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RESUMO

Dentre os agentes biocontroladores de insetos-praga, o fungo filamentoso Metarhizium
anisopliae € considerado um organismo-modelo para o estudo das interacdes patégeno-
hospedeiro devido a sua capacidade e eficiéncia para infectar inimeros artrépodes. Seus
hospedeiros compreendem pragas da agricultura, da pecudria e vetores de doencas
humanas. A eficicia de M. anisopliae pode ser aumentada em relagdo ao tempo necessério
para matar o hospedeiro em comparacdo ao controle quimico. Uma alternativa é o
desenvolvimento de linhagens melhoradas que sejam comercialmente vidveis e mais
eficazes. Essa otimizacdo pode ser obtida pela superexpressido de genes determinantes da
viruléncia deste entomopatogeno ou de proteinas téxicas inseticidas. Neste contexto, em
uma primeira etapa do trabalho, desenvolvemos constru¢des com o peptideo entomotdxico
Jaburetox-2Ec oriundo da legiminosa Canavalia ensiformis para potencializar a acdo de M.
anisopliae contra seus hospedeiros. O peptideo foi utilizado na construcido de um vetor
para expressao da entomotoxina em linhagens recombinantes de M. anisopliae, obtidas por
agrotransformacao (transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaciens). A presenga
do peptideo Jaburetox-2Ec (~13 kDa) na fragdo intracelular de quatro transformantes deste
fungo foi detectada por ensaio de Western blot, no entanto o peptideo apresentou-se em
forma de agregados inativos com tamanho superior a 30 kDa. Também foi realizado o
isolamento da regido promotora e do peptideo sinal presentes no gene da trealase dcida de
M. anisopliae para permitir a expressdo de Jaburetox fusionado a um peptideo sinal de
exportacdo celular e sob regulagdo do promotor da trealase dcida, o qual € induzido por
trealose, o principal acticar presente na hemolinfa de insetos. Em uma segunda etapa deste
trabalho, foi realizado um estudo em escala gendmica das quitinases putativas no genoma
de M. anisopliae. Esta familia de proteinas estd diretamente envolvida na patogenicidade
de M. anisopliae, e é responsdvel pela dissolugdo do exoesqueleto quitinoso dos
hospedeiros, além de apresentarem func¢do estrutural, morfoldgica, autolitica e nutricional
em fungos e, portanto, potencialmente importante nas vdérias etapas do processo de
infeccdo. A metodologia de biomineragdo realizada no genoma de M. anisopliae E6
permitiu identificar 23 quitinases preditas (incluindo as trés quitinases isoladas
experimentalmente CHIT42, CHI2 e CHIT30) pertencentes a familia 18 das glicosil

hidrolases, classificando-as em quatro subgrupos filogenéticos sendo trés destes propostos
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anteriormente e o subgrupo D, proposto neste trabalho. Apresentamos uma andlise
detalhada da organizacdo de dominios, peptideos sinal e introns nestes genes chi propostos.
Sendo M. anisopliae um entomopatdgeno com alta capacidade de infec¢do, a determinagdo
do ndmero de quitinases que pode estar presente neste organismo e o estudo detalhado
deste sistema quitinolitico representa uma perspectiva de estudo importante para o
consequente melhoramento de linhagens deste fungo para potencializar o biocontrole. O
biocontrole mais eficiente poderd resultar da selecdo de linhagens com expressdo
aumentada de enzimas hidroliticas, como as quitinases, que sdo fundamentais na

penetracdo através do hospedeiro e da superexpressao de toxinas inseticidas na hemolinfa.
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ABSTRACT

Amongst pests biocontrol agents, the filamentous fungi Metarhizium anisopliae is
considered a model to study host-pathogen interactions due to its efficiency and capability
to infect innumerous arthropods. M. anisopliae hosts ranges from agricultural and pasture
pests to human disease vectors. M. anisopliae biocontrol efficacy can be enhanced and one
of its major purposes is to overcome the actual existing limitations concerning the slow kill
when compared to chemical control. Therefore, the development of cost-effective
improved strains is highly desirable. This improvement can be performed by
overexpressing fungal virulence genes or entomotoxic proteins. Thus, as the first part of
the work we have undertaken the construction of strains expressing the highly potent
insecticidal peptide Jaburetox-2Ec, originated from the leguminosae Canavalia ensiformis
which may potentiate M. anisopliae action against its hosts. The peptide sequence was
used to construct a toxin expression vector applicable to obtain recombinant M. anisopliae
isolates trough agrotransformation (Agrobacterium tumefaciens mediated transformation).
Jaburetox-2Ec (~13 kDa) was detected by Western blot assay at the fungal intracellular
fraction in four recombinant isolates. The peptide was present as an inactive aggregated
form with molecular mass superior to 30 kDa. We have also isolated and characterized the
M. anisopliae acid trehalase promoter region and signal peptide in order to construct a
vector that will allow a signal peptide-Jaburetox-2Ec fusion expression regulated by acid
trehalase promoter, which is induced by the main insect haemolymph sugar (trehalose).
The second part of the work aimed the description of the M. anisopliae putative chitinases
in a genomic scale. Members of this protein family have been directly implicated in M.
anisopliae pathogenicity, being responsible for host exoskeleton dissolution; in addition to
the participation in structural, morphological, autolytic and nutritional activities related to
the infection process. The biomining methodology performed with the M. anisopliae
genome was successful to identify 23 potential chitinases (including the three
experimentally isolated chitinases CHIT42, CHI2 e CHIT30) belonging to glycoside
hydrolase family 18 and classified into the three described chitinase subgroups and a
proposed fourth subgroup. We performed detailed analyses of the domain organization,
signal peptides and intron structure. For a highly infective entomopathogen as M.

