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RESUMO

Vetores de expressao sao ferramentas moleculares Uteis para investigar a fungao
de genes tanto em sistemas procaridticos quanto eucaridticos. O fungo
Metarhizium anisopliae, utilizado no controle biolégico de artropodes, € bem
caracterizado em nivel molecular. Genes candidatos a participar do processo de
infeccao de hospedeiros tem sido isolados utilizando estratégias em que o gene
candidato € predefinido (enzimas hidroliticas, por exemplo) ou estratégias mais
globais como projetos de ESTs e a analise de bibliotecas de subtracdo. A
superexpressao tem sido o método adotado para verificar a participacéo de genes
isolados no processo de infecgao. Esta estratégia tem sido baseada no promoter
heterélogo PgpdA de Aspergillus nidulans. Neste trabalho, o gene que codifica o
fator de alongamento de tradugao tef-1 a de Metarhizium anisopliae foi clonado e
a sua regiao promotora foi localizada e utilizada na constru¢ao de um vetor de
expressdo. Somente uma cépia do gene tef-1a esta presente no genoma de M.
anisopliae e o seu perfil de expressao foi analisado. Uma arvore filogenética foi
construida baseada nos ortégos de tef-1 « e mostrou uma alta correlagdo com o
fungo Cordyceps taii. A regiao de 639 pb a montante do codon de iniciagao (ATG)
foi utilizada com sucesso para a expressao do gene reporter sGFP e do gene bar,
que confere resisténcia ao glifosinato de aménio, em M. anisopliae. Os
transformantes construidos ndao apresentaram alteracdo na sua viruléncia em
bioensaios com carrapatos, em relacdo a linhagem receptora. Além disso,
demonstramos que o0 nivel de expressdao permite a deteccdo Optica da
fluorescéncia de sGFP durante a infeccdo dos carrapatos. Desta forma, o vetor

desenvolvido sera uma ferramenta util para a superexpressao em Metarhizium.
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Abstract

Expression vectors are molecular tools useful to investigate gene function in
prokaryotic and eukaryotic systems. The arthropod pest control fungus,
Metarhizium anisopliae, is well characterized at the molecular level. Genes with
potential participation in the host infection process have been isolated by both
targeting purposeful genes (e.g. hydrolytic enzymes) and global strategies as EST
sequencing and subtraction libraries analysis. The overexpression of isolated
genes is the method currently applied in Metarhizium to assign gene function of
isolated genes. It has being based on vectors using the heterologous promoter
PgpdA from Aspergillus nidulans. In this work, the M. anisopliae translation
elongation factor tef-1« cDNA and genomic sequences were cloned, characterized
and an expression system was constructed based on its promoter region. A single
copy of tef-1 a« gene was found in M. anisopliae and its expression profile was
analyzed. A phylogenetic tree, based on tef-1« orthologs, showed a close relation
with Cordyceps taii. The 639 bp fragment upstream to the start codon (ATG) was
shown to drive the expression of the reporter gene sGFP and the bar gene,
rendering ammonium glufosinate resistant transformants. M. anisopliae carrying
these constructs showed no altered virulence against ticks and the expression of
the sGFP was sufficed for optical detection during tick infection. Therefore, the

vector herein developed will be a useful tool for overexpression in Metarhizium.
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1 Introducao

Diferentes microrganismos tém sido utilizados no controle biolégico de
pragas destacando-se as bactérias como Bacillus thurigiensis e os fungos,
principalmente Metarhizium anisopliae e Beuvaria bassiana (ALVES, 1998).

A utilizacdo de microrganismos no controle biolégico apresenta como
principal desvantagem, em relagao ao controle quimico, o periodo maior de tempo
entre a aplicagdo e a morte da praga alvo (ROBERTS &LEGER, 2004). Como
exemplo, a utilizagdo do fungo Metarhizium anisopliae (“Green Muscle”) para
controle efetivo de gafanhotos varia entre 10 a 20 dias (HAJECK et al., 2001). Isto
tem impedido uma maior expansao comercial da utilizagdo de microrganismos no
controle biolégico (HARRISON & BONNING, 1998; HAJECK et al., 2001).

Esta desvantagem pode ser contornada se os determinantes de
patogenicidade forem caracterizados e o processo de infecgdo for mais bem
conhecido. Assim seria possivel alterar ou selecionar linhagens com um padr&o
de expressao de determinados genes mais adequado para aumentar a velocidade
de morte dos hospedeiros. A literatura nos ultimos dez anos tem mostrado um
numero crescente de publicagdes que isolam e caracterizam genes com potencial
envolvimento no processo de infecgdo de hospedeiros (SILVA et al., 2005, BEYS-
SILVA et al., 2005; BOGO et al., 1998, ST LEGER et al., 1992). Além do trabalho
com a caracterizagdo de genes definidos a priori, as metodologias que avaliam,
de forma mais global, genes envolvidos em determinados processos, como
projetos de ESTs e metodologias de isolamento de genes com expressao
diferencial tem sido aplicadas a Metarhizium (DUTRA et al., 2004, FREMOSIER et
al., 2003), principalmente aqueles potencialmente envolvidos no processo de

penetracdo do hospedeiro.



Entretanto, apds o isolamento e a caracterizagdo destes genes, é
necessario verificar e comprovar a sua participagdo no processo de infecgao.
Para tal, metodologias de superexpressao tém sido utilizadas em Metarhizium (ST
LEGER et al., 1996; SCREEN et al., 2001; FRANCHESCHINI, 2005). Tanto para
esta estratégia quanto para experimentos com outros tipos de abordagem (RNA
anti-senso, por exemplo) necessita-se de vetores de expressdo baseados em
promotores constitutivos. Até o final do presente trabalho ndo encontramos na
literatura nenhuma descricado de promotor de Metarhizium isolado e caracterizado
e passivel de utilizacdo na construcao de vetores de expressao.

Na literatura o promotor utilizado para experimentos de superexpressao em
M. anisopliae, tem sido o promotor do gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(PgpdA) oriundo do fungo Aspergillus nidulans (ST LEGER et al., 1996; SCREEN
et al., 2001; FRANCHESCHINI, 2005). Embora tenha sido usado com sucesso
este promotor heterélogo provavelmente ndo tem grande eficiéncia em
Metarhizium, o que pode ser importante para descobrir a fungdo de genes
isolados, estudar a sua expressao temporal e a localizagdo sub-celular da
proteina. Ainda, promotores homdlogos poderiam ser utilizados em sistemas de
expressdo para a obtencdo de linhagens mais eficazes no controle bioldgico
(ROBERTS & ST LEGER, 2004).

Neste trabalho mostraremos o isolamento e a caracterizagdo do gene que
codifica o fator de alongamento da traducéo (TEF-1a) de Metarhizium anisopliae e
a localizagédo do promotor funcional Ptef-1a. Ainda, a funcionalidade da sequéncia
isolada foi avaliada utilizando dois sistemas repodrter distintos: um baseado na
proteina verde fluorescente de Aequoria vitéria (sGFP), permitindo acompanhar a
expressao da proteina em transformantes de M. anisopliae e durante a infecgéo

do carrapato Boophilus microplus e o outro baseado em uma marca dominante, a



resisténcia a glifosinato de aménia, pela expressao do gene bar de Streptomyces

hygroscopicus.

1.1 O fungo Metarhizium anisopliae

1.1.1 Morfologia, classificagao e importancia.

M. anisopliae € um fungo ascomiceto que foi isolado inicialmente de
insetos mortos (Anisoplia austriaca) na Ucrania em 1879 por METSCHNIKOFF.
M. anisopliae foi o primeiro fungo produzido em larga escala e utilizado no
combate de insetos pragas (controle biolégico) (STEINHAUS, 1975).

A classificacao taxonémica do género Metarhizium em duas espécies foi
introduzida por TULLOCH (1976), a qual aceitou somente as espécies M.
anisopliae e M. flavoviride, sendo as demais espécies classificadas como
variedades. Recentemente, DRIVER et al. (2000), adicionaram uma nova espécie,
Metarhizium album, baseados nas analises filogenéticas do DNA riboss6mico
(5.8S, 28S e ITS) e RAPD-PCR. Este mesmo estudo agrupou 5 variedades em M.
flavoviride (var. Type E, var. novazelandicum, var. pemphigum, var. minus e var.
flavoviride) e 4 grupos em M. anisopliae (var. acridum, var. anisopliae, var. majus
e var. lepidiotum).

O estagio sexual (teleomoérfico ou perfeito) de Metarhizium sp ainda nao foi
obtido em laboratério, o que dificulta muito a sua classificagdo (ROBERTS & ST
LEGER, 2004). LIANG et al., (1991), entretanto, cultivaram um fungo imperfeito
(anamorfico) a partir de Cordyceps taii e o classificaram como Metarhizium taii.
Posteriormente, o fungo Cordyceps brittlebankisoides, também apresentou uma

forma imperfeita sendo caracterizado como M. anisopliae var. majus, embora 0s



esporos sejam menores que os descritos para esta variedade (LIU et al., 2001;
LIU et al., 2002).

O habitat natural do género Metarhizium spp. ainda permanece incerto. O
isolamento de Metarhizium spp. a partir de solos em todo mundo, com excec¢ao da
Antartica, sugere uma distribuicdo mundial (GOETTEL & INGLIS, 1997). Pouco se
conhece, entretanto, se o isolado é originario de um conidio, micélio sobrevivendo
em restos de artropodes ou micélio sobrevivendo em outros substratos (INGLIS et
al., 2001). BIDOCHKA et al. (2001) analisando isolados de M. anisopliae de
diversos hospedeiros e regides concluiram que existe uma maior ligagao genética
entre os isolados do mesmo tipo de ambiente (campo aberto ou floresta) do que
com os hospedeiros dos quais foram isolados. Devido a isto, acredita-se que a
forma saprofitica residente no solo seja mais importante na selegao de
Metarhizium anisopliae do que realmente a fase parasitaria em artropodes.

M. anisopliae tem sido utilizado em diversos paises no combate a insetos
pragas (ALVES, 1998). M. anisopliae infecta mais de 300 espécies de artropodes.
Segundo o mesmo autor, os principais projetos de controle de pragas envolvendo
M. anisopliae no Brasil sdo o controle das cigarrinhas da cana-de-agucar
(Mahanarva posticata e Mahanarva frimbriolata); das cigarrinhas das pastagens
(Deois flavopicta, Zulia entreriana), do cupim das pastagens (Cornitermes
cumulans), do cupim da cana-de-agucar (Heterotermes sp.), da broca da
bananeira (Cosmopolites sordidus) e da broca dos citros (Diploschema
rotundicolle). Sua patogenicidade tem sido ainda demonstrada para alguns
vetores de doengas humanas, como o da doenga de Chagas (Triatoma infestans),
da malaria (Anopheles gambiae) e da filariose (Culex quinquefasciatus) (JUAREZ
et al.,, 2000; SCHOLTE et al., 2003; BLANFORD et al., 2005). Na Tanzania em um

estudo para controle da malaria, M. anisopliae diminuiu a intensidade de



transmissdao em 75%, através de iscas colocadas dentro das casas, surgindo
como alternativa para o controle quimico (SCHOLTE et al., 2005). Recentemente
foi testado em controle de pragas da erva-mate (OLIVEIRA et al., 2004) e no
controle de baratas (QUESADA-MORAGA et al., 2004).

Diversos autores tém relatado a eficacia da utilizacido de M. anisopliae no
controle de acaros, principalmente carrapatos dos géneros Boophilus (FRAZZON
et al., 2000; ONOFRE et al, 2001; DA COSTA et al, 2001; SAMISH &
REHACEK, 1999), Ripicephalus, Amblyoma (KAAYA et al., 1996; SAMISH &
REHACEK, 1999) e Ixodes (BENJAMIN et al., 2002), e sarna dos géneros
Psorptes (SMITH et al., 2000; BROOKS & WALL, 2001) e Varroa (KANGA et al.,

2002; KANGA et al., 2003)

1.1.2 O processo de infecgao

A infeccdo de M. anisopliae € um processo multifatorial, no qual estimulos
fisicos e quimicos provenientes da superficie do hospedeiro induzem uma
interacdo complexa de varios fatores do fungo, incluindo fosforilagado de proteinas,
regulacao de fatores transcricionais e alteragdes fisiologicas. Como resposta, ha
formagado do tubo germinativo e do apressério, uma estrutura especializada que
realiza uma pressao mecanica na cuticula do hospedeiro (St LEGER et al., 1991;
MILNER, 2000).

