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1 INTRODUGAO

Neste estudo, propomos a construgdo de uma linhagem do fungo Metarhizium
anisopliae, superexpressando a protease PR1A, para entio diminuir o tempo de infecgdo no
carrapato Boophilus micropulus Assim, aumentando a eficiéncia do fungo Metarhizium

anisopliae como biocontrolador.

1.1 CONTROLE BIOLOGICO

Os defensivos agricolas propiciam uma alta produtividade ao setor agropecuario, que
observa se uma alta demanda e necessita se de produtos qualificados para serem destinados ao
mercado. Contudo, estes produtos quimicos apresentam efeitos negativos, pois necessitam
aplicagdes repetidas até a redugdo da populagdo a niveis aceitaveis, representando grandes
quantidades langadas no ambiente e um alto custo. A utilizagdo intensiva de produtos
quimicos resulta em sérios problemas de desenvolvimento de resisténcia de pragas a
diferentes grupos de inseticidas (LOPES et al., 2000). Além disso, seu tempo de degradag@o
no ambiente é da ordem de décadas, o que provoca uma concentragdo elevada destes
compostos na cadeia alimentar.

O controle biolégico considera que toda a espécie possui inimigos naturais, que
inibem o seu desenvolvimento, havendo a possibilidade de serem utilizados como controle de
populagdes de pragas. Um biocontrolador eficiente deve causar a morte ou reducdo do
crescimento populacional da praga (MELO E AZEVEDO, 1998). Assim, o controle bicldgico
¢ uma alternativa viavel para o combate de pragas e patogenos e¢ vantajosa em relagdo ao
controle quimico, especialmente quanto ao impacto ambiental, ao custo, a especificidade e ao
desenvolvimento de resisténcia.

O controle biolégico é uma das alternativas vidveis também para o combate de
carrapatos. Os métodos mais recentes de controle bioldgico de carrapatos incluem a selegdo
de ragas de animais menos sensiveis ao carrapato; o cultivo de pastagens que dificultem a
sobrevivéncia das fases de vida livre do carrapato (SUTHERST et al., 1982; FARIAS et al,
1986); a presenca de predadores do carrapato no ambientt? como a garg¢a branca vaqueira
Egretta ibis (ALVES-BRANCO et al., 1983); o uso de patdgenos como as bactérias Rickettsia
prowazeki (BURTON & BURTON, 1969), Proteus mirabilis (BROWN et al., 1970) e

Cedecea lapagei (BRUM, 1988), ou os fungos filamentosos como Beauveria bassiana



(GORSHOKOVA, 1966 € CORDOVES, 1996) e Metarhizium anisopliae (ZHIOUA et al,
1997; CORREIA et al., 1998 e FRAZZON et al., 2000).

Entre os microrganismos patogénicos com aplicagfio potencial em controle bioldgico
se destacam os fungos filamentosos. Os fungos filamentosos estdo sendo empregados como
biocontroladores no estudo de carrapatos de diferentes géneros e espécies, como, por
exemplo, Boophilus microplus (CORREIA et al, 1998 e FRAZZON et al., 2000), Ixodes
scapularis (ZHIOUA et al., 1997), Rhipicephalus appendiculatus e Amblyomma variegatum
(KAAYA et al, 1996). Quando comparados aos outros sistemas utilizados em controle
biolégico como as bactérias produtoras de toxinas, os protozoarios € os virus, os fungos
apresentam como vantagem um mecanismo especializado de infecgdo, que ocorre pela
penetragio ativa nos hospedeiros, ndo dependendo, assim, da sua ingestdo para que se inicie 0
processo de infecgao.

O maior entrave para a utilizago dos microrganismos no controle biologico € o maior
tempo necessério entre a aplicagdo e a morte dos hospedeiros, em comparagio aos pesticidas
quimicos. Durante este periodo de tempo, as pragas podem causar sérias perdas. Um dos
objetivos comuns no estudo destes microrganismos em controle biolégico visa aumentar a
velocidade de morte dos hospedeiros para melhorar a eficiéncia do biocontrolador. Esfor¢os
tém sido realizados no sentido de melhorar a produgdo, a estabilidade e a aplicagdo de
inoculos dos fungos. O entendimento das caracteristicas basicas da rela¢do entre o fungo e o
hospedeiro tem permitido o conhecimento da natureza da patogenicidade, possibilitando a
introducdo de genes especificos, altamente expressos em condigdes de infectividade, visando
acelerar o processo de infecgdo, diminuindo, assim, o tempo entre o inicio da infecgédo e a
morte do hospedeiro (ST. LEGER et al., 1996a).

O controle biolégico tem sido mais empregado em paises considerados menos
desenvolvidos. Uma razdo provavel é o alto custo ¢ a dependéncia de tecnologias mais
avancadas para a produgio de pesticidas quimicos nestes paises. Entretanto, as pesquisas
bésicas com os microrganismos de interesse para este tipo alternativo de pratica tém sido,

principalmente, desenvolvidas nos paises do primeiro mundo.

1.2 O ENTOMOPATOGENO E ACARICIDA Metarhizium anisopliae

O fungo Metarhizium anisopliae é pertencente a classe Hiphomycetes, ordem

Moniliales, familia Moniliacea. Foi descrito pela primeira vez por METSCHNIKOFF, na



Russia, em 1879, parasitando larvas do besouro-do-grao-de-trigo (Anisopliae austriaca,
ALVES, 1998). TULLOCH (1976) revisou a taxonomia do género Metarhizium ¢ manteve
duas espécies: Metarhizium flavoviride e Metarhizium anisopliae; a ultima apresentando duas
variedades, a anisopliae minus € a majus. DRIVER et al. (2000) reconheceram trés espécies
para Metarhizium: Metarhizium anisopliae, variedades anisopliae, majus, lepidiotum e
acridum; Metarhizium flavoviride, variedades flavoviride, minus, novazealandicum e
pemphigum; e Metarhizium album.

A espécie M. anisopliae apresenta micélio hialino e septado. Os conidios sdo
geralmente uninucleados e cilindricos. Sdo conhecidas duas formas de reproducdo: a
reprodugdo assexual, responsavel pelo crescimento vegetativo do fungo e a repredugdo
parassexual, que envolve os fendmenos de heterocariose e de recombinac@o mitética.

M. anisopliae infecta mais de 300 espécies de insetos. Alguns de seus hospedeiros sao
pragas na agricultura, como a cigarrinha da cana-de-agucar (Mahanarva posticata), a
cigarrinha-das-pastagens (Deois sp e Zulia sp), a lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis), a
formiga saiva (Atta sexdens), os térmitas subterrdneos (Isoptera Rhinotermitidae), entre
outros. Sua patogenicidade tem sido ainda demonstrada para alguns vetores de doencas
humanas (SILVA & MESSIAS, 1986; SHERLOCK & GUITTON, 1992) e para carrapatos de
dif_ercntes géneros e espécies (KAAYA et al., 1996; ZHIOUA et al., 1997; CORREIA et al.,
1998; FRAZZON et al, 2000). Varios fatores tém sido apontados como possiveis
determinantes de patogenicidade, entre os quais, a produ¢do de toxinas e a produgdo e
secre¢do de enzimas hidroliticas, como proteases, quitinases e lipases (CLARKSON &
CHARNLEY, 1996). Alguns autores sugerem ainda que a expressdo diferenciada das
superoxido-dismutases (SODs), enzimas que atuam como um sistema de defesa contra
radicais livres de oxigénio (SCHRANK et al., 1993; BITTENCOURT, 1998), e a presenga de
micovirus com genoma de dsRNA (BOGO et al., 1996b) influenciam a patogenicidade de M.
anisopliae. SA0 necessarias, entretanto, confirmacdes experimentais para estas observagoes.

Por ser considerado um dos agentes mais promissores no controle de pragas, M.
anisopliae tem sido um dos modelos mais estudados em relagdo ao isolamento e a selegdo de
linhagens do ambiente, ao isolamento de mutantes com caracteristicas importantes para o
controle biol6gico, ao estudo dos mecanismos de infecgdo, ao desenvolvimento de
metodologias de biologia molecular e a estudos alternativos para a produgéo, a manutengio da

viabilidade e a formulagdo de biopesticidas. O grupo de pesquisa dos Laboratorios de
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Biologia Molecular de Fungos Filamentosos € Fungos de importancia médica e
biotecnolégica do Centro de Biotecnologia do Estado do Rio Grande do Sul (CBiot/UFRGS)
estudam alguns aspectos basicos da biologia molecular de M. anisopliae, em especial o
desenvolvimento de sistemas de transformacdo para permitir a re-introdu¢do de genes
manipulados in vitro (BOGO et al., 1996a), o estudo da regulagdo de quitinases (BARRETO,
1996; PINTO et al., 1996) € a clonagem ¢ a caracterizagdo do gene chitl que codifica uma
destas quitinases (BOGO et al., 1998). O grupo dedica-se, ainda, ao estudo da aplicagdo de M.
anisopliae como biocontrolador do carrapato B. microplus (FRAZZON et al., 2000).

M. anisopliae infecta seus hospedeiros em fases sucessivas de germinagdo,
diferenciagio, penetragdo, colonizagdo, reprodugio e disseminagdo (SCHRANK et al., 1993;
ALVES, 1998). O processo ¢é iniciado pela germinagdo dos esporos sobre a cuticula do inseto,
mas este processo pode ser inibido por altas temperaturas, que impedem o desenvolvimento
do fungo e até mesmo, pode causar a sua morte (IBRAHIM et al, 1999). Na superficie do
esporo, ainda ndo germinado, foi detectada a presenca de enzimas (proteases, esterases e N-
acetilglicosidases) que tém efeito na adesdo, na aquisi¢do preliminar de nutrientes e que
também causam modificagbes superficiais nas camadas mais externas da cuticula do
hospedeiro (ST. LEGER et al., 1990). O esporo germina e o tubo germinativo se diferencia
por dilatagio da extremidade das hifas para a formacdo do apressorio, uma estrutura
especializada de penetragdo, que também estabelece a relagdo nutricional com o hospedeiro,
estimulada pelo contato fisico com a cuticula do hospedeiro (ST. LEGER et al., 1991b, 1989).
Esse estimulo também ¢ sensivel a alteragdes da superficie, indicando um possivel mecanismo
pelo qual o patégeno reconhece seu hospedeiro (ST. LEGER et al., 1990).

