que
o ancestral de muitos destes fungos seriam endofito fitopatdgenos, sendo a
entomopatogenicidade uma caracteristica adquindtepormente (GAO et al., 2011; HU

et al., 2014). Estes fungos ocupam agora um angpleciro de habitats e hospedeiros, e
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seus genomas tém fornecido uma riqueza de inforesaggbbre a evolucdo de
caracteristicas relacionadas a viruléncia, assimoctamilias de proteinas e estrutura
gendmica associada com sua heterogeneidade e@&gmonutricional.

Os ascomicetos entomopatdogenos melhor estudadtengem a trés familias
dentro da ordem Hypocreales: Cordycipitaceae, Cijaitaceae e Ophiocordycipitaceae.
Andlises de filogenia evidenciam que a entomopatocggde evoluiu de forma
independente nestas familias, e que géneros de@pabogenos da ordem Hypocreales
sao evolutivamente mais proximos de fitopatdgeandpfitos e micoparasitaBigura 4)
(WANG; ST. LEGER; WANG, 2016). Estas associacOeseatrais sdo consistentes com
repetidas transicbes (mudanca de hospedeiro) glaimeas, fungos, e insetos hospedeiros,
como sugerido por (SUH; NODA; BLACKWELL, 2001) erausestudo conCordyceps
spp.

Uma analise gendmica comparativa entre sete genodeasMetarhizium
(Clavicipitaceae) confirmou o género sendo umaalggm monofilética que divergiu de
patégenos de plantas e enddfitos a cerca de 23esilde anos, e colocou a espécie
hemiptero-especificil. alboum,como basal ao claddetarhizium com uma divergéncia
estimada de aproximadamente 117 milhdes de anosefHill, 2014). Nesse estudo foi
sugerido que a estreita proximidade fisica entreameestral deM. album associado a
plantas e com hemipteros sugadores de plantas, t@evéacilitado a mudanca de

hospedeiro, de enddfito para a entomopatogeniciftéidest al., 2014).
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. Entomopatogénico
| Endodfito

Fitopatdgeno

. Micoparasita Claviceps purpurea

=== Clavicipitaceae 0 e

Esitlaginoidea virens

Ophiocordycipitaceae

Cordycipitaceae

Hypocreaceae

0.1

100

Fusarium graminearum

100

Verticillinm dahliae

Magnaporthe oryzae

Botrytis cinerea

Saccharomyces cerevisiae

Figura 4. Relacdes filogenéticas de fungos entomdpgénicos com outros fungos.
Adaptado de (WANG; ST. LEGER; WANG, 2016).

Comparados a modelos fangicos classicos, cdagcharomyces cerevisjae
Metarhiziumspp. e Beauveria sppsao extraordinariamente versateNdetarhizium por
exemplo, contém espécies que possuem uma estaeita de hospedeiros artropodes (por
exemplo,M. album M. acridum) e outras que possuem uma ampla gama de hospedeiro
artropodes (por exempl®]. anisopliag M. robertsi), além de algumas espécies saprofitas
e outras colonizadoras de rizosfera e raizes degslaDe forma compativel com seus
diversificados estilos de vida, a maioria das espéae Metarhizium exibe um

metabolismo extremamente flexivel. Este metaboliggeomite que elas consigam se
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desenvolver sobre diversas condicdes ambientais,estassez de nutrientes (RANGEL;
ALSTON; ROBERTS, 2008) e na presenca de composiessgriam letais para outros
fungos (ROBERTS; ST. LEGER, 2004; ORTIZ-URQUIZA; XHANI, 2015).

Como mencionado anteriormente, algumas espéciketihiziumtém um amplo
espectro de hospedeiros, enquanto que outras afaesespecificidade para determinadas
familias de insetos e, portanto, podem ser utiéigguhra testar hipoteses sobre especiagéo
e especificidade de hospedeiros. A analise genbcoicgparativa de sete espécies revelou
uma especiacdo direcional continua de espéciexiakgtas, com estreita gama de
hospedeiros M. album e M. acridum especificos para hemipteros e acridideos,
respectivamente), para espécies transicionais comgama de hospedeiros intermediéria
(M. majuse M. guizhouenseambos possuem numero de hospedeiros limitadoaa du
ordens de insetos), e, por fim, a espécies ges&mlll. anisopliae M robertsii e M.
brunneum (HU et al., 2014). A especializacdo evietarhizium estqd associada com
retencdo de sexualidade e rapida evolucéo de sagagnmoteicas existentes, enquanto que
a generalizacdo estd associada com a perda de ismoande defesa genbmicos,
reestruturacdo gendmica, transferéncia génicadmgk perda de sexualidade e expansao

de familias génicas (GAO et al., 2011; XIAO et 2012; HU et al., 2014).

2.4. QUITINA NA PAREDE CELULAR FUNGICA E NO EXOESQUELETO DE

ARTROPODES

A quitina faz parte da cuticula dos artropodesidseuma barreira muito
importante na defesa contra a infeccdo de virusaetébas. Esta presente desde

fungos até moluscos e artrépodes em geral, e enifgidez as estruturas que compde
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(CABIB, 1987; BERNARD; LATGE, 2001; ADAMS, 2004). & segundo polissacarideo
mais abundante na natureza, precedida soment&gdalase. A quitina, (gH130sN)n, é
um homopolimero linear de subunidades de GIcNAdasipor ligacde$-1,4. Na
natureza, duas maiores classes de quitina sao teatas, denominadas quitimae [,
de acordo com o rearranjo antiparalelo ou paraldas cadeias de GIcNAc,
respectivamenteF{gura 5) (SEIDL, 2008). As microfibrilas de quitina tambégmdem
apresentar um terceiro tipo de arranjo de configigamista f) (DAHIYA; TEWARI;
HOONDAL, 2006). As GIcNAc sdo monossacarideos @eids da glicose qumntém um
grupo acetamida ligado ao carbono 2.

A diferenciacao de tipos celulares apresentadasgahgos durante o seu ciclo de
vida requer a atuacdo combinada de enzimas queogemmo remodelamento adequado
da parede celular para permitir as mudancas estrgpos celulares. Tanto o local da
germinacao do esporo quanto os sitios de uma rawdicacdo nas paredes rigidas das
hifas precisam ser “fragilizados” para permiticaniacdo de um novo apice, e as enzimas
liticas sdo componentes Obvios neste processo. adsdes cilindricas das hifas, ao
contrario do seu apice, sao estruturas rigidasnideofibrilas de quitina sdo maiores, mais
cristalinas e apresentam ligacbes cruzadas (cdesalem ndo-covalentes) com outros
componentes da parede celulfirg(icanas). A parede apical € plastica, formada por
polimeros que ainda ndo apresentam ligacoes cruizad&re si, e que se torna
progressivamente rigida pelas ligacbes entre salisngros (WESSELS, 1994). A
formacao de ramificacdes esta associada com o dalocalizado de hidrolases, como as

quitinases, glicanases e transglicosilases.
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A)  Quitina
CH,OH CH,0H
CH,OH CH,OH H-CO-CH, a
GleNAc
Quitobiose
Quitotriose
Quitotreaose
B) Conformacdes de quitina
Quitina o (cadeias antiparalelas) Quitina (3 (cadeias paralelas)

- -

Figura 5. Molécula de quitina. A. Estrutura quimica da quitina. O quadrado cinza
indica uma subunidade de GIcNAB. Rearranjos dasadeias de quitina. Adaptado de
(SEIDL, 2008).

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

GLICOSAMINIDASES (NAGases)

A presenca de um sistema quitinolitico em fungorapatogénicos tem duas
funcbes bioldgicas principais: Primeiramente, digaié o principal componente da parede
celular fangica. Portanto, enzimas que degradatmnguatuam no remodelamento celular,
necessario para o crescimento vegetativo das hifpara os estagios de diferenciacédo
celular que o fungo realiza durante o seu ciclanfieccao (SEIDL, 2008; SCHRANK;

VAINSTEIN, 2010). Outra funcao diz respeito a enpatogenicidade, pois a infec¢do de
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hospedeiros artropodes requer a prévia hidrolisgudana presente em seus exoesqueletos
(LEGER et al., 1991; ST. LEGER; COOPER; CHARNLE®91).

A hidrolise de quitina a monémeros de GIcNAc élizada por um sistema
quitinolitico composto por um grupo diverso de eras. As quitinases (EC 3.2.1.14) agem
nas ligacbesp-1,4 dos polimeros de quitina, produzindo cadeiadas e N-acetil-
quitoligossacarideos. Por sua vez, NAGases (EQ.82).hidrolizam as ligaco¢s1,4 dos
dimeros de GIcNAc (diacetilquitobiose), produzindwnossacarideos GIcNAc livres
(DUO-CHUAN, 2006). Estas duas categorias de enzahaam de maneira consecutiva e
sinergisticamente para realizar a degradacdo t#abuitina (PATIL; GHORMADE;
DESHPANDE, 2000; HARTL; ZACH; SEIDL-SEIBOTH, 2012;SWIONTEK
BRZEZINSKA et al., 2014).

De acordo com a posicao do ataque hidroliticoianqi as quitinases podem ser
classificadas em duas classes: endoquitinases;liyaen a molécula aleatoriamente nos
sitios internos gerando multimeros soluveis de @GizNomo quitotetraose, quitotriose e
diacetilquitobiose; e exoquitinases, que catalisamliberacdo gradual apenas de
diacetilquitobiose a partir da extremidade nao t@@u das cadeias de quitina (DUO-
CHUAN, 2006). NAGases e quitinases diferem essbneide em seus padrbes de
clivagem Figura 6). As NAGases catalisam a liberacdo de residuddlceAc a partir da
extremidade néo redutora de quitina, mas em gelas$, possuem maior afinidade por
dimeros diacetilquitobiose (GlcNAckonvertendo-os em monémeros (HORSCH et al.,
1997). E importante que estas enzimas nido sejarida$ como exoquitinases, com as

quais frequentemente sao confundidas na litergfugara 6).
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Exoquitinases
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Figura 6. Representacdo esquemética dos principajgadrbes de clivagens de
enzimas quitinoliticas. As subunidades de quitina sdo mostradas em aziud elaa
extremidade redundante em cinza. As linhas pouidsaindicam que o tamanho do
substrato € mais extenso do que o apresentadgura.fAdaptado de (SEIDL, 2008).

As NAGases desempenham importante funcdo veget&ima microrganismos
heterotréficos. Sua atuacdo libera monémeros deNAca partir de substratos
diacetilquitobiose ou acetil-quitooligosacarideaaiores, obtidos pela acdo de quitinases
em quitina insolavel (SAHAI; MANOCHA, 1993). A GIloAt pode ser, entdo, utilizada
como fonte de carbono e nitrogénio (LEAKE; READ,9@R Assim, além de serem
diretamente utilizadas na formacgéo da quitina quepde a parede celular, as moléculas
de GIcNAc podem ser utilizadas como fonte nutrialaquando, no interior da célula, sao
fosforiladas transformando-se em moléculas de NH2galicosamina-6-fosfato.

GIcNACc-6-P perde o radical acetil pela acao de ekdlases produzindo Glicosamina-6-P.
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A molécula Glicosamina-6-P é desaminada, formanddoBe-6-P, que pode entrar
diretamente na via glicoliticaFigura 7) (BISWAS; SINGH; DATTA, 1979; SINGH,;
DATTA, 1979a, 1979b, 1979c; HOWARD et al.,, 2003; OCHUAN, 2006;
MERZENDORFER, 2011; GRUBER; SEIDL-SEIBOTH, 2012; AWAN;
DESHPANDE, 2013). A utilizacdo de GIcNAc como unfoate de carbono e nitrogénio &
tdo efetiva quanto a de glicose, uma vez que GIcNAaltamente soluvel e é
rapidamente incorporada pela célula (BHATTACHARYBANERJEE; DATTA, 1974;

BHATTACHARYA; PURI; DATTA, 1974).

2.6.FUNCOES FISIOLOGICAS DA N-ACETIL-D-GLICOSAMINA (Glc NAc)

A GIcNAc é mais bem conhecida por desempenhar ritapi® papel estrutural na
superficie celular. Este aminoacUcar € componeatemdtriz extracelular de células
animais, da parede celular de peptidioglicanas attébas e da quitina na parede celular
fungica (NASEEM et al.,, 2012). Em fungos, GIcNAant&m €& importante para a
modificacdo de proteinas da superficie celulaeridp parte da cadeia polissacaridica que
é adicionada a proteinas N-glicosiladas e, tamigm alicerce na sintese de ancoras de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) que mantém certgwoteinas atracadas a membrana

plasmaticafigura 7) (KONOPKA, 2012).



33

(__Quiina  J<—
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Figura 7. Vias catabodlicas e anabdlicas da quitinem fungos filamentososOs
mondmeros de GIcNAc gerados a partir da quebradlionero de quitina podem ser
utilizados nas vias Glicélise/Gliconeogénese, bema para N-glicosilacdo de proteinas,
composicao de ancoras-GPI e sintese de quitinardae celular (HOWARD et al., 2003;
DUO-CHUAN, 2006; MERZENDORFER, 2011; GRUBER; SEIBEIBOTH, 2012;
KONOPKA, 2012; CHAVAN; DESHPANDE, 2013).

Estudos tém identificado novas funcdes para GlgNAwidando sua participacao
nas vias de sinalizacdo celular. Por exemplo, GlcNiAduz Candida albicans
(SIMONETTI; STRIPPOLI; CASSONE, 1974; ALVAREZ; KONEKA, 2007; NASEEM
et al., 2011)C. lusitaniae(REEDY; FLOYD; HEITMAN, 2009), eYarrowia lipolytica
(PEREZ-CAMPO; DOMINGUEZ, 2001) a alterar seu cresmito como leveduras
unicelulares para uma forma multicelular com hffl@nentosas ou células pseudo-hifais.

Andlises genéticas d€. albicars indicam que GIcNAc ativa pelo menos duas vias de
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sinalizacdo. Uma parece ativar a sinalizacéo vislleAo qual dispara a morfogénese hifal
e a expressao de fatores de viruléncia (CASTILLASBERON; CANTORE, 1998;
LEBERER et al.,, 2001; GUNASEKERA et al., 2010). Aganda via de sinalizacao,
independente de cAMP, resulta no aumento da ex¥mweds genes necessarios para
catabolizar GIcNAc (YAMADA-OKABE et al., 2001; GUN®EKERA et al., 2010).

A participacdo de GIcNAc como indutor das vias tensducdo de sinal em
bactérias e células animais também tem sido daséribactéria patogénidascherichia
coli responde a GIcNAc alterando a expressao da fin{fBQHANPAL et al., 2004) e
fioras CURL1 que promovem a formacdo de biofimeARBIHART; LYNEM;
CHAPMAN, 2006), e na bactéria de sdkireptomyces coelicolpiGIcCNAc estimula a
realizacdo de mudancas morfogénicas e a producaatitedticos (RIGALI et al., 2006,
2008). Em células animais, GIcNAc influencia a kmsgdo celular através de
modificacdes pos-traducionais de proteinas pooglacdo. Um tipo de glicosilagcdo que
ocorre € o atracamento de O-GIcNAc a residuosrifgase treonina, 0s quais regulam uma
variedade de proteinas intracelulares, incluindorés de transcricAo como k#B, c-
myc, e p53 (HART et al., 2011). GIcNAc também teigite na transducdo de sinal por
alterar o grau de ramificacbes de glicanas N-ligaglgroteinas de superficie, que pode
alterar sua estabilidade ou atividade de sinalza@@ENNIS; NABI; DEMETRIOU,
2009).

Uma questdo fundamental para a participacdo deNAalccomo molécula
sinalizadora é a regulacédo de sua taxa intraceld$acélulas devem coordenar a captacéo
exdgena de GIcNAc com a sua sintdsenovg e também se GICNAc sera utilizada nas
vias catabolicas que a quebram para nutricdo, au desviam para vias anabolicas que

sintetizam UDP-GICNAc necessario para sua utilieagd modificacdo de proteinas e
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formacdo de estruturas da superficie celular. &gidibrio é essencial, pois desequilibrios
no metabolismo de GIcNAc se mostra deletério paceescimento celular (BERNHEIM,;
DOBROGOSZ, 1970; NADERER; HENG; MCCONVILLE, 2010;ASEEM et al.,
2011).

Em fungos, UDP-GIcNAc é o substrato (doador decaqupara a sintese de
quitina, glicanas N-ligadas e ancoras-GPI, tornamdom importante metabolito cuja
sintese é estreitamente controlada. Provavelmamieglicosilacdo e ancoras-GPI ndo sao
as fontes de GIcNAc exdgena para sinalizacdo, vipie glicanas N-ligadas sao
relativamente estaveis na superficie celular e BtcH desacetilado durante a sintese de
ancoras-GPl (KONOPKA, 2012). Por outro lado, aigaié rapidamente reciclada durante
o remodelamento da parede celular que ocorre maraify a expansao e diferenciacao
celular. Portanto, a degradacéo de quitina € a&fordis provavel de GICNAc que estara
disponivel para a sinalizacdo celular. Desta formmpapel das NAGases como enzimas
fundamentais para a total degradacdo de quitinheeatdo de GIcNAc livre, se torna

ainda mais complexa na fisiologia celular de fungd@BNOPKA, 2012).

2.7. QUITINASES

As glicosil hidrolases (E@.2.1.-) constituem um grupo de enzimas as quais
hidrolisam a ligag&o glicosidica entre dois ou ntaioidratos ou entre um carboidrato e
um motivo ndo-carboidrato. O banco de dados CARdrijohydrate-Active enZYmes
Database www.cazy.org) descreve as familias de dominiogiinais cataliticos e de
ligacdo a carboidratos que s&o estruturalmenteioael@dos em enzimas que degradam,

modificam ou criam ligagBes glicosidicas (CANTAREt al., 2009; LOMBARD et al.,
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2014). Atualmente o CAZY classifica as glicosil foidses em 133 familias diferentes, as
quais séo categorizadas conforme a similaridadeide sequéncias de aminoacidos.

As quitinases sado classificadas em duas famikaglidosil hidrolases, familias
GH18 e GH19, e essa diferenciacdo se baseia ndamsilade das sequéncias de
aminoacidos, na presenca de motivos conservadas estrutura das proteinas. Ndo ha
conservacao de sequéncias de aminoacidos entreroseddwfamilia GH18 e da familia
GH19. Além disso, as proteinas dessas duas fandlgsitas apresentadfiferentes
estruturas tridimensionais e mecanismos enzimaf{iRad/IES; HENRISSAT, 1995). As
quitinases de fungos descritas até entdo pertercémmilia 18 das glicosHidrolases.

Nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao estasloquitinases dél.
anisopliae(SCHRANK; VAINSTEIN, 2010). O primeiro gene de tinase a ser isolado
neste fungo foi denominadohitl, correspondente a uma enzima predita de 42 kDa
(BOGO et al., 1998), e de estreita concordancia aoguitinase de 45 kDa previamente
identificada (LEGER et al., 1996). Este gene fainaldo em plasmideos de expressdo em
Escherichia colie analises revelaram tratar-se de uma endoquitiiBsBATTO et al.,
2003). Contudo, a superexpressao kInanisopliae do gene chitl, apesar de ter
aumentado consideravelmente os niveis de atividpdgnolitica extracelular, néo
provocou aumento da viruléncia frente a lagartaMdeduca sext{ SCREEN; HU; ST.
LEGER, 2001). Outras duas quitinasesMieanisopliaeforam descritas por nosso grupo,
chi2 e chi3. Mutantes nulos foram gerades em ambas as linhagens deletadas, houve
uma diminuicdo na viruléncia frente ao hospedé&roperuvianus quando comparadas
com a linhagem selvagem (BOLDO et al.,, 2010; STAASSl., 2013). Esses dados
indicam a participacao destas quitinaseddanisopliaena viruléncia contra hospedeiros.

A expressdo do genehi2 é regulada por diferentes fontes de carbono, sendis
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expressa em meios contendo quitina cristalina, &tchm baixas concentracfes e
cuticulas do carrapatB. micropluse reprimida em meios contendo glicose (BARATTO
et al., 2006). A quitinase CHIT30 (codificada pgknechi3) foi a primeira quitinase a
apresentar tanto atividade de endoanto de exoquitinase. Experimentos mostraram que
esta quitinase possui expressao regulada de aamao o tipo de fonte de carbono
disponibilizada, sendo mais expressa em meios mdotgquitina cristalina, GICNAc em
baixas concentracfes e cuticula do carrapatBoophilug micropluse reprimida em
meios contendo glicose (DA SILVA et al., 2005).
Uma busca realizada no genomaMeanisopliaeidentificou 24 genes que pertencem a
familia 18 das glicosil hidrolases, incluindo ogstrgenes que codificam quitinases
previamente determinados e nomeadogluél, chi2 e chi3. Essas quitinases putativas
foram classificadas, com base na organizacdo dedeeninios e em analises filogenéticas,
nos subgrupos previamente descritos A, B e C eremayo subgrupo D. Além disso, trés
dessas proteinas GH18 puderam ser classificadas eman-N-acetil-glicosaminidases
(ENGases) putativas, enzimas que estdo associadasleglicosilacdo e foram, portanto,
classificadas em um novo subgrupo E (JUNGES et2@ll4). A partir do trabalho de
Junges e colaboradores (2014), as quitinasd4. @misopliagpassaram a ser denominadas
ChiMaA (ChiMaAl a ChiMaA9), ChiMaB (ChiMaB1 a ChaB7), ChiMaC (ChiMaC1l a
ChiMaC4) e ChiMaD (ChiMaD1); e o ternahimafoi utilizado para a nomenclatura dos
genes. As trés ENGases foram denominadas MaEn@g18Bngl18B e MaEngl18C

As 24 enzimas GH18 apresentaram variados perfissdrizionais frente a
diferentes fontes de carbono e em diferentes tehdares do fungo (micélio, conidio,
apressério e blastosporo), indicando a auséncia ude padrdo comum de

inducao/represséao, sugerindo ndo existir um papalntente redundante entre elas. Esta
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diversidade de perfis de expressdo deve indicaeratifes funcbes biolégicas no

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

2.8. B-N-ACETILGLICOSAMINIDASES (NAGases)

As NAGases sdo enzimas amplamente distribuidadiw#mnsos organismos, desde
bactérias, fungos, artrépodes, plantas e metazydestando envolvidas em diferentes
processos fisioldégicos (LIU; YAN; YANG, 2012). De@do com a classificacdo do
CAZY, NAGases pertencem a trés familias das glidadrolases: GH3, GH20 e GH84
(CANTAREL et al., 2009). As NAGases da familia GH3GH84 s&o distribuidas
principalmente em diversas bactérias e células @eazunarios, respectivamente. As
NAGases da familia GH20 sdo enzimas versateis,damies principalmente em fungos e
insetos. Embora essas trés familias compartilheommais funcionalmente relacionadas,
elas ndo possuem homologia de sequéncias, difegimdsuas estruturas e mecanismos de
acdo (SLAMOVA et al., 2010; LIU; YAN; YANG, 2012).