anisopliae the chitinase number determination and a more detailed study concerning this
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chitinolytic system represents an important perspective for the consequent biocontrol strain
improvement. Improved strains for biocontrol may result from the synergistic
overexpression of hydrolytic enzymes, like host cuticle dissolvent chitinases that could be
found screening the biodiversity, and by the expression of entomotoxins that act at host

haemolymph.



1. INTRODUCAO

O fungo filamentoso Metarhizium anisopliae apresenta a capacidade de infectar
uma ampla diversidade de hospedeiros artropodes utilizando um mecanismo de infeccdo
complexo e eficiente (CLARKSON & CHARNLEY, 1996; ARRUDA et al., 2005;
SCHRANK & VAINSTEIN, 2010). O mecanismo que caracteriza a interacdo de M.
anisopliae com seus hospedeiros tem sido alvo de abordagens experimentais diversas em
nivel molecular, celular, bioquimico e fisioldgico que visam a elucidagao deste processo.
Essas abordagens, com destaque para a caracterizacdo da funcido de genes isolados pela
constru¢do de mutantes nulos (WANG & ST. LEGER, 2006 e 2007a; FANG et al., 2007 e
2009; WANG et al., 2008; BOLDO et al., 2009) e das andlises de transcritos expressos em
condig¢des de infeccdo (FREIMOSER et al., 2003 e 2005; DUTRA et al., 2004, WANG et
al., 2005; FANG & BIDOCHKA, 2006; HE & XIA, 2009; ZHANG & XIA, 2009),
ampliaram a compreensao dos processos biolégicos envolvidos na infeccao de artrépodes
por entomopatégenos.

Esse esfor¢co para descrever a biologia deste entomopatdégeno estd em parte
vinculado a utilizacdo deste organismo como agente biocontrolador de pragas da
agricultura (SOUZA-GMES & MOSCARDI, 1998; ALMEIDA et al., 2003;
BLANDFORD & THOMAS, 2001), da pecudria (ZHIOUA et al., 1997; FRAZZON et al.,
2000) e de vetores de doengas humanas (LACEY et al., 1988; KAAYA & MUNYINYI,
1995; LUZ et al., 1998; SCHOLTE et al., 2005). A eficacia do biocontrole realizado por
M. anisopliae pode ser aumentada e um dos objetivos a ser alcancado € a superacdo das
limitagdes que ainda existem em relagdo ao tempo necessario para matar o hospedeiro em
comparacdo ao controle quimico. Uma alternativa é o desenvolvimento de linhagens
melhoradas que sejam comercialmente vidveis € mais eficazes. A otimizacdo pode ser
efetuada pela superexpressdo de genes que sdo determinantes da viruléncia deste
entomopatdgeno ou de proteinas toxicas inseticidas (ST. LEGER et al., 1996; WANG &
ST. LEGER, 2007b; LU et al., 2008; PAVA-RIPOLL et al., 2008). Outras caracteristicas
importantes para a formulacdo de biocontroladores mais eficazes sdo a estabilidade e a
persisténcia dos esporos no ambiente, a especificidade a uma determinada praga com

pouca atividade contra outros alvos, a redu¢do da carga de in6culo necessdria, entre outras.



Além disso, devem ser consideradas as condi¢des econdmicas e ambientais que sejam
satisfatorias para o desenvolvimento da formulacao fungica (INYANG et al., 2000).

Apesar da caracterizacdo do processo de infec¢do ter sido aprofundada e da
consequente aplicacdo deste conhecimento j4 estar sendo realizada em estudos de campo
(BAKER et al. 1994; SOUZA-GMES & MOSCARDI, 1998; LONG & HUNTER, 2005) e
no desenvolvimento de linhagens modificadas (ST. LEGER et al., 1996; WANG & ST.
LEGER, 2007; PAVA-RIPOLL et al., 2008), a pesquisa basica envolvendo o mecanismo
molecular multifatorial deste entomopatégeno € ainda incompleta. A comparacdo dos
genes e das proteinas entre fungos fitopatégenos, entomopatdgenos, micopatdogenos ou
patégenos humanos, pode sugerir a conservacdo ou a divergéncia dos mecanismos de
patogenia, o que auxilia na compreensdo deste evento (YODER & TURGEON, 2001;
ARVAS et al., 2007).