Apbs a formagio do apressério, ocorre o desenvolvimento de estruturas denominadas
grampos de penetragdo, que sdo caracterizadas por uma alteragio na parede celular da parte
do apressorio que estd em contato com o hospedeiro, sendo mais fina e saliente (ST. LEGER
et al., 1991b). Evidéncias obtidas por microscopia eletronica e histoquimica sugerem que a
etapa de penetragdo ocorre por uma combinagdo de degradagdo enzimatica e pressdo
mecanica (ST. LEGER et al., 1988a). DepressGes rasas observadas, algumas vezes, no ponto
de penetragio, indicando a pressdo fisica e zonas de les@o tecidual, indicando digestdo
enzimatica da cuticula, também evidenciam esta combinagdo (BIDOCHKA et al, 1997).
Nesse processo sio produzidas algumas enzimas como proteases, quitinases e lipases

(KUCERA, 1980; ST. LEGER et al., 1986a, b, 1988b, 1991a; PINTO er al., 1996; ALVES,
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1998). As proteases sdo detectadas antes das enzimas quitinoliticas, em um periodo inferior a
24 horas ap6s o inicio da formagio do tubo germinativo. Ap6s o processo de penetragdo, o
fungo inicia a etapa de colonizagdo do hospedeiro. As hifas que atravessaram a cuticula do
hospedeiro sofrem um engrossamento e se ramificam inicialmente no tegumento e
posteriormente na cavidade geral do corpo, liberando toxinas e ocasionando a morte do
hospedeiro devido a produgdo de metabolitos secundarios denominados destruxinas, que
afetam os canais de transporte de fons, envolvidos na resposta muscular e na integridade da
membrana celular. O hospedeiro exibe varios sintomas incluindo inquietagdo, perda de
coordenagdo e parada da ingestdo de alimento (LAVERLAM, 1999). A destruxina ¢ uma
toxina ciclodepsipeptidica com viérias atividades inseticidas, cuja produgdo foi detectada em
certas linhagens de Metarhizium, podendo ser importante na determinag¢io da viruléncia e/ou
especificidade do fungo pelo hospedeiro. Foram detectadas quantidades diferentes de
destruxinas A, B e E em diferentes linhagens de Merarhizium, sendo a destruxina A
predominante. Linhagens muito virulentas produzem grandes quantidades de destruxinas, mas
linhagens que produzem pouca toxina sdo também virulentas, sugerindo que as destruxinas
ndo sdo os Unicos determinantes da patogenicidade (AMIRI, 2000). Estudos da toxicidade e
da patogenicidade das destruxinas de M. anisopliae nao mostraram efeito toxico em testes
com mamiferos. Estes dados sustentam a idéia da especificidade da toxina ao hospedeiro, pois
a linhagem testada era altamente virulenta para a barata alema (Blatella germanica) e para a
mosca doméstica (Musca domestica; EPA, 2001).

Apés a morte do hospedeiro, que ocorre de quatro a cinco dias ap6s a infecgdo, as
hifas se desenvolvem invadindo os diversos 6rgdos internos. Apos o esgotamento dos
nutrientes, as hifas se estendem para fora do corpo do hospedeiro, formando um micélio que
recobre a superficie do tegumento, resultando na mumificag¢do. O tempo de coloniza¢do pode
variar de 76 a 120 horas, dependendo do hospedeiro ¢ das condigdes ambientais. Em
condi¢des ambientais apropriadas, ocorre a produgdo de esporos de coloragdo verde oliva que
poderdo ser disseminados para infectar outros individuos (LAVERLAM, 1999; Figuras 1.1 e
1.2). A grande variabilidade genética que apresenta esta espécie de fungo resulta no
aparecimento de muitas linhagens com diferentes graus de viruléncia, especificidade,
producio de conidios e resisténcia & luz UV (ALVES, 1998). A entomopatogenicidade de M.

anisopliae é dependente de um relacionamento complexo entre a capacidade do fungo para
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germinar e penetrar na cuticula e a capacidade do hospedeiro em evitar o desenvolvimento do
fungo.

Linhagens patogénicas de Metarhizium para uma espécie particular de hospedeiro
podem ndo apresentar as mesmas caracteristicas de patogenicidade para outras espécies
(HUXHAM et al., 1989).

A cuticula do hospedeiro representa a principal barreira para a infecgéio do fungo. O
tegumento dos insetos é composto por trés camadas principais: a cuticula externa, a camada
celular ou epiderme e a membrana basal. A cuticula é constituida por duas camadas
relativamente distintas: a epicuticula e a procuticula. Juntas, elas sdo consideradas a principal
protegdo do inseto ao ataque de microrganismos. A epicuticula ¢ uma camada externa e fina
que apresenta uma estrutura complexa composta de proteinas, lipideos, acidos graxos e
esterdides. A procuticula constitui a maior parte da cuticula e contém fibras de quitina
embebidas em uma matriz protéica associada a lipideos e quinonas (ANDERSEN, 1974). Esta
natureza complexa da cuticula dos insetos sugere que a penetracao do fungo pode necessitar
da a¢do conjunta de muitas enzimas diferentes (CLARKSON & CHARNLEY, 1996).

Alguns genes provavelmente envolvidos no processo de infecgdo de M. anisopliae ja
foram clonados e caracterizados: gene prlA, codifica uma protease do tipo subtilisina (ST.
LEGER et al., 1992%), gene ssgd, codifica uma proteina hidrofobina, (ST. LEGER et al.,
1992b), gene pr2, codifica uma protease do tipo tripsina (SMITHSON et al., 1995), gene
priB, codifica uma protease do tipo subtilisina (JOSHI et al., 1997), gene crrl, codifica uma
proteina reguladora de carbono (SCREEN et al, 1997), gene chitl, codifica uma endo
/exoquitinase (BOGO et al., 1998), gene chill, codifica uma endoquitinase (KANG ef al.,
1998), gene nrrl, codifica uma proteina reguladora de nitrogénio (SCREEN et al., 1998),
gene MeCPA, codifica uma endoprotease (JOSHI & ST. LEGER, 1999), gene chyl, codifica
uma protease do tipo chimotripsina (SCREEN & ST. LEGER, 2000). Entretanto, apenas no

caso da protease PR1A, a fungéo do gene foi demonstrada in vivo.

1.3 As proteases

Foi observado que as proteases sdo as primeiras hidrolases a serem secretadas, no
processo de penetragio do fungo ao hospedeiro. Além disso, foi demonstrado que entre os
genes expressados especificamente durante o processo de infecgdo de M. anisopliae no

hospedeiro esta o gene priA (originalmente descrito com gene pr/) que codifica uma protease
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GERMINACAO

! 1

DIFERENCIACAO
APRESSORIO
ESPOROS: l
INFECCAO DE
NOVOS
HOSPEDEIROS -
PENETRACAO
PROTEASES, PR1A, PR1B,
PR1...k, PR2
QUITINASES, CHI30, CHI42,
CHI52
LIPASES ?
TOXINAS
COLONIZACAO

Figura 1.1 Ciclo de vida do fungo entomopatogénico e acaricida M. anisopliae (cedido por
Schrank, A.).
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Figura 1.2 Infecgio do fungo M. anisopliae na cuticula do carrapato Boophilus
microplus. Eletromicrografia de varredura do desenvolvimento do fungo M. anisopliae
sobre a cuticula do carrapato Boophilus microplus (cedido por Walquiria Arruda).

Figura 1.3 Infec¢iio do fungo M. anisopliae na cuticula do carrapato Boophilus
microplus. Eletromicrografia de varredura do desenvolvimento do fungo M.
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anisopliae sobre a cuticula do carrapato Boophilus microplus, mostrando o detalhe da
estrutura de penetragéo do fungo, o Apressério (cedido por Walquiria Arruda).

do tipo subtilisina (PR1A), que tem uma participagdo marcante na penetragdo da cuticula do
hospedeiro pelo fungo.

. A importancia de PR1A no processo de infecc¢do foi sugerida pela sua capacidade de
degradar cuticula (ST. LEGER et al., 1987a) e por seu acimulo no sitio de penetragdo antes e
durante a fase de hidrolise das proteinas da cuticula, demonstrando que € uma das
determinantes de patogenicidade (ST. LEGER et al., 1989). O pré-requisito para a hidr6lise
protéica da cuticula é a ligagdo eletrostatica das proteases na cuticula, mostrando que a
protease do tipo subtilisina de M. anisopliae (PR1) liga se eletrostaticamente com a cuticula
do hospedeiro. Foi demonstrado que inibidores especificos da PR1A interferem na penetragao
do fungo na cuticula da lagarta do tabaco (Manduca sexta), indicando que a regulagdo do
gene prilA é importante na patogenicidade do fungo (ST. LEGER et al., 1988b). CHENGSHU
WANG et al, (2002), analisando esporos de M. anisopliae, observou isolados mutantes para
os genes prlA e priB, e estes mutantes foram menos virulentos para determinados
hospedeiros, em relagdo a linhagem selvagem.

A seqiiéncia de cDNA revelou que PR1A ¢ sintetizada como um precursor de massa
molecular de aproximadamente 40 kDa, contendo um peptideo sinal, um propeptideo e uma
proteina madura com massa molecular de 29 kDa. A estrutura priméria de PRIA € similar a
das serino-proteases da subclasse das subtilisinas, sendo que os aminoacidos componentes do
sitio ativo (Ser, His e Asn) estdo presentes.

A seqiiéncia PR1A, quando comparada com a subtilisina Proteinase K, apresenta
61% de similaridade e se mostra duas vezes mais efetiva na degradagdo da cuticula de M.
sexta e 33 vezes mais efetiva na degradagdo estrutural das proteinas ligadas a cuticula por
ligagdo covalente (ST. LEGER et al., 1992a). Este ultimo dado se deve aos residuos de carga
positiva que se formam na superficie da molécula de PR1A quando em pH neutro ou alcalino,
envolvendo os aminoacidos His17, Argl8, Lys20 e Arg26. Esses residuos positivos facilitam
a ligagio eletrostitica as proteinas da cuticula, pré-requisito basico para a atividade
enzimética da protease. E caracteristica da PR1A apresentar elevado ponto isoelétrico (pI >
10) (ST. LEGER et al., 1992a).