NAGases GH3, GH20 e GH84 utilizam diferentes miscaos cataliticos para a
remocao de GIcNAc a partir da extremidade ndo medude seus substratos (VOCADLO;
WITHERS, 2005; SLAMOVA et al., 2010). As NAGases faanilia GH20 utilizam um
mecanismo de catalise assistida por substgtbsrate-assisted mechanjsma oxigénio
do grupo acetamida C-2 do substrato age como cediilol catalitico, formando um
intermediario oxazolinaHigura 8-B). Este mecanismo € também utilizado pela familia
GH84, como demonstrado para a O-GIcNAcase humanaCAWULEY; STUBBS;
VOCADLO, 2005), uma enzima de importancia terap@utpara doenca de Alzheimer

(YUZWA et al., 2008). Apesar da similaridade do amsmo e arquitetura daleft’ do
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sitio ativo, as NAGases da familia 84 diferem digaiivamente da familia GH20 em suas
sequéncias de aminoacidos (MARTINEZ-FLEITES et aD09). Diferentemente das
familias GH20 e GH84, a familia GH3 néo utiliza eganismo envolvendo a intervencéo
do substrato. Estas NAGases empregam um carlmxiamno nucledfilo catalitico
(VOCADLO et al., 2000). Este representa o mecanisimasubstituicdo dupla em duas
etapas t(vo-step double displacement mechanisi@s glicosil hidrolases (VOCADLO et
al., 2000). Neste mecanismo, dois residuos acidga®lmente duas asparaginas) estao
envolvidas, uma agindo como nucledfilo e a outnm@a@cido/base cataliticé-igura 8-

A). Estas diferencas sdo importantes, pois permiedesenvolvimento de inibidores

especificos para NAGases GH20/GH84 ou GHS3. A idibigspecifica de NAGases € uma

A acid/base
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Figura 8. Mecanismos cataliticos das NAGases dagrfdias GH20, GH84 e GHS3.

A. Double-displacement retaining mechanistiizado por NAGAses da familia GH3: Na
primeira etapa (glicosilacdo), um nucleodfilo en4ie@ ataca o carbono anomeérico do
substrato e uma glicosil-enzima intermediaria éméala. Na segunda etapa
(deglicosilagéo), o residuo acido/base deprotona umlécula de agua para atacar a
glicosil-enzima intermediaria produzindo uma novgag¢ao glicosidicaB. Substrate-
assisted mechanisdas NAGases das familias GH20 e GH84: o nuclenéilm é fornecido
pela enzimas, mas pelo grupo 2-acetamida do stiystreasionando a formacao de uma
oxazolina como intermediario. Adaptado de (SLAMO¥#al., 2010).
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excelente abordagem para regulacdo de importanmesegsos fisioldégicos, podendo
oferecer beneficios tanto no tratamento de doemgasto no controle de pragas

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

2.8.1. NAGases da familia GH84

NAGases GH84 estéo presentes em células de metazddestes organismos, elas
catalisam a remocao de GIcNAc de proteinas citopéisas e nucleares modificadas por
O-GlIcNAcilacdo (HART; HOUSLEY; SLAWSON, 2007; HURDO-GUERRERO;
DORFMUELLER; VAN AALTEN, 2008; ZEIDAN; HART, 2010).0 interesse nesta
atividade enzimatica encontra-se na funcao regudatiue a O-GIcNAcilacdo exerce, a
qual é um processo fisiologico essencial. A O-GlcNegao envolve a ligacado de GICNAc
a um residuo de serina ou treonina por uma ligagcdendo que estes mesmos residuos de
serina/treonina também podem ser fosforilados. Qiliego de O-GlcNAcilagdo e
fosforilacdo pode ser regulado pela NAGase GH84dsemportante para a normalidade
do ciclo celular. A perda deste equilibrio est@acieinada a diversas doencas humanas,
incluindo cancer, diabetes tipo Il e doenca de Ailxier; entretanto, oS mecanismos
moleculares ainda nao estdo elucidados (HART; H@SLSLAWSON, 2007,
HURTADO-GUERRERO; DORFMUELLER; VAN AALTEN, 2008; 4BAN; HART,

2010).

2.8.2. NAGases da familia GH3
As NAGases da familia GH3 sdo conhecidas como emagno grupo de enzimas
tipicamente de origem bacteriana. Os diversos estudalizados com estas enzimas

tiveram como principal objetivo a purificagdo e amderizagcdo de suas propriedades
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bioquimicas, visando sua aplicacdo em processtschimdgicos. Até 0 momento, muitas
NAGases GH3 bacterianas ja foram purificadas ectaniaadas, tais como @dostridium
paraputrificusM-21 (LI et al., 2002)Phoma glomeratZHURAVLEVA; LUK'IANOV;
PIVKIN, 2004) e Trichomonas vaginalifSANON et al.,, 2005). Diversos genes de
NAGases também tém sido clonados e expressos,ndolws genes dS&treptomyces
thermoviolaceusOPC-520 (TSUJIBO; HATANO; MIKAMI, 1998)Vibrio harveyi 650
(SUGINTA et al., 2010)Vibrio furnissii (CHITLARU; ROSEMAN, 1996)Cellulomonas
fimi (MAYER et al., 2006),Symbiobacterium thermophilufOGAWA et al., 2006),
Aeromonas hydrophil@.AN et al., 2008)Paenibacillus spTS12 (SUMIDA et al., 2009),
Thermotoga maritim@CHOI et al., 2009) &hermotoga neapolitan€CHOI et al., 2009).
Esses estudos geralmente analisaram a atividaal@icatdestas enzimas sobre diferentes
substratos derivados de quitina ou substratostisioéépara, assim, poder determinar suas
especificidades. Entretanto, sdo escassos 0s eswmoque foi realizada a analise
funcional dos genes destas NAGases.

As NAGases GH3 bacterinas podem exercer diferefitegbes além de sua
participacdo na cascata quitinolitica. Nas baaérarinhad/ibrio furnissii e Alteromonas
sp., NAGases participam da degradacédo de quitidgema e na inducdo de quitinases
(TSUJIBO et al., 1994; KEYHANI; ROSEMAN, 1996). Eetanto, em bactérias gram-
negativas foi encontrada a enzima NAGZ. Encoli, esta NAGase GH3 néo é capaz de
hidrolisar (GICNAC), mas hidrolisa as ligagbes glicosidigag,4 entre GIcNAc e acido
anidro-N-acetilmuramico nos produtos de degradaiz@igparede celular, seguida de sua
importacéo para o interior da célula durante o¢ssc de reciclagem de muropeptideos da

parede celular (CHENG et al., 2000).
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Todas as NAGases conhecidas em fungos pertendamiléa GH20, exceto pela
enzima RmNAG do zigomicetBhizomucor miehepertencente &amilia GH3. Shaoging
Yang e colaboradores (2014) clonaram, purificarame&izaram sua caracterizacao
bioquimica, na qual a enzima apresentou atividadgrolitica sobre N-acetil-
quitoligossacarideos (GIcNAcy (YANG et al, 2014).Esta descoberta abriu a
possibilidade para a existéncia de NAGases GH3 emra® espécies fungicas,
especialmente em ascomicetos, considerando-se ddajue este grupo de fungos possui
como caracteristica gendmica a expansao de genasgiainaria quitinolitica (SEIDL et

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

2.8.3. NAGases da familia GH20

Em fungos, as NAGases da familia GH20 s&o benritlesspor desempenharem
funcao fisioldgica fundamental no complexo sistegudtinolitico da parede celular. O
chamado sistema binario em tandgéemfem binary systémexpresso sob um regime de
intensa repressdo catabdlica, consiste de quiihasélAGases e € responsavel pelo
controle da lise da quitina na parede celular. 8aneamente, ele regula sua
reconstituicao para permitir a expanséao apicalifdaehsuas ramificacoes laterais e impede
o rompimento celular (RAST et al., 1991, 2003).

Os genomas de fungos filamentosos ascomicetogéroatn média 15 a 25 genes
codificando quitinases, mas somente dois ou tréegyeodificando NAGases (SEIDL,
2008; JUNGES et al.,, 2014). A grande variacdo nanerd de genes de quitinases
contidos em genomas fangicos pode ser observada ¢ifdrenca deum gene em
Schizosaccharomyces pomai 36 genes emfirichoderma virendGRUBER; SEIDL-

SEIBOTH, 2012). As diferentes espécies do géMetarhiziumque foramsequenciadas,
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M. robertsii M. acridum, C. militaris e M. anisopliag exibem alto contetudo de genes de
quitinases (GAO et al., 2011; ZHENG et al., 201TABTS et al., 2014).

As NAGases em fungos facilitam a liberacdo deienties durante as fases de
crescimento saprofitico, micoparasitico e estdo,ssigelmente, envolvidas na
entomopatogénese (CHARNLEY; ST. LEGER, 1991) e nocdnmtrole de fungos
fitopatogénicos (LORITO et al., 1993). Fungos ma@giticos, com&lonostachysp. e
Trichodermasp., produzem NAGases sob inducdo especifica piinauwu paredes
celulares fungicas, portanto, servindo como efteienagentes de biocontrole contra
diversos fitopatdégenos de importancia econdomicalBRER et al., 2003; LISBOA DE
MARCO; VALADARES-INGLIS; FELIX, 2004; MAMARABADI; JENSEN; LUBECK,
2009).

As NAGases melhor caracterizadas em fungos séle aspécies micoparasitas do
género Trichoderma, tais como T. atroviride (teleomorfo Hypocrea atroviridi$, T.
harzianum T. virens (H. vireng and T. asperellum Quitinases e NAGases estdo
envolvidas na hidrélise da parede celular durarsttaque micoparasitico (BENITEZ et al.,
2004). Duas NAGases, NAG1l e NAGHram clonadas de diferentes espécies de
Trichoderma sendo mostrado que elas sao dimeros ativos suguexpressao génica pode
ser induzida por fontes de carbono quitinosas dammo GICNAc, quitooligosacarideos,
quitina coloidal e paredes celulares de fungos (BRRG et al., 1995; PETERBAUER et
al., 1996, 2002; MACH et al., 1999; KIM et al., Z200RAMOT et al., 2004; SEIDL;
DRUZHININA; KUBICEK, 2006). Além disso, a atividadée NAGase foi aumentada em
fontes de carbono ndo-quitinosas comglicanas e oligossacarideos contendo galactose,
assim como houve regulacdo transcricional positlea genesnagl e nag2 sob as

respectivas condi¢cbes de crescimento (SEIDL; DRWANA; KUBICEK, 2006). Neste
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mesmo estudo, os niveis de transcricdo basahdé&e nag2, e as atividades de NAGase
correspondentes foram detectadas sob condicfesesiginsento ndo indutoras, sugerindo
que, possivelmente, estas enzimas tém papel nadetameento da parede celular. Hm
atroviride, a quitina ndo pode ser utilizada como fonte nutnal sem a atividade de
NAGases, mesmo este fungo possuindo aproximadam3@ntpiitinases (BRUNNER et
al., 2003). Mesmo com a disrupcdo do geagl ou denag2 T. atroviride conseguiu
crescer e esporular normalmente em meio suplenentadh quitina, entretanto, a
linhagemdnagli4nag2apresentou esses dois processos defeituosos.

Esses dados sugerem que a presenca de pelo meadssicuas enzimas, NAG1 e
NAG2, é essencial para o crescimento em quitinahmolisar o dimero quitobiose, e
implica que a conversdo extracelular do dimero eom@meros € necessaria para a
assimilacao desta fonte de carbono, e que somem@nomero pode ser assimilado pelo
fungo. Quando cultivado em meio suplementado coiolgjose, a linhageminagl/4nag?2
nao cresce, provando que NAG1 e NAG2 juntas sgoonsgveis pela degradacdo da
quitobiose (LOPEZ-MONDEJAR et al., 2009). Portanto,diversidade de genes de
quitinases contrasta com o numero relativament@lide genes de NAGases e revela sua
importancia fundamental no metabolismo da quitiRar outro lado, os perfis de
assimilacdo de 95 fontes de carbono em linhagernant@s para os genesgl e nag2
foram similares a da linhagem selvagem, sugerindgoNAGases ndo Sao essenciais para o
crescimento normal dd. atroviride em fontes de carbono nao-quitinosas (SEIDL;
DRUZHININA; KUBICEK, 2006).

A regulacdo da atividade quitinolitica secretadaTp atroviridese da, em parte,
pela sua enzima NAG1, codificada pelo geagl Trata-se de uma enzima extracelular

parcialmente ligada a parede celular que, depewndeln$ niveis extracelulares de
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quitobiose e GIcNACc, regula a ativacdo da expredsaguitinases, pois mutantes nulos do
gene nagl ndo apresentam aumento da transcricdo do gene itaase ech42 em
condicBes normais daducao. Além disso, a atividade de quitinase ebresmdantes de
cultivos induzidos para producao de quitinases diminuiu até 80 vezes (BRBERNt
al., 2003). O préprio geneagl tem sua expressdo modulada por sinais tipicos da
regulacdo de quitinases, sendo induzido por quéimdigbmeros de GIcNAc (MACH et
al., 1999). A habilidade micoparasitaria da linlragdnagl foi similar a da linhagem
selvagem em testes de confronto em placa contgoffitopatogénico (BRUNNER et al.,
2003), e nenhuma mudanca fenotipica ou alteracaoidoparasitismo foi detectada em
uma linhagem d&. asperellumcomo o genexc2ydeletado (sendexc2yequivalente a
nag?d (RAMOT et al., 2004).

A participacdo de NAGases na degradacdo da pasddéar durante a autolise
celular em culturas de fungos foi descrita @&manicillium chrysogenume o gene
responsavelnagA foi clonado e caracterizado (PUSZTAHELYI et 4097; DIEZ et al.,
2005). O fungo filamentosAspergillus nidulangossui somente um gene condificando
NAGase, nagA e este gene também € fortemente induzido durani®lise
(PUSZTAHELY!I et al., 2006; SHIN et al., 2009). Asdip¢céo do geneagA tambéem de
A. nidulans impede seu crescimento em meio contendo quiteliosno Unica fonte
de carbono, mas nenhuma alteracao fenotipica €tddée em meio contendo glicose.
Estes dados sugerem qoagA nao € essencial para o fungo crescido em mei@wdat
fontes de carbono facilmente metabolizadas, nmagpara assimilar fontes de carbono a
partir da degradacao da quitina (KIM et al., 2002).

Ainda ha uma grande lacuna no entendimento davambéa fisiologica das

NAGases em fungos, principalmente tratando-se dgofsl entomopatogénicos. E preciso
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ampliar o conhecimento sobre o quanto NAGasesesimente importantes para diversos
processos quitinoliticos, seu envolvimento no restedento da parede celular,
diferenciacéo em tipos celulares do ciclo de vielMdanisopliag mecanismos de ataque e
defesa (por exemplo, entomopatogenicidade) e/oansesomente importantes para o

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

3.1. OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizacdo gendmica e funcionalpedsacetilglicosaminidases do

fungo entomopatogéniddetarhizium anisopliae

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Prospectar, identificar e caracterizar os genefNA&ases no genoma dd.

anisopliae

Realizar a predicdo da localizacdo celular e d@ridades fisico-quimicas das

proteinas das NAGases preditas;

Analisar as relagbes evolutivas existentes enthéAdsases dd/l. anisopliae;

Analisar o padréo transcricional dos genes de NA&asm diferentes fontes

nutricionais e tipos celulares tie anisopliae

Construir mutantes funcionais para as NAGasesMdeanisopliae através de

disrupcéo génica.

Com o intuito de melhorar a apresentacdo dos emeertos realizados e
organizacdo dos resultados obtidos, esta Tesevididh em dois Capitulos: o Capitulo |
trata da analise gendémica e do perfil transcrididna genes de NAGases das familias 3 e
20 das glicosil hidrolases eM. anisopliag o Capitulo 2 trata da construcdo de vetores
para a geracado de mutantes nulos e posterior aridhisional dos genes das NAGases de

M. anisopliae
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4.  CAPITULO I: Molecular evolution and transcriptional profile of
GH3 and GH20 pB-N-acetylglucosaminidases in the

entomopathogenic fungusMetarhizium anisopliae
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Abstract

Cell walls are involved in manifold aspects of fungaintenance. For several fungi, chitin
synthesis, degradation and recycling are esseptiatesses required for cell wall
biogenesis; notably, the activity di-N-acetylglucosaminidases (NAGases) must be
present for chitin utilization. For entomopathogefuingi, such adetarhizum anisopliae,
chitin degradation is also used to breach the bostle during infection. In view of the
putative role of NAGases as virulence factors, ttisdy explored the transcriptional
profile and evolution of putative GH20 NAGasddalNAGl and MaNAG2) and GH3
NAGases MaNAG3 andMaNAG4) identified inM. anisopliae. While MaNAG2 orthologs
are conserved in several ascomycetes, MaNAG1 ctustdy with Aspergilllus sp. and
entomopathogenic fungal species. By contrast, MaBIA@nd MaNAG4 were
phylogenetically related with bacterial GH3 NAGas€&ke transcriptional profiles d¥l.
anisopliae NAGase genes were evaluated in seven culture tomslishowing no common
regulatory patterns, suggesting that these enzymes have specific roles during the
Metarhizium life cycle. Moreover, the expression dBNAG3 and MaNAG4 regulated by
chitinous substrates is the first evidence of thelivement of putative GH3 NAGases in
physiological cell processes in entomopathogerdicating their potential influence on

cell differentiation during th#&. anisopliae life cycle.
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1. Introduction

Chitin is the second most abundant polymer on Earttl its recycling from
carapaces, cuticles and fungal cell walls impantsarbon and nitrogen cycles. The chitin
polymer is composed d§-1,4-linked N-acetyl-D-glucosamine (GIcNAc) subsn{Beier
and Bertilsson, 2013) and its degradation can Ibesmrin two ways: i) chitin can be
deacetylated to chitosan by action of chitin dedases (EC 3.5.1.41), which yields
glucosamine monomers via the enzymatic hydrolygistitosanase (EC 3.2.1.132); or ii)
by the chitinolytic degradation process genera@g/NAc monomers, which involves the
initial hydrolysis of thep-1,4 glycoside bonds by the action of a group atyemes,
including chitinases (EC 3.2.1.14), lytic polysaactie monooxygenases (LPMOSs) (of the
auxiliary activity 10 family - AA10; EC N/A) an@-N-acetylglucosaminidases (NAGases;
EC 3.2.1.52) (Beier and Bertilsson, 2013; Thetat., 2017). The enzymes enrolled in the
chitinolytic degradation process act in a conseeutashion to completely degrade chitin
(Patil et al., 2000; Hartlet al., 2012; Brzezinskat al., 2014). LPMOs and endo-acting
GH18 chitinases insert strand breaks at randomiposiwithin the chitin polymer, while
exo-acting GH18 chitinases subsequently cleaveo-aiigosaccharides (Chavan and
Deshpande, 2013; Langner and Goéhre, 2015). FindiyGases hydrolyzg-1,4 linkages
on N-acetylglucosamine dimers (chitobiose), prodgdilIcNAc monosaccharides (Duo-
Chuan, 2006).

NAGases are classified into three glycoside hydmel@H) families, 3, 20, and 84,
on the basis of their amino acid sequence sim#ari(Cantarekt al., 2009). GH3 and
GH84 NAGases are distributed in several bacteridlraetazoan cells, respectively, while
members from the GH20 family are versatile enzyrabesndant in fungi and insects.

Although these three families encompass functignadlated enzymes, they possess no
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sequence homology, differing in their structure aathlytic mechanism (Slamowal.,
2010; Liuet al., 2012).