Durante a penetracdo, diversas enzimas hidroliticas sdo produzidas e
secretadas para degradar e, consequentemente, penetrar a cuticula do
hospedeiro, entre elas lipases, proteases e quitinases (ST LEGER et al., 1986).
As primeiras enzimas comprovadamente secretadas no inicio da penetragao sao
as proteases, que participam da hidrélise da cuticula. E possivel que lipases
precedam as proteases devido a camada de composicdo lipidica que é
depositada na epicuticula dos artrépodes (ST LEGER et al., 1986). Entretanto,

5



muito pouco tem sido relatado em relagao as lipases que comprovadamente sao
secretadas por M. anisopliae (BEYS-SILVA et al., 2005). A degradacédo das
proteinas da cuticula parece ser dependente da interagdo eletrostatica entre
enzimas do fungo e proteinas presentes no hospedeiro (CLARKSON &
CHARNLEY, 1996). A atividade quitinolitica decorre a proteolitica devido a
estrutura fisica da cuticula de artrépodes, pois, as fibras de quitina funcionam
como sitio de ancoramento para proteinas, estando, portanto recobertas por uma
matriz de natureza protéica (BIDOCHKA et al., 1997, SILVA et al., 2005).

Apods atravessar a cuticula, M. anisopliae encontra um ambiente rico em
nutrientes, dissemina-se rapidamente, através da hemolinfa, por todos os tecidos
e produz diversas toxinas, principalmente dextruxinas (A, B e D), que ocasionam
paralisia e consequentemente a morte do hospedeiro (BIDOCHKA et al., 1997,
KERSHAW et al.,, 1999). Quando os nutrientes do hospedeiro morto séo
exauridos, ocorre a esporulacdo do Metarhizium e sua disseminacdo no ambiente
(CLARKSON et al., 1996; ROBERTS & LEGER, 2004).

Recentemente, diversos trabalhos apontam para uma resposta especifica,
ou seja, uma alteragdo de expressdo génica de M. anisopliae conforme o
hospedeiro parasitado. Um exemplo é a diferenca de expressdo de proteases e
proteinas hipotéticas cultivados em diferentes cuticulas de hospedeiros (DUTRA

et al., 2004; FREIMOSER et al. 2005).

1.2 Sistema de expressdao em Metarhizium anisopliae

1.2.1 Vetores de expressao em Metarhizium anisopliae

Apés a rigorosa demonstragcao de transformagao do fungo Neurospora
crassa, no final da década de 70 (HINNEN et al., 1978), diversos sistemas de
expressao tem sido desenvolvido em fungos (FINCHAM, 1989; MICHIELSE et al.,

2005 ).



Os vetores de expressdo em fungos filamentosos sdo geralmente
plasmideos, sendo que a regiao responsavel pela expressao (cassetes) apresenta
trés componentes: regido promotora, regidao codificadora (gene de interesse) e
regido terminadora (BERKA & BARNETT, 1989).

Em Metarhizium anisopliae o primeiro vetor de expressao utilizado foi o
plasmideo pNOM102 (ST LEGER et al, 1995), que contém um marcador
molecular importante para estudos microbioldgicos ambientais. Este plasmideo
apresenta o gene da [-glicuronidase (gusA) de E. coli sob o controle da regido
promotora do gene gliceraldeio-3-fosfato deidrogenase (PgpdA) (PUNT et al.,
1990) e a regido terminadora do gene trpC (TtrpC) (MULLAMEY et al., 1985)
ambos de Aspergillus nidulans .

Transformantes de M. anisopliae super-expressando os genes homoélogos
da protease PR1A e da quitinase (CHIT1) foram obtidos por ST LEGER et
al.(1996) e SCREEN et al., (2001), respectivamente. Os vetores pMAPR-1 e
p324-Chit1, utilizados na transformacdo, também apresentam os mesmos
elementos reguladores (PgpdA e TtrpC), descritos anteriormente.

A transformacado de M. anisopliae var. acridium, com o plasmideo pEGFP
para expressao da proteina verde fluorescente (GFP) de Aequorea victoria foi
descrita por INGLIS et al (2000). Este vetor apresenta como modificagdo a
insercdo de sequéncias teloméricas repetitivas (TTAGGG)g de Fusarium
oxysporum, porém os transformantes apresentaram insergbes em regides
teloméricas e nao teloméricas (INGLIS et al., 2000).

Em um estudo de campo, com M. anisopliae expressando GFP, foi
utilizado para avaliar a capacidade de se estabelecer e permanecer na rizosfera,
a regidao promotora do gene gapdh do fungo Cryphonectria parasitica (HU & ST

LEGER, 2002).



Até o presente momento, no entanto, somente utilizam-se vetores de
expressao com promotores heterélogos em M. anisopliae (ST LEGER et al., 1996;
INGLIS et al., 2000). Sistemas de expressao que utilizam promotores homdlogos
tém demonstrado maior nivel de expressdo quando comparados com O0s
promotores heterélogos, tanto em fungos (HONDEL & PUNT, 1991; MACH et al.,
1994, MACKENZIE et al., 2000) quando em células de mamiferos (KIM et al.,

1990; GOPALKRISHNAM et al., 1999; NISHIMURA et al., 1999).

1.3 Fator de alongamento de cadeia 1

O fator de alongamento da tradugéao 1 alfa (TEF-1a) de eucariotos, também
denominado fator de alongamento eucariético 1 alfa (eEF1A), € um membro
altamente conservado da familia das GTPase, que incluem fatores protéicos
envolvidos no inicio, alongamento e término da traducdo (KEELING et al., 2004;
BALDAUF et al., 1993). O TEF-1a (ativo), associado ao GTP (GTP-TEF), liga-se
ao aminoacil-tRNA (aa-tRNA) e o direciona para o sitio A do ribossomo. O aa-
tRNA é entao liberado com a hidrélise de GTP formando GDP-TEF (inativo). Este
complexo associa-se ao TEF-1R, cuja funcdo €& regenerar GDP a GTP,
possibilitando a entrada em um novo ciclo de alongamento da cadeia peptidica.
Outras fungdes celulares, ndo associadas ao alongamento da traducéo, sao as
interacbes com proteinas do citoesqueleto, calmodulina e com o sistema
proteolitico dependente de ubiquitina (NEGRUTSKII & EL'SKAYA, 1998)

O numero de copias gendmicas do gene que codifica TEF-1a varia em
diferentes organismos. Em humanos, por exemplo, no minimo, 20 cépias séo
descritas, sendo a maioria considerada pseudogenes e somente duas copias séo

aparentemente funcionais (MADSEN et al, 1990), assim como em



Saccharomyces cerevisae (SCHIRMAIER & PHILIPPSEN, 1984), Drosophila
melanogaster (HOVEMANN et al., 1988) e Rattus novergicus (SHIRASAWA et al.,
1992; LEE et al., 1992).

Devido a sua funcdo essencial TEF-1a apresenta-se como uma das
proteinas celulares mais abundantes, sendo considerado como um gene
“housekeeping” com regido promotora forte (NEGRUTSKII & EL'SKAYA, 1998).

Outra caracteristica importante é a conservagao da sequéncia em nivel de
aminoacidos, que tem sido utilizada para analises filogenéticas em diversos
organismos como fungos (GENTILE et al., 2005; MOON et al., 2004; CURRIE et
al., 2003), protozoarios (ROGER et al., 1999) algas (NOZAKI et al., 2003) e
helmintos (OLSON & CAIRA, 1999).

Outra aplicagdo importante € a utilizagdo da regido promotora (Ptef) com
diversas finalidades. Devido a expressdo constitutiva do gene, a sua regido
promotora tem sido fusionada a diversos genes de resisténcia a droga para
selecdo em sistema de transformagdo em fungos. O gene de resisténcia a
neomicina, sob o controle do promotor tef 1a de Absidia glauca, foi utilizado para
transformacado de A. glauca e Parasitella simplex como marca de selegao
(BURMESTER et al., 1992; BURMESTER, 1995). Em Aureobasidium pullulans e
Arxula adeninivorans, a construcdo de diversos cassetes contendo o gene de
resisténcia a higromicina B (HmB') com regides variaveis do promotor tef-1a
homologo apresentou uma alta eficiéncia de transformacado quando comparado
com sistemas contendo promotores heterdlogos (THORNEWELL et al., 1995;
TERENTIEV et al., 2004).

A alta produgao de proteinas, baseado em vetores contendo Ptef homélogo
ou heterdlogo, tem sido alcangada em fungos de importancia industrial, dentre

elas as do género Saccharomyces, Trichoderma, Ashbya, Yarrowia e Aspergillus



(KITAMOTO et al., 1998; MONSCHAU et al., 1998; MUMBERG et al., 1995;
NAKARI-SETALA & PENTILLA, 1995; MULLER et al., 1998).

KITAMOTO et al. (1999) e colaboradores inovaram ao utilizar o promotor
de tef-1a para construir um sistema de superexpresséo e “anti-senso” para o gene
beta xilosidase em Aspergillus oryizae. Neste trabalho, obtiveram-se
transformantes com aumento de 13 vezes na produgdo da proteina
(superexpressao) e diminuicdo de 20% (anti-senso) quando comparado com a
cepa selvagem.

Diversos trabalhos demonstram a utilidade do promoter tef~1 « quando
fusionados a genes repérteres como a proteina verde fluorescente (GFP) e
luciferase (LUC) para analisar diversos fenbmenos morfogenéticos de fungos
(VANDEN WYMELENBERG et al., 1997; SCHILDE et al., 2001; INOUE et al.,
2002; BREFORT et al., 2005)

Em eucariotos superiores, a utilizacdo de Ptfef tem um campo promissor
quando utilizado como vacinas de DNA ou terapias génicas. Um exemplo € a
inducéo de resposta imune em camundongos utilizando vacinas de DNA contendo
genes do virus da hepatite C e adenovirus sob controle de Ptef humano
(NISHIMURA et al., 1999; WALLICH et al., 2001). Outra aplicagdo pratica é a
utilizacado destes vetores na terapia génica (GIL et al., 2001; HABIB et al., 2004,
OH et al., 2004).

Diversos estudos in vitro utilizam o promotor do gene humano associados
a genes reporteres (GFP e CAT) ou a marcas de resisténcia (JAKOBSSON et al.,
2003; ZENG et al., 2003). Comercialmente, em diversos cassetes o promotor do
gene tef-1¢ humano esta sendo utilizado para diversas finalidades devido a sua

expressao constitutiva (http://www.invitrogen.com).
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2 Objetivos

Nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao isolamento, caracterizagéo e
determinacao da fungdo de genes com potencial na participagdo do processo de
penetracdo de Metarhizium anisopliae. Estes genes tem sido isolados buscando
candidatos definidos a priori ou usando estratégias mais globais. Um aspecto
fundamental é a obtencdo de sistemas que permitam testar a funcdo destes
genes candidatos em bioensaios. Para isso temos desenvolvido sistemas de
transformacao, caracterizado genes de vias metabdlicas que possam substituir
marcas de resisténcia a drogas que restringem ensaios a campo e otimizando
protocolos de transformacao para M. anisopliae.

Um aspecto fundamental € o desenvolvimento de vetores de expressao que
permitam utilizar a superexpresséo ou o uso de metodologias de RNA anti-senso,

para descobrir a fungdo dos genes isolados.

2.1 Geral

Construgcao de um sistema de expressao em Metarhizium anisopliae

baseado no promotor homoélogo do gene do fator de alongamento de tradugao 1 a

2.2 Especificos

Clonar o gene tef-1a de Metarhizium anisopliae.

Analisar o perfil de expressdo do gene em diferentes fontes de carbono e
fases de desenvolvimento.

Analisar a funcionalidade, em M. anisopliae, da regidao flanqueadora 5’ do
gene tef-1 o através da proteina reporter sGFP e da marca de selegdo dominante

bar para a resisténcia ao glifosinato de aménio.
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Verificar se ocorrem alteragcbes na patogenicidade de transformantes
contendo as construgdes em bioensaios em carrapatos Boophilus microplus e
verificar se a proteina recombinante pode ser detectada durante o processo de

infecgao.
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3 Materiais e métodos

3.1 Linhagens de Escherichia coli

As linhagens de E.coli utilizadas estao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Linhagens de Escherichia coli e seus respectivos genétipos e
origem.

Linhagem Gendtipo Origem

XL1BLUE recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44

Stratagene
relA1 lac [F" proAB laclqZAM15 Tn10 (Tet")]

Y1090 (ZL) AlacU169, proA*, A lon, hsdR’, hsdM*, araD139,
Life technologies
strA, supF, [trpC22::Tn10]
DH10B F" mcrA A(mmr-hsdRMS-mcrBC)
®80d/acZAM15 AlacX74 endA1 recA1 deoR
A(ara,leu)7697 araD139 galU galK nupG rpsL

Axis6 ind pZIP1 (pZIP1= P1 ori-kan®-cre)

Life technologies

LE392 hsdR514(rK-mK+) supE44 supF58lacY galK2

Promega
galT22 metB1 trp55 mcrA

3.2 Linhagem de M. anisopliae

A linhagem EG6 foi utilizada nos experimentos, originalmente isolada no Espirito

Santo e gentilmente cedida pelo Prof. Jodo Lucio Azevedo (ESALQ).