A comparacgao de informagdes pode ser realizada em grande escala com os dados
das andlises gendmicas pela deteccdo da presenga ou auséncia de genes com funcdo ja
determinada em outros modelos (BRAUN et al., 2000; YANG et al., 2005; SOANES et
al.,2008). A presenca de determinados genes pode indicar estratégias de acdo microbiana e
mecanismos de patogenia universais ou especificos, além de andlises evolutivas entre os
organismos (HSIANG & BAILLIE, 2006; STEINBERG & PEREZ-MARTIN, 2007). Em
torno de 500 gemonas de fungos estdo sendo sequenciados (GenomesOnline,
www.genomesonline.org) sendo 35 ja finalizados e publicados e 454 genomas em fase de
montagem e anotagdo. Essa diversidade de genomas catalogados ampliam os bancos de
dados e fornecem informagdes novas, o que permite que comparagdes cada vez mais
acuradas sejam efetuadas. Desta maneira, a atribuicdo da funcdo génica, a qual exige
esforco experimental, pode ser beneficiada pelas anélises prévias in silico. Além dos dados
genOmicos, a disponibilidade dos dados transcriptdmicos e protedmicos com consequentes
comparacdes em grande escala podem indicar novos objetivos a serem alcangados para
melhorar a eficicia: (i) do biocontrole fungico e também, (ii) do desenvolvimento de novas
metodologias de defesa contra patégenos humanos.

Em M. anisopliae ja foram realizadas comparacdes de expressdo diferencial de
genes entre diferentes linhagens. A andlise de genes com diferengas na expressdo entre
uma linhagem generalista e uma linhagem de acdo mais especifica (especialista)

apresentou diferentes familias de proteinas sendo utilizadas por cada uma das linhagens em



condi¢cdes especificas (FREIMOSER et al., 2003; WANG et al., 2005). Ainda,
hibridiza¢des gendmicas entre essas linhagens detectaram diferencas menores do que 5%,
entretanto, entre os genes pouco conservados na linhagem especialista estdo alguns dos
necessarios a sobrevivéncia em hospedeiros alternativos ou como sapréfito (ST. LEGER,
2007; WANG et al., 2009). Ja foram descritas, também, comparacdes da expressao
diferencial de transcritos em condi¢des que mimetizaram o saprofitismo e a infeccdo em
carrapatos (DUTRA et al., 2004).

Uma das familias de proteinas que parece estar diretamente envolvida na
patogenicidade de M. anisopliae sdo as quitinases. Estas enzimas sao responsdveis pela
dissolucdo do exoesqueleto quitinoso dos hospedeiros, além de apresentarem fungdo
estrutural, morfolégica, autolitica e nutricional em fungos (ADAMS, 2004). Nosso grupo
tem se dedicado ao estudo celular e molecular de M. anisopliae durante o processo de
infeccdlo em seus hospedeiros e na interacdo fungo/hospedeiro. Recentemente,
demonstramos a importancia da quitinase CHI2 no processo de infeccao de M. anisopliae,
j4 que mutantes deletados para este gene apresentaram uma diminuicdo da viruléncia
contra o hospedeiro Dysdercus peruvianus, e linhagens que superexpressaram esta
quitinase foram mais virulentas (BOLDO et al., 2009). Ainda, a delecdo do gene chi3, que
codifica a quitinase CHIT30 (PINTO et al., 1997; DA SILVA et al., 2005) resultou em
diminui¢do da viruléncia contra D. peruvianus (STAATS, 2007).

Andlises genOmicas e bancos de dados de genomas sequenciados apresentam um
nimero grande de quitinases putativas em fungos filamentosos (SEIDL et al., 2005; LIU et
al, 2008; NCBI, BROAD Institute). Seidl et al. (2005) detectaram 18 quitinases no fungo
micopatdgeno Trichoderma reesei. Essa expansdo no numero de quitinases descritas em
diferentes organismos estimula o estudo mais aprofundado da funcdo exercida por essas
proteinas. Sendo M. anisopliae um entomopatégeno com alta capacidade de infeccdo, a
determinagao do nimero de quitinases que pode estar presente neste organismo e o estudo
detalhado deste sistema quitinolitico representa uma perspectiva de estudo importante,
tanto para a melhor compreensdo do processo de infeccdo quanto para o consequente

melhoramento de linhagens deste fungo para um biocontrole mais eficiente.



1.1. METARHIZIUM ANISOPLIAE: CARACTERISTICAS GERAIS

Isolado a partir de larvas do besouro Anisopliae austriaca, o fungo filamentoso
ascomiceto Metarhizium anisopliae (Hypocreales:Clavicipitaceae) foi descrito em 1879
por Metschnikoff. Desde entdo, ja foram relatadas mais de 300 espécies de hospedeiros
artropodes infectadas por este fungo, o qual é um dos entomopatégenos mais comumente
isolado a partir de insetos (CHARNLEY, 1991). Esta caracteristica contribuiu para que
este fungo passasse a ser considerado um modelo para o estudo das interagdes que ocorrem
entre entomopatogenos e seus hospedeiros e para ser amplamente utilizado como um
agente biocontrolador de pragas.