The genomes of ascomycetous filamentous fungi cgnta average, 15 to 25
chitinase-encoding genes, but only one or two gamending GH20 NAGases (Seidl,
2008; Jungest al., 2014). Notably, as has been shown for the mytbmgenic fungus
Trichoderma atroviride, chitin could not be used as a nutrient sour®AiGGase activity is
absent, despite the presence of approximately 30nate genes, emphasizing the
importance of these enzymes for the full degradatd the chitin polymer (Lopez-
Mondéjaret al., 2009). In this way, the diversity of chitinasengs contrasts with the
relatively low number of NAGase genes and theirdamental importance on chitin
metabolism.

Potential functions for NAGases in fungi include tinse of exogenous chitin as a
nutrient source and cell wall turnover during thmdal life cycle (Seidkt al., 2006).
These functions have already been described forOG¥RGases ifl. atroviride (Seidl et
al.,, 2006; Lopez-Mondéjart al., 2009), Aspergillus sp. (Kim et al., 2002), and
Neurospora crassa (Tzelepiset al., 2012). In addition, GH20 NAGases patrticipate in
processes related to fungal hyphal extension aaching (Rasét al., 1991), fungal cell
wall degradation during autolysis (Diez al., 2005), and have a putative role in insect
pathogenesis (St. Legetral., 1991).

In contrast, NAGases belonging to the GH3 familygist of a small group of
bacterial enzymes that possess a broad range ofidoa depending on the organism.
Similarly to GH20 NAGases, some GH3 NAGases padi in chitin catabolism, as in
marine chitinolytic bacteria, such &sbrio furnissii and Alteromonas sp. (Tsujiboet al.,

1994; Chitlaru and Roseman, 1996). Notably, onbendly, the first fungal GH3 NAGase
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was described (Yang al., 2014). The RmNag enzyme from the zygomy¢é&tieomucor
miehel exhibited hydrolysis activity on N-acetylchitoabgaccharide (GIcNAg)s
substrates. This report further supports the extgteof GH3 NAGases in other fungal
species, especially in ascomycetes, considering éxpansion of chitinolytic machinery
genes (Seidl 2008; Jungetsal., 2014).

In recent years the chitin degradation machinery &tiracted much attention,
especially in entomopathogenic fungi, such Metarhizium anisopliae (Hypocreales:
Clavicipitaceae). In these species, the chitinolyslystem has, probably, two main
biological functions: Firstly, as chitin is the majcomponent of fungal cell walls, chitin-
degrading enzymes act on the cell wall remodelwbjch is necessary for hyphal
vegetative growth (Seidl, 2008). Secondly, thedhé of arthropod hosts requires a prior
chitin hydrolysis of the exoskeleton (St. Legral., 1991). Furthermordyl. anisopliae
has the ability to differentiate into specializegll dypes during its infection cycle. The
switch between conidia to hyphae and the formatadninfection structures (i.e.,
appressorium and blastospore), are processesetiate chitin degradation (Schrank and
Vainstein, 2010). Notably, the importance of soiMe anisopliae chitinase genes in
infection process have been suggested and fundtioneerified using knockout
constructions (da Silvet al. 2005; Boldcet al., 2009; Staatst al., 2013).

Despite the knowledge gained by the study of ch#@s inVietarhizium, the role of
NAGases in entomopathogens’ life cycle and infectiorocess has not been fully
elucidated. This study surveyed putative NAGaseegdrom GH3 and GH20 families in
M. anisopliae and investigated their evolutionary relationshigs those of other
filamentous ascomycetes. To further characterizé5hge genes iM. anisopliae, their

expression patterns were evaluated in different tgbes and various nutritional
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conditions. The results suggest new possibilitesstudying NAGases participation .

anisopliae biology.

2. Material and Methods
2.1. NAGase gene mining of the M. anisopliae genome

The survey of NAGase genes was performed inNhenisopliae E6 genome
assembly (accession number PRINA245858) (Swtasb., 2014). In order to identify
putative GH20 NAGase genes, three well described>ake sequences of filamentous
fungi were used as the query in a tBLASTn searcgANfrom A. nidulans (XP_659106)
(Kim et al., 2002), and Nagl and Nag2 fromatroviride (EHK40646 and EHK46127)
(Brunneret al., 2003; LOopez-Mondéjaet al., 2009). Further screening was performed
using the conserved GH20 domain sequence found H20G hexosaminidases
(InterProScan IPR015883) as the query. To ideMifynisopliae putative NAGases of the
GH3 family, the NagA protein sequence from the &aatSreptomyces thermoviolaceus
OPC-520 (BAA32403) was used as a query in the tBLASearch (Tsujibet al., 1998).
Additionally, the GH3 RmNag sequence from the zygoete R. miehei CAU-432
(AGC24356), the only fungal GH3 family member wiitAGase activity to date (Yang
al., 2014), was also used a query. Further screenas) performed using the conserved
GH3 domain sequence from GH3 hexosaminidases Pird8can IPR001764) as a query.
All NAGase sequences were extracted from the BRO#shtute and NCBI databases.

Each identified NAGase sequence was applied toclsefor similarity on M.
anisopliae contigs employing the tBLASTn algorithm in the Bt software (Hall, 1999).
The positive NAGase containing contigs were scréeftg GH20 and GH3 family

domains. The same screening methodology was appbetdy the conserved sequence
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motif from GH20 NAGases (H/N-x-G-A/C/G/M-D-E-A/I/M) (Slamovaet al., 2010) and
the conserved motif from GH3 NAGases (K-H-F/I-P-@-H5-x-x-x-x-D-S/T-H) (Mayer
et al., 2006).
2.2. NAGase sequence analyses

To further confirm and analyze the speci@420 and GH3 NAGases domains
identified by thein silico survey, the predicted sequences were comparedsegibences
deposited on InterProScan (Zdobnov and Apweile®120dbCAN (Yinet al., 2012) and
CDD (Conserved Domain database) databases (MaiBhlsgret al., 2009). Additionally,
BLASTx and manual inspection (search for canori¢caind 3’ splice sites) was employed
to predict and compare the number and positiomtobms betwee. anisopliae putative
NAGase gene sequences and public NAGase sequédisesetical isoelectric points and
molecular mass values were obtained from CompLitdvp tool (Bjellqvist et al., 1993;
Bjellgvist et al., 1994). Transmembrane domains were investigated MMM v.2.0
(Krogh et al., 2001). Theoretical signal peptide cleavage sds analyzed by the SignalP
4.1 server (Petersedt al., 2011). GPIl-anchoring signals were predicted by ing-PlI
Fungal Predictor software (Eisenhabatral., 2004). Non-classical secretion pathway
prediction was evaluated by the SecretomeP ser@efBendtseret al., 2004) and the
number of N-glycosylation sites was predicted by &lycoEP Predictor (Chauhahal.,
2013).

2.3.NAGase protein phylogeny

M. anisopliae putative GH20 and GH3 NAGase sequences were entploye
identify ortholog sequences in fifteen filamentdusgi speciesTable 1). RmMNAG of the
zygomyceteR. miehel and ten well described bacterial GH3 NAGases waelded to the

phylogenetic analysis of GH3 NAGases. Additionall, anisopliae B-glucosidases,
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characterized fungd-glucosidases and putatifeglucosidases from species described in
Table 1, were used as outgroup for the phylogenetic arglys

Only fungal sequences were used for the inferericthe phylogenetic tree of
GH20 NAGases, since alignment errors are more &eilgwhen divergent sequences are
included in the analysis. The amino acid alignmewere built and trimmed with
GUIDANCE?2 (Selaet al., 2015) using PRANK (Léytynoja and Goldman, 2019paVISA
algorithm with 100 bootstrap replicates and theitaaithl default parameters. The cut-off
score for filtering unreliably aligned amino acidas chosen to be 0.60, after the multiple
alignments were manually checked. The best-fit @iahary model was evaluated using
ProtTest 3.4 (Darribat al., 2011). The MrBayes 3.2.5 (Ronquéstal., 2012) and PhyML
3.1 (Guindonet al., 2010) were used to infer the GH3 and GH20 NAQasdogenetic
trees using Bayesian inference (Bl) and maximurelilood (ML), respectively. Four
chains were run for 1,000,000 generations, sampilexty 100 steps, with an average
standard deviation of split frequencies < 0.01 asvergence criterion and 25% of
genealogies discarded as burn-in in the Bl analysithe ML analysis, a fast approximate
likelihood ratio test (aLRT) was used for determ@ithe branch support, which is a an
appropriate alternative for the computationally deding bootstrap analysis (Anisimova
and Gascuel 2006; Anisimoetal., 2011).

2.4.Fungal strain and culture conditions

Metarhizium anisopliae E6 strain was isolated from the ins&sois flavopicta in
Brazil. Conidia were collected from agar plate erds and filtered with glass wool to
remove the myceliumM. anisopliae conidial suspensions (1x@&onidia/mL) were
cultured under seven different growth conditiongompto RNA extraction:i) Cove’s

Complete medium (MCc) containing (w/v) 1% glucose, 0.6% Nabl@.15% casein
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182  hydrolisate, 0.05% yeast extract, 0.2% peptone7 fiHolus 2% (v/v) salts solution [2.6%
183 KCI, 2.6% MgSQ.7H,O and 7.6% KHPO,; (w/v)] and 0.04% (v/v) Trace Elements
184  Solution [0.04% NgBa,0;.7H,O, 0.4% CuS@5H,0, 0.01% FeSQ 0.8%
185  NaMNO..7H,0, 0.8% MnSQ.7H,0 and 0.8% ZnSO7H,O (w/v)] (Pintoet al., 1997);ii)

186 0.25% GIcNAc in minimum medium composed of 0.6% NaNQw/v) plus 0.25%
187 NGIcNAc) (w/v) as carbohydrate source, with sahd &race element solutions (Junges
188 al., 2014);iii)) 1% Chitin in minimum medium composed of 0.6% NajN@/v) plus 1%
189 crystalline chitin from crab shells as a carbohi@source, with salts and trace element
190 solutions (Jungest al., 2014). M. anisopliae cultures i, ii and iii were maintained on
191  shaker (180 rpm) for 72 h at 28°C, then washed wiérile distilled water and filtered
192 throughMiracloth and frozen in liquid nitrogen for total RNA exttam; iv) Autolysis:
193 medium for mycelium autolysis induction (1% glucasev) and 0.6% NaN®© (w/v),
194 sustained for 9 days) (Jungesal., 2014; Kappekt al., 2016);v) Sporulation: on MCc
195 agar plates for conidia RNA extractior) Blastospores Inoculation of 5x1tconidia/mL
196 on ADAMEK medium for blastospore production [3% ra@teep solids, 4% glucose and
197 3% yeast extract (w/v)], shaking for 64 h at 28&clgmek, 1965)yii) Appressorium
198  induction medium: 5x1@ conidia/mL was inoculated in 0.004% yeast extsattition on
199 500 glass coverslips for 16 hours at 28°C (Junglesl., 2014). Blastospore and
200 appressorium induction were confirmed by microscagservation of randomly selected
201  coverslips Fig. S3.

202 2.5. RNA sample preparation

203 Total RNA extraction fromM. anisopliae cells harvested under all seven different
204 growth conditions was performed in triplicate. Séspwere ground using a mortar and

205 pestle in liquid nitrogen, prior to standard RNAtrextion using Trizol Reagent (Life
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Technologies, Grand Island, NY, USA). Residual DNAs removed with DNase (Thermo
Scientific, MA, USA), thereafter, extractions wepassed through RNeasy Cleanup
columns (QiagenHilden, Germany). RNA samples were quantified useagQubit
fluorometer (Life Technologie§rand Island, NY, USA), and stored at -80°C. Oneofig
total RNA was used for cDNA synthesis using MMLV-Rhizyme (Life Technologies,
Grand Island, NY, USA). All procedures were perfedraccording to the manufacturer’s
instructions.

2.6. Quantitative PCR (gQPCR) experiments

Polymerase chain reactions were carried out on78I0 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). PlaimilSYBR Green qPCR SuperMix-
UDG (Life Technologies, Grand Island, NY, USA) wased to monitor dsDNA synthesis.
Each biological sample was analyzed in technigpli¢ates; no-template and no-reverse
transcriptase controls were included.

Primers for gPCR assays were designed using VECNDRsoftware (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) Table SJ. Five housekeeping genes were
evaluated: act (y-actin), gapdh (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)-o
(translation elongation factor d}; trpl (tryptophan biosynthesis enzyme), aith (o-
tubulin). The efficiency of each reference generesgion through samples was analyzed
usinggeNorm version 3.5 (Vandesompeét al., 2002) andNormFinder (Andersenret al.,
2004). The best reference gene identified by bo#iyaes for the samples tested weis-

a, which was used in all gPCR assayalfle SJ).

Melting curves from each gPCR reaction were armayto confirm specificity of

the synthesized products and absence of primerrdinRelative transcript expressions

were analyzed by Cq (quantification cycle) valumsplying the 2*“* method (Livak and
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Schmittgen, 2001). Results were processed in Gaplism (La Jolla, CA, USA) for
graphics and statistical data acquisition. One-aalysis of variance (ANOVA), followed
by Tukey's multiple comparisons test (P < 0.05)emgerformed to determine statistical

differences among™®“ values of the seven experimental conditions.

3. Results
3.1. M. anisopliae putative GH20 and GH3 NAGases

The survey of NAGase genes of thie anisopliae genome, using NagA frorA.
nidulans and NAG1 and NAG2 fronf. atroviride as queries, resulted in the identification
of two putative GH20 NAGases, named MaNAG1 (MANI0O@8; GenBank accession
number KFG80340) and MaNAG2 (MANI_029504; GenBankcession number
KFG85702). All other fungal GH20 NAGase sequenced &H20 conserved domain
sequences used as queries resulted in alignmetiistivéi same two previously detected
contigs. Therefore, MaNAG1 and MaNAG2 are most plbp the onlyM. anisopliae
putative GH20 NAGases. The GH20 family domain (IRRE&B3) and the conserved motif
of GH20 proteins (H/N-x-G-A/C/G/M-D-E-A/l/L/IV) werdound in both MaNAG1 and
MaNAG2 sequences-{g. S1). Additionally, the putative GH20 NAGases also ibkked a
chitobiase/beta-hexosaminidase N-terminal dom&RQR9018) Fig. 1).

The GH3 domain screening of the anisopliae genome allowed the identification
of seven positive matches. However, phylogenetalyais clearly revealed that only two
sequences, named MaNAG3 (MANI_122030; GenBank ammesumber KFG78085)
and MaNAG4 [MANI_128875;Kig. S4] could be putative GH3 NAGases. Furthermore,
these sequences exhibit higher similarity with eaat GH3 NAGases and the RmNag

GH3 (Fig. S2. MaNAG3 and MaNAG4 share a conserved domain V@th3 family
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254 members (IPR001764) and exhibit the conserved segumotif of GH3 proteins (K-H-
255  F/I-P-G-H/L-G-x-x-x-x-D-S/T-H) Fig. S2. Furthermore, MaNAG3 and MaNAG4
256 sequences present a conserved GH3 C-terminal doiR®©02772) [Fig. 1). The other
257 five putative GH3 proteins (KFG84234, KFG86760, KI5258, KFG81708, and
258 KFG84481) display higher sequence conservationaa@ghylogenetic related with fungal
259 PB-glucosidasesHig.3 and Fig. S2, raising the possibility of functional equivalenc

260 All properties of the proposdd. anisopliae putative NAGases are listed Trable
261 2. Putative GH20 NAGase genes have similar ORF sized exhibit no intron
262 conservation between sequences. While MaNAG1 doéshow any intron insertions,
263 MaNAG2 sequence has two intron insertioRgy( 1). The predicted molecular masses for
264 MaNAG1l and MaNAG2 (66.98 kDa and 61.42 kDa, respelyt) are similar to other
265 fungal GH20 NAGased. nidulans NagA (68 kDa) (Kimet al., 2002),T. atroviride Nag1l
266 (73 kDa) (Brunneret al., 2003)and T. harzianum P1 Nagl (72 kDa) (Peterbauetral.,
267 1996). The theoretical pl d¥l. anisopliae GH20 NAGases predicts that they are acidic
268 enzymes, with MaNAG2 exhibiting a more acidic panhMaNAG1, 4.85 and 6.07,
269 respectively. Both putative GH20 NAGases have thmes four N-glycosylation sites.
270 Putative GH3 NAGase genes exhibit different physhemical properties. MaNAG3 is the
271 largest gene (3,223 bp), containing the highesteetgdl number of introns (4) and
272  theoretical molecular mass (98.71 kDa), with N-glyation translational modification
273  signals on six sites. In contrast, MaNAG4 ORF $&2,057 bp, the theoretical molecular
274 mass is 60.67 kDa and the pl of predicted matuogepr is 5.6. The predicted molecular
275 mass of MaNAG4 is similar to most known bacteriaH35 NAGases, asS
276  thermoviolaceus NagA (60 kDa) (Tsujibcet al., 1998). None of the putative NAGase

277 protein sequences contain GPl-anchoring sites an-chassical secretion pathway
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prediction signals. Interestingly, both MaNAG1 aM@&NAG2 have predicted secretion
signal peptides, from which extracellular functiozen be inferred. In contrast, putative
GH3 NAGases are apparently cytoplasmic enzynsasze they do not present any
predicted secretion signals.

3.2. Phylogeny of putative GH20 NAGases

Twenty-six MaNAG1 and MaNAG2 orthologs were idéetl in fifteen
filamentous fungi genomes. Most of them are sitgley of each putative GH20 NAGase
of M. anisopliae. The conserved motif of GH20 proteins and the lyigbnserved catalytic
residues, aspartic and glutamic acids (D-E), wecegnized in all of GH20 orthologkig.
S1).

The best-fit evolutionary model for GH20 NAGasesw&+1+G, which was used
for the phylogenetic inference. Phylogenetic aredy®f GH20 NAGases fronM.
anisopliae and the other fifteen ascomycetes revealed ag daglication event in GH20
NAGases, resulting in two distinct main cladegy( 2). MaNAG1 formed a monophyletic
group with other entomopathogenic fungi NAGase seqas Ketarhizium robertsii,
Metarhizium acridum, Cordyceps militaris and Beauveria bassiana). This cluster also
formed a statistically supported clade with spe&iesn theAspergillus genus. In contrast,
MaNAG2 exhibit a more diverse evolutionary historyith orthologs present in
Trichoderma sp.,, Fusarium sp, Neurospora sp., andMagnaporthe sp. Interestingly, the
present evolutionary analysis revealed that bottGlAand NAG2 from the mycoparasite
T. atroviride, used in theM. anisopliae genome screeningye evolutionarily more related
to MaNAG2 ig. 2).

For the majority of the fifteen fungi analyzed, ymne ortholog to MaNAG1 and

one ortholog to MaNAG2 were detected in each sgedeplication events on a specific
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lineage resulting in paralogous proteins was oblgeoved forAspergillus niger, which has
two MaNAG1 orthologs, and foNectria haematococca, N. crassa and Fusarium
graminearum, with two MaNAG2 orthologs.

3.3. Phylogeny of putative GH3 NAGases

Twenty-three MaNAG3 and MaNAG4 orthologs were tifead on the filamentous
fungi genomes examined. Conserved sequence mbd@$i8 proteins (K-H-F / I-P-G-H /
L-G-x-x-x-x-D-S / T-H) were found in all of them,olwever, few amino acid residues
substitutions were observedrig. S2. All fifteen filamentous fungi have MaNAG3
orthologs. However, th#&l. acridum gene ortholog was not included in the phylogenetic
analysis, since it was not properly annotated @ Nh acridum genome. In turn, only
Trichoderma sp., Aspergillus sp., and the entomopathogebsmilitaris and B. bassiana
have MaNAG4 orthologs.

To better understand GH3 NAGases evolutionaryicglahips, ten well described
bacterial GH3 NAGases and the characterized GH3 &5&Grom the zygomycete.
Miehei (Yang et al., 2014) were added to the phylogenetic analysisilfle 1). Since
several GH3 family fungal members withglucosidase activity have also been described
(Kawaguchiet al., 1996; Kroghet al., 2010; Nakajimeet al., 2012; Kudoet al., 2015;
Zhaoet al., 2015; Colabardingt al., 2016; Pekt al., 2016), the phylogenetic relationships
among the fungal, bacterial, aftl miehei GH3 NAGases were inferred including as
outgroup putativep-glucosidases fromM. anisopliae E6, characterized fungap-
glucosidases and putatieglucosidases from species described able 1. The best-fit
evolutionary model for GH3 NAGases was LG+I+G. Hwolutionary relationship of all
GH3 proteins showed two distinct clades separdtingal and bacterial NAGases frgn

glucosidasesHig. 3).
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The phylogenetic tree revealed that MaNAG3 and M&XArthologs formed two
distinct clusters Kig. 3). Both MaNAG3 and MaNAG4 grouped to othigletarhizium
species, but in contrast with the GH20 NAGasesquey, putative GH3 NAGases from
Metarhizium sp. are evolutionarily more distant from putati@&l3 NAGases of other
entomopathogenic fungB( bassiana and C. militaris). Additionally, gene duplication of
MaNAG3 and MaNAG4 orthologs was not observed.

Bacterial sequences did not form a monophyleticugrdout they are basal in
relation to fungal NAG3 and NAG4-(g. 3). The difference between bacterial NAGases
apparently is not related to gram-positive or graegative structural classification. It was
also observed that even bacterial NAGases with bigtinolytic substrate specificityS(
thermoviolaceus NagA, Clostridium paraputrificum NagZ, Alteronomonas sp. HexA, V.
furnissi NagZ, Thermotoga maritma NagA and T. neapolitana CbsA) grouped into
distinct clades from fungal NAGases. This is prdpalue to the fact that some bacterial
NAGases do not necessarily have GIcNAc hydrolysipecHicity over
chitooligosaccharides. For example, coli NagZ cleaves GIcNAc from muropeptides
present in the bacterial cell wall (Cheetgal., 2000).C. fimi Nag3 is also an unusual GH3
NAGase, because it is B-N-acetylhexosaminidase with a wide range of sabes
hydrolyzing both3-N-acetylglucosaminedes afieglucosides (Mayeet al., 2006).