3.3 Meios de cultivo e manutencao de microrganismos

As linhagens de E. coli foram cultivadas e mantidas, em caldo ou agar Luria
Bertani (LB) (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).
M. anisopliae foi mantido em placas de Petri com meio completo de Cove

(MCc) a 4°C (Apéndice 1). Para a extracdo de DNA e obtenc&o de protoplastos
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foram utilizados MCc liquido e Sabouraud, respectivamente (Apéndice 1).
Esporos obtidos através do cultivo em placas de Petri contendo MCc (COVE,
1966) e incubados a 30°C por 3-7 dias foram suspensos das placas, com o auxilio
de uma alga de platina e 10 mL de uma solugédo de Tween 80 a 0,1% (v/v),
esterilizada em autoclave. A suspensao obtida foi lavada duas vezes, por
centrifugagéo (3000 g por 10 min.), em agua destilada autoclavada e os esporos
foram contados em Camara de Neubauer. As suspensdes de esporos foram

estocadas a 4°C por, no maximo, 15 dias para seu uso em cultivos.

3.4 Extracao de acidos nucléicos

3.4.1 Extracao de DNA de plasmideos

Mini-preparacbes de plasmideos foram conduzidas essencialmente como
descrito por SAMBROOK & RUSSEL (2001). Maxi-preparacdes foram preparadas
por purificagdo em matriz de silica gel conforme instrugdes do fabricante

(CONCERT RAPID PLASMID PURIFICATION SYSTEMS — INVITROGEN).

3.4.2 Extracao de DNA de M. anisopliae

Para extracdo de DNA de M. anisopliae, adicionou-se a 50 mL de meio MCc
5x10’ conidios e incubados a 30°C sob agitagdo moderada (150 rpm) por 48h. O
micélio foi coletado por filtragem a vacuo, secado e macerado em nitrogénio
liquido até a obtengdo de p6. Para cada grama de micélio, adicionaram-se 3 mL
de tampéo de lise (100 mM Tris-HCI pH 7,5; 50 mM EDTA; 2% SDS e 1% B-
mercaptoetanol), 0,6 mL de 5 M NaCl e 0,4 mL de uma solugdo contendo 10%
CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) e 0,7 M NaCl. A suspenséo foi incubada a
65°C por 45 min, seguida de incubacado a 37°C por 15 min, sendo adicionados

entdo 4 mL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1 v/v) e agitados lentamente por
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10 min. Centrifugou-se (12.000 g por 20min.) e o conteudo de acidos nucléicos
presentes na fase superior foi coletada pela adicdo de 2,2 mL de isopropanol e
posterior centrifugacao (12 000 x g, 20min.), lavagem com etanol 70% e secagem.
O sedimento contendo os acidos nucléicos foi suspenso em 1 mL de agua e
incubado a 37°C por 15 min apds a adicdo de RNase na concentracdo de 50
ug/mL. Seguiu-se extragdo com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (50:48:2),
centrifugacédo (12 000 x g, 20min.), e o DNA presente na fase superior foi
precipitado pela adicdo de 0,8 mL de isopropanol e posterior centrifugacédo (12
000 x g, 20min.), lavagem com etanol 70% e secagem. O DNA foi entdo suspenso
em 0,1 mL de TE (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA pH 8) (ZHANG et al., 1996) e

sua integridade foi verificada por eletroforese em gel de agarose.

3.4.3 Extracao de RNA de M. anisopliae

O micélio, coletado por filtragem, foi macerado em nitrogénio liquido e
transferido rapidamente para tubo eppendorf previamente preenchido com 0,75
mL de tampéo de lise (0,6 M NaCl; 10 mM EDTA; 100 mM Tris-HCI pH 8,0; 4%
SDS) e 0,3 mL de fenol tamponado (100 mM Tris-HCI pH 8,0). A mistura foi
levemente agitada por 10 minutos e centrifugada por 10 minutos a 10.000 rpm em
micro-centrifuga. A fase aquosa foi extraida com 0,5 V de fenol tamponado e 0,5
V de cloroférmio, sendo entdo centrifugada em micro-centrifuga (10000 rpm por
10 min.). A fase aquosa foi novamente transferida e foram adicionados 0,75 V de
cloreto de litio (8M), sendo o tubo incubado a 4°C por 18h. Os acidos nucléicos de
simples fita foram separados por centrifugagao (10000 rpom por 10 min.). O
sedimento foi suspenso em 0,3 mL de agua DEPC (dietilpirocarbonato/SIGMA)
estéril, e re-precipitado em presenca de: 0,03 mL de acetato de sddio 3M pH 5,2 e
0,75mL de etanol absoluto. Apés um periodo de 2 horas a — 70°C, os acidos

nucléicos foram coletados por centrifugagdo (10.000 rpm por 10 min.), lavados
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com etanol 70%, seco e suspenso em 0,03 mL de agua DEPC (SOKOLOVSKY et
al., 1990). Contaminagdes de DNA presentes nas preparagdes de RNA total
foram removidas pela incubagdo com DNase livre de RNase (Amersham

Biosciences) segundo SAMBROOK & RUSSEL (2001).

3.5 “Screening” de banco de cDNA

Para o isolamento do gene tef-1 o foi construido um banco de cDNA a partir
de RNA poli(A") de M. anisopliae cultivado em meio MC contendo 1% de cuticula
de B. microplus por 48h a 28°C a 200 rpm. Foi utilizado o kit “Superscript Lambda

System for cDNA Synthesis and A Cloning™”

(Life Technologies) segundo as
especificagdes do fabricante, sendo o banco mantido a 4°C. Como sonda, utilizou-
se um fragmento do gene ortdlogo de tef-1 o de Trichoderma harzianum
(MALCHER, 1996) marcado com o kit ECL™ (Amersham Biosciences). Os clones
positivos foram coletados e eluidos em 500 uL de SM (Apéndice 1) e submetidos
a um “re-screnning”. Os clones isolados foram excisados “in vivo” utilizando-se a

cepa de E. coli DH10B. Os plasmideos foram extraidos por lise alcalina

(SAMBROOK & RUSSEL, 2001) e sequenciados conforme o item 10.

3.6 “Screening” de banco genémico

O “screening” gendmico foi realizado em dois bancos, construidos a partir de
DNA total de M. anisopliae digeridos parcialmente com Sau3A | e fracionados em
gradiente de sacarose, sendo selecionados fragmentos de DNA de
aproximadamente 20Kb (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). Os vetores utilizados
foram EMBL3 ou LambdaGEM-11 (PROMEGA), sendo os fragmentos clonados
segundo o protocolo do fabricante. Para o "screening" dos bancos foram
utilizados entre 1,4 a 2x10* ufp, o que corresponde, no minimo, a 3 vezes o

16



genoma de M. anisopliae (VALADARES-INGLIS & PEBERDY, 1998). A marcagéao
da sonda foi realizada como descrito (item 3.8). Os clones positivos foram
digeridos separadamente com as endonucleases Sall, Sall e EcoRI, Xhol e Xbal,
sendo os fragmentos gerados sub-clonados no vetor pUC18, digerido com as
respectivas enzimas. Os produtos da ligagdo foram transformados em E. coli
XL1BLUE eletrocompetentes e selecionados em placas de LB agar contendo
ampicilina, IPTG e X-Gal. Plasmideos foram preparados (item 3.4.1) e

sequenciados (item 3.10).

3.7 PCR inverso (iPCR)

O protocolo utilizado foi o descrito por Ochman (2001). Inicialmente escolheu-
se a enzima de restricdo que apresenta-se o menor sinal de hibridizagdo com a
sonda de tef-1a, sendo neste caso escolhido a enzima EcoRI. Posteriormente,
2,5ug de DNA de M. anisopliae foram digeridos com a enzima EcoRlI (7,5U) por 3
horas a 37°C. Apds a inativacdo da enzima de restricdo a 65°C por 15 min.,
realizou-se a circularizagao dos fragmentos de DNA através de reagao de ligagao:
2uL de DNA EG6/EcoRI (100ng), 10uL de tampao 10X ligase buffer, 10uL ATP
(10mM), 0,8uL de T4 DNA ligase™ Fermentas (5U/uL ) e 77,2uL de H,O. A
reacado foi incubada a 16°C o.n., sendo, posteriormente, inativada a 65°C por
15min e o DNA foi precipitado em presenga de acetato de sodio (0,2M
concentragédo final) e etanol absoluto (2 volumes). O DNA foi coletado por
centrifugacéo, lavado com etanol 70%, seco ao ar e ressuspenso em 2uL de H»O.

Para a reacdo de iPCR utilizou-se 2uL da ligagdo acima descrita, 5ul de
tampao 10X High Fidelity PCR Buffer, 1,5uL de Mg>SO4 (50mM), 2ulL dNTP’s

(10mM), 2,5 uL de oligonucleotideo TEF1 (Apéndice 2) (20uM), 2,5uL de

17



oligonucleotideo TEF2 (20uM), 0,5 uL Platinum Tag DNA Polymerase High
Fidelity ™ Invitrogen (5U/uL) e 34 uL de H2O. A sequéncia dos oligonucletideos
utilizados TEF1 e TEF2 esta descrita no Apéndice (2) e representam a regiao
genbmica correspondente aos exon 2 e 3 (Figura 7). A reacao foi submetida a
94°C por 5 min, 35 ciclos (94°C por 30sec, 50°C por 30sec e 68°C por 3,5 min) e
68°C por 10min. O produto de amplificagcédo foi analisado em gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etidio e, posteriormente, foi purificado e sequenciado

como descrito no item 3.10.

3.8 Hibridizacao de acidos nucléicos

3.8.1 Hibridizacao de DNA (Southern Blot)

Para hibridizacdo de “Southern blot” foi utilizado o protocolo padrao descrito
por SAMBROOK & RUSSEL (2001), com algumas modificagbes. Inicialmente,
aliquotas de 10ug de DNA genbmico de M. anisopliae digeridos com
endonucleases de restricdo foram fracionados em gel de agarose (0,8%). A
transferéncia do DNA para membranas carregadas positivamente realizou-se a
vacuo (VacuGene XL , Amersham Biosciences). A fixacdo do DNA a membrana
foi realizada em forno por 2 horas a 80°C. A membrana foi hibridizada com sonda
marcada (ECL Direct™ Nucleic Acid Labeling and Detection Systems”, Amersham
Biosciences) por 18h a 40°C, e as lavagens foram realizadas com tampéao
primario com uréia (1 a 2M), conforme instru¢cdes do fabricante. A deteccgédo foi
realizada através da exposicdo da membrana a filmes autoradiograficos X-

OMAT(Kodak).
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3.8.2 Hibridizagao de RNA (Northern Blot)

Para avaliagédo do perfil de expressao do gene tef-1 « foi realizado “Northern
Blot” em diferentes fases do desenvolvimento do fungo e em diferentes meios de
cultivos. No primeiro caso, RNA total de M. anisopliae foi extraido (conforme item
3.4.3) de suspensao de esporos e de micélio cultivado em MCc (12h, 24h, 48h e
72h). No segundo caso, RNA total foi extraido de culturas do fungo em MC (item
3.4.3) acrescido de 1% de cuticula de B. microplus ou 1% de glicose. O RNA
(15ug) foi fracionado em gel desnaturante contendo formaldeido (2,2M), e
transferido por capilaridade para membranas de nylon carregadas positivamente
(Amersham Biosciences), segundo (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). As sondas
foram marcadas e hibridizadas conforme os protocolos dos kits Gene Images™
Random-Prime Labeling and Detection System e CDP-Star detection module™

(Amersham Biosciences). A detecc¢éo foi similar ao descrito no item 3.8.1.

3.9 Vetores, enzimas de restrigcao, enzimas de modifigao,
marcadores de tamanho molecular e solugoées.

O vetor pUC18 foi utilizado em todas as sub-clonagens segundo o protocolo
descrito por Sambrook & Russel (2001). As enzimas de restrigdo utilizadas foram
EcoRI, BamHI, Kpnl, Sall e Xhol (Invitrogem). As enzimas DNA polimerase |
(Klenow) e polinucleotideo quinase (Amershan) foram utilizadas no
preenchimento e fosforilacdo de produtos de PCR. T4 DNA ligase (Fermentas) foi
utiizada para a as reagbes de ligagdo. As enzimas Platinum Taq DNA
Polymerase Hi-Fi e Taq DNA polimerase foram adquiridas da Invitrogen e Cebiot,
respectivamente. Todas as enzimas citadas foram utilizadas conforme o manual

do fabricante, salvo quando mencionado outro protocolo.
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3.10Sequenciamento e analise das sequéncias

Para o sequenciamento utilizou-se o kit Dyenamic ET Dye Terminator cycle
sequencing e o sequenciador MEGABACE1000 (Amersham Bioscences). O
programa PHRED (EWING et al., 1998) foi utilizado para analise de qualidade do
sequenciamento, sendo somente considerado bases com valor superior a 30. Foi
utilizada a infra-estrutura do projeto Genoma PIGS, coordenado pelo Prof.
Arnaldo Zaha.