O gene prilA é altamente regulado e somente expressado durante a fase de penetracao

(ST. LEGER et al., 1992a). Este gene esta sob controle duplo de expressio: pelo mecanismo
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de repressao catabblica regulado pelos niveis de carbono e nitrogénio (ST. LEGER et al.,
1988b) e pela indugdo especifica promovida pelas proteinas da cuticula (PATERSON et al.,
1994). A protease PR1A hidrolisa de 25 a 30% das proteinas da cuticula dos hospedeiros
liberando peptideos que servirdo de nutrientes para o fungo e substrato para a sintese de
outros determinantes da patogenicidade (ST. LEGER et al., 1986a).

PRIA ¢ a unica protease de cuticula produzida em quantidade clevada por varios
isolados patogénicos de M. anisopliae. Foi observado, por ST. LEGER et al. (1987b), um
aumento da secre¢do da protease PRIA durante a penetracdo do fungo M. anisopliae na
cuticula de larvas de M. sexta.

O gene priA4 foi clonado no vetor de expressdo pMAPR-1, sob o controle do promotor
do gene constitutivo gpd (codifica gliceraldeido-3-fosfato deidrogenase) e do terminador do
gene trpC (codifica indolil-glicerol sintetase) do fungo Aspergillus nidulans. O vetor foi co-
transformado com outro plasmideo que contém o gene de resisténcia a benomil, método
utilizado para a sele¢do dos transformantes. Copias adicionais do gene codificando a protease
PRIA de M. anisopliae foram desta forma inseridas no fungo M. anisopliae de modo a
sintetizar constitutivamente a protease na hemolinfa de M. sexta. Os transformantes
mostraram-se 25% mais eficientes na infecgdo de insetos (ST. LEGER ef al., 1996a). Neste
trabalho, foi definitivamente demonstrado o potencial da manipulagdo genética para ser
efetivamente utilizado na construgdo de linhagens mais eficientes para o controle biologico a
partir do conhecimento dos fendmenos basicos da etapa de penetragio.

JOSHI et al., (1997) investigando genes envolvidos no processo de infecgéo de fungos
entomopatogénicos, descreveram uma nova protease também do tipo subtilisina (PR1B) a
partir de genes especificamente expressados por M. anisopliae durante seu desenvolvimento
na cuticula de baratas (Blaberus gigantius). A dedugdo da seqiiéncia de aminoacidos mostrou
54% de similaridade com a subtilisina PR1A. A analise cariotipica revelou que os genes pri4
e prlB estao localizados em cromossomos separados.

Num estudo de polimorfismo genético de trés isoformas das proteases do tipo
subtilisina (PR1A, PRIB e PRIC) de M. anisopliae, BIDOCHKA & MELZER (2000)
mostraram que estes genes encontram-se num mesmo grupo relacionado geneticamente.
Atualmente encontram-se disponiveis no GenBank seqiiéncias de mais oito genes de proteases
da familia das subtilisinas PR1 denominados de priD até priK, que foram isolados de M.

anisopliae pelo grupo liderado por St. Leger. Suas fung¢Ges ainda ndo foram descritas.
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Uma segunda classe de endoproteases a serino-protease PR2, detectada no cultivo de
M. anisopliae em cuticula de insetos in vitro relacionada com tripsinas. Estudos
demonstraram que a atividade de PR2 esta presente na forma de isoenzimas, duas com maior
massa (pl 4,4 e 4,9) e uma de massa menor (pl 5,2; ST. LEGER et al, 1994). Duas destas
isoformas de serino-proteases se mostram associadas ao apressorio, sugerindo que estas
enzimas estdao disponiveis durante os primeiros estagios da colonizagdo da cuticula (ST.
LEGER et al., 1996b). Embora o gene que codifica uma destas serino-proteases tenha sido
clonado e caracterizado (#ry/), ainda nfo estd completamente elucidada a fungdo de PR2 na
patogenicidade (SMITHSON ez al., 1995). Entretanto, tem sido sugerido que a protease PR2
pode ser relevante na indugfo ou na ativagdo de PR1A (SMITHSON et al., 1995). A proteina
PR2, também é regulada pelo mecanismo de repressdo catabdlica pelos niveis de carbono e de
nitrogénio (ST. LEGER et al, 1988). O gene prid do fungo M. anisopliae ¢ regulado pela
resposta aos niveis de carbono e nitrogénio.

O pH do meio parece ser o maior determinante da expressao das enzimas que
degradam a cuticula do hospedeiro. Cuticulas de insetos infectadas por M. anisopliae
demonstraram um aumento no pH quando comparadas a cuticula ndo infectada (ST. LEGER
et al., 1998). ST. LEGER et al., (1999) mostraram a influéncia que o fungo tem no pH do
meio e como a mudanga no pH influencia a produgdo das proteases que degradam a cuticula
de insetos. O pH na margem das col6nias em meio sélido € mais alto do que o pH no centro
da colonia, o que reflete a grande atividade metabolica no ponto de expansdo das hifas,
incluindo reagdes que geram actimulo de amoénia. A produgido de amonia eleva o pH do meio
e induz a produgéo de proteases do tipo subtilisina, cujas atividades sdo observadas somente
em pH alcalino. Os autores concluem que a aménia pode ser um fator de viruléncia ndo
considerado previamente, com potencial de causar dano a tecidos e disturbios ao sistema

imune dos hospedeiros.

1.4 O carrapato Boophilus microplus

O carrapato B. microplus é um ectoparasita de bovinos, que causa perdas econdmicas
nos rebanhos de dreas tropicais e subtropicais (FRAZZON et al., 2000). Este carrapato €
geograficamente distribuido entre os paralelos 32° N e 35" S, envolvendo a América do Sul e

a Central, a Africa, e a Australia (MONTEIRO et al., 1998).
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No Brasil, a fonte protéica mais consumida na alimenta¢ao humana € a carne bovina
(FAO, 1996) e a criagido de gado emprega mais pessoas e area fisica do que todas as outras
atividades de producd@o de proteinas de origem animal somadas. Existem aproximadamente
152 milhdes de cabegas de gado no Brasil, das quais 13,5 milhdes se encontram no estado do
Rio Grande do Sul, ocupando cerca de 52% da superficie do Estado (BECHARA et al., 2000).

Uma unica fémea de carrapato suga em torno de dois a trés mililitros de sangue bovino
(GONZALES, 1995). O efeito produzido pelos carrapatos durante o processo alimentar, ao
utilizar o sangue e outros liquidos corporais, resulta em perdas dificeis de serem
quantificadas, especialmente quando ocorrem grandes infestagoes (CORDOVES, 1996). Estas
perdas causadas por B. microplus foram estimadas em quase 1 bilhdo de délares/ano no Brasil
(HORN, 1987; COBON, 1997), quando contabilizadas a queda na produgdo de leite e carne, a
mortalidade, a reduc¢do da natalidade, os gastos no seu controle e a transmissdo dos
protozoarios Babesia bovis e B. bigemina e da riquétsia Anaplasma marginale que causam a
tristeza parasitaria bovina (YOUNG & MORZARIA, 1986). Acompanhando os problemas de
resisténcia a acaricidas (SOLOMON, 1983; NOLAN et al., 1989; GONZALES, 1995) ¢ a
presenca de residuos quimicos na carne e no leite, sdo necessirios métodos alternativos de
controle dessa praga (KUNZ & KEMP, 1994). Com isso, o desenvolvimento de métodos
alternativos, como o controle bioldgico de carrapatos, pode ser uma alternativa viavel.

O ciclo de vida do B. microplus compreende uma fase de vida livre e uma fase
parasitaria. A larva infestante, ao entrar em contato com o bovino, fixa-se em regibes do
corpo do hospedeiro tais como tbere, mamas, regides perineal, perianal, perivulvar e
entrepernas que favorecem seu desenvolvimento. Estas regides sdo determinadas pela
espessura, pela vascularizagdo e pela temperatura da pele, bem como pela dificuldade de
acesso do hospedeiro (WAGLAND, 1978; CORDOVES, 1996). Apbs a fixacdo, a larva
alimenta-se de linfa (CASTRO & PEREIRA, 1946) e, em aproximadamente sete dias, se da a
muda para o estagio de ninfa. Em torno de 15 dias apés o inicio da infestac@o, ocorre uma
nova muda, onde se inicia o processo de dimorfismo sexual. No estagio adulto, a fémea inicia
o repasto sangiiineo. Apds copular com o macho, a fémea aumenta o volume de sangue que
ingere, o que resulta no aumento do seu peso em até 200 vezes. O ciclo culmina com o
desprendimento da fémea ingurgitada do bovino (~18 dias pds-infestagiio) e sua queda ao solo
(LONDT & ARTHUR, 1975), geralmente ao amanhecer (CORDOVES, 1996). O macho,

cerca de 10 vezes menor que a fémea, permanece no bovino e procura nova fémea para
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acasalar. No solo, a fémea ingurgitada procura um local protegido da luz solar para a postura
(NEWTON, 1967). O periodo de pré-postura € influenciado pelo volume de sangue
ingurgitado (NAGAR, 1968) e pela temperatura ambiente (OLIVEIRA et al. 1974), durando
em média de dois a trés dias. Em condi¢des de laboratério, com temperatura de 28°C e
umidade relativa de 85%, a fémea realiza a postura de ovos equivalendo a 55% do seu peso
(LARANIJA, 1979). Em aproximadamente 18 dias ocorre a eclosdio das larvas em mais de
90% dos ovos. Quando eclode, a larva é extremamente ativa e migra, por geotropismo
negativo, para a extremidade superior do pasto, onde localiza o hospedeiro pelo odor, pelas
vibragdes, pelo sombreamento, pelo estimulo visual e pelo gradiente de concentragdo de CO,
(SONENSHIME, 1993). O tempo de sobrevivéncia da larva que ndo encontra um hospedeiro
é influenciado pela temperatura e pela umidade relativa do ambiente (LONDT &
WHITEHEAD, 1972). A Figura 1.3 reapresenta ciclo de vida do carrapato B. microplus.