3.4. Patterns of transcript relative expression of putative NAGases

M. anisopliae putative NAGases expression profile was investigah different
cell types under different culture conditions: nmiyo® grown on glucose 1%, GIcNAc
0.25%, chitin 1% or autolysis conditions; and ingicconidia, blastospore and

appressorium. The four putative NAGase gene trgisciwere detected in alM.



349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

64

anisopliae cell types and culture conditions, validating twenotation of the proposed
genes.

To gain information on the regulation of the puatNAGases by substrate, the
transcript level of genes froM. anisopliae cultured in MCc medium was established as a
reference conditionHig. 4). Interestingly, the expression of MaNAG1, MaNAGad
MaNAG4 were induced by 1% chitin, albeit at diffieréevels Fig. 4). Notably, MaNAG1
showed the most pronounced expression inductiortha carbon sourceF{g. 4A).
Additionally, MaNAG3 was the only MaNAGase induciedcultures with added 0.25%
GIcNAc (Fig. 4C). When different cellular types were taken intc@amt, MaNAG3
exhibited detectable transcripts in cells formingpr@ssorium, while MaNAG2 was
strongly induced in this cell typéig. 4B). The expression of the four putative NAGases
gene showed only basal levels in conidia and béast@s(Fig. 4). These results indicate

the minor participation of putative GH3 and GH2@onidia and blastospores.

4. Discussion

Virulence determinants are the main focus in tliely\sbf entomopathogenic fungi
(Schrank and Vainstein, 2010). As chitin is presentthe exoskeleton of several
arthropods, enzymes involved in chitin degradatiad assimilation are predicted to play
essential roles in host-entomopathogen interact{Sckrank and Vainstein, 2010). While
chitinases are widely explored in entomopathogeissaveral fungal species with diverse
pathogenic traits, the role of NAGases in the fliridge cycle and their importance in
infection has not been explored. Here, four putaliMGase genes belonging to the GH20
family (MaNAG1l and MaNAG2) and GH3 family aNAG3 and MaNAG4) of M.

anisopliae genome were analyzed.
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St. Leger and co-workers (1991) purified a secréta@Gase from\. anisopliae by
gel-filtration, with a pl of 6.4 and molecular masis110-120 kDa. We hypothesize that
this M. anisopliae purified enzyme could be the MaNAG1 presented ,hdue to the
predicted pl (6.07) and molecular mass (66.98 kba)MaNAG1, likely forming a
homodimer. In fact, some fungal GH20 NAGases (Keiga., 1991; RySlavét al., 2011)
and some bacterial GH3 NAGases (Chioal., 2009) exhibit a homodimer composition.
Nevertheless, the molecular characterizatioMofanisopliae putative NAGases will be
necessary to determinate if the dimer structurelessant to enzymatic activity.

Phylogenetic analyses of putative GH20 NAGasesaledethe occurrence of at
least one duplication event before its divergemcéungi. This early gene duplication is
supported by evolutionary analysis of GH20 famiyni several eukaryotic taxa, reported
by Intra and co-workers (Intrat al., 2008). Comparing the evolutionary history of
MaNAG1 and MaNAG2, subsequent duplication evensailted in current presence of
multiple GH20 NAGase orthologs in ascomycetes. phisnomenon was more frequent in
the MaNAG2 than MaNAGL1 cluster, culminating in fresence of MaNAG2 orthologs in
a broader spectrum of fungi with different lifegtyl While MaNAG1 has orthologs only in
entomopathogens and in the saprophytic/human patiso§yspergillus sp, MaNAG2
orthologs are present in entomopathogens, mycogathspecies suas Trichoderma sp.,
phytopathogens includindN. haematococca, Fusarium sp. and M. oryzae, and in
saprophytes such &k crassa. These species belong to distinct orders, howevprevious
study has observed their close evolutionary retatp (Wanget al., 2009). The
widespread presence of MaNAG2 orthologs in funghwliverse lifestyles could represent
a common basic function for all these enzymes tesihieir fungal lifestyle, while

MaNAG1 would have more specific roles in an entoatbpgenic lifestyle.
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In our analysisM. anisopliae andM. robertsii formed a statistically well supported
clade, with M. acridum as a basal species, corroborating the phylogelatioeships
among thes&etarhizium species (Bischofét al., 2009; Staatst al., 2014). Our results
revealed a close evolutionary relationship of GHNAGases between thigletarhizium
clade and the one formed WBeauveria and Cordyceps genera. The conservation of
secreted proteins in fungi has been observed arivbramisopliae and entomopathogens
Metarhizium spp, B. bassiana and C. militaris (Staatset al., 2014). Therefore, the
evolutionary pattern of GH20 NAGases in entomopgéims is representative of the
extremely similar evolutionary pattern of all seerkeproteins found in fungi with similar
hosts.

The glycoside hydrolases from the CAZy family GH8pthy an unusual diversity
in structure, specificity, and biological roles (ddmnaldet al., 2015). In many cases the
enzymes have dual or broad substrate specificitiéh respect to monosaccharide
residues, linkage position and chain length ofdhlestrate. This family harbors members
with several activities, most notabBrglucosidases and NAGases (Macdonaidal.,
2015). Several fungaB-glucosidases from the GH3 family have been charaed
(Kawaguchiet al., 1996; Kroghet al., 2010; Nakajimaet al., 2012; Kudoet al., 2015;
Zhao et al., 2015; Colabardingt al., 2016; Peiet al., 2016), however the first fungal
NAGase from family GH3 was only recently descril{RinNag) (Yancet al., 2014). The
first goal of our phylogenetic analyses was to rtjedistinguish putative NAGases from
putative-glucosidases. The phylogenetic analysis set gpa#tive GH3 NAGases from
putative GH33-glucosidasesgFig. 3), suggesting GH3 NAGase activity for MaNAG3 and
MaNAG4. Indeed, the characterized RmNag clustemmgkether with MaNAG3 and

MaNAG4 having robust support, suggesting the pdggilmf similar functions of these
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421  enzymegqFig. 3). The five other putative GH3 proteins frdvh anisopliae (KFG84234,
422 KFG86760, KFG85258, KFG81708, and KFG84481) clesteogether with characterized
423  B-glucosidases, again suggesting the possibilitgimilar function(Fig. 3). Additionally,
424  several characterized bacterial GH3 NAGases weree mphylogenetically related with
425 MaNAG3, MaNAG4 and RmNag than with the charactetipeglucosidasegFig. 3).
426 Bacterial NAGases were added to phylogenetic aaalywhich show well-established
427  acetyl-chitooligosaccharide degradation activitynd aNAGases with other substrate
428  specificities, such as NagZ frob coli and NAG3 fromC. fimi. E. coli NagZ participates
429 in bacteria cell wall recycling by hydrolyzing Glé&d from muropeptides (Cheng al.,
430 2000). In turn, C. fimi NAG3 was identified as a bifunctionap-N-acetyl-D-
431 glucosaminidagp-D-glucosidase (Mayeet al., 2006). It was also reported th@t fimi
432  NAG3 enzyme is actually a GIcNAghosphorylase using phosphate rather than water as
433 nucleophile (Macdonaldet al.,, 2015). Macdonald’s study suggests that other GH3
434 NAGases can harbor GIcNAc-phosphorylase activitptallly, our GH3 phylogenetic
435 analysis showed tha. fimi NAG3 has a basal position in relation to othertéaal and
436 fungal NAGases with chitin specificity, supportinghis suggestion. However,
437 complementary experiments are required to evaltgeputative GICNAc-phosphorylase
438  activity.

439 The phylogenetic analysis of putative GH3 NAGaseggssts an early acquisition
440 of GH3 NAGases in fungi, indicating that the obsehdiversity resulted from ancient
441  duplications that occurred after the divergencevbenh bacteria and the fungi GH3 family
442  genesfig. 3). Fungal orthologs of MaNAG3 and MaNAG4 formed tdistinct clades. In
443 relation to the NAG4 clade, MaNAG4 was arrangedsetoto GH3 NAGases of the

444  mycoparasiticTrichoderma sp. than orthologs of entomopathogenic spe€ierilitaris
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and B. bassiana. The NAG3 from entomopathogens formed a monophyigtoup with
Trichoderma species, with MaNAG3 basal to them. It seems Matanisopliae GH3
NAGases may not have specific roles in entomopathiagfungal lifestyle. However, at
this point, their participation in basal cell preses cannot be ruled out, such as GICNAc
carbon metabolism and cell wall remodeling, botbcpsses necessary to hyphal growth
and cell differentiation.

The qPCR assays of putative GH20 and GH3 NAGasesgeonfirmed that the
identified sequences are functionkl. anisopliae putative NAGases showed differential
transcript profiles in response to different coiudhis, indicating an absence of a common
gene regulation pattern. These variable expregwiofiles also suggest they may not have
totally redundant rolesvl. anisopliae GH20 NAGasesMaNAG1 andMaNAG2, exhibited
induced expression patterns when cultured in thegmce of 1% chitin. Our results reflect
the well-established condition where chitin induttes expression of secreted chitinolytic
enzymes (St. Legeat al., 1991; Seidl, 2008). The presence of a prediciguiak peptide
for secretion in MaNAG1 and MaNAG2, and their exgzien induction by chitin reveal
their probable role in extracellular chitinolyticctavity in M. anisopliae, acting on
extracellular cleavage of chitobiose into GIcNAc momers for the assimilation of this
carbon source. Although, it is important to notattbther carbon sources are also able to
stimulate, at lower levels, the expression of GNZIGases (Seidit al., 2006).

The expression profile of. anisopliae putative NAGases in appressorium is
noteworthy. MaNAG2 was the most significantly exqaed NAGase in appressorium,
being highly induced in this cell type. The appoegsn is a specialized penetration
structure that helps to dissolve the host chitinexsskeleton. These cells use enzyme

secretion and physical pressure to mediate pergtratherefore, it can be suggested that
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MaNAG?2 is putatively required at early stages déation, during the penetration stage or
to remodel the fungal cell wall in appressoriunfaténtiation.

It was expected that 0.25% GIcNAc would indieanisopliae NAGases, because
this low concentration of GIcNAc is described asratucer for chitinolytic genes and only
high monomer concentrations (> 0.5%) would repesgwession of chitinolytic enzymes
by their own activity products iNl. anisopliae (catabolic repression) (Barregbal., 2004).
Similarly, T. atroviride nagl expression is induced by GIcNAc (Maeh al., 1999).
However, the transcript expression analysis shotixad M. anisopliae putative GH20
NAGases were not induced by GIcNAc. MaNAG3 wasdhky putative NAGase induced
by 0.25% GIcNAc and the only putative NAGase thaswiot induced by 1% chitin
suggesting a possible regulatory mechanism forgaige, in which the expression could
depend on the prior degradation of chitin to GIcNRarthermore, no transcript induction
of any NAGases was observed in blastospores andliaoffrig. 4), which are cellular
forms with diminished metabolic activity, althougbt completely dormant (Novodvorska
et al., 2016). In additionM. anisopliae conidial extracts and immunoproteomic analysis
indicate that chitinases may be localized on thedial surface (Sangt al., 2009; Santet
al., 2010), NAGase activity is probably not necessaryhese resting cells. In contrast,
blastospores are cell types that facilitate disgdarshost hemolymph during colonization.
At this stage, the fungus has already transposedctiitinous exoskeleton and uses
trehalose and other carbon sources, not requiniecgssarily, the expression of chitinolytic
enzymes (Xieet al., 2002). Nevertheless, it is important to note that ADAMEK media
used to induce blastospores does not fully mimgcatthropod inner body complexity, and
GH3 and GH20 NAGase activity may be required inc#jme steps of blastospore

differentiation and infection.
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Chitinases and NAGases act consecutively and siatieadly to render complete
degradation of chitin. This may be the result ahowon regulation patterns between these
two groups of enzymes, as revealedTinatroviride NAGase studies (Tharanathan and
Kittur, 2003). The experimental conditions usedthirs study for the evaluation dfl.
anisopliae putative NAGase expression were the same emplfyethe study of the 21
chitinases fromM. anisopliae (Jungeset al., 2014). This allowed the comparison of the
performance of different genes of the chitinolyirocess to propose potential relationships
between specific chitinases and NAGases. Juagésco-workers (2014) described a large
group of chitinases induced by chitichimaAl, chimaA6, chimaA8, chimaBl, chimaB2,
chimaB3, chimaB4, chimaB6, chimaC3. This expression pattern can be associated with
MaNAG1, MaNAG2 andMaNAG4 that also displayed increased expression prafilthe
presence of chitin. Also, those putative NAGaseksided by chitin could be followed by
chitinase action induced by GIcNAc monomattsifhaD1) (Junget al., 2014). On media
supplemented with the GIcNAc monomer, the MaNAG&egyshowed strong expression
when compared to the othiér anisopliae putativeNAGases, coinciding with thehimaD1
chitinase pattern. Moreover, in the induced apmasso formation condition, the
expression of MaNAG2 could be related thimaA5 chitinase, since both are
overexpressed in this cellular type.

Our results are in agreement to previous suggestainthe presence of GH3
NAGases in fungi (RmNag) (Yang al., 2014) and in the Hypocreales order (Kapgiel
al., 2016). In fact, Kappel and co-workers (2016) hawvectionally characterized a GH3
gene (namechag3; XP006966911) inT. reesei, the product of which, an MaNAG3
ortholog, holds suggested NAGase activity (Kappelal., 2016). The phylogenetic

analyses indicate that MaNAG3 amdreesei NAG3 are phylogenetically relate#ig. 3).
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The existence of more putative NAGase genes argas the genomic arsenal of
NAGases in ascomycetes is not as small as preyituslight, attenuating the discrepancy
between the number of chitinase and NAGase gehiesalso not possible to rule out the
existence of other unknown NAGasesNh anisopliae and other fungal species. In this
sense, we have identified a fifth and unexplorethipee NAGase gene iN. anisopliae,
belonging to the GH84 family. The product of thisng (KFG85933.1) exhibits 63%
identity with characterized GH84 frofenicillium chrysogenum (XP_002557703.1). The
P. chrysogenum GH84 NAGase not only exhibits activity against AT substrates, but
also hydrolyzes substrates withalacto-configuration and exhibits transglycosylation
activity (Slamovéet al., 2014).

In conclusion, this study explored relevant evalodiry aspects of putative GH3
and GH20 NAGase genes and the expression analgtiBghted possible functions for
these genes iM. anisopliae and entomopathogenic fungi. This analysis wilbwallthe
selection of genes for further functional charaztgion to elucidate the process and to
identify redundancies and specificities. The vielmatt chitinase diversity is merely
redundant may not be the case (Seidl., 2005; Tzelepist al. 2012; Jungest al., 2014).
However, the strategy of constructing deleted is¢ras not always straightforward to
determine function (Alcazar-Fuokt al., 2011). Here,M. anispoliae putative GH20
NAGase genes revealed induced transcript produdatitime presence of chitin, potentially
in the extracellular milieu. The detection MBNAG3 andMaNAG4 putative genes is the
first evidence for the presence of a possible Ghiiliy of NAGases in entomopathogenic
fungi. MaNAG3 andMaNAG4 expression is responsive to chitinous substrateggesting

their potential influence on cell differentiationrthg theM. anisopliae life cycle.
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Figure 1. Modular domain structure from M. anisopliae NAGase genedNAGase genes
exhibit specific conserved domains with differentpositions. Coding exonic sequences
are depicted as boxes (color codes are indicatedljrdarons as thin lines. Domains were
identified using Conserved Database Domain (at NGBICAN and InterProScan. Signal
peptide sequences were predicted using SignalPBdahk protein regions indicate the
absence of characterized domains.
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Figure 2. Phylogenetic relationships among GH20 NA&ses from filamentous fungi.The phylogenies were obtained using MrBayes
3.2.5 (left side) and PhyML 3.1 (right side: Trichoderma NAGL1. *: Trichoderma NAG2.
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ENH61856 F. oxysporum f. sp. cubense race 1
XP003053110 N. haematococca mpVl 77-13-4
XP003718403 M. oryzae 70-15
EAA31125 N. crassa OR7T4A
XP747213 A. fumigatus Af293 — oss
XP001398206 A. niger CBS 513.88
XP659020 A. nidulans FGSC A4 j—_]
MA128875 NAG4 M. anisopliae
XP007823900 M. robertsii ARSEF 23
XP007809270 M. acridum CQMa 102
XP006969215 T. reesei QM6a
EHK20754 T. virens Gv29-8
EHK46125 T. atroviride IMI 206040
XP008602406 B. bassiana ARSEF 2860
XPO06673913 C. militaris CMO1
XP754443 A. fumigatus Af293
XP001399892 A. niger CBS 513.88

AGC24356 R. miehei CAU432

*
P86157 NAGZ V. furnissii 7225 —1
KFD82021 NAGZ V. cholerae .
P75949 NAGZ E. coli K-12 .06
ACI15900 NAGA T. maritima MSB8 1
AAK16587 ChsA T. neapolitana
P48823 HEXA Afteromonas sp. O-7 — us7
P40406 NAGZ 8. subtilis subsp. sublitis 168 !
BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M-21 034
BAA32403 NAGA S. thermoviolaceus OPC520 naa
Q7WUL3 NAG3 C. fimi
04

I

ENHE4069 F oxysporum f. sp. cubense race 1

XP859831 A. nidufans FGSC A4

XP753915 A. fumigatus Af293

XP001398281 A. niger CBS 513.88

XP003715083 M. oryzac 70-15

XP003045331 N. haematococca mpVI 77-13-4

XP011318580 F graminearum PH-1

XP006969529 T. reesei QMBa

XP013942707 T. atroviride IMI 206040

XP013958329 T. virens Gv29-8

KFGB4481 M. anisopliae E6

XP007824028 M. robertsii ARSEF 23

XPO06671934 C. mifitaris CMO1

XP008597830 B. hassfana ARSEF 2860

XP750758 A. fumigatus Af293

XP661508 A. nidulans FGSC A4

XP003714391 M. oryzae 70-15

XP011394554 N. crassa OR74A

XP011394553 N. crassa OR74A

XP008673113 C. militaris CMO1

XP008601117 B. bassiana ARSEF 2860

XP003043563 N. haematococca mpVI 77-13-4

XP011322137 F. graminearum PH-1

ENH75388 F. oxysporum f. sp. cubense race 1

XP007812356 M. acridum CQMa 102

KFG81708 M. anisopliae E6

XPQU7822335 M. robertsii ARSEF 23
XP013940485 T. atroviride IMI 206040 .

XP013960205 T. virens Gv29-8 }

XP006964430 T. reesei QMba

XP965185 N. crassa OR74A 1

XP001396728 A. niger CBS 513.88

ANRO2040 A. atrobrunnea

ABP88968 P, brasitianum L2 e
1
e

CBF74704 A. nidulans FGSC Ad —}7
XP750327 A. fumigatus Af293 ﬂi}»

XP001398816 A. niger CBS 513.88
BAA108968 A. aculeatus

XP003709907 M. oryzae 70-15
XP956104 N. crassa OR74A
EAA26868 N. crassa OR74A
ANRO2039 A. atrobrunnea

AEQ58175 T. thermaphita ATCC 42464
XP003045443 N. fracmatococca mpV1 77-13-4
EGUT77359 F oxysporum Fo5176
XP011326221 F graminearum PH-1
XP007814805 M. acridum CQMa 102

1
.

XP006965281 T. reesel QM6a j 0.84
XP013949536 T. virens Gv29-8
BAK61808 U. escu/enla]

® 0w

BAE64040 A. oryzae RIB40

EAA30164 N. crassa OR74A

XP003716411 M. oryzac 70-15

XP003043120 N. haematococca mpVI 77-13-4
XP011321819 F. graminearum PH-1
ENHB9288 F axysporum f. sp. cubense race 1
XP007814784 M. acridum CQMa 102
KFGB5258 M. aniscpliae E6

XP0U7822976 M. robertsii ARSEF 23
XP006669938 C. militaris CMO1
XP008598502 B. bassfana ARSEF 2860
XP006963618 T. reesel QM6a

XP013944914 T. atroviride IMI 206040
XP013954715 T. virens Gv29-8

BAE65597 A. oryzae RIB40

BAES58551 A. oryzae RIB40

XPB80665 A. nidufans FGSC A4

XP753108 A. fumigatus Af293

XP001394024 A. niger CBS 513.88
XP003052401 N. haematococes mpVI 77-13-4
ENH74871 F. oxysporum f. sp. cubense race 1
XP011322339 F. graminearum PH-1
XP003719616 M. oryzae 70-15
XP003714903 M. aryzae 70-15
XP006665779 C. militaris CMO1
XP008599381 B. hassfana ARSEF 2860
XP008602940 B. bassfana ARSEF 2860
XP007807472 M. acridum CQMa 102
KFG86760 M. anisopliae E6

XP007821791 M. robertsii ARSEF 23
XP008963375 T. reese/ QM6a

XP013950767 T. vircns Gv29-8 —1
XP013939145 T. atroviride IMI 206040
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Figure 3. Phylogenetic relationships among GH3 NAGaes from filamentous fungi,
bacteria and zygomycetesPutative and characterized fungal Gpkglucosidases were
included as an outgroup. The phylogenies were bdtausing MrBayes 3.2.5 (left side)
and PhyML 3.1 (right sidey: NAGase from the zygomyceRhizomucor miehei. e:
Nodes with support values below 0.8 were collapstdpolytomies.
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Figure 4. Relative expression of GH20 and GH3 NAGasgenes inM. anisopliae,
considering MCc as the reference conditionTranscriptional profiles of GH20 NAGase
genes (MaNAG1 and MaNAG2) and GH3 NAGase genes (MaBland MaNAG4) in
seven different conditions (mycelium growth on elifint carbon source media, autolysis,
and different cell types), usirigfla as a reference gene and applying th&“2method. A:
nagl; B: nag2; C: nag3; D: nag4. Standard error bars are indicated. Differenetst{a/b/c)
indicate statistically significant differences (©05) among studied conditions.
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Table 1.List of microorganisms used in GH20 and GH3 NAGadedogenetic analysis.

