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RESUMO

O fungo entomopatogénico e acaricida Metarhizium anisopliae é patégeno de uma
vasta gama de insetos, sendo extensivamente utilizado em experimentos, bem como, no
controle efetivo de alguns insetos-praga. Seu potencial uso para o controle de carrapatos como
Boophilus microplus é também consideravel. O processo de infeccdo de M. anisopliae é o
melhor caracterizado entre os fungos entomopatogénicos, e combina pressdo mecénica, por
diferenciacdo do apressorio, sintese e secrecdo de enzimas hidroliticas altamente reguladas
como proteases e, provavelmente, quitinases e lipases. As quitinases em fungos também sdo
importantes em processos que requerem digestdo celular, como germinacgdo, crescimento e
ramificacdo das hifas e autdlise, visto que a quitina é o maior constituinte da parede celular
desses organismos, sendo um sistema altamente regulado. Objetivamos neste trabalho, obter
mais informacGes sobre o sistema quitinolitico do fungo M. anisopliae var. anisopliae
linhagem Eg durante o processo de infeccdo do hospedeiro ou na morfogénese e crescimento.

Com o objetivo de analisarmos o gene chi2 de M. anisopliae Eg, clonamos e
caracterizamos sua seqiiéncia genémica, incluindo a regido flanqueadora 5°. O gene chi2 é
interrompido por dois pequenos introns tipicos, de 210 pb e 75 pb, respectivamente. A ORF
do gene chi2 apresenta 1.545 pb e codifica uma proteina predita de 419 aminoacidos
(denominada CHI2), com massa molecular estimada de 44 kDa. Um peptideo sinal
caracteristico com sitio de clivagem no aminoacido V*° esta presente. A forma madura dessa
proteina tem uma massa molecular estimada de 42 kDa e um pl teorico de 4,8. Analise por
Southern de DNA gendmico indica cépia unica de chi2 no genoma de M. anisopliae. A
seqiiéncia de consenso SXGG, correspondendo ao sitio de ligacdo a quitina, foi identificada e
a sequéncia NGFDFDIE, que compdem o dominio catalitico de quitinases, esta presente em
CHIZ2. A construcdo de uma arvore filogenética determinou que a quitinase CHI2 pertence a
um grupo diferente daquele da CHIT42 a qual provavelmente ndo esta envolvida na
patogenicidade. Uma andlise in silico da sequéncia 5’ franqueadora do gene chi2 para
determinacdo de possiveis elementos regulatérios foi efetuada.

A regulacdo da transcricdo dos genes chitl e chi2 em M. ansisoplaie frente a
diferentes fontes de carbono e em diferentes tempos de cultivo foi analisada. Os genes chitl e
chi2 apresentaram uma expressdo tardia no fungo, a partir de 30 horas. O gene chi2 foi
expresso majoritariamente em cultivos com quitina e sua expressao foi reprimida por glicose.
O gene chitl foi induzido em presenca de fontes de carbono facilmente assimilaveis, como

glicose e NAcGIc. Ambos os genes, chitl e chi2, apresentaram alta expressdo quando a fonte
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de carbono ja estava exaurida e o fungo estava em autolise, sugerindo o requerimento dessas
enzimas nessa fase.

O cDNA do chitl foi inserido em um vetor de expressdo, em ambas orientacdes senso
e antisenso, sob regulacdo do promotor do gene tefla de M. anisopliae e o terminador do
gene trpC de A. nidulans. Os transformantes com o gene chitl na orientagdo senso mostraram
superexpressdo de atividade de quitinase e o transformante com o gene na orientacdo
antisenso apresentou uma reducéo na atividade de quitinase.

Também construimos quatro delecBes na regido flanqueadora 5° do gene chitl
fusionadas com a proteina reporter SGFP, para localizar sequéncias reguladoras no promotor
e, destas construgdes, trés foram transformadas em M. anisopliae.
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ABSTRACT

The entomopathogenic and acaricide fungus Metarhizium anisopliae is a well-known,
broad-host-range insect pathogen that is being extensively used in experimental as well as in
effective control of several insect pests. Its potential use to control ticks, as Boopilus
microplus, have bean envisaged. His host infection process is the best characterized among
entopathogenic fungi and combines mechanical pressure, via the apressorium differentiation,
and the highly regulated synthesis and secretion of hydrolytic enzymes such as proteases and
probably chitinases and lipases. Fungal chitinases also play an important role in processes
requiring cell wall digestion, such as germination, growth and branching hyphae and
autolysis, since chitin is a major constituent of their cell wall, and are highly regulated. We
aim to obtain more information of chitinolytic system of fungus M. anisopliae var. anisopliae
strain Eg during the host infection process or in morphogenesis and growth.

In order to analyze the chi2 gene from M. anisopliae Eg, we cloned and characterized
its genomic sequence, including its 5” flanking region. The chi2 gene is interrupted by two
short typical fungal introns with 210 and 75 bp, respectively. The chi2 gene codes for a 1,545-
bp ORF, which encodes for a predicted protein of 419 amino acids (hamed CHI2), with 44
kDa molecular mass. A characteristic signal peptide with putative cleavage site in V*° is
present. The predicted mature protein has 42-kDa and a theoretical pl of 4.8. Southern
analysis of genomic DNA indicates a single copy of chi2 in the M. anisopliae genome. The
consensus motif SXGG corresponding to a chitin-binding site was identified and the sequence
NGFDFDIE found at the chitinases catalytic domain are present in CHI2. The construction of
phylogenetic tree grouped CHI2 chitinase in a different cluster from CHIT42, which
probabily is not involved in pathogenicity. The in silico analysis of the 5’ flanking region chi2
gene for determinate of possible regulator elements was effected.

The transcription regulation of chitl and ch2 genes in different carbon sources and
different culture times was analyzed. The chitl and chi2 genes were upregulated on late
cultures, after 30 hours. The chi2 gene was mainly expressed in presence of chitin and was
repressed on glucose. The chitl gene was induced on easier assimilated carbon sources as
glucose and GIcNAc. Both genes, chitl and chi2 were highly expressed when the carbon
source has exhausted and the fungus enters autolysis, suggesting chitinase requirement in this
step.

The chitl cDNA, was inserted in expression vectors, both sense and antisense

orientation, under the control of the M. anisopliae tefla promoter and the A. nidulans trpC
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terminator. Transformants with the sense orientation of chitl gene showed over-expression of
chitinase activity and transformant with the antisense orientation showed reduced chitinase
activity.

We also constructed four deletions in the chitl gene 5’ flanking region fused to the
reporter protein SGFP to locate regulatory promoter sequences, and this constructions, tree

are transformed in M. anisopliae.
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1 - INTRODUCAO

E notério o conflito existente entre as atividades de cunho econdmico, como a
agropecuaria, € a preservagao do meio ambiente. Ao mesmo tempo, a sociedade tem exigido
uma atividade agricola equilibrada com a preservacdo ambiental e dos ecossistemas e sua
compatibilidade com a produtividade, que permita satisfazer as necessidades das geragdes
atuais e futuras.

A necessidade de corresponder as demandas da sociedade por producao de alimentos,
desenvolvimento econdmico e geracdo de emprego e renda, sem agressdo a natureza e com
sustentabilidade, ¢ um grande desafio a todos nds. Para atingir este objetivo, deve-se buscar
componentes de preservagdo ambiental, visando a conserva¢ao de recursos naturais, como a
biodiversidade, a dgua, o solo e o ar, e objetivando melhor qualidade de vida, producao de
alimentos saudéaveis e, a0 mesmo tempo, propiciar a prosperidade do setor de produgdo. Uma
das implementagdes tecnologicas na agropecudria que visa a harmonizacdo da atividade
produtiva e os principios de equilibrio e de sustentabilidade € o controle biologico.

O controle biologico ¢ baseado em uma idéia simples, controlar pragas usando seus
proprios inimigos naturais. Ele tem fun¢do precipua no arranjo natural, preservando o
equilibrio ecologico, representando uma evolugdo da agricultura brasileira e mundial. Esse
sistema de controle de pragas evita o uso de milhdes de litros de defensivos agricolas por ano,
cujos residuos poderiam se acumular no solo, na d4gua ou nos alimentos, pois seu uso de forma
irracional e ndo-orientado traz riscos ao meio ambiente e a saude humana.

Existe uma demanda crescente para métodos alternativos ao controle quimico de
pragas na produgdo agropecudria. Os pesticidas, inseticidas e agrotoxicos causam uma série
de efeitos deletérios ao ambiente e a saude humana e animal. O Brasil ocupa o quarto lugar no
consumo de defensivos agricolas no mundo e os gastos atuais correspondentes sao estimados
em mais de R$ 5,5 bilhdes por ano (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, 2002).

Entre os organismos utilizados no controle bioldgico, os fungos filamentosos se
destacam por seu grande potencial. Destes, um dos mais importantes biocontroladores ¢ o
fungo entomopatogénico e acaricida Metarhizium anisopliae, que além do seu uso no controle
bioldgico, apresenta uma vasta diversidade e tem servido de forma bastante significativa
como modelo de organismo eucaridtico para o estudo dos mecanismos de patogenicidade

(MELO & AZEVEDO, 1998).



Diferentes linhagens de Metarhizium anisopliae infectam e matam uma variedade de
insetos praga na agricultura e carrapatos prejudiciais a bovinocultura. Estas caracteristicas tém
sido utilizadas para o controle bioldgico na agricultura e com grandes perspectivas para a
pecuaria. O entendimento dos mecanismos basicos do processo de infecgdo de M. anisopliae
em seus hospedeiros tem permitido a proposicdo de alteragdes que tornam o sistema mais
eficiente. A etapa de penetragdo ¢ critica no processo de infec¢do. A penetracdo ¢ direta,
através do exoesqueleto do hospedeiro (cuticula), e depende de pressdo mecanica, exercida
pelo apressorio formado, e da secrecdo de enzimas hidroliticas, como proteases, quitinases e
lipases. Quitinases, assim como outras hidrolases, além do envolvimento potencial na invasao
de hospedeiros, estao relacionadas aos processos de morfogénese em fungos (GOODAY et
al.,, 1992; TAKAYA et al., 1997). Em M. anisopliae, oito quitinases foram purificadas e
caracterizadas e dois diferentes genes de quitinases (genes chitl e chi3; BOGO et al., 1998;
FREIMOSER et al., 2003; SILVA et al., 2005) foram clonados ¢ outro gene teve sua
seqiiéncia parcial determinada (gene chi2; FREIMOSER et al., 2003).

Nosso grupo de pesquisa (Laboratério de Biologia Molecular de Fungos Filamentosos,
Centro de Biotecnologia da UFRGS), tem se dedicado a caracterizacdo do sistema de
degradagao de quitina em M. anisopliae, tendo caracterizado trés bandas de atividades de
quitinases em sobrenadantes de culturas (PINTO et al., 1997). Uma dessas quitinases foi
purificada (CHIT30, codificada pelo gene chi3; PINTO et al., 1997; SILVA et al., 2005), com
30 kDa que apresenta ambas atividades de endo e exoquitinase, cuja presenca foi demonstrada
durante o processo de infec¢do de carrapato. Foi ainda, clonado outro gene para quitinase
(gene chitl; BOGO et al., 1998), que apresenta alta identidade com outras quitinases de
bactérias e de fungos, tendo sido expresso em E. coli, demonstrando codificar uma quitinase
de 42 kDa (CHIT42) que apresenta atividade de endoquitinase (BARATTO et al., 2003).

O presente trabalho relata resultados que auxiliam para o futuro esclarecimento sobre a
possivel participagdo de quitinases de M. anisopliae E¢ durante a infecgdo de hospedeiros ou
em processos fisioldgicos, como a morfogénese, destacando-se: a clonagem e a caracteriza¢ao
do gene chi2 da linhagem Eq de M. anisopliae; a analise do seu nivel de transcrigdo
juntamente com o do gene chitl, em cultivos com diferentes fontes de carbono; a
superexpressdo da quitinase, codificada pelo gene chitl, em M. anisopliae E¢ e a analise de
alteracdes na expressdo de quitinases nesses transformantes. Relata, ainda, a obtencdo de
construgdes com a regido flanqueadora 5° do gene chitl e o gene repdrter sgfp ¢ a sua
transformagdo em M. anisopliae Eg, para analise de possiveis elementos regulatorios desta

regiao.



2 - Reviséao bibliografica

2.1 - M. anisopliae como biocontrolador de insetos e carrapatos

O controle biologico ¢ uma alternativa vidvel para o combate de pragas de plantas e
vantajoso em rela¢do ao controle quimico, especialmente quanto ao impacto ambiental, custo,
especificidade e desenvolvimento de resisténcia. Entre os microrganismos, incluindo os virus,
com aplicagdo potencial no controle biologico de insetos, destacam-se os fungos filamentosos.
A grande variabilidade genética destes entomopatdogenos pode ser considerada uma das
principais vantagens. Mais de 700 espécies de fungos pertencentes a aproximadamente 90
géneros sdo agentes etioldgicos de 80% das doengas de insetos (ALVES, 1998).

Entretanto, os bioinseticidas tradicionais apresentam normalmente um desempenho
menor em relacdo a velocidade de letalidade de insetos alvo, quando comparados com o
controle quimico. Esforcos tém sido realizados no sentido de melhorar a produgdo, a
estabilidade e a aplicacdo de indculos destes fungos. O entendimento das caracteristicas
basicas da relacdo entre o fungo e o hospedeiro tem permitido o melhor conhecimento da
natureza da patogenicidade e de suas caracteristicas. Esse entendimento alia-se a uma nova
abordagem que apresenta um enorme potencial: a introducao de genes especificos, altamente
expressos em condigdes de infectividade, visando acelerar o processo de infec¢do (ST.
LEGER et al., 1996 a).

Estima-se que M. anisopliae infecte mais de 300 espécies de insetos. Linhagens de M.
anisopliae tém sido utilizadas com sucesso na agricultura em varios paises para o controle
biologico (Tabela 1): de gafanhotos (Schistocerca pallens, S. gregaria.; NOWIERSKI et al.,
1996; KASSA et al., 2004), de besouros (Hoplia philantjus; ANSARI et al., 2004), de larvas
de lepidopteras (Chilo partellus; TAFERA & PRINGLE, 2003) e, no Brasil, como
controlador da cigarrinha de cana-de-agicar (Mahanarva posticata), da cigarrinha-das-
pastagens (Deois flavopicta e Zulia entreriana), da broca-da-cana (Diatrea saccharalis), de
percevejos-da-soja dos géneros Nezara e Piezodorus, de Cosmopolites sordidus, em
bananeira, do bicudo-do-algodoeiro e da broca-do-café¢ (ALVES, 1998). Em trabalhos
experimentais, o fungo foi testado com sucesso sobre larvas de Lucilia sericata (WRIGHT et
al., 2004), Musca domestica (ALVES, 1998), ectoparasitos de abelhas Varroa destructor
(KANGA et al., 2003), dentre outros insetos praga (DIMBI et al., 2003; SCHOLT et al.,
2003; QUESADA-MORAGA et al.,, 2004). M. anisopliae ¢ ainda capaz de infectar



carrapatos, como Dermacentor variabilis, Rhipicephalus sanguineus, Ixodes scapularis e
Boophilus microplus (ZHIOUA et al., 1997, CORREIA et al., 1998; FRAZZON et al., 2000;
KIRKLAND et al., 2004).

Tabela 1 - Utilizacdo de M. anisopliae como biocontrolador.

Praga Nome vulgar Aplicacéo
Mahanarva fimbriolata
Mahanarva Postigata Cigarrinha-da-cana Agricultura
Deois flavopicta
Zulia enterrana Cigarrinha/Pastagens Agricultura
Diploschema rotundicollee
Hypothenemus hampei Broca do café Agricultura
Schistocerca pallens Gafanhoto Agricultura
Boophilus microplus
Riphicephalus appendiculatus Carrapato Pecuaria
Panstrongylus megistis Barbeiro Saude
Triatoma infestans Barbeiro Saude
Blatella germanica Barata Saude
Musca Domestica Mosca Saude
Glossina ssp. Moscas tsé-tsé Saude
Anopheles gambiae Malaria Saude
Cornitermes cumulans Agricultura
Cupins
Cornitermes bequerti Madeireira

O fungo entomopatogénico e acaricida M. anisopliae é um dos melhores exemplos de
utilizagdo de um organismo em controle bioldgico, pois apresenta eficiéncia comprovada e
comercializacdo, para o controle de pragas de cana-de-agucar e pastagens, fazendo parte do
programa mais conhecido no Brasil ¢ no mundo para o controle da cigarrinha no Nordeste
brasileiro (ALVES, 1990). Seus primeiros resultados positivos surgiram em 1965 e, a partir
dai, houve a instalagdo de laboratdrios na regido para viabilizar a sua utilizacdo no controle
biologico (MARQUES et al.,1981). M. anisopliae apresenta uma estimativa de controle de até

60% da cigarrinha, que ¢ considerada alta, visto que estas causam grandes prejuizos,



comprometendo a obtengdo dos subprodutos da cana-de-agucar, o alcool e o aglcar. A sua
utilizacdo tem aumentado significativamente, atingindo milhares de hectares. Sua maior
eficiéncia ocorre em areas com aplicagdes aéreas, nas quais, depois de decorridos 15 a 20 dias
das aplicagdes, a mortalidade de ninfas e adultos foi superior a 80% (FONTES, 1992;
ALVES, 1998). Tal sucesso possibilitou a diminui¢ao da area com uso de produtos quimicos,
que inicialmente era de 150.000 ha/ano para 12.000 ha/ano, ou seja, uma reducao de quase
90% (MELO & AZEVEDO, 1998). Havendo, ainda, perspectivas para sua utilizagdo em nivel
comercial em outros paises (FERNANDEZ, 2000).

2.2 — Taxonomia do género Metarhizium

O fungo entomopatogénico e acaricida Metarhizium anisopliae é provavelmente um
ascomiceto (LIU et al., 2001) pertencente a classe Hiphomycetes, ordem Moniliales, familia
Moniliacea. Foi descrito pela primeira vez por Metschnikoff na Russia em 1878, parasitando
larvas de bezouro-de-graos, Anisopliae austriaca. Sua descri¢o foi revisada por TULLOCH
(1976) e o género passou a compreender duas espécies, Metarhizium anisopliae (var. minor e
major) e Metarhizium flavoviridae. Recentemente, sua taxonomia foi revista e foram
reconhecidas trés espécies para o género Metarhizium e estas, subdivididas em 9 variedades:
Metarhizium anisopliae (var. anisopliae, var. majus, var. lepidiotum e var. acridum);
Metarhizium flavoviride (var. flavoviride, var. minus, var. novazealandicum e var.
pemphigum) e Metarhizium album (DRIVER et al., 2000).

Inicialmente, eram conhecidas duas formas de reprodugdo anamorficas de M.
anisopliae: a reproducao assexual, responsavel pelo crescimento vegetativo do fungo e a
reproducdo parassexual, que envolve os fendomenos de heterocariose e de recombinagdo
mitdtica, o que levava, M. anisopliae a ser classificado como deuteromiceto (TULLOCH,
1976). No entanto, em estudos recentes, foi possivel induzir a sua forma sexuada em um
isolado de M. anisopliae var. majus, sendo seu telemoérfico, denominado Cordyceps

brittlebankisoides, atualmente é considerado um ascomiceto (LIU et al., 2001).



2.3 - O fungo entomopatogénico e acaricida M. anisopliae e 0 processo de infec¢ao

Os fungos entomopatogénicos invadem seus hospedeiros por penetragdo direta dos
exoesqueletos ou cuticulas (ST. LEGER et al., 1991a; CLARKSON & CHARNELEY, 1996).
O processo de infecgdo em insetos, mediado por M. anisopliae, ocorre em fases sucessivas de
germinacdo, diferenciacdo, penetracdo, colonizagao, reproducao e disseminagcdo (SCHRANK
et al., 1993; ALVES, 1998). O processo ¢ iniciado pela germinagdo dos esporos sobre a
cuticula do inseto. Na superficie do esporo, ainda ndo germinado, foi detectada a presenca de
enzimas que tém efeito na aquisicdo preliminar de nutrientes e que também causam
modificagdes nas camadas mais externas da cuticula do inseto (ST. LEGER et al., 1990). Em
seqiiéncia, o esporo germina e o tubo germinativo, na sua por¢do distal, se diferencia para a
formag¢do do apressorio, uma estrutura especializada de penetragdo, cuja a formagdo ¢
estimulada pelo contato fisico com a cuticula do inseto (ST. LEGER et al., 1991a). Esse
estimulo também se da, pela sensivel alteracdo da superficie, indicando um possivel
mecanismo, pelo qual, o patdogeno reconhece seu hospedeiro (ST. LEGER et al., 1990).

Apo6s a formagdo do apressorio, ocorre o desenvolvimento da estrutura conhecida
como grampo de penetragdo (ST. LEGER et al., 1991a). Evidéncias obtidas por analise de
microscopia eletronica e histoquimica sugerem que a etapa de penetracdo ocorre por uma
combinagdo de degradacdo enzimatica e pressdo mecanica (ST. LEGER et al., 1988). Nesse
processo, sdo produzidas algumas enzimas, como lipases, quitinases e proteases (ST. LEGER
et al., 1986a; b; 1988, 1991a; b; PINTO et al., 1997; ALVES, 1998; BEYS SILVA et al.,
2005; SILVA et al., 2005).

As proteases sdo detectadas temporalmente antes das enzimas quitinoliticas, em um
periodo inferior a 24 horas apds o inicio da formacdo do tubo germinativo. O aparecimento
tardio das quitinases ¢, presumivelmente, resultado da indugdo pela quitina existente na
cuticula dos insetos, que s6 ¢ exposta ao fungo apos a digestdo das proteinas a ela

complexadas (ST. LEGER et al.,1986b).

Inicia-se, entdo, o processo de colonizacdo do hospedeiro. As hifas que penetram
sofrem um espessamento e se ramificam inicialmente no tegumento do inseto e,
posteriormente, na cavidade geral do corpo, liberando toxinas e ocasionando sua morte. A
funcdo das toxinas sintetizadas nesta etapa ndo estd ainda completamente entendida.

Provavelmente seus efeitos sdo de imobilizar ou matar o inseto, auxiliando o fungo na



colonizagdo completa do hospedeiro apds a penetracdo (ST. LEGER et al., 1991a; HSIAO et
al, 2001).

Apo6s a morte do inseto, as hifas se desenvolvem invadindo os diversos 6rgdos internos
e o micélio emerge do corpo do inseto, produzindo esporos que poderdo ser disseminados
para infectar outros individuos. A grande variabilidade genética apresentada por M.
anisopliae, resulta no aparecimento de muitas linhagens com diferentes graus de viruléncia,
especificidade, produgdo de conidios e resisténcia a luz ultravioleta (ALVES, 1998). A
entomopatogenicidade de M. anisopliae é dependente de um relacionamento complexo entre
as habilidades do fungo para germinar e penetrar na cuticula ¢ a habilidade do inseto em
evitar a infec¢do pelo fungo. Linhagens patogénicas de Metarhizium para uma espécie
particular de hospedeiro, podem ndo apresentar as mesmas caracteristicas de patogenicidade
para outras espécies de insetos (HUXHAM et al., 1989).

O tegumento dos insetos ¢ composto por trés camadas principais: a cuticula externa, a
camada celular, ou epiderme, ¢ a membrana basal. A cuticula dos insetos constitui-se na
maior barreira contra o ataque e a penetragdo de microrganismos (ST. LEGER et al., 1986a;
ST. LEGER et al., 1986b; ST. LEGER et al., 1991a; Figura 1), sendo composta por duas
camadas, a epicuticula e a procuticula. A primeira ¢ a mais externa e mais complexa, sendo
composta por proteinas, lipidios, acidos graxos e esterdides. A segunda possui fibras de
quitina embebidas em uma matriz protéicas associada a lipideos e quinonas (ANDERSEN,
1974). Tal estrutura complexa permite concluir que a penetragdo e a infeccdo do fungo se
devem a agdo de varias classes de enzimas (ST. LEGER et al., 1986a; ST. LEGER et al.,
1991b; ST. LEGER et al., 1996b; PINTO et al., 1997).
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Figura 1 — Esquema demonstrando a estrutura e a constitui¢cdo da cuticula de insetos.
Modificado de BIDOCHKA et al. (1997) ¢ MERZENDORFER & ZIMOCH
(2003).



A dinamica da infecg¢do de B. microplus por M. anisopliae foi avaliada em condig¢des
experimentais por BITTENCOURT e colaboradores (1999, 2000). Os autores verificaram que
o fungo, no segundo dia ap6s a infec¢do, era evidenciado e isolado da hemolinfa e, no terceiro
e quarto dias, era isolado e evidenciado nos orgdos. Com o0s experimentos os autores
afirmaram que a principal forma de penetragao de M. anisopliae no carrapato ¢ através da
cuticula.

O processo de infecgdo, também vem sendo alvo de pesquisa de nosso grupo
(Laboratorio de Biologia Molecular de Fungos Filamentosos, Centro de Biotecnologia da
UFRGS). Resultados a partir de microscopia eletronica de varredura e microscopia Optica,
confirmam dados anteriores, de que a penetracdo do fungo no carrapato ¢ direta através da
cuticula, seguindo sucessivas fases correspondentes as descritas na penetragdo do fungo na
cuticula de insetos: adesdo, germinacdo, diferenciagdo, penetragao, colonizagdo, reprodugdo e
disseminagdo (Figura 2; ARRUDA, 2005). A composi¢cdo estrutural da cuticula, que
corresponde ao principal obstdculo a ser vencido pelo fungo e o possivel mecanismo de
penetragdo, incluindo as enzimas envolvidas no processo, sdo mostrados na Figura 3. Os
resultados corroboram que o processo de infecgdo do carrapato por M. anisopliae, assim como
em insetos, ¢ multifatorial. Em outro trabalho realizado pelo grupo, doze isolados de M.
anisopliae foram avaliados quanto a sua capacidade de infecgdo do carrapato B. microplus, no

qual a linhagem Es, mostrou-se mais efetiva (FRAZZON et al., 2000).

2.4 — Fatores de viruléncia de M. anisopliae

Levando em consideracdo a complexidade estrutural do exoesqueleto dos hospedeiros
e as etapas de penetragdo envolvidas durante a infec¢do, com a provavel combinagdo da
pressao mecanica e da degradagdo enzimatica, as enzimas hidroliticas estdo entre os principais
fatores de viruléncia de M. anisopliae (ST. LEGER et al., 1988). As enzimas provavelmente
envolvidas no processo pertencem as classes das proteases, quitinases e lipases, entre outras,
que sdo secretadas. Estas enzimas extracelulares ja foram detectadas em pelo menos trés
fungos entomopatogénicos, Beauveria bassiana (ST. LEGER et al., 1996b), M. anisopliae
(PINTO et al., 1997) e Entomophthora spp (GABRIEL, 1968).
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Figura 2 — Ciclo de vida do fungo M. anisopliae no carrapato B. microplus.
Fotografias/Micrografias demonstrando as sucessivas fases da penetracdo do fungo M.
anisopliae na cuticula do carrapato B. microplus (Figura cedida por A. SCHRANK e
W. ARRUDA)
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Figura 3 — Possivel mecanismo de penetracdo do fungo M. anisopliae em B. microplus.
(Figura cedida por A. SCHRANK)
Micrografia demonstrando as estruturas que compdem a cuticula do carrapato B.
microplus, em cor verde e, um esquema desta estrutura (a direita). Esquema
demonstrando a penetragdo do fungo e as principais enzimas envolvidas no processo.



A possibilidade de correlagao entre a viruléncia de fungos entomopatogénicos com a
producdo de enzimas que degradam a cuticula de insetos tem sido investigada. Entretanto,
apenas uma protease, a PrlA (denominagdo apos JOSHI et al., 1997), esta comprovadamente
envolvida na entomopatogenicidade de M. anisopliae (ST. LEGER et al., 1996a). Além da
protease PrlA, provavelmente, outras proteases sdo fatores de viruléncia porque causam
destruicao localizada de proteinas da cuticula, o que permite uma rapida invasdo do
hospedeiro com concomitante provisdo de nutrientes (ST. LEGER et al., 1987; ST. LEGER et
al., 1996a; GILLESPIE et al., 1998;). O gene que codifica a protease PrlA foi clonado e
caracterizado (ST LEGER et al., 1988). A seqiiéncia do cDNA mostra que Prl1A ¢ sintetizada
como um precursor (40,3 kDa) contendo um peptideo sinal e um propeptideo. A proteina
madura apresenta uma massa molecular calculada de 28,6 kDa. Quando copias multiplas do
gene prlA, fusionadas a um promotor constitutivo, foram inseridas em M. anisopliae, a sua
eficiéncia no processo de infec¢do foi substancialmente aumentada, ocorrendo uma redugao
de 25% no tempo necessario para matar larvas de Manduca sexta em compara¢do com a
linhagem selvagem (ST. LEGER et al., 1996a). Entretanto, WANG e colaboradores (2002),
analisaram mutantes espontaneos estaveis de M. anisopliae linhagem V275, nao apresentando
os genes PrlA e prlB concomitantemente, com uma diminui¢do significativa das atividades
de protease e elastase. Entretanto, estes mutantes eram capazes de infectar o hospedeiro
Galleria mellonella em niveis similares aos da linhagem selvagem, mas com uma redugdo na
patogenicidade para outro hospedeiro, Tenebrio molitor, demonstrando que estas proteases
nao sdo os Unicos fatores envolvidos na patogenicidade e apresentam especificidade para com
o hospederio (WANG et al., 2002).

Foi isolado e caracterizado o gene que codifica uma segunda protease, Pr1B. A
seqiiéncia deduzida de aminoédcidos apresenta similaridade com enzimas da familia das
subtilisinas e 54% de similaridade com a protease PrlA. Embora tenha sido empregada a
técnica de DD-RT-PCR, com o objetivo de identificar genes que sdo especificamente
expressos quando M. anisopliae ¢ cultivado em contato com cuticula de insetos, a
participacdo da protease Pr1B no processo de infeccdo estd ainda por ser determinada (JOSHI
etal., 1997).