Os fungos sdo relatados como os principais patégenos de carrapatos devido a sua
vasta dispersdo, seu vasto espectro de hospedeiros e sua capacidade de penetragdo ativa via
cuticula. Estudos indicam que a infecgdo por fungo pode causar a morte de até 50% da
populagdo de carrapatos (KALSBEEK et al., 1995). No entanto, somente seis géneros de
fungos sdo conhecidos por atacar carrapatos: onze espécies de Aspergillus, trés espécies de
Beauveria, trés espécies de Fusarium, uma espécie de Paecilomyces, trés espécies de
Verticillium e M. anisopliae, que é o tnico que ndo foi isolado naturalmente infectando
carrapatos (TANADA & KAYA, 1993) Os fungos entomopatogénicos mais investigados para
o controle biolégico de carrapatos sdo os pertencentes aos géneros Metarhizium e Beauveria,
principalmente por sua habilidade em germinar em umidade relativamente baixa. Varias
espécies de carrapatos foram infectadas por M. anisopliae e B. bassiana com resultados
satisfatérios (BARCI, 1997). Borrifando-se bovinos infestados com carrapatos Rhipicephalus
appendiculatus, suspensdes de esporos destes fungos causaram 76-85% de mortalidade dos
parasitas, uma redugao na fecundidade de 85-99% e uma redugdo na eclosdo das larvas de 94-
100%. M. anisopliae parece ser superior a B. bassiana, causando até 85% de mortalidade
(KAAYA et al., 1996). M. anisopliae mostrou-se altamente patogénico contra carrapatos da
espécie L scapularis, causando 100% de mortalidade de larvas e fémeas ingurgitadas
(ZHIOUA et al., 1997). Os autores mostraram que este resultado esta diretamente relacionado

com a concentragao de esporos.
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Ovos

Ovoposigao:
3 dias 18 dias
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Figura 1.4 Ciclo de vida do carrapato Boophilus. microplus (baseada em NEWTON, 1967).
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Os efeitos do fungo M. anisopliae foram bem mostrados in vitro sobre fémeas do
carrapato B. microplus e seus ovos, causando tanto mortalidade quanto redugdo na
fecundidade e na eclosdo das larvas (ALVES et al., 1993; BITTENCOURT et al., 1994a e b;
MONTEIRO et al., 1998; FRAZZON et al., 2000).

CORREIA et al., (1998) testaram os efeitos.do fungo M. anisopliae no carrapato B.
microplus in vivo. FRAZZON et al., (2000) testaram os efeitos do fungo M. anisopliae sobre
fémeas do carrapato B. micropulus, com isso mostrou que esse fungo causa mortalidade e
reduc¢io na fecundidade e na eclosdo das larvas. Os autores mostraram que a mortalidade de
fémeas ingurgitadas e de larvas € semelhante in vitro e in vivo. O fungo ndo diminuiu o peso
das fémeas ingurgitadas nem a porcentagem de ovoposi¢do in vivo, mas apresentou uma
alteragfo significante no periodo de postura. Os resultados mostrados motivam a realizagdo de
novas investigagdes para provar o potencial de M. anisoplize como biocontrolador do
carrapato B. microplus, pois ndo foi observada a redugdo no numero total de fémeas que

continuaram a parasitar os bovinos

1.5 OBJETIVOS

O presente trabalho faz parte do objetivo geral do laboratorio que € determinar a
participagdo de genes especificos no processo de infecgio de M. anisopliae no carrapato B.
mszropu!us. Nesta etapa estamos avaliando a participa¢do da protease PRIA no processo.
Objetivamos verificar se a expressdo aumentada da protease PR1A tem algum efeito no
processo de penetracdo de M. anisopliae no B. micropulus.

Para alcangar este objetivo desenvolveremos as seguintes etapas:

1. Obter linhagens transformadas de M. anisopliae superexpressando a protease PR1A.
2. Avaliar a producio da protease PR1A nos transformantes.

3. Realizar Bioensaios, em laborat6rio, com as linhagens transformadas.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 ORGANISMOS E PLASMIDEOS

2.1.1 Linhagem de Metarhizium anisopliae

Linhagem Caracteristicas Estado de Fonte
origem
E.S Reisolada de Deois flavopicta. Nao Espirito Santo Centro de
61 infectada por dsRNA Biotecnologia UFRGS,
Brasil

2.1.2 Plasmideos

Plasmideo | Mapa | Cepa Hospedeira || Marca Fonte
PANS52.1B ||Fig. 2.1 DH5a Amp' PUNT et al., 1987
pBT6 Fié. 2.2 DH5a e TG2 Amp' ORBACH et al., 1986

2.2 MEIOS DE CULTURA

A concentragio dos componentes dos meios esta descrita por litro. Os meios foram
preparados por diluigdo dos componentes em dgua destilada. A esterilizagdo foi realizada por
autoclavagem (20 minutos a 120°C e 1 atm) ou por filtragdo (através de membrana de
nitrocelulose de 0,22 pm) como requerido. Para meios s6lidos, foram adicionados 15 g/l de

bacto-agar (GIBCO BRL).

2.2.1 Meio de Cove (MC)

NaNO; 6g
Glicose 10g
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Pst 1(5593) EcoR1(1)
S P

Ava 1(5029) __Apa LI(671)

Ava 1(4647)
pgpd -

r

—-— Amp

" Apa L1(1917)
Neo 1(3423)__.

BamH 1(3419) \ Apa LiQ414)
trpC term \\ Hind 111 (2636)

Pst 1(2652)

Figura 2.1 Mapa fisico do vetor plasmidial pAN52.1BamHI (PUNT et al., 1987). Amp', resisténcia
a ampicilina. trpC term, terminador do gene frpC de A. nidulans (codifica indolil-glicerol sintetase).
Pgpd, promotor do gene gpd de A. nidulans (codifica gliceraldeido-3-fosfato deidrogenase). O sitio de

Ncol

EcoRI Xhol
Sst|

Kpn |
Bam Hi
T .

Sall

Hind 11l
Pstl
Salll
Xbal
BamHI
Smal
Sstl
EcoRI

Xho lll
Hind il

B-tubulina

Figura 2.2 Mapa fisico do vetor plasmidial pBT6 (ORBACH et al., 1986). A flecha representa a
dire¢do da transcrigdo do gene B-tubulina.
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O pH foi ajustado para 6,5 com NaOH. O meio foi autoclavado, resfriado a 45°C e adicionado

de 20 ml de solug@o de sais de Cove estéril:

KCl 26 g
MgS0,.7 H,O 26 g
KH,PO, 76 g
e 0,4 ml de solugdo de elementos-trago estéril:
Na;B407 .10 H,O 0,04 g
CuS04.5 H,O 04¢g
FeSO4 0,01 g
MgS0,.2 H,O 0.8 g
ZnS04.7 H,O 0,8 ¢g

2.2.2 Meio de Cove completo (MCc)

Meio Cove (2.2.1) suplementado com 2 g de peptona, 1,5 g de casaminoacido

(DIFCO) € 0,5 g de extrato de levedura.

2.2.3 Meio Luria-Bertani (LB)

Triptona 10g
Extrato de Levedura 5g
NaCl 10g

O pH foi ajustado para 7,5 com NaOH antes da autoclavagem.

2.2.4 Meio com leite

Leite em po 10g
Extrato de Levedura lg
Vermelho de Bromocresol 0,1g

O pH foi ajustado para 8 com NaOH antes da autoclavagem.

2.2.5 Meio com Glicose

Glicose (1%)
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2.2.6 Meio com Cuticula

Cuticula do carrapato Boophilus microplus (1%)

2.3 REAGENTES

Para preparar as solugdes e os tampdes foi usada agua destilada. Ambos foram
autoclavados por 20 minutos a 120°C e 1 atm, preparados usando agua autoclavada ou
filtrados com membrana de nitrocelulose 0,22 pm. Os antibiéticos e as enzimas (Sigma)
foram preparados, estocados e usados da forma e na concentragdo sugeridas por

SAMBROOK et al. (1989) ou de acordo com o protocolo sugerido pelos fabricantes.

2.3.1 Antibiético

A ampicilina foi dissolvida em agua destilada na concentragdo de 50 mg/ml e

esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pm.

2.3.2 Enzimas

Foi utilizada 1 U de endonucleases para digerir 1 pg de DNA, em 2-3 horas, no
tampdo e na temperatura recomendados, em um volume final de 30 pl. As enzimas de
restrigdo, a DNA-ligase de T4, a DNA-polimerase I e o fragmento de Klenow tiveram por
origem Amersham/Pharmacia, CenBiot (Centro de Biotecnologia do Estado do Rio Grande do
Sul) e GIBCO BRL. Solugdo estoque de Ribonuclease A (RNAse A; Sigma) foi preparada e
utilizada segundo SAMBROOK et al. (1989; 10 mg/ml). Proteinase K (Sigma) foi dissolvida

em 4gua numa concentra¢do de 20 mg/ml. Aliquotas de 100 pl foram estocadas a - 20 °C.

2.3.3 Solugoes e Tampoes

2.3.3.1 Solventes organicos

2.3.3.1.1 Fenol

Antes de ser utilizado, o fenol redestilado e saturado com agua foi equilibrado com 1
M Tris.HCI, pH 8 a Tymp. O Fenol saturado com agua foi mantido a — 20°C e o equilibrado a
4°C.

Fenol/Cloroférmio
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Foram misturadas partes iguais de fenol equilibrado (2.3.3.1) e cloroférmio. A mistura

foi mantida a 4 °C e protegida da luz.

2.33.1.2 Cloroférmio/A'lcool isoamilico

Foram misturadas 24 partes de cloroférmio para cada parte de alcool isoamilico.

2.3.3.2 Tampio de amostra para acidos nucléicos

Azul de Bromofenol 25¢
Xilenocianol FF 25¢g
Ficoll 150 g

Os reagentes foram diluidos em agua, o Ficoll utilizado foi o tipo 400 da Pharmacia e

o tampao foi armazenado a Tamp.

2.3.3.3 Tampao de extraciao (TEX)

200 mM Tris.HCI, pH 8,0
50 mM EDTA, pH 8,2
SDS 1%

2.3.3.4 Tampao TE (Tris — EDTA)

10 mM Tris.HCI, pH 8
| mM EDTA, pH 8,2

2.3.3.5 Tampao Tris-Borato (TBE) 5X

Trizma base 108 g
Acido Bérico 55¢g
EDTA 0,5 M pH 8 40 ml

A solugéo estoque foi diluida no momento do uso para 1x com agua destilada.

2.3.3.6 Tampao acetato

Acido Acético 200 mM
Acetato de Sodio 200 mM
O pH foi ajustado para 5,4 com NaOH.
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2.3.3.7 Solucdes para PCR

2.3.3.7.1 ANTP

Solugdes estoque de desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), na
concentracio de 50 mM, foram diluidas em agua miliQ autoclavada e mantidas a —80°C. A

solucdo de uso, na concentrago de 0,5 mM, foi mantida a —20°C.