Category? Microorganisms

Protein name&® Reference

Fungi
A, B, C Aspergillus fumigatus Af293 (Niermanet al., 2005)
: : (Galagaret al., 2005;
A, B, C Aspergillusnidulans FGSC A4 Wortmanet al., 2009)
A, B, C Aspergillusniger CBS 513.88 (Pelet al., 2007)
A, B, C Beauveria bassiana ARSEF 2860 (Xiao et al., 2012)
A, B, C Cordyceps militaris CMO1 (Zhenget al., 2011)
A, B, C Fusariumgraminearum PH-1 (Cuomoet al., 2007)
A, B, C Fusarium oxysporumf. sp.cubense (Guoet al., 2014)
A, B, C Magnaporthe oryzae 70-15 (Deanet al., 2005)
A, B, C Metarhiziumacridum CQMa 102 (Gaoet al., 2011)
_ . (Gaoet al., 2011; Huet
A, B,C Metarhiziumrobertsii ARSEF 23 al., 2014)
A, B, C Nectria haematococca MPVI 77-13-4 (Colemaret al., 2009)
, B Neurospora crassa OR74A (Galagaret al., 2003)
A, B, C Trichoderma atroviride IMI 206040 (Kubiceket al., 2011)
A, B, C Trichodermareese QM6a (Martinezet al., 2008)
A, B, C Trichoderma virens Gv29-8 (Kubiceket al., 2011)
B Rhizomucor miehei RmNag (Yanget al., 2014)
C Amesia atrobrunnea CEL3a, (Colabardiniet al.,
CEL3b 2016)
C Aspergillus aculeatus BGL1 (Kawaguchkt al., 1996)
C Aspergillus oryzae RIB40 Sg:ﬁ‘ Bl (Kudoet al., 2015)
C Neurospora crassa OR74A BGL2 (Peiet al., 2016)
C Penicillium brasilianum BGL1 (Kroghet al., 2010)
c Igir&othelowc&thermphllaATCC MtBgl3b (Zhaoet al., 2015)
C Ustilago esculenta UeBgI3A (Nakajimaet al., 2012)
Bacteria
B Alteromonas sp. 0-7 HEXA (Tsujiboet al., 1994)
B Bacillus subtilis 168 NAGZ (Liu et al., 1997)
B Cellulomonas fimi NAG3 (Mayeret al., 2006)
B Clostridium paraputrificum M-21 NAGZ (Li etal., 2003)
B Escherichia coli K-12 NAGZ (Chenget al., 2000)
B SStngptomycesther moviolaceus OPC- A (Tsujiboet al., 1998)
B Thermotoga maritima NSB-8 NAGA (Choiet al., 2009)
B ngrg’toga neapolitana KCCM- - cpgp (Choiet al., 2009)
B Vibrio cholerae NAGZ (Stubbset al., 2007;
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Balcewichet al., 2009)

(Chitlaru and Roseman,
1996)

®Microorganisms were classified according to these un phylogenetic analysis: (A)
microorganisms containinlgl. anisopliae GH20 NAGases orthologs; (B) microorganisms
containingM. anisopliae GH3 NAGases orthologs; and (C) microorganismsaiatg 3-
glucosidases included as an outgroup in GH3 NA@aggenetic analysis.

®Named proteins are characterized enzymes.

B Vibrio furnissii 7225 NAGZ




Table 2. Properties oMetarhizium anisopliae GH20 and GH3$-N-acetylglucosaminidases.

86

ORF Protein  Mawre GP| N-
e GH protein  Theoretical Conserved Transmembrane Signal : Acession
Identification . length Introns length : . . , or glycosylation
family theoretical pl domain domain peptide . number
(nt) (aa) KkDa NCS site
MaNAGL GH20 1,863 O 620  66.98 o7  ¢l02948/ : . 4 KFG80340
pfam14845
MaNAG2 GH20 1,862 2 579 6142 485 406562/ i v 4 KFG85702
pfam14845
MaNAG3 GH3 2,730 4 909 98.71 6.25 COG1472 i - - 6 KFG78085
MaNAG4 GH3 1,701 1 566 60.67 5.6 COG1472 - - - 2 MANL
’ ' ' 128875
(+): presence; (-) absence; pl: isoelectric pdaR]: GPl-anchor sites; NCS: non-classical secrgiethway regions.
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EHK16483 T. virens Gv29-8
XP_003710021 M oryzae 70-15
ESA44114 N. crassa OR74A
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KFG35702 NAG2 M ani sopliae E6
XP_007826269 M robertsii ARSEF 23
XP_007811735 M acri dum CQva 102
XP_008601816 B. bassi ana ARSEF 2860
XP_006674437 C. mlitaris CW1
EHK46127 T. atroviride IM 206040
XP_006969176 T. reesei Qvba
EHK20756 T. virens Gv29-8

ESUW06579 F. grami nearum PH 1
XP_381459 F. gram nearum PH 1

XP:OO3039077 N. haenat ococca npVi 77- 13- VSHL DLEEDL[FPRI AR (172

EHK40646 T. atroviride IM 206040
XP_006963063 T. reesei Qvba
EHK16483 T. virens Gv29-8
XP_003710021 M oryzae 70-15
ESA44114 N. crassa OR74A
XP_001728191 N. crassa OR74A
KFG30340 NAGL M ani sopliae E6
XP_007825739 M robertsii ARSEF 23
XP_007812622 M acridum CQva 102
XP_008603374 B. bassi ana ARSEF 2860
XP_006674193 C. mlitaris CW1
XP_747307 NagA A. fum gatus Af293
XP_001393538 A. niger CBS 513.88
XP_001390192 A. niger CBS 513.88
XP_659106 A. nidul ans FGSC A4

KFG35702 NAG2 M ani sopliae E6
XP_007826269 M robertsii ARSEF 23
XP_007811735 M acri dum CQva 102
XP_008601816 B. bassi ana ARSEF 2860
XP_006674437 C. mlitaris CW1
EHK46127 T. atroviride IM 206040
XP_006969176 T. reesei Qvba
EHK20756 T. virens Gv29-8

ESUW06579 F. grami nearum PH 1
XP_381459 F. gram nearum PH 1

ENH60583 F. oxysporumf sp. cubense racel

EHK40646 T. atroviride IM 206040
XP_006963063 T. reesei Qvba
EHK16483 T. virens Gv29-8
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XP_003710021 M oryzae 70-15
ESA44114 N. crassa OR74A
XP_001728191 N. crassa OR74A
KFG0340 NAGL M ani sopliae E6
XP_007825739 M robertsii ARSEF 23
XP_007812622 M acri dum CQva 102
XP_008603374 B. bassi ana ARSEF 2860
XP_006674193 C. nilitaris CW1
XP_747307 NagA A. funigatus Af293
XP_001393538 A. niger CBS 513.88
XP_001390192 A. niger CBS 513.88
XP_659106 A. nidul ans FGSC A4

KF&5702 NAG2 M ani sopliae E6
XP_007826269 M robertsii ARSEF 23
XP_007811735 M acridum CQva 102
XP_008601816 B. bassi ana ARSEF 2860
XP_006674437 C. mlitaris CW1
EHK46127 T. atroviride I M 206040
XP_006969176 T. reesei Qwba
EHK20756 T. virens Gv29-8

ESU06579 F. grami nearum PH-1
XP_381459 F. gram nearum PH 1

ENH60583 F. oxysporum f. sp. cubense racell
XP_003054100 N. haemat ococca nmpVl 77-13-4A :
XP_003039077 N. haenat ococca npVI 77-13-4A :

EHK40646 T. atroviride I M 206040
XP_006963063 T. reesei Qwba
EHK16483 T. virens Gv29-8
XP_003710021 M oryzae 70-15
ESA44114 N. crassa OR74A
XP_001728191 N. crassa OR74A
KFG30340 NAGL M ani sopliae E6
XP_007825739 M robertsii ARSEF 23
XP_007812622 M acridum CQva 102
XP_008603374 B. bassi ana ARSEF 2860
XP_006674193 C. mlitaris CW1
XP_747307 NagA A.funigatus Af293
XP_001393538 A. niger CBS 513.88
XP_001390192 A. niger CBS 513.88
XP_659106 A. nidul ans FGSC A4
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Figure S1. Multiple alignment of GH20 NAGases fronfilamentous fungi. Amino acid alignment built and trimmed with GUIDANE2
using PRANK as the MSA algorithm with 100 bootstraplicates. Location of the GH20 conserved sequematif (H/N-x-G-A/C/G/M-

D-E-A/I/LIV) is highlighted.
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fum gatus Af 293

A. niger CBS 513.88
ni dul ans FGSC A4

C fim
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110 120 130 140 150 160 170

EETN TR T PR FEEEY FRERS RREEY R FERTy PR FEREY PRer SRR
KFG84234 M anisopl i ae E6 GTOME A ------ LRALCLQDGPLG - YNSA FAGITAGAVEEHIVWRBRARAL GAESRIK
KFG6760 M ani sopliae E6 G VDLI YPN- - - - - - - FPGVCVSDAGNGL - FVNA! [FA( <\ KB BARRRGAAMGGEFRRK
KFG85258 M ani sopli ae E6 GFADPT SE ------- VWHGL CLMDAGNGV- W ::E <VADRNET (SRGLWWVARSFKAK :
KFG81708 M anisopliae E6 GITGA FM. SA---- - - - FPQLCFNDGHNGV- NVTV:[EDGRT T GAIJFDKKIEM (8RAVAI GKEARG
KFGE4481 M anisopliae E6 GABWHTKAR------- CGTAIGEIF " QQEL EEACRKMGEEA
ACl 15900 NAGA T. maritima MsB8 = ESPHEG Q- -----------ccmmmmiaaa =G G-KI\EITRY"AGKI ElV :

AAK16587 CbsA T. neapolitana
BAA32403 NAGA S. thernoviol aceus OPC520A

AGC24356 R

MA128875 NAG4A M ani sopliae E6

XP006966911
EHK23853 T.

=MAGRI [YNTL
Rl EGA=ERAV, :
AVAI EKEELTL ¢
GNMERYF

m ehei CAU432

T. reesei Qvwba
virens Gv29-8

XP007823900 M robertsii ARSEF 23 CNMERYF
XP007809270 M acridum CQva 102 GNT[ERHF

EHK46125 T. atroviride IM 206040 GGMEQYF
XP006969215 T. reesei Qvba EMERYF

EHK20754 T. virens Gv29-8 EMERYF :
XP008602406 B. bassi ana ARSEF 2860 EMERHF ¢
XP006673913 C. militaris CWM1 ) ; DVERHF

XP754443 A. fum gatus Af293 oo O\VIIGETARFF
XP001399892 A. niger CBS 513.88 GAAJ|CE! [BSAS ¢

P48823 HEXA Al terononas sp. strain O7 ASAl GKEENSL

P40406 NAGZ B. subtilis subtilis 168 OTGSI | GK=NSAL

BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M1 NDSSEATJJGAGAKNEKL L

P75949 NAGZ E. coli K12 S ----AAL- & MEKBAQEAGALMASENI AVD

P96157 NAGZ V. furnissii 7225 JNAERGON. VAAEEI AHDEBESFAZY/Eb-
KFD82021 NAGZ V. cholera EOGON. VAAEEI AHDY/BESFAZY/Hb-
KFG78085 NAG3 M ani sopliae E6 AIIASERSAC !
XP007818395 M robertsii ARSEF 23 AIJASEIRSAC
XP008598947 B. bassi ana ARSEF 2860 AIJAT|ZIRSAC
XP006669831 C. militaris CVM1 ALJAT/ERSAC

EHK44614 T. atroviride IM 206040 A I=SRAAC

XP388571 F.
ENH61856 F.
XP003053110
XP003718403
EAA31125 N.
XP747213 A.
XP001398206
XP659020 A.
QTWIL3 NAG3

grani nearum PHL
oxysporum f. sp. cubense racel
N. haemat ococca npVl 77-13-4
M oryzae 70-15

crassa OR74A AlIA SAC
fum gatus Af293 ) 4 AY Q=RKAV
A. niger CBS 513.88 ) ; L”H ATAIIAQSEKAV
ni dul ans FGSC A4 ) : WPNAFAIAQ=EKAY F W

C fim STPHVRRAATVI GREARA
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GH3 conseved sequence mo
D20 230

e
glo | ANEQEHFRQA ES-

KFG84234 M anisopliae E6 S W3- - - - O@J- - - MHEDYAWE-ABATIR- A - GEINCE----------
KFG86760 M anisopliae E6 v SLIG | ANEQEMNRNESGE- & S
KFG85258 M ani sopliae E6 G| ANEQETYRREYF -& S R
KFG81708 M anisopliae E6 : | GNEQEMYRMYNPV- A [lB- - - - MA-- - - oo |
KFG84481 M anisopliae E6  JOST L CNDQEDKRM e S| 3 ) TA- - - === - - L OgM_RE

ACl 15900 NAGA T. maritinm M5B8
AAK16587 CbsA T. neapolitana
BAA32403 NAGA S. thernoviol aceus OPC520 MAA(
AGC24356 R miehei CAU432

MA128875 NAG4A M ani sopliae E6
XP007823900 M robertsii ARSEF 23
XP007809270 M acridum CQva 102
EHK46125 T. atroviride IM 206040
XP006969215 T. reesei Qvba

EHK20754 T. virens Gv29-8
XP008602406 B. bassi ana ARSEF 2860
XP006673913 C. militaris CVM1
XP754443 A. fum gatus Af293
XP001399892 A. niger CBS 513.88
P48823 HEXA Al terononas sp. strain O7
P40406 NAGZ B. subtilis subtilis 168
BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M1
P75949 NAGZ E. coli K12

P96157 NAGZ V. furnissii 7225
KFD82021 NAGZ V. cholera

KFG78085 NAG3 M ani sopliae E6
XP007818395 M robertsii ARSEF 23
XP008598947 B. bassi ana ARSEF 2860
XP006669831 C. militaris CVM1
EHK44614 T. atroviride IM 206040
XP006966911 T. reesei Qwba

EHK23853 T. virens Gv29-8

XP388571 F. gram nearum PHL

ENH61856 F. oxysporum f.sp. cubense racel
XP003053110 N. haemat ococca npVI 77-13-4
XP003718403 M oryzae 70-15

EAA31125 N. crassa OR74A

XP747213 A. fum gatus Af293

XP001398206 A. niger CBS 513.88

XP659020 A. nidul ans FGSC A4 )
Q7WUL3 NAG C. fim M ! = D - QgBLASYNTMEVE VMY ExES S=ELLINBL L ROSL

AVFI GPSHACRED®
. Gs LBAYFI GPsHACKEDS
5{ FVGPSHACE Ce)Ys i 31 T
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ani sopl i ae E6 | S M = - - - K- QWDVR

KFG84234 M

KFG86760 M anisopliae E6 - - - DK- QPI EGR
KF&@5258 M anisopliae E6 LPWN---------AQH NEN--------- . - DT- EPVDAR
KFG81708 M anisopliae E6 - - - DE- RWPVQ
KFG84481 M ani sopliae E6 VL---V--ET----
ACI 15900 NAGA T. naritima MSB8 S| R/,
AAKL6587 CbsA T. neapol i t ana A N Y

BAA32403 NAGA S. thernoviol aceus OPC520
ACC24356 R niehei CAU432

MA128875 NAG4 M ani sopliae E6
XP007823900 M robertsii ARSEF 23
XP007809270 M acridum CQva 102
EHK46125 T. atroviride IM 206040
XP006969215 T. reesei Qvba

EHK20754 T. virens Gv29-8

XP008602406 B. bassi ana ARSEF 2860
XP006673913 C. nmilitaris CVM1

XP754443 A. fum gatus Af293
XP001399892 A. niger CBS 513.88

P48823 HEXA Al terononas sp. strain O7
P40406 NAGZ B. subtilis subtilis 168
BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M1
P75949 NA&Z E. coli Ki2

P96157 NAGZ V. furnissii 7225

KFD82021 NAGZ V. cholera

KFG78085 NAG3 M ani sopliae E6
XP007818395 M robertsii ARSEF 23
XP008598947 B. bassi ana ARSEF 2860
XP006669831 C. nmilitaris CVMD1

EHK44614 T. atroviride I M 206040
XP006966911 T. reesei Qwba

EHK23853 T. virens Gv29-8

XP388571 F. gram nearum PHL

ENH61856 F. oxysporum f.sp. cubense raceltS{ZeRs
XP003053110 N. haenatococca npVl 77-13-455eRs
XP003718403 M oryzae 70-15
EAA31125 N. crassa OR74A
XP747213 A. fum gatus Af293
XP001398206 A. niger CBS 513.88
XP659020 A. nidul ans FGSC A4
Q7WIL3 NAG3 C. fim

HAE- - LRG - - -
HAE- - LRG - - -
Qrs-- LRG - - -
QR -LRG---
LTR- - LKA- - - -
- R-- LKE----
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] I I I [ I I [ I I [ I I I
KFG34234 M anisopliae E6  AAGTVEER- - -------- - m oo SLP- - oo e e e
KFGE6760 M anisopliae E6 = DRGAVAYR----------mm oo NTLP---cmcmm e e e e e e eeecaee e
KFG35258 M anisopliae E6  SKCHVRYR-------- oo i HALP- - - - - e e e
KFGE1708 M anisopliae E6 NEABIEEKN---------------o o N R R EE LR
KFG84481 M anisopliae E6 AASRVEEK-------- oo N R R R
ACI 15900 NAGA T. maritima M5B8 GFEKIDH - - - - - - - oo e e N R R
AAK16587 CbsA T. neapolitana R S L LR LR
BAA32403 NAGA S. thernoviol aceus OPC520 L MEVNKGNLLPLSRR - - - - - - - - - - - - oo - - - AALNELGFTALTDQAVMVA- - - - - - oo oo o m e m oo e e e e e e
AGC24356 R. miehei CAU432 [TNRKNTLPI RPAVPQTLAVDS- - - - - - - - - TNLEYI TYN- - TPDLSI | G === m - o mm e e e e e e o
MA128875 NAGA M ani sopliae E6 2 SEAGLL PVSRSVPTSGAASSQKTRVPW/SPAVED! RFTTLTPEQUV/LA- - - - = - - - - - - oo oo oo e e e o e oo
XP007823900 M robertsii ARSEF 23 2 SEAGLL PVSRTVPTSGAASSQKTRVPW/SPAVED! RFTTLTPEQUWLA- - - - - - - - - oo e e e e e e e e
XP007809270 M acri dum CQva 102 2 SEAGLL PVSRTVVTSAAASSHKTRVPW/SPAI ADVPFASLTPEQW LA- - - - - - - - - - oo oo oo o e e e oo
EHK46125 T. atroviride IM 206040 SAEEGLLPLKPTVPI GGAVDSLPTRVPW ASQTTDI RFTTLTDEQW LA- - - - - - - o m e e e e e e e e e
XP006969215 T. reesei Qvba SAQEGLLPLKATVPI GGAVDSLPTRVPW APEMBDVRFTNLTEEQW LA- - - - - - - - - - oo oo e e e e e
EHK20754 T. virens Gv29-8 SAQEGLLPLKSTVPI GGAVDSLPTRVPW APQFSDVRFI TLTDEQW LA- - - - - - - - - - o m oo oo e e e e oo
XP008602406 B. bassi ana ARSEF 2860 UAAYR! EDGVI PVSKSFPVGGAVNSHPTRVPW/SAVAEE! RYTPLTDEQW LA- - - - - - - - - oo oo e e e e e oo
XP006673913 C. militaris CWMD1 2VOPGVFPVSPSVPVGGAVNSQPTRVPW/SAALEEI RYTPLSDAQWLLA- - - - - - - - - oo m oo e e e e
XP754443 A. fum gatus Af293 2 SDPDVL PLSKSTPAGGAVDA: - - - - - - - - QATVELHYGELSTEQYVLV- - - - - - - s m e e e oo
XP001399892 A. niger CBS 513.88 2DSLQ LPVSSSTPAGGAVDS- - - - - - - - - QTWEI RYGELSAELTI FT- - - - - - o s oo e o e e e oo
P48823 HEXA Al terompnas sp. strain O7 RRABIEYNNDG VLPLRDN- - - - - - -« oo ccmmmmm e Y R R R
P40406 NAGZ B. subtilis subtilis 168 NNEQHTLPFKPK- - - - - - - e e e e TG - - o m e
BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M1 e R R D R Rt
P75949 NAGZ E. coli Ki2 S VTRIEYH - - - - c oo
P96157 NAGZ V. furnissii 7225 - - AQEEER- - - - - - - - - oo m oo e eooa-ooo-
KFD82021 NAGZ V. cholera = - ARV - - - - oo - oo o oo oo e e e e
KFG78085 NAG3 M anisopliae E6  VESUNE------------------mmmmm oo KMLPLASSVMHPGEEL L LL TPLVKPLPASAMIKSL L ESKKTPTQH
XP007818395 M robertsii ARSEF 23 VESSBWAR--------------------oi oo KM_PLSSSMHPGEEL L LL TPLVKPLPASAMIKSL L ESKKTPTQH
XP008598947 B. bassiana ARSEF 2860 LTSMIANR------------------------“"-“----ee o QLLPLSQSMHPGEEL LLLTPLVKPLPASSLTKSLL DAKQDTGNH
XP006669831 C. militaris CM1 ~  LASEWNR- - ----------------mo oo QLLPLSQSVHPGEEL LLLTPLVKPLPASSL TKSFL DSKQDMGENH
EHK44614 T. atroviride IM 206040 LASIRYE- - -------------momm oo KLLPLSLSVHPGEELLLLTPLVKPLPASSL TKSL TEARNDSTHH
XP006966911 T. reesei Qwba LASIIRYR- - ---------------m oo KLLPLSLSVHPGEELLLLTPLVKPLPASSLTKSLLESKNDSTEH
EHK23853 T. virens &v29-8  LASIRYE- - ---------- oo m oo KLLPLSLSLHPGEELLLLTPLVKPLPASSLTKSLLESKNDTTIVH
XP388571 F. graminearumPHL LASIIBMR-----------------mmmmmm e KLI PLTASMHPGEEL L LL TPLVKPLPASSL TKKLLAAKDSEGPH