M. anisopliae secreta outras proteases que podem também estar envolvidas no
processo de infeccdo, juntamente com outras enzimas. Além dos genes de protease do tipo
subtilisina prlA ¢ priB de M. anisopliae (JOSHI et al., 1997), um banco de ESTs foi
estabelecido por FREIMOSER e colaboradores (2003) e mostrou existir uma familia de genes

prl e, até o presente momento, foram encontrados os genes prlC, D, E, F, G, H, I, J e K
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(GenBank — NCBI, numeros de acesso AJ251967, AJ251967, AJ419628, AJ272861,
AJ272863, AJ273173, AJ273780, AJ274368 ¢ AJ274144, respectivamente).

Foi sugerido que as diferentes isoformas das subtilisinas sdo oriundas de duplicacdo
génica e, provavelmente, estdo relacionadas ao aumento da adaptabilidade em diferentes
ambientes e a especificidade para hospedeiros (BAGGA et al., 2004). Foi demonstrado que ha
um polimorfismo genético entre as isoformas das proteinas tipo subtilisina PR1A, PR1B e
PR1C (BIDOCHKA & MELZER, 2000). Entretanto, a participacdo das proteinas codificadas
por estes genes no processo de infec¢dao ndo estd confirmada experimentalmente.

A segunda classe de proteases com maior produgdo in vitro quando M. anisopliae é
cultivado em cuticula de insetos ¢ a de serino-proteases relacionadas com tripsinas (Pr2), as
quais, sdo sugeridas ser isoformas (GILLESPIE et al., 1998; ST. LEGER et al., 1994). Duas
destas isoformas de Pr2 mostrara estar associadas ao apressorio, sugerindo que estas enzimas
estdo disponiveis durante os primeiros estagios da colonizagdo da cuticula (ST. LEGER et al.,
1994). Embora o gene que codifica uma destas serino-proteases tenha sido clonado e
caracterizado, ainda ndo estd completamente elucidada a fun¢do de Pr2 na patogenicidade.
Entretanto, ¢ possivel que Pr2 seja relevante na indu¢@o ou na ativacdo de Pr1A (SMITHSON
etal., 1995).

As quitinases sdao enzimas hidroliticas que, além de estarem envolvidas na
morfogénese do fungo, podem também estar envolvidas na patogenicidade, como um fator de
viruléncia. Diferentes quitinases sdo encontradas no sobrenadante de culturas que mimetizam
as condi¢des de infeccdo (PINTO et al., 1997; KANG et al., 1998) ou mesmo durante o
processo de infec¢do (SILVA et al., 2005). Por outro lado, ha autores que discordam do seu
envolvimento na viruléncia, visto que, sua maior inducdo ocorre em um estagio posterior (48
h) a penetragdo do exoesqueleto dos hospedeiros (FREIMOSER et al., 2003). ST. LEGER ¢
colaboradores (1996b), purificaram ¢ caracterizaram duas quitinases de M. anisopliae, uma de
43,5 e outra de 45 kDa. Tentou-se fazer uma localiza¢ao ultraestrutural da quitinase de 45
kDa, entretanto, sua presen¢a nao foi confirmada no sitio de infeccdo, o que poderia implicar
em uma suposta funcdo em processos de morfogénese do fungo e ndo no processo infectivo
(ST. LEGER et al., 1996b). Esta quitinase de 45kDa ¢ um ortdlogo da quitinase CHIT42,
codificada pelo gene chitl (BOGO et al., 1998; BARATTO et al., 2003). Em outro trabalho, o
gene chitl foi superexpresso em M. anisopliae var. acridum, entretanto, o fungo ndo mostrou
aumento de viruléncia para larvas do inseto Manduca sexta, o que corrobora com seu nio
envolvimento na patogenicidade (SCREEN et al., 2001). Entretanto, em um trabalho com

outro fungo entomopatogénico, Beauvveria bassiana, a superexpressdo de uma endoquitinase,
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denominada Bchitl, ocasionou um aumento da viruléncia para um afideo (Myzus persicae),
diminuindo 50% a sua concentracao letal e em 50% o tempo que levou para matar os insetos
adultos (FANG et al., 2005), o que contribui para a conclusdo de que as quitinases sdo
enzimas que estdo potencialmente envolvidas na patogenicide, e precisam de mais estudos.

As lipases e esterases, sdo também hidrolases que, supostamente, estdo envolvidas no
processo de infecgdo (ST. LEGER et al., 1991a; CLARKSON & CHARNLEY, 1996), pois
dentre os constituintes da cuticula estdo lipidios e 4cidos graxos. Recentemente, foi purificada
e caracterizada uma lipase do sobrenadante de cultivo de M. anisopliae, que foi induzida por
diferentes lipideos como fonte de carbono (BEYS SILVA et al., 2005). No banco de ESTs
estabelecido por FREIMOSER et al. (2003), foram identificadas seqiliéncias parciais
provaveis codificadoras de lipases (niimeros de acesso CAA46807 e CAB91111) e esterases
(CAB63910 e CAA20447).

Além das enzimas hidroliticas, varios fatores tém sido apontados como possiveis
determinantes de patogenicidade de M. anisopliae, entre os quais, as superdxido dismutases
(SODs), enzimas que atuam como um sistema de defesa contra radicais livres de oxigénio
(SCHRANK et al., 1993), a presenga de micovirus com genoma de dsRNA (BOGO et al.,
1996) e a secrecao de destruxinas (WANG et al., 2003).

As SODs s3ao metaloenzimas que também vém sendo relatadas como fatores de
viruléncia, pois existem hospedeiros que utilizam a producgdo de espécies reativas de oxigénio
que leva a morte celular, propiciando uma barreira a mais contra a infec¢do pelo fungo
(SCHRANK et al., 1993; GILCHRIST, et al., 1998). As SODs, com a capacidade de
conversao dessas espécies de oxigénio, para uma forma menos reativa, conferem uma contra-
defesa para o fungo. M. anisopliae produz trés tipos de SODs: MnSOD, FeSOD e CuZnSOD
(BITTENCOURT et al., 2004). Uma CuZnSOD foi purificada ¢ um anti-soro contra ela foi
utilizado para demonstrar a sua presenga na parede celular do fungo, o que sugere uma fungao
na tolerancia das defesas do hospedeiro (BITTENCOURT et al., 2004).

Algumas espécies de fungos sdo infectadas com micovirus com genoma de dsRNA.
Existem exemplos na literatura onde ¢ possivel sugerir que a viruléncia de alguns fungos ¢
influenciada, normalmente diminuida, pelo genoma viral (DE LA PAZ GIMENEZ-PECCI et
al., 2002). A presenga de micovirus ja foi constatada em algumas linhagens de M. anisopliae
utilizadas em controle bioldgico no Brasil (BOGO et al., 1996; DE LA PAZ GIMENEZ-
PECCI et al., 2002). FRAZZON e colaboradores (2000) também sugerem que linhagens de

M. anisopliae livres de micovirus sdo mais infectivas para carrapatos.
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M. anisopliae secreta, ainda, produtos metabolicos secundarios, que apresentam
importancia na patogenicidade destacando-se as toxinas ciclodepsipeptidicas, conhecidas
como destruxinas (DTX). Foram descritos diferentes tipos de DTX: A, B, C, D e E, e outras
27 variantes (WANG et al., 2003). As DTXs apresentam grande poder inseticida, pois causam
a paralisagdo do sistema digestorio e a morte do hospedeiro (SAMUELS et al., 1988). O
hospedeiro exibe varios sintomas, incluindo inquietag¢ao, perda de coordenagdo e parada da
ingestdo de alimentos, os quais tém sido associados a ac@o das toxinas (KERSHAW et al.,
1999; LAVERLAM, 1999; AMIRI, 2000).

HSIAO & KO (2001) separaram e identificaram quatro DTXs, que foram produzidas
em diferentes quantidades por isolados selvagens e mutantes do fungo, sendo a produgdo
induzida significativamente por luz UV e por EMS (etil-metano-sulfonado). A destruxina do
tipo A ¢ a predominante. Em trabalho recente, foram investigados os fatores que alteram a
producdo de destruxinas, em isolados de M. anisopliae. Estes isolados produziram
majoritariamente trés tipos de DTXs, sendo que, em meios suplementados com peptona,
ocorreu aumento da producdo. Entretanto, a utilizacdo de homogeneizado de larvas de insetos
ndo induziu a sua producdo, diferentemente do que seria esperado (WANG et al., 2003).
Linhagens muito virulentas produzem grandes quantidades de destruxinas, mas linhagens que
produzem pouca toxina sdo também virulentas, sugerindo que as destruxinas nao sao o0s
tnicos determinantes da patogenicidade (WANG et al., 2003).

Para a compreensdo dos fatores envolvidos na viruléncia, tém-se dado énfase a
modelos experimentais que permitem uma visdo global do padrio de expressdo de
Metarhizium ssp. frente aos seus hospedeiros (FREIMOSER et al., 2003; DUTRA et al.,
2004). FREIMOSER e colaboradores (2003), seqilienciaram e compararam duas bibliotecas de
ESTs (expressed sequence tag) de M. anisopliae, uma da var. anisopliae, um patéogeno com
grande espectro de hospedeiros, e outra, da var. acridum, que ¢ um patoégeno especifico de
gafanhotos. As bibliotecas foram construidas a partir de cultivos que induzem a expressao de
enzimas que degradam cuticula, durante 48 horas, e os resultados indicaram diferencas
significativas na expressdo entre as duas variedades (FREIMOSER et al., 2003).

Nosso grupo também vem se dedicando a experimentos com énfase semelhante
(DUTRA et al., 2004). Utilizando a técnica de RDA (representational difference analysis),
foram analisadas as diferengas na expressdo de M. anisopliae var. anisopliae (linhagem Eg),
que ¢ altamente patogénico para o carrapato Boophilus microplus (FRAZZON et al., 2000),
frente a dois tipos de cultivos de 18 horas, um mimetizando a condi¢do de infec¢dao, em meio

suplementado com cuticula de carrapato, e outro em meio contendo glicose, demonstrado
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repressdao catabolica de varios genes do fungo. Assim, foi possivel identificar algumas
seqliéncias génicas com maior nivel de transcricdo na carapaga do que no meio contendo
glicose. Estas seqiliéncias provavelmente possuem importdncia na viruléncia. Entre essas
seqiiéncias, destacam-se genes que codificam uma protease do tipo subtilisina (gene priC),
uma proteina provavelmente envolvida na diferenciagdo de apressorio (pthll), uma
transaldolase ¢ uma proteina de choque térmico / chaperona (HSP70; DUTRA et al., 2004).
Essa abordagem mais global para o isolamento de seqiiéncias com potencial
envolvimento no processo de infec¢do requer um estudo mais detalhado para comprovar a sua

participagdo na patogenicidade (FREIMOSER et al., 2003; DUTRA et al., 2004).

2.5 - Quitina e quitinases

A quitina é um dos polissacarideos mais abundantes na natureza. E encontrada
freqiientemente constituindo exoesqueleto de insetos, carapaga de crustaceos, em concha de
moluscos, em nematdides e como o principal componente da parede celular de fungos
(CABIB, 1987). Estudos sobre a sua estrutura demonstram que ela ¢ um polimero homogéneo
e linear formado por ligagdes do tipo - 1,4 de 2 —acetoamino-2-deoxi-D-glicopiranose (N-

acetilglicosamina — NAcGlc), (BLACKWELL, 1988; Figura 4).
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Figura 4 - Estrutura covalente da quitina.

As quitinases hidrolisam a quitina resultando na produ¢do de oligdmeros e mondmeros
de N-acetilglicosamina, que podem ser absorvidos ¢ metabolizados por muitos organismos
(ULHOA & PEDERBY, 1991). As enzimas capazes de hidrolisar a ligagao existente entre os
carbonos C1 e C4 de duas N-acetilglicosaminas consecutivas sdo genericamente denominadas
de quitinases ou enzimas quitinoliticas (FLACH et al., 1992). Embora nido haja um consenso
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em relacdo a nomenclatura mais especifica destas enzimas, de acordo com os tipos de
produtos liberados pela hidrolise do substrato, as quitinases podem ser classificadas em dois
tipos principais: as endoquitinases (EC 3.2.1.14) e as exoquitinases (EC 3.2.1.30; Figura 5).
As primeiras clivam a quitina em pontos internos aleatorios, produzindo multimeros de N-
acetilglicosamina, e estas podem ser subdivididas em quitinases basicas e acidas, também
denominadas de classe I e de classe II, respectivamente, (SHAHABUDDIN & KASLOW,
1993). Ja as exoquitinases catalisam a liberagdo progressiva de diacetilquitobiose. As endo e
exoquitinases catalisam a quebra da quitina bruta, produzindo substratos para um terceiro tipo
de enzima, que degrada os dimeros em mondmeros de NAcGlc, as [-1,4-N-
acetilglicosaminidases, também denominadas quitobiases ou quitobiosidases (EC 3.2.1.52),
segundo terminologia utilizada no Enzyme Nomenclature (BIELKA et al., 1984). Esta
subclasse de enzimas quitinoliticas hidrolisa apenas dimeros de NAcGlc e ¢ incapaz de
hidrolisar quitina bruta ou cristalina (BIELKA et al., 1984; ST. LEGER et al., 1991b;
HARMAN et al., 1992; SAHAI & MANOCHA, 1993; WERREN, 1996). A existéncia de
varias enzimas corrobora a hipotese que elas atuam sinergisticamente sobre a quitina,
tornando-a soltivel para que o fungo possa assimila-la para a sua nutricdo (ST. LEGER et al.,
1986b; 1991b; 1996b).

Na maioria dos fungos, onde a parede celular é composta basicamente por
polissacarideos como quitina e glicanas (BARTINICKI-GARCIA, 1968), enzimas
quitinoliticas estdo envolvidas principalmente nos processos de crescimento e diferenciacao.
Os fungos filamentosos também possuem quitinases que atuam em diferentes processos
fisiologicos, entre os quais a dispersdo de esporos, a autdlise, a nutricdo e o parasitismo
(GOODAY et al., 1992). As microfibrilas de quitinas sdo um componente estrutural
importante da cuticula de insetos e representam uma barreira potencial a penetracao de fungos
entomopatogénicos. Desta forma, as enzimas envolvidas na degradagcdo da quitina podem
desempenhar uma fun¢do importante no processo de infecgdo (ST. LEGER et al., 1986b).
Enzimas com atividade quitinolitica s3o produzidas por M. anisopliae em niveis baixos pelas
estruturas de infeccdo na superficie da cuticula e durante a fase inicial da penetracdo da
cuticula, quando comparado com as proteases, mas altos niveis destas enzimas sdo
encontrados nas zonas de degradagdo proteolitica (ST. LEGER et al., 1986a; 1986b). Ha
evidéncias in vitro de que proteases e quitinases atuam de forma sinergistica na solubilizagido
de cuticulas. As quitinases estdo provavelmente associadas a modificagdes na cuticula
causadas pelo fungo enquanto esta barreira esta sendo transposta (ST. LEGER et al., 1986b).

O sistema quitinolitico de M. anisopliae ¢, de modo geral, regulado por um mecanismo de
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indugdo/repressdo, onde a quitina induz tanto a sintese quanto a secre¢do de quitinases,
enquanto a glicose ¢ um repressor da sintese. A concentracdo do mondmero NAcGlc também
regula a sintese e secrecdo das quitinases. Baixas concentragdes sdo indutores, enquanto altas

concentragoes tém papel repressor (MORAES et al., 2002; BARRETO et al., 2004).
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Figura 5 - Representacdo esquematica dos mecanismos de ac¢do das quitinases.
Em azul, estdo representadas as fibras da quitina, ¢ em verde, os mondmeros de
NacGle, compreendendo sua fracdo terminal. Estdo representadas as enzimas

endoquitinase, em cor de vinho, exoquitinase, em laranja, e glicosaminidase, em cinza.
Modificado de SAHAI & MANOCHA (1993).
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2.6 — Quitinases purificadas de M. anisopliae

Duas enzimas de M. anisopliae linhagem MEI, envolvidas no processo de degradagao
de quitina foram purificadas a partir de cultivos em quitina bruta por ST. LEGER e
colaboradores (1991b). Uma destas enzimas, com 33 kDa (CHIT33), pI 5,4-8,6 e pH 6timo de
5,3, assemelha-se a quitinases de bactérias. A segunda enzima de 110 kDa (CHIT110), pI 6.4
e pH otimo de 5,0, ¢ uma quitobiase (glicosaminidase) que hidrolisa quito-oligossacarideos,
principalmente a quitobiose (ST. LEGER et al 1991b).

Este grupo detectou ainda outras duas quitinases de 43,5 e 45 kDa (pI 4,8) em
sobrenadantes de culturas de M. anisopliae em presenga de cuticula de inseto como fonte de
carbono. As seqiiéncias N-terminais foram obtidas e demonstraram ser idénticas entre si, €
muito similares a quitinase CHIT42 de Trichoderma harzianum (CARSOLIO et al., 1994,
ST. LEGER et al., 1996b; Tabela 2).

Foi demonstrada a presenca de pelo menos trés enzimas com atividade quitinolitica na
linhagem E¢ de M. anisopliae. Uma destas enzimas, a CHIT30, foi purificada e apresentou
atividade de degradagdo de quitina coloidal, tetrameros, trimeros e dimeros de NAcGlc. Essa
quitinase purificada foi a primeira enzima descrita apresentando atividade bifuncional de exo
e endoquitinase. Ela ¢ altamente induzida por quitina coloidal e reprimida por NAcGlc
(PINTO et al., 1997; Tabela 2). Uma outra quitinase foi demonstrada para a linhagem Eg,
empregando géis ndo desnaturantes na deteccdo da atividade de quitinases (MOREIRA,
1998).

A quitinase CHIT42 de M. anisopliae, codificada pelo gene chitl (BOGO et al.,
1998), foi expressa em Escherichia coli e, parcialmente caracterizada, demonstrando ser uma
endoquitinase acida (pH otimo de 4,5 a 5,5; BARATTO et al., 2003). A proteina heteréloga
expressa com atividade, compreende a proteina predita madura, ou seja, sem o peptideo sinal
(BOGO et al., 1998; BARATTO et al., 2003). A quitinase CHIT42 ¢, provavelmente,
ortdloga das quitinases com 43,5 e 45 kDa, pois apresenta apenas trés alteracdes de residuos
de aminoacidos, preditos a partir do gene chitl, de vinte determinados do N-terminal das duas
quitinases (ST. LEGER et al., 1996b; BOGO et al., 1998; Tabela 2).

KANG e colaboradores (1999) purificaram e caracterizaram uma nova quitinase de M.
anisopliae, linhagem ATCC 20500, de aproximadamente, 60 kDa (pH 6timo 5,0). A partir de
ensaios enzimaticos, a CHIT60 demonstrou atividades tanto de endo como de exoquitinase

(KANG et al., 1999), a exemplo da CHIT30 (PINTO et al., 1997, SILVA et al., 2005).
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Além dessas quitinases purificadas, acredita-se que existam outras, corroborando o
alto grau de complexidade do sistema quitinolitico de M. anisopliae. Foi demonstrado em géis
de atividade contendo glicol-quitina como substrato, que uma linhagem de M. anisopliae
altamente secretora, produzia uma mistura complexa de enzimas quitinoliticas quando o
fungo era cultivado em condi¢des de inducdo. A presenca de aproximadamente 10 isoenzimas
foi sugerida (ST. LEGER et al., 1993). Aparentemente, estas bandas multiplas de atividade
resultam da simples variacdo de migracdo devido a diferentes graus de glicosilagdo ou de
clivagem proteolitica, visto que, nos ESTs obtidos por FREIMOSER e colaboradores (2003)
apenas cinco diferentes genes foram detectados e na linhagem E¢ apenas seis bandas de

atividade qutinolitica sao detectadas (SILVA et al., 2005).

2.7 - Genes de quitinases isolados de M. anisopliae

O gene chitl e o seu cDNA completo, que codifica uma quitinase do fungo M.
anisopliae foram isolados e caracterizados (BOGO et al., 1998; Tabela 2). Foi o primeiro
trabalho publicado de um gene codificando uma enzima quitinolitica nesse fungo. O gene
chitl ¢ interrompido por trés pequenos introns, tipicos de fungos, apresentando uma ORF de
1.521 pb, que codifica uma proteina de 423 aminoacidos. Os 35 primeiros aminoacidos
apresentam caracteristicas de peptideo-sinal. Dessa forma, quando madura, essa proteina
apresenta uma massa molecular de 42 kDa e pl de 5,8. Segundo analises de hibridiza¢ao, uma
unica copia do gene chitl esta presente no genoma de M. anisopliae.

Com o seqiienciamento de ESTs da linhagem MEI de M. anisopliae var. acridum,
FREIMOSER e colaboradores (2003), obtiveram a seqiiéncia completa de dois genes de
quitinases, o gene chil, ortélogo do gene chitl, e o gene chi3, o qual codifica para uma
enzima predita de 34 kDa, e ainda, uma seqiiéncia parcial de outro gene, chi2. Além desses,
outros dois genes foram identificados no trabalho, um codificando um precursor de quitinase
3, semelhante a de N. crassa, e outro, com identidade a uma quitinase de T. harzianum.

Outro gene de quitinase de M. anisopliae linhagem ATCC 20500 foi descrito por
KANG e colaboradores (1998; gene chill; Tabela 2, em vermelho), entretanto, em um
trabalho de regulagao da quitinase yheB de E. coli (FRANCETIC et al., 2000), os autores
sugerem que o gene chill seria um artefato da construgdo da biblioteca do fungo, visto que, a
seqiiéncia do gene apresenta em torno de 90% de identidade com a quitinase de E. coli K-12

(nimero de acesso U18997), incluindo as regides flanqueadoras nao-traduzidas.
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QUITINASE

CHIT30 (PINTO et
al., 1997)

Substrato

Quitina bruta;
oligbmeros

Atividade

Exo / Endo

N-terminal

Tempo /
Inducéo

Tabela 2 - Quitinases e genes de quitinases isolados de M. anisopliae e suas principais propriedades (- ndo-determinado).

Inducéo /
Repressao
Quitina /
Glicose

Linhagem

CHIT33 (ST. LEGER
etal., 1991b)

Quitina coloidal e
cristalina

Endo

Quitina

CHITA43,5 (ST.
LEGER et al., 1996b)

Glicol-quitina

Endo

AGGYVNAVYFY
TNGLYLSNYQPQ

Cuticula

CHIT45 (ST. LEGER et
al., 1996b)

Glicol-quitina

Endo

AGGYVNAVYFY
TNGLYLSNYQPQ

40-60 h

Cuticula

CHIT60 (KANG et
al., 1999)

Quitina coloidal e
cristalina / carapaga

Exo / Endo

NTGSWNGVNVE

4 dias

Quitina

CHIT110 (ST.
LEGER et al., 1991b)

Quitobi., quitotri.
quitotetraose

quitobiase

constitutivo

Inibida por
NAcGLc

CHIT42 heterologa
(BARATTO et al.,

GENES

Chitl 42 KDa (BOGO et
al., 1998)

Banco

pl

Quitina coloidal

Endo

Introns /
Copias
3 introns /
coOpia unica

AGGYVNAVYF
TNWGIYGRNYQP

N-terminal

AGGYVNAVYF
TNWGIYGRNYQP

Aminoéacidos

423 aa

Linhagem

Chi2 Parcial
(FREIMOSER et al.,
2003)

LRALAGVGLVGLASG
VPFTDNISIKPRQAP

414 aa
Parcial

Chi3 34 kDa
(FREIMOSER et al.,
2003)

MFVRNALAVTGLLAA
LTQAAPDEGRASG

317 aa

Chill 58 kDa (KANG et
al., 1998)

cOpia unica

MLFSMVMFTERWW
VGSKDCPRVPALEN

523 aa
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2.8 - Funcéo e regulacéo de quitinases de fungos filamentosos

O processo de degradagdo da quitina em microrganismos ¢ complexo e envolve um
sistema de expressdo dos genes de quitinases altamente regulado (KEYHANI & ROSEMAN,
1999). O mecanismo proposto para a regulagdo da expressao gé€nica de quitinases em fungos
segue o modelo indutor-repressor, onde a quitina ¢ os produtos de sua degradacdo sao
indutores e a glicose atua como repressor, efeito conhecido como repressdo catabolica por
glicose (CARLSON, 1999). SAHAI & MANOCHA (1993), demonstraram que a secre¢ao
constitutiva de quitinases também ocorre, sugerindo que niveis basais de quitinases podem dar
inicio ao processo de hidrodlise da quitina.

Em fungos filamentosos, algumas quitinases tiveram suas fun¢des determinadas e sua
regulacdo elucidada. Acredita-se que as quitinases, nesses organismos, além da possivel
funcdo na entomopatogenicidade, fitoparasitismo ou micoparasitismo, tenham fungdes em
processos fisiologicos que requerem a digestdo da parede celular, como germinagdo de
esporos, crescimento na ponta da hifa, ramifica¢des e autdlise das hifas (GOODAY, 1990;
GOODAY etal., 1992; TAKAYA et al., 1997).

Em Aspergillus nidulans, foi isolado e caracterizado o gene chiA, que codifica para
uma quitinase de 69 kDa (TAKAYA et al., 1997). A inativa¢do do gene nao causou alteragdes
morfoldgicas nos conididforos ou nas hifas, entretanto, a germinagdo dos conidios e o
crescimento das hifas diminuiram substancialmente. Elementos reguladores da expressdo do
gene foram investigados, utilizando uma regido de 600 pb a montante do sitio de inicio da
transcri¢do, e a proteina reporter f-galactosidase. O gene foi expresso durante o crescimento
das hifas, tendo a sua expressdo aumentada duas vezes durante o desenvolvimento dos
conidioforos, indicando que a quitinase CHIA de A. nidulans é regulada temporalmente na
morfogénese (TAKAYA et al., 1997). Em A. fumigatus, um importante micopatogeno de
seres humanos, foi inativado o gene chiB, que codifica uma quitinase de 45 kDa, semelhante a
de bactérias. O mutante ndo apresentou alteracdes no crescimento ou na morfologia em
relagdo ao selvagem, entretanto, na fase de autélise a expressao de quitinases foi bem inferior
que no selvagem, indicando sua indugdo nessa fase (JAQUES et al., 2003).

Foram também isolados dois genes de quitinases do fungo Coccidioides immitis, um
agente etiologico de doengas respiratorias, genes ctsl e cts2 (PISHKO et al., 1995). Com a
finalidade de avaliar a sua participacdo na morfogénese, o gene Ctsl foi silenciado neste
organismo (REICHARD et al., 2000). Apesar do gene Ctsl ter a sua expressdo aumentada

durante a formacao do endosporo, o mutante obtido ndo apresentou mudangas na viruléncia
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nem na morfogénese. Entretanto, a analise comparativa da atividade de quitinase da linhagem
parental e no mutante sugere que a auséncia do gene Ctsl pode ser compensada com a maior
expressao do gene Cts2.

Os mecanismos de regulagdo de alguns genes que codificam enzimas hidroliticas de
Trichoderma spp. foram exaustivamente estudados. ZEILINGER e colaboradores (1999),
utilizando a proteina reporter GFP sob controle da regido 5° reguladora dos genes de T.
harzianum ech42 (que codifica uma endoquitinase de 42 kDa) e nagl (codificando uma N-
acetilglicosaminidase), estudaram a expressdo desses genes durante a infeccdo do fungo
Rhizoctonia solani. Os autores observaram que a indugdo do gene ech42 ¢ anterior, enquanto
a do gene nagl ¢ posterior ao contato fisico com o hospedeiro. O gene ech42 apresenta uma
alta expressdo em presenga do sobrenadante da cultura de Rhizoctonia solani com quito-
oligossacarideos, possivelmente produzidos por atividades constitutivas da CHIT42 ou de
outras quitinases.

MACH e colaboradores (1999), avaliaram a expressdao dos genes ortdlogos em
Trichoderma atroviride (=Trichoderma harzianum P1). O gene nagl foi expresso em
presenca de parede celular do fungo Botrytis cinerea e oligdmeros derivados da degradacao
de quitina, mesmo sendo adicionadas diferentes fontes de carbono. Entretanto, o gene ech42
nao foi induzido com a adicdo de quito-oligbmeros, mas apresentou alta expressao em
cultivos prolongados por escassez de fontes de carbono, independentemente do cultivo ser em
glicose ou glicerol. Os resultados indicam que a indu¢do do gene na escassez da fonte de
carbono ndo ¢ devida a auséncia da repressdo catabolica por carbono. Além disso, o gene foi
também induzido por estresse, como baixas temperaturas, pressdo osmotica e presenca de
etanol.

Os genes ech42 e nagl de T. harzianum juntamente com o gene gluc78 (que codifica
uma 1,3-B- glicosidase), também foram alvo de estudo feito por DONZELLI & HARMANN
(2001). Os resultados divergiram parcialmente dos trabalhos anteriores. O gene gluc78 foi
induzido por escassez de nitrogénio, enquanto, para os genes ech42 ¢ nagl, além da escassez
de nitrogénio, foi necessaria a presenca de quitina para a indugdo. A escassez de amoénio e
glicose resultou na expressdo e na secrecdo prematura de enzimas quitinoliticas degradadoras
da parede celular. De forma geral, estas enzimas, incluindo a quitinase CHIT42, t€ém a
expressdo reprimida por nitrogénio e os efeitos da quitina na expressdo, sao alterados pela
variacdo do nivel de amdnio e de glicose no meio de cultura.

A fungdo da quitinase CHIT42 de T. virens foi avaliada através da inativagdo e da

superexpressdo do gene ch42. Os resultados indicam que, em ambos transformantes, nio
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houve alteragdes na razdo do crescimento, na esporulacao, na produgdo de antibidticos, na
eficiéncia de colonizacdo e na sobrevivéncia no solo, em relacao ao selvagem. Entretanto, a
capacidade de infectar Rhizoctonia solani foi diminuida, no mutante com o gene inativado, e
aumentada, quando o gene era superexpresso, comprovando a sua participacdo na
patogeneicidade (JONG-MIN et al., 1999).

Outro gene de T. harzianum analisado foi o gene chit36, que codifica uma
endoquitinase de 36 kDa (CHIT36; ULHOA et al., 1991; VITERBO et al., 2001). Sua
superexpressdo demonstrou seu amplo poder antifingico, com provavel funcdo na
micopatogenicidade (VITERBO et al., 2001). VITERBO e colaboradores (2002) analisaram a
regulagdo do gene chit36, utilizando a sua regido 5° regulatoria ¢ o gene reporter gfp. Os
resultados indicaram que houve repressdo em presenca de glicose e nitrogénio e inducdo em
condicdes de estresse, em presenca de quitina coloidal e de NAcGlc.