O programa BLASTn (ALTSCHUL et al., 1990) foi utilizado para a busca de
genes ortdlogos depositadas no GenBank. Para o alinhamento das sequéncias foi
utilizado o programa ClustalX (THOMPSON et al., 1997).

A analise filogenética do gene tef-1a¢ baseou-se na comparagdo dos
aminoacidos 100 a 426, com ortélogos de diversos fungos, através do programa
ClustalX (matrix Blosum) e, posteriormente, a arvore filogenética foi construida

utilizando-se o programa MEGA2 (KUMAR et al., 2001)

3.11 Transformacao de M. anisopliae

A transformacdo de M. anisopliae foi obtida através do protocolo descrito por
(BOGO et al., 1999). Apos a transformacdo os protoplastos foram regenerados
por 18h a 30°C e plaqueados por “pour plate” em meio MC (Apéndice 1) contendo
50ug/mL de glifosinato de aménio. Os possiveis transformantes foram repicados
até quatro geracbes para placas novas com meio seletivo e incubadas até a
esporulacao. A confirmagao dos transformantes foi realizada por “Southern blot”
(tem 3.8.1) utilizando-se como sonda o gene sGFP ou bar marcado (“ECL

Direct™ Nucleic Acid Labeling and Detection Systems” Amersham Biosciences).
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Os transformantes expressando sGFP também foram analisados quanto a sua
fluorescéncia através de microscopia de epifluorescéncia (Carl-Zeiss) com filtros

de absorcao de 450-490nm e 520nm de emissao.

3.12 Bioensaios de transformantes em carrapato Boophilus microplus

Para as analises da patogenicidade da linhagem selvagem e os
transformantes de M. anisopliae foram utilizadas teledginas do carrapato B.
microplus gentilmente cedidas pelo Dr. Jodo Ricardo Martins (Laboratorio de
Parasitologia/IPVDF).

Para cada linhagem (T2, G2, E6 e controle negativo) foram utilizadas trés
repeticbes com 25 teledginas adultas de B. microplus. Em todas as linhagens, o
fungo foi aplicado nos carrapatos por imersdo em suspensdes contendo 107
esporos/mL. Nos controles negativos a suspensao de esporos foi substituida por
agua estéril. Todos os tratamentos foram incubados a 28°C por 10 dias em
camara umida, sendo observados diariamente para determinacdo da mortalidade.
A comparagao de médias de teledginas mortas foi analisada estatisticamente pelo

teste T (P<0,01).
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4 RESULTADOS

Objetivando obter promotores constitutivos mais eficientes de Metarhizium
anisopliae para a construcdo de vetores de expressao, isolamos, identificamos e
demonstramos a funcionalidade do promotor do gene tef7-a. Este gene codifica o
fator de alongamento da tradugéo 1 a e tem sido demonstrado ser eficiente e com
expressao constitutiva (NEGRUTSKII & EL'SKAYA, 1998).

Em um trabalho anterior, desenvolvido em nosso grupo (FAILACE, K. dados
nao publicados), foi utilizada uma sonda originada do ortélogo de Trichoderma
harzianum (MALCHER, 1997) para o isolamento do gene tef1-a a partir de bancos
gendmicos de M. anisopliae. Entretanto, nenhum dos clones analisados
apresentava a regido regulatéria do gene. Assim isolamos e caracterizamos
clones de cDNA do gene teff-a de M. anisopliae e utilizamos esta informagéo
para isolar e caracterizar o gene completo de um novo banco genbémico e
confirmamos a sequéncia por uma clonagem independente utilizando PCR

inverso (iPCR).

4.1 Isolamento e caracterizagdao do cDNA do gene tef1-a de
Metarhizium anisopliae

Visando obter informagbes sobre o gene tefl-a de M. anisopliae que
pudessem auxiliar na clonagem de sua regido promotora isolamos e
caracterizamos clones de cDNA. Os experimentos iniciais de “screening” do
banco de cDNA foram realizados em colaboragdo com Karla Failace.

O “screening” do banco de cDNA de M. anisopliae, construido no vetor

AMZIPLOX (BRL), utilizando como sonda um fragmento de DNA de 750pb do cDNA
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do gene tef-1a de Trichoderma harzianum (MALCHER, 1997), revelou sete clones
positivos. Destes, trés clones foram confirmados em novo “screening” e por
analise do padrao de hibridizagcdo (“Southern”). Esta analise revelou a presenca
de um fragmento de DNA com sinal de hibridizacdo mais forte, de 1,7Kb (Figura
1). Um dos clones (clone 3.3c, Figura 1, canaleta 7) foi completamente
sequenciado e revelou que o gene tef1-a de M. anisopliae apresenta 1.473 pb e
uma sequéncia deduzida de 460 aminoacidos (Figura 2). O alinhamento e a
comparagao da sequéncia de aminoacidos com ortélogos apresentaram alto grau
de similaridade, sendo de no minimo 92% (Figura 3), principalmente quando
comparada com ortélogos de fungos. Os trés dominios conservados para ligagéao
a GTP e tRNA também estdo presentes no gene tef1-a de M. anisopliae (Figura

2).
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Figura 1. Analise dos clones de cDNA de Metarhizium anisopliae. (A)
Eletroforese em gel de agarose; (B) auto-radiografia do “Southern blot”.
Canaletas: (1) fragmento de 750pb do cDNA do gene tef7-a de
Trichoderma harzianum; (2 e 9) marcador de tamanho molecular A
Hindlll; (3) DNA do vetor plox6.1; (4) clone 1.2a, clivado com Sall e
Xbal; (5) clone 2.1b, clivado com Sall e Xbal; (6) clone 2.2c, clivado
com Sall e Xbal; (7) clone 3.3c, clivado com Sall e Xbal; (8) clone 3.5c,
clivado com Sall e Xbal. A sonda foi marcada com o kit ECL
(Amershan).
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cacgcgtccgatccgatctgcgaatttacactttccgtcaggacacactgcaaatctcaataatctaataccttcaaaatgggtaaggac
M G K D4

gacaagactcacatcaacgtggtcgttatcggccacgtcgactccggcaagtctaccaccactggtcacttgatctaccagtgecggtggt
DK THI1I NVV VI GHVDSGK S TTTGHTUL 1Y Q C G G 34

atcgacaagcgtaccattgaaaagttcgagaaggaagccgctgaactcggcaagggttccttcaagtacgcatgggtcttggacaagctc
Il D K R T 1 E KF E K EAAE L K 6 S F K Y A W V L D K L e

aaggccgagcgtgagcgtggtatcaccatcgacattgccctctggaagttcgagactcccaagtactatgtcaccgtcattgacgctecc
K A°ERERG1 TI1 DI ALWIKUFETWPIKY Y V TV I D A P wu

ggtcaccgtgactttatcaagaacatgatcactggtacttcccaggctgactgcgctattctcattatcgctgccggtactggtgagttc
G HRDU FI1T KNWMI1I TGTSQADT CATI LTI 1 AA T E F 124

gaggctggtatctccaaggatggccagacccgtgagcacgctctgctcgcctacaccctgggtgtcaagcagctcattgtcgccatcaac
E A Il S K D G Q T E HA L L A Y T L V K Q L I V A I N i

aagatggacaccaccaagtggtccgaggcccgttaccaggaaatcatcaaggagacttccaacttcatcaagaaggtcggctacaacccc
K Mm DT TKWSEARYQET 1T KETSNUZEFEFI KKV G Y N P is

aagaccgtcgccttcgtccccatctceccggtttccacggtgacaacatgecttcaggcctccaccaactgeccctggtacaagggttgggag
K T v AFV P11 SGFHGUDNMML QA STNT GCUPWY K G W E 24

aaggagaccaaggctggcaagtccaccggcaagaccctcctcgaggccattgacgccattgagccccccaagecgtcccaccgacaagcce
K G K §$S T G K T L L E A1 DAI1 EPPKRPTD K P 2

ctccgtcttcccctccaggatgtttacaagattggeggtattggaactgtecctgtceggecgtatcgagactggtgtectcaageccggt
L R L P L QD VY K 1T G G I

gacaacgttggtttcaacgtgaagaacgtttccgtcaaggaaatccgccgtggtaacgttgctggtgactccaagaacgacccccccatg
R R G N V A CEHVEECEEGEEHDES P VEHN

1002 ggtgccgcecttccttcgatgcccaggtcatcgttctcaaccaccccggecaggtcggtgectggttacgectccecgtcecctcgattgeccacacce

Il DR R TG KAV E S A P K F | K

1362 gccaaggctggcaagaaataagcgatcctcgagctctatagtgtgagctcgtattaggeccagtgagectaga
A K A G K K * 460

Figura 2. Sequéncia do cDNA do gene tef-1a de M. anisopliae. Os numeros, a
direita indicam a posicdo dos aminoacidos e os a esquerda indicam a
posicdo dos nucleotideos. Os aminoacidos destacados em cinza
representam o dominio de ligacdo ao GTP e em preto representam os
dominios de ligagao ao aminoacil-tRNA.
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Figura 3. Comparagcao da seqiiéncia de aminoacidos do gene tef-1a de M. anisopliae com ortélogos de fungos.
Alinhamento realizado com o programa ClustalX ( PAM250). Ponto: residuos idénticos; trago: inser¢ao; I: identidade; S:
similaridade.
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4.2 Isolamento e caracterizacao do gene tef1-a de Metarhizium
anisopliae

Para a clonagem do gene tef-1a (gendmico) construimos e utilizamos um
novo banco de genes. Este banco foi construido utilizando o vetor LambdaGen11
(Promega). Este vetor € um derivado do vetor AEMBL3 e apresenta sitios
simétricos para as enzimas de restricdo Sacl, Xhol e BamHI.

O banco foi construido utilizando fragmentos de DNA genémico de M.
anisopliae cepa E6 entre 15 a 20 Kb. O titulo original do banco era de
6x10° ufp/mL, que representa, aproximadamente, trés vezes o genoma do fungo
estimado em 30 Mb (VALADARES-INGLIS & PEBERDY, 1998). O banco
gendmico foi amplificado para um titulo de 8x10° ufp/mL.

Para o "screening" foram utilizadas 4x10* UFP do banco amplificado e foi
utilizado como sonda o fragmento de DNA de 0,45 kb oriundo de digestdo de um
clone genbmico (em AEMBL3) previamente isolado e caracterizado por
sequenciamento (NAKAZATO et al., 2002). Este fragmento de DNA corresponde
a uma regiao interna do gene teff-a de M. anisopliae cuja posicao esta
representada na Figura 7.

Obtivemos neste "screening", quatro clones que hibridizaram com a sonda.
O mapeamento de sitios para enzimas de restricdo e a analise por “Southern”
demonstrou que todos os clones contém regides idénticas do genoma de M.
anisopliae. Destes, trés clones apresentaram padrao de sinal de hibridizagao
similar e apenas um diferente (Figura 4).

O clone D foi selecionado para a realizagdo de analise de restricao e

hibridizagdo (Figura 4). A subclonagem do inserto do clone D foi realizada
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utilizando-se fragmentos de DNA originados na digestao simples ou dupla com as

enzimas Sall e Xhol.

Figura 4. Padrao de hibridizagao de clones genémicos de tef-1a de M.
anisopliae. Painel (A) Eletroforese em gel de agarose 0,8%. DNA dos
clones A, D, E e J foi digerido com as enzimas de restricdo Sall ou Xhol.
Painel (B) autoradiografia utilizando como sonda um fragmento de cDNA
de 0,45Kb. Canaletas. (P):clone cDNA tef-1a« de M. anisopliae; (M)
marcador de tamanho molecular (A/Hindlll); (1) clone A/Sall; (2) clone
A/Xhol; (3) clone D/Sall; (4) clone D/Xhol; (5) clone E/Sall; (6) clone
E/Xhol; (7) clone J/Sall; (8) clone J/Xhol. A seta tracejada indica bandas
de hibridizacdo similares nos clones A, D e E; e a seta continua indica
sinal de hibridizag&o unico no clone J.
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O sequenciamento dos subclones gerados com fragmentos de DNA
obtidos por clivagem com as enzimas Xhol, Sall e Sall / Xhol, mostrou a auséncia
da regidao promotora nestes clones. Retornamos a hibridizagcdo com o clone
gendmico D digerido com as enzimas EcoRI e Sall e utilizamos como sonda (S1)
a regido 5'nao traduzida (UTR) juntamente com o inicio da regido codificadora do
clone de cDNA digerido com Sall (Figura 5). O fragmento de DNA com sinal de
hibridizagdo mais forte de 0,8 kb (Figura 5) foi subclonado no vetor pUC18
(digerido com Sall e EcoRIl) e, posteriormente, sequenciado (Figura 6). Este
fragmento de DNA de 0,8 kb contem os 15 primeiros aminoacidos do fator de
tradugcdo TEF1-a e apresenta algumas sequéncias regulatérias potenciais,
identificadas por analise in silico (Figura 6), porém sem a presenga de sequéncias

de consenso para TATAbox e CAATbox.