Em uma andlise filogenética multigénica recente, Bischoff er al. (2009) propuseram
uma nova classificacdo do Complexo Metarhizium. Esta proposta eleva o reconhecimento
de variedades para o nivel de espécies no género Metarhizium, que os autores propdoem
passar a compreender onze espécies: M. anisopliae, M. guizhouense, M. pingshaense, M.
brunneunm, M. acridum, M. lepidiotae, M. majus, M. globosum, M. robertsii, M.
flavoviride e M. frigidum. Além das espécies estudadas neste trabalho, ainda existem
descricdes para outras 17 espécies contidas no Banco de Dados de Fungos — Banco de
Espécies e Nomenclatura (www.mycobank.org). Uma lista com a classificacdo das
espécies deste género pode ser observada na Tabela 1.

As espécies anamorficas foram relacionadas com teleomorfos do género Cordyceps
(LIANG et al. 1991; LIU et al., 2002). Atualmente, as trés espécies teleomorficas de
Metarhizium ja descritas sdo C. brittlebankisoides (LIU et al., 2001), C. campsosterni
(ZHANG et al. 2004) e C. taii (LIANG et al. 1991). Ap6s, Sung et al. (2007) sugeriram
transferir o tipo sexual do género Cordyceps para o género Metacordyceps (Tabela 1).

M. anisopliae apresenta distribuicdo geografica mundial e € conhecido como
causador da infeccdo fungica chamada green muscardine, baseada na incrustacdo dos
caddveres de artrépodes com conidios verdes (ROBERTS & ST. LEGER, 2004). Na
Figura 1 pode ser observada a infec¢do caracteristica de M. anisopliae sob dois
hospedeiros suscetiveis. O género Metarhizium infecta um amplo espectro de hospedeiros
com alguns isolados apresentando maior grau de especificidade (CLARKSON &
CHARNLEY, 1996) como, por exemplo, M. acridum, que infecta preferencialmente



gafanhotos (BRIDGE et al., 1997). Este fungo também € capaz de sobreviver na rizosfera
(HU& ST. LEGER, 2002).

Como um modelo de estudo para fungos entomopatégenos M. anisopliae apresenta
algumas vantagens como: bancos de dados oriundos de bibliotecas de etiquetas de
sequencias expressas (ESTs) (FREIMOSER et al., 2003; DUTRA et al., 2004; WANG et
al., 2005; HE & XIA, 2008; ZHANG & XIA, 2008 e 2009) e de andlises por microarranjos
(FREIMOSER et al., 2005; WANG & ST. LEGER, 2005; WANG et al., 2009);
disponibilidade de promotores caracterizados que permitem a expressdao de genes de
interesse (NAKAZATO et al., 2006), tecnologia de disrupcdo de genes para andlise
funcional (STAATS et al., 2007; BOLDO et al., 2009). Essas ferramentas ainda podem ser
aplicadas nos diferentes tipos celulares apresentados por M. anisopliae: conidios, hifas,

apressorios e blastosporos uni e multicelulares.

Figura 1. Cadaveres de artrépodes cobertos por conidios verdes apés infeccao por M.

anisopliae. Fémea do carrapato bovino Riphicephalus microplus (A) e fémea

do percevejo manchador do algodao Dysdercus peruvianus (B).



Tabela 1. Espécies do Complexo Metarhizium.

Nova nomenclatura (BISCHOFF et al., 2009) Nomenclatura anterior

M. anisopliae (Metsch.) Sorok.1883 M. anisopliae var.anisopliae
M. guizhouense Q.T. Chen & H.L. Guo 1986 =
M. pingshaense Q.T. Chen & H.L. Guo 1986 =
M. brunneunm Petch 1935 =

M. acridum (Driver & Milner) JF.Bisch., Rehner & Humber stat. nov. M. anisopliae var. acridum
M. lepidiotae (Driver & Milner) JF.Bisch., Rehner & Humber stat. nov. M. anisopliae var. lepidiotae
M. majus (JR. Johnst.) JF.Bisch., Rehner & Humber stat. nov. M. anisopliae var. major

M. globosum JF. Bisch., Rehner & Humber sp. nov. -
M. robertsii JF. Bisch., Rehner & Humber sp. nov -
M. flavoviride W. Gams & Rozsypal 1973 =
M. frigidum J. Bischoff & SA. Rehner 2007 =

Espécies descritas no Mycobank e ndo analisadas no trabalho de Bischoff et al. (2009)

M. album Petch 1931

M. chrysorrheae Giard 1889

M. cicadinum (H6hn.) Petch 1931

M. cylindrosporum Q.T. Chen & H.L. Guo 1986
M. coleoptera ined.

M. gigas Sorokin 1883

M. glutinosum S.A. Pope 1944

M. iadini H.L.. Guo 1991

M. leptophyei Giard 1888

M. libelullae Sorokin 1883

M. novazealandicum (Driver & Milner) ined.

M. locustidae ined.

M. polistis Cohn ex Sorokin 1883

M. viridulum (Tzean, L.S. Hsieh, J.L. Chen & W.J. Wu) B. Huang & Z.Z. Li 2004
M. viridicolumnare (Matsush.) Matsush. 1993