O gene Bchitl, do fungo entomopatogénico Beauvveria bassiana, que codifica para
uma quitinase de 33 kDa, trata-se de um ortologo do gene chit36 de T. harzianum. Esta
quitinase foi altamente repremida por glicose e sua expressao foi induzida desde o inicio do
seu cultivo na auséncia de glicose. A sua superexpressdo aumentou a eficiéncia de infec¢ao
(FANG et al., 2005).

O sistema quitinolitico de M. anisopliae ¢ regulado por um mecanismo de indugao-
repressao, onde a quitina induz tanto a sintese quanto a secrecdo de quitinases, enquanto a
glicose ¢ um repressor da sintese (BARRETO et al., 2004). A concentragdo do mondmero de
NAcGlc também regula a sintese ¢ a secrecdo das quitinases. Baixas concentragdes de
NAcGle (0,5%) sao indutoras, enquanto altas concentracdes (1%) tém papel repressor
(MOREIRA, 1998; MORAES et al.,, 2003; BARRETO et al., 2004). Esse modelo de
regulacdo ¢ mostrado na Figura 5. Acredita-se que, em M. anisopliae, assim como em outros
fungos entomopatogénicos, as quitinases possivelmente envolvidas no processo de infeccao
sao requeridas somente por periodos curtos durante a penetragdo na cuticula dos hospedeiros e
sao fortemente reguladas pelos produtos de degradacdo da quitina (ST. LEGER. & JOSHI,
1997; ST LEGER et al., 1998).
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Figura 6 - Mecanismo de regulacdo de quitinases.
A flecha azul indica inducdo e a vermelha representa repressdo. As flechas verticais
indicam as concentracdes baixas (0,1%) ou altas (1%) de NAcGlc.

A exo/endoquitinase CHIT30 ¢ altamente induzida por quitina coloidal e reprimida
por concentragdes baixas de NAcGlc (PINTO et al., 1997). SILVA e colaboradores (2005)
purificaram esta quitinase e produziram soro anti-CHIT30. A partir de experimentos de
western foi possivel determinar a sua regulagdo, sendo os resultados similares aos obtidos
anteriormente por PINTO e colaboradores (1997). A secre¢do ¢ induzida por NAcGlc em
baixas concentragdes (0,2%), por carapaca de carrapato e por quitina e reprimida por glicose
1% e altas concentragdes de NAcGlc (1%). Utilizando o soro anti-CHIT30, foi isolado o gene
que a codifica. A analise da seqiiéncia de DNA mostrou ser um ortélogo do gene chi3 de M.
anisopliae var. acridum (GenBank — NCBI, ntimero de acesso AJ293218). Em experimentos
de imuno-histoquimica foi demonstrada a presenca da quitinase CHIT30 produzida por M.
ansopliae linhagem E¢ no sitio de infecg¢@o no carrapato B. microplus (SILVA et al., 2005).

Duas quitinases de M. anisopliae foram estudadas por ST. LEGER et al. (1991a). A
primeira, de 33 kDa, assemelha-se a quitinases de bactérias, sendo que a sua secreg¢do ¢
altamente estimulada por NAcGlc e inibida por hialina. A segunda enzima ¢ uma a -1,4-N-
acetilglicosaminidase que hidrolisa quito-oligossacarideos e apresenta expressao constitutiva,
sendo produzida mesmo em meio de cultura sem quitina, e tem a sua atividade inibida por

NAcGlc e ¢ incapaz de hidrolisar quitina cristalina (ST. LEGER et al., 1991a).
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O gene chitl (quitinase CHIT42) de M. anisopliae var. anisopliae apresentou uma
indugdo em presenga de quitina e repressdo em presenca de glicose ou NAcGlc em
concentragdes altas e em cultivos prolongados (BOGO et al., 1998). A expressdo do seu
ortdlogo, gene chil, em M. anisopliae var. acridum, ndo foi detectada nas fases iniciais da
infec¢do, sendo fortemente sugerido, o seu ndo envolvimento na patogenicidade (ST. LEGER
et al., 1996b; SCREEN et al., 2001; FREIMOSER et al., 2003). FREIMOSER et al. (2003),
analisando e comparando as ESTs (Expressed sequence tags) de duas variedades de M.
anisopliae (var. anisopliae e var. acridum), demonstraram diferengas na expressao de genes e,
também que, entre os dez transcritos mais abundantes em M. anisopliae var. acridum,
encontram-se trés genes correspondentes a quitinases (gene chil, ortdlogo do gene chitl, gene
chi2 e gene chi3) e um gene de quitosanase (gene csnl), enquanto que, entre os dez transcritos
mais abundantes em M. anisopliae var. anisopliae, ndo foi encontrado qualquer codificando
quitinase.

Segundo ST. LEGER e colaboradores (1998), os fungos filamentosos sdo capazes de
modificar o pH do meio, sugerindo que este fator regula a expressdo de genes de viruléncia de
M. anisopliae, sendo as proteases secretadas em pH basico e as quitinases em pH acido.

Sendo o sistema quitinolitico de M. anisopliae constituido de um complexo de
enzimas, a obtencao de provas conclusivas sobre o envolvimento dessas enzimas no processo
de penetragdo e nos demais processos fisiologicos de M. anisopliae depende de estudos
basicos, para os quais se tornam necessarias a purificacdo e a caracterizagcdo de cada proteina,
o isolamento dos genes e a andlise das suas seqiiéncias reguladoras. Seria ainda necessario
comprovar a presenca da enzima no sitio de penetracao, e finalmente, a superexpressao da
quitinase deveria aumentar a DL50 e a viruléncia, diminuindo assim, o tempo de penetragdo

da linhagem geneticamente modificada em relagdo a linhagem selvagem.

2.9 - Provaveis sequéncias reguladoras do gene chitl e de outros genes de

quitinases

Até o momento, ndo hd dados na literatura descrevendo elementos reguladores
envolvidos na ativacdo da expressao génica em resposta a quitina em fungos. Desta forma,
nos estudos sobre regides regulatorias de genes de quitinases, sdo enfatizados os elementos
sabidamente envolvidos na expressdo génica em resposta a glicose e ao nitrogénio, ja que

estes apresentam uma regulacdo negativa sobre a expressao das quitinases em M. anisopliae.
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BOGO (1999) determinou a seqiiéncia da regido 5° flanqueadora do gene chitl (BOGO et al.,
1998; Figura 7) e identificou alguns possiveis elementos de fatores gerais de transcrigdo (core
promoter consensus sequences) CAAT box e TATA box, localizados na distancia apropriada a
montante do cdédon de inicio de transcrigdo (G +1). Foi mapeada uma regido rica em
pirimidinas (CT box), localizada a 71pb a montante ao cddon de inicio de tradugdo. Também
foi identificada a presenca de um possivel elemento ATTCAAAT muito proximo ao consenso
ATGCAAAT, caracterizado como elemento de regulagdo de transcricdo em eucariotos,
posicionado a 30 pb a montante do codon de inicio de tradugdo (Figura 7). Os promotores dos
genes pgk de A. nidulans e P. crysogenum (STREATFILD et al., 1992) e o promotor do gene
pk2 de Rhizopus niveus (TAKAYA et al., 1995) apresentam seqiiéncias bastante similares a
este elemento. Também foram identificados no gene chitl os possiveis elementos CREA
(GTGGAG), GATA-1 (TATC) e GATA-2 (GATA), localizados nas distancias respectivas de
601 pb, 366 pb e 15 pb a montante ao cddon ATG de inicio de tradugdo. Embora ndo se tenha
mapeado experimentalmente o sitio de inicio de transcrigdo, foi também identificado um
possivel elemento (TCATCAAT) semelhante ao elemento de consenso de inicio da
transcrigdo TCATCANC (EBERLE & RUSSO, 1994), posicionado, a 56 pb a montante do
codon de inicio de tradugio.

Entre os provaveis elementos reguladores encontrados na regido flanqueadora 5' do
gene chitl estd o elemento GATA (seqiiéncia de consenso HGATAR), o qual ¢ sitio de
ligagdo dos fatores GATA. Em plantas e metazoarios, sdo encontrados fatores GATA, uma
classe de ativadores ou repressores transcricionais que também estdo envolvidos na regulagao
de genes relacionados as vias de utilizagdo de nitrogénio em fungos, como A. nidulans
(GONZALES et al., 1997). Os fatores AREA da classe GATA estdo envolvidos na
remodelagem da cromatina no promotor dos genes niaD e niiA deste organismo (MURO-
PASTOR et al., 1999). Os fatores GATA sao caracterizados por um motivo de ligagdo ao
DNA altamente conservado, o dedo-de-zinco de Cys (zinc finger), seguido por um dominio
basico (OMICHINSKI et al., 1993). Em fungos, os fatores GATA estdo envolvidos em
diversos processos como a regulagdo do metabolismo do nitrogénio (FU et al., 1995), a
repressdo da biossintese de sideroforos pela interacdo de reguladores de transcricdo (AN et
al., 1997) e a ativagdo transcricional de processos induzidos por luz (BALLARIO et al.,
1996).

O fator GATA melhor estudado em fungos ¢ a proteina AREA de A. nidulans e sua
homologa NIT2 em N. crassa. Estas proteinas sdo necessarias para a regulagdo da transcri¢ao

de quase todos os genes envolvidos na utilizagdo de fontes de nitrogénio nestes organismos
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(FU et al., 1995). A repressdo da expressdo desses genes por amonio ou glutamina, acredita-
se, ocorre pela formacao de um complexo com AREA, que evita a sua ligacdo ao DNA, ¢ a

glutamina atua na repressao juntamente com uma proteina secundaria (PLATT et al., 1996).

GCATGCGCAGGCTTCAGACTTCATGTGGGCTTTGTAGTTTCTGCACAGCTTCACAACCCGCCCTCTGGAA 70
CCTCCCCCACCATCTTTTACCGTCTCATGTGAGGTTTTTGCACACATGCATGGAGCACGGAACTTGGTTA 140
TGGGGTGTAGTACGTACTTTTGACATCTTGTCACTTCCTGTCCATTGCTCATGCGTCGTCCTGTTCATCG 210
CCAAACGTGCCAAGEIIgEINECGCTTGCTGCGATGCTCCCAGTTGCAAATGGCCGCACGGAAATGAGAGAA 280
GCATCCTTTTATGGAE$EéACCAACTACTCAGGTAGCCACGAATAGGCTATGTGTGGTCAATTAGTGAGT 350
CGGTATTTTTCAATTGAGCGCATCAGCAACGTTGCCGAGCCGAACGATGAGTACTGTCTCAGCCCAGGGC 420
GAGCCTACCAGCCAGGTATGCCTCCTATCCCAGTCGAGACIENI®ACGAGATCAGCATTGCCGAGTAACCA 490
GTGGTATGCTAAGGAATGGATGAGTGGAATGTTCCCACCgé¥é;éTAACCTGCCTAATGGTCTTCCATGC 560

TAGATGAGACGGCAAGCCTTTCTTCGCCTCAACCATGCTACCCATGTTGACAATTTCCTTATCAACTACC 630

CAAT box
GAATACCTGCGAAGTCAACGTCGTCGTGGTCTTGTATAAATAGGGGCCACATTCCTTCGAGGTAGTTCAC 700
TATAAA box
GGAAGACACGCTACCACTACATCACTCCCTACATAT(ee{eele e mEMNICTACCCGGCCCTGGTGGCTCTT 770
CT box
TCATCAATTCGACAAGCACTTCTATTCAAATTACAGTACAGATNFAACTCGGGTCAACGATatgccgtecg 840
Box inicio Transcricéao GATA-2 M P S

Figura 7 - Regido flanqueadora 5' do gene chitl e provaveis elementos envolvidos na sua
regulacao.
Seqiiéncia de nucleotideos da regido flanqueadora 5' do gene chitl de M. anisopliae.
Estdo realgadas em azul as seqliéncias dos possiveis elementos envolvidos na regulagdo
da expressdao do gene chitl de M. anisopliae (BOGO et al., 1998; BARATTO, 2001).
As seqliéncias destacadas com diferentes cores representam provaveis elementos em
particular: vemelho CREA, azul GATA, verde escuro regido ricas em pirimidinas,
verde claro CAAT box, amarelo TATA box e cinza inicio de transcricdo.

Ha evidéncias substanciais de que ocorrem interagdes diretas e indiretas entre as
proteinas NIRA ¢ AREA. NIRA atua como um ativador ¢ AREA atua como desrepressor da
expressao. O fator NIRA (A. nidulans), assim como NIT4 (N. crassa), ¢ ativador especifico da
transcricdo de genes que codificam permeases e outras enzimas de vias de assimilacdo de
nitrato e se ligam na seqiiéncia de consenso CTCCGHGG (PUNT et al., 1995). Esses fatores
estdo envolvidos na regulacdo de genes que codificam as enzimas nitrato e nitrito redutase em
A. nidulans (niaD ¢ niiA; PUNT et al., 1995).

Em M. anisopliae, foi demonstrado que a proteina NRR1 ¢ um elemento regulador de
genes que codificam enzimas envolvidas no metabolismo de nitrogénio. A proteina NRR1 de

M. anisopliae apresenta alta similaridade com a proteina NIT2 de N. crassa. Utilizando
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métodos genéticos, foi demonstrada a equivaléncia funcional entre os genes nrrl de M.
anisopliae e areA de A. nidulans (SCREEN et al., 1997).

Outro provavel elemento regulador também encontrado na regido flanqueadora 5' do
gene chitl é o elemento CREA (seqiiéncia de consenso SYGGRG), reconhecido pelo fator de
transcricdo CREA (genes creA, creB e creC), em A. nidulans. Este é um regulador negativo
que intermedeia a repressao do catabolismo neste organismo, na presenca de glicose. O fator
CREA regula a expressdo de permeases e outras enzimas especificas envolvidas na utilizagao
de prolina como fonte de carbono e/ou nitrogénio (CUBERO & SCAZZOCCHIO, 1994).
CREA também regula a expressdao dos genes das enzimas pectina e pectato-liase (HO et al.,
1995), o elemento também esta presente no promotor do gene gpdA deste organismo (PUNT
et al., 1990). O gene creA (DAWZER & KELLY, 1991) codifica uma proteina com dois
motivos dedos-de-zinco muito similares aqueles presentes em um regulador transcricional de
leveduras (MIG1), que estd envolvido na repressdo catabdlica de alguns genes deste
organismo (genes gal4 e sucl; NEHLIN et al., 1991).

Em M. anisopliae, foi isolado e seqiienciado o gene crrl, ortdlogo do gene creA de A.
nidulans. A partir de experimentos de complementagdo, foi possivel demonstrar que a
proteina CRR1 substitui parcialmente a proteina CREA em A. nidulans (SCREEN et al.,
1997). Neste trabalho, os autores descreveram também a seqiiéncia da regido reguladora do
gene prlA de M. anisopliae, onde foi possivel identificar varios elementos controladores de
transcri¢do, também presentes na regido reguladora do gene chitl, e comprovar a existéncia
de dois sitios que aos quais se liga a proteina CREA de A. nidulans, em ensaios in vitro.

Analises semelhantes foram realizadas em Trichoderma ssp., com a regido 5’
reguladora do gene ech42 (CARSOLIO et al., 1994; LORITO et al., 1996; BRUNNER et al.,
2003). Primeiramente, em T. harzianum foi avaliada a interag@o do repressor catabolito CRE1
com a regido reguladora do gene ech42, em experimentos de competi¢do utilizando
oligonucleotideos em diferentes condi¢des de cultivo. Foi observado que ocorria a interagao,
quando a parede celular do hospedeiro ndo estava presente na cultura, provavelmente,
envolvendo cinco sitios de reconhecimento por CRE1, encontrados no promotor (LORITO et
al., 1996). BRUNNER e colaboradores (2003), utilizando o gene reporter goxA de A. nidulans
e a regido reguladora do gene ech42, comprovaram que a dele¢do de uma regido de 130 pb
que contém um elemento de repressao CRE1, um elemento de resposta ao estresse (AGGGQG)
e sitios de regulagdo da conidiagdo do tipo BrlA de A. nidulans, provocou um aumento de trés
vezes na expressao, em condi¢des de escassez de carbono. Enquanto a delecdo de todos os

elementos reguladores aumentou em cinco vezes a expressao nesta condi¢do. A analise in
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vitro de ligagdo ao DNA mostrou que apenas os sitios do tipo BrlA se ligam proteinas de
extratos livres de células de T. atroviride, cultivado em escassez de carbono, identificando
assim um novo regulador de transcricdo de gene de quitinase neste organismo.

E importante, portanto, ampliar os conhecimentos ja obtidos sobre as quitinases e seu
sistema de regulacdo da expressdo, pois além do interesse cientifico, servindo como modelo
de estudo para fungos filamentosos e eucariotos, ¢ um requisito importante para o
melhoramento de linhagens e sua aplicagdo com maior eficiéncia no controle biologico, bem
como para determinar se e quais quitinases participam do processo de penetracdo nos

hospedeiros.
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2.10 Objetivos

2.10.1 Objetivo Geral

Estudar a participagdo de quitinases de M. anisopliae em processos fisiologicos, como

o crescimento, ou na infec¢do de um de seus hospedeiros, o carrapato Boophilus microplus.

2.10.2 Objetivos Especificos

- Isolar e caracterizar o gene chi2 da linhagem E¢ de M. anisopliae

- Avaliar o padrdo de transcri¢do dos genes chitl e chi2 em condigdes vegetativas e de
infec¢do de M. anisopliae

- Obter transformantes para superexpressao do gene chitl em M. anisopliae

- Obter transformantes com construgdes contendo a regido promotora do gene chitl de
M. anisopliae para caracterizar ¢ localizar os provaveis elementos de regulagio,

utilizando a proteina reporter sGFP.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 Organismos, plasmideos, bancos de DNA e oligonucleotideos

3.1.1 Linhagens de Escherichia coli
Foram utilizadas as linhagens DH5a. ¢ XL1 Blue (Tabela 3), derivadas de E. coli K12,
como hospedeiros do vetor pUC18 (confere resisténcia a ampicilina; VIEIRA & MESSING,

1982) ou dos plasmideos recombinantes dele derivados.

Tabela 3 - Linhagens bacterianas utilizadas e seus genotipos.

Linhagens de E. coli Genotipo Referéncia
SupE44, Alac169, (980
DH5a lacZAM15), hsdR17 recA HANAHAM (1983)
endAl, gyrA96, thi-1 relAl.
XL1 Blue SUpE44, hstl_?, recAl, endAl, SAMBROOK &
gyrA46, thi, relAl, lac RUSSEL(2001).

As linhagens bacterianas foram mantidas segundo SAMBROOK & RUSSEL (2001).

3.1.2 Isolados de Metarhizium anisopliae

O fungo filamentoso entomopatogénico M. anisopliae var. anisopliae (METSCH)
SORAKIN isolado E¢, oriunda de Deios flavopicta (Homoptera, Cercopidea) no Espirito
Santo, gentilmente cedida pelo professor Jodo Lucio de Azevedo (Colecao da Escola Superior
de Agronomia Luiz de Queiroz - ESALQ - USP), foi a principal cepa utilizada para a
realizagdo deste trabalho. Segundo FRAZZON e colaboradores (2000) esta ¢ a linhagem mais

virulenta para o carrapato bovino Boophilus microplus.

3.1.2.1 Suspensao de esporos e manuteng¢ao de M. anisopliae

A suspensdo de esporos de cada linhagem foi semeada em placas de Petri contendo
meio MCc (item 3.2.2.2) e incubada a 30°C por 3-7 dias, até a esporulagdo. Os esporos foram
suspensos das placas, com o auxilio de uma alga de platina e 10 mL de uma solugdo de Tween
(3.8.1.1). A suspensao obtida foi lavada duas vezes em agua destilada autoclavada, os esporos
foram recuperadas por centrifugacdo (3000 g por 10 min) e contados em Camara de
Neubauer. Foi testada a presenca de contaminantes nas suspensodes retirando-se 10 pl das

mesmas e colocando as aliquotas em um tubo de ensaio contendo 3 mL de meio LB liquido
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(3.2.1.1). Estes foram incubados em um agitador, a 37°C, durante 24 h. As suspensdes de

esporos foram estocadas a 4°C por, no méaximo, 15 dias para seu uso em culturas.

3.1.3 Plasmideos
Os plasmideos utilizados nos experimentos ou para a constru¢ao de novos plasmideos

e suas principais caracteristicas estdo indicados na Tabela 4.

3.1.4 Bancos de DNA

Foram utilizados bancos construidos no Laboratério de Biologia Molecular de Fungos
Filamentosos (CBiot/UFRGS). O banco genomico de M. anisopliae foi construido em fago
LEMBL4 e banco de ¢cDNA em vetor AZIPLOX™ (GIBCO BRL), oriundos de mRNA
extraido de culturas de M. anisopliae linhagem Eq em meio com cuticula de carrapato B.

microplus (SCHRANK, comunicagdo pessoal).

3.1.5 Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos (Tabela 5), foram sintetizados pelas empresas Bio-Syntesis, Inc.
e Invitrogen Brasil Custom Primers — Life Technologies.

A regido destacada em azul no oligonucleotideo xGFP indica o sitio para endonuclease

de restricao Xbal.

Tabela 4 - Plasmideos utilizados.

Plasmideos Linhagem hospedeira | Marca de selecdo Referéncia
pUCI18 DH5a. ou XL1 Blue Amp' VIEIRA(f‘;é\;[)E: SSING
pBT6 DH5a. ou XL1 Blue Amp' ORB(A1(93§{6)6 tal,
pMETEF (1,2,3e¢4)| DH50 ou XL1 Blue Amp’ BARATTO (2001)
pUCF1
pUCF2
pUCF3 DHS5a ou XL1 Blue Amp' BARATTO (2001)
pUCF4
pANChitl DH5a. ou XL1 Blue Amp' BARATTO (2001)
r FERNANDEZ-
pANsGFP DH5a. ou XL1 Blue Amp ABALOS et al (1998)
pANBAR DHS5a ou XL1 Blue Amp’ STAATS, 2003
pTEFGEPB DH50: ou XL1 Blue Amp" L. Nakazato,
comunicag¢ao pessoal

31



Tabela 5 - Oligonucleotideos utilizados.

Primers Orientagio Tamanho Sequéncia

PUC/M13F  universal- direta 17 nt 5% - GTTTTCCCAGTCACGAC - 3¢
#panR reversa 23 nt 5"- TCCAGATTCGTCAAGCTGTTTGA -
#chit1F direta 20nt 5"- GCTGTCTACTTCACCAATTG - 3-
#chitlR reversa 18 nt 5%~ CCACGTCCACCCTCCAAT - 3¢
#chi2F direta 20 nt 5"- GTGTTGGCCTTGTTGGCCTG - 3*
#chi2R reversa 20 nt 5"- TACTGGCCAATTTGCTCGGC - 3"
#chi2IR reversa 18 nt 5%- GAATTGGGTTGGCAGTAC - 3¢
#teflF direta 20 nt 5% CTTCAAGTACGCTGGGTTC 3~”
#teflR reversa 20 nt 5”CACATAGGCTTGGAGGGAAC 3~
#xGFP direta 21nt 5"- TCTAGATGGTGAGCAAGGGCG - 3"

3.2 Meios de cultura

Os meios solidos foram adicionados de 1,5% de agar (p/v) e vertidos em placas de
Petri (20 mL/placa). Todos os meios de cultura foram autoclavados a 120psi por 20 min.

3.2.1 Meios de cultura para E. coli

3.2.1.1 Meio de LB (Luria-Bertani)

Composigao: 1 % de triptona; 5 % de extrato de levedura; 1 % de NaCl (p/v). O pH foi
ajustado para 7,0 com HC1 1M (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

3.2.1.2 Meio SOC
Composi¢do: 1% triptona; 5% extrato de levedura; 1% NaCl e glicose 20 mM
(SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

3.2.2 Meios de cultura para M. anisopliae
3.2.2.1 Meio de Cove (MC)
Composigao: 1% de glicose; 0,6% de nitrato de s6dio. O pH foi ajustado para 6,0,

utilizando NaOH 10 M; a seguir o meio de cultura foi esterilizado em autoclave.
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3.2.2.2 Meio de Cove Completo (MCc)

Composicao: 1% de glicose; 0,6% de nitrato de sédio; 0,15% de caseina hidrolisada;
0,05% de extrato de levedura; 0,2% de peptona (p/v). O pH foi ajustado para 6,0 utilizando
NaOH 10 M; a seguir o meio de cultura foi esterilizado em autoclave.

3.2.2.3 Meio Minimo (MM)

Composicao: 0,1% de KH,PO4 (p/v); 0,05% de MgSOs. Uma solucdo estoque de
MgSO4 5% foi previamente preparada, autoclavada e adicionada assepticamente ao meio.

Nos meios de cultura foram adicionados, assepticamente, 2% de Solucdo de Sais (v/v;

item 3.8.1.2) e 0,04% de solugao de elementos tragos (v/v; 3.8.1.3).

3.3 Cultivo dos microrganismos

3.3.1 Cultivo de E.coli em meio liquido

A bactéria E. coli foi cultivada em frascos de Erlenmeyer de 500 mL de capacidade
contendo 100 mL de meio LB, para extragdo de plasmideo em grande escala, ou em tubos de
ensaio contendo 3 mL, para minipreparacio, a 37°C ¢ em agita¢do de 200 rpm O/N (16h). Os

cultivos foram acrescidos de ampicilina, numa concentragao final de 100pg/mL.

3.3.2 Cultivo de M. anisopliae em meio liquido

O volume ocupado pelo meio de cultura foi sempre de, no maximo, 20% da
capacidade total do frasco com capacidade para 500 mL e o inéculo da ordem de 1-5 x 10°
esporos.mL™". A cultura foi incubada sob agitacio de 100 a 150 rpm, a 28°C durante os

tempos necessarios aos experimentos.

3.3.2.1 Cultivo de M. anisopliae em diferentes fontes de carbono

M. anisopliae foi cultivado conforme condi¢des definidas para cada experimento. Os
micélios para produgdo de protoplastos ou para extracdo de DNA foram cultivados em MCc,
durante 16h e 48h, respectivamente. Para extracdo de RNA, foram cultivados em MM
acrescidos das seguintes fontes de carbono: glicose 1%; N-acetilglicosamina (NAcGlc) 0,1% ;
quitina cristalina (SIGMA) 0,8 % ou cuticula de carrapato B. microplus 1% (preparada como
descrito no item 3.3.2.2), durantes os seguintes tempos: 18 h, 30 h, 48 h e 72 h. As culturas
que tinham glicose 1% como fonte de carbono foram suplementadas a cada 24 h com uma
solugdo de glicose (3.8.1.4). Apos a incubagdo, os micélios foram filtrados em papeis filtro

(WHATMAN N°1), secos e guardados a menos 80°C, quando necesséario. Os sobrenadantes
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foram liofilizados e concentrados 5 vezes para a realizacdo dos ensaios enzimaticos e analise

em gel de atividade.

3.3.2.2 Preparagdo de cuticula de B. microplus

A cuticula utilizada nos experimentos foi obtida a partir de teledginas ingurgitadas do
carrapato B. microplus. Apos cortar a extremidade anterior e a posterior dos carrapatos, o
conteudo interno foi retirado por esmagamento. As cuticulas foram exaustivamente lavadas
com agua corrente e, depois de limpas, foram esterilizadas em autoclave, a 120°C, durante 15

min, ¢ armazenadas a 4°C.

3.4 Enzimas e antibiéticos

3.4.1 Enzimas
As enzimas de restri¢dao, fosfatase alcalina, DNA-polimerase High Fidelity, DNA-
polimerase I (Klenow), Taq DNA-polimerase, trancriptase reversa M -MLV e DNA-ligase de

enzimas

T4 e seus respectivos tampoes tiveram por origem CenBiot (Centro de Biotecnologia da
UFRGS), Amersham Biosciences, Biological Research Products-Promega, MBI Fermentas,

Invitrogen (Life Technologies) ou United States Biochemical Corporation-USB.

3.4.1.2 RNase A
A solu¢do de RNase A foi preparada e utilizada segundo SAMBROOK & RUSSEL
(2001).

3.4.1.2 DNase A
A solu¢ao de DNase A foi preparada e utilizada segundo SAMBROOK & RUSSEL
(2001).

3.4.2 Antibioticos e antifungicos
3.4.2.1 Ampicilina
Solugao estoque de ampicilina de 50 mg/ml (Sigma) foi preparada e utilizada segundo

SAMBROOK & RUSSEL (2001).
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3.4.2.2 Glifosinato de amonia (GA)
Solucdo estoque de GA de 40mg/ml foi preparada e utilizada segundo STAATS
(2003).

3.5 Manipulacédo de DNA

3.5.1 Extracao de plasmideos

3.5.1.1 Minipreparagdo — lise alcalina

As bactérias, depois de cultivadas, foram coletadas por centrifugacao a 14000 rpm por
2 min e o sobrenadante foi desprezado; o pellet foi ressuspenso em 300 pl da Solugdo I (item
3.8.2.1), foram acrescentados 300 pL da Solugdo II (3.8.2.2) e deixado 5 min a temperatura
ambiente, foram acrescentados 300 pL da Solugdo III (3.8.2.3) e incubado 10 min no gelo;
apos foi centrifugado a 14000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi transferido para um tubo
novo. Foram acrescentados 10pL de RNase A (Img/mL) e incubado por 20 min a 37°C. A
preparacao foi extraida uma vez com fenol tamponado (3.8.3.2) e uma vez com cloroférmio :
alcool isoamilico (3.8.3.4) centrifugando por 10 min a 14000 rpm a cada extracdo. A fase
aquosa foi coletada e o DNA foi precipitado com 600 pL de isopropanol (Sigma) e deixado
30 min a temperatura ambiente. Apds centrifugacdo por 10 min a 14000 rpm o sobrenadante
foi descartado e o DNA foi lavado com etanol 70% (Sigma) e deixado secar por 30 min a
temperatura ambiente. O DNA foi ressuspenso em 60 pl de TE (3.8.3.9) apresentando um

rendimento de 100 ng/pL.

3.5.1.2 Extragdo de plasmideos em grande escala

As bactérias transformadas foram cultivadas em 100 mL de LB liquido O/N a 37°C.
As extracdes de plasmideos foram realizadas utilizando o kit de purificacdo "Concert Rapid
Plasmid Maxiprep System” da GIBCO-BRL. Foram seguidas as recomendagdes do

fabricante. A extragdo apresentou um rendimento de 1 pg/ul em 200 pl.