1)

Figura 5.Padrao de hibridizagao do clone D genémico (no vetor
LambdaGem-11). Painel (A): Eletroforese em gel de agarose. Painel (B)
autoradiografia da hibridizagéo utilizando-se como sonda o fragmento de
0,15Kb do gene tef-1a. Canaletas (1): marcador de tamanho molecular
MHindlll; (2) clone D digerido com EcoRI e Sall; (3) marcador Kilobase
(Pharmacia). Os numeros a esquerda representam o tamanho em kb. As
setas indicam o fragmento de DNA que corresponde a regidao promotora
do gene tef-1a.
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1 AGAATGATACGAATCGCATCCTATAGCTTTCCTCACTTGTGCATCACCGT
(-)H2A_conservado_U
(+)GATA-1

(-)PEA3
51 GGCTTTGTCGTTTCCAAGGGCAGCCTTGATGCAAACCTCAACGGCCTCTT
(+)Myb
101 TGCCCCTCCAAGGCTCGCCCGTCATCGTGACCAGGTGAACTGGTAGTAAA
151 GGACTCCTAGGTACATCTGGTACATGACGAAGCACCGGGCCAAGGCCAGG
(+)P2I
201 ACGCTGATTGGCTTGCGCCACCGCACAACATGGCGCTAAAAGGCGAAAAA
(-)H2B-CCAAT

(+)CBF

(+)CDF
251 AAAAATCTTGCGAGTGACTTTGGTGCAGCCCAGAGGGGAGAAAAAAACTT
301 CTGGCCTGTTAGGGCTAGCTGGTCAAAGTGGTCTCCCCTCGTTGCTCTGT
351 TGCCCCGCGCCGCAGCCAGCATCAGTCACTCCACCCCTCCTCCACTCATC
401 TTTTTTAAATCTCCTCCTCCCACCACCTCTTTGCGAATTTTTCTCTCTTT
451 TCGCTCCTCGTCTCGCATACCCGGTTCAAGCATCCGATCTGCGAATTTGT
501 AAGTTGGTCCTCATCAACAATCCTCTTCTTCATCAACATCATTGATGCAG
551 ACGGATGGAAGATATCAGCTGCTGACTCTTTTGACAAGACACTTTCCGTC
601 AGGACACACTGCAAATCTCAATAATCTAATACCTTCAAAINIEGGTAAGGA
651 CGACAAGACTCACATCAACGTGGTCGTTATCGTAAGTCGCCTGCCTTCAT

Figura 6. Seqliéncia da provavel regiao promotora do gene tef-1a de
Metarhizium anisopliae com possiveis sitios de ligagao a fatores de
transcrigao (Signal Scan: http://thr.cit.nih.gov/molbio/signal/). Sombreado
em preto esta representado o cédon inicial da proteina TEF1-a. Os sinais
(+) e (-) representam a fita senso ou anti-senso, respectivamente. As
sequéncias sublinhadas sao os primers PTEFforward e PTEFreverse,
respectivamente.

I intron

‘ BHON
C— 5e3 UTR

Sonda

— "pnmer”

| I Sitios das endonucleases de restigao

Figura 7. Mapa fisico do gene tef-1a de M. anisopliae. S1 e S2 representam as
sondas de 0,1 e 0,45 Kb, respectivamente. Os primers tef1 e tef2 foram
utilizados no iPCR e tef2 e tef3 em RT-PCR. Os sitios das endonucleases
de restricao Sall e Xhol estao representados por S e X, respectivamente.
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Devido a dificuldade de clonar a provavel regido regulatéria 5' do gene tef-
1a de M. anisopliae e para certificar a exatiddo da seqiéncia no genoma,
paralelamente ao “screening” gendmico, realizou-se a clonagem da mesma regiao
do gene utilizando uma estratégia alternativa de PCR inverso (iPCR). Para
determinar a enzima de restricdo a ser utilizada, inicialmente, realizou-se uma
hibridizagdo de DNA gendémico de M anisopliae digerido com as enzimas EcoRl,
Hindlll, Sall e Xbal (Figura 8), utilizando como sonda o fragmento de DNA de
0,45Kb (S2) do clone genémico (Figura 7). Devido ao sinal de hibridizagdo de
aproximadamente 3Kb, obtido na digestdo do DNA genbémico com a enzima
EcoRI, a digestdo com esta enzima foi utilizada para o iPCR. O produto da
amplificagdo do iIPCR foi verificado por eletroforese em gel de agarose,
observando-se uma banda de aproximadamente 2,9kb, a qual foi submetida a
hibridizagao, utilizando-se a sonda de 0,15Kb (S1) (Figura 9). Este fragmento de
DNA foi subclonado em vetor pUC18 e submetido ao sequenciamento com os
oligonucletideos TEF1 e TEF2 (Figura 7), e a sequéncia foi confirmada como
sendo a mesma obtida no clone do “screening” genémico.

O gene tef-1a de M. anisopliae apresenta 2.477pb (acesso Genbank
AY445082), e esta dividido em 4 éxons e 3 introns (Figuras 7 e 10). As
sequéncias consenso para “splicing” estdo presentes nas regides entre éxons e
introns. Neste estudo, considerou-se como regido promotora os 639 pb a
montante do sitio de inicio da tradugdo. Esta regido ndo apresentou elementos
conservados TATA box ou CAAT box identificaveis por analise da sequéncia

(Figura 6).
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Figura 8. Padrao de hibridizagdao do gene tef-1a de M. anisopliae. Painel (A):
Eletroforese em gel de agarose, fracionamento do DNA da cepa E6
(5ug). Painel (B) auto-radiografia da hibridizagdo utilizando fragmento
gendmico 0,45 Kb do gene tef-1a de M. anisopliae marcado pelo kit ECL
(Amershan). Canaletas: (M) marcador de tamanho molecular A/Hindlll; (1)
DNA EG6 digerido com EcoRI; (2) DNA E6 digerido com Hindlll; (3) DNA
E6 digerido com Sall; (4) DNA EG6 digerido com Xbal. Os numeros a
esquerda representam o tamanho em kb.

Figura 9. Amplificagao de fragmento tef-1a de M. anisopliae por iPCR. Painel
(A): Eletroforese em gel de agarose. Painel (B) auto-radiografia da
hibridizagao utilizando como sonda (S1) a regido 5’ terminal do cDNA de
tef-1a de M. anisopliae marcado pelo kit ECL(Amershan). Canaletas: (1)
Controle negativo do iPCR, sem DNA molde; (2) marcador de tamanho
molecular Kilobase (Amershan); (3) produto do iPCR.
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agaatgatacgaatcgcatcctatagctttcctcacttgtgcatcaccgtggectttgtecgtttccaagggcagecttgatgcaaacctcaacggectett
tgcccctccaaggcetcgeccgtcatcgtgaccaggtgaactggtagtaaaggactcctaggtacatctggtacatgacgaagcaccgggccaaggecagg
acgctgattggcttgcgccaccgcacaacatggcgctaaaaggcgaaaaaaaaaatcttgcgagtgactttggtgcagcccagaggggagaaaaaaactt
ctggcctgttagggctagectggtcaaagtggtctcccctegttgctetgttgcccecgegecgecagecagecatcagtcactcecaccectectecactecatce
ttttttaaatctcctcctcccaccacctetttgcgaatttttctetettttecgetectegtectegecatacececggttcaagcateccgatectgegaatttgt
aagttggtcctcatcaacaatcctcttcttcatcaacatcattgatgcagacggatggaagatatcagctgctgactcttttgacaagacactttccgtce
aggacacactgcaaatctcaataatctaataccttcaaaATGGGTAAGGACGACAAGACTCACATCAACGTGGTCGTTATCgtaagtcgcctgccttcat
M G K DDKTH I NV V VI
ttcgaactttgtagaagctgttatactgacttgcttgtcgtaggggtatgtttcggagectacacttttcgecgtctecgagtttgtgataacctgactgg
cctcacagGGCCACGTCGACTCCGGCAAGTCTACCACCACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGTACCATTGAGAAGTTCGAGAA

G HV DS G K S TTTGHUL 1T Y QCGOG 1 D K RT 1 E K F E K
Ggtaagccaaccactccgattaatgatctgctattgtttggcgatgaacattattgggtttcccgetgectgtcggecattaccecctcactgtgacacga

aaattttcgcggggccttatcttggactttggtggggcaccataccccgeccagectgtcgagggtgtcecctgtgtctctetggectgttgaaaccacaatat
tgtcgttgctttcagaggaaaaaacagaaactaacttggatcgctgtatagGAAGCCGCTGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCATGGGTTCTTG
E A A EL G K G S F K Y AWV L
ACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGgtatgtcgac
D K L KAERERSGI TI1 DI A LWIKTFETUPIKY Y VTV
tgcgcaaacgacgcatacttttctcccaaatgaatgctaatgcccctcccacagACGCTCCCGGTCACCGTGACTTTATCAAGAACATGATCACTGGTAC
DAPGHI RDUE FILI KNMI TG T
TTCCCAGGCTGACTGCGCTATTCTCATTATCGCTGCCGGTACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAAGGATGGCCAGACCCGTGAGCACGCTCTGCTC
S Q ADCAI1l L1 1 AAGTGETFEAGI S KDGQTIREWHATWLL
GCCTACACCCTGGGTGTCAAGCAGCTCATTGTCGCCATCAACAAGATGGACACCACCAAGTGGTCCGAGGCCCGTTACCAGGAAATCATCAAGGAGACTT
A Y T L GV K QL I VA I NKXKMDTTIKWSEARYQE 1 I K E T
CCAACTTCATCAAGAAGGTCGGCTACAACCCCAAGACCGTCGCCTTCGTCCCCATCTCCGGTTTCCACGGTGACAACATGCTTCAGGCCTCCACCAACTG
S NF 1 K KV 6GYNPKTVAFVP1 S GFHGDNWMLOQASTNSC
CCCCTGGTACAAGGGTTGGGAGAAGGAGACCAAGGCTGGCAAGTCCACCGGCAAGACCCTCCTCGAGGCCATTGACGCCATTGAGCCCCCCAAGCGTCCC
P WY K GWEKETKAG K S TG K TULLEAT1T1TDAILIEPP KR P
ACCGACAAGCCCCTCCGTCTTCCCCTCCAGGATGTTTACAAGATTGGCGGTATTGGAACTGTCCCTGTCGGCCGTATCGAGACTGGTGTCCTCAAGCCCG
T bKPLRULWPLQDVYy K 1 G661 6TV PV GR 1T ETGV L K P
GTATGGTCGTTACCTTTGCTCCCTCCAACGTCACCACTGAAGTCAAGTCCGTGGAAATGCACCACGAGCAGCTTACCGAGGGTGTCCCCGGTGACAACGT
G MV VTFAPSNVTTEV K SV EMHHEIZ QLTETGVP G DNV
TGGTTTCAACGTGAAGAACGTTTCCGTCAAGGAAATCCGCCGTGGTAACGTTGCTGGTGACTCCAAGAACGACCCCCCCATGGGTGCCGCTTCCTTCGAT
G F NV KNWVSV KETIRRGNVAGDSKNUDUPPMGAASFD
GCCCAGGTCATCGTTCTCAACCACCCCGGCCAGGTCGGTGCTGGTTACGCTCCCGTCCTCGATTGCCACACCGCCCACATTGCCTGCAAGTTCTCTGAGA
A QV I VL NHUPGQV GAGY APV LDT CHTAHTIATCIKF S E
TCAAGGAGAAGATTGACCGACGTACCGGTAAGGCTGTTGAGTCTGCCCCCAAGTTCATCAAGTCCGGTGACTCTGCCATCGTCAAGATGGTTCCCTCCAA
l K E K 1 DRRTS GKA AV ESAPIK F 1T K S GD S AI VX MV P S K
GCCTATGTGCGTTGAGGCTTTCACCGACTACCCTCCCCTGGGTCGTTTCGCCGTCCGTGACATGCGTCAGACCGTCGCTGTCGGTGTCATCAAGTCCGTC
P M CVEAFTDYP®PLGRFAVIRIDMRAOQTVAV GV I K SV
GAGAAGGCTGCTGCTGGTTCCGGCAAGGTCACCAAGTCTGCTGCCAAGGCTGGCAAGAAATAAGCGATCCTCGAGCT
E K AA A G S G KV T K S A A K AG K K *

100
200
300
400
500
600
700

14
800
900

55
1000

1100
1200
71
1300
91
1400
107
1500
140
1600

1700
207
1800
240
1900
273
2000
307
2100
340
2200
373
2300
407
2400
440
2477
460

Figura 10. Gene tef-1a de M. anisopliae. As letras minusculas representam
regides nao codificadoras ou introns. As letras maiusculas representam
sequéncias codificadoras (éxons). As letras maiusculas em negritos
representam residuos de aminoacido. (Genbank AY445082)
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4.3 Analise filogenética de genes orthologos a tef1-a

O gene tef-1a tem sido utilizado em diversos organismos como modelo
para analises filogenéticas, em conjunto com genes ribossomais 5.8S, 28S e
sequéncias transcritas internas para genes ribossomais (ITS1 e ITS2) (DRIVER et
al., 2000). O fungo Metarhizium anisopliae, entretanto, apresenta dificuldades na
classificagado taxonomia devido a auséncia da sua forma sexuada (ROBERTS &
ST LEGER, 2004). O fungo Cordyceps brittlebankisoides apresentou uma forma
teleomorfica identificada como Metarhizium anisopliae var. majus, entretanto o
tamanho dos esporos s&o menores do que os descritos para esta variedade (Liu
et al., 2000). A utilizagdo do gene tef-1a¢ para a montagem de uma arvore
filogenética baseada na sequéncia de aminoacidos indicaria a possivel relagao
com outras especies de fungos.