M. velutinum Borowska, Golonk. & Kotulowa 1970
M. truncatum (Briard) Petch 1931

Teleomoérfos relacionados a Metarhizium Nova nomenclatura (SUNG et al., 2007)
Cordyceps brittlebankisoides (LIU et al., 2001) Metacordyceps brittlebankisoides
C. campsosterni (ZHANG et al. 2004) Metacordyceps campsosterni

C. taii (LIANG et al. 1991) Metacordyceps taii




1.2. BIOCONTROLE POR FUNGOS FILAMENTOSOS

Biocontrole € a utilizacdo de um organismo predador sobre um organismo
hospedeiro suscetivel, e estd baseado na relacdo ecoldgica existente entre espécies que sao
inimigos naturais (ENGLER & ROGOFF, 1976). A manipulacdo dessa caracteristica
natural foi realizada pelo homem com o objetivo de controlar os efeitos causados por
pragas hd muito anos. Lord (2005) comenta que ja em 1879, Metschnikoff, na tentativa de
diminuir a grande perda econdmica causada pela infestagdo das planta¢des de cereais com
o besouro A. austriaca, sugeriu a producdo, dispersdo e aplicacdo de conidios de M.
anisopliae para promover o biocontrole.

Existem mais de 700 espécies de entomopatogenos, sendo as espécies dos géneros
Beauveria e Metarhizium aquelas mais frequentemente utilizadas no biocontrole. M.
anisopliae ja foi identificado em insetos das ordens Lepidoptera, Coleoptera, Orthoptera e
Hemiptera (CHARNLEY, 1991) entre outras. Algumas linhagens de Beauveria bassiana
(Balsamo) Veuillemin e M. anisopliae infectam quase todas as ordens de insetos
mencionadas e, por isso, grande atencdo ¢ despendida ao estudo desses géneros, os quais
sdo cosmopolitas. A Tabela 2 apresenta exemplos de artropodes-pragas que sao
hospedeiros de M. anisopliae.

Os artrépodes s@o o grupo mais abundante e diverso sobre a terra, com um nimero
de espécies estimado entre 4 ¢ 6 milhdes (NOVOTNY et al., 2002), e sdo infectados por
inimeros patégenos como virus e bactérias. Entretanto, a maioria das infec¢des em insetos
¢ causada por fungos. O impacto dessa relacio na populacdo de insetos demonstra o
potencial de utilizacdo de biocontrole dos insetos de interesse médico e agrondmico. Os
fungos entomopatégenos sdo, portanto, fatores essenciais na regulacdo da populacdo de
pragas. Ao contrdrio de bactérias e virus que devem ser ingeridos para estabelecer a
infeccdo, os fungos infectam os insetos por penetragdo direta através da cuticula. Deste
modo, sdo uma alternativa tnica para o controle de insetos que sugam extratos vegetais e
animais (seu aparato bucal ndo permite a passagem de bactérias) e para muitos coledpteros
que ndo apresentam infec¢des causadas por bactérias ou virus descritas (ROBERTS, 1989;

CHARNLEY, 1991; HAJEK & ST. LEGER, 1994).



Tabela 2. Espécies de artropodes suscetiveis a infeccao por M. anisopliae, Ordem e
Familia e breve descricio.

Espécie hospedeira [Ordem:Familia] Descricao Referéncias

Anopheles gambiae [Diptera:Culicidae] Vetor da malaria Scholte ez al., 2004

Transmissor da

Culex quinquefasciatus [Diptera:Culicidae] Lacey et al., 1988

filariose
Musca domestica [Diptera:Muscidae] Mosca Barson et al., 1994
Glossina spp. [Diptera:Glossinidae] Mosca tse-tsé Kaaya 81591\9’1511113&11}’1,
Ceratitis capitata [Diptera:Tephritidae] Mosca das frutas Mochi et al., 2006
Zaprionus indianus [Diptera:Drosophilidae] Mosca-do-figo Svedese et al,2005
. ) .. Mosca das frutas L _Gutié "
Anastrepha ludens [Diptera:Tephritidae] . czana-Guticrrez e
mexicana al., 2000
Percevejo
Dysdercus peruvianus [Hemiptera:Pyrrhocoridae] manchador do Lubéck et al., 2008
algodao
Mahanarva fimbriolata [Hemiptera:Cercopidae] Cigarrinha da raiz Almeida er al.,2003
da cana-de-acticar
M. posticata [Hemiptera:Cercopidae] Cigarrinha da f/olha Filho ez al., 2003
da cana-de-acicar
Bemisia tabaci [Hemiptera: Aleyrodidae] Mosca branca do Batta, 2003
tabaco
Triatoma infestans [Hemiptera:Reduviidae] Transmissor da Luz et al., 1998
doenca de Chagas
Vatiga illudens [Hemiptera: Tingidae] Percevejo-da-renda  Oliveira et al., 2001
. . . Cigarrinha das
Deois flavopicta [Homoptera:Cercopidae] f)astagens Teixeira ef al., 2007
Tetranychus evansi [Acarina:Tetranychidea] Acaro vermelho Wekesa et al., 2005
Hypothenemus hampei [Coleoptera:Scolytidae] Broca do café Bustillo ez al., 1999
Chalcodermus [Coleoptera:Curculionidae] “Manhoso” Quintela et al.,1992
bimaculatus
Capnodis tenebrionis [Coleoptera:Buprestidae] Flatheadefz: Marannino er al.,
peachborer 2006
Dip losdzema [Coleoptera:Cerambycidae] Broca dos citros Machado & Filho,
rotundicolle 2006
Blatella germanica [Dyctioptera:Blattellidae] Barata Quesaczlg-ol\é/t[oraga,
Schistocerca gregaria [Orthoptera: Acrididae] Gafanhoto do Nowierski et al., 1996
deserto
Manduca sexta [Lepidoptera:Sphingidae] ~ L-agartadafolhado gt yeger e al., 1996