3.5.2 Extragdo de DNA gendmico de Metarhizium anisopliae

Para a extragdo de DNA genémico de M. anisopliae, o micélio do fungo foi cultivado
em meio MCc liquido. Depois de filtrado e lavado com agua, o micélio foi pulverizado em
gral com nitrogénio liquido até a obtencao de p6 fino. O pé foi transferido para um tubo e

acrescentaram-se 10 mL de TEX por g de micélio (item 3.8.3.1) e misturou-se até a completa
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homogeneizagio, com o auxilio de uma pipeta Pausteur. Apés 15 min de incubacio a 70°C,
foi procedida a extracdo com 1 volume de fenol hidratado (3.8.3.2) e centrifugou-se a 10.000
rpm durante 15 min. A fase aquosa foi cuidadosamente coletada e foi procedida a extracao
com 1 volume de fenol-cloroférmio (3.8.3.3) e centrifugou-se novamente a 10.000 rpm
durante 15 min. Coletou-se a fase aquosa e foi procedida a extragdo com 1 volume de
cloroférmio-alcool isoamilico (3.8.3.4). Apos, procedeu-se uma nova centrifugacao (10.000
rpm, 15 min). A fase aquosa foi coletada e o DNA foi precipitado com adigdo de NaCl
200mM e 2 volumes de etanol absoluto a -20°C, mantida durante duas horas a -20°C. O DNA
foi coletado por centrifuga¢dao (10.000 rpm, 20 minutos), seco e ressuspenso em 200uL de
tampao TE (3.8.3.9). Sua concentragdo foi estimada em espectrofotometro Aeo280 (Ultrospec
2000 - UV/Visible Spectrophotometer, Pharmacia Biotech), e com o auxilio de um marcador
de tamanho de fragmentos de DNA, AHindIIl, apos eletroforese em gel de agarose (item

3.5.4.2). A técnica apresentou um rendimento de 50 pg.

3.5.3 Extragdo de RNA de M. anisopliae

Para a extracdo de RNA total de M. anisopliae, esporos do fungo foram inoculados em
meio MCc liquido e incubado nas condi¢des e tempos determinados (item 3.3.2.1). O micélio,
coletado por filtracdo, foi macerado em nitrogénio liquido e transferido rapidamente para
tubos eppendorfs previamente preenchidos com 0,75mL de tampao de lise (3.8.3.5) e 0,3mL
de fenol tamponado (3.8.3.2). A mistura foi levemente agitada por 10 min e centrifugada por
10 min a 10.000 rpm em microcentrifuga. A fase aquosa foi extraida com 0,5 volume de fenol
tamponado e 0,5 volume de cloroféormio, sendo entdo centrifugada em microcentrifuga
(10.000 rpm por 10 min). A fase aquosa foi novamente transferida e foi adicionado 0,75
volume de cloreto de litio aos tubos armazenados a 4°C durante 18 horas, periodo apés o qual
efetuou-se mais uma centrifugacao (10.000 rpm por 10 min). O contetudo dos acidos nucléicos
sedimentados foi suspenso em 0,3mL de agua DEPC estéril (3.8.3.7), 0,03mL de acetato de
sodio e 0,75mL de etanol absoluto e precipitado por 2 h a -70°C. O material foi coletado por
centrifugacao (10.000 rpm por 10 min), lavado com etanol 70%, seco e suspenso em 30uL de
agua DEPC. A concentracao de RNA foi determinada em espectrofotdmetro Asgons0 € a sua
integridade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose. A técnica apresentou um

rendimento de 200 pg.

36



3.5.4 Clivagem e analise de DNA por eletroforese

3.5.4.1 Clivagem de DNA com endonucleases de restri¢cao

As reacgdes de clivagem de DNA gendmico ou plasmidiais foram realizadas utilizando-
se o tampdo adequado a melhor eficiéncia para clivagem de cada enzima, conforme
recomendacdes dos fabricantes. Quando foram necessarias clivagens com mais de uma
enzima, com diferentes tampdes de reacdo, primeiramente, foi procedida a clivagem com a
enzima que exigia tampao de reacdo com menor forca ionica. Foi corrigida a concentragdo
dos componentes do tampao de reacdo e entdo procedida a segunda clivagem. Caso nao fosse
possivel a correcdo, apos a primeira reagao de clivagem, o DNA era precipitado com etanol,
ressuspenso, no tampao de reagdo da segunda enzima e procedia-se a reagdo. Usualmente,
foram utilizados 1-3 U/ug de DNA. As reagdes foram incubadas a 37°C por 1 h e a enzima foi
inativada por 10 min a 70°C, ou nas temperaturas recomendadas pelos fabricantes. O produto

das reagdes foi analisado por eletroforese em gel de agarose.

3.5.4.2 Eletroforese de DNA ou RNA em gel de agarose

Foi utilizado o sistema de eletroforese horizontal com gel submerso, sendo o preparo
dos géis realizado como descrito em SAMBROOK & RUSSEL (2001).

A agarose, na concentragao de 0,8 a 1,5%, foi fundida em TAE 1x (item 3.8.4.1),
adicionando brometo de etidio (3.8.4.2), para a concentracdo final de 0,5 pg/ml. A
eletroforese foi realizada em tampao TAE 1x (3.8.4.1). Foi adicionado ao DNA, a ser
analisado, tampao de amostra (3.8.4.3) numa concentracao final de 1x. Apos a eletroforese, o
DNA foi visualizado em transiluminador de UV com comprimento de onda curto (Fotodyne).
O tamanho dos fragmentos de DNA foi estimado com base nos padrdes dos fragmentos

gerados pela clivagem do DNA de fago A com HindIIl (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

3.5.5 Purificacdo e ligacdo de DNA

3.5.5.1 Purificacao de fragmentos de DNA de géis de agarose

Os fragmentos de DNA foram fracionados por eletroforese em gel de agarose e as
regides contendo os fragmentos desejados foram cortadas do gel com auxilio de bisturi. Os
fragmentos de DNA foram purificados dos géis de agarose utilizando o kit de purificagdo por
eluicdo "Concert Rapid Gel Extraction Systems” da GIBCO BRL. Foram seguidas as
recomendagdes do fabricante. O kit apresentou a capacidade de recuperagdo de 60% do DNA

inicial.
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3.5.5.2 Ligacao de DNA
As reagdes de ligagdo de DNA foram procedidas utilizando-se uma propor¢ao molar
vetor:fragmento de 1:2 a 1:5. O volume final das reagdes foi de 10-20 ul e incluindo tampao

de ligagdo em uma concentracdo final de 1x e 3 U de T4 DNA Ligase. As reagdes foram

incubadas a 16°C por 14-16 h.

3.5.6 Transferéncia de DNA para membrana de nailon

3.5.6.1 Transferéncia de DNA para analise por Southern

Os DNAs fracionados por eletroforese em gel de agarose (3.8.4), foram transferidos
para a membrana de nailon Hybond"™-N" (Amersham Biosciences) segundo o manual de

instrucdes do sistema de transferéncia de DNA VacuGene VXL (Pharmacia Biotech).

3.5.6.2 Transferéncia de DNA de colonias de E. coli para hibridizagao

As colonias foram transferidas com palitos estéreis para placas com meio LB sélido de
forma orientada e incubadas a 37°C durante 16 h. Membranas de nailon (Amersham
Biosciences) foram cortadas no tamanho das placas e colocadas sobre estas durante 2 min.
Apbs este tempo, as membranas foram colocadas em solucdo de desnaturagdo (3.8.5.1)
durante 2-5 min. A seguir as membranas foram colocadas em solu¢ao de lavagem (3.8.5.3)
por 1 min até as células bacterianas se soltarem da membrana. O procedimento foi de acordo
com o sugerido pelo manual de instrug¢des do kit ECL (Amersham Biosciences). A fixagao do
DNA transferido 4s membranas de nailon foi a 80°C durante 2 h.

3.5.7 Hibridizagoes de DNA gendmico (Southern) e de colonias

3.5.7.1 Detecgdo de hibridizagdo por método ndo radioativo

As hibridizag¢des, pelo método ndo radioativo, foram realizadas de acordo com o
manual de instru¢des do kit ECL (Amersham Biosciences). Este ¢ um método que possui
sistema direto de marcagdo de acidos nucléicos, lavagens (3.8.6.1 e 3.8.6.2) e sistema de
detecgdo. Apos, as membranas foram expostas a filmes de auto-radiografia (Kodak X-Omatic)

durante 10 - 60 min.

3.5.7.2 Detecgdo de hibridizagdo por método radioativo

As membranas de nailon foram pré-hibridizadas durante 3h (item 3.8.7.1). Em
seguida, foram hibridizadas, durante 16h a 600C, com sondas marcadas por fosforo radioativo
(a->>dCTP - Amersham Biosciences). Para a marcagdo foi utilizado o método de random
primer (Rediprime™ II — Random Prime Labelling System - Amersham Biosciences),
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seguindo instru¢des do kit. As lavagens foram adequadas para cada reagao de hibridizagao,
utilizando as solugdes de lavagens (itens 3.8.7.3, 3.8.7.4 e 3.8.7.5), por 15 min, segundo
SAMBROOK & RUSSEL (2001). As membranas foram expostas a filmes de auto-radiografia
(Kodak X-Omatic) durante 1-2 dias.

3.5.8 Construgdo do banco subgenomico de M. anisopliae

Um banco subgendmico com fragmentos de DNA genomico de aproximadamente 5,5
kb, obtido apds a digestdo com a enzima de restricdo Pstl, foi construido de acordo com
SAMBROOK & RUSSEL (2001) no vetor pUC18 digerido com a mesma enzima. O produto
da reacdo de ligagao foi transformado em E. coli e os clones selecionados por hibridizac¢do de
colonias(3.5.7). O clone que demonstrou ser positivo teve seu inserto tratado com a enzima de
restricdo Sall, os fragmentos obtidos foram clonados em pUCI18, apds tratamento com a

mesma enzima, para facilitar seu seqlienciamento (5.5.12).

3.5.9 Amplificagdo de DNA (PCR; polynerase chain reaction)

As amplificagdes foram realizadas conforme as condigdes para as reacdes
especificadas na Tabela 6. As reagdes foram efetuadas em temociclador PTC 200 (MJ
Research). Para a otimizar e o ajustar cada reagdo, foram alteradas a temperatura de
anelamento (40-65°C) e a concentragio do MgCl, (1,5 ou 2,5 mM), do tampao de reagdo para
a Taq DNA-polimerase (CenBiot™ ™ - Centro de Biotecnologia da UFRGS) e DNA-

polimerase High Fidelity (Amersham Biosciences).

Tabela 6 - Componentes das reagdes de amplificacédo de DNA por PCR.

Componentes Volume/ul Concentracéao
Tampao de reacdo 2,5 10x
dNTPs 5,0 1 mM
DNA molde 1,0 100 ng/ul
# Direta 2,0 50 pmol
# Reversa 2,0 50 pmol
Taq DNA-polimerase 0,5 2,5U0/ul
H,0 Mili-Q 12,0
Final 25

3.5.9.1 Reacdo de amplificagdo de DNA com os oligonucleotideos #ChitlF e #Chit1R
(Tabela 5)
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Condigdes: 94°C por 5 min, 45°C por 40 s, 72°C por 30 s, 94°C durante 1 min,
repetindo a partir do passo dois 22 vezes, 94°C por 30 s, 45°C por 2 min, 72°C por 10 min e
4°C por 10 min.

3.5.9.2 Reagdo de amplificagdo de DNA com os oligonucleotideos #Chi2F e #Chi2R
(Tabela 5)

Condigoes: 94°C por 5 min, 50°C por 30 s, 72°C 40 S, 94°C durante 40 s, repetindo a
partir do passo dois 26 vezes, 94°C por 30 seg, 50°C por 2 min, 72°C por 10 min e 4°C por 10

min.

3.5.9.3 Reagdo de amplificagcdo de DNA com os oligonucleotideos #teflF e #teflR
(Tabela 5)

Condigdes: 94°C por 5 min, 60°C por 1 min, 72°C por 1 min, 94°C durante 1 min,
repetindo a partir do passo dois 18 vezes, 94°C por 30 s, 55°C por 2 min, 72°C por 10 min e
4°C por 10 min.

3.5.9.4 Reagdo de amplificagdo de DNA com os oligonucleotideos #xGFP e #
PUC/M13F (Tabela 5)

Condigoes: 94°C por 5 min, 60°C por 1 min, 72°C por 1 min, 94°C durante 1 min,
repetindo a partir do passo dois 30 vezes, 94°C por 30 s, 60°C por 2 min, 72°C por 10 min e
4°C por 10 min.

3.5.9.5 Reacao de amplificacdo de DNA com os oligonucleotideos #xGFP e # panR
(Tabela 5)

Condi¢des: 94°C por 5 min, 55°C por 30 s, 72°C por 40 s, 94°C durante 1 min,
repetindo a partir do passo dois 30 vezes, 94°C por 30 s, 55°C por 2 min, 72°C por 10 min e
4°C por 10 min.

Para a reagdo de amplificagdo do fragmento interno do gene chi2 (item 3.5.9.2) a
concentragdo de MgCl, foi de 1,5 mM, para as demais reacdes (itens 3.5.9.1,3.5.9.3,3.59.4 ¢
3.5.9.5) a concentracdo de MgCl, foi de 2,5 mM.

3.5.10 Amplifica¢do por RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chainr reaction)
Os RNAs extraidos de M. anisopliae cultivado em diferentes condigdes depois de
quantificados, foram utilizados para sintese da primeira fita do cDNA, utilizando a enzima

trancriptase reversa M-MLV, o respectivo tampao e solucdes, com oligonucleotideo poli-T, o
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procedimento foi de acordo com o fabricante (Invitrogen - Live Technologies). Apds a sintese
da primeira fita, 05 a 2,5 uL foram adicionados para a reacdo de PCR, utilizando os
oligonucleotideos especificos para os genes chitl ¢ chi2 (Tabela 5) de acordo com as
condicdes ja determinadas (item 3.5.9).

O controle interno foi o gene de tefla. (NAKAZATO, comunicagdo pessoal; nimero
de acesso AY445082), com os oligonucleotideos #tefl1F e #tef1R (Tabela 6; item 3.5.9.3). A

reacdo sem a enzima trancriptase reversa foi usada como controle para cada condi¢do.

3.5.11 Técnica de PCR RACE (rapid amplification of cDNA ends)

Para a amplificacdo da regido 5" do cDNA e regido 5'ndo-traduzida do gene chi2, foi
realizada uma PCR RACE 5’, utilizando o kit 5" RACE (System for Rapid Amplification of
cDNA Ends) Version 2.0 (Invitrogen, Live Technologies). No experimento foram utilizados
RNAs de M. anisopliae cultivado em meio suplementado com quitina em cultivo 48 h ¢ os
oligonucleotideos especificos para o gene chi2, #chi2R e #chi2IR (Tabela 5), sendo seguidas

as recomendacdes do fabricante. O produto obtido foi purificado e seqiienciado (5.5.12).

5.5.12 Seqiienciamento de DNA

O seqiienciamento de DNA foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular
Vegetal ACTGene (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS), utilizando o
seqiienciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer, armado com capilares de 50cm
e polimero POP6 (Applied Biosystems) e no Laboratorio da Rede Sul de Analise de Genomas
e Biologia Estrutural (PIGS, Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS), utilizando
o seqiienciador Megabacel1000, kit Dye terminator. A quantidade de DNA molde utilizado
para o seqiienciamento foi de 50 a 300 ng, de acordo com as otimizagdes para cada
seqlienciador. A qualidade das bases obtidas foi avaliada pelo programa Phred Phap antes das
mesmas serem comparadas com o GenBank usando o programa BLAST (ALTSCHUL et al.,
1997; NCBI - http:www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

3.5.13 Comparacao e analise das seqiiéncias de nucleotideo e aminoacidos

Para comparacdo de seqiiéncias de nucleotideos e os alinhamentos multiplos das
seqiiéncias deduzidas de residuos de aminoécidos e edi¢cdo foram utilizados os programas
ClustalX (THOMPSON et al., 1997; http:/www-igbmc.u-strasbg.fr/Biolnfo/), BioEdit
(HALL, 1999) e GENEDOC (NICHOLAS et al., 1997). Para a produgdo de arvore

filogenética foi utilizado o programa Mega 2.1 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis,
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version 2.1; KUMAR et al., 2001). Para a analise de sitio de clivagem para a identificagdo de
peptidio-sinal em seqiiéncia de aminoacido, foi utilizando o programa SIGNALSCAN

(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html).

3.6 Transformacéo de E. coli e M. anisopliae

3.6.1 Eletroporacao de bactérias

Para o preparo de células eletrocompetentes e sua transformacdo, seguiram-se o0s
protocolos descritos por DOWER (1988) e SMITH et al. (1990).

Um microlitro de reagdo de ligacao ou plasmideo a ser transfectado foi misturado com
40 ul de células competentes da bactéria E. coli, incubados por 20 min no gelo, eletroporadas,
inoculadas em meio SOC e incubadas por 1 h a 37°C. Duzentos microlitros de células foram
espalhados em meio LB solido, contendo ampicilina (100 ng/mL) e foram incubados a 37°C
O/N. Ao meio foram adicionados X-gal e IPTG, segundo SAMBROOK & RUSSEL (2001),
visualizando-se assim as colonias brancas correspondentes as positivas. Estas colonias foram
isoladas e cultivadas, e foi procedida a extracdo de plasmideos (3.5.1.2). A presenca do
fragmento clonado foi confirmada por clivagens (3.5.4.1) e o posterior seqiienciamento

(5.5.12) utilizando primers (Tabela 5) que anelam nas regides flanqueadoras no vetor clonado.

3.6.2 Protoplastizacao
A producdo de protoplastos foi segundo GOETHEL et al. (1990). Apds os

protoplastos foram contados em Camara de Neubauer.

3.6.3 Transformagao de M. anisopliae

As transformagdes foram realizadas utilizando polietilenoglicol (PEG; BOGO et al.,
1996). A suspensdo de protoplastos (item 3.6.2.1), diluida em 200 pL de TM (item 3.8.8.2),
para a concentragio final de 2x10’, foi adicionado 50 pug de DNA plasmidial (3.5.1.2),
ressuspenso em 100 uL. de TM e incubado por 30 min em gelo. Apds foi adicionado 33 uL de
PEG (3.8.8.1), misturado suavemente e incubado no gelo por 10 min. Em seguida, foram
adicionados 666 nL de PEG, misturado suavemente girando o tubo e incubado por 10 min, a
temperatura ambiente. A regeneracgio foi realizada em meio RM incubando a 28°C por 24 h.
Ap0s este periodo a transformacao foi misturada a 100 mL do meio de sele¢do (MC, 4% de

Agar, mais glifosinato de amdnio, 100 pg por mL), vertido em placa de Petri. O cultivo foi
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durante 21 dias até o aparecimento de transformante resistentes, que tiveram sua estabilidade

avaliada por repiques sucessivos em meio ndo-seletivo.

3.7 Analise de expressao de quitinase ou de GFP nos transformantes

3.7.1 Viaualizag¢ao da expressdo de GFP pelos transformantes de M. anisopliae para
analise de promotores

Os transformantes de M. anisopliae cultivados nas diferentes condigdes e diferentes
tempos foram analisados por microscopia de fluorescéncia em microscopio de
epifluorescéncia em filtros de 450-490 nm de emissao e 510 nm de absorcao (Axiolab — Carl

Zeiss).

3.7.2 Ensaio enzimatico para detec¢do de quitinase

Para determinar a atividade enzimatica de quitinase de sobrenadantes de cultivos de
transformantes de M. anisopliae foi utilizada quitina coloidal como substrato em uma
modificacdo do método descrito por REISSING e colaboradores (1955). As reagdes
continham 300 pl da amostra (item 3.3.2.1), 300 ul do substrato e 300 ul de tampao de
acetato (50 mM; 3.8.9.2). As reagdes foram incubadas a 37°C durante 1 h, sob agitacio
branda. A reagdo foi centrifugada brandamente e deste foram retirados 170 pl, no qual,
adicionou-se 30 pl de acido boérico (3.8.9.2). Entdo, a mistura foi incubada a 100°C por 3 min
e resfriada imediatamente em gelo. Posteriormente foi adicionado 1,0 ml de solugdo DMAB
(p-Dimetilaminobenzaldeido; 3.8.9.3). A mistura foi incubada a 37°C por 10 min para
desenvolvimento e estabilizacdo da coloragdo. As reagdes foram quantificadas por medida em
espectrofotometro a Asgs . Para cada experimento foram adicionados os seguintes controles:
branco da reacdo (sem substrato); branco total (reacdo contendo tampdo e agua) e branco do
substrato (sem amostra).

Uma unidade (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para formar 1
pmol de NAcGle por min por ml a 37°C. A atividade especifica ¢ a quantidade de quitinase,
em U, em relacdo a quantidade de proteina total, em mg. A quantificagdo de proteinas total foi

efetuada pelo método de BRADFORD, (1976), usando BSA como padrio.
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3.8 Solucgdes e tampdes

As solugdes foram preparadas com agua bidestilada ou Milli-Q autoclavada, seguindo

preferencialmente as recomendagdes de SAMBROOK & RUSSEL (2001).

3.8.1 Solugao para suspensao de esporos ¢ cultivos de M. anisopliae
3.8.1.1 Tween
Tween 80 0,01 %

3.8.1.2 Solucao de Sais
KC12,6%

MgS04.7H,0 2,6%
KH,PO4 7,6% (p/v)

3.8.1.3 Solucao Elementos Tragos

- Na;B407.7H,0 0,004%

- CuS04.5H>0 0,04%

- FeS040,001%

- Na;MNO4.2H,0 0,08%

- MnS0O4.2H,0 0,08%

- ZnS04.7H,0 0,08% (p/v)

As solucdes foram preparadas e autoclavadas separadamente e utilizadas como

estoques.

3.8.1.4 Solugao de glicose
- Glicose20%

A solugio foi filtrada assepticamente ¢ armazenada & 4°C.

3.8.2 Solugdes para extracao de plasmideos (minipreparagao)
3.8.2.1 Solucao I

- Glicose 50 mM

- Tris.HC1 25 mM pH 8,0

- EDTA 10 mM pH 8,0
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3.8.2.2 Solugdo 11
- NaOH 0,2 M
- SDS 1%

Preparada na hora do uso.

3.8.2.3 Solugao III

Acetato de potassio 3 M

Acido acético glacial 11,5 ml em 100 ml

3.8.3 Solugdes e tampdes para extragdo de acidos nucléicos de M. anisopliae
3.8.3.1 Tampao de extracao (TEX)

- Tris-HC1 200 mM pH 8,0

- NaCl 250 mM

- EDTA 25 mM

- SDS 1%

3.8.3.2 Fenol hidratado e tamponado
- HO
Tris-HCI 100mM pH 8,0

3.8.3.3 Fenol-cloroformio

Fenol : cloroférmio (1 : 1, v/v).

3.8.3.4 Cloroférmio-alcool isoamilico

Cloroférmio : Alcool isoamilico (24 : 1, v/v).

3.8.3.5 Tampao de lise

- NaCl 600 mM

- EDTA 10 mM

- Tris-HCI pH 8,0 100mM
- 4% SDS

3.8.3.6 Cloreto de litio
- LiCI8M
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3.8.3.7 Agua DEPC

0,01% de dietilpirocarbonato

3.8.3.8 Solugdo de acetato de sodio
NaAc 3M pH 5,2

3.839TE
Tris-HCl 10mM pH 8,0
EDTA 0,1mM pH 8,0

3.8.4 Solugdes e tampdes para analise de acidos nucléicos
3.8.4.1 TAE 1x (pH 8,2)

- Tris-acetato 40 mM

- EDTA1mM

A solugdo estoque era de TAE 50x, diluida para uso.

3.8.4.2 Solu¢do de brometo de etidio
- EtBr Img/mL (p/v)

3.8.4.3 Tampao de amostra para gel de agarose

- Azul de bromofenol 0,25%

- Xilene cyanol FF 0,25%

- Ficoll 15%

Para as migragdes de DNA ou RNA nos géis de agarose foram utilizadas as fontes

Power PAC (Bio Rad), utilizando 2-5 V/cm.

3.8.5 Tampdes e solugdes para transferéncia de DNA, segundo o manual de instrucdes
do kit ECL (Amersham Biosciences)

3.8.5.1 Soluc¢do de desnaturagao

- NaCll,5M

- NaOH0,5M

3.8.5.2 Solug¢do de neutralizagao

- NaCl1,5M
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- Tris.HC10,5M
O pH foi ajustado para 7,5.

3.8.5.3 Solugdo de lavagem
- SSC5x

3.8.5.4 SSC 20x

- Citrato de sodio dihidratado 0,3 M
- NaCl3M

O pH foi ajustado para 7,0.

3.8.6 Tampdes e solugdes para hibridizagdo nao-radioativa, segundo o manual de

instrugdes do kit ECL (Amersham Biosciences)

3.8.6.1 Tampao primario de lavagem com uréia
- Uréia6 M

- SSC 0,5x

- SDS 0,4%

Esta solugdo foi mantida até 3 meses a 4°C. Sua extringéncia foi aumentada, quando

necessario, diminuindo-se a concentragao de SSC.

2001)

3.8.6.2 Tampao secundario de lavagem

- SSC2x

3.8.7 Tampdes e solucdes para a hibridiza¢do radioativa (SAMBROOK & RUSSEL,

3.8.7.1 Tampao de pré-hibridizacao e hibridizagao
- SSC 5x

Denhardt 5x

SDS 0,1%

3.8.7.2 Denhardt 50x
Ficoll 400.000 0,02%

Polivinilpirrolidona 0,02%
BSA 0,02
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3.8.7.3 Soluc¢ao de lavagem primaria
Denhardt 5x

SSC 5x

SDS 0,1%

3.8.7.4 Solugao de lavagem secundaria
- SSC4x
SDS 0,1%

3.8.7.5 Solugdo de lavagem tercidria
- SSC2x
SDS 0,1%

As lavagens foram realizadas durante 15 min a 45°C A extringéncia de cada lavagem

foi adequada conforme a necessidade.

3.8.8 Tampdes e solugdes para transformagao de M. anisopliae
3.8.8.1 PEG
- PEG3000 60% em TM

3.8.8.2 Meio de transformacao (TM)
- Sorbitol 1 M

- Tris.HC1 10mM pH 7,5

- CaCl, 20 mM

3.8.8.3 Meio de regeneragao (RM)
- Sorbitol 1.2 M

- Tris.HCI 10mM pH 7.5

- K2P0O4 0,1%

- MgS04 0,05%

- NaNO3 0,3%

- Glicose 2%
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3.8.9 Tampdes e solugdes para ensaios enzimaticos
3.8.9.1 Tampao acetato

Acetato de sodio 50 mM pH 5.6

- HCI

3.8.9.2 Solucao de acido boérico
Acido bérico 0,8 mM pH 9,1

3.8.9.3 Solugao DMAB (p-Dimetilaminobenzaldeido)
DMAB 1 g

- Acido acético glacial 100 ml
- HCI 1%

Em volume final de 1000 ml.
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4 - RESULTADOS

4.1 Isolamento e caracterizacdo do gene chi2 de M. anisopliae isolado Eg

Com o objetivo de isolar o gene chi2 foi realizado um screening em aproximadamente
80.000 clones de um banco gendmico ¢ 100.000 clones de um banco de cDNA de M.
anisopliae var. anisopliae linhagem Eg, este construido a partir de RNA extraido do fungo
cultivado em presenga de cuticula de carrapato (Augusto Schrank, comunicacdo pessoal).
Utilizamos como sonda um fragmento de DNA de 615 pb obtido por amplificagio de uma
seqiiéncia interna do gene chi2, utilizando oligonucleotideos projetados com base na
seqiiéncia parcial do ortdlogo isolado de M. anisopliae var. acridum (Genbank AJ293217) e
como molde utilizamos DNA genémico de M. anisopliae E¢. Este fragmento foi seqiienciado
e demonstrou uma identidade de mais de 90% com a seqiiéncia correspondente do gene chi2
da var. acridum, além da seqiiéncia de um intron de 210 pb (Figura 08). A localizagdo deste
fragmento ¢ destacada na seqiiéncia completa do gene (Figura 12). Nenhum clone positivo
pode ser obtido.

Para comprovar a presenga do gene chi2 no genoma de M. anisopliae E¢ e utilizar
como suporte para experimentos posteriores, foi realizado um experimento de hibridizagao
(item 3.5.7) com DNA genomico do fungo digerido com diferentes enzimas de restricao
(BamHI, EcoRI, HindlIIl, Kpnl, Pstl e Xbal). A sonda utilizada foi o amplicon de 615 pb
gerado com os oligonucleotideos do gene chi2. A Figura 09 mostra o padrdo de hibridizagio
obtido. O resultado de uma tinica banda de hibridizagdo indica que o gene chi2 esta presente e
estd em copia tinica no genoma de M. anisopliae Eg.