ENH61856 F. oxysporum f.sp.cubense racel--------------m oo oo ASMHPGEEL L LL TPLVKPLPASSL TKKL LAAKDSEGQH

XP003053110 N. haemat ococca npVlI 77-13-4ALASIRNVAIR- - -----------------------mmmmemem oo KLLPLSASVHPGEEL L LLTPLVKPLPASSL TKKL L STKGDWGSH
XP003718403 M oryzae 70-15 LASIMRUYR- - - - - - - - - oo KL LPLNGSMHQDDEL L LL TPLVKPLPASAATKTLLRSKDTSGVH
EAA31125 N. crassa OR74A 1 S TV e R R TR KLLPLNESMHQEEEL L LLTPLVKPLPASAMIKTI LEGSTKNPI H
XP747213 A fumigatus Af293 TESESAVR---------------mmemee oo NLLPLSNI | EPNEELLLLTPLVKPLPASAVSRSVTEHWNL- - - -
XP001398206 A. niger CBS 513.88 TSEBSAR------------------oo oo NLLPLSNI LESNEELLLLTPLVKPLPASAVSRSVSEHSNM - - -
XP659020 A. nidulans FGSC A4  TEERSR---------------mmm e NLLPLTNVLSSNEELLLLTPLVNPLPASAVSRSVTEHLEL- - - -
QIWL3 NAG3 C. fim  SASIIRYN---- - - GVLP-- - - m e
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KFG84234
KFG86760
KFG85258
KFG81708
KFG84481

<L

ACI 15900 NAGA T. maritim MSB8
AAK16587 CbsA T.

ani sopl i ae E6
ani sopl i ae E6
ani SOPli @8 EB e e e e e e eeeoa-o-o--
ani sopl i ae E6
ani sopl i ae E6

neapol i tana

BAA32403 NAGA S. thernmdvi ol aCeUS OPCB20 - - - - = = = = = = = = == s f f o m f e e e m o e b o e e e e e e b e e e eooeooaooa--

AGC24356 R

MA128875 NAG4 M ani sopliae E6

XP007823900
XP007809270
EHK46125 T.
XP006969215
EHK20754 T.
XP008602406
XP006673913
XP754443 A
XP001399892

P48823 HEXA Al terononas sp. strain O7

P40406 NAGZ

BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M1

P75949 NAZ
P96157 NAGZ

KFD82021 NAGZ V. cholera
KFG78085 NAG3 M ani sopliae E6

XP007818395
XP008598947
XP006669831
EHK44614 T.
XP006966911
EHK23853 T.
XP388571 F.
ENH61856 F.
XP003053110
XP003718403
EAA31125 N.
XP747213 A.
XP001398206
XP659020 A.
QTWIL3 NAG3

CAU432

m ehei
M robertsii ARSEF 23
M acridum CQva 102
atroviride M 206040
T. reesei Qwa

virens Gv29-8

B. bassi ana ARSEF 2860
C nmlitaris CW1

fum gatus Af293

A. niger CBS 513.88

B. SUDti i s SUDLI [i S 168 - - - - o m o oo o oo
E. coli K12
V. furnissii

7225

DSWKDI MBGEGVF- - - = === --------mmmmmm oo oo LHENLI ARASCI | | VT ADANRNMY QAGF TKHVDIVMCSVHRSRGNKKQLI VWAVSSPYDFA
DSVWKDI MBGEGVF- - - - === == - - o e oo e oo - LHENLI ARASCI | | VTADANRNMY QAGFTKHVDIMMCSMHRSRGNKKQLI VWAVSSPYDFA
ERVRRHVBCGEGVFREFGKTLARYRNEKL LHTSYTANGVRPVHENLI NRASCI | | FTADANRNL YQAGFTKHVDVMCSMLRSRGOKKHL | VWAVSSPYDFA
DRWRRHVBGEGVFREFGKTLARHRNEKL LHTSYTANGVRPVHENLI NRASCI | | FTADANRNL YQAGFTKHVDIVMCSMLRSRGQKKHLI VWAVSSPYDFA
DKWOGE MBGEGVFREFGKTLARYRNEKL LHTSYTANGVRPVHENLI NRASCI VI FTADANRNL YQAGFTKHVDIVMCSMLRSRGOKKQLI VWAVSSPYDFA
DRWQ | MVBGEGVFREFGKTLARYRNEKLLHTSYTANGVRPVHENLI NRASCI | | FTADANRNL YQAGFTKHVDVMCSMLRSRGOKKQL I VWAVSSPYDFA
virens Gv29-8 DKWQI | MBGEGVFREFGKTLARYRNEKL LHTSYTANGVRPVHENLI NRASCI | | FTADANRNL YQAGFTKHVDIVMCSMLRSRGQKKQLI VWAVSSPYDFA
gr am near um PH1 EMANG LSGEGVFREFGKSLARARNEKL LHTSYTANGVRPVHENL I HRASCI VI VTADANRNL YQAGFTKHVDVMCSML RARGOKKQL I VWAVSSPYDFA
oxysporum f. sp. cubense racelEMANG LSGEGVFREFGKSLARARNEKL LHTSYTANGVRPVHENLI HRASCI | | VTADANRNL YQAGFTKHVDIVMCSMLRTRGQKKQLI VVAVSSPYDFA
N. haemat ococca nmpVl 77-13- 4H VWNDI MSGEGVFREFGKSL ARARNEKL LHTSYTANGVRPVHENL I HRASCI | | VTADANRNL YQAGFTKHVDIVMCAML RSRGQKKQL I VWAVSSPYDFA
M oryzae 70-15 DKW - LVBGEGVFREFGRSLARARHGKL LHTSYTANGVRPVHENL | DKASCI | | VTADANRNL YQAGFTKHVATI CAMLRAGGQKKSLI VWAVSSPYDFA
crassa OR74A DKW - | MSGEGVFREL GRSL ARARHGKLLHTSYTANGVRPVHESL I QRASTI | LL TADANRNL YQAGFTKHVAMMCSL L KASGHKKNLI VWAVSSPYDFA
fum gatus Af293  ----- VLSGESVFKEL GRSL SRORSGRVLHTSYTANGVRPI HENLI DRASAVI VWTADANRNL YQHGFTKHVSLI CSQFSPSGEEKPM VI AASSPYDFA
A niger CBS 513.88  ----- VLSGESVFKEL GRSL SRORSGRVLHTSYTANGVRPI HENL I DRANAVI VWTADANRNL YQHGFTKHVSM CSQFTPSGEEKPLI VWAASSPYDFA
ni dulans FGsC 4 ----- VLSGESVFKEL GRSL SRHRNGRVLHTSYTSNGVRPI HESLI DRASAVI VI TADAVRNI YQQGFTKHVSM CSQLTPSGEDKPLVVWAVSSPYDFA
ORI LT R

M robertsii ARSEF 23
B. bassi ana ARSEF 2860
C nmlitaris CW1
atroviride M 206040
T. reesei Qvwba
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KFG84234
KFG86760
KFG85258
KFG81708
KFG84481

<L

ACI 15900 NAGA T. mariti
AAK16587 CbsA T.
BAA32403 NAGA S.

AGC24356 R

ani sopl i ae E6
ani sopl i ae E6
ani sopl i ae E6
ani sopl i ae E6
ani sopl i ae E6

neapol i t

ni ehei CAU432

ma VBB8

ana

t her novi ol aceus OPC520

MA128875 NAG4 M ani sopliae E6

XP007823900

M robertsii

ARSEF 23

XP007809270 M acridum CQva 102
EHK46125 T. atroviride IM 206040

XP006969215
EHK20754 T.

XP008602406 B. bassi ana ARSEF 2860

T. reesei QW
virens Gv29-8

a

XP006673913 C. nmilitaris CM1

XP754443 A

fum gatus Af2
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XP001399892 A. niger CBS 513. 88

P48823 HEXA Al t eronpnas sp.
P40406 NAGZ B. subtilis subtilis 168
BAC56177 NAGZ C. paraputrificum M1

P75949 NAGZ E. coli K12

P96157 NAGZ V. furnissii
KFD82021 NAGZ V. cholera
KFG78085 NAG3 M ani sopliae E6

XP007818395
XP008598947
XP006669831
EHK44614 T.
XP006966911
EHK23853 T.
XP388571 F.
ENH61856 F.
XP003053110
XP003718403
EAA31125 N.
XP747213 A.
XP001398206
XP659020 A.
QTWIL3 NAG3

M robertsii

B. bassi ana ARSEF 2860

C nmlitaris

7225

ARSEF 23

Cw1

atroviride M 206040

T. reesei QWb
virens Gv29-8

a

grani nearum PHL
oxysporum f. sp. cubense racelMDKS| GTYLCTFDFTENALHALA- - - PGTL RKSKKVLKSRQHW.VEEYSAKRDASAL NDL L RAVHRASAPDL QFLRTTTAASFQLNNANI AESHFVVRNS

N. haemat ococ
M oryzae 70-
crassa OR74A
fum gatus Af2
A. niger CBS

ca mpVi
15

93
513. 88

ni dul ans FGSC A4

C fim

strain O7

MDKSI GTYI CTFDFTEDAMBAL V- - - PGTLRKSKKVL KSROHW. VEEYDRARDYAGL EDL L KAVHRASAPDL HFLKSTRAASMEL HL PNI KETHFVWRNS
MDKSI GTYI CTFDFTEDAMSAL V- - - PGTLRKSKKVL KSROHW.VEEYDRARDYGGL EDL L KAVHRASAPDL HFL KSTRAASMVEL HLPNI KETHFVWRNS
MDKSI GTYI CTFDFTENANVAAL V- - - PGTLRKSKKVLKSRQLW.VEEYDRERDAAGL DDL L KAl HRSGGSDL DFL SNTGASAFEL FNSNI KEAHYVWVRNS
MDKSI GTYI CTFDFTENANVASL V- - - PGTLRKSKKVLKSRQLW.VEEYDRERDAT GL DDL L KAl HRAGGSDL DFL SNTSASAFEL FNNNI KEAHFVWRNS
MDKSI GTYI CTYDFTENAVAAL V- - - PGTLRKSKKVL KSROHW.VEEFDSTRDRNGLNDL | RAVHRASDQDIVRYL QT TSAETFAL NNPNVKEAHFVWRNS
MDKSI GTYI CTYDFTENANVAAL V- - - PGTLRKSKKVL KSROHW. VEEFDSSRDRKGLNDL I RAVHRASDQDFRYLQTATADTFLLANQNI KETHFVWRNS
MDKSI GTYI CTYDFTENAVAAL V- - - PGTLRKSKKVL KSROHW. VEEFDSNRDRKGL NDL L RAVHRASDQDFRYL QT TTSDT FVL DNONVKETHFVWRNS
MDKSI GTYI CTFDFTENALHALA- - - PGTLRKSKKVVKSROHW. VEEYSSGRDASGLNDL L RAVHRASAPDL QFLRATTAASFQLNNPSI AESHFVWVRNS

77-13- ANDKSI GTYLCTFDFTENALHALA- - - PGTLRKSKKVLKSRQHW.VEEYHTDRDASGLEDL | RAI HRASAPDL QFLRTTTAATFQLKNPNI AEAHVVVRNS

MDKTI GTYI CTFDFTETAMHAL V- - - PGTLRKSKKVL QGSRQOW.VESYERERDAHGLDDL | QSVARSSASN- - HI AAATAATFEL SNPRVDEAHFVWVRNS
MDKSI GTYI CTFDFTETAMBAL V- - - PGTLRKARKAVQSSQHW. VEPYDVERDTKGL QDL L FAMVRGSAPNHQYFYAFGPHSF SL EEPKVEEQHFVWRNS

MDTSI GTYVCTYDFTETALEAL V- - - PGS| SRSQKL HQARQHW. VENWNEERDAQSL DTL L DAVRSE- - - - - - - LLGVTSSSFLLRSEEI DEAHFVWRNS
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MDAS| GTYLCTYDFTDTALETLV- - - PGSFNRSQKL HQARQHW. VENVWEERDSDAL DAL LKTMGPE- - - - - - - LSGVTPSSFLLRRDDI DEAHFVWRNS
-------------------------- | GQGARAGAVEQ: - = - = = = = = = = = = &= % £ @ =& f il
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V. furnissii
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---------------------------------------------------------- TNM | HNLPNW/APEGLLQSI QRANI SFDLI HGLENAESVLH
—————————————————————————————————————————————————————————— TNM | HDLPNVWAPEGLLQSI QRANI SFDLI HGLENAESVLH
---------------------------------------------------------- TNVM ADLGSWIAPEGLLPTI QRANI SFDLI HGLDNADTVLH
—————————————————————————————————————————————————————————— TNWI ADLGGWTAPEGLLPTI QRANI SFDLI HGLDNAETVLH
—————————————————————————————————————————————————————————— TNM | QDL SAWYAPEGLSQSI QRANI SFDLI YGVESGDTVVH
---------------------------------------------------------- TNWI QDLSAWYAPEGL SQSI QRANI SFDLI YGVESGDTVIVH
virens Qv29-8 0000 @ seeeeeeeiee e eeieceicecneeceeeanas TNM | HDL SAWAPEGL SQSI QRANI SFDLI YGVESGDTVVH
gram nearum PHL =~ oo SNWI QDLANVWBAPEGL SQSI QRAGI SFDLI HGLDNADGVLS
oxysporum f.sp.cubense racel--------------o oo SNM LREVASWSAPEGL SQSI QRAG SFDLI HDLDNADGVLS
N. haemat ococca MPVlI 77-13-4- - - oo mmmm oo oo oo TNM | QDLPNWSAPEGLLQSI QRANI SFDLI HGLDNGDGVLS
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nidul ans FGSC A4 momimm oo CNVAL RNLQT'VBPPEGL VNSL QSADAVYDLVHGADYADSI | D
G fiM e EWAEPMGYVHSVPTVFVSFENPYHLD- - - - - VP

M robertsii ARSEF 23
B. bassi ana ARSEF 2860
C nmlitaris CW1
atroviride M 206040
T. reesei Qvwba
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7225

ARSEF 23

C nmlitaris CW1
atroviride M 206040

T. reesei

virens Gv29-8
grani nearum PHL
oxysporum f.sp. cubense racel------------------------ G | APWPPPQITLVLQGLTLMG RQARSHKATKWWL GCVWDD- TESLTAMGFETLQEFEEI TNSPE- - - - - - - - -
N. haenat ococca nmpVi
M oryzae 70-15
crassa OR74A
fum gatus Af293

A. niger CBS 513.88
ni dul ans FGSC A4

C fim

Qvba

strain O7

1010
PVRVLRGFNRI APGQNVTEl TRRE- - = = = = = = = = = = = = = o oo o e e e e e e e e e e e e oo VI TKAPKKV
PAKQLRGFEKLAPGT TVPPLTRRD- - - = = = = = = = = = = = = = = = = m o e e e e e e e e e e e e e e e e e e oo oo RLQRGOYNI
PPKQLRGFEKLAPGQSATGLTRRD- - - = = = = = = = = = = = = = = m o e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e WQRGEYGV
Pl | QLRDFEKLRPGESTTQLTRKD- - - = = = = = = = = = = = = = e m e e e e e e e e e e e e oo e oo oo VI PAGGYTV
PVKELRGFAKLEAGETKVELEKYV- - - - = - = - o m e e e e e e e e e e e e e CVEAGEYEV

1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090

------------------------ G | APl VPSPQATL VL QGLAL MBVRQSKGHRASKAVL SW VDDAFEPLVANMGFDI LQAFEEI TNSPE- - - - - - - - -
------------------------ G | APl VPSPQATL VL QGLAL MBVRQSKGHRASKAVL SW VDDAFEPLVANMGFDI LQAFEEI TNSPE- - - - - - - - -
------------------------ G VAPTVPPPL STLVLQGLAL MBVRQCKSHKASKAVL SW/I DDTSEPLVAMGFDAL QSFEEMINSPD- - - - - - - - -
------------------------ G VAPTVPPPL STLVL QGLAL M3VRQCKSHKASKAVL SW/I DDTSEPLI AMGFDTL QSFEEI TNSPD- - - - - - - - -
------------------------ GLLAPI VPLPL STLVLQGLAL M3VRGNKGHKANKTVL SVW/VDDAFEPL VAMGFDVL QAFEEI TNSPE- - - - - - - - -
------------------------ GLLAPI VPPPL STLVLQGLAL MBVRQNKGHKATKSVL SVWVDDAYEPL VAMGFDVL QAFEEI TNSPE- - - - - - - - -
------------------------ GLLAPI VPPPL STLVL QGLAL M3VRQNKGHKATQSVL SVWVDDAFEPL VAMGFDVL QAFEE] TNSPE- - - - - - - - -
------------------------ G LAPWPSPLATL TLQGLAFMEVRQARNHKATKVM. GSSVDDGTESL TAMGFETL QAFEEl TNSPE- - - - - - - - -

T7- 18 Ao e G LAPI VPAPQSNL VL QGL AL MBVRQSKGHKAAKVVL GAWVDDGT EPL AAMGFESL QAFEE! TNSPE- - - - - - - - -

------------------------ G | APVLAPHSGVL VL QGLAL M3LRQNKAHKSSRSVL SWW/YDDAFEPL VAMGFE! AQQFEEI TNSLD- - - - - - - - -
------------------------ G | APWSSQOQQL VL QAL VM. GLRQNKREKMACCL L SWSNNSVETL L GVGFEVQQWEEVWNGVE- - - - - - - - -
------------------------ G SSPVI SPEYAT- VMQGLVLLG KQ RRQGAEAWWI DCVGDSNFDCL SGVMGFSM.HSFEEVNCDAA: - - - - - - - -
------------------------ G SSPVI SPEYAT- VMQGLVLLG KQ RKQGAEAVI MDSVVDGNFECL SGLGFSTLHSFEEVNCDAA: - - - - - - - -
------------------------ G SSPVI WPEYAT- LLQGLI LLG KQ RRQGADAVWI DCVVDSNFDW.TEI GFTTLHSYEEVNCDAA: - - - - - - - -
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ani sopl i ae E6 FVGSSSRN

KFG84234 M

KFG36760 M ani sopli ae E6 YVGI'SSRD
KF&E5258 M ani sopli ae E6 FVGASSRD
KFG31708 M ani sopli ae E6 W.GGASDD
KF@84481 M ani sopliae E6 | 1 SDSSRD

AClI 15900 NAGA T. maritima MSB8  --------
AAK16587 CbsA T. neapolitana ~  --------
BAA32403 NAGA S. thernoviol aceus OPC520--------
AGC24356 R. miehei CAWM32  --------
MA128875 NAG4 M anisopliae E6 --------
XP007823900 M robertsii ARSEF 23 ~  --------
XP007809270 M acridum CQwva 102 = --------
EHK46125 T. atroviride IM 206040 --------
XP006969215 T. reesei Qvba ~  --------
EHK20754 T. virens &v29-8  --------
XP008602406 B. bassi ana ARSEF 2860 @ --------
XP006673913 C. nmilitaris CM1 ~  --------
XP754443 A. fumigatus Af293  --------
XP001399892 A. niger CBS 513.88 = --------
P48823 HEXA Al terononas sp. strain O7  --------
P40406 NAGZ B. subtilis subtilis 168  --------
BAC56177 NAGZ C. paraputrificum Ml — --------
P75949 NA&Z E. coli K12 --------
P96157 NAGZ V. furnissii 72256 = --------
KFD82021 NA&Z V. cholera  --------
KFG78085 NAG3 M anisopliae E6  --------
XP007818395 M robertsii ARSEF 23 ~  --------
XP008598947 B. bassi ana ARSEF 2860 @ --------
XP006669831 C. nmilitaris CM1 ~  --------
EHK44614 T. atroviride IM 206040 --------
XP006966911 T. reesei Qwa --------
EHK23853 T. virens &v29-8  --------
XP388571 F. graminearumPHL —  --------
ENH61856 F. oxysporum f.sp.cubense racel--------
XP003053110 N. haematococca npVl 77-13-4--------
XP003718403 M oryzae 70-15 --------
EAA31125 N. crassa OR7T4A —-------
XP747213 A. fumigatus Af293  --------
XP001398206 A. niger CBS 513.88  --------
XP659020 A. nidulans FGSC A4 - -------
Q’WL3 Na8 ¢ fim eeeeeen

Figure S2. Multiple alignment of GH3 NAGases from Bcteria, zygomycetes, filamentous fungi, anil. anisopliae B-glucosidases.
Amino acid alignment built and trimmed with GUIDANE2 using PRANK as the MSA algorithm with 100 boptreplicates. Location
of the GH20 conserved sequence motif (K-H-F/I-P-&-B-x-x-x-x-D-S/T-H) is highlighted.