tabaco




Existe uma grande preocupagao em reduzir o dano ambiental causado pelo uso de
inseticidas quimicos (HILL & SENDASHONGA, 2006). A utilizagdo de fungos
entomopatogénicos para o controle de pragas da agricultura e da pecudria apresenta-se
como uma alternativa ambientalmente correta ao uso de tratamentos quimicos. O uso
intensivo de agrotéxicos tem promovido diversos problemas de ordem ambiental como a
contaminacdo dos alimentos, da dgua, do solo e dos animais; a intoxicacao de agricultores,
a resisténcia de patégenos, de pragas e de plantas invasoras a certos principios ativos dos
agrotoxicos, o surgimento de doencas iatrogé€nicas (as que ocorrem devido ao uso de
agrotoxico), o desequilibrio bioldgico, alterando a ciclagem de nutrientes e da matéria
organica, a eliminacdo de organismos benéficos e a reducdo da biodiversidade de outros
(MORANDI & BETTIOL, 2009).

As vantagens do biocontrole sobre os pesticidas quimicos incluem a alta
especificidade aos hospedeiros, a baixa toxicidade para outros organismos € o baixo
impacto ambiental. Além disso, devido ao processo de infec¢do multifatorial realizado
pelos fungos, a probabilidade dos insetos adquirirem resisténcia € menor ou mais lenta do
que a resisténcia adquirida aos pesticidas (HE & XIA, 2008). Em 1992, a Organizacao
Mundial de Sadde reportou que mais de 500 espécies de insetos e dcaros desenvolveram
resisténcia a uma ou mais classes de inseticidas (GEORGHIOU, 1990; World Health
Organization, 1992). Ha uma necessidade urgente de identificar bioinseticidas
(NICHOLSON, 2007), ja que a alta resisténcia adquirida por diversos vetores de doencas
humanas indica uma perspectiva de re-emergéncia dessas doengas.

Para aproveitar o enorme potencial biocontrolador de M. anisopliae, questdes de
ordem pratica estdo sendo consideradas e estudadas como, por exemplo: a produgdo de
esporos em massa e o desenvolvimento de formulacdes eficazes, a otimizacdo da aplicacao
do in6culo, a dispersdo dos conidios e a sua viabilidade apds a aplicagdo no ambiente
(persisténcia), a viruléncia da linhagem utilizada frente ao hospedeiro alvo e
principalmente o tempo, considerado longo, que M. anisopliae leva para matar seu
hospedeiro (ENGLER & ROGOFF, 1976; FUXA, 1987; ST. LEGER et al., 1996;
INYANG et al., 2000).

O conhecimento dos mecanismos de patogénese do fungo sobre os insetos ajudara

na producdo de micoinseticidas mais eficientes, tanto pela identificacdo de novos
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determinantes de viruléncia, quanto pela identificacio de genes que possam ser
superexpressos ou manipulados para melhorar a viruléncia.

Reduzir o tempo entre a penetracdo do fungo e a morte do hospedeiro é importante,
pois as linhagens selvagens de entomopatogenos determinam a morte do hospedeiro num
periodo de cinco a dez dias (ST. LEGER et al., 1996; FRAZZON et al., 2000), durante o
qual o inseto praga pode continuar se alimentando e causando prejuizos. Entretanto, apesar
da morte de artrépodes causada por biocontroladores ocorrer mais lentamente, o dano as
plantacdes é diminuido durante o periodo da infec¢do porque os insetos infectados
diminuem a alimentacdo (TEFERA & PRINGLE, 2003). Entre as alternativas que podem
ser utilizadas para aperfeicoar o biocontrole estd a utilizacdo da superexpressao de genes
determinantes de viruléncia (ST. LEGER et al., 1996), a expressdo de proteinas inseticidas
(WANG & ST. LEGER, 2007; PAVA-RIPOLL et al., 2008) e a utilizacdo de dois agentes
de biocontrole, os quais podem apresentar acdo sinergistica sobre o hospedeiro (LUTZ et
al., 2004; ANSARI et al., 2006)

Um dos exemplos do uso de M. anisopliae como biocontrolador € o projeto
LUBILOSA (LUtte Blologique contre les LOcustes et SAuteriaux: www.lubilosa.org). Foi
utilizada uma linhagem africana da variedade acridum para desenvolver o inseticida Green
muscle, o qual € especifico para gafanhotos, apresenta alta resisténcia a UV e sua
formulacdo em o6leo contribuiu para evitar a dessecacdo. Dados afirmam que houve uma
reducdo de 65-97% dentro de 8-11 dias da populacdo de gafanhotos migratérios em
aplicagdes em campo (LOMER er al., 1999). Além disso, utilizando uma linhagem
altamente virulenta contra acaros e sem efeitos contra abelhas, foi realizado o biocontrole
destas pragas (que adquiriram resisténcia ao pesticida quimico) que estavam infestando e
destruindo indmeras colonias de abelhas. A maior parte dos dcaros foi morta em 3 a 5 dias
e o fungo foi efetivo mesmo apds 42 dias da aplicagdo (LONG & HUNTER, 2005; ST.
LEGER, 2007).