2.3.3.7.2 Primers

Oligonucleotideos foram construidos baseados nas ORFs dos genes publicados e
disponiveis no GenBank e sintetizados pela Oligos Etc. Synthesis. Os primers sdo: 1# - 5’
CCCGGGATGCATCTGTCTGCCCTTCT 37 e 2# -
5’.GGATCCGAGAGCATCTAAATAAGTCC. Uma solugdo estoque 50 nM, em 4gua, foi

mantida a -20°C e aliquotas de 0,5 nM foram mantidas para uso diario, também a -20°C.,

2.3.3.8 Solucdes para géis

2.3.3.8.1 Acrilamida (30%)
Acrilamida 30%
N-N’-bis-metilenoacrilamida 0,8%
Dissolvidos em agua destilada. A solugdo foi deionizada com 5% de Amberlite

durante 1 hora, com agitag@o, a Tymp € filtrada. Foi mantida a 4°C e protegida da luz.

2.3.3.8.2 Acrilamida (42%)

Acrilamida 42%
N-N’-bis-metilenoacrilamida 1,8%
Dissolvidos em 4gua destilada. A solugdo foi deionizada com 5% de Amberlite

durante 1 hora, com agitagdo, a Tamp € filtrada. Foi mantida a 4°C e protegida da luz.

2.3.4 Eletroforese

2.3.4.1 Géis de agarose

Anilises em eletroforese de gel de agarose, corado com brometo de etidio e

visualizado por irradia¢do ultravioleta (UV), foram realizadas utilizando varios tamanhos e
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concentragoes de gel, dependendo da aplicagao especifica. Os géis foram preparados € a

eletroforese procedida de acordo com SAMBROOK ef al. (1989).

2.3.4.2 Géis de poliacrilamida

2.3.4.2.1 Géis de seqiienciamento

Acrilamida (42%) 16,6 ml
Uréia 42g
TBE 5X 20 ml

Os reagentes foram misturados com agua destilada sob agitagdo até total dissolug@o.
Foram polimerizados com:

APS (25%) 300 pl

TEMED 70 pl.

Os géis foram deixados polimerizando entre as placas da cuba de seqiienciamento por

toda a noite.

2.34.2.1.1 Secagem do gel

Os géis foram transferidos para papel filtro 3 MM, 3 camadas, de mesmo tamanho e
cobertos com filme pléstico. Foram deixados secar a 80 °C por 1,5 hora, e expostos a filme de

Raio-X (Kodak Diagnostic Film — X-Omst™ K XK-1).
2.3.4.2.2 Géis desnaturantes (SDS-PAGE) 12%

2.3.4.2.2.1 Géis de corrida

Tris. HC1 1,5 M, pH 8,8 2,5ml
SDS 10% 100 pl
Acrilamida 30% 4 ml
TEMED 5ul
APS 25% 50 pl

Agua q.s.p. 10 ml.

2.3.4.2.2.2 Géis de empilhamento
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Tris.HC1 0,5 M, pH 6,8 2,5ml

SDS 10% 100 pl
Acrilamida 30% 1,33 ml
TEMED 10 pl
APS 25% 50 pl

Agua q.s.p. 10 ml.

2.3.4.2.2.3 Tampio de amostra (5 X)

Tris.HC1 0,5 M, pH 6,8 1 ml
Glicerol 0,8 ml
SDS 10% 1,6 ml
[-mercaptoetanol 0,4 ml
Azul de Bromofenol 1% 0,4 ml
Agua g.s.p. 8 ml.

2.34.2.2.4 Tampdo de corrida (5X)

Trizma base 9g
Glicina 432 g
SDS 3g

Agua g.s.p. 1.000 ml.

2.3.4.2.2.5 Colora¢io dos géis

Todos os passos foram procedidos sob agita¢do € a Tamb.

Os géis desnaturantes foram corados em solugdo corante Azul de Coomassie, CBB G-
250 (NEUHOFF et al., 1988),

40% de Metanol

0,1% de Azul de Coomassie CBB G-250

10% de Acido acético,

sob agitagdo, a Tymp, durante uma noite e descorados com solugao,

10% de Acido acético

40% de Metanol.
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2.3.5 Solugoes para medidas de atividade enzimatica de Protease do
tipo subtilisina

2.3.5.1 Substrato utilizado

O substrato teve origem Sigma e foi utilizado na concentragdo de 50 mM. O substrato
foi N-Succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-7-Amido-4-Metilcoumarina, para subtilisinas. As solugdes
estoque foram diluidas em dimetilformamida (DMFA). Utilizou-se uma concentragdo final de

1 mM de substrato, diluida com 4gua, para cada ensaio enzimatico.

2.3.5.2 Tampao da reac¢ao

Tris.HCL 50 mM, pH 7.4
CaCl; 20 mM

2.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
2.4.1 Cultivo e manutengao dos organismos

2.4.1.1 Metarhizium anisopliae

Esporos de M. anisopliae (2.1.1) foram cultivados em meio de Cove completo (2.2.2)
sélido em placas de Petri, repicados pelo método de ponto e incubados por 7 dias a 28°C e
estocados a 4°C por um periodo de até duas semanas. A suspensio de esporos foi preparada
ressuspendendo os esporos em solugao estéril de 0,1% Tween 80, usando alga de vidro. A
suspensdo foi transferida para tubo estéril com o auxilio de pipeta Pasteur estéril e
centrifugado a 5.000 rpm por 7 minutos. Os esporos foram lavados com 40 ml de 4gua
destilada estéril por duas vezes, e ressuspendidos em agua estéril para 108 esporos/ml. Os
esporos foram contados com auxilio de cdmara de Neubauer e a sua esterilidade foi testada
em 3 ml de meio LB (2.2.4) liquido. Normalmente inoculou-se 1-5 x 10° esporos/ml para as

culturas liquidas.
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2.4.2 Isolamento de DNA

2.4.2.1 Extracio de DNA de fungo

Esporos do fungo (2.4.1.1) foram inoculados (~10° esporos/ml) em 100-500 ml de
meio de Cove completo (2.2.2) liquido e incubadas, por trés dias a 28°C com agitagao, para
obtengdo de hifas jovens. O micélio foi coletado por filtragdo, usando papel filtro 1 MM, e
lavado duas vezes com agua destilada para eliminar o meio de cultura. O excesso de agua foi
removido do micélio por pressdo contra papel filtro 3 MM. O micélio foi congelado e
macerado em gral com nitrogénio liquido até a obtengdo de um p6 fino. O po foi transferido
para tubo Corex e acrescentou-se tampao de extra¢do (10 ml/g de micélio em TEX] 2.3.3.3) e
misturou-se até completa homogeneizagdo, com o auxilio de uma pipeta Pasteur. Apds 15
minutos de incubagdo a 70°C, adicionou-se 1 volume de fenol (2.3.3.1.1) tamponado e
centrifugou-se a 10.000 rpm durante 10 minutos. A fase aquosa foi cuidadosamente coletada e
adicionou-se 1 volume de fenol/cloroférmio (2.3.3.1.2). Apds nova centrifugagio e coleta da
fase aquosa, acrescentou-se 1 volume de cloroférmio/alcool isoamilico (2.3.3.1.3) e procedeu-
se a nova centrifuga¢do (10.000 rpm, 10 minutos). A fase aquosa foi coletada e o DNA foi
precipitado com adigdo de 0,1 volume de NaCl 5 M e 2 volumes de etanol absoluto, estocado
a —20°C. Ap6s 2 horas, foi centrifugado (10.000 rpm, 10 minutos), lavado com etanol 70%
por trés vezes, secado sob véacuo e ressuspendido em 200 pl de tampdo TE (2.3.3.4). Os

4cidos nucléicos foram estocados a —20°C.

2.4.3 Analise de DNA por eletroforese em gel de agarose

O fracionamento de fragmentos de DNA foi feito por eletroforese em gel de agarose
(2.3.4.1) num sistema horizontal em gel submerso segundo SAMBROOK et al. (1989). Os
gradientes de voltagem aplicados foram de 5 a 10 V/em para um tempo de migragdo de até 5
horas e de 1,5 a 2 V/cm para um tempo de migragdo de até 18 horas. As amostras foram
preparadas pela adi¢do de tampdo de amostra (2.3.3.2), na propor¢do de 1:10. Apds a
eletroforese, o gel foi visualizado em transiluminador de UV de comprimento de onda curto e,
quando necessario, fotografado com cémera Polaroid MP-4 (667 Polaroid professional
Coaterless B&W Instant Pack Film) ou com Kodak Digital Science DC40 Camera, utilizando
o programa Kodak Digital Science 1D (2.0) — Scientific Imaging Systems. O tamanho dos
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fragmentos de DNA foi estimado com base em marcadores de tamanho molecular

conhecidos.

2.4.4 Amplificagcao de DNA de Metarhizium anisopliae

A amplificagdo de DNA de M. anisopliae foi realizada pela técnica de PCR, que foi
otimizada em nosso laboratério para o gene de interesse. As condigBes de amplificagdo do
gene priA a partir do DNA gendémico de M. anisopliae, sendo essas estabelecidas no
termociclador PTG-200 num volume final de rea¢ao de 25il contendo Tris.HCl a 10mM, pH
8,3Mgcl, a 1,5mM/KCl a 50mM/02mM de cada desoxirribonuclesideo trifosfato
(DNTPs)/50pmol de cada primer (prlA#1 e prlA#2)/ 0,5U de Taq DNA-polimerase
(pharmacia). As reacdes foram realizadas com um ciclo de desnaturagéo a 94°C (5 minutos),
anelamento a 53°C (30 segundos) e polimerizagdo a 72°C (2 minutos), seguidos de 30 ciclos a
94°C (1 minuto), anelamento a 53°C (30 segundos) ¢ polimerizagdo a 72°C (2 minutos),
finalizando com mais um ciclo a 94°C (1 minuto), anelamento a 53°C (30 segundos),

polimerizacdo a 72°C (10 minutos) e 4°C (10 minutos).

2.4.5 Purificagao dos produtos de PCR

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR foram cortados do gel de agarose 1 %
(2.3.4.1) e purificados pelo kit Concert Rapid Gel Extraction Systems (GIBCO BRL).