A arvore filogenética agrupa M. anisopliae E6 no mesmo ramo que
M.anisopliae ARSEF e Cordyceps taii. Uma ramificagcdo anterior indica o
agrupamento de M. anisopliae E6 com fungos da familia Clavicipitaceae,

principalmente os géneros Epicloe sp e Claviceps sp (Figura 11).
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g —— Claviceps purpusra (AAOQZ27R83)
_ 2 — Epichioe typhina (AAOZTBOZ)
Cordyceps gunif (AAST3I265)
8 Cordyceps ophiogiossoides (AASTIZET)
Cordyceps capitalta [AASTIZE4)
Metarhizium anisopiiae EG (AAR184335)
o —— Metarhizium anisopliae ARSEF (AAO27889)
" Cordyceps talil (AAC27890D)
Podospora anserina {CAAS2806)
— Neaurospors crassd (XP_3291923)
n Sordaria macrospora (CAAB5435)
N Alsllomyces capsuilalus (AAB17119)
a — Cocolidioidosg imumiis (ANKE4E50)
— Aspergliius oryzae (BAATE2946)
al— Aspergiiius nidulans (XP_408355)
Yamrowia lipolytica (AACOB585)
% Candida alblcane (EAKDBEO3)
i — Eremothecium gossypil (AASS1550)
¥'— saccharomyces cerevisiae (AAB68129)
Acronicta sp (AAC47603)

Figura 11. Andlise filogenética de genes ortélogos a teff-a. Os residuos de
aminoacidos foram alinhados pelo programa ClustalX. O programa
MEGAZ2 foi utilizado e a arvore filogenética foi baseada no método NJ
(corregao de Poisson) com 10.000 “bootstraps”. Os numeros de acesso
ao GenBank estdo entre parénteses. As duas linhagens de M.
anisopliae apresentam-se sublinhadas.
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4.4 Andlise da expressao do gene tef-1a de Metarhizium
anisopliae.

A utilizagdo de promotores de genes, que apresentam expressao
constitutiva, € um passo essencial na construcéo de vetores de expressao. Para
avaliar a regulacdo em nivel de transcricdo do promotor do gene tef-1 « de M.
anisopliae em relagdo ao seu estagio de desenvolvimento e fontes de carbono e
nitrogénio, realizamos experimentos de “Northern blot”.

RNAs extraidos de micélio cultivado em meio MM (Apéndice 1) acrescido
de 1% de glicose ou de 1% de cuticula de carrapato foram hibridizados com o
fragmento de 0,4 Kb do gene tef-1 a de M. anisopliae como sonda. A Figura 12
mostra que o0 gene esta expresso nas duas condigdes. Este fato também foi
observado quando se analisou a expressao em conidios e micélio cultivado por
12h, 24h, 36h e 48h (Figura 12), indicando um nivel de expressao constitutivo em

todos os tempos.

A B

GLlI 24h 36h 48h

mm:m

Figura 12. Andlise da expressao do gene tef-1ax de M. anisopliae Painel (A)
“Northern blot” utilizando RNA total de micélio cultivado por 24h em
meio MM acrescido de glicose (GLI) ou cuticula (CUT). . Painel (B)
“‘Northern blot” utilizando diferentes estagios de desenvolvimento do
fungo. (l): auto-radiografia utilizando-se como sonda nao radioativa um
fragmento de 0,4 kb do gene tef-1«; (ll): gel de agarose corado com
brometo de etidio.
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4.5 Construcao de um vetor de expressao para M. anisopliae

Para avaliar a eficiéncia do promotor tef-1a de M. anisopliae foram
construidos os vetores pTEFGFP e pGFP (Figura 13). Os plasmideos foram
construidos com base no vetor pUC18 e utilizando-se a regido promotora do gene
tef-1 a de M. anisopliae, exceto no plasmideo pGFP (controle negativo), e a
regido terminadora do gene trpC de Aspergillus nidulans (FERNANDEZ-ABALOS
et al., 1998). A regido de 0,65kb que contem o promotor do gene tef-1a foi
amplificada através de PCR com primers especificos, contendo sitios, na porgéao
5’ terminal, para as enzimas EcoRI e Kpnl (Apéndice 2). O gene gfp mutante
(sGFP2) de Aequoria vitéria foi obtida através da amplificacdo do plasmideo
pANsGFP2 (FERNANDEZ-ABALOS et al., 1998), utilizando primers com sitios, na
porcao 5’ terminal, para as enzimas Kpnl e BamHI (Apéndice 2).

Inicialmente, os protoplastos foram co-transformados com o plasmideo
pBT6, que confere resisténcia a droga benomil (ORBACH et al, 1986), como
marca de selecao para os transformantes de pTEFGFP ou pGFP. Os possiveis

Ry i o ] ~
transformantes (ben’’) indicaram apenas a presenga do plasmideo de selegao

pBT6 e sem fluorescéncia.

Posteriormente, como alternativa utilizou-se a marca de selegcdo do gene
bar, presente no plasmideo pANBAR (STAATS, 2004), o qual foi inserido nos
plasmideos pTEFGFP e pGFP utilizando-se o sitio da enzima Pstl e confirmados
através de sequenciamento.

Esta marca se mostrou mais eficiente e de facil analise dos transformantes,
conforme descrito por STAATS (2004). Os transformantes foram obtidos através
da metodologia de protoplastos tratados com PEG/CaCl, (BOGO et al., 1996) e
foram repicados em meio seletivo com glifosinato de amdnio por 4 geragdes, no
minimo, para selecionar transformantes estaveis. Em paralelo, para testar a
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estabilidade fenotipica, os transformantes foram repicados duas vezes em meio
sem a marca de selecdo e, posteriormente, em meio contendo glifosinato de
amoénio.

A confirmagdo molecular dos transformantes foi realizada em 4
tranformantes de pTEFGFP (T4, T2, T3 e T4) por “Southern blot” (item 3.8.1)
utilizando-se como sonda somente a sequéncia do gene sGFP2 de 0,7 Kb (“ECL
Direct™ Nucleic Acid Labeling and Detection Systems” (Amersham Biosciences)
(Figura 13). O padrao de hibridizagao indica a presenca de insergdes simples (T4,
T3 e T4) ou multiplas (T2) e possivelmente em diferentes regides do genoma
devido a sinais de hibridizagéo de diferentes tamanhos moleculares (Figura 14).

Todos os transformantes contendo o vetor pTEFGFP apresentaram-se
fluorescentes quando analisados em microscopia de epifluorescéncia,
demonstrando que a sequéncia PtefMa funciona como promotor. Os
transformantes obtidos com o vetor controle pGFP n&o apresentaram
fluorescéncia.

A fluorescéncia em todos os transformantes de pTEFGFP foi observada em
diversas fases do desenvolvimento desde esporos, tubos germinativos e micélio
(Figura 15). Este resultado sugere que o promotor, como esperado, & constitutivo,
e funcional e produz uma quantidade detectavel de GFP independente da fase
desenvolvimento. A fluorescéncia manteve-se apds dois repiques em meio nao

seletivo, indicando que a insergédo gendmica € estavel.
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Construgao Fendtipo

TtrpC PIEFCTF  GFP (+)

——— P T\ TtroC I_ pGFe

GFP (-)

w ]/ ﬁmﬂ_ PIEFBAR  BAR (+)

— Pgpd > bar > ﬁmﬂ_ PANEAR  BAR (+)

ﬁ > Th'pﬁh PDAR BAR (-)

Figura 13. Vetores utilizados para testar a funcionalidade do promotor
PtefMa. Os sitios das enzimas de restricdo estdo representados por
letras. E: Eco RI; K: Kpnl; B: BamHI; P: Pstl; H: Hindlll; N: Ncol. PtefMa:
provavel regidao promotora do gene tef-1a de M. anisopliae; PgpdA:
regidao promotora do gene gpdhA de A. nidulans; sGFP: gene da
proteina verde fluorescente de A. victoria; bar. gene de resisténcia a
glifosinato de amoénio de S. hygroscopicus; Ttrpc: regidao terminadora do
gene trpC de A. nidulans. (+) e (-)
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Figura 14. Analise dos transformantes de Metarhizium anisopliae com o
plasmideo pTEFGFP. (A): fracionamento do DNA digerido com EcoRI
em gel de agarose 0,8%. (B) auto-radiografia utilizando-se como sonda
um fragmento de 0,7Kb do gene gfp com marcagdo nao radioativa
através do kit Gene Images. (M): marcador tamanho molecular
MHindlll; (1) sonda; (2): M. anisopliae E6; transformantes (3): T1; (4):
T2; (5): T3; (6): T4.

Figura 15. Andlise dos transformantes de Metarhizium anisopliae
expressando GFP. O fungo foi cultivado por 12h em meio MCc. Painel
A:visualizagdo em microscopio de epifluorescéncia em campo claro;
Painel B: visualizagdo do mesmo campo (A) com luz fluorescente com
filtros de absorg¢ao (450-490nm) e emissao (520nm). Aumento de 1000
vezes, micrografias com filme kodak iso 400, 4s.
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A eficiencia de transformagdao também foi avaliada em relagcdo a
resisténcia ao glifosinato de amoénio. Para isto transformou-se protoplastos com
os plasmideos pTEFBAR, pANBAR e pBAR (controle negativo), conforme Tabela
2. Embora o numero de transformantes obtidos com o plasmideo pTEFBAR foi
igual ou superior ao obtido com o plasmideo pANBAR, ocorreu um grande
variagao entre as repeticbes indicando uma maior influencia da técnica de

transformacgao do que influencia do plasmideo.

Tabela 2. Comparacao do promotor de Ptef de Metarhizium anisopliae e
PgpdA de Aspergillus nidulans na eficiéncia de transformacgao.
Selecao por expressao do gene bar.

N° de transformantes/plasmideo (50ug)

Plamideo Repeticao 1 Repeticao 2
pTEFBAR 8 1
pABNBAR 1 1
pBAR 0 0

4.6 Bioensaio dos transformantes

Com o objetivo de avaliar alteragao na patogenicidade dos transformantes
que apresentam vetores contendo o promotor tef-1a de M. anisopliae foram
realizados bioensaios em Boophilus microplus.

Suspensbes de esporos dos transformantes T1 (com uma copia de
pTEFGFP integrada no genoma) e G2 (com uma cépia do pGFP no genoma),
foram avaliados quanto a patogenicidade para o carrapato B. microplus. Como
controle positivo utilizou-se M. anisopliae linhagem E6 e agua destilada estéril
como controle negativo (sem inoculo).