Alternativamente, para o isolamento da seqiiéncia gendomica do gene chi2, foi
construido um banco subgendmico (item 3.5.8), utilizando o vetor pUCI18. A regido no gel de
agarose, equivalente a regido de hibridizacdo com o DNA gendmico obtida a partir do
tratamento com a enzima de restricdo Pstl (Figura 09, canaleta 5), que compreende
fragmentos de aproximadamente 5,0 kb foi purificada (item 3.5.5), uma por¢do foi checada
por PCR para confirmar a presenga do inserto (3.5.9.2) e utilizada na constru¢do do banco.
Um clone contendo um inserto de 5,3 kb foi isolado por screening de coldnias, utilizando o
amplicon de 615 pb do gene chi2 como sonda. O inserto de 5,3 kb presente no clone foi
mapeado com enzimas de restri¢do (Figura 10, painel A) e um mapa fisico estd mostrado na

Figura 10 (painel B). Este inserto foi digerido com a enzima de restri¢ao Sall e os produtos de
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aproximadamente 500 pb, 1,8 kb, 1,25 kb e 1,3 kb, foram subclonados no vetor pUC18. Foi
realizado o seqiienciamento de cada um dos fragmentos de DNA clonados (item 3.1.5),

permitindo a determinagéo da seqiiéncia do gene chi2 com confiabilidade (Figura 12).

chi2 Ac: GGIGTTGGCCTTGTITGGCCTGGCGTCCGGAGTGCCCTTCACTGACAACATATCAATCAAG 60
chi2 E6: GGCGTCGGCCTTGCTGGTCTGGCGGCCGGGGTGCCCTTGACTGACAAGATATCAGTCAAG 60

chi2 Ac: CCACGACAAGCACCCGGAGCGCAAAACATCGTCTACTGGGGACAAAATGGCGGTGGTACC 120
chi2 E6: CCACGACAAGCACCCGGAGCGCAAAATGTCGTCTACTGGGGGCAGAACGGCGGCGGTACG 120

chi2 Ac: ATCGAGAATAACGACCTCGCGGCGTACTGCCAACCCAATTCCGGAATCGACGTTTTGGTT 180
chi2 E6: ATCGAAAATAACGACCTCGCGGCGTATTGCCAGCCCAATTCCGGAATCGACGTTTTGGTT 180

chi2 Ac: CTTGCATTTCTCTATCAATTTGGAAATGGCGGCAACATACCTTCAGGCACTATAG----- 240
chi2 E6: CTTGCATTTCACTATCAATTTGGAAATGGCGGCAACATACCTTCAGGCACTATAGGTCAG 240
Chi2 AC: - - - - - o e e oo - - - 241
chi2 E6: TTITTTTTTTTATTTTTATTTTCTATTTTACGTTTTAAATTTATTACTCTCATGGAAGCCG 300
Chi2 AC: - - - - e e oo m - - -

chi2 E6: AGAGCGTATGGAGAGGCTACGTATCTATCTATACATGTATAGAAATACGCCGCATCTCGT 360

Chi2 AC: - - - m e e e e - - -
chi2 E6: AGGCAGCAGGCTACTCCCCTGACCAGCTTTTCTATTCATTTTCCCTTCCCTTGTTTTCTA 420

chi2 Ac: -------------—----— - GTCAGTCATGCTACATCAGCACGTCTGGCCAGGGC 270
chi2 E6: ATGTCCGAGTTCTAACCTCATACAGGTCAGTCATGCTACATCAGCACGTCCGGCCAGGGT 480

chi2 Ac: CAGAACTGCGAAGCCTTGACCGCGGCCATACAAACTTGCCAGTCTGCCGGTGTCAAGATC 330
chi2 E6: CAAAACTGCGAAGCCCTCACCGCAGCCATACACACCTGCCAGTCCGCCGGTGTCAAGATC 540

chi2 Ac: ATCTTGTCCCTCGGCGGTGCGACGAGCTCTTATTCCCTCCAGACGCAGGCGCAGGCCGAG 390
chi2 E6: GTCCTGTCCCTCGGCGGCGCGACGAGCTCCTACTCCCTCCAAACGCAGGCGCAAGCCGAG 600

chi2 Ac: CAAATTGGCCAGTAC 415
chi2 E6: CAAATAGGCCAGTAC 615

Figura 08 - Comparacéo entre a sequéncia do amplicon correspondente ao gene chi2

de M. anisopliae var. anisopliae com a seqUiéncia correspondente da var.
acridum (AJ293217).
Foi analisada comparativamente a seqiiéncia gene chi2 de M. anisopliae var. acridum
(chi2 Ac) com o fragmento amplificado do seu ortblogo de M. anisopliae var.
anisopliae E¢ (chi2 E6). Os nucleotideos sombreados com cinza representam
diferencas entre as seqiiéncias. Os tragos foram introduzidos para maximizar o
alinhamento. Os numeros a direita indicam o numero de nucleotideos das seqiiéncias.
Em itdlico e sombreado esta destacada a seqiiéncia correspondente a um intron de 210
pb, no amplicon da linhagem E¢ de M. anisopliae.
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Figura 09 — Andlise do gene chi2 no genoma de M. anisopliae linhagem Eg.

Painel A, eletroforese em gel de agarose 0,8%. Painel B, Auto-radiografia da
membrana hibridizada. Foi utilizado como sonda o amplicon de 615 pb gerado com os
oligonucleotideos do gene chi2. Canaletas: (M) marcador de tamanho molecular
Lambda / HindIIl, nimero indicado a esquerda em kb; DNA Gendmico de M.
anisopliae E¢ digerido com: (1) BamHI; (2) EcoRI; (3) HindIII; (4) Kpnl; (5) Pstl e (6)
Xbal. A seta indica a regido de hibridiza¢do da sonda e o quadrado em azul indica a
regido de migracdo do DNA genomico digerido e purificado para a construgdo do
banco enriquecido. Estes fragmentos apresentam aproximadamente 5 kb.
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Figura 10 - Representacdo esquematica do gene chi2.

Painel A - Mapa fisico do gene chi2. A barra em preto representa tamanho em kb.
Abaixo esta representada a distribuicdo dos principais sitios de restricdo presentes no
clone, barra sem preenchimento representa a provavel regido regulatoria e em cinza a
regido codante do gene. Os sitios de restri¢ao sdo: P- Pstl, S-Sall, X-Xbal, B-BamHI, K-
Kpnl. Painel B — Representagdo mais detalhada do gene chi2, mostrando: a regido
flanqueadora 5°, barra sem preenchimento, a ORF do gene, barra em cinza, ¢ a
distribuicdo de seus dois introns, barras em preto. Em vermelho estd representado o
provavel elemento CREA, em verde claro o provavel elemento CAAT Box e em verde
escuro o provavel elemento TATA Box. Em azul estd representada a regido
flanqueadora 3°.
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A seqiiéncia de ¢cDNA do ortologo do gene chi2 de M. anisopliae var. acridum
disponivel, apesar de conter 1.437 pb, nao apresenta a por¢cao N-terminal da quitinase nem a
regido 5’ ndo traduzida (FREIMOSER et al., 2003, Genbank AJ293217). A simples analise da
seqiiéncia do gene chi2 de M. anisopliae var. anisopliae E¢ aqui isolada ndo permitiu a
determinagdo, com precisdo, do provavel sitio de inicio de traducdo. A regido flanqueadora 5’
do gene chi2 ndo apresenta identidade com outros genes para quitinases ¢ apresenta poucos
elementos reguladores reconheciveis in silico. Para determinar experimentalmente a regido 5’
ndo traduzida do gene, foram realizadas reacdes de PCR RACE 5" (item 3.5.11; Figura 11,
painel A). Na reagdo foram utilizados os oligonucleotideos #AUAP (sentido direto), fornecido
pelo kit 5" RACE (item 3.5.11) e outro especifico do gene, #chi2IR (sentido reverso; Tabela
5) e RNA extraido de M. anisopliae cultivado em meio suplementado com quitina, em cultivo
de 48 h. Um amplicon de 311 pb foi obtido, este foi purificado e seqiienciado. A seqiiéncia do
amplicon contendo a regido 5" ndo traduzida do gene chi2 esta mostrada na Figura 11 (painel
B). Um esquema com a estratégia utilizada para a realizagdo da técnica, incluindo as regides
de anelamento dos oligonucleotideos, estd apresentado na Figura 11 (painel C).

A técnica de PCR RACE 5’, apesar de indicar o sitio de inicio de transcri¢do, ndo foi
completamente elucidativa, pois a regido flanqueadora 5 apresentou mais de um coédon de
inicio de traducao (ATG, em fases de leituras diferentes). Assim, consideramos o codon AUG
que fornecia a fase de leitura do gene ortdlogo, ja descrito (FREIMOSER et al., 2003). O
outro codon AUG (marcados em cinza, Figura 12), fornece fase de leitura diferente que nao
tem identidade com qualquer seqiiéncia presente nos bancos de dados. A determinacdo

experimental do sitio inicio de traducao ¢ uma abordagem que ainda pode ser necessaria.
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Figura 11 — Determinacdo do sitio de inicio da transcri¢cdo do gene chi2 de M. anisopliae
Es.
Painel A, PCR 5’ RACE do gene chi2, eletroforese em gel de agarose 0,8%, contendo,
(M) marcador de tamanho Lambda / HindIII, nimero indicado a esquerda em kb; (1)
Controle negativo da reacdo, sem DNA molde; (2) controle sem a enzima
desoxinucleotidil-terminal-transferase - TdT (Terminal deoxynucleotidyl transferase);
(3) reagdo contendo os oligonucleotideos #AUAP (direto) e o especifico do gene,
#chi2IR (reverso), amplicon de 311 pb; (4) controle positivo da reagdo com os
oligonucleotideos #chi2F (direto) e #chi2IR (reverso), amplicon de 187 pb. A seta
indica o amplicon de 311 pb, produto da PCR 5’ RACE do gene chi2 (canaleta 3), que
foi purificado e seqiienciado. Painel B, seqiiéncia da regido de inicio de trancrigdo do
gene chi2. A primeira seqiiéncia sublinhada corresponde a regidao de anelamento do
oligonucleotideo #AUAP, fornecido pelo kit para a PCR RACE (item 3.5.11) ¢ a
segunda corresponde a regido de anelamento do oligonucleotideo especifico do gene
chi2 (#chi2IR; Tabela 5), oligonucleotideos estes utilizados para a geragdo do
amplicon. Em mintsculas estd a seqiiéncia ndo traduzida e em maitsculas a seqiiéncia
traduzida. O primeiro G transcrito estd destacado em vermelho na seqiiéncia (+1). Os
nameros a direita indicam a posi¢ao dos nucleotideos na seqiiéncia. Painel C,
representacdo esquematica da regido 5° ndo traduzida (barra sem preenchimento) e da
ORF do gene chi2 (barra em cinza), demonstrando a estratégia utilizada na PCR
RACE, com as regides de anclamento dos oligonucleotideos: seta laranja indica o
oligonucleotideo #AUAP, seta azul oligonucleotideo #chi2F, seta verde
oligonucleotideo #chi2IR e a seta amarela o oligonucleotideo #chi2IR, que foi
utilizado para a sintese da primeira fita de cDNA. Estdo representados o nticleotido +1
(G) e 0 ATG do provavel inicio de tradugao.
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B

+1
ggccacgcgtcgactagtacfcacatcaagttggtagtttgagcttgtgtatattctcttcacttctctg 70
tacatgttacatcttttaccgtctttattttgtgtatatcatcgatATGCATCATCATGCATCATCTACG 140
CGCTCTCGTCGGCGTCGGCCTTGCTGGTCTGGCGGCCGGGGTGCCCTTGACTGACAAGATATCAGTCAAG 210
CCACGACAAGCACCCGGAGCGCAAAATGTCGTCTACTGGGGGCAGAACGGCGGCGGTACGATCGAAAATA 280

ACGACCTCGCGGCGTATTGCCAGCCCAATTC 311
C
# AUAP #chi2F #chi2lR  #chi2R
) o <=m
= = >
+1 ATG ORF do gene chi2
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A analise comparativa da seqiiéncia do gene chi2, isolado no presente trabalho, com a
seqliéncia de seu ortdlogo depositada no banco de dados (GenBank AJ293217) e a seqiiéncia
parcial obtida por RT-PCR com oligonucleotideos especificos, demonstrou que o gene chi2 ¢
interrompido por dois pequenos introns de 210 pb e 75 pb, respectivamente. O segundo intron
ndo apresentou todas as seqiiéncias de processamento normalmente descritas (Figura 12;
KUPFER et al., 2004).

A ORF completa do gene chi2 de M. anisopliae var. anisopliae E¢ apresenta 1.545 pb
e provavelmente codifica uma proteina de 419 aminoacidos com massa molecular estimada de
44 kDa. A seqiiéncia de aminoacidos foi analisada quanto a presenca de peptideo-sinal cujo o
sitio de clivagem provavel pode ser identificado na V'° (Figura 12). Assim a forma madura
dessa proteina provavelmente apresenta uma massa molecular estimada de 42 kDa e um pl
teorico de 4,8. A seqiiéncia deduzida de aminoacidos foi utilizada para a comparacdo com a
seqiiéncia parcial da proteina codificada pelo gene chi2 de M. anisopliae var. acridum
(GenBank AJ293217; FREIMOSER et al., 2003), utilizando o programa ClustalX (item
3.5.13). O resultado mostrou que as seqiiéncias apresentam identidade e similaridade de 93%
e 97%, respectivamente, ¢ que a seqiiéncia do cDNA do gene chi2 publicada por
FREIMOSER e colaboradores, (2003), estava incompleta pela auséncia de nove nucleotideos,
correspondendo a trés aminoacidos na regido N-terminal, além da auséncia da regido 5’ nado
traduzida (Figura 13).

Foram, ainda, identificados na seqiiéncia deduzida do gene chi2 uma regido de
consenso correspondente ao sitio de ligagdo a quitina, residuos conservados de cisteinas, que
podem estar envolvidos no dobramento correto do dominio catalitico, e a seqiiéncia
NGFDFDIE, muito proxima da seqiiéncia do dominio DxxDxDxE, que ¢ conservado na
familia 18 das glicosil-hidrolases, por possuir residuos de acido glutdmico e aspartico que
podem estar envolvidos no centro catalitico dessas enzimas (AALTEN et al., 2000, Figura
14).

A comparacdo com seqiiéncias de proteinas depositadas no GenBank, utilizando os
programas BLAST, ClustalX e GENEDOC (itens 3.5.12 e 3.5.13), revelou identidade e
similaridade relativamente elevadas com alguns ortélogos de fungos, incluindo a presenga de
residuos conservados (Tabela 7). As seqiiéncias que apresentaram maior identidade com a
proteina deduzida a partir do gene chi2 estdo alinhadas na Figura 14.

A arvore filogenética resultante da comparagdo entre as seqiiéncias de aminoacidos
deduzidas de quitinases de fungos, que apresentaram maiores identidades com a seqiiéncia

deduzida a partir do gene chi2, esta apresentada na Figura 15. Para esta abordagem foram
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incluidas as seqiiéncias das quitinases de M. anisopliae CHIT42 e CHIT30, deduzidas a partir
dos genes chitl e chi3, respectivamente (BOGO et al., 1998; SILVA et al., 2005).

Tabela 7 — Quitinases de fungos com identidade com a quitinase CHI2 de M. anisopliae
linhagem Es.

Nome da Sequiéncia Organismo Identidade/Similaridade | Namero de acesso
CHI2 M. anisopliae var. 93% /97% CACO07216.1
acridum
- Yarrowia lipolytica 37% / 51% GAGS81347
- Candida glabrata 36% /56% CAG62749.1
CTS1 Saccharomyces 35% / 54% NP_013388.1
cerevisiae
- Debaryomyces 34% /53% CAG86633.1
hansenii
CHT2 Candida albicans 34% / 52% EAL03025.1
CHT3 Candida albicans 33% /52% EAL00460
CTS2 Coccidioides immitis 32% / 50% JC4566
CHIA Aspergillus nidulans 32% / 48% BAA36223.1

A andlise comparativa revelou, ainda, similaridade acima de 50%, com quitinases de
plantas, como Hevea brasiliensis (nimero de aceso CAA09110.1), Oryza sativa (nimero de
aceso NP 917360.1), Zea mays (numero de aceso AAB47176.2), Arabidopsis thaliana
(namero de aceso BAA21873.1), dentre outras. Todas estas enzimas sdo classificadas como
endoquitinases acidas pertencentes a classe III da familia 18 das glicosil-hidrolases, o que
demonstra que a quitinase deduzida do gene chi2 mostra conservagdo com as quitinases de
plantas, assim como, a quitinase codificada pelo gene chi3 de M. anisoplaie (FREIMOSER et
al., 2003; SILVA et al., 2005). Diferentemente, a quitinase CHIT42 de M. anisopliaie,
codificada pelo gene chitl, apresenta similaridade com quitinases de bactérias, o que pode ser
relevante na determinagdo da sua fungdo no fungo (BOGO et al., 1998; BARATTO et al.,
2003; SILVA et al., 2005).
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Figura 12 - Sequéncia do gene chi2 de M. anisopliae var. anisopliae linhagem Es.

A seqiiéncia de aminoacidos ¢ mostrada em letras maiusculas, acima da seqiliéncia de
DNA. A proteina madura deduzida ¢ precedida pelos residuos GVP que estdo
sombreados em verde. Os introns estdo representados em letras mintsculas e em
itdlico. Os residuos de aminoacidos do provavel centro catalitico da quitinase estdo
destacados em amarelo e a seqiiéncia de um provavel sitio de liga¢do a celulose, esta
em azul. Sombreado em preto, estdo os cddons propostos de inicio e de termino da
tradu¢dao. Em cinza estd sombreado o cddons de inicio de tradugao ATG fora de fase
de leitura. O primeiro nucleotideo incorporado na transcri¢do estd sombreado em
vermelho (nucleotideo +1). Os numeros a direita, em preto, indicam a posi¢cao dos
nucleotideos nas seqii€éncias e, em azul, a posi¢do dos aminoacidos na proteina
deduzida. A seqiliéncia de nucleotideo sublinhada compreende o fragmento utilizado
como sonda nos experimento de Southern. O fragmento isolado ndo possui as
seqiiéncias de terminacdo de transcri¢ao e nem sinais de poliadenilagdo detectaveis.
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+1
gtgcgctggatggatgagtgttgtgaaaatgatatataacaggcccgaattaactgcggatggacggcca
tgtattlcacatcaagttggtagtttgagcttgtgtatattctcttcacttctctgtacatgttacatct
M HHL RALV GV G L A
tttaccgtctttattttgtgtatatcatcgatfJECATCATCTACGCGCTCTCGTCGGCGTCGGCCTTGC
G L AACGIEE L TDKTI1T SV KPRIQATPGANQ
TGGTCTGGCGGCCGGGGTGCCCTTGACTGACAAGATATCAGTCAAGCCACGACAAGCACCCGGAGCGCAA
NV VY WG QNG G G T 1T ENNDILAAYCAQ
AATGTCGTCTACTGGGGGCAGAACGGCGGCGGTACGATCGAAAATAACGACCTCGCGGCGTATTGCCAGC
P NS G I DVLVLAFULYQFGNGSGNITI P S
CCAATTCCGGAATCGACGTTTTGGTTCTTGCATTTCTGTATCAATTTGGAAATGGCGGCAACATACCTTC
G T 1
AGGCACTATAGgtcagttttttttttatttttattttctattttacgttttaaatttattactctcatgg
aagccgagagcgtatggagaggctacgtatctatctatacatgtatagaaatacgccgcatctcgtagca
gcaggctactcccctgaccagcttttctattcattttcccttcccttgttttcgaatgtccgagttctaa
G Q s C¥Yy 1 S TS G QG QNI CEALTA
cctcaatacagGTCAGTCATGCTACATCAGCACGTCCGGCCAGGGTCAAAACTGCGAAGCCCTCACCGCAG

Al HTOCOQSAGV K1 VL SLGGATS S Y S
CCATACACACCTGCCAGTCCGCCGGTGTCAAGATCGTCCTGTCCCTCGGCGGCGCGACGAGCTCCTACTC
L Q T Q A Q AEQT1T G QYL WD S Y G N S G N
CCTCCAGACGCAGGCGCAAGCCGAGCAAATAGGCCAGTACCTATGGGACTCGTACGGCAACTCTGGAAAC

K T v RPFGSNUIFVNSGZ FUD FD 1 E V NG
AAGACGGTGCAGCGGCCGTTTGGCAGCAACTTTGTCAACGGGTTCGACTTCGACATTGAAGTCAACGGCG
G S S QY Y QY M™MI1lI AKLRANUEFASUDIKSNT
GCAGCAGCCAGTACTACCAGTACATGATTGCCAAGCTGCGCGCCAACTTTGCGTCGGACAAGTCCAACAC
Yy L. 1 T 6 A PQCWP1 PEWPNMMGV 11 S N S
GTACCTGATTACCGGCGCGCCGCAGTGCCCCATCCCCGAGCCCAACATGGGCGTCATCATCAGCAACTCC
V * D HULY V QFYNNNNYTVPCATL G I
GTCTTTGACCATCTCTACGTCCAGTTCTACAATAATAACAACTACACGGTCCCCTGCGCGCTGGGCATCA
NG N AP FNYNNWTSF 1T ADTWPSAGAK
ACGGCAACGCCCCCTTCAACTACAACAACTGGACCTCCTTTATCGCCGACACGCCGTCGGCCGGTGCCAA
Il F 1 6 v P ASPLASTG GTWPSGAZ QY Y A
GATCTTCATTGGCGTGCCGGCCTCGCCGCTCGCGTCGACGGGGACGCCCAGCGGCGCGCAGTACTACGCC
AP EQLAAIVGEYRSDAHUEFG GG GTI1T MWM
GCGCCGGAGCAACTGGCCGCCATTGTCGGCGAGTACAGGAGCGACGCCCATTTCGGCGGCATCATGATGT
W S A G F S DANUVNUDGT CTYAQQAIKS 1L
GGAGCGCGGGATTTTCGGATGCCAATGTCAACGACGGGTGCACGTATGCGCAGCAGGCAAAGAGTATCCT
vV NG A PCPSSG®PUPSSTWPATAPAUPT
CGTCAACGGGGCGCCTTGCCCATCGTCGGGGCCTCCGAGTTCTACGCCGGCAACAGCCCCGGCCCCGACC
AT TMP S ST SV S SPTASZPTS GG GT VP
GCGACCACGATGCCATCTTCGACTTCGGTGTCCTCTCCGACAGCGTCGCCTACCGGCGGCACTGTTCCCC
QW G Q
AGTGGGGTCAGgtgattttatccatgtgctctttgaagaaaaaaaaaagaatctcgcgcggtagctcaca
c 6 6 E GY S G PTQCV P P Y Q C
cagtagcgacgtctagTGCGGCGGCGAGGGCTATTCCGGTCCTACCCAGTGCGTTCCCCCTTACCAATGT
vV K Q G bwWwWS S C R *
GTCAAGCAAGGCGATTGGTGGTCGTCATGCCGGfdRagtcggtcgccgggcgcataccatctacaagact
ggttgcatcgtgatggagtctggtatgctgcag

70
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36
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59
350
83
420
88
490
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700
130
770
153
840
176
910
200
980
223
1050
246
1120
270
1190
293
1260
316
1260
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1330
363
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419
1680
1713
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CHI2 (E6):

CHI2 (Ac):
CHI2 (E6):
CHI2 (Ac):
CHI2 (E6):
CHI2 (Ac):
CHI2 (E6):
CHI2 (Ac):
CHI2 (E6):
CHI2 (Ac):
CHI2 (E6):
CHI2 (Ac):
CHI2 (E6):
CHI2 (Ac):
CHI2 (E6):
CHI2 (Ac):
Figura 13

MHHLRALVGVGLAGLAAGVPLTDKISVKPRQAPGAQNVVYWGONGGGTIENNDLAAYCQ -

- LRALAGVGLVGLASGVPFTDNISIKPRQAPGAQNIVYWGQONGGGTIENNDLAAYCQ

PNSGIDVLVLAFLYQFGNGGNIPSGTIGQSCYISTSGQGONCEALTAATHTCQSAGVKI
PNSGIDVLVLAFLYQFGNGGNIPSGTIGQSCYISTSGQOGONCEALTAAIQTCQSAGVKI

VLSLGGATSSYSLOTQAQAEQIGQYLWDSYGNSGNKTVQRPFGSNFVNGFDFDIEVNGG :
ILSLGGATSSYSLQTQAQAEQIGQYLWDSYGNSGNKTVQORPFGSNFVNGFDFDIEVNGG :

SSQYYQYMIAKLRANFASDKSNTYLITGAPQCPIPEPNMGVIISNSVFDHLYVQFYNNN :
SSQYYQYMIAKLRSNFGSDEANTYYITGAPQCPIPEPNMGVIISNSVFDHLYVQFYNNN :

NYTVPCALGINGNAPFNYNNWTSFIADTPSAGAKIFIGVPASPLASTGTPSGAQYYAAP
NYTVPCALGINGNAPFNYNNWTSFISNTPSANAKVFIGVPASPLASTGTPSGAQYYATP

EQLAAIVGEYRSDAHFGGIMMWSAGFSDANVNDGCTYAQQAKSILVNGAPCPSSGPPSS
DOLAATVGEYKGDAHFGGIMMWSAGFSDANVNNGCTYAQQAKNILVNGAACGSSGPPIP

TPATAPAPTATTMPSSTSVSSPTASPTGGTVPQWGQCGGEGYSGPTQCVPPYQCVKQGD
TPTTTPATTTPTTASST--FSPTASPTGGTVPQWGQCGGEGYSGPTQCVPPYKCVKQGD

WWSSCR
WWSSCR

anisopliae var. anisopliae e var. acridum.
Alinhamento entre a seqiiéncia da quitinase CHI2, deduzida do gene chi2 de M.
anisopliae var. anisopliae E¢ (E6) e a quitinase CHI2 de M. anisopliae var. acridum
(Ac; nimero de acesso AJ293217). As seqiiéncias apresentam 93% de identidade. Os
nimeros a direita indicam a posi¢do dos aminodcidos na proteina predita. As
seqiiéncias sombreadas em cinza representam os aminoacidos diferentes. Os tracos
foram introduzidos para maximizar o alinhamento.
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- Comparacdo entre as proteinas deduzidas a partir do gene chi2 de M.
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Figura 14 — Comparacdo entre as sequéncias de aminidcidos da quitinase CHI2 de M.

anisopliae var. anisopliae linhagem Eg com outras quitinases de fungos depositadas no

Genbank.
Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos deduzidas a partir do gene chi2 de M.
anispliae var. anisopliae limhagem E¢ e var. acridum (CHI2 Ac; numero de acesso
CACO07216.1) com outras quitinases de fungos depositadas no Genbank: quitinase
hipotética de D. hansenii (CHIH Dh, CAG86633.1), CHT2 (Ca, EAL03025.1) e
CHT3 (Ca, EAL00460) de C. albicans, quitinase hipotética de C. glabrata (CHIH Cg
CAG62749.1), CTS1 de S. cerevisiae (Sc, NP_013388), CHIA de A. nidulans (An,
BAA36223.1) e CTS2 de C. immitis (Ci, AAA92642.1). Os numeros a direita indicam
a posi¢do dos aminodacidos na proteina predita. As seqiiéncias sombreadas em preto ou
coloridas representam aminodcidos idénticos. As seqiiéncias marcadas em cinza
escuro representam aminoacidos com identidade de 80%. As seqiiéncias marcadas em
cinza claro representam aminoacidos com identidade de 60%. Os tragos representam
seqiiéncias ausentes ou que foram inseridos para maximizar o alinhamento. A regido
de consenso sombreada em vermelho representa o sitio de ligagdo a quitina, a regido
em azul representa os aminodcidos altamente conservados contendo residuos de acido
glutdmico e aspartico que estdo implicados no mecanismo catalitico dessas enzimas e
em verde os residuos conservados de cisteina envolvidos no dobramento do dominio
catalitico. A esquerda do alinhamento esta o nome da proteina e a abreviatura do
organismo correspondente.
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Figura 15 — Arvore filogenética elaborada pela metodologia Neigbhor-joining formada
pela comparacéo entre quitinases de fungos.
A arvore filogenética foi formada através da comparacdo das seqiiéncias
correlacionadas de quitinases de diferentes fungos (Figura 14), compreendendo: o
gene chi2 de M. anispliae var. anisopliae E¢ (em negrito; presente trabalho) e var.
acridum (ntmero de acesso CACO07216.1) com outras quitinases de fungos
depositadas no Genbank: quitinase hipotética de D. hansenii (CAG86633.1), CHT2
(EAL03025.1) e CHT3 (EALO00460) de C. albicans, quitinase hipotética de C.
glabrata (CAG62749.1), CTS1 de S. cerevisiae (NP_013388), CHIA de A. nidulans
(BAA36223.1) e CTS2 de C. immitis (JC4566). Foram acrescidas as seqiiéncias das
quitinases deduzidas de M. anisopliae Es CHIT30 (AAS55554) e CHIT42
(AAB81998.1), destacadas em azul. As quitinases hipotéticas e sem nome foram
chamadas de CHIH. A confianga da arvore foi avaliada por um Bootstrap de 10.000 e
os valores de confiabilidade do resultado entre as seqiiéncias estdo demonstrados na
Figura. O comprimento da barra representa o nimero de substituicdes de aminoacidos
das seqiiéncias.
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A seqiiéncia compreendendo a regido 5° flanqueadora de 980 pb do gene chi2 também
foi analisada (Figura 16). Para a identificacdo de possiveis elementos envolvidos na regulagao
transcricional, foi utilizado o programa para analise de elementos reguladores (item 3.5.13) e
a partir da comparacdo com outras seqiiéncias de consenso, foram identificados possiveis
elementos dos fatores gerais de transcri¢do (core promoter consensus sequences) CAAT box
(CAAT) e TATA box (TATAA), localizados a distancias apropriadas a montante do provavel
inicio de tradugdo ATG. Foi também identificada a seqiiéncia ACATCAAG, semelhante a
seqiiéncia de consenso do elemento de inicio de transcricdo TCATCANC (EBERLE &
RUSSO, 1994), posicionado, a 86 pb a montante do coédon de inicio de tradugdo e que
coincide com o inicio de transcrigdo caracterizado (Figura 16).

Como, até o momento, ndo ha dados na literatura descrevendo elementos promotores
envolvidos na ativacdo da expressdo gé€nica em resposta a presenca de quitina em fungos,
nesta analise, foram priorizados os elementos importantes na repressao génica em resposta a
glicose e aqueles envolvidos na regulacdo por presenga ou auséncia de nitrogénio, elementos
CREA e GATA, respectivamente. Entretanto, a partir da andlise das seqiiéncias, foi
encontrado apenas um possivel elemento CREA (CCCCAC), localizado 410 pb a montante do
provavel codon ATG de inicio de tradu¢do. Nenhuma seqiiéncia similar ao elemento GATA
foi encontrada.

Com a finalidade de verificar se a auséncia destes elementos ¢ um fendmeno comum
entre as possiveis seqiiéncias reguladoras de genes de quitinases de fungos filamentosos, foi
efetuada a andlise e a comparagdo de seqiliéncias das regides flanqueadoras 5’ de alguns genes
de quitinases ja descritos (Figura 17). Nesta abordagem, foi dada énfase aos elementos
reguladoras gerais CAAT box e TATA box, e aos elementos envolvidos na resposta a presenca
de glicose, elemento CREA e em resposta ao nitrogénio, elemento GATA. Os genes que
tiveram seus promotores analisados in silico foram os genes chitl (840 pb) e chi2 (900 pb), de
M. anisopliae (BOGO et al., 1998; BOGO, 1999; presente trabalho), gene ech42 (830 pb), de
Trichoderma harzianum (CARSOLIO et al., 1994), gene chiA (620 pb), de Aspergillus
nidulans (TAKAYA et al., 1997), gene chiB (695 pb), de Aspergillus fumigatus (JAQUES et
al., 2003), e gene ctsl (430 pb), de Coccidioides immitis (PISHKO et al., 1995). O gene chiB,
com 700 pb de, Aphanocladium album também foi analisado, entretanto, nenhum desses
elementos foi 14 encontrado. A andlise sugere que ndo existem elementos conservados que
possam ser identificados por analise in silico.