2.4.6 Digestao de DNA com enzimas de restricao

A digestdo de DNA com endonucleases de restrigdo foi normalmente realizada como
descrito em 2.3.2. A verificagdo da clivagem foi realizada por eletroforese em gel de
agarose.Em alguns casos, nessas condigGes, foram obtidas digestdes parciais de DNA. Para a
obten¢do do resultado desejado, foi adicionada mais 1 U de enzima e a reagdo foi novamente
incubada, nas condigdes 6timas, por mais um periodo de 30 minutos.Em reagoes de clivagem
dupla, ap6s a clivagem com a primeira enzima, 0 DNA foi. extraido com fenol/cloroférmio
(2.3.3.1.2), precipitado com etanol e ressuspendido no tampido de clivagem da segunda

enzima.
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2.4.7 Transformagao mediada por DNA

2.4.7.1 Transformacao de Metarhizium anisopliae

O método utilizado para transformag@o do fungo M. anisopliae foi o de biolistica de
acordo com ST LEGER et al., (1995). Os transformantes foram selecionados por resisténcia a
benomil por terem sido co-transformados com o plasmideo pBT6 (2.1.2). Para verificagao da
estabilidade mit6tica dos transformantes cada colonia resistente a benomil foi submetida a
passagens sucessivas em meio ndo seletivo e simultaneo crescimento em meio com pressao
seletiva (benomil a 7 pg/ml). Os clones estaveis foram submetidos a reagdo de PCR (2.4.4)

para confirmacéo da transformagao, utilizando primers especificos para os vetores utilizados.

2.4.7.2 Analise dos transformantes

2.4.7.2.1 Medida do halo de degradacio

As colonias transformantes foram testadas em relag@o a linhagem selvagem do fungo
M. anisopliae para verificar a expressdo aumentada das proteases. Elas foram cultivadas em
placas de Petri com meio de leite (2.2.5), para proteases, por até sete dias. O diametro do halo
de degradagdo em relacdo ao diametro da coldnia foi medido em pH Otimo para as proteases

estudadas com o auxilio de uma régua.

2.4.7.2.2 Analise do sobrenadante

As linhagens transformantes e selvagens foram crescidas em meio de Cove completo
(2.2.2) por 48 horas a 28°C com agita¢do. O micélio foi filtrado, lavado, seco e pesado. Dois
gramas de micélio foram transferidos para meio para indug@o de proteases (2.2.3; ST. LEGER
et al., 1993) complementado com 0,5% de cuticula de B. microplus € cultivada com agitagdo a
28°C por 48 horas. O micélio foi separado do sobrenadante por filtragdo, lavado e seco.
Ambos foram congelados a —20°C. O sobrenadante foi dialisado (2.4.2.2.1) e submetido a
anélise enzimatica (2.4.12.2.2) e em gel de SDS/PAGE (2.4.12.2.3).

2.4.7.2.2.1 Diilise

As membranas de diélise de exclusdo de 8.000 (Sigma) foram fervidas por 30 minutos
em solugio de 1% de carbonato de calcio e 0,1% de EDTA, lavadas em agua destilada e

estocadas em etanol 70%. Antes de serem utilizadas foram lavadas em agua destilada. As
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amostras foram dialisadas contra tampao acetato a 10 mM pH 5,4 (2.3.3.6) pelo tempo
minimo de 24 horas a 4°C. O volume de tampdo utilizado foi de 100 vezes o volume da

amostra.

2.4.7.2.2.2 Ensaios enzimaticos

2.4.7.2.2.2.1 Determinacio de proteinas totais

As concentragdes de proteinas totais presentes no sobrenadante dialisado de meio de
indugio com as linhagens selvagem ou transformantes de M. anisopliae foram medidas pelo
método de BRADFORD (1976) e meodificado para microensaio. A curva padrio foi

determinada com BSA.

2.4.7.2.2.2.2 Atividade especifica

A atividade de protease do tipo subtilisina dos sobrenadantes foi medida em Spectra
Max 250 (Molecular Devices) e lido em SofMax Pro. Ensaios cinéticos foram realizados,
utilizando substrato peptidico sintético para protease do tipo subtilisina cromogénico (N-
Ala_ala-Pro-Phe-p-Nitroanilide).

2.4.7.2.2.3 Anidlise em géis desnaturantes (SDS-PAGE)

A analise das proteinas induzidas em gel desnaturante (2.3.4.2) foi realizada segundo
SAMBROOK et al.,. (1989). A concentragio do gel foi de 12%. As amostras foram migradas
por 1 hora e 30 minutos a 100 V e o gel foi corado com Comassie blue G-250 (2.3.5.2)
durante 16 horas e descorado com solugdo de 4cido acético 10% e metanol 40%.Uma aliquota
contendo 100 pg de proteinas totais foi precipitada com TCA 20% da saturagéo, durante 17
horas. Apés centrifugagdo (10.000 rpm por 30 minutos) o sedimento foi lavado com acetona
(1 ml; centrifugada por 20 minutos a 14.000 rpm) por duas vezes e ressuspendido em 16 pl de
dgua destilada. Em seguida foi misturado a 4 pl de tamp3o amostra 5x concentrado e fervido

por 2 minutos. As amostras foram aplicadas em gel desnaturante SDS/PAGE a 12%
(2.3.4.2.2).
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2.4.7.2.3 Hibridizacdo

Os experimentos de Southern Blot foram realizados de acordo com o sistema de

marcag@o direta e detecgdo de acidos nucléicos ECT™ (Amersham/ Pharmacia Biotech).
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3 Resultados
Visando estudar a expressdo do gene prid (ST. LEGER et al., 1992 a) de Metarhizium

anisopliae durante a infecgdo do carrapato Boophilus micropulus, K FAILLACE (dados néo
publicados), no laboratério de fungos filamentosos do Centro de Biotecnologia da UFRGS,
realizou a extragdo de RNA total de M. anisopliae cultivado em meio MCc (2.2.2) e purificou
RNA poli (A"). A partir de RNA poli (A"), K. FAILLACE sintetizou a primeira fita de cDNA
e amplificou o fragmento correspondente ao gene prid por PCR. Utilizando primers
flanqueando as OFRFs do gene (GenBank AJ251925): Depois de ter isolado o cDNA de gel
de agarose e confirmar por sequenciamento a presenca de seqiéncia correspondente ao gene
priA, esta foi clonada no vetor pUC18. Com o objetivo de testar a superexpressdo de genes
relacionados com a infecgdo do fungo M. anisopliae nos seus hospedeiros, o gene priA foi
clonado no vetor pAN52.1BamHI (2.1.3). Este vetor foi modificado do vetor pAN52.1 de
PUNT et al., (1987) e apresenta promotor constitutivo do gene gpd e terminador do gene
trpC, ambos do fungo Aspegillus nidulans. Esse vetor, também confere resisténcia ao
antibiético ampicilina (FRAZZON., 2002). Na Figura 3.1, pode ser visualizado o mapa fisico
da construgao do vetor pANS52.1BamHIpriA.

3.1 Construgao das linhagens de Metarhizium anisopliae
superexpressando a protease PR1A

3.2 Transformagao do fungo Metarhizium anisopliae

As linhagens de M. anisopliae selvagens foram co-transformadas através do método
de Biobalistica (ST. LEGER et al.; 1995). A escolha do método para a co-transformagdo foi
feita por experimentos realizados por BOGO et al., (1996 a), onde foram comparados trés
métodos para transformagéo sendo o mais eficiente o método de biobalitica.

A transformacio foi realizada para introduzir o gene prl/A clonado no vetor de
expressdo para fungos pANS52.1BamHl no fungo M. anisopliae. Foi realizada a co-
transformagdo com o plasmideo pBT6, que contém o gene de resisténcia a benomil,
previamente descrito para M. anisopliae, como marcador seletivo dominante (BERNIER et
al., 1989; GOETTEL et al., 1990; ST LEGER et al., 1992 a; BOGO et al.,1996 a),

possibilitando a sele¢ao dos transformantes.
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Figura 3.1 Mapa fisico da construcio pANS52.1BamHlIpriA. Amp", resisténcia a
" ampicilina. trpC term, terminador do gene trpC de A. nidulans. Pgpd, promotor do gene
gpd de A. nidulans PrlA, gene priA de M. anisopliae. Os sitios de restrigdo para enzimas
estdo indicados pelo nome da enzima.



O fungicida benomil liga-se a P-tubulina e inibe a formacao de microtubulos.

Mutagdes.no gene benAd3 de Aspergillus nidulans, no qual codifica a maioria das B-tubulinas
expressadas nas hifas, assim podendo conferir resisténcia a benomil (GOETTEL et al., 1989).

Foram utilizadas as condi¢bes descritas (2.4.9.1) para a transformagdo de M.
anisopliae, sendo que a relagdo molar entre o vetor de seleg@o e o vetor de expressao foi de
20:1 (ST LEGER er al., 1992 a). Apds a biobalistica as colonias foram plaqueadas em meio
seletivo MCc (2.2.2) adicionado de benomil (7ig /ml). Assim as col Onias que se
desenvolveram em até trinta dias foram consideradas como possiveis transformantes e
posteriormente avaliadas. Observou-se que entre os possiveis transformantes existe diferenca
no tamanho, na coloragéo, na esporulacao e algumas vezes na morfologia das col6nias.

Foram selecionados 54 possiveis colonias transformantes para pBT6:pANS2.1BprlA,
com uma eficiéncia de transformagdo 351 transformantes por ig de DNA. Na Figura 3.2 ¢
possivel a observa¢do destas diferencas das colonias em meio seletivo (MCc solido

adicionado de 7ig/ml de benomil).

3.2.1 Analise das linhagens co-transformadas de M. anisopliae

Apos a co-transformagdo, as coldnias crescidas em meio seletivo foram testadas para
avaliar a sua estabilidade mitdtica, teste realizado como descrito (2.4.11.2). A eficiéncia de
co-transformagéo foi de 12% de possiveis transformantes, no qual a estabilidade mitética foi
de 30% de possiveis transformantes estaveis para a resisténcia ao benomil.

Para avaliar a produ¢do da protease PR1A nos transformantes foram feitas duas
triagens, de forma a eliminar os possiveis transformantes que tivessem a expressdo da
proteina PR1A semelhante a linhagem selvagem.