De Faria & Wraight (2007) elaboraram um lista com intimeras formulagdes
comerciais de micopesticidas desenvolvidos desde 1960. Produtos baseados em B.
bassiana (33,9%), M. anisopliae (33,9%), Isaria fumosorosea (5,8%) e B. brongniartii
(4,1%) sao os mais comuns entre 171 produtos listados no trabalho. Aproximadamente
43% de todos os produtos foram desenvolvidos por empresas ou instituicdes da América

do Sul e os autores citam que o maior programa de controle microbiano (até 2007) envolve
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a utilizacao de M. anisopliae para controlar as cigarrinhas em planta¢des de cana-de-acgtcar
na América do Sul e Central. Em uma tunica operacdo em cana-de-agucar, este fungo é
anualmente aplicado sobre 60.000 hectares para controlar Mahanarva fimbriolata. No
Brasil, das 26 formulacdes baseadas em M. anisopliae, 20 s@o ativas e 6 ja ndo sao mais

comercializadas.

1.3. MECANISMO DE INFECCAO E FATORES DE VIRULENCIA

Os insetos estdo continuamente expostos a diversos patdgenos; entretanto,
apresentam sistemas de defesa eficientes contra seus parasitas. Este sistema é basicamente
composto de: (i) barreiras fisicas a infec¢do, como o exoesqueleto rigido e o intestino
médio revestido pela membrana peritréfica; (ii) respostas coordenadas de hemdcitos que
atuam quando as primeiras barreiras sdo ultrapassadas e (iii) indug¢do de sintese de
peptideos antimicrobianos e outras proteinas a partir do corpo gorduroso (GILLESPIE et
al., 1997).

Para sobrepujar tais defesas, M. anisopliae e outros fungos entomopatégenos,
evoluiram um mecanismo de infec¢do bastante eficaz. As principais etapas do ciclo de
infeccdo sdo: a adesdo do esporo sobre a cuticula de um hospedeiro suscetivel, a
germinacdo do esporo e a formacao do apressério na extremidade da hifa, a penetracdo do
fungo através das camadas da cuticula do inseto, a diferenciacdo morfoldgica do fungo em
corpos hifais (ou blastosporos) que se disseminam na hemocele do inseto, a extrusdo de
hifas novas sobre o exoesqueleto do hospedeiro e a disseminacdo dos novos conidios
formados (ARRUDA et al., 2005) (Figura 2).

Para uma infeccao produtiva o fungo deve se adaptar a condicdes distintas que
incluem uma barreira epicuticular hidrofébica rica em ceras, a procuticula rica em fibras de
quitina, a hipoderme celular e, finalmente, a hemolinfa rica em solutos e células de defesa
(FREIMOSER et al., 2005). Cada passo requer uma reprogramagao do perfil de expressao
de varios genes incluindo aqueles necessarios para a degradacdo da cuticula, produgdo de
toxinas, resposta a estresse e reorganizacdo celular (WANG et al., 2007). De maneira
geral, os fatores que auxiliam na viruléncia de M. anisopliae atuam em duas etapas

principais: (i) na adesdo e penetracdo através das camadas da cuticula do inseto e (ii) nas
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alteracoes morfo-fisiologicas com consequente desenvolvimento em corpos hifais
(blastosporos) na hemolinfa do inseto.

Os fatores que sdo necessdarios ao processo de infeccdo s@o considerados
determinantes da viruléncia do fungo. Este conceito se aplica aqueles genes cuja funcdo,
quando suprimida, altera significantemente o desempenho de um microrganismo,
geralmente diminuindo sua capacidade infectiva. J4 foram caracterizados alguns genes
determinantes de viruléncia para cada uma das etapas de infec¢do deste fungo, os quais sao

descritos a seguir e estdo listados na Tabela 3.

Etapa 1 - Adesdo do esporo fiingico sobre a cuticula dos hospedeiros

A adesdo do esporo flingico sobre a epicuticula do hospedeiro é uma etapa decisiva
para o estabelecimento da infeccdo. O sucesso de um entomopatégeno pode ser
determinado pela sua habilidade de produzir, liberar e aderir seus propagulos infecciosos
sob a cuticula de um hospedeiro suscetivel. Por sua vez, a adesdo depende da estrutura e
das propriedades quimicas e fisicas destes propdgulos (BOUCIAS & PENDLAND, 1991).
O reconhecimento de um hospedeiro suscetivel inclui aspectos quimicos e topogrificos
(PEDRINT et al., 2006). Diferencas na composicdo da cuticula dos hospedeiros resultam
em diferencas na germinacdo dos conidios aderidos, na formacdo de apressério e
consequentemente na viruléncia das linhagens (WANG & ST. LEGER, 2005; JARROLD
et al., 2007).