Outro elemento analisado nestas regides reguladores foi o elemento de consenso

envolvido na resposta ao estresse, caracterizado pelas seqiiéncias AGGGG ou CCCCT. Estas
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seqiiéncias foram identificadas apenas nos promotores dos genes ech42, com quatro

elementos (BRUNNER et al., 2003) e no seu ortdlogo em Metarhizium, o gene chitl,

dois elementos (detalhes item 4.2 dos Resultados).

TCGTGCAGACAGGATACAATTGACTTCAAATGTCAAGTTCACAAGGCCATGATCCTCCGTGTAACTAGCG

CTGTTTCTCATTTTTTATAGTGGCAGGTGAAGGGTCTGGTCTTAACCAGATCAGGTACCTGGCTATCGCG
CTCAAACATTAACTATAATATACTAGTTGACCCGTTGGCATCTAGTCTGGTAGTAACTACAACCCACTTA
GTTGTCAACGGGACGGCATATTAGTGTATACTTGTTGGTGGGTAAATCCATCCTGCCACCGACTGTTATT
TCACTAGCTTACACCAGATGTAATTGATCCATGTCCATGTGGCCCGTGGCAGGTCATATGGAACTCGCGA
CTCCAACTCGCTAGACGCTCGTGTGCCCCGAGGCAAGACATCAGATCCTCGTGCCCGACAAGGCCAATGA

AACCACTCAAGCCAACGCAGGAACATTCAACTCTCAGGCACGCATCAGCTAGTCCCTGCAAAACCC¢feefe
CREA
INEGAATGGCCGATAGCTTACACGGCAAAAGCGACTACGGEGTTCTCGGCACGCCEGTGTGCCTCATGTTGTC

ACTCGACGCTCCTCGAGCTCGTCACGGGGAGGCAATTGAAGATGGATGACACAGCTTCATTCCTGTCCAT

GCAACGTCTCCTCCTAAACGTGGTGCTGTCTCGCGTGCCTCTCAGCTCGCAATGCCGTTCCACGTGTCGA
CAAT box
CTTGGGAGCTTGGTATGTAGCCGGGCTCCTCGTGCGCTGGATGGATGAGTGTTGTGAAAATGATATATAA
TATA box
CAGGCCCGAATTAACTGCGGATGGACGGCCATGTATTGCACATCAAGTTGGTAGTTTGAGCTTGTGTATA
Inicio de trancrigdo
TTCTCTTCACTTCTCTGTACATGTTACATCTTTTACCGTCTTTATTTTGTGTATATCATCGATatgcatc
M H H
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Figura 16 - Regido flanqueadora 5' do gene chi2 e alguns provaveis elementos

envolvidos na sua regulagéo.

Seqiiéncia de nucleotideos da regido flanqueadora 5' do gene chi2 de M. anisopliae
var. anisopliae E¢. Estdo real¢adas as seqiiéncias de possiveis elementos envolvidos

na regulagdo da expressdo do gene chi2 de M. anisopliae. Os quadrados

com

diferentes cores representam provaveis elementos em particular: vemelho, CREA;
verde claro, CAAT Box; amarelo, TATA Box; e cinza, inicio de transcrigdo. Os
numeros a direita indicam a posi¢ao dos nucleotideos na seqiiéncia. Esta representado
o sitio de inicio de tradugdo do gene chi2 em letras mintsculas e abaixo, em italico, os

primeiros aminoacidos deduzidos.
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Figura 17 — Comparacao entre as regides reguladoras de genes de quitinases de fungos.

Esquema comparativo demonstrando a distribuicdo estrutural dos principais provaveis
elementos regulatérios presentes na regido flanqueadora 5' de diferentes genes de
quitinases de fungos filamentosos ja caracterizados ou parcialmente caracterizados. A
esquerda do esquema representativo, esta o nome do gene e a abreviatura do
organismo correspondente. Foram utilizadas a regido flanqueadora 5' dos genes chi2 e
chitl (BOGO et al., 1998; BOGO, 1999) de M. anisopliae E¢ (Ma), chiA de A.
nidulans (An; TAKAYA et al., 1997) ¢ chiB de A. fumigatus (Af; JAQUES et al.,
2003), ech42 de T. harzianum (Th; CARSOLIO et al., 1994) e ctsl de C. Immits (Ci;
PISHKO et al., 1995). As barras compreendem a regido reguladora e os quadrados
com diferentes cores representam provaveis elementos em particular: vemelho,
CREA; azul, GATA; verde, CAAT Box; e amarelo, TATA box. As setas indicam a
orientagdo dos elementos.

68



4.2 Andlise do padrdo de expressdo dos genes chitl e chi2 em condicles
vegetativas e de infeccdo de M. anisopliae

Para analisar os niveis de transcri¢do dos genes chitl (BOGO et al., 1998) e chi2 da
linhagem E¢ (presente trabalho), foi utilizada a técnica de RT-PCR (item 3.5.10). Os RNAs
foram extraidos de micélio de M. anisopliae var. anisopliae E¢ cultivado em diferentes meios
de cultura contendo meio minimo suplementado com diferentes fontes de carbono (glicose
1%, N-acetilglicosamina (NAcGlc) 0,1% , cuticula 1% ou quitina 0,8%; de acordo com o item
3.3.2.1). Foram testados diferentes tempos de cultivo (18, 30, 48 e 72 horas). O gene tefla de
M. anisopliae E¢ (Nakazato, comunicagdo pessoal, nimero de acesso AY445082) foi utilizado
como controle interno, para padronizar a quantidade de primeira fita de cDNA sintetizada
(item 3.5.10), a ser adicionada para cada condi¢do de cultivo, nas diferentes reagdes de
amplificacdo. Foram feitas reacdes sem a adicdo da enzima transcriptase reversa como
controle da presenca de DNA gendmico contaminante para cada condi¢ao de cultivo, ndo
sendo observada qualquer amplificacdo. O tamanho do fragmento amplificado também serviu
como controle para determinar a possivel presenga de DNA gendémico no RNA, pois os
oligonucleotideos compreendiam regido contendo introns. O tamanho dos fragmentos de
DNA genomico e de cDNA gerados com os oligonucleotideos especificos para os genes chitl,
chi2 e tefle, foram: amplicon gendmico de chitl, 472 pb, e de cDNA 230 pb, amplicon
gendmico de chi2, 625 pb, e de cDNA, 402 pb, e amplicon genomico de tefle, 1.200 pb e,
1.031 pb, o amplicon de cDNA (Figura 18).

Em cultivos de 18 h ndo foi possivel detectar a presenga de transcritos dos genes chitl
e chi2 (Figura 18, painel A). Nos cultivos de 30 h ndo foi possivel detectar a presenca de
transcritos apenas do gene chi2, entretanto, o gene chitl foi induzido pela glicose ¢ NAcGlc
em 0,1 % e ndo foi induzido, ou teve uma indugdo menor, em presenca de quitina e cuticula
(Figura 18, painel B).

Em 48 h, nos cultivos com glicose ¢ com quitina o gene chitl teve indugdo de
transcri¢ao, em detrimento aos cultivos com NAcGlc 0,1% e com cuticula, nos quais, ndo foi
possivel detectar sua presenga. Neste mesmo tempo de cultivo o gene chi2 apresentou
transcri¢do no cultivo com quitina e uma fraca transcricdo em cultivo com NAcGle 0,1%

(Figura 18, painel C).
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Figura 18 - Nivel de transcritos dos genes chitl e chi2 de M. anisopliae.
Cultivo de Metarhizium em condigdes de indugdo e repressdo, em diferentes tempos:

painel A, 18 h; painel B, 30 h; painel C, 48 h ¢ painel D, 72h. RT-PCR utilizando
oligonucleotideos especificos para os genes chitl e chi2, usando como molde a
primeira fita de cDNA sintetizada a partir de RNA total extraido de culturas de M.
anisopliae cultivados em condigdes de repressao e indugdo de expressdo de quitinases.
Eletroforese em gel de agarose 1,2%. As canaletas contém, respectivamente: (M)
marcador de tamanho Lambda / HindlIII (presente apenas o fragmento de 0,5 kb nas
reagOes para os genes chitl e chi2, e ausente para tefla); (1) Controle negativo da
reacdo sem DNA molde; (2) Amplificagdo utilizando como molde DNA genémico de
M. anisopliae; (3) Amplificagdo utilizando como molde o plasmidio pZLChitl,
contendo o cDNA do gene chitl (nas reagdes com os oligosnucleotideos para o gene
chitl) ou auséncia de rea¢do para os genes chi2 ¢ tefla; e RT-PCR usando como
molde primeira fita de cDNA sintetizadas a partir de RNAs isolados de M. anisopliae:
(4) cultivado em meio minimo suplementado com glicose 1%; (5) cultivado em meio
minimo suplementado com NAcGle 0,1%; (6) cultivado em meio minimo
suplementado com cuticula 1%; (7) cultivado em meio minimo suplementado com
quitina 0,8%. Foi procedida a normalizagdo da quantidade de RNA para controle
interno do RT-PCR, utilizando oligonucleotideos especificos para o gene tefla de M.
anisopliae que apresenta expressdo constitutiva (L. Nakazato, comunicagdo pessoal).
As setas indicam os amplicons obtidos com a RT-PCR nas rea¢des de amplificacao
dos genes: chitl seta azul (230 pb), chi2 seta vermelha (402 pb) e tefla seta marrom
(1031 pb).
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No experimento de 72 h de cultivo o gene chitl continuou apresentando transcri¢ao
em meio com glicose e ocorreu expressao em cultivo com cuticula. Niveis mais elevados de
transcritos do gene chitl ocorreram nos cultivos com quitina e com NAcGle 0,1%. O gene
chi2 apresentou resultados bastante similares, com exce¢ao, do cultivo com glicose, no qual o
gene chi2 continuou com sua transcri¢do reprimida (Figura 18, painel C). O esquema
demonstrando, de forma resumida, a regulagdo de transcri¢ao dos genes chitl e chi2 obtidos

com os resultados da RT-PCR ¢é mostrado na Tabela .

A C
M1 2 3 45 6 7 M1 2 3 45 6 7
chitl chitl
chi2 chi?2
tefla tefla
B D
M1 2 3 456 7 M 12 3 456 7
4_
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Tabela 8 — Regulacéo dos genes de quitinases chitl e chi2 de M. anisopliae.

Temp_o de Fonte de Gene chitl Gene chi2
cultivo Carbono
Glicose - -
18 horas NAcGlc 0,1% - -
Cuticula - -
Quitina - -
Glicose + -
30 horas NAcGlc 0,1% + -
Cuticula +/- -
Quitina +/- -
Glicose + -
48 horas NAcGlc 0,1% - +/-
Cuticula - -
Quitina + +
Glicose + -
72 horas NAcGlc 0,1% ++ ++
Cuticula +/- +
Quitina ++ ++

Os sinais representam: (+) inducdo, (-) sem inducdo, (+/-) indugdo fraca e (++) indugdo
forte. Estas defini¢cdes foram baseadas na intensidade aproximada das amplificagdes obtidas
com a RT-PCR (Figura 20).
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4.3 Analise das sequéncias reguladoras do gene chitl

4.3.1 Construgdes da regido flanqueadora 5' do gene chitl com a proteina repérter
GFP

Para a caracterizacdo funcional de seqiiéncias reguladoras da regido 5' do gene chitl
de M. anisopliae foram construidos fragmentos de DNA contendo partes desta regido, gerados
por PCR, utilizando trés oligonucleotideos de orientagdo direta e dois de orientagdo reversa
(BARATTO, 2001). Foram originados quatro fragmentos de DNA, um compreende a regido
flanqueadora 5" completa do gene chitl, contendo 840 pb (denominado F1), e outros trés
compreendendo esta regido com delegdes (denominados F2, F3 e F4; Figura 20, painel A). Os
fragmentos de DNA amplificados foram clonados no sitio de Smal do vetor pUCI8 (estas
constru¢des foram denominadas de pUCF1, pUCF2, pUCF3 e pUCF4, respectivamente),
apods subclonados no vetor pMETF, que possui o gene que codifica a proteina reporter eGFP
(CORMACK et al., 1998; BOGO, 1999; BARATTO, 2001) e marca de selegao que confere
resisténcia ao fungicida Benomil (gene B-tubulina ben® isolado de N. crassa; ORBACH et al.,
1986). Como controle positivo foi utilizada uma construgdo contendo o promotor do gene
tefla de M. anisopliae (L. Nakazato, comunicagdo pessoal).

Para as transformagdes foram utilizados os métodos de biobalistica ¢ de PEG /
protoplastizacdo (BOGO et al., 1996). Em trés tentativas de transformacdo do fungo M.
anisopliae, cinco possiveis transformantes foram obtidos de cada constru¢do (pMETFI,
pMETF2, pMETF3 e pMETF4). Alguns destes foram cultivados em condicdes de indugdo de
expressdo de quitinases (SILVA et al., 2005) e analisados em microscopio de epifluorescéncia
(item 3.7.3), entretanto, ndo foi possivel detectar fluorescéncia de GFP. Por outro lado, com a
analise de hibridizagdo gendomica desses transformantes utilizando como sonda a ORF do
gene egfp, ndo houve sinal de hibridizagdo. Este resultado sugere uma deficiéncia do sistema
de transformagdo, principalmente com uso da marca de sele¢do Benomil, além disso, outros
dados sugerem também a inviabilidade do uso da construgdo contendo a proteina reporter
eGFP, por possiveis problemas desta ORF ou da constru¢do (L. Nakazato, comunicagdo
pessoal).

Como alternativa, foram efetuadas novas construcdes para a analise desta regido
reguladora, utilizando a ORF do gene reporter sgfp (FERNANDEZ-ABALOS et al., 1998) e
uma nova marca de selecdo com o gene bar de Streptomyces hygroscopicus, que confere
resisténcia ao fungicida glifosinato de amonio (THOMPSON et al., 1987). Para isso, foram

utilizadas as construcdes inicialmente geradas em pUCI18: pUCF1 (que contém o fragmento
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de DNA correspondente ao promotor completo do gene chitl) e pUCF2, pUCF3 e pUCF4
(que contém as delegdes deste promotor). Foram utilizadas as constru¢des que apresentaram
os insertos na orientagdo correta, verificada por seqiienciamento (BARATTO, 2001).

Em cada construcdo, pUCF1, pUCF2, pUCF3 e pUCF4, foi inserido no sitio de
clivagem Xbal, um cassete contendo o fragmento de DNA, compreendendo a ORF do gene
reporter sgfp e o terminador do gene trpC de Aspergillus nidulans (PUNT et al., 1990). Para a
obtenc¢do deste fragmento, primeiramente, foi gerado um amplicon contendo a ORF do gene
sgfp e o terminador do gene trpC, a partir de amplificagdo com os oligonucleotideos xGFP,
que apresenta um sitio de clivagem para a enzima Xbal e PUC/M13F (Tabela 5) e como DNA
molde o vetor pANsGFP (Figura 19, painel A; FERNANDEZ-ABALOS et al., 1998),
seguindo as condigdes otimizadas para a amplificagdo (item 3.5.9.5). O amplicon obtido de
aproximadamente 1,5 kb, foi purificado e clonado no vetor pUCI18, no sitio de Smal (item
3.5.5). Esta construgdo foi tratada com a enzima de restricdo Xbal, liberando um fragmento de
DNA compreendendo a ORF do gene sgfp e o terminador do gene trpC (Figura 19, painel A),
que foi utilizado para as clonagens. As construgdes pUCF1, pUCF2, pUCF3 e pUCF4 que
apresentaram estes insertos, foram seqiienciadas e aqueles insertos que apresentaram a
orientacdo correta, de acordo com a Figura 20, painel B, tiveram inserido, no sitio Pstl, o
cassete contendo o promotor do gene gpdA, de A. nidulans, o gene bar e o terminador do gene
trpC (L. Nakazato & C. Statts, comunicac¢do pessoal; Figura 19, painel B). Dessa maneira,
foram geradas quatro construgdes, diferenciadas entre si pela porcdo da regido flanqueadora
5’ do gene chitl nelas incluidas O mapa fisico das constru¢des esta mostrado na Figura 20
(painel B). Essas construg¢des apresentam, respectivamente, a regido 5’ completa (denominado
F1) ou as delegoes (denominados F2, F3 e F4, Figura 20, painel A), a ORF do gene sgfp, o
terminador do gene trpC, o promotor do gene gpdA, o gene bar e o terminador do gene trpC.

As regides deletadas da regido flanqueadora do gene chitl de M. anisopliae E¢ para a
analise funcional foram selecionadas de acordo com os possiveis elementos encontrados nesta
regido pela analise in silico. Estes elementos foram identificados por comparagdo com
elementos reguladores ja descritos (BOGO, 1999; BARATTO, 2001). Além dos possiveis
elementos identificados nesta regido e descritos anteriormente (Figura 7; BOGO, 1999;
BARATTO, 2001), a partir, de uma analise mais minuciosa (Figura 17), encontramos um
possivel novo elemento CREA, no sentido inverso (CCCCAC, -751) e um elemento GATA
(TATC -381), também em sentido inverso, a montante do cédon ATG de inicio de tradugao.

Foram identificados, ainda, na regido flanqueadora 5" do gene chitl de M. anisopliae E4 dois

74



possiveis elementos de consenso envolvidos na resposta ao estresse (BRUNNER et al., 2003),
caracterizados pelas seqiiéncias AGGGG (-80) e CCCCT (-150).

A construcdo contendo F1, compreende a regido flanqueadora 5'completa do gene
chitl, contendo 840 pb (Figura 7; denominada pF1GFPBAR). Na constru¢do contendo F2
(440pb) foi deletada a seqiiéncia de DNA correspondente aos provaveis elementos CREA-1 e
CREA-2 (denominada pF2GFPBAR). A terceira constru¢ao, contendo F3 (255pb), além de
ndo possuir os elementos CREA, ndo possui também os provaveis elementos GATA-1 e
GATA-2, ou seja, ¢ composta apenas pelo provavel promotor minimo ou central (denominada
pF3GFPBAR). A ultima constru¢do F4 (577 pb), possui apenas os elementos que estdo
ausentes na construcdo F3 (CREA-1, CREA-2, GATA-1 e GATA-2), estando ausentes os
outros provaveis elementos centrais, como os elementos CAAT box e TATAAA box
(denominada pF4GFPBAR; Figura 20, painel A e B).

Para controle da transformacdo e da expressdo de sGFP foi utilizada a construgdo
pGFPBAR, compreendendo a sGFP sem promotor (Figura 20, painel B) e outra, obtida a
partir desta construgdo, onde foi inserido o promotor do gene tefla de M. anisopliae
fusionado a proteina reporter sGFP (denominado pTEFGFPB; L. Nakazato, comunicagao
pessoal), em ambas constru¢des foi inserido o cassete contendo a marca de selecdo (com a
ORF do gene bar), utilizando a mesma estratégia citada anteriormente para a clonagem (C.

Staats, comunicagdo pessoal).
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Figura 19 — Mapa fisico dos plasmideos pANsGFP (FERNANDEZ-ABALOS et al., 1998)
e pANBAR.
Estdo representados: a marca de resisténcia a ampicilina (em amarelo), o cassete
contendo o promotor do gene gpdA de A. nidulans (em roxo), e a ORF sGFP ou BAR
(em verde) inserido nos sitios de restricdo Ncol / BamHI, a regido terminadora do
gene trpC de A. nidulans (em azul claro) inserido nos sitios de restricdo BamHI /
HindIII. Painel A, vetor pANsGFP, estdo indicadas por setas as regioes de anelamento
dos oligonucleotideos M13F e xGFP, utilizados para amplificacdo do fragmento
contendo a ORF do gene sgfp e o terminador do gene trpC; e do oligonucleotideo
panR, utilizado juntamente com XGFP, em experimentos para deteccao de
transformantes por PCR, que amplifica unicamente a ORF do gene sgfp. Estdo
realgados em negrito os sitios de restri¢gdo para a enzima Xbal, um presente na regiao
3’ do terminador do gene trpC e o outro introduzido por sua presenga no
oligonucleotideo xGFP. Painel B, vetor pANBAR, estdo destacados em negrito os
sitios para a enzima Pstl, utilizados para a liberag@o dos insertos a serem clonados para
as construcdes (Charley Staats, comunicacao pessoal).
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Figura 20 - ConstrucGes com a regido flanqueadora 5' do gene chitl e a proteina
repérter sGFP para localizacao de elementos regulatérios.
Painel A. Representagdo esquematica da regido flanqueadora 5' do gene chitl de M.
anisopliae (F1) e as dele¢des desta (F2, F3 e F3). A barra em preto representa a
posicdo em pb. Estdo representadas as posi¢cdes de cada um dos possiveis elementos
envolvidos na regulagdo da expressdo do gene: CREA (em vermelho), GATA-1 e 2
(em azul), CAAT box (verde claro), TATA box (em amarelo), CT box (verde escuro),
seqiiéncia de inicio da transcricdo (indicado por IT) e um provavel elemento de
regulacdo de transcricdo em eucariotos (indicado por ER). O provavel sitio de inicio
de tradugdo ATG esta representado. Painel B. Mapa fisico do plasmideo pGFPBAR
utilizado para analisar a regido 5° flanqueadora do gene chitl. Estdo representados: a
OREF do gene para resisténcia a ampicilina (amarelo); a regido de clonagem no vetor é
mostrada com a seta em vermelho; a ORF do gene sgfp (em verde), inserida nos sitios
de restricdo Xbal / BamHI; a regido terminadora do gene trpC de A. nidulans (em azul
claro), inserida nos sitios de restrigdo BamHI / Xbal. O cassete contendo o promotor
do gene gpdA de A. nidulans (em roxo), a ORF do gene bar (em azul escuro) ¢ a
regido terminadora do gene trpC de Aspergillus nidulans (azul claro), esta inserido nos
sitio de Pstl.
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4.3.2 Transformacdo de M. anisopliae E¢ com as construgdes para analise do promotor
do gene chitl de M. anisopliae

As construgdes obtidas com a regido flanqueadora 5' do gene chitl com a proteina
reporter sSGFP (BOGO, 1998; BARATTO, 2001; Figura 21) e as construcdes controle, foram
utilizadas para a transformag¢dao de M. anisopliae E¢ pelo método de PEG/protoplatizagao
(item 3.6.2). As coldnias resistentes ao antifungico glifosinato de amonio na concentracao de
40 mg/ml em meio MC so6lido (itens 3.4.2.2 e 3.2.2.1) foram analisadas quanto a sua
estabilidade mitdtica, a partir de trés cultivos sucessivos em meio ndo seletivo e seu posterior
retorno ao meio seletivo (3.6.2). Todos os transformantes com resisténcia ao glifosinato se
mostraram estaveis. O numero de transformantes obtidos para cada construgdo estd
representado na Tabela 9.

Dois transformantes obtidos com cada constru¢do contendo diferentes regides da
seqiiéncia flanqueadora 5" foram analisados por PCR, quanto a presenga no genoma da
seqiiéncia da ORF sgfp (item 3.5.9.5). Um exemplo do resultado da PCR estd mostrado na
Figura 21. O resultado indica que nem todos os transformantes apresentaram a ORF do gene
sgfp, como ocorreu com os transformantes analisados obtidos com a construgao pF3GFPBAR.
Baseado nos resultados obtidos com a analise por PCR um resumo dos resultados das
transformagdes estd mostrado na Tabela 9. Para confirmagao da integragdo nos transformantes
e para determinar do nimero de cdpias inseridas, foi efetuada a analise desses transformantes
por hibridizagdo de DNA genomico, para verificarmos a presenga das ORFs de sgfp e bar. A
analise ficou prejudicada pela baixa qualidade do resultado dos experimentos de hibridizacao,
o que levou a deteccao de bandas de hibridizagao apenas nos transformantes obtidos com as
construgcdes pF1GFPBAR e pF2GFPBAR, estes com inser¢do de copias multiplas (linhas 5 e
6, respectivamente; Figura 22), e ndo houve identificacdo de bandas nitidas de hibridizac¢ao
nos demais transformantes, inclusive no controle positivo, transformado com pTEFGFPB
(linha 3; Figura 22).

De acordo com os resultados da PCR (Tabela 9), obtivemos dois transformantes com a
construcdio pFIGFPBAR, um com a constru¢do pF2GFPBAR, um com pF4GFPBAR e
nenhum com pF3GFPBAR. Uma anélise desses transformantes foi efetuada para verificarmos
a capacidade de expressao de GFP nos transformantes, frente a trés meios de cultivo contendo
glicose 1% ou NAcGle 0,1% ou quitina 0,8%, incubados durante cinco dias com analises
periddicas a cada 12 h. Entretanto, ndo foi possivel detectar a presenca de fluorescéncia a
partir de andlise por microscopia de fluorescéncia. Como controle para a detec¢do de

fluorescéncia de GFP utilizamos um transformante contendo a proteina GFP expressa pelo
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promotor do gene tefla (pTEFGFPB). Neste controle a fluorescéncia foi detectada em todas

as condigoes testadas.

M 12 34 5 6 7 8

235 —
94 —
67 —

4,4 —

2,3 —
2,0~

05—

Figura 21 — Analise de transformantes resistentes ao glifosinato de aménio quanto a
presenca do gene repérter sgfp.
Reagdo de amplificagdo utilizando os oligonucleotideos xGFP e panR (Tabela 5), que
anelam nas regides 5 do gene egfp e do terminador do gene trpC (Figura 22), levando
a amplificacdo de um fragmento de 750 pb. Gel de agarose 0,8%. Canaletas: (M)
marcador de tamanho Lambda / HindIIl, nimero indicado a esquerda em kb; (1)
controle negativo da reacdo sem DNA molde; (2) PCR utilizando como molde DNA
gendmico de M. ansisopliae selvagem; PCR utilizando como molde DNA dos
transformantes obtidos com as contrucdes: (3) pTEFGFPB; (4) pF1GFPBAR; (5)
pF2GFPBAR; (6) pF3GFPBAR; (7) pF4GFPBAR; (8) PCR utilizando como molde a
construcao plasmidial pPANsGFP.

Tabela 9 - Resumo dos resultados obtidos com a transformacéo de M. anisopliae para
analise de promotor.

Construcdes N° de Transformantes Transformantes
transformantes analisados confirmados por PCR
pF1GFPBAR 2 2 2
pF2GFPBAR 3 2 1
pF3GFPBAR 3 2 0
pF4GFPBAR 5 2 1
pGFPBAR 2 1 1
pTEFGFPB 1 1 1
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Figura 22 — Verificagdo por hibridizacdo dos transformantes de M. anisopliae para
analise de promotor.
Hibridizagdo de DNA gendmico de transformantes de M. anisopliae resistentes ao
antifingico glifosinato de amonio. Painel A, eletroforese em gel de agarose 0,8% de
ug de DNA por amostra. Painel B, Auto-radiografia da membrana hibridizada,
utilizando como sonda o gene bar. Painel C, Auto-radiografia da membrana
hibridizada, utilizando como sonda o gene egfp. Canaletas: (M) marcador de tamanho
molecular Lambda / HindIII, namero indicado a esquerda em kb; (1) DNA genomico
de M. anisopliae E¢ digerido com a enzima de restricio EcoRI; DNA genomico das
colonias de M. anisopliae resistentes ao glifosinato de amonio digeridos com enzima
de restrigdo EcoRI, transformados com as construgdes: (2) pGFPBAR; (3)
pTEFGFPB; (4) e (5) pFIGFPBAR; (6) e (7) pF2GFPBAR; (8) ¢ (9) pF3GFPBAR;
(10) e (11) pFAGFPBAR.

81



A M1 2 34 56 7 8 91011

B (gene bar) M 1

23,5—
94—
-

67 __ 3

05—

C (gene egfp) M 123 45678 9 10 11

23,5
9,4
6,7

4,4

2,3
2,0

0,5

82



4.4 Superexpressdo do gene chitl em M. anisopliae

4.4.1 Obtengao de construgdes para a superexpressdo do gene chitl

Para a superexpressdo da quitinase CHIT42, foram efetuados experimentos de
transformag@o de M. anisopliae E¢ com a constru¢do plasmidial pANChitl (BARATTO,
2001). Esta construcao ¢ oriunda do vetor pANS52.1B que contém o promotor constitutivo do
gene gpdA e o terminador do gene trpC, ambos de A. nidulans (PUNT et al., 1990), no qual,
foi inserido o gene chitl de M. anisopliae (BOGO et al., 1998; BARATTO, 2001).

M. anisopliae foi co-transformado com a construgdo pANChitl e com o vetor pBT6,
que possui a marca de selegdo que confere resisténcia ao fungicida benomil (gene B-tubulina
ben® isolado de N. crassa; ORBACH et al., 1986). Para as transformacdes foram utilizados os
métodos de biobalistica e de PEG / protoplastizagdo (BOGO et al., 1996).

Em torno de vinte possiveis transformantes que apresentaram resisténcia a benomil
foram analisados quanto a presenca de novas copias do gene chitl por hibridizagédo, utilizando
o gene chitl como sonda e por PCR utilizando os oligonucleotideos chitlF e chitlR (item
3.5.9.1). Os resultados indicaram que nao houve inser¢do do cDNA de chitl, corroborando
com a deficiéncia no sistema de transformacdo com a marca de selecdo Benomil como
observado anteriormente, onde utilizamos este sistema de transformacao.

Alternativamente, outra marca de selecdo foi empregada, utilizando o gene bar de
Streptomyces hygroscopicus (THOMPSON et al.,, 1987), que confere resisténcia ao
glifosinato de amonio. Para a transformacao da constru¢do pANChitl (BARATTO, 2001) em
M. anisopliae, foram efetuados experimentos de co-transformagao com o vetor pANBAR, que
tem como marca de selecdo o gene bar sob o controle do promotor gpdA de A. nidulans
(STAATS, 2003; Charley Staats, comunica¢do pessoal; Figura 19, painel B). O método de
transformagdo empregado foi o de protoplastizacdo/PEG, utilizando a propor¢ao do vetor a
ser inserido em relacdo ao vetor contendo a marca de selecdo de 5 : 1.