Primeiramente, avaliou-se o halo de degradagdo da cepa selvagem e dos
transformantes em meio de cultura contento substrato para protease (2.2.5). Contudo,
confirmou-se o pH 6timo para a atividade das proteases (ST LEGER et al., 1999) dos
possiveis transformantes foram analisados a partir de trés séries de transferéncias no meio de
cultura contendo substrato para proteases. A Tabela 3.1 e a Figura 3.4 apresentam os
resultados obtidos nesse Teste. Analisando estatisticamente os dados obtidos atraves do Teste
de Tukey, para & = 0,05, foi encontrado que as linhagens apresentam crescimento
semelhante, representado pelo didmetro da col6nia e que os transformados T246, T245 e TO1

produzem estaticamente mais protease que a linhagem selvagem EgS;.
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Figura 3.2 Teste com possiveis transformantes e Linhagem selvagem em meio MCC adicionado
de benomil . C-M .anisopliae E¢S, selvagem; T1, T2, T3, T4, TS5 e T6- Possiveis transformantes
pBT6:pAN52.1BpriA4 do fungo M. anisopliae E¢S,. As colonias foram inoculadas, pelo método de
ponto, e cresceram em meio MCc (2.2.2) suplementado com 7ig/ml de benomil, por um perfodo
de 10 dias a 28°C.
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Na segunda triagem, para avaliagdo da expressao da protease PRIA nos

transformantes de M. anisopliae, 10° esporos das cepas transformantes ou selvagem foram
inoculados em meio MCc. Apds, o crescimento da massa micelial, esta foi pesada, e
transferida para meio contendo glicose (2.2.5) para o primeiro ensaio. Para o segundo ensaio,
o micélio foi transferido para meio contendo cuticula do carrapato Boophilus microplus
(2.2.6).
Para analise da atividade enzimatica de proteases foi realizado ensaio especifico no
sobrenadante das culturas com substrato para proteases do tipo subtilisina (2.4.9.2.2.2.2).
Foram realizados trés repetigdes de cada ensaio especifico, no qual trés dos transformantes
analisados tiveram diferenga estatisticamente significante, a partir do teste de Tukey, 4 =
0,05. As Tabelas 3.2 e 3.3 apresentam as médias das trés repeti¢oes da cepa selvagem e dos
transformantes selecionados nos ensaios, com os respectivos meios de cultura contendo
glicose ou cuticula do carrapato B. microplus. O Padrdo de expressdo de proteinas totais da
linhagem selvagem e das linhagens transformantes cultivadas em meio contendo glicose foi
analisado em SDS-PAGE 12% (2.3.4.2.2). Aliquota de sobrenadante foram desnaturadas e foi
constatado que o T245 expressou menor quantidade de Proteinas totais.

Os trés transformados analisados e a linhagem selvagem expressaram proteina de
massa molecular, aproximada de 29KDa; esperado para PRIA excretada, sendo que os
transformantes T1 e T246 expressaram essas proteinas em maior quantidade. O padrdo de
banda do E¢S; em comparagdo aos outros transformantes ¢ diferente, pois € possivel a
observagdo de diferentes proteinas expressas e de proteinas com mais intensidade.

Na Figura 3.5 pode-se observar o padrdo de expressdo de proteinas totais da cepa
selvagem e das linhagens transformadas em SDS-PAGE 12%.

Os possiveis transformantes selecionados, nas duas triagens, foram submetidos a PCR
(2.4.4), para determinar se as colonias selecionadas eram transformantes para a construgdo
pAN52.1Bprid. A PCR foi realizada com primers projetados com base na regido do
promotor gpd e no terminador #rpC (2.3.3.7.2) de A. nidulans do vetor pANS52.1BamHI, que
amplificam um fragmento de DNA com apenas alguns pares de bases a mais do que o inserto
gene prlA, (1,5Kb). DNA gendmico das coldnias transformantes selecionadas foi extraido
(2.4.2.1), quantificado em gel de agarose a 1% em relagdo ao marcador de peso molecular
conhecido e usado na racio de PCR. Trés colonias apresentaram amplificacdo de um

fragmento de DNA de tamanho esperado na PCR, TOlbprlA, t245bprlA e t246bprlA,
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diferente da linhagem selvagem que nao apresentou qualquer banda de amplificagdo. A reagido
foi repetida e a partir dela foi realizada a técnica de hibridizagdo por Southern, usando como
sonda o fragmento de DNA contendo o gene pri4, amplificado por PCR e purificado de gel
de agarose. Na técnica de hibridizagdo por Southern podemos observar a hibridizagdo de duas
bandas, sendo uma delas é do tamanho esperado do gene de interesse priA4 (1,5 Kb) e a outra
de tamanho molecular de 1,0 Kb. Estes dois fragmentos de hibridizagdo estio no controle
positivo, que € o plasmideo pANS52.1BamHlprid. A Figura 3.7 A e B mostra,
respectivamente, a amplificagdo do DNA gendémico dos transformantes M. anisopliae da

técnica de PCR e auto-radiografia obtida apés a hibridizagio.

Figura 3.3 Alcalinizagdo do meio contendo substrato para proteases pela cepa ES; do fungo M.
anisopliae. O fungo modifica o pH do meio ao redor da colGnia, para exportar as proteases em meio
alcalino. As setas apontam os halos de degradagdo. O meio com leite (2.2.5) utilizado contém
vermelho de bromocresol de muda de coloragdo do amarelo ao violeta conforme o pH (do 4cido ao
alcalino). As colénias foram repicadas pelo método de ponto e as placas foram incubadas a 28°C por
sete dias.
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Tabela 3.1 Medida do Halo de degradacio das linhagens selvagem e transformantes do fungo M.
anisopliae em meio de cultura com substrato para proteases.

Linhagens

Diametro da
Colénia’

Diametro
Total®

Halo de
degradacio’®

E6

3.59

4.27

0.68

T1

2.94

4.10

1.16

T245

2.83

4.00

1.17

T246

2.46

377

1.26

1- Média do tamanho das colénias de trés repetices, no qual as colénias foram incubadas por sete dias a 28°C.
2- Média do centro da colonia a extremidade da faixa degradada de trés repetigdes.
3- Diferenca entre a média do didmetro da colénia e o didmetro total.

Figura 3.4 Halo de degradaciio em meio com substrato para proteases das cepas selvagem (E¢S;)
e transformante (T246bprlA-T246) de M. anisopliae. Os procedimentos adotados para o
experimento estdo descritos em material e métodos.FEstas placas foram utilizadas como fonte de dados

para a construgfio da Tabela 3.1.
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Tabela 3.2 Atividade especifica de protease. Ensaio cinético com substrato peptidico sintético
para subtilisina. Micélio crescido em meio glicose para realizacdo do ensaio.

Linhagem'’

pM/ml.min?

pM/ml.ugPTN?

E6(wt)

2,109 £ 0,10

0,30 + 0,01

™

21,676 + 0,66

2,63 +0,07

T245

19,540 £ 0,72

2,71+ 0,08

T246

24,721 + 0,51

2,99 + 0,05

1- Linhagens cultivadas em meio contendo glicose, wt- Linhagem selvagem e T1, T245 e T246 linhagens

transformadas.

2- Atividade enzimatica do sobrenadante com substrato cinético para subtilisina medido em pM/ml em 1 minuto.

3- Atividade especifica de protease do tipo subtilisina no sobrenadante medido em pM/ml por .ug de proteinas

totais.

Tabela 3.3 Atividade especifica de protease. Ensaio cinético com substrato peptidico sintético
para subtilisina. Micélio crescido em meio cuticula para a realiza¢io do ensaio.

Linhagens’

pM/ml.min?

pM/ml.ugPTN?

E6(wt)

1,092 + 0,04

0,16 + 0,01

T1

2,292 + 0,04

0,32 + 0,01

T245

7,252+ 0,13

1,04 + 0,02

T246

10,50 £ 0,02

1,57 £ 0,00

1- Linhagens cultivadas em meio contendo cuticula do carrapato Boophilus microplus, wt- linhagem
selvagem e TO1, T245 e T246 linhagens transformadas.
2- Atividade enziméatica do sobrenadante para substrato cintético para subtilisina medido em pM/ml e 1

minuto.

3- Atividade especifica de protease do tipo subtilisina no sobrenadante medido em pM/ml por .ug de

proteinas totais.
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Figura 3.5 Avalia¢do das proteinas totais das linhagens selvagem e transformantes de M.
anisopliae em SDS-PAGE 12%. 1- Proteinas totais do transformante 246. 2- Proteinas totais da

linhagem selvagem EgS,. 3- proteinas totais do transformante 245. 4- Proteinas totais do transformante
01.

A B
1 2 345 6 78 2 345 678

Figura 3.6 Modelo de hibridizagio dos fungos M. anisopliae transformantes usando como sonda
o gene prid. (A) Amplificacio do DNA genémico dos fungos M. anisopliae (B) Autoradiografia
obtida apés hibridizagfio utilizando como sonda o gene priA. 1)Marcador de tamanho molecular
“Mister M”; 2) Controle positivo, amplificagio do DNA plasmidial pANpriA4; 3) Amplificagdo do
DNA gendmico do T1; 4) Amplificagdo do DNA gendémico do T245; 5) Amplificagdo do DNA
gendbmico do T 246; 6) Reagdo com DNA gendmico do selvagem; 7) Controle negativo; 8) Marcador
de tamanho molecular IHindIII.
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4 Discussao
O controle biol6gico tem sido utilizado como alternativa ao controle quimico no

combate de pragas da agricultura e pecuaria. Os fungos filamentosos se destacam, sendo os
fungos Beaveria bassiana e Metarhizuim anisopliae os mais utilizados para o controle
bioldgico de pragas da agricultura (KAAYA., et al. 1995). O carrapato Boophilus microplus ¢
um dos mais importantes ectoparasitas afetando o gado, tanto o brasileiro como o europeu,
assim os efeitos do fungo M. anisopliae, in vitro e in vivo, tem sido demonstrado (ALVES et
al., 1993, BITTENCOURT., 1994a, b, MONTEIRO et al., 1997, FRAZZON et al., 2000).