103

Figure S3. Major Metarhizium anisopliae cell types involved in the cycle of infection
and analyzed in this study.(A) A germinating conidium producing an appressar;
induced over glass coverslips; (B) Budding yeapetgells (blastospores) produced by the
fungus to facilitate dispersal in insect hemocoel.conidium; ap: appressorium.
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MaNAG4 nucleotide sequence

ATGAGACCCTCTATCATTTGCGACCGAGACGCCT CTCGACCCCT CACT GGAGGT GTCCAACCGT CAACTCGGA
ACATCAAACCAGCT CCAACCCTCATCT TCCCCACGGACCCGEECATGCATGEECECTCTTTGCGGT TGECTTCTA
CGGGACCGAAAT CAACAAAGAAAT CAAGT CTCTCATCCAAGACT AT GCCGT GGECGCCGT TCTCCTCTTCAAG
CGCAACATCAAAGACGCCGCCCAGCTACAACGCT CTCTGCCT GGGACT TCAACAACT GBCCCAGGATGCCGGCC
ACACCCAGCCTCTCTTTGI CGGCATCGACCAGGAAAACGGACT CGTGACGCGCATTTCACCT CCAGT CGLCGEC
ACAGCT GCCCCGACCAAT GECCCT GEECGCCGCCCCAT CGT TGGAGAGCGCAT ACCACGT CGCCAAAGCCACG
GGCAACATGI TGCGCTATTTCGGCATCAACATGAAT TACGCCCCAGT CGGCGACGT CAATAACGAGCCGCTGA
ACCCCGT CATTGGCGT ACGGAGT CCCGECGACGACGCCGACAAGGT CGCCCGAT TTGCCGCCGAGT GTGCCAA
GGGCCT CCGAGAGACCAGAGT CGCGCCCTGCAT CAAGCACT TCCCGEECCACGEEGACACGECCGTAGATTCG
CACTACGGCCT GCCCGT CGT CAACAAGACCAGGEEEEGACGCT GGAAGCGCT GGAGCT GGT GCCCT T TCGLCCCCG
CGGCCGCAGAGGGECAT CGAGAT GGT CATGACGGECGCACAT TGCCCT CCCCAAGGCGAGCGECTCGCATCTGLC
CGCCACTCTGT CCCCCGAGACGAT CAAGAT CCT GCGCGAGGACCT CGCGT TCGAGGGECGT CATCAT GACCGAA
TGTCTGGAAAT GGACGGCGT TCGAGCCGCATACGGAACCGT AGAGGGECECCCT CATGECGCT CAAGGCGEECG
TCGACAATGT CATGATTTGCCACACGT ACGACGT GCAAGCT GCTTCCAT CGACCGCGT CTGCGAGGCCGT CCA
TGCCGGAGAGCT GT CCCAGGCACGGCT CGACGCAT CT CTCAAGCGGECT GCGCGACCT CAAGGACAAGT ACACA
AGCT GGGACACGGCACT GGAAGCCCGECCGCCAT CEGACCT GECCCGCCT GAGCACGGAGAACGAGECCCT CG
CCCACGACATTTACGCCAACGCCACCACGGT TGT CCGGT CGGAAGCAGGCCTCTTGCCCGT GT CCAGAAGCGC
CAGCACGGTATTCGT CTCGCCGEECGT CAACGT TCCCACCAGCGECECCGECGT CCAGCCEGEGAGGAGCTGCAG
AAGACGCGCGT GCCCTGGEGT TTCCGECAECCT TTGECGACT CCCTCCGCAGGTACAACCCT GCTGTTGAGGACA
TTCGCTTCACAGAGT CTACCT TGACGCCGGAGCAGT GEEEECEEGET GGAGGACGCGECCGTGGTCGTTTTGEC
GACGAGAAACCCGAGGGAGT CGCAGT ACCAGCGGAGT CTGGEGEGECT GGAGAT TGCCAGGECGECCEECEEECAGG
ACGCT CGTCCCGGTGECTACCTGCAGT CCGTATGACT TTAT CGACGACGAGGCCGAGGT GAGGAATTATATTG
CCGTGTATGAGCCTACT CTGGAGGCAT TTGCGT CGECGECCGACAT TAT T TACGGECGCGGECCACGGECCAAGSG
TAGACTGCCTGITGCTCACTAG

MaNAG4 amino acid sequence

VRPSI | CDRDASRPLTGGVQPSTRNI KPAPTLI FPTDPACMGLFAVGFYGTEI NKEI KSLI QDYGVGAVLLFK
RNl KDAAQL QAL CL GLQQLAQDAGHTQPLFVGA DQENGLVTRI SPPVAAQL PGPVAL GAAASL ESAYHVAKAT
GNMLRYFA NWNYAPVGDVNNEPLNPVI GVRSPGDDADKVARFAAECAKGLRETRVAPCI KHFPGHGDTAVDS
HYGLPVVNKTRCEL EALELVPFRRAAAEG EMVMIAHI ALPKASGSHLPATLSPETI KI LREDLAFEGVI MTE
CLEMDGVRAAYGT VEGAL MALKAGVDNVM CHTYDVQAASI DRVCEAVHAGEL SQARL DASL KRL RDLKDKYT
SWDTAL EARPPSDLARL STENEALAHDI YANAT TVVRSEAGL L PVSRSASTVFVSPGVNVPTSGAASSCEEL Q
KTRVPW/SGAFCDSL RRYNPAVEDI RFTESTL TPEQAGRVEDAAVVVLATRNARESQYQRSLGLEI ARRRACR
TLVAVATCSPYDFI DDEAEVRNY! AVYEPTLEAFASAADI | YGAATAKCGRLPVAH

Fig S4. MaNAG4 nucleotide and amino acid sequence.
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Table S1.Primer sequences used in gPCR to tawetnisopliae GH20 and GH3 NAGase
genes and reference gene.

L Accession  Forward/Reverse primer sequences
Acronym Gene description

number (5'-3")
NAG1 putative NAGase GH20 KFG80340 TCCAGCAACTCGTCATCTTC/
AGGCAAGTCCGTCAATCTG
NAG2 putative NAGase GH20 KFG85702 CGGCGAGACCAAAGRG/
CATCCACGGCACAAGAC

NAG3 putative NAGase GH3 KFG78085 CCGAATGTCTGGAAATGGAGGC /
CGTCTGATGGATGTGAAGATGCG
NAG4 putative NAGase GH3  MANI128873 CTGTCCCCCGAGACGATCAAG /

CATGACATTGTCGACGCCCG
TEFlo  Translation elongation AY445082 CGGCAAGTCTACCACCACTG/
factor 14 TGATACCACGCTCACGCTC

This material is available as part of the onlincke from http://www.scielo.br/gmb
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5. CAPITULO II: Andlise funcional dos genes de B-N-
acetilglicosaminidases das familias GH20 e GH3 eMetarhizium

anisopliae

Resultados preliminares da construgéo de vetaes geragdo de mutantes nulos
para a analise funcional dos genes MaNAG1, MaNAKBANAG3 e MaNAG4 deM.

anisopliae.
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5.1. INTRODUCAO

Quitina € um polissacarideo linear composto deladés de GIcNAc unidas por
ligacbes3-(1,4). Em fungos filamentosos, a quitina estéllpada nas camadas internas da
parede celular, proxima a membrana plasmatica (FHERRERA, 2012) e forma,
juntamente com glicand®-(1,3-1,6) a estrutura da parede celular fangical(G&, 2007).

Na biosfera, a quitina também é encontrada no exeésto de artrépodes, sendo o
segundo biopolimero mais abundante na naturezm{facatrds somente da celulose), com
renovacao natural estimada em 10 toneladas po(MO@ZARELLI, 1999). Contudo, a
quitina visivelmente ndo acumula na biosfera, o oukca sua reciclagem de forma
eficiente por microrganismos.

A analise de genomas fungicos mostra que fun¢gmedntosos exibem um grande
repertério de enzimas quitinoliticas extracelulaEdes comumente possuem entre 10 e 35
quitinases pertencentes a familia GH18 (SEIDL, 2008genoma de diversas espécies de
fungos que parasitam artrépodes (entomopatdgepos).exemplo,M. anisopliae B.
bassianae C. militaris, e 0 genoma de fungos micoparasitas, por exenipichoderma
sp., sao particularmente ricos em genes que cadifiquitinases (SEIDL et al., 2005;
GAO et al,, 2011; KUBICEK et al.,, 2011; ZHENG et,a2011; XIAO et al., 2012,
JUNGES et al., 2014; AGRAWAL et al., 2015). O furgg@omopatogénichl. anisopliae
linhagem EG6 possui 21 genes que codificam parangsés (JUNGES et al., 2014).

Quitinases nao estdo somente envolvidas na deg@adie quitina extracelular,
mas também em processos como remodelamento deepasedar durante o crescimento
fungico e desenvolvimento assexual, assim comcegeadacao da parede celular durante

autolise e apoptose. As funcbes de quitinases s1igseeessos tém sido estudadas em
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diversas espécies, por exempho, nidulans(PUSZTAHELYI et al., 2006; EMRI et al.,
2008; POCSI et al., 2009; SHIN et al., 2009¢urospora crasséT ZELEPIS et al., 2012),
T. atroviridee T. virens(GRUBER; SEIDL-SEIBOTH, 2012) Benicillium chrysogenum
(SAMI et al., 2001; KAMEREWERD et al., 2011; PUSZRKLYI; POCSI, 2014). Os
dados sugerem que varias quitinases possuem maisiadéuncdo e estdo envolvidas na
degradacéo de quitina extracelular, assim com@modelamento e reciclagem de quitina
da parede celular durante diferentes estagios dendelvimento (GRUBER; SEIDL-
SEIBOTH, 2012).

A partir dessa ampla gama de diferentes quitinases de degradagao da quitina,
comumente, se reduz a duas NAGases (SEIDL, 2008eghadacdo completa da quitina,
até a liberacdo de mondémeros GIcNAc, somente éyabgela acido destas enzimas. Desta
forma, mondmeros de GIcNAc podem ser recicladoa panstituicdo de novas fibrilas de
quitina ou podem ser utilizados como fonte de aawbpelas vias do metabolismo
energético celular.

Apesar do conhecimento adquirido com o estudouigngses enMetarhizium
pouco se sabe sobre o papel das NAGases nestasargamodelo. O genoma dd.
anisopliaeE6 exibe 2 genes de NAGases pertencentes as phahsilases da familia 20
(GH20) (Capitulo 1 desta Tese). Nenhum estudo dactmizacdo funcional desses 2
genes emM. anisopliae foi realizado até o momento; entretanto, estudesgenes
ortélogos em outros fungos filamentosos demostram aividade quitinolitica e sua
essencial presenca para o crescimento do fungo @maantendo quitina como fonte de
carbono. Enir. atroviride foi demonstrado que a presenca de qualquer ushawies de
suas NAGases € essencial para a conversao deigs&@GICNAC e para seu crescimento

em quitina (LOPEZ-MONDEJAR et al., 2009).
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As duas NAGases GH20 dd. anisopliae MaNAG1l e MaNAG2, tém sua
expressdo induzida quando o fungo é cultivado erno reeplementado com quitina,
entretanto, MaNAG1 apresenta indugdo mais acentoesta condicdo. Ainda, MaNAG1
e MaNAG2 possuem peptideo sinal para secrecacoeaygimente, agem na conversao
extracelular de dimeros de GIcNAc em mondmeros pasamilacdo desta fonte de
carbono (Capitulo 1 desta Tese).

Além das duas NAGases GH20, a biomineracédo relalizeo genoma déA.
anisopliae E6 encontrou dois genes ortdlogos as NAGases d&rlzs pertencentes a
familia 3 das glicosil hidrolases (GH3), sendo deimadas MaNAG3 e MaNAG4
(Capitulo 1 desta Tese). NAGases da familia GH®don um pequeno grupo de enzimas
bacterianas que possuem um amplo espectro de &ngpendendo do organismo. Em
bactérias marinhas quitinoliticas comé. furnissii ou Alteromonas sp., NAGases
participam na degradacdo de quitina e na inducaqudmases (TSUJIBO et al., 1994;
KEYHANI; ROSEMAN, 1996). Em bactérias gram-negasivdoi encontrado o gene
NagZ, uma NAGase da familia GH3 que hidrolisa gacidbes glicosidicap-1,4 entre
GIcNAc e acido anidro-N-acetilmuramico nos produtiesdegradacéo da parede celular,
demonstrando sua importancia dentro da célula thiranprocesso de reciclagem de
muropeptideos da parede celular bacteriana (CHEN&.,e2000). Em fungos, a Unica
NAGase GH3 descrita até o momento foi encontradaigomicetoR. miehei onde a
enzima apresentou atividade hidrolitica sobre NHageitoligossacarideos (GICNAE):
(YANG et al., 2014)A analise do perfil transcricional dos genes dassldses GH3 di.
anisopliae mostrou que MaNAG3 e MaNAG4 apresentaram expressdozida por
substratos quitinosos (GIcNAc 0.25%), e em tipdslaees especificos do ciclo de vida do

fungo. Por exemplo, MaNAG3 apresentou expressaozidd em conidio, blastosporo e
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apressorio. Além disso, MaNAG3 teve transcricaabmt em autdlise (Capitulo 1 desta
Tese). Portanto, as NAGasesMeanisopliaeapresentaram perfis transcricionais distintos
em resposta a diferentes condi¢des, indicando é@neimsde um padrdo de regulacéo
génica. Estes perfis de expressdo variaveis tansogerem que elas ndo devem possuir
funcdes totalmente redundantes.

O grande numero de enzimas envolvidas torna compde analise do sistema
quitinolitico em fungos. A caracterizacdo funciomkds genes envolvidos, somados a
aspectos de sua expressao, permitird elucidattiaipacdo das NAGases nos processos da
biologia deM. anisopliaee identificar redundancias e especificidades. Empétulo traz os
resultados preliminares da geracdo de mutantes mpai@a estudo funcional dos genes de

MaNAG1, MaNAG2, MaNAG3 e MaNAG4 dil. anisopliae

5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Material biol6gico

A linhagemM. anisopliaeE6 utilizada neste trabalho foi originalmente isalale
Deois flavopictaHemiptera : Cercopidae) no estado do Espirito&arasil, cedida pelo
Prof. Jodo Lucio de Azevedo da colecdo da Escofger®ur de Agricultura Luiz de
Queiroz (ESALQ-USP). A linhagem e o vetor binarie Al tumefaciensutilizados em
nosso protocolo de agrotransformacdo sdo EHA10BAPRO1BK, respectivamente. As

células EHA105 foram preparadas para quimiocompetén

5.2.2. Meios de cultivo e manutencéo dos organismos
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Meios de Cultivo e Manipulacdo pdvh anisopliae

Os meios de cultivo utilizados para a manutencdepgjues devi. anisopliae
foram: Meio de Cove (MC) [glicose 1 %, NaNO3 0,6 p& 7,0] e Meio de Cove
Completo (MCc) [glicose 1 %, NaNO3 0,6 %, casamimds 0,15 %, extrato de levedura
0,05 %, peptona 0,2 %, pH 7,0]. Sdo ainda acrescRl®o (v/v) de Solucéo de Sais [KCI
2,6 %, MgSO4+7H20 2,6 % e KH2PO4 7,6 % (p/v)] e40% (v/v) de Solugéo de
Elementos Tragcos [Na2Ba4O7¢7H20 4 mg %, CuSO4«54@@ng %, FeSO4 1 mg %,
Na2MNO4+7H20 80 mg %, MnSO4+7H20 80 mg % e ZnSO20H0 mg % (p/v)].
Para meios sdlidos foi acrescido 1,5 % de agasuspensdes de esporos do fungo foram
efetuadas utilizando-se 3 mL de Tween 80 % egiéré cada placa de Petri contedo
anisopliae esporulado em MCc; centrifugacfes e lavagens coma &gstilada estéril;
ressuspensao dos esporos em 1 mL e contagem dgfalillos mesmos em Céamara de
Neubauer.

Meios de Cultivo e Manipulacao para E. coli

Inoculos de células dé. coliXL1-Blue ou TG2 foram efetuados em Meio Luria-
Bertani (LB) [triptona 1 %, extrato de levedura 5 B&aCl 1 % (p/v), pH 7,0] e em Meio
SOC [triptona 1 %, extrato de levedura 5 %, NaCPble glicose 20 mM] apés
eletroporagéo. Aos meios solidos foram adicionddd$6 de agar. Todos foram mantidos

a 37°C.

5.2.3. Construcao de cassettes para delecdo das NAGases
Para a construcdo dosassettesde delecdo dos genes de NAGAses foram
selecionadas regides contendo 1.000 pb, localizadas regides que flanqueiam as

sequéncias codificantes para cada gene. Foram l@ekesnoligonucleotideos iniciadores
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especificos para amplificar as regibes flanqueadaissim como para cassetteque
expressa o genbar. Os oligonucleotideos utilizados neste trabalh@cedistados na
Tabela 1 Este gene codifica uma fosfinotricina-acetiltfarsse (THOMPSON et al.,
1987) que confere resisténcia ao antibidtico glifa® de ambnio e permite, portanto, a
selecao de transformantesMeanisopliaeem meio contendo este antibiético (2&mL)
(Figura 9). A partir de uma PCR de sobreposicdo estes taggnentos sao fusionados
(YU et al., 2004). O fragmento fusionado foi prina@nente clonado em pCR2.1-TOPO,
propagado e apos subclonado em pPZP201BK. As a@osafpram confirmadas por
clivagens com enzimas de restricdo e PCR. Os wetmsefirmados pPZRiMaNAG1,

MaNAG2, MaNAG3 eMaNAG4 foram transformados dmtumefacienEHA105.