Trinta colonias resistentes ao glifosinato de amonio foram obtidas e estas tiveram seu
DNA gendmico extraido (item 3.5.2) e analisado quanto a presenga do cDNA do gene chitl
utilizando PCR (item 3.5.9.1). Foram utilizados os oligonucleotideos chitlF e chitIR (Tabela
5), derivados da seqiiéncia do gene chitl de M. anisopliae (BOGO et al., 1998) e que
flanqueiam os trés introns deste gene, permitindo assim a distingdo entra a copia gendmica
(472 pb) do gene e a copia de cDNA (230 pb) presente na constru¢do pANChitl. Entretanto,

novamente ndo obtivemos resultados positivos na co-transformacao.
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Por outro lado, a inser¢do do cassete contendo a marca de sele¢do com o gene bar no
vetor pANChitl, demonstrou-se inviavel pelas dificuldades da sua clonagem, devido a
incompatibilidade entre os sitios de restricdes do vetor com o inserto. Desta maneira, uma
nova construgdo foi efetuada para a expressdo do gene chitl, utilizando o promotor
constitutivo tefla de M. anisopliae, que apresentou boa eficiéncia na expressio da GFP
(Luciano Nakazato, comunicacdo pessoal) e como marca de selecdo a resisténcia ao
Glifosinato de amdnio.

A constru¢do foi realizada partindo do vetor pUC18 onde foram clonados o promotor
tefla de M. anisopliae, entre os sitios de restrigdo de EcoRI e Kpnl e o terminador do gene
trpC de A. nidulans, clonado entre os sitios BamHI e Pstl (Luciano Nakazato, comunicagao
pessoal; Figura 23). No sitio de restri¢do de Pstl deste vetor foi clonado o fragmento de DNA
de 3,3 kb, contendo o cassete com a marca de resisténcia para o glifosinato de amonio (gene
bar) sob controle do promotor do gene gpdA e terminador do gene trpC (Figura 19, painel B).
Nesta constru¢ao, denominada pTEFBAR, no sitio de restrigdo Smal, foi introduzido o cDNA
do gene chitl. No total, seis clones com o inserto desejado foram obtidos de mil colonias
testadas (item 3.5.7). Como a reagdo de ligagdo foi com extremidades cegas, as construgdes
foram obtidas contendo o gene chitl inserido nas duas orientagdes, senso ¢ antisenso (1:1). A
orientagdo do gene chitl, no vetor para expressdo, foi determinada por uma reagdo de
clivagem com a enzima EcoRV, visto que, um sitio est4 presente proximo a extremidade 3" do
promotor tefla e outro, proximo a extremidade 5° do gene chitl, desta forma liberando um
fragmento de aproximadamente 450 pb, no sentido correto ou senso, e um fragmento de 1,7
kb, na forma invertida ou antisenso (Figura 24). Os dois tipos de construgdes foram utilizados
nos experimentos de transformacgdo (item 3.6.2) para a superexpressdo (pTEFCHIT1) e para
ensaios de inibicdo da tradugdo com a construgdo contendo o gene chitl antisenso

(pCHIT1ANTI).
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Figura 23 — Mapa fisico dos plasmideos pTEFCHIT1 e pCHIT1ANTI.

Estdo representados: o promotor do gene tefla (vermelho), inserido nos sitios de
restricdo EcoRI / Kpnl, a seqiiéncia do gene chitl (em preto), inserido no sitio
Smal, na orientagdo direta (Painel A, constru¢do pTEFCHIT1) e invertida (Painel
B, construcdo pCHITIANTI) e a regido regulatdria terminadora do gene trpC de A.
nidulans (verde escuro) ligados nos sitios de restricdo BamHI / Pstl. O cassete
contendo promotor do gene gpdA (roxo), o cDNA do gene bar (azul claro), a regido
regulatoria terminadora do gene trpC de Aspergillus nidulans (verde claro),
inseridos nos sitio de Pstl ¢ a ORF de um gene para resisténcia a ampicilina
(amarelo). Os sitios de EcoRV, presentes proximos a extremidade 3" do promotor
de tefla e outro, proximo a extremidade 5° do gene chitl, estdo destacados com
negrito.



Figura 24 — Clonagem do gene chitl no vetor pTEFBAR.
Clivagem de construg¢des obtidas a partir da clonagem do gene chitl no vetor para
superexpressido pTEFBAR. Gel de agarose 0,8%. Canaletas: (M) marcador de
tamanho Lambda / HindlIII, os niumeros indicados a esquerda representam o tamanho
em kb; (1) clivagem do DNA do vetor pTEFBAR com a enzima de restrigdo EcoRV;
(2) e clivagem de um clone positivo com gene chitl no sentido direto (pTEFCHIT1B);
(3) e de um antisenso (pTEFCHIBI), com a enzima de restricio EcoRV.

4.4.2 Transformagdo de M. anisopliae E¢ com as construgdes para superexpressao do

gene chitl de M. anisopliae

M. anisopliae E¢ foi transformado com as duas constru¢des obtidas, pTEFCHIT1 e
pCHIT1ANTI, e a construgdo controle, pTEFBAR (com a marca de selecio BAR e sem o
gene chitl), pelo método de PEG / protoplatizagdo (item 3.6.2). As colonias resistentes ao
antifingico glifosinato de amonio na concentracdo de 40 mg/ml foram analisadas quanto a sua
estabilidade mitdtica, como descrito anteriormente (item 4.4.2). Da mesma maneira, todos os
transformantes se mostraram estaveis quanto a resisténcia ao glifosinato. O numero de
transformantes obtidos com cada construgdo esta representado na Tabela 10.

Dois transformantes obtidos com as constru¢des pTEFCHIT1 e pCHITIANTI e um de
cada controle pTEFBAR (presente trabalho) ¢ pTEFGFPB (com o gene sgfp sob regulagido do
promotor de tefla e com a marca de selecdo BAR; L. Nakazato, comunicagao pessoal), foram
analisados por PCR (item 3.5.9.1) utilizando os oligonucleotideos chitlF e chitlR (Tabela 5),
derivados da seqiiéncia do gene chitl e cujos amplicons podem diferenciar entre a copia

selvagem do gene e a copia do cDNA transformada. O resultado indica que apenas um dos
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potencias transformantes ndo contém a copia do cDNA do gene chitl. Um exemplo do
resultado da amplificacao estd mostrado na Figura 25.

Os transformantes Tchitl.1 e Tchitl.2 obtidos com a constru¢do pTEFCHIT1 (gene
chitl na direcdo senso; canaletas 4 e 5, Figura 25), apresentaram a inser¢do da copia de
cDNA, sendo mantida a copia selvagem. Resultado semelhante foi obtido com o
transformante Tchitl Anti, obtido com a construgdo pCHITIANTI (com o gene chitl na
dire¢do antisenso; canaleta 5, Figura 25). Entretanto, o outro transformante obtido com esta
construcdo (canaleta 6), ndo apresentou insercdo da copia de cDNA, apresentando o mesmo
amplicon que os controles, a linhagem selvagem (canaleta 3) e o transformante Ttefbar,
obtido com a constru¢do pTEFBAR (canaleta 8), que nao possui o cDNA de chitl.

Estes transformantes foram também analisados por hibridizagdo com DNA gendmico,
para verificarmos a presenga do gene bar e confirmar a sua integragdo, e¢ ainda, para
estimarmos o numero de copias do gene chitl inserido (Figura 26). O DNA dos
transformantes e dos controles analisados foram digeridos com a enzima de restricdo EcoRI.
Utilizando o gene bar como sonda, foi possivel observar a presenga de pelo menos uma banda
de hibridizagdo em cada DNA de transformante, com exce¢do do transformante Tchitl.2,
obtido com a constru¢do pTEFCHIT1 (canaleta 4; Tabela 10 Figura 26, painel B). Neste
transformante pelo menos quatro bandas de hibridizagdo podem ser visualizadas. Por outro
lado, em um dos transformantes com a constru¢do pCHITIANTI (Figura 26, painel B;
canaleta 6), ndo ocorreu banda de hibridizacao, indicando ser um falso transformante.

Quando utilizamos o gene chitl como sonda o transformante Tchitl.1, obtido com a
construgdo pTEFCHIT1 (canaleta 3; Figura 26, painel C) apresentou pelo menos duas bandas
de hibridizacdo, ambas, de tamanhos diferentes do padrdo de hibridizacdo da linhagem
selvagem, indicando que houve insercdo de mais de uma copia da construgdo, ja o
transformante Tchitl.2, também obtido com a constru¢do pTEFCHIT1 (canaleta 4; Figura 26,
painel C), a exemplo de quando utilizamos bar como sonda, apresentou pelo menos quatro
copias.

O transformante Tchitl Anti, obtido com a constru¢do pCHITIANTI (canaleta 5)
apresentou duas bandas de hibridizagdo, confirmando a inser¢cdo de uma copia da construgao
cotendo o gene chitl. Os controles Ttefbar e Tsgfp (obtidos com as construgdes pTEFBAR e
pTEFGFPB, respectivamente; canaletas 2 e 7), apresentaram apenas a banda de hibridizagao
correspondente ao gene chitl selvagem, a exemplo do transformante obtido com a construgéo
pCHIT1ANTI (Figura 26, painel C; canaleta 6), que confirmou ser um falso transformante,

como observado anteriormente. Um resumo desses resultados estd apresentado na Tabela 10.
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Tabela 10 - Resumo dos resultados das transformacbes das construcbes para
superexpressao do gene chitl para M. anisopliae.

N° de possiveis | Resistentes que | Resistentes que | Denominacao
Construcédo |transformantes foram confirmaram ser dos
obtidos analisados transformantes | transformantes
Tchitl.1
pTEFCHITI 7 2 2 cmti-he
Tchitl.2
pCHITIANTI 2 2 1 Tchitl Anti
pTEFBAR 1 1 1 Ttefbar
pTEFGFPB 1 1 1 Tsgfp

M 123 456 7 8

560

Figura 25 — Anélise de transformantes resistentes ao glifosinato quanto a presenca do
cDNA do gene chitl.
Reacao de amplificagdo utilizando os oligonucleotideos chitlF e chitlR (item 3.5.9.1).
O amplicon gerado a partir do gene chitl selvagem apresenta 472 pb (seta vermelha) e
o amplicon gerado a partir do ¢cDNA do gene chitl (constru¢des pTEFCHIT1 e
pCHITTANTI) apresenta 230 pb (seta azul). Gel de agarose 0,8%. Canaletas: (M)
marcador de tamanho Lambda / HindIIl, o nimero indicado a esquerda representa o
fragmento de 560 pb; canaletas (1) controle negativo da reagdo sem DNA molde; (2)
PCR utilizando como DNA molde o vetor pANChitl, que possui o cDNA do gene
chitl; (3) PCR utilizando como molde DNA genémico de M. ansisopliae selvagem,;
PCRs utilizando como molde DNA gendmico de provaveis transformantes de M.
ansisopliae que apresentaram resisténcia ao fungicida glifosinato de amonio: (4) e (5)
construgdo pTEFCHIT1 (gene chitl na orientacdo senso); (6) e (7) construgdo
pCHIT1ANTI (gene chitl antisenso); (8) pTEFBAR.
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Figura 26 — Andlise por hibridizacdo dos transformantes de M. anisopliae para
superexpressao do gene chitl.
Hibridizagdo de DNA gendmico de transformantes de M. anisopliae resistentes ao
antifingico Glifosinato de amonio, transformados com a construgdo para
superexpressdo do gene chitl (chitl senso) ¢ com a construgdo com o gene chitl
invertido (chitl antisenso). Painel A, eletroforese em gel de agarose 0,8%. Painel B,
Auto-radiografia da membrana hibridizada, utilizando como sonda a ORF do gene
bar. Painel C, Auto-radiografia da membrana hibridizada, utilizando como sonda a
ORF do gene chitl. Canaletas: (M) Lambda / HindIIl; (1) DNA gendmico de M.
anisopliae linhagem Eq selvagem digerido com a enzima de restrigdo EcoRI; DNA
gendmico das colonias de M. anisopliae resistentes ao glifosinato de amdnio digeridos
com enzima de restricdo EcoRI, transformados com as construgdes: (2) pTEFBAR; (3)
e (4) pTEFCHIT1 (gene chitl senso); (5) e (6) pCHIT1ANTI (gene chitl antisenso); e
(7) pTEFGFPB.
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4.4.3 Analise da produgdo de quitinases dos transformantes contendo a construgao
para a superexpressdo do gene chitl.

M. anisopliae E6 (selvagem) ¢ os transformantes denominados, respectivamente:
Ttefbar (obtido com a construgdo pTEFBAR, sem o gene chitl), Tchitl.1 e Tchitl.2 (obtidos
com a constru¢do pTEFCHITI, gene chitl senso) e Tchitl Anti (obtido com a construgio
pCHIT1ANTI, gene chitl antisenso; Tabela 10), foram analisados quanto a produgdo de
quitinase em sobrenadantes de culturas por ensaios enzimaticos (item 3.7), como mostrado na
Tabela 11. A linhagem selvagem de M. ansiopliae e os transformantes foram cultivados
durante 48 h e 72 h, em meio de cultivo liquido MC, contendo 1% de glicose, que foi
suplementada a cada 24 h (itens 3.2.2.1 e 3.3.2.1). Os sobrenadantes de culturas dos
transformantes apresentaram um aumento significativo na atividade de quitinase, em torno de
5,5 vezes para o transformante Tchitl.1 e 3,5 para o transformante Tchitl.2 (cultivos de 48 h)
e 7,3 vezes para Tchitl.1 e 6,0 para Tchitl.2 (cultivos de 72h), em relagdo aos controles
(selvagem e o transformante Ttefbar). Com o transformante Tchitl Anti, obtido com a
construgdo contendo o chitl antisenso, foi possivel observar uma diminui¢ao na atividade
quitinolitica, de até 30% e de 40%, em cultivos de 48 e 72 h, respectivamente. Os ensaios
enzimaticos foram efetuados em triplicatas e estdao representadas as médias (Tabela 11).

A condicao de cultivo com glicose, esta adicionada a cada 24 h, leva a uma repressao
do sistema quitinolitico (MORAES et al., 2000; BARRETO et al., 2004), o que permite a
melhor observacao e detec¢do da diferenga da atividade de quitinase nos transformantes para
superexpressdo da quitinase CHIT42 em relagdo aos seus controles, pois o selvagem e o
transformante com a construgdo sem o gene chitl, possuem apenas o gene chitl com seu
promotor original e deverdo ter a produg¢do de quitinase limitada por esta regulacgdo.
Entretanto, nos transformantes com copias extras do gene chitl sob controle do promotor do
gene Tefla, que € constitutivo e insensivel a repressdao por glicose, portanto, o produto do
cDNA sera expresso normalmente e ocorrendo assim maior expressao e atividade de quitinase
nos sobrenadantes.

Por outro lado, o cultivo contendo glicose permite que haja uma possivel expressao do
gene chitl selvagem, como observado nos resultados de RT-PCR (item 4.3), com provavel
producdo da quitinase CHIT42. Dessa maneira, permitindo a observa¢do da reducdo da
secre¢do de quitinase, no transformante com o gene chitl antisenso. Para o ensaio enzimatico
foi utilizado como substrato quitina coloidal, que ¢ o substrato preferencial para
endoquitinases, esta atividade ¢ demonstrada pela quitinase CHIT42 codificada pelo gene

chitl (BARATTO et al., 2003).
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Tabela 11 — Atividade de quitinase dos transformantes superexpressando o gene chitl ou
contendo o gene chitl antisenso.

Linhagens Atividade especifica (GIcNAc umol . mg™*.h?h)
48 h 72 h
Selvagem (Es) 0,111 + 0,010° 0,088 + 0,010°
Ttefbar 0,115+ 0,012° 0,090 + 0,008°
Tchitl.1 0,616 + 0,028%¢ 0,660 + 0,052°
Tchitl.2 0,374 +0,023¢ 0,545 + 0,042¢
TchitlAnti 0,060 + 0,0102 0,045 + 0,020

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente a partir dos dados
analisados pelo teste ANOVA — Duncan (a=0,05).
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5 - DISCUSSAO

O fungo filamentoso Metarhizium ansisopliae se destaca por sua capacidade de
infectar um amplo espectro de hospedeiros, incluindo insetos e acaros, € serve como um
importante modelo para estudo de biologia molecular, regulagao metabdlica, regulacao génica
e desenvolvimento (MELO & AZEVEDO, 1998; ALVES, 1998).

Os fungos filamentosos possuem microfibrilas de quitina como um dos principais
componentes estruturais da parede celular (CABIB, 1989; GOODAY et al., 1992). Assim, as
quitinases podem ser essenciais em processos fisiologicos e morfogenéticos que requerem a
digestao da parede celular, como germinagdo, crescimento apical, ramifica¢des e autolises das
hifas, dispersao de esporos e nutricio (BARTNICK-GARCIA, 1973, GOODAY, 1990;
GOODAY, et al., 1992). Essas enzimas estdo, provavelmente, envolvidas no alongamento das
hifas, segundo a teoria de BARTINICKI-GARCIA (1968), onde seriam necessarias para a
formagdo de espagos e a insercdo de material novo na parede celular, ou seja, o
desenvolvimento das hifas por um equilibrio entre sintese, pelas quitina-sintases, e
degradacao, pelas quitinases. Isto garantiria flexibilidade suficiente para o crescimento apical
das hifas.

As microfibrilas de quitina também sdo um dos componentes majoritarios da cuticula
de artropodes, representando uma barreira potencial a penetracdo de fungos patogénicos
(GOODAY, et al., 1992) e ha fortes evidéncias de que as quitinases, juntamente com outras
enzimas, também desempenham uma fun¢do importante no processo de infec¢ao (ST. LEGER
et al., 1986b), com o seu envolvimento na degradagdo da cuticula do hospedeiro. A hidrdlise
completa da quitina leva a liberacdo de monomeros de N-acetilglicosamina (NAcGlc),
servindo para a nutricdo do fungo (ST. LEGER et al., 1986b; PATIL et al., 2000). Para essas
diferentes fungdes, os fungos entomopatogénicos, entre os quais se destaca M. anisopliae,
apresentam uma complexidade de isoenzimas quitinoliticas: N-acetilglicosaminidases, com
expressao constitutiva (ST. LEGUER et al., 1991b) ¢ as exoquitinases e endoquitinases que
sdo altamente reguladas, conferindo a capacidade do organismo explorar com eficiéncia o
meio, obtendo o0s nutrientes necessarios para o seu crescimento e regula-lo, evitando
interferéncias entre os processos (ST. LEGER et al., 1986b; 1991b;1996b; PINTO et al.,
1997; KANG et al., 1999; HENRISSAT, 1999).

E necessario, portanto, obter e ampliar os conhecimentos sobre a fung¢io das quitinases

e seu sistema de regulacdo da expressao, pois, além do interesse cientifico, servindo como
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modelo de estudo para fungos filamentosos e eucariotos, ¢ um requisito importante para o
melhoramento de linhagens e sua aplicagdo com maior eficiéncia no controle biologico. Uma
importante abordagem ¢ a identificagdo e a clonagem de genes que codificam para estas
quitinases, andlise de sua regulacdo de transcricdo, analise da fung¢do de elementos
reguladores encontrados na regido promotora ¢ determinagdo da fun¢do dessa quitinase no
organismo, que sao ferramentas basicas e informagdes indispensaveis para a sua utilizagao na
obtencdo de organismos geneticamente modificados com maior poder de patogenicidade
sobre os hospedeiros.

O presente trabalho soma esforgos para viabilizar estudos que solucionem questoes
que ainda persistem envolvendo as quitinases presentes em M. anisopliae var. anisopliae
linhagem Eg, com a clonagem e a caracterizagdo de um novo gene, comprovagdo de sua
presenca, determinacdo de sua regulacdo juntamente com outro gene de quitinase, a obtengao
de construg¢des para transformagdo no organismo, com a estratégia de superexpressdo e de
analise da regido reguladora, que auxiliem na comprovacao da participacao desta quitinase
durante etapas da morfogénese ou na infec¢do de seus hospedeiros.

A linhagem Eg, utilizada neste trabalho, foi escolhida por apresentar uma maior
secregdo de quitinases (BARRETO et al., 2004) e ser a mais infectiva dentre as linhagens
testadas no modelo bioldgico do carrapato Boophilus microplus (FRAZZON et al., 2000).

Visando ao estudo e andlise de um gene com potencial influéncia na viruléncia de M.
anisopliae, o gene chi2 teve sua seqiiéncia isolada e caracterizada. Além do seu possivel
envolvimento na patogenicidade, este gene, foi pouco estudado e apenas parte da sua
seqiiéncia de cDNA era conhecida (FREIMOSER et al., 2003; numero de acesso AJ293217).

Foi isolado e seqilienciado o gene chi2 de M. anisopliae var. anisopliae E6 utilizando
uma técnica ndo muito usual, principalmente, quando se possui em maos bancos de cDNA e
genomico do organismo. Entretanto, por motivos ndo-claros, foi observado, que apesar do
numero de clones analisados serem representativos (80.000 clones de um banco gendémico e
100.000 clones de um banco de cDNA), ndo foi possivel detectar a sequencia de interesse
correspondente ao gene. Desta maneira, como técnica alternativa, foi construido um banco
subgenomico, no vetor pUC1S, do qual, foi obtido um clone com aproximadamente 5,3 kb
onde estava presente o gene chi2 na regido 3’ do inserto.

A analise comparativa da seqiiéncia do gene chi2 clonado, com a seqiiéncia publicada
por FREIMOSER e colaboradores (2003) e a seqiiéncia parcial obtida por RT-PCR com
oligonucleotideos especificos que flanqueavam a regido do primeiro intron, permitiu

determinar a presenca de dois introns, com 210 pb e 75 pb, respectivamente. Foi observado,
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que, além dos introns estarem em posi¢des diferentes em relacdo a introns de quitinases de
fungos filamentosos, incluindo o gene chitl isolado de M. anisopliae (BOGO et al., 1998;
KUPFER et al., 2004), o segundo intron ndo apresentou todas as seqiiéncias candnicas
tipicamente encontradas em fungos (BALLANCE, 1986). A partir da analise de seqiiéncias de
fungos filamentosos e leveduras, KUPFER e colaboradores (2004), revelaram que mais de 98
% dos introns desses organismos apresentaram os sitios de processamento conservados 5’GT e
3’AG. e as seqiiéncias internas candnicas proximas a regido 3’ do intron CTAAC, CTGAC ou
CTAAT (encontrados no 1, 2° e 3° intron, respectivamente), sdo caracteristicos de fungos
(BALLANCE, 1986). Entretanto, o segundo intron de 75 pb, apesar de apresentar os sitios de
processamento das regides flanqueadoras esperada 5 GT e 3" AG, ndo apresentou a seqiiéncia
interna conservada, proxima a regido 3°, CTGAC tipica de segundo intron (BALLANCE,
1986).

Até o momento, a seqiiéncia do gene chitl era a tnica seqiiéncia génica completa de
uma quitinase determinada em M. anisopliae (BOGO et al., 1998). O gene chitl apresentou o
codon de inicio de traducdo a 56 pb a jusante do provavel inicio de transcri¢do, enquanto o
codon de inicio de tradugdo encontrado no gene chi2, esta a 96 pb do primeiro nucleotideo de
inicio de transcri¢cdo (G+1). Entretanto, como foi encontrado outro cédon ATG na regido UTR
(a 53 pb do inicio da transcricdo), mesmo que fora da fase de leitura, pode ser necessario a
confirmagao do codon correto de inicio de traducdo experimentalmente.

O gene chi2 codifica para uma provavel proenzima de aproximadademente 44 kDa,
entretanto, os 19 primeiros aminoacidos demonstraram caracteristica de peptideo-sinal, sendo
que o 19° aminoacido (V') apresenta-se como sitio de clivagem para maturagdo de proteinas,
0 que implica em uma enzima madura de aproximadamente 42kDa. Esta abordagem,
aparentemente, possui grande relevancia, pois o gene chitl de M. anisopliae, que codifica para
uma proenzima de 45 kDa, teve sua seqiiéncia codificadora correspondente a enzima madura
expressa de forma heterdloga em E. coli e esta quitinase, a CHIT42, apresentou-se de forma
ativa (BARATTO et al., 2003). Cabe ressaltar que o gene chitl e o gene chi2, codificam duas
quitinases deduzidas de massas moleculares similares, proximas a 42 kDa, apesar dos pl
teoricos serem diferentes, 5.9 e 4.8, respectivamente, refletindo a alta complexidade do
sistema quitinolitico de M. anisopliae. Até o momento, nenhuma das quitinases purificadas de
M. anisopliae apresentou a seqiiéncia de aminoacido, pl ou massa molecular que indicassem
que fossem codificadas pelo gene chi2, corroborando a importancia desse estudo para o

aprofundamento com trabalhos posteriores para o esclarecimento da fungdo da quitinase
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codificada pelo gene. A dificuldade na purificagdo desta quitinase pode estar relacionada com
sua alta regulagdo e sua baixa expressao.

Analises de hibridizagdo do gene clonado com DNA genoémico de M. anisopliae Eg
sugerem que existe apenas uma copia do gene chi2 no genoma. Outros dois genes
caracterizados nesta mesma linhagem, gene chitl ¢ gene chi3, também estdo presentes em
coOpia Uinica no genoma.

A partir da analise da seqiiéncia de aminoacidos deduzida a partir do gene chi2 foram
identificadas as seqiiéncias de consenso SXGG, que correspondem ao sitio de ligagdo a
quitina (ORIKOSHI et al., 2003); os residuos conservados de cisteina que auxiliam no
dobramento do dominio catalitico; e o dominio catalitico, com a seqiiéncia NGFDFDIE.
Entretanto, esta apresentou uma alteracdo no primeiro aminoacido, de D—N, em relacao a
seqiiéncia de consenso de quitinases de fungos pertencentes a familia 18 das glicosil-
hidrolases, DxxDxDxXE, que ¢ altamente conservada (ORIKOSHI et al., 2003).

A alteracdo no dominio catalitico pode ser critica, pois trata da substituicdo do
aminoacido acido glutamico, com carga negativa, para uma asparagina, aminoacido nao-
carregado. Em um trabalho de mutagénese dirigida, WATANABE e colaboradores (1993),
demonstraram evidéncias de que residuos de 4acido glutdmico e aspartico sdo importantes para
a catalise de reagdes mediadas por quitinases em bactérias. Portanto, ¢ necessario estudar a
partir da caracterizagdo da proteina selvagem e da sua comparagdo com a proteina heterdloga
com mutagdes sitio dirigidas, visto que se trata de uma caracteristica impar nesse grupo de
quitinases.

Outra caracteristica marcante da seqiiéncia de aminoécidos deduzida a partir do gene
chi2 foi a presen¢a, na regido C-terminal, de um dominio de ligagdo a celulose (CBD;
cellulose binding domain), bastante peculiar de fungos, que se caracteriza por quatro cisteinas
distribuida de forma bastante conservada nestes organismos (GOLDSTEIN et al., 1993).
Além das celulases, este dominio também foi identificado em outras enzimas degradadoras de
polissacarideos, como xilanase e manase (BEGUIN &AUBERT, 1994). A presenga de CBD é
uma caracteristica unica da quitinase CHI2, deduzida do gene chi2 de M. anisopliae (presente
trabalho, FREIMOSER et al., 2003), pois ndo foi encontrada nos seus provaveis ortologos
(Figura 14). Em Trichoderma virens, foi isolado um gene, que codifica uma proteina predita
de 33kDa, o gene apresentou um dominio de ligagdo a celulose, também na regido C-terminal
e semelhante ao dominio predito pela quitinase CHI2 (KIM et al., 2002), representando os
Ginicos casos descritos na literatura. LIMON e colaboradores (2004) inseriram nas quitinases

Chit42 e Chit33 do micoparasita T. harzianum um dominio de ligagdo a celulose (CBD), visto
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que, nestas enzimas falta o dominio de ligagdo a quitina. As enzimas heterdlogas
apresentaram uma capacidade de ligagdo a quitina e uma atividade quitinolitica aumentada em
relacdo as enzimas selvagens, e uma atividade antifingica igualmente aumentada sobre os
hospedeiros. Isso sugere que a presenca deste dominio de ligacdo aumenta a atividade
hidrolitica das quitinases sobre substratos insoliveis, assim como, parede celular rica em
quitina. Estes resultados sugerem que a quitinase CHI2 de M. ansisopliae atua sobre um
substrato diferente das demais quitinases, assim como, possivelmente ocorre em Trichoderma
(KIM et al., 2002; LIMON et al., 2004).

As quitinases em fungos sdo pertencentes a familia 18 das glicosil-hidrolases, além da
classificagdo quanto ao tipo de sua atividade (exoquitinase ou endoquitinase, esta podendo ser
acida ou basica; SAHAI & MANOCHA, 1993). As quitinases sdo subdivididas em dois
grupos, baseado em sua estrutura primaria: as quitinases do tipo bacteriana (bacterial-like) e
as quitinases do tipo das plantas (plant-like) (HENRISSAT, 1999). A partir da analise
comparativa ¢ da constru¢do da arvore filogenética pelo método de neighbor-joining, foi
observado que as quitinases CHI2 deduzidas do gene chi2 de M. anisopliae var. anisopliae e
acridum pertencem a classe das quitinases de plantas, assim como, seus ortdlogos de outros
fungos, e a quitinase CHIT30, também de M. anisopliae. A quitinase CHIT42 deduzida a
partir do gene chitl, deste mesmo organismo, pertence a classe das quitinases bacterianas,
como ja determinado por SILVA e colaboradores (2005).

Deve-se ressaltar que a quitinase CHIT42 de M. anisopliae var. anisopliae linhagem
E¢ possui seu ortologo em M. anisopliae var. acridum, de 45 kDa, que aparentemente nao esta
envolvida no processo de infecgdo, por ser pouco encontrada no sitio de infeccao (ST.
LEGER et al., 1996b) e por ndo apresentar alteragdo na viruléncia com sua superexpressao no
fungo (SCREEN et al., 2001). Além disso, sua regulagdo ¢ atipica na linhagem E¢ (presente
trabalho), sugerindo o seu envolvimento em diferentes etapas da morfogénese do fungo. A
exo-endoquitinase CHIT30, por outro lado, apresenta-se como um fator potencial de
patogenicidade de M. anisopliae (SILVA et al., 2005), podendo atuar de forma sinergistica
com a endoquitinase CHI2.