Um dos fatores determinantes para a adesdao de M. anisopliae na epicuticula do
hospedeiro é a proteina MADI1, uma adesina que estd presente na superficie do esporo.
Mutantes nulos para este gene apresentaram esporos com capacidade adesiva diminuida
em ensaios de adesdo sobre cuticula de gafanhotos. Apenas 5,3% dos conidios da linhagem
AMadl aderiram em comparacdo a >90% do tipo selvagem (WANG & ST. LEGER,
2007a). A delecao de outro gene, MaPKAI (codifica a subunidade catalitica 1 da proteina
quinase A), também afetou a ades@o dos esporos sobre cuticula de larvas de Galleria
mellonella de maneira que, 16 horas apds a indculo, apenas 15% dos esporos aderiram sob
a cuticula das larvas em comparagdo a 92% de adesdo dos esporos da linhagem selvagem
(FANG et al., 2009).

Outra classe de proteinas que estdo relacionadas a adesdo as superficies cuticulares

dos artrépodes hospedeiros sao as hidrofobinas. Estas proteinas s@o ricas em cisteinas e
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apresentam baixa massa molecular, sdo produzidas apenas por fungos e estdo ligadas a
parede celular ou sdo secretadas (BOUCIAS, et al., 1988; WESSELS, 2000). Devido a sua
caracteristica anfipdtica, é sugerido que as hidrofobinas auxiliem a promover a adesido do
esporo hidrofébico as cuticulas dos hospedeiros.

Recentemente, foi proposto que as lipases tém um papel fundamental na infecgao,
ja que apds tratamentos com inibidores de lipases a infeccdo de M. anisopliae sobre o
carrapato Rhipicephalus microplus foi impedida (SILVA et al., 2009). As lipases seriam as
primeiras enzimas atuantes no processo, auxiliando na degradacdo da camada mais externa
dos hospedeiros, acima da epicuticula, a qual € composta por ceras. A adi¢do de extratos
epicuticulares contendo substancias lipidicas a meios de cultivo induziu a germinagao e
formacdo do apressorio em M. anisopliae (MENT et al., 2009).

Outro fator que parece atuar na etapa de adesdo é a proteina CWP10 de M.
anisopliae. Apés detectar esta proteina em ensaios de extragdo de proteinas ligadas a
parede celular, a mesma foi expressa no fungo B. bassiana. A linhagem de B. bassiana
expressando CWP10 apresentou 10,8% de aumento da hidrofobicidade do conidio; e a sua
capacidade adesiva a superficies hidrofébicas aumentou 1,3 vezes. Este fato sugere que
outras proteinas, além das hidrofobinas, podem contribuir para a caracteristica hidrofébica

do conidio (LI et al., 2005).

Etapa 2 - Formagdo do apressorio

Esta etapa € determinante para o estabelecimento da infec¢do realizada por M.
anisopliae, pois ocorre a diferenciacdo da extremidade distal de suas hifas em apressorio.
O apressorio € a estrutura fungica especializada na penetracao dos hospedeiros (entomo e
fitopatdgenos) através das carapagas e/ou parede celular. Este processo morfogenético
envolve o crescimento polarizado, a dilatagao do dpice da hifa e o refor¢o da parede celular
(CLARKSON & CHARNLEY, 1996).

A penetracdo ocorre por agdo combinada de pressdo mecanica e da secrecao de um
conjunto de enzimas hidroliticas (CLARKSON & CHARNLEY, 1996). Algumas das
enzimas hidroliticas que participam deste processo sdo consideradas fatores determinantes
da viruléncia do fungo, como a protease Prl1A (ST. LEGER et al., 1987), e a quitinase
CHI2 (BOLDO et al., 2009). Linhagens que superexpressaram a quitinase CHI2 foram

mais virulentas em comparagdo ao tipo selvagem frente ao hospedeiro D. peruvianus. Isto
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¢ reforcado pelo fato de que mutantes para este Unico gene apresentaram viruléncia
reduzida, o que confirma a importancia desta proteina no processo de infeccdo. Além
desta, mutantes para a endo-exo-quitinase, coficada pelo gene chi3, também resultaram em
menor viruléncia contra D. peruvianus quando comparada ao tipo selvagem (STAATS,
2007).

A formagdo do apressorio mostrou-se diretamente dependente da presenca da
proteina MPL1, uma perilipina de M. anisopliae que € responsavel pela formacdo das
vesiculas lipidicas que geram o turgor do apressério (WANG & ST. LEGER, 2007).
Mutantes deste gene apresentaram diminui¢do no nimero de vesiculas lipidicas, tubos
germinativos mais finos e pressao de turgor do apressério dramaticamente reduzida, o que
corrobora com a diminui¢do da viruléncia observada nestes mutantes em bioensaios contra
larvas de Manduca sexta.

A delecao da subunidade catalitica