NESTED_FOR~_
regio 5' | regido codificante de MaNAG1, NAG2, NAG3 ou NAG4 regiéo 3'

“~NESTED_REV
~1.000pb - 1.701-2.730pb ———————— ~1.000 pb

locus génico de NAGase

5_FOR.. BAR_FORs 3_FOR+
-5 | bar 3 cassette de delegao fusionado
~5_REV “BAR_REV ™ 3 REV

b ~3.880pb ——————————

NESTED_FOR._ ~ NESTED_REV

Figura 9. Representacdo esquematica da construca@scassettegara delecdo dos
genes de NAGases em. anisopliae As regides 5’ e 3'contendo 1.000 pb de cada gene
de NAGase (em laranja), foram amplificadas com adee oligonucleotideos especificos
para cada gene (destacados em vermelho e em @zgkne que confere resisténcia a
glifosinato de améniob@r, em cinza), foi amplificado com par de oligonutideos
BAR_FOR e BAR_REV (preto), e fusionado as regides35por PCR de fusam(imers
NESTED, em verde). As setas indicam a posicdo @éammento dos oligonucleotideos
utilizados para construcdo e confirmacaadssette
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados na construg&dos vetores de delecdo dos genes de NAGaselldanisopliae

Identificacao

Sequéncia 5'-3'

Objetivo

MaNAG1_5 FOR
MaNAG1_5 REV
MaNAG1_3_FOR
MaNAG1_3 REV

MaNAG2_5_ FOR
MaNAG2_5 REV
MaNAG2_3_FOR
MaNAG2_3_REV

MaNAG3_5_FOR
MaNAG3_5_REV
MaNAG3_3_FOR
MaNAG3_3_REV

GACATCAATTGATCAATGAT
TGCCAGAAAGAGTCACCGGTCACTGTACAGGTTGAGAGAGATTTGCCAA
TGTACTTTGACATGCTCCTCTTCTTTACTCGCGAGATGGACTTGAGCTTT
GGCTTCAATGTTCCATCCAC
MaNAG1_NESTED_FORTATGACCATGATTACGTCGAGGTGCCTGATTGATA
MaNAG1_NESTED_REVCAGGTCGACTCTAGACCGGCCTGGAAGCCGTCATG
ATGCGGGGGCTATTCGACTG
TGCCAGAAAGAGTCACCGGTCACTGTACAGTGATGCTTCCCAGGTTGAAC
TGTACTTTGACATGCTCCTCTTCTTTACTCTGTTCAGCEBCCCGGCCGCGA
GCCCTGTTCTGCTCCAGAAT
MaNAG2_NESTED_FOF TATGACCATGATTACAGTCAAAATAGCACTGAGCC
MaNAG2_NESTED_REV CAGGTCGACTCTAGATGAAAACCAAGCGCCCCGACAT
CAGCCGGCAAGCACCACAAG

Amplifica a regiao 5'
do geneMaNAG1

Amplifica a regiao 3'
do geneMaNAGL1
Amplifica o cassette
de delecéo do gene
MaNAG1

Amplifica a regiao 5'
do geneVlaNAG2

Amplifica a regiao 3'
do geneMaNAG2

Amplifica o cassette
de delecéo do gene
MaNAG2

Amplifica a regiao 5'

TGCCAGAAAGAGTCACCGGTCACTGTACAGGGTGAATGGACGGGGACGG do geneMaNAG3

AGTAAACTGACTGCGTGACC
MaNAG3_NESTED_FORTATGACCATGATTACCCTAGGTACCAGGCTGCATG
MaNAG3_NESTED_REVCAGGTCGACTCTAGAAGACACAGAGGAGCTGAGCA

do geneMaNAG3

Amplifica o cassette
de delecéo do gene
MaNAG3



MaNAG4 5 FOR
MaNAG4 5 REV
MaNAG4 3 FOR
MaNAG4 3 _REV

CTTGTCCTCGCCGATGAGCC

TGCCAGAAAGAGTCACCGGTCACTGTACAGTGTTCCTGCTTCGTCGTTTC
TGTACTTTGACATGCTCCTCTTCTTTACTCTATGTGTAGGAATGATCAA
TGATGCGGCGGTATCCAGGG

MaNAG4_NESTED_FOF GAACCACGATGGGTAGATGA
MaNAG4_NESTED_REV GTGCCGTCGCAATTATGTGT

BAR_1880_FOR

BAR_1880 REV

CTGTACAGTGACCGGTGACT

GAGTAAAGAAGAGGAGCATG

114

Amplifica a regiao 5'
do geneMaNAG4

Amplifica a regiao 3'
do geneMaNAG4

Amplifica o cassette
de delecéo do gene
MaNAG4

Amplifica o cassette
de expresséao da
marca de selecéo
(genebar)
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5.2.4. Transformacédo deéM. anisopliae mediada porA. tumefaciens(ATMT)

As células deA. tumefaciengransformadas com os vetores pPZARtaNAG1,
pPZP:AMaNAG2, pPZP::MaNAG3e pPZP::MaNAG4 foram utilizadagpara
agrotransformacédo deM. anisopliae conforme protocolo previamente estabelecido
(STAATS et al.,, 2007). Brevemente, células Ae tumefaciensportando o vetor
recombinante foram co-cultivadas com espdosnisopliaepara permitir a transferéncia
do material inserido entre as bordas esquerdae@alito vetor. E utilizada acetoseringona
para permitir a inducdo dos genes de viruléncidatdéria. Foram feitas 30 placas para
cada agrotransformacao e, a partir dessas plasasl@ias fangicas transformantes que
foram capazes de atravessar a camada de top agando glifosinato de amonio foram
recuperadas e isoladas. As linhagens transformasesaracterizam pela insergcéo: do
cassettede delecdo das NAGases e cassettede expressdo do gene de resisténcia a

glifosinato de amdnio (gerizar).

5.2.5. Busca por mutantes nulos dentre as colonias tramgiantes

Para confirmar a inser¢éo doassettesios transformantes gerados, foi realizada
extracdo de DNA de esporos em micro-ondas seg@daR (modificada de FERREIRA,
GLASS, 1996). Uma alcada de esporos foi retiradplaeas esporuladas te anisopliae
e adicionada em tubos de microcentrifuga. Apés aeecer por 10 minutos no micro-
ondas em poténcia maxima, foram adicionadogl & tampao TE (Tris-Cl 1 mM pH83,0,
EDTA 10 mM) a amostra e os tubos foram homogenexzadEm seguida, apos
centrifugacdo (10 minutos, 18.400 g), #@lo sobrenadante foram diluidos pela adicéo de
180ul de agua milliQ e 1l deste material foi utilizado como molde na reagadd”CR. A

reacdo de PCR realizada amplifica uma parte daaegidificante do gene de interesse
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contendo ~200 pb e contida somentdanusselvagem, portanto, um resultado negativo é
esperado para os possiveis transformantes positissa reacdo, utilizando os mesmos
primers descritos no Capitulo [Table SJ), e foi repetida trés vezes para confirmar a
auséncia de produtos de amplificacdo. Posterioenag colonias transformantes que
apresentarem resultado negativo sao inoculadas &m Ifquido para cultivo de micélio
fungico e extragdo de DNA. Em uma segunda anabsd’@R, o oligonucleotideo senso
anela ndocusgenémico do gene estudado e o oligonucleotidessamso anela em uma
regido presente exclusivamente cassettede delecdo construido. Os oligonucleotideos
utilizados nessas reacdes estdo listadosTalaela 1 Os produtos de amplificagao
resultantes fornecem informacao a respeito dagéedromaologa ou ectdpica desssettes

construidos.

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Construcao de vetores para produzir mutantes nyt@sa os genes de NAGases
As regifes 5’ e 3’ de cada um dos quatro genesAleade MaNAG1, MaNAG2,
MaNAG3 e MaNAG4 deM. anisopliaeforam fusionadas acassettede expressdo da
marca de resisténcia utilizando-se uma reacédo daofgpor PCR. Em um primeiro
momento, as quatro diferentes fusbes foram clonagasetor pCR2.1TOPO, dando
origem aos plasmideos pCRZMaNAG1, pCR21AMaNAG2, pCR21AMaNAG3 e
pCR21:AMaNAG4. Apos confirmacdes, 0s quatro aassettesle delecdo para os genes
de NAGases foram clonados em pPZP201BK para oldengds vetores de

agrotransformacdo pPZBRMaNAG1l, pPZPAMaNAG2, pPZPAMaNAG3 e
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pPZP:AMaNAG4. As construgdes foram confirmadas por resgiiie PCR Kigura 10) e

por digestdo com enzimas de restrigagyra 11).

A) M  bar M  Nested M Nested

2Kb-
1,6Kb -

M  Nested

M bar M Nested

Figura 10. Confirmacdo da construcdo doscassettesde delecdo AMaNAG1,
AMaNAG2, AMaNAG3 e AMaNAG4. Confirmagdo da construgdo desssettesde
delecdo por reacdes de PCR. As regides 5'e 3'da gade foram fusionadas com o
cassettgara expressao do gene que confere resisténcitosirgito de amonio (indicado
como bar). M- marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Laddested— reacdo de
amplificagdo daassettdusionado.



A)

== BamHI
= EcoRI

B)

- EcoRI
== BamHI

pPZP

6,794 pb

2Kb -
1,650Kb -

1Kb -

850 pb -
650 pb -

500 pb -
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C)
= Pstl
== BamHI
2Kb-
1,6Kb-
1Kb-
850ph- BN
500pb-
D)
= Bglll
-~ BamHI
3Khb-
2Kb-
1,6Kh-
1Kb-
850ph-
500ph-

Figura 11. Confirmacdo da construcdo dos vetores @P::ANAGL, pPZP::ANAG2,
pPZP::ANAG3 e pPZP:ANAG4. Confirmagédo da construcdo doassettede delecao
por digestdo com enzimas de restricdo. Representagdquematica dos
vetorespPZPAMaNAG1 e pPZPAMaNAG2pPZP:AMaNAG3 e pPZPAMaNAG4. As
regides 5’'e 3’ de cada gene estdo fusionadas coassettpara expressdo do gene que
confere resisténcia a glifosinato de amoénio (indticaomobar). As enzimas de restricdo
destacadas foram utilizadas para confirmacdo datremédo dos vetores. A digestdo dos
vetores pPZPAMaNAG1 e pPZPAMaNAG?2 foi realizada com as enzimas de restricdo
EcoRl e BamHI(A e B). A digestdo do vetor pPZBRMaNAG3 foi realizada com as
enzimas de restricaBamHI e Pstl (C). A digestdo do vetor pPZBRMaNAG4 foi
realizada com as enzimas de restrig@nHI| e Bgll(D). pPZP201BK (6.794 pb). M-
marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder.
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5.3.2. Transformacgé&o deM. anisopliae mediada porA. tumefaciens(ATMT)

Entre 200 a 300 colbnias fungicas foram recuperadpartir de cada experimento
de agrotransformacdo. O numero de transformantespeeados foi de 295 para
AMaNAG] 280 paradMaNAG2 272 paraiMANAG3e para 230/MaNAG4 As colGnias
se desenvolveram em meio minimo contendo glifogidatamonia (25Qg/mL) e foram
mantidas nesta mesma condi¢cdo por repiques suggssgivgrande maioria das coldnias
recuperadas apresentou fenétipo semelhante aovatieeno tipo selvagem, mas algumas

col6nias apresentaram desenvolvimento micelialzieidu

5.3.3. Identificagdo de mutantes nulos nas colbnias trémsnantes

A deteccdo de mutantes nulos dentre os transfeesmarecuperados de cada
ATMT, resultantes de eventos de recombinacdo hayadlimi realizada através de PCRs
consecutivas. Em uma primeira reacado, utilizandgseers especificos para regido
interna do gene alvo, verificou-se a sua amplificagComo nessa primeira reagao de PCR
o resultado esperado é negativo, somente os trarefites que nao produziram produtos
de PCR foram selecionados para a proxima etapaFiblara 12, pode-se observar
exemplos dos produtos de amplificacéo obtidoszatido-se essa metodologia. Das 295
colonias transformantes obtidas padMaNAG], 18 exibiram o padrédo negativo esperado.
A auséncia de produtos de amplificacdo também fmervada para 15 dos 280
transformantes AMaNAG2 12 dos 272 transformantedMaNAG3 e apenas 6
transformantestManAG4 apresentaram o padrdo negativo apos reacissela 2. O
padrdo negativo foi repetido trés vezes utilizasdmo molde DNA de uma extracao

independente a cada vez.
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Considerando apenas essa primeira etapa de lous@mero de transformantes que

apresentaram o padréo esperado para um mutantaantdacao de PCR foi reduzido.

Figura 12. Primeira etapa da deteccdo de mutantesapp 0s genes MaNAGL1,
MaNAG2, MaNAG3 e MaNAG4. Utilizando reacdes de PCR, todos os transformatges
cada agrotransformacdo foram analisados para eacomutantes nulos. NUmeros
destacados em vermelho representam os isoladosangsiificacdo negativa da regiao
interna do gene selvagem. Produtos de amplificagferados possuem ~200 pb.

Tabela 2. NUumero de potenciais mutantes nulos dsl. anisopliae E6 dentre os
transformantes obtidos por ATMT.

NUmero de NUmero de

Construcdo transformantes mutantes Frequencia
: (%)
obtidos nulos
AMaNAG1 295 18 6.10
AMaNAG2 280 15 5.36
AMaNAG3 272 12 441

AMaNAG4 235 6 2.55
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5.4. DISCUSSAO

A transformacdo mediada pé. tumefaciendATMT), se tornou uma técnica
comum para o estudo de uma ampla variedade deies@egicas nos ultimos 15 anos. A
técnica tem sido aplicada com sucesso em mais Heed@écies de fungos diferentes,
incluindo membros dos ascomicetos, basidiomicetagjomicetos, oomicetos e
glomeromicetos. O protocolo de ATMT desenvolviddopeosso grupo (STAATS et al.,
2007) foi utilizado para transformat. anisopliaecom vetores de delecédo para genes das
quitinasesChiMaB1 e ChiMaB2 (BOLDO et al., 2009; STAATS et al., 2013). Divesso
estudos em espécies letarhiziumutilizaram a ATMT com sucesso, como, por exemplo,
em M. robertsii (DONZELLI et al., 2012)M. anisopliaeARSEF2575 (MOON et al.,
2008), M. anisopliaeBCRC35505 (TSENG; CHUNG; TZEAN, 2011) M. brunneum
(SEVIM et al., 2012).

Para a construgdo de mutantes nulos, ndo se @eaaledm consideracdo somente a
capacidade de transformacgéo, mas € de fundamergalténcia obter elevada frequéncia
de recombinag¢do homologa. A introducédo do T-DNAtiedas células fungicas pode ter
diferentes resultados, incluindo a degradacéo glaam total do T-DNA, replicagcéo
autossomica do T-DNA ou integracdo do T-DNA no geao(VAN ATTIKUM,;
BUNDOCK; HOOYKAAS, 2001). A integracédo depende dmsl vias de reparo de DNA,
a unidao terminal ndo-homologaon-homologous endjoining NHEJ) e a recombinacao
homologa. O objetivo principal da construcdo deamigs nulos é a integracao cissette
de delecdo ndocus selvagem do gene alvo, resultado da recombinacéndlbga,
entretanto, nem sempre a frequéncia desse eveelevéda. Os estudos de ATMT em

fungos apresentam, em sua maioria, baixas frecard® insercdo por recombinacao
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homologa, como de 0,04% eBlastomyces dermatitidise somente poucos estudos
apresentaram frequéncias proximas aos obtidoS.ererevisiagas mais altas sendo 78%
emFusarium graminearune 76% enf. oxysporun{(FRANDSEN, 2011).

A baixa frequéncia de recombinacdo homodloga entas@spécies fungicas tem
sido foco de estudo sobre os fatores que afetdmi@neia em experimentos de ATMT. A
solucdo mais significativa para solucionar estdlgroa € a geracdo de linhagens mutantes
com defeitos na via de recombinac¢do ndo-homologa Nirhutante&u70, Ku80oulig4).
Mutagbes na via NHEJ forcam a integracdo genomicaTeDNA via sistema de
recombinacdo homologa (VAN ATTIKUM; BUNDOCK; HOOYKAS, 2001). A delegéo
de Ku ja foi realizada em mais de 20 espécies de fufigmsentosos, resultando sempre
em um aumento na frequéncia de recombinagdo homodingstrando-se uma estratégia
eficiente para a geracdo de mutantes para estudo®mais. No entanto, este aumento na
taxa de recombinacdo homoéloga depende da espécigene alvo, promovendo variagées
nos resultados obtidos entre as espécies de fiitmoentosos estudadas (KUCK; HOFF,
2010). A delecéao do gerteu70 em M. robertsii aumentou drasticamente a eficiéncia de
disrupcéo por recombinacdo homologa. A frequéneialidrupcdo do gene associado a
conidiacdoCag8 em uma linhagen\ku70 foi de 93% comparado a 3% na linhagem
selvagem. Ainda, a linhagedku70 deM. robertsii ndo apresentou diferencas no seu
desenvolvimento, patogenicidade e tolerancia arsldgeestressores abidticos (XU et al.,
2014).

Nosso grupo estd atualmente trabalhando na obtedesita linhagem dé.
anisopliaeAku70. Resultados preliminares indicam que a taxaisi®ip¢cdo do gene da
guitinasechimaDlaumentou de 1% na linhagem selvagem para aproaimauate 40% na

linhagemAku70. A linhagemAKu70 ndo apresentou diferencas fenotipicas comasarad
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linhagem selvagem e ndo apresentou uma maior fiefesille a estressores abidticos
(osmoticos, oxidativos e de parede celular), poskutaxa de crescimento similar a da
linhagem selvagem dil. anisopliae. Ainda, a linhagem\Ku70 de M. anisopliaenao
reduziu sua capacidade de infeccaoldomoides dermestoid¢d€ZECZOT, 2016). Visto
gue, a linhagem\Ku70 nao difere da linhagem selvagem quanto aalssenvolvimento,
tolerancia a estressores abiodticos e patogenicidguesentando significativo aumento da
frequéncia de disrupcdo génica, ela podera seradd nos projetos de caracterizacao
funcional de um amplo espectro de genes envolvitiss processos bioldgicos dié.
anisopliae

De qualquer maneira, mesmo considerando-se a hdtama frequéncia de
recombina¢cdo homéloga, o numero de mutantes tNENAGL AMaNAG2 AMaNAG3
e AMaNAG4 poderia ter sido relativamente maior. E possiveé glgum fenotipo
resultante da delecdo dos genes das NAGases mussi@d determinante para a baixa
frequéncia de recombinacdo homodloga obtida em Bosgperimentos. Essa hipotese
deve-se a possibilidade de que os mutantes nutasogagenes das NAGases apresentem
desenvolvimento tardio em relacdo aos transforrsantem insercdo ectopica. Dessa
forma, é possivel que os mutantes nulos tenhanmpséleridos no momento do isolamento

das colbnias transformantes das placas de ATMT.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho contribuiu com a &rea de estudocpostatar a participacdo de
NAGases na biologia del. anisopliae por meio da identificagcédo de genes membros das
familias GH20 e GH3 e da investigacdo de seus pag@i processos que envolvem o
metabolismo de quitina. Assim, destacam-se asipaiscconclusdes:

M. anisopliaepossui quatro genes putativos que codificam pad&ases. As
NAGases MaNAG1l e MaNAG2 pertencem a familia GH268ae ortélogas a
NAGases ja caracterizadas em outros ascomicetosNAGases MaNAG3 e
MANAGA4 pertencem a familia GH3 e séo ortdlogas &3d8es bacterianas;

« MaNAG2 apresenta um espectro mais amplo de ortél@yo ascomicetos com
diferentes estilos de vida — entomopatdégenos, maregjtas, fitopatdgenos,
patdgenos humanos, saprofitos — enquanto MaNAG1suposrtélogos
majoritariamente em outros fungos entomopatégeAqmesenca disseminada de
ortélogos de MaNAG2 pode representar uma fungdicdasomum a fungos,
independentemente de seu estilo de vida, enquaaldAi31 pode ter uma funcao
mais especifica na entomopatogenicidade;

» Considerando-se a presenca de ortdlogos em asd¢omamnm diferentes estilos de
vida, a andlise filogenética das NAGases da fandid3 sugere que estas
NAGases nao desempenham funcdo especifica na ettmgepicidade, mas
possivelmente estdo envolvidas em processos adut@sais como, por exemplo,
o metabolismo de GIcNAc e o remodelamento da pacetigar necessario para o

crescimento hifal e diferenciacéo celular;
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Os quatro genes de NAGasesMleanisopliaeE6 ndo apresentaram um padrao de
inducdo ou repressdo de sua expressdo em respodiferentes condicoes,
indicando a nao existéncia de um padrdao comum giglagho. Estes perfis de
expressdo distintos também sugerem que eles naemdguossuir funcdes
totalmente redundantes;

As NAGases da familia GH20 possuem um padréo siukdanducéo de expresséo
em quitina 1%, ainda que em MaNAG1 esta inducélbaasmo mais acentuada do
gue em MaNAG2. Isto indica que estas duas enzirodsrp apresentar atividade
quitinolitica redundante ou complementar;

A presenca de peptidio sinal para a secrecdo naSabks da familia GH20,
MaNAG1 e MaNAG2, somada a prévia identificacdo tldade de NAGase em
sobrenadantes de cultivo dié anisopliag sugere que estas enzimas atuam na
clivagem de quitina exdgena no meio extracelular;

MaNAG2 foi a NAGase com maior nivel de inducdo gpressdao em apressorio,
sugerindo que esta NAGase seria mais necessaaatduss primeiros estagios de
infeccdo: remodelamento da parede celular na difeagdo em apressorio ou
durante o estagio de penetracdo do hospedeiro;

MaNAG3 foi a Unica NAGase que teve sua expressdurida por GIcNAc 0,25%
e nao foi induzida por quitina 1%. Esses resultaglagerem um mecanismo de
regulacdo da expressdo de MaNAG3 no qual a suacdndwepende que,
primeiramente, ocorra a completa degradacao damguwtmondmeros de GIcNAc,
resultante da atividade de alguma outra NAGaseiaigof

As NAGases da familia GH3 apresentaram niveis ¢eeszdo relativa mais

elevados em condicdo de autdlise induzida. Este defbrca as evidéncias da
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participacdo destas NAGases em processos nao nogeta relacionados a
infeccao;

» Aidentificacdo dos genes MaNAG3 e MaNAG4 é a piienevidéncia da presenca
de NAGases da familia GH3 em fungos entomopatogénic

* A construcdo de mutantes para os genes das qiu@ases foi confirmada em
uma primeira etapa por PCR utilizando DNA extraidegsporos;

« A frequéncia de potenciais transformantes nulos g genes de MaNAGL1,
MaNAG2, MaNAG3 e MaNAG4 foi reduzida (6,1%, 5,4%,4% e 2,6%

respectivamente).
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1. PERSPECTIVAS

Quanto as possibilidades futuras para complem@&ntags estudos abordados nessa
tese, destacam-se:

» Ampliar a andlise da regulacdo da expressdo dasaN@s=dé/. anisopliaefrente a
diferentes fontes de carbono;

* Concluir a construcédo dos mutantes funcionais pdviA para as quatro NAGases,
preferencialmente utilizando uma linhagaku70 deM. anisopliae

e Analisar funcionalmente as NAGases, estudando ofantas para 0S genes
MaNAG1, MaNAG2, MaNAG3 e MaNAG4 em ensaios fenatfis e bioensaios
contra diferentes hospedeir@. peruvianuse R. microplu$;

* Analisar o perfil de expressédo de quitinases e N#&Gdrente a disrupcao dos
genes MaNAG1, MaNAG2, MaNAG3 e MaNAG4,

* Analisar as regides promotoras das NAGases parabsgiios de ligacéo a fatores

de transcricdo e inferir possivel relacdo com agdas dos genes.
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de Avaliacdo e Gestao de Projetos de Pesquisavabdm (CAGPPI) -
Representante da area de Ciéncias Bioldgicas e&aund
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Anais do 27 CBM, 2013.

3. PAIXAO, R. L. A.; JUNGES, A.OLIVEIRA, E. S.; STAATS, C. C.; SCHRANK, A.
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