A regido de 980 pb a montante da seqiiéncia codificadora do gene chi2 também foi
analisada. Nesta regido, foram encontradas as seqiiéncias conservadas CAAT box ¢ TATA box,
localizados a distancias apropriadas a montante do provavel inicio de transcri¢ao (G+), a
seqiiéncia ACATCAAG, semelhante a seqiiéncia de consenso do elemento de inicio de
transcrigdo TCATCANC (EBERLE & RUSSO, 1994), posicionada, 96 pb a montante do

codon de inicio de traducdo e que coincide com o primeiro nucleotideo (G+1) transcrito
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identificado com a PCR RACE 5°. Foi encontrado apenas um elemento CREA (CCCCAC;
CRR1 em M. anisopliae, segundo nomenclatura dada por SCREEN ¢ colaboradores, 1997),
localizado a 410 pb a montante do provavel codon ATG de inicio de tradugdo, que ¢ um
repressor da expressdo génica em presenca de glicose em A. nidulans e M. ansisopliae
(CUBERO & SCAZZOCCHIO, 1994; SCREEN et al., 1997).

Entretanto, nenhum elemento GATA, que estd envolvido na regulagdo génica por
presenga de fontes de nitrogénio, foi encontrado nesta regiao, diferentemente do gene chitl,
previamente caracterizado pelo grupo em M. ansiopliae (BOGO el al., 1998), que, além de
apresentar dois elementos CREA, possui dois elementos GATA (BOGO, 1999; presente
trabalho). Além dessas diferencas a regido flanqueadora 5° do gene chi2 também nao
apresentou os elementos provavelmente envolvidos na resposta ao estresse, STREs (CCCCT;
BRUNNER et al.,, 2003) e a regido rica em pirimidinas, também presentes na regiao
reguladora do gene chitl (BOGO, 1999).

Foi realizada uma analise in silico da regido flanqueadora 5” de genes de quitinases de
outros fungos filamentosos que tiveram esta regido seqiienciada, com a finalidade de verificar
a freqliéncia destes elementos. Dessa maneira, com a comparacdo da disposi¢do destes
elementos nesta regido, foi demonstrado que ndo existe conservacdo na presenca dos
elementos, nem da sua distribuicio em relacdo ao codon de inicio de tradugdo, mesmo
comparando a regido reguladora das quitinases com maior identidade entre si, pertencentes a
classe de quitinase do tipo bacteriano, como o gene chitl de M. anisopliae (BOGO et al.,
1998) e seus ortdlogos ech42 de T. harzianum (CARSOLIO et al., 1994), ctsl de C. Immits
(PISHKO et al., 1996) e chiB de A. fumigatus (JACKES et al., 2003), ou quitinases da classe
das plantas, como o gene chi2 (presente trabalho) e seu ortoldogo chiA de A. nidulans
(TAKAYA et al., 1997). O que pode sugerir um processo de regulacdo diferente entre as
quitinases.

Até o momento os elementos envolvidos na regulagdo génica e as fungdes especificas
das diferentes quitinases produzidas por M. anisopliae sdo quase totalmente desconhecidas.

O sistema quitinolitico de M. anisopliae ¢, de modo geral, regulado por um
mecanismo de indugdo/repressdo, onde a quitina induz tanto a sintese quanto a secre¢do de
quitinases, enquanto a glicose ¢ um repressor da sintese destas enzimas. Esse mesmo
mecanismo de indugdo-repressdo foi encontrado em outros fungos, como T. harzianum, T.
atroviride, A. fumigatus e Streptomyces lividans (ULHOA & PEBERBY, 1991; DE LA
CRUZ et al., 1995; ESCOTT et al., 1998; SAITO et al., 1998; DONZELLI & HARMAN,

2001). A concentracdo do mondmero de NAcGlc também regula a sintese e secre¢ao das
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quitinases. Baixas concentragdes sao indutoras, enquanto altas concentracdes tém papel
repressor (MORAES, 2002; BARRETO et al., 2004). Sendo que a expressdo de quitinases
ocorre em cultivos prolongados com picos de atividade especifica a partir de 72 h (BOGO et
al., 1998). Entretanto, este tipo de abordagem, que nos da uma visdo geral da expressdo e
secrecdo das quitinases, torna-se muito superficial quando se deseja determinar a participagao
de uma quitinase em particular nos processos de morfogénese ou na infec¢cdo. Recentemente,
trabalhos tém dado énfase a modelos experimentais que permitem uma visao global do padrao
de expressdo de Metarhizium ssp. frente aos seus hospedeiros, com a utilizacdo de técnicas
que incluem o seqlienciamento de ESTs, RDA ou micro-arranjos. Estas metodologias também
nao sao elucidativas o suficiente para revelarem a fungao de quitinases, servindo apenas como
base para pesquisas futuras a partir da identificacdo de novos genes de quitinases ou
inferéncia de sua regulagdo (FREIMOSER et al., 2003; DUTRA et al., 2004; FREIMOSER et
al., 2005). Portanto, sdao necessarios estudos mais especificos, como a analise de sua
regulacdo e de sua seqiiéncia reguladora, comprovagao de sua presenca no sitio de infec¢ao ou
apenas na parede celular do fungo e superexpressao ou disrup¢do génica. A caracterizagao do
sistema quitinolitico de M. anisopliae em nivel génico ¢ essencial para determinar a
importancia da expressao de cada gene no processo de infeccdo no hospedeiro.

SILVA e colaboradores (2005), com a finalidade de elucidar a participagdo da
quitinase CHIT30 de M. anisopliae na patogenicidade de seu hospedeiro B. microplus,
realizaram ensaios de imunohistoquimica com um soro anti-CHIT30 e observaram o acimulo
e a difusdo da quitinase na cuticula do hospedeiro, apés 72 h da inoculacdo. Os autores
também analisaram sua regulacdo a partir de experimentos de western, onde foi possivel
verificar que a sua secrecdo ¢ induzida por NAcGlc em baixas concentracdes (0,2%), carapaga
de carrapato e quitina e, reprimida por glicose 1% e altas concentragcdes de NAcGlc (1%) em
cultivos de 72 h, seguindo o padrdo de regulacdo proposto ao sistema quitinolitico de M.
anisopliae (MORAES et al., 2002; BARRETO et al., 2004). BOGO e colaboadores (1998),
com o mesmo objetivo, verificaram o padrdo de transcrigdo do gene chitl, utilizando a técnica
de hibridiza¢ao de RNA, verificaram que este gene ¢ reprimido em presenga de glicose e de
NAcGlc 1% e induzido em presenca de quitina em cultivos bastante prolongados.

Foi analizado o nivel de transcri¢do dos genes chitl e chi2, em diferentes fontes de
carbono nas condi¢des conhecidas de indugdo e repressao do sistema quitinolitico (MORAES
et al., 2002; BARRETO et al., 2004), em cultivos iniciais (18 ¢ 30 horas) e em cultivos mais
prolongados (48 e 72 horas). Para esta andlise foi utilizado a técnica de RT-PCR, pois esta se

apresenta como uma alternativa eficiente para andlise de transcritos de genes de fungos,
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principalmente, para genes pouco expressos (MORISSETTE et al., 2003; STAATS et al.,
2004).

O gene chitl apresentou uma caracteristica interessante de regulagdo, que foi a
auséncia de repressdao mesmo em presenga de glicose, dado este até o momento ndo reportado
para quitinases de fungos. A exemplo do gene chi2, ndo foi possivel detectar transcritos nos
cultivos de 18 h. Entretando, em cultivos de 30 h, houve inducdo em presenca de glicose e
NAcGlc, mesmo em baixas concentragdes. Este resultado corrobora a hipdtese de que a
quitinase codificada pelo gene chitl esta envolvida em processos fisiologicos do fungo (ST.
LEGER et al., 1996b; SCREEN et al., 2001), sendo expresso quando ha presenga de fontes de
nutrientes e, por outro lado, sendo pouco induzido quando esta fonte estd ausente, como em
cultivo de 48 h, com a fonte de carbono (NAcGlc) completamente exaurida, onde era possivel
observar auséncia de crescimento do fungo. Entretanto, a partir de 72 h de cultivo, com o
fungo em provavel autolise, a quitinase CHIT42 ¢ provavelmente requerida neste processo
juntamente com a CHI2 e/ou outras quitinases, como normalmente ocorre em fungos
filamentosos (ST. LEGER et al., 1996b; REYES et al., 1989; BARRETO et al., 2004). Em
cultivo com glicose, a qual foi sempre suplementada, o gene continuou apresentando
transcri¢ao. Em cultivos com quitina a partir de 48 h o gene comegou a apresentar transcrigao,
que aumentou no cultivo de 72 h. Neste mesmo periodo, o gene também foi transcrito em
cultivo com cuticula de carrapato como fonte de carbono.

A diferenca no tempo de inicio de transcri¢do entre o cultivo em quitina e cuticula de
carrapato, como fonte de carbono, pode ser devido a quitina comercial, apesar de ainda ser
bruta, ser mais pura, sem outros constituintes do exoesqueleto de artropodes, como lipideos
ou proteinas, sendo assim, menos resistente ao ataque do fungo, com liberagdo de seu
principal componente, o NAcGle, que serve como fonte de nutrigdo. Enquanto, a cuticula ndo
tratada, apresenta mais resisténcia ao ataque e em conseqiiéncia uma dificuldade maior ao
acesso do fungo a quitina, retardando o estimulo para a producao das quitinases. O menor
crescimento em cuticula é notado pela menor massa micelial obtida nesta condicao do que no
meio com quitina (dado ndo mostrado). Estes resultados corroboram os obtidos por SILVA e
colaboradores (2005) que estudaram o acimulo da quitinase de 30 kDa de M. anisopliae na
cuticula de B. microplus e¢ por ST. LEGER e colaboradores (1996b), que estudaram o
acumulo da quitinase de 45 kDa de M. anisopliae na cuticula de Manduca sexta, em ambos os
estudos, foi observado a producdo, da respectiva quitinase, pelas estruturas de infec¢do na

superficie da cuticula, em niveis baixos durante o processo inicial de penetracdo, ¢ maiores
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niveis de actimulo, tardiamente, nos sitios de degradacdo proteolitica, sugerindo que a
producdo de quitinases ¢ dependente da acessibilidade do substrato.

Apesar desses resultados ndo serem definitivos, eles sugerem, juntamente com outros
resultados obtidos até o momento (ST. LEGUER et al., 1996b; SCREEN et al., 2001), que a
quitinase CHIT42, codificada pelo gene chitl, pode estar envolvida no crescimento das hifas,
segundo a teoria de BARTINICKI-GARCIA (1968; 1973). Entretanto, € necessario que novas
metodologias de estudo sejam utilizadas visando ao esclarecimento desta questdo (discutida
adiante). Seria, ainda, necessaria uma analise da funcdo de diferentes fontes de nitrogénio na
regulacgdo, visto que, para outras quitinases de fungos, esta intrinsicamente relacionada a sua
regulacao de transcri¢ao (DONZELLI & HARMANN, 2001).

O gene chi2 ndo teve seus transcritos detectados em estagios iniciais, como nos
cultivos de 18 e 30 h, corroborando os varios resultados anteriores que indicam que as
quitinases sdo expressas em estagios tardios de cultivos (BOGO et al., 1998; MORAES et al.,
2002; BARRETO et al., 2004) ou, ainda, que, pela presenga muito baixa desses transcritos
juntamente com a limitacdo de sensibilidade da técnica, estes ndo foram detectados. Por outro
lado, o cultivo com quitina foi a primeira condi¢do a induzir sua transcri¢do em cultivo de 48
h e continuou posteriormente em escalas maiores, ao passo que o cultivo com glicose como
fonte de carbono inibiu continuamente a sua transcri¢ao, como era de se esperar. No cultivo de
48 h, em concentracao baixa de NAcGle, quando esta fonte de carbono certamente ndo estava
mais presente, 0 gene comegou ser transcrito, mesmo que em niveis baixos, sendo estes mais
abundantes no estagio posterior, ou seja, em 72 h, a exemplo do gene chitl. Isto permite-nos
inferir que ndo ¢ a NAcGlc em baixas condi¢des que induz a transcrigdo, € sim a sua escassez,
o que provavelmente leva o organismo a entrar em autolise, requerendo uma quantidade maior
de quitinases para degrada¢do da parede celular do fungo e, ainda, a inducdo ser ocasionado
por estresse, como ocorre com quitinases de T. harzianum e A. fumigatus (ULHOA &
PEDEERBY, 1991; MACH et al., 1999; JAQUES et al., 2003). Varios trabalhos em M.
anisopliae destacavam a indugdo de quitinases por NAcGlc, em concentra¢des baixas, por um
possivel efeito de inducao pelo produto de degradacdo da quitina. Aparentemente, isto nao
ocorre com todos os genes de quitinases, o que implicaria em um mecanismo de regulagdo
diferente para algumas quitinases de M. ansisopliae, a exemplo do que ocorre com os genes
chitl em relacao aos genes chi2 e chi3 (ST. LEGER et al., 1986b; MORAES et al., 2002;
BARRETO et al., 2004; SILVA et al., 2005).

Um ortologo da quitinase CHI2 foi isolado e caracterizado em A. nidulans, a quitinase

de 69 kDa CHIA, codificada pelo gene chiA (TAKAYA et al., 1997). A inativagdo do gene
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ndo causou alteragdes morfoldgicas nos conididéforos ou nas hifas, entretanto, a germinagao
dos conidios e o crescimento das hifas diminuiram substancialmente. O gene apresentou
maior indu¢do durante o crescimento das hifas, tendo a sua expressdo aumentada de duas
vezes durante o desenvolvimento dos conididforos, indicando que a quitinase CHIA de A.
nidulans ¢ regulada temporalmente na morfogénese (TAKAYA et al., 1997). Outro ortélogo
de CHI2, a quitinase CTS1 da levedura Saccharomyces cerevisiae, atua na morfogénese do
septo primdrio, que € o unico local onde esté restringida a presen¢a de microfibrilas de quitina
(CABIB, 1989). Foi observado que a inativagdo do gene ctsl, levou a deficiéncia na
separagdo entre as células-mde e células-filhas (KURANDA & ROBBINS 1991). Estes
resultados levam a sugerir que estes ortdlogos de CHI2 apresentam a participagdo e a fungao
no crescimento do fungo. Entretanto, estes organismos ndo sdo entomopatogénicos e,
portanto, estas enzimas obrigatoriamente ndo estariam envolvidas na patogenicidade.

Por outro lado, a predita quitinase CHI2, que além de apresentar estrutura e regulacao
diferente da quitinase CHIT42, ndo envolvida na patogenecidade, apresentou regulacao e
classificagdo semelhante da CHIT30, que ¢ candidata a fator de viruléncia. Além disso, com a
possivel habilidade de degradar substratos brutos, pela presenca do dominio de ligagdo a
celulose, poderiamos inferir outras duas possiveis fun¢des a quitinase CHI2. A primeira é o
seu envolvimento na nutrigdo com a degradacao de substratos brutos e, a0 mesmo tempo na
patogenicidade, pois facilitaria o acesso do fungo no hospedeiro pela permeabilizacdo dessa
barreira, juntamente com outras hidrolases, incluindo quitinases, € o processo mecanico, (0
que ¢ corroborado com sua indugdo tardia). A segunda ¢ a sua possivel fun¢do na competi¢ao
com outros fungos filamentosos pelo ambiente (ou hospedeiro), servindo como ferramenta de
defesa e protecdo, atuando dessa maneira juntamente com glicanases como ocorre em
Trichoderma (ULHOA & PEDEERBY, 1991; NORONHA & ULHOA, 1996; NORONHA &
ULHOA, 2000; KIM et al., 2002; LIMON et al., 2004).

Além das inimeras atividades compreendendo o sistema quitinolitico (ST. LEGER et
al., 1993; PINTO et al., 1997), a complexidade da sua regulagdo pode ser ainda aumentada,
visto que pode estar condicionada a regulacdo de outras enzimas, envolvidas juntamente com
as quitinases em processos fisioldgicos, como: as quitina-sintases, envolvidas no alongamento
e crescimento das hifas (GOODAY et al., 1992; FREIMOSER et al., 2003; RASTA et al.,
2003); proteases e lipases, possivelmente relacionadas com a infec¢do (ST. LEGUER et al.,
1986a; b; FREIMOSER et al., 2003; BEYS SILVA et al., 2004); quitina desacetilases,
quitosanases e as glicosidases, também com potencial envolvimento na infec¢do ou nutricao

pela degradagdo da parede celular do hospedeiro e no crescimento celular do fungo
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(FREIMOSER et al., 2003; ADAMS et al., 2004; NAHAR et al., 2004). Dessa maneira, a
complexidade da regulacdo e da func¢do das quitinases em M. anisopliae, torna-se maior do
que se poderia imaginar, estando longe de ser completamente resolvida.

Uma alternativa eficiente para andlise da participagdo de enzimas em processos como a
infecgdo ou mesmo na morfogénese do fungo ¢ a partir de sua inativacdo ou de sua
superexpressao no proprio organismo, com a inser¢ao de uma ou mais copias do gene que a
codifica sob a regulacdo de um promotor forte (ST. LEGER et al., 1996b; JONG-MIN et al.,
1999; SCREEN et al., 2001; FANG et al., 2005) ¢ ainda a analise da regido reguladora
(TAKAYA et al., 1997; VITERBO et al., 2001). E importante, portanto, o desenvolvimento
de metologias confidveis para obtencdo de transformantes, com um processo de
transformagao, incluindo a marca de selecdo, bem definidos. Nosso grupo vem desenvolvendo
este tipo de trabalho utilizando algumas metodologias bastante difundidas, como a biobalistica
e 0 uso de benomil como marca de selegdo (BOGO et al., 1996) e, recentemente, tem dado
énfase a novas metodologias de transformagdo com o uso de Agrobacterium tumefaciens (C.
Staats, comunicagdo pessoal) e novas marcas de resisténcia, como o glifosinato de amonio (C.
Staats & L. Nakazato, comunicagdo pessoal).

Para elucidagdo da fungdo da endoquitinase CHIT42, codifiada pelo gene chitl, em M.
anisopliae, foram efetuadas transformagdes para superexpressdo do gene chitl, assim como,
para andlise da sua regido reguladora, utilizando a marca de selecdo que confere resisténcia ao
fungicida Benomil (gene B-tubulina ben® isolado de N. crassa; ORBACH et al., 1986). Estes
experimentos, apresentaram resultados insatisfatorios, ndo apenas pelos transformantes
apresentarem alteragdes morfoldgicas das colonias e diminui¢do na producdo de esporos,
como descrito por BOGO e colaboradores (1996), mas também pela baixa eficiéncia e pela
maioria dos transformantes serem abortivos e falso positivos, a exemplo de outros
experimentos efetuados no laboratorio (C. Staats & L. Nakazato, comunicacdo pessoal).

A utilizacdo de uma nova marca de selecdo, como o glifosinato de amonio
(THOMPSON et al., 1987), apresentou bons resultados, pois mesmo com a baixa eficiéncia de
transformagao, mais de 50 % dos transformantes foram estaveis, o que foi demonstrado tanto
pelos experimentos de PCR como de hibridizagdo de DNA gendmico. Apenas com excegao,
para a transformagdo com uma das construgdes contendo sgfp e o promotor do gene chitl com
delecao (pF3GFPBAR), para tal qual, serd necessaria a checagem do restante dos possiveis
transformantes ou, ainda, novos experimentos de transformacdo, pois dentre os dois

analisados, nenhum transformante confirmou a presen¢a da construcgao.
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Nos possiveis transformantes obtidos para a superexpressdo do gene chitl, apds a
comprovagdo da transformac¢ao com a analise por hibridizacao, foram efetuados ensaios de
detec¢do de quitinases que demonstraram secrecdo de endoquitinase no sobrenadante
significativamente maior que nos controles. Entretanto, estes resultados ndo sao definitivos,
sendo necessaria a confirmagdo de que a quitinase com maior expressao ¢ a CHIT42, com
experimentos de Western ou de gel de atividade (ST LEGER et al., 1993). Os resultados
indicam que o transformante Tchitl.1, com duas copias inseridas do gene chitl, apresentou
uma atividade especifica de quitinase maior que o transormante Tchitl.2 com quatro copias, o
que pode ser devido ao local de inser¢do das construgdes e/ou a insercdo apenas de parte da
construgdo no genoma, propiciando uma expressao menor da quitinase, mesmo que, com
maior numero de copias.

SCREEN et al. (2001), em experimento bastante similar, obtiveram transformantes
superexpressando a quitinase CHIT42, que ndo aumentaram a viruléncia sobre a lagarta de M.
sexta. Entretanto, nesse experimento, os autores introduziram o gene chil (ortélogo do gene
chitl em M. anisopliae E¢), que codifica para uma quitinase acida e foi isolado de M.
anisopliae var. acridum (uma linhagem virulenta especifica para a lagarta M. sexta e
altamente secretora de quitinases), em M. anisopliae var. anisopliae (uma linhagem pouco
produtora de quitinases ¢ com ampla gama de hospedeiros; FREIMOSER et al., 2003).

Apesar das evidéncias da participagdo da quitinase CHIT42 em processos de
morfogénese, estas ainda devem ser esclarecidas, pois a confirmacao do seu ndo envolvimento
na patogenicidade permaneceu obscura, a partir da metodologia de superexpressdo do gene
chil em um organismo patogénico nao especifico (SCREEN et al., 2001), comparado com a
protease PR1A, cuja sua superexpressdo em uma linhagem virulenta especifica, aumentou a
infectividade (ST. LEGER et al., 1996a). Como varios trabalhos indicam, a capacidade de
viruléncia de um fungo entomopatogénico, a um determinado hospedeiro, deve-se a uma série
de fatores, entre os quais, destaca-se a acdo de enzimas hidroliticas que estdo entre os
principais fatores de viruléncia, atuando de maneira sinergistica (ST. LEGER et al., 1986a; b;
1987; 1988; 1996a;b FREIMOSER et al., 2003; DUTRA et al., 2004). Dessa maneira, ndo se
poderia esperar que, apenas a superexpressdo de um desses possiveis fatores, fosse o
suficiente para conferir a viruléncia em um organismo que nao tenha outros fatores basicos
para tal, como ocorrera em outros experimentos, nos quais a enzima foi superexpressa na
mesma linhagem em que se objetivava testar a sua participacdo (ST. LEGER et al., 1996a;
GICZEY et al., 1998; CARSSOLLO et al., 1999; LIMON et al., 1999; FANG et al., 2005).
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Durante a obtengao das construgdes para superexpressao do gene chitl, foram também
obtidas construcdes com o gene no sentido antisenso, e este também foi transformado em M.
anisopliae, sendo um transformante confirmado. Apesar do resultado dos ensaios enzimaticos
ter apresentado uma diminui¢do significativa em relacdo aos controles, esta diferenga foi
pequena. E necessdria, portanto, a obtengdo de novos transformantes e uma melhor
caracterizagcdo destes, para comprovar a funcionalidade da técnica de RNA antisenso e sua
utilizagdo para ensaios de inibicdo da tradugao.

Esta técnica vem sendo utilizada em experimentos com algum sucesso, com
diminui¢do da expressio em mais 50%, a partir da obtengdo de células eucariotas
transfectadas e com expressdo de RNA antisenso para um determinado gene (SU et al., 1998).
A técnica estd baseada no fenomeno observado em procariotos e em células de eucariotos,
como humanos e ratos, onde observava-se regulacao pela presenca de RNA nativo (antisenso),
servindo como um mecanismo de regulagdo em diferentes processos fisiologicos (SIMONS,
1988). Esta técnica pode ter grande relevancia em organismos como fungos fialamentosos, €
com provavel sucesso, principalmente, nos casos onde sdo encontrados RNAs com possivel
fungdo de regulagdo na transcrigio (DE LA PAZ GIMENEZ-PECCI et al., 2002). Isto
também ocorre em linhagens de M. ansisopliae que possuiem micovirus com RNA fita dupla,
nos quais o padrao morfoldgico ¢ alterado, e ha expressao diferenciada de proteinas, como as
quitinases, em relagdo aos ndo infectados com micovirus (BOGO et al., 1996; FRAZZON et
al., 2000; DE LA PAZ GIMENEZ-PECCI et al., 2002). Sendo uma técnica alternativa quando
ha dificuldade na obteng¢do de genes silenciados por técnicas de disrupgao génica.

Entretanto, além da comprovacao final da funcionalidade da técnica de RNA antisenso,
com a diminuicdo da expressdo da quitinase CHIT42, ¢ necessdria a andlise deste
transformante e dos transformantes superexpressando esta quitinase para verificar possiveis
alteracdes morfologicas, de crescimento e esporulacdo. E, por fim, a realizacdo de bioensaios
ndo apenas com insetos (SCREEN et al. 2001), mas também com carrapatos no qual a
linhagem E¢ ¢ a mais virulenta (FRAZZON et al., 2000).

O mapeamento de elementos envolvidos na ativagdo da transcricdo em resposta a
presenca de quitina e a efetiva participagdo de cada um destes elementos identificados na
regulacao da expressdo do gene chitl podem ser experimentalmente demonstrados. Assim, a
estratégia proposta envolveu a fusdo da regido flanqueadora 5’ completa e de delecdes desta
regido com diferentes combinagdes desses provaveis elementos e a ORF do gene sgfp
(FERNADEZ-ABALOS et al., 1998). Os transformantes de M. anisopliae obtidos que

continham as constru¢des foram testados em cultivos com diferentes fontes de nutrientes,
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como as condi¢des de inducdo ou repressao de expressdo da quitinase CHIT42, de acordo
com os resultados de RT-PCR: cultivos com quitina, glicose ou NAcGlc em altas ou baixas
concentragdes. Entretanto, ndo foi possivel detectar a presenca de fluorescéncia a partir de
analise por microscopia de fluorescéncia, ao passo que, ao utilizarmos a constru¢do controle
contendo o promotor de tefla, a fluorescéncia foi facilmente visualizada. De qualquer forma,
além de uma nova avaliacao dos restantes dos transformantes nao-analisados, sdo necessarias
novas analises utilizando outras ferramentas, como uso de fluorimetro (FERNADEZ-
ABALOS et al., 1998), que poderdo auxiliar na detecgio da GFP, visto que esta pode estar
sendo expressa pelos transformantes em quantidades nao detectdveis por microscopia de
fluorescéncia. E ainda, pode ser necessaria uma analise por RT-PCR, para verificarmos se ha
transcricao do gene sgfp nesses transformantes.

Estes experimentos nos permitirdo obter informacdes sobre o envolvimento destes
elementos no processo de regulagdo da CHIT42 que, juntamente com a superexpressao ou a
sua inativacdo, que corroboram a elucidacdo do envolvimento dessa quitinase mesmo em

processos fisiologicos ou ainda, de infecgao.

106



6 — CONCLUSOES

O gene chi2 foi isolado de M. anisopliae var. anisopliae linhagem Eg, estando presente
em copia Unica. O gene chi2 codifica para uma proteina madura predita de 42 kDa,
denominada CHI2. Possui uma ORF de 1.542 pb e apresenta dois introns. A proteina predita,
além de apresentar as seqiiéncias de consenso de quitinases da familia 18 das glicosil-
hidrolases, SXGG ¢ NGFDFDIE (com uma alteracdo em relagdo ao, consenso de D—N),
apresenta um dominio de ligagdo a celulose (CBD).

O gene chi2 ¢ regulado por um mecanismo de indugdo-repressao, sendo reprimido por
glicose e induzido tardiamente por quitina e cuticula. E um possivel candidato a participar no
processo de infecgdo, entretanto, apresenta ativagdo na autdlise. O gene chitl apresentou
indugdo em presenga de fontes carbono, como glicose e NacGlc, e na fase de autélise, sendo
um candidato a participar em etapas de morfogénese do fungo.

A regido flanqueadora 5’ do gene chitl e delegdoes desta foram utilizadas em
construgdes de reporteres para analise de funcionalidade de promotor, controlando o gene sgfp
e trés destas construgdes e os respectivos controles foram transformados em M. anisopliae Eg.

Foi procedida a clonagem do gene chitl nas orientacdes direta (senso) e reversa
(antisense) em um vetor de expressdo para M. anisopliae. Estas construgdes foram
transformadas para a linhagem Eg. Dois transformantes (orientagdo senso) apresentaram um
aumento significativo na expressdo de endoquitinase ¢ um (orientacdo antisenso) apresentou

uma pequena diminui¢do nesta atividade em relacdo ao selvagem.
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7 - PERSPECTIVAS

Amplificar e clonar o cDNA do gene chi2 de M. anisopliae E¢ em vetores para a
expressdo em Escherichia coli para purificagdo e caracterizagdo da quitinase CHI2, efetuar
mutagdes dirigidas para andlise das alteragdes na atividade da enzima pela substituicdo de
aminoacidos do dominio catalitico da enzima em relacdo ao consenso, ¢ estudar o efeito da
presenga do dominio de ligacdo a celulose (CBD). O gene ainda devera ser clonado em vetor
de expressdo e transformado para M. anisopliae, para verificar a participagdo da quitinase
CHI2 na infec¢ao do carrapato Boophilus microplus.

Verificar a fungdo do gene chitl em M. anisopliae analisando os transformantes com
as construgoes contendo o gene chitl sob regulacdo do promotor do gene tefle, que
apresentem diferengas na secre¢do da endoquitinase. Tais transformantes deverao ser testados
em bioensaios, com insetos ¢ o carrapato Boophilus microplus como hospedeiros e para
analisar efeitos no desenvolvimento do fungo a partir de alteragdes morfologicas.

Mapear a regido flanqueadora 5’ do gene chitl a partir dos transformantes obtidos,
para detectar elementos reguladores utilizando técnicas mais sensiveis para a detec¢do de
GFP, como o uso de fluorimetro (FERNANDEZ-ABALOS et al., 1998), ou ainda, uma
analise por RT-PCR, para verificar se ha transcri¢do do gene sgfp nesses transformantes. A
partir dessas andlises quantitativas e semi-quantitativas, poder-se-4 definir quais dos provaveis
elementos presentes na regiao flanqueadora 5’do gene chitl estdo envolvidos na regulacdo da

expressao do gene.
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