Os dados dos bioensaios estdo sumarizados na Figura 16. Nao se

observou diferenga significativa em relagdo ao numero de mortes de teledginas
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entre os transformantes e a cepa selvagem. Somente ocorreram diferengas
significativas no numero de mortes de teledginas entre o controle negativo (sem
inoculo) e os tratamentos com esporos da linhagem selvagem (E6) ou dos
transformantes (T1 e G2). O transformante T1, que expressa GFP sob controle
do promotor PtefMa, apresentou intensa fluorescéncia, em teledginas infectadas,

em todas fases de desenvolvimento do fungo (Figura 17).
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T G2 Selvagem Sem inéculo

M. anisopliae

Figura 16. Bioensaios em Boophilus microplus comparando a
patogenicidade dos transformantes (T1 e G2) e a cepa selvagem
durante 10 dias. O bioensaio foi realizado em triplicata (R1, R2 e R3)
com 25 teledginas em cada grupo. As linhagens com letras idénticas
nao apresentaram diferencga significativa (P<0,01).
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] Microscopia o Microscopia
Carrapato infectado optica de fluorescéncia

(2X) (40X) (40X)

Figura 17.Expressdo de GFP sob controle do promotor PtefMa
(transformante T1) durante a infec¢ao do carrapato Boophilus
microplus. A: Visao macroscopica de B. microplus infectado pelo
transformante T1; B: microscopia O6ptica, campo claro; C: mesmo
campo de B sob fluorescéncia (excitagdo 450/490nm e emissao
510nm); O: ovos de B. microplus; H: hifas de M. anisopliae.
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5 Discussao

O desenvolvimento e a aplicagado de metodologias de isolamento de genes,
em especial aquelas com capacidade de isolar genes com expresséao diferencial e
os projetos de sequenciamento de ESTs, tem disponibilizado um numero
crescente de genes com potencial envolvimento nos mecanismos moleculares de
diferentes processos biologicos (FREIMOSER et al., 2003; DUTRA et al., 2004;
FREIMOSER et al., 2005). Embora esses genes, normalmente, tenham a sua
expressao caracterizada pela analise dos transcritos, por “Northern”, RT-PCR ou
“Northern” virtual, a prova efetiva da sua fungao requer a interferéncia direta com
a sua expressao in vivo e analise do fendtipo alterado (HU et al., 2002; FANG et

al., 2005).

Basicamente os enfoques aplicados na descoberta / comprovacdo da
funcdo de genes isolados, tém sido a superexpresséo (ST LEGER et al., 1996;
HU et al., 2002; FANG et al., 2005), a inativagdo do gene por interrupgao da sua
sequéncia (ARONSON et al., 1994; MORALEJO et al.,, 2002) a introdugdo de
copias anti-senso (MORALEJO et al., 2002; DE BACKER et al., 2002) ou, mais
recentemente, a utilizacdo de RNA de interferéncia (RNAi) (AGRAWAL et al.,
2003; SOMMER et al., 2003; KADOTANI et al., 2003; GOLDONI et al., 2004).
Essas metodologias tem sido aplicadas também a fungos filamentosos
(KADOTANI et al., 2003). Algumas limitacdes como a baixa eficiéncia de
transformacado, o silenciamento de copias génicas (COGONI et al., 1996), a
complexidade dos mecanismos, pouco conhecidos, de recombinacido e a
limitagdo de marcas de sele¢do para experimentos de bloqueio da fungéo génica,
tem dificultado os avangos com estes organismos (MULLINS & KANG et al.,

2001). Alem disso, em linhagens hapldides, no caso do bloqueio do gene em
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estudo ser letal, o bloqueio de funcdo ndo pode ser aplicado. Mais recentemente,
metodologias de RNAIi tem sido desenvolvidas para fungos filamentosos mas a
sua aplicagdo ainda se restringe aos modelos de estudo mais utilizados,
Neurospora, Saccharomyces e Magnaporthe (CHICAS et al, 2004,
NAKAYASHIKI et al., 2005; CHEN et al., 2005 ). Assim, a estratégia ainda com
aplicacdo mais ampla é a superexpressdo do gene em estudo e a analise do
fenodtipo alterado.

O Reino dos fungos compreende alguns dos organismos mais ubiquos e
com a maior plasticidade bioquimica na natureza. Disso decorre, e comprova, o
seu amplo uso em processos biotecnolégicos (BENNETT, 1998; MORENO et al.,
2004). Assim, uma variedade de antibidticos, drogas anti-neoplasicas, enzimas,
vitaminas, aminoacidos entre outros sado produzidos por fungos em escala
industrial (BENNETT, 1998; PUNT et al.,, 2002; MACAULEY-PATRICK et al.,
2005). Raramente, estas caracteristicas desejaveis sdo encontradas em todos os
géneros ou espécies, mas sim, normalmente, em alguns isolados particulares.
Como resultado, uma analise na literatura mostra a grande variedade de géneros
e espécies de fungos filamentosos que sdo atualmente foco de estudo. Essa
diversidade faz com que muitas vezes as metodologias empregadas na analise
molecular de processos biolégicos tenham que ser adaptadas para o organismo
especifico com que se trabalha (MICHIELSE et al., 2005; KHANG et al., 2005).

Esta linha de raciocinio € bastante enfatizada quando tratamos das
metodologias acima mencionadas na elucidacdo da fungdo génica. A
superexpressao tem sido a metodologia mais empregada para este fim em fungos
filamentosos (ST LEGER et al., 1996; SCREEN et al., 2001; FANG et al, 2005).
Interessante que, contrariamente ao grande numero de genes candidatos a

determinadas fungbes em processos relevantes, um numero bastante limitado de
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sistemas de expressao, e em especial de promotores, de fungos filamentosos tem
sido descritos (DUTRA et al, 2004; FREIMOSER et al., 2003; FREIMOSER et al.,
2005; ST LEGER et al., 1996; SCREEN et al., 2001).

Em Metarhizium, embora varios genes ja tenham sido testados, todos
utilizaram sistemas heterdlogos de expressao (ST LEGER et 1996; SCREEN et
al., 2001). O sistema mais empregado é baseado no promotor "constitutivo"
PgdpA e seu associado o terminador TtrpC, ambos oriundos de Aspergillus
nidulans (ST LEGER et 1996; SCREEN et al., 2001; STAATS, 2004;
FRANCHESCHINI; 2005). Embora nenhum estudo comparativo detalhado tenha
sido realizado, a partir do conhecimento das muitas diferengas que existem entre
os diferentes géneros de fungos filamentosos, € possivel prever que a expressao
a partir de um promotor heterdlogo n&o atinja a eficiéncia necessaria para que
sejam verificados os efeitos da expressao. Além disso, embora o promotor PgpdA
seja, em geral, referido como de expressdo constitutiva, alguns estudos tem
mostrado que este ndo € o caso (BARBOSA et al., 2004; WOLFF & ARNAU,
2002, WATERHAM et al., 1997). Esta "regulacao” pode ocorrer em determinado
fungo ou em determinada condigdo e, portanto, interferir com o resultado
desejado (PUYESKY et al., 1997).

Este racional leva ao nosso objetivo de isolar e caracterizar promotores de
Metarhizium que poderiam ser mais adequados para as analises de funcéo
génica.

Para testar a funcionalidade do PtefMa aqui isolado utilizamos dois tipos de
gene repoérter: (i) o gene bar, que confere resisténcia a glifosinato de amdnio e (ii)
a proteina fluorescente sGFP. Utilizamos dois genes reporter para ampliar a
margem de seguranca de que o promotor seria funcional a ponto de poder

conferir uma vantagem seletiva para os transformantes onde fosse introduzido e a

45



expressao de uma proteina facilmente detectavel demonstrando a utilidade deste
promotor para testar genes de Metarhizium em condi¢des reais de infecgao de
hospedeiros.

A estrutura e o numero de cépias do gene tef-1a de M. anisopliae, quando
comparado aos ortdlogos, apresenta muita variagdo. O numero de cdpias
genbmicas de tef-1«a apresenta grandes variagbes assim como 0 numero e a
organizagao dos introns.

A presenga de copia unica foi descrita em Ashbya gossypii (STEINER &
PHILIPPSEN, 1994), Trichoderma reesei (NAKARI et al., 1993), Neurospora
crassa (ICHI-ISHI & INOUE, 1995), Histoplasma capsulatum (SHEARER, 1995),
Arxula adeninivorans (ROSEL & KUNZE, 1995), Cryptococcus neoformans
(THORNEWELL et al., 1997), Aureobasidium pullulans (THORNEWELL et al.,
1995) e Podospora anserina (SILAR & PICARD, 1994).

Duas ou mais coépias foram descritas em Saccharomyces cerevisae
(SCHIRMAIER & PHILIPPSEN, 1984), Schizosaccharomyces pombe (MITA et al.,
1997), Mucor racemosus (SUNDSTROM et al.,, 1987), Candida albicans
(SUNDSTROM et al., 1990), Puccinia graminis (SCHILLBERG et al., 1995) e
Absidia glauca (BURMESTER, 1995), indicando possivelmente a presenca de
copias extra em leveduras. Em seres humanos e ratos foram descritas de 15 a 20
cdpias, entretanto a maioria € caracterizada como pseudogene, sendo somente
duas copias funcionais (UETSUKI el al., 1989; BISCHOFF et al., 2000).

Em M. anisopliae a presenga de somente uma copia do gene tef-71« indica
que a funcdo génica exercida € essencial, pois em organismos onde somente
uma copia esta presente, a sua inativacdo resulta em fendtipos letais como
descrito em Podospora anserina (SILAR et al., 2000). A possivel presenca de um

sistema de inativagdo génica para sequéncias duplicadas como descrito em
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Neurospora crassa (SELKER et al., 1987), impediria a duplicagdo génica em
alguns organismos (GALAGAN & SELKER, 2004). Este mecanismo poderia
regular a presencga de duplicagdes em M. anisopliae no caso do gene tef-1a. Em
eucariotos superiores, onde ocorrem diversas coOpias, estas podem ser
importantes no desenvolvimento tecido especifico (muscular e nervoso) como no
caso do homem (CHAMBERS et al., 1998). Em Xenopus laevis em cada fase do
desenvolvimento uma das copias genémicas € ativada (LORENI et al., 1993).

O numero e a localizagdo dos introns do gene tef-1a também & muito
variavel em fungos. Em M. anisopliae encontramos trés introns no tergo proximal
da regido codificadora, sendo esta organizagdo muito similar aquela de
Neurospora crassa (ICHI-ISHI, 1995). Em outros fungos observa-se desde a
auséncia de introns como em Saccharomyces cerevisae, Candida albicans e
Ashybia gossypii (NAGATA et al., 1984; SCHIRMAIER & PHILIPPSEN, 1984;
SUNDSTROM et al., 1990) até a presenga de um maximo de nove introns em
Puccinia graminis (SCHILLBERG et al., 1995).

A regiao promotora do gene tef-1 o de M. anisopliae ndao apresenta os
elementos candénicos TATA e CAAT. Aparentemente isso ndo tem um significado
muito importante, pois também no gene irpC, cuja fungdo € essencial para a
sintese do aminoacido triptofano, esses elementos ndo foram encontrados em M.
anisopliae (STAATS et al., 2004) nem em Aspergillus nidulans (MULLANEY et al.,
1985). Entretanto alguns genes regulados metabolicamente por fontes de carbono
ou nitrogénio como os genes pr1a (protease) e chit1 (quitinase), apresentam
estas sequéncias candnicas na regiao promotora (ST LEGER et al., 1992; BOGO
et al., 1998). Isto indica que a regiao promotora do gene tef-1a de M. anisopliae
possa apresentar um sistema de elementos regulatérios diferente daqueles genes

que apresentam regulagcao metabdlica.
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Em estudos comparativos da regido promotora de grupos génicos em
diversos fungos, a conservagao dos sitios de ligagdo a fatores de transcricdo
apresenta uma alta correlagdo somente quando o0s organismos Ssao
filogeneticamente proximos (GASCH et al., 2004). Portanto, possivelmente nao se
observam regides conservadas para fatores de transcricdo como em S. cerevisae
e N. crassa (Ichi-Ishi et al., 1996).

A sequéncia deduzida de 460 residuos de aminoacidos derivados do gene
tef-1a de M. anisopliae € muito conservada (identidade minima de 88%) quando
comparada com ortélogos de outros fungos. A alta conservacéo da sequéncia de
aminoacidos reflete principalmente a importancia da proteina e que possivelmente
ocorra uma presséo de selecdo muito forte evitando a propagagdo de mutagdes
neste gene (NEGRUSTSKII & EL’'SKAYA, 1998).

O gene tef-1aa de M anisopliae tem a sua expressdao detectavel em
diferentes meios contento diferentes fontes de carbono e em diferentes fases de
seu desenvolvimento. Em organismos que apresentam somente uma copia
genbmica, autores demonstram uma regulagao coordenada do gene tef-1a com
proteinas ribossomais (ISCHI-ISHI & INOUE, 1995; KUSUDA et al., 2000). Em
organismos que apresentam mais de uma copia, como em Schizosaccharomyces
pombe, que possui 3 cdpias genbmicas, se encontram niveis de expressao
diferentes em duas destas copias quando submetidos a condi¢cdes de estresse
térmico e radiagcao UV (MITA et al., 1997), permanecendo inalterada a expressao
da coépia restante. No fungo Mucor racemosus, os niveis de mRNA das 3 cépias
(tef-1, tef-2 e tef-3) apresentam diferencgas, sendo a transcricao de tef-3 associada
a morfogénese de levedura para hifa (LINZ & SYPHERD, 1988).