Uma das formas de aumentar a eficiéncia do fungo M. anisopliae como agente
biocontrolador ¢ a utilizagdo de conhecimentos basicos para a construgdo de linhagens mais
eficientes. ST. LEGER et al, (1996a) mostraram que a adigdo de copias de genes envolvidos
no processo de infecgdo do fungo M. anisopliae no genoma do préprio fungo, sob o controle
de um promotor constitutivo, diminuem em 25% o tempo de morte do hospedeiro e em 40% a
alimentagido do hospedeiro. O desenvolvimento de micoinseticidas alterados geneticamente
oferece, claramente, uma alternativa aos pesticidas quimicos.

A protease PR1 produzida por M. anisopliae promove uma melhoria no entendimento
da entomopatogenicidade do fungo. A importancia de PR1 durante o processo de infecgdo do
fungo M. anisopliae foi sugerido, primeiramente, por possuir consideravel habilidade para
degradar cuticula (ST. LEGER et al., 1991). Segundo ST. LEGER et al., (1986a), a protease
PRIA ¢ a tinica protease que degrada cuticula, e que € produzida em quantidades elevadas por
todos os isolados patogénicos de M. anisopliae. A linhagem E¢S, de M. anisopliae é a mais
patogénica para o carrapato Boophilus microplus (FRAZZON et al., 2000), quando
comparada com as demais linhagens disponiveis no laboratério de Biologia Molecular de
Fungos Filamentosos do Centro de Biotecnologia do Estado do Rio Grande do Sul
(Cbiot/UFRGS). Assim, construindo linhagens de M. anisopliae superexpressando a protease
PRIA, que é envolvida no processo de infecgdo de hospedeiros do fungo, pode utilizé-las para
o controle bioldgico de pragas. Evitando, com isso a utilizag@o de inseticidas quimicos, que
sdo prejudicais ao ambiente.

A eficiéncia de transformagdo para M. anisopliae obtida pelo método de biobalistica
para o plasmideo pBT6 foi de 351 transformantes por ig de DNA. A estabilidade mit otica
encontrada para os possiveis transformantes resistentes a benomil foi de 30%, quando co-

transformado com o plasmideo pANS52.1BamHIpriA. ST LEGER et al, (1995) utilizaram o

45



método de biobalistica para co-transformar M. anisopliae com um vetor que confere
resisténcia ao benomil e um vetor que possui 0 gene GUS sob o controle de promotor
constitutivo, e obtiveram uma freqiiéncia de transformagéo de 5 transformantes por ig de
DNA e uma estabilidade mit6tica de 50%. Comparando os dados de ST. LEGER et al (1995)
com os dados deste trabalho obtivemos uma freqiiéncia de transformagao superior, mas uma
estabilidade mitética inferior.

Para avaliar a producdo da protease PR1A os transformantes em comparagdo com a
linhagem selvagem foi medido o halo de degradagdo, produzido por cepas selvagens e
transformantes em meio para detec¢do de proteases. Este meio contem leite em sua
composigdo, fonte de caseina, que segundo ST. LEGER et al., (1987a), ¢ um substrato onde
as proteases da familia PR1 e PR2 do fungo M. anisopliae apresentam atividade maxima, com
100% de degradagio. Foi testado o pH do meio de 4cido a alcalino. Observou-se que o fungo
alcalinizou o meio durante seu desenvolvimento. Para observar a mudanga de coloragio do
meio foi utilizado o corante vermelho de bromocresol A partir dos experimentos, foi
verificado que a maior atividade das proteases do fungo M. anisopliae selvagem se deu em
pH 8,0. Estes resultados estdo de acordo com ST. LEGER et al. (1999) que mostram que o
fungo M. anisopliae altera o pH do ambiente permitindo a producdo de proteases
extracelulares e sua atividade, e com ST. LEGER et al., (1987a) que determinou que o pH
Otimo para a atividade das proteases da familia PR1 € igual a 8,0.

Os resultados deste experimento mostraram que os transformantes T246bprlA,
T245bprlA e TOlbprl A produzem halo no meio para proteases num tempo menor que a
linhagem selvagem EgS;, assim apresentando diferenga estatisticamente significante em
comparacdo a linhagem selvagem dos halos de degradagdo. A diminui¢do no tempo de
degradagdo do meio para proteases ou o aumento da eficiéncia na degradagdo deste meio era
esperado para os transformantes que tivessem o gene pri4 sendo expresso (ST. LEGER et al.,
1996a). '

Para avaliar a atividade especifica de proteases do tipo subtilisina aumentada nos
transformantes em comparagdo a linhagem selvagem foi realizado ensaio enzimatico
especifico com substrato peptidico sintético para protease do tipo subtilisina. Os possiveis
transformantes devem apresentar expressdo constitutiva da protease PR1A, proveniente da
construcio pANS52.1BamHIpriA, enquanto a linhagem selvagem EsS; deve apresentar

expressdo regulada por contato com o hospedeiro. O ensaio enzimatico teve como resultado a
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atividade de protease maior nos transformantes T246bprlA, T245bprlA e TOlbprlA em
relagdo a linhagem selvagem EgS,. Esse aumento foi de até 10 vezes quando as linhagens
foram cultivadas em meio com glicose, que inibe a expressdo da protease PR1A regulada do
fungo, ou em meio indutor da sua expressdo, com cuticula de carrapato. Através do teste de
Tukey foi evidenciado que os transformantes T246bprlA, T245bprlA e TOlbprlA
apresentam diferenga significativa ¢ maior que a linhagem selvagem EgS;. ST. LEGER et al,.
(1996b) testaram a produgdo constitutiva da protease PR1A em linhagens transformantes de
M. anisopliae em meio inibidor com N-acetilglicosamina e com meio indutor com cuticula de
barata. Como resultado, obtiveram uma produgdo aumentada e significativa de até 17 vezes
no meio inibidor e de até 2 vezes em meio indutor. Dessa forma, nossas linhagens
transformantes do fungo superexpressando a protease PR1A, em média, foram mais eficientes
que o descrito na literatura.

Com o mesmo sobrenadante, utilizado para o ensaio especifico, foi feita uma analise
em SDS-PAGE 12% para analisar a expressdo da PR1A nas linhagens transformadas e na
linhagem selvagem Foi observado em todas as linhagens uma banda de proteina de massa
molecular de aproximadamente 29 kDa. Esta é a massa molecular equivalente 4 proteina
madura predita da protease PR1A, que segundo ST. LEGER et al., (1992 a) € de 28,6kDa. As
amostras foram analisadas a partir do mesmo volume do sobrenadante, foi observado que a
linhagem transformada t245bprl A expressa menor quantidade de proteinas totais em relagéo
as demais. Apesar disso, por equivaléncia, podemos concluir que as trés linhagens
transformadas apresentaram maior expressdo de proteina de 29 kDa quando comparadas com
a linhagem selvagem. Podemos observar, também, que ocorreu um padrdo diferenciado de
expressdo de diferentes proteinas de massa molecular estimada diferentes, entre as linhagens
testadas, sendo que predominaram diferengas entre as linhagens transformadas e a selvagem.
Essas diferengas podem ser devidas ao processo de transformagéo. Conforme FURLANETO
et al. (1999), observaram secre¢do aumentada da quimoelastase (PR1) em algumas linhagens
que foram transformadas com o plasmideo pBT6 que confere resisténcia a benomil (gene B-
tubulina).

Para analisar a co-transformacdo, se realizou uma PCR com primers especificos para o
plasmideo pAN52.1BamHI. A reagdo foi realizada com os transformantes que foram
selecionados apds as triagens de atividade de protease. As trés linhagens transformadas

t246bprl A, t245bprl A e t01bprl A amplificaram um fragmento de DNA de tamanho esperado
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ue ¢ equivalente ao fragmento inserido no vetor, o gene pr/A, enquanto a linhagem selvagem
ndo apresentou fragmento de amplificagio. A partir da PCR foi realizada hibridizagdo por
Southern, no qual foi utilizado como sonda o fragmento de DNA contendo o gene priA,
amplificado por PCR e purificado de gel de agarose. Foram observadas duas bandas na auto-
radiografia da hibridizagdo, na qual apresentam tamanho de 1,5 Kb, esperado, e de 1,0 Kb. A
banda de tamanho molecular menor apresentou maior intensidade. Ambas estavam presentes
na auto-radiografia do resultado da amplificagdo do controle positivo, a construgdo
pAN52.1BamHIpri A. Existe uma probabilidade muito pequena de que esta banda possa ser
fragmento de quebra da construgio que também foi inserida na célula. Uma probabilidade
maior ¢ a de que seja o resultado de amplificagdo inespecifica. No total, foram analisados
40% dos transformantes obtidos no experimento de biobalistica. Os transformados T246,
T245 e TOI sdo transformantes superexpressando a protease PR1A, representando 12% dos
transformados obtidos pelo método de biobalistica, sendo a mesma eficiéncia obtida por ST.
LEGER ef al. (1995). Os transformados obtidos, que ndo foram analisados, serdo também
submetidos aos mesmos testes realizados com aqueles transformantes.

Para confirmar a inser¢do da transformag¢do com o plasmideo pANS2.1BamHIpriA
serd realizado a técnica de hibridizagdo por Southern com o DNA gen6émico dos
transformantes T246, T245 ¢ TOl comparando-se com a linhagem selvagem Eg¢S;. Além
disso, serdo realizados os bioensaios em laboratério, para analisarmos a diferenca de
mortalidade dos carrapatos infectados pelos transformantes T246, T245 € TO1 em comparagao

com a linhagem selvagem E¢S;.
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5 Conclusoes

1- A freqiiéncia de transformacdo, utilizando a técnica de biobalistica, foi de 351
transformantes por ig de DNA e a efici éncia de co-transformagédo foi de 12%. A estabilidade

mitdtica dos transformantes foi de 30%.

2- A insercdo da construcido pgpd::ORFpriA::termtrpc foi confirmada por PCR
gerando um amplicom de 1,5Kb, utilizando primers especificos para o promotor gpd e 0

terminador trpc.

3- Os transformantes T246, T245 e TO1 apresentam diferenca significativa (Tukey, a
= 0,05) em comparagio a linhagem selvagem E¢S, para a atividade de protease, medida pela

formacdo de halo de degradacdo em meio s6lido com leite.

4-Nos ensaios cinéticos, utilizando substrato peptidico para subtilisinas, os
transformantes analisados (T246, T245 e T01), apresentam diferenca significativa (Tukey, 4 =
0,05) em meio indutor contendo cuticula do carrapato Boophilus microplus € em meio

inibidor contendo glicose, em comparagdo a linhagem selvagem E¢S;.
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