Em eucariotos superiores como o homem, camundongo e sapo, as copias

sao expressas coordenadamente durante a embriogénese e tornam-se
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especificas para cada tecido (BISCHOFF et al., 2000; JOHNSON & KRIEG, 1995;
CHAMBERS et al., 1998). Em estados patolégicos como neoplasias a
superexpressdao do gene tef-1a é frequentemente detectada, sendo as vezes
considerado o principal responsavel.

Recentemente em estudos de microarranjos (“microarrays”) o gene tef-1«
de Metarhizium apresentou variacdes no seu nivel de expressdo sendo reduzido
em meio de cultura rico (SDB) e aumentado em meio contendo cuticulas de 4
diferentes insetos (FREIMOSER et al., 2005). Esta diferenga, entretanto, pode
estar associada a metodologia de transferéncia de micélio de 48 horas de cultivo
para meio com cuticulas de insetos. No nosso caso, a utilizacdo de esporos
geminando diretamente sobre a cuticula de B.microplus mimetizaria melhor a
infeccdo natural e o nivel de expressdo do gene ftef-1a foi similar em ambas as
condigdes. Além disso, o trabalho com microarranjos ndo apresentou nenhuma
confirmacédo por “Northern” ou PCR em tempo real, e, portanto, deve ser
analisado com cautela.

A utilizagdo do gene tef-1a em analises filogenéticas tem demonstrado a
utilidade deste gene para a construgao de arvores filogenéticas em conjunto com
outros genes com alto grau de conservagéo, como 0s genes ribossomais e de B-
tubulina em fungos (GENTILE et al., 2005; SCHMIDT et al., 2004). A analise
filogenética de M. anisopliae baseado no gene tef-1« indica uma maior relagéo da
cepa E6 com M. anisopliae cepa ARESEF 3145 e Cordyceps taii.

O género Cordyceps tem sido associado com a forma sexuada do género
Metarhizium, a partir de cultivos de Cordyceps e sequenciamento de DNA
ribossomal (LIU et al., 2001; LIANG et al., 2001). Apesar de M. anisopliae ARSEF
3145 e C. taii apresentarem uma correlagao maior entre si, quando comparados

com M. anisopliae cepa E6, esta diferenca pode ser artificial devido ao erro
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observado no sequenciamento do gene tef-1a de C. taii, que apresenta 4
nucleotideos de baixa qualidade nas posi¢cées 123, 144, 190 e 993 (GenBank
AF543775).

A clonagem da regido promotora do gene tef-1a de M. anisopliae
apresentou-se mais complexa do que o esperado para um gene com tanta
conservacgao. Inicialmente, os clones obtidos a partir do primeiro banco genémico
eram incompletos, ndo apresentando a regido flanqueadora 5. Posteriormente,
utilizamos um banco enriquecido construido no plasmideo pUC18, porém a
analise de mais de trés mil clones nao permitiu o isolamento da regido do DNA
procurada. Duas alternativas foram empregadas paralelamente: (i) a construgao
de um novo banco genémico em vetor de bacteriéfago e (ii) a utilizagdo de uma
estratégia de PCR inverso (iPCR). Ambas alternativas demonstraram-se
eficientes e o gene completo e a sua respectiva regiao promotora foi finalmente
isolada. Nao temos nenhuma explicacdo experimental para a dificuldade
encontrada.

Para testar a funcionalidade da regido flanqueadora 5' do gene tef-1a de
M. anisopliae utilizamos dois sistemas. Um baseado na expressao de uma marca
de resisténcia, o gene bar, que expressa resisténcia ao glifosinato de aménio. O
outro gene repodrter utilizado foi a proteina sGFP. Esta proteina foi selecionada
por apresentar uma expressdo bastante consistente em fungos filamentosos
(FERNANDEZ-ABALOS et al., 1998; VAUTARD-MEY et al., 1999; POGGELER et
al., 2003; FITZGERALD et al., 2004; SHOJI et al.,, 2005). A vantagem deste
reporter € a possibilidade de poder ser detectado diretamente in vivo. Além disso,
a proteina GFP pode ter a sua localizacdo celular determinada e ainda a
expressao, embora nao tenhamos utilizado, pode ser quantificada (GORDON et

al., 2000). Outra vantagem da utilizacdo do repérter GFP é que foi possivel
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demonstrar que a construgdo com o gene tef-1a de Metarhizium, aparentemente,
nao alterou a capacidade do fungo infectar seu hospedeiro. Isso é relevante uma
vez que a utilizacdo dos vetores de expressao, neste caso, tem como obijetivo
principal determinar a fungédo de genes isolados no processo de infecgéo.

Diversos autores tém demonstrado a utilizado da regido do promotor do
gene tef-1a para a construgdo de vetores de expressao em cultivos celulares
(MIZUSHIMA & NAGATA, 1990), em camundongos (CHEVALIER-MARIETTE et
al., 2003) e em fungos dos géneros Saccharomyces, Aspergillus e Absidia
(GARCIA-RAMIREZ et al., 1995; KITAMOTO et al., 1998; MULLER et al., 1998;
SCHILDE et al., 2001). Vacinas de DNA também tém utilizado o promotor do gene
tef-1a com éxito para imunizar camundongos contra diversos antigenos de
patogenos humanos (KAMEI et al., 2000); ou para a sintese de enzimas em casos
de anomalias genéticas (HONG et al., 2004; SONG et al, 2001).

Os vetores de expressdo baseados no promotor do gene fef-1a que
construimos e testamos se mostraram eficientes, tanto no sistema de
transformacao quanto na expressao da proteina reporter sGFP em Metarhizium
anisopliae.

Apesar dos plasmideos PTEFGFP e PTEFBAR apresentarem regides
homodlogas, devido ao promotor, os eventos de integragdo apos a transformagao
provavelmente nado foram por recombinagdo homologa como mostramos pela
analise de hibridizagao (Figura 14). Os sitios de integragdo foram ectépicos. Em
outros experimentos de transformacdo em M. anisopliae, este tipo de integragéo
heteréloga também foi observado tanto em transformagdes simples ou co-
transformacdes, apesar da auséncia de sequéncias homologas nos vetores de
expressao utilizados (BERNIER et al., 1989; GOETTEL et al., 1990; ST LEGER et

al., 1995; INGLIS et al., 2000). BOGO et al. (1996) obtiveram uma alta taxa de
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recombinagdo homologa, mesmo com os vetores ndo apresentando sequéncias
homologas, porém o sistema de transformacéo utilizado foi a biobalistica.

Demonstramos a funcionalidade da regido de 640 kb que flanqueia a 5’ o
gene tef-1 a de M. anisopliae pela detecgdo de fluorescéncia emitida pela
proteina sGFP nos transformantes contendo integrada a construgédo pTEFGFP. A
fluorescéncia foi observada tanto em cultivos do fungo em meio de cultura, quanto
em bioensaios em carrapatos (Figuras 15 e 17). Portanto, este promotor pode ser
utilizado para a expressédo de proteinas em Metarhizium demonstrando que é
possivel: (i) detectar a expressdo da fluorescéncia permitindo que genes de
Metarhizium sejam testados e (ii) que expressa niveis suficientes de BAR para
conferir resisténcia.

Além disso, nos transformantes ndo € observada nenhuma alteragdo no
crescimento ou na producdo de esporos, problema recorrente detectado em
transformantes resistentes ao benomil (BERNIER et al., 1989). Também ocorre
expressdo em niveis suficientes para detectar em bioensaios, o0 que ¢
fundamental para testar genes isolados e construir transformantes mais eficientes
(ST LEGER et al., 1996).

Diversos autores tém relatado a diminuicdo da patogenicidade em
transformantes de Metarhizium anisopliae (INGLIS et al., 2000; BERNIER et al.,
1989). Nossas construgdes usando o promotor Ptef, no entanto, néao
apresentaram alteragcbes da patogenicidade como demonstramos em bioensaios
com B. microplus quando comparado com a cepa selvagem. Esta é uma
caracteristica desejavel, pois os transformantes podem ser monitorados
ambientalmente, através de genes reporteres como a sGFP, e facilitaria os

estudos de fenbmenos fisioldgicos e de interacdo hospedeiro/patogeno, como
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descritos em outros sistemas (WYMELENBERG et al., 1997, WEBB et al., 2001;

CHEN et al., 2003).
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6 Conclusoes

O gene tef-1a de M. anisopliae é de cdpia unica e tem uma CDS de 1.825
pb e apresenta uma ORF de 460 aa que esta interrompida por 3 introns.

A regido regulatéria, a montante do cddon de iniciagdo, ndo apresenta
regides consenso TATA e CAAT Box.

Filogeneticamente, baseado na sequéncia de aminoacidos do gene tef-1¢,
M. anisopliae cepa E6 esta associado ao fungo Cordyceps taii.

A expressao do gene tef-1 a, em termos de transcritos, foi observada em
cultivos do fungo em diferentes fontes de carbono e fases de desenvolvimento,
tendo, provavelmente, expressao constitutiva.

Um fragmento de DNA de 639 pb da regido flanqueadora 5’ (Ptef-1 «) foi
capaz controlar a expressado dos genes reporter sGFP e BAR, expressando os
fendtipos de fluorescéncia e resisténcia ao glifosinato de amoénio.

Transformantes contendo vetores de expressdo baseados em Ptef-1 a
foram integrados ao genoma do fungo e ndo apresentaram alteragdes detectaveis
na patogenicidade contra o carrapato B. microplus. As quantidades expressadas
do reporter sGFP permitiram detectar fluorescéncia durante o processo de
infeccao.

Vetores baseados em Ptef-1 « serdo ferramentas importantes na
determinagcao da funcdo de genes isolados em M. anisopliae o que devera

contribuir para o melhor entendimento do processo de infecgéo.
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7 Perspectivas

Utilizacao de plasmideos contendo PtefMa para superexpressao de genes
associados a viruléncia.

Construcdo de cassetes para expressdo baseados em PtefMa para
inativagdo génica utilizando-se o sistema de transformacdo com Agrobacterium

tumefaciens.
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9 Apéndice 1
Meio completo (MC)
Em 1 litro:

NaNOs3

Glicose

Solucéo de sais
Elementos tragos
H>0O destilada

Meio Completo de Cove (MCc)

Em 1 litro:

NaNOs3

Glicose

Extrato de levedura
Peptona
Casaminoacidos
Solucgao de sais
Elementos tragos
H,O destilada

Meio Sabouraud:
Em 1 litro:
Peptona

Glicose

H,O destilada

SM

NaCl

MgS0O,.7H,0
Tris-HCI pH 7,5 (1M)
H>0O destilada

69

10g

20mL

0,4mL

g.s.p. 1.000mL

69

10g

0,59

29

1,59

20mL

0,4mL

g.s.p. 1.000mL

109
409
g.s.p. 1.000mL

5,89

2,09

50mL

g.s.p. 1.000mL
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Solucgao de sais
KCL
MgS0O,.7H0
KH2PO4

Solucéao de elementos tracos
Na2B407.7H20
CuS04.5H20

FeSO4

MnSO4.2H20
Na2Mn04.2H20
ZnS04.7H20

2,6%
2,6%
7,6%

4mg%
40mg%
1mg%
80mg%
80mg%
80mg%
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10 Apéndice 2

Oligonucleotideos (Invitogen)

TEF1

5 TCTCAATGGTACGCTTGTCG 3’

TEF2 5 CTTCAAGTACGCTGGGTTC &
TEF3 5’CACATAGGCTTGGAGGGAAC 3’
PTEF forward 5 GAATTCAGAATGATACGAAT 3
PTEF reverse 5 GGTACCTTTGAAGGTATTAG 3’
sGFP2 5 GGTACCATGGTGAGCAAGGGCG &

73




11 Apéndice 3

Dutra V, Nakazato L, Broetto L, Silveira Schrank |, Henning Vainstein M,
Schrank A. (2004) Application of representational difference analysis
to identify sequence tags expressed by Metarhizium anisopliae

during the infection process of the tick Boophilus microplus cuticle.
Research in Microbiology. 155(4):245-51.

74



12 Apéndice 4

Manuscrito submetido AMB-05-12707 Applied Microbiology and
Biotechnology)

Luciano Nakazato, Valéria Dutra, Leonardo Broetto, Charley Christian Staats,
Marilene, Henning Vainstein, Augusto Schrank Development of an
expression vector for Metarhizium anisopliae based on the tef-1a

homologous promoter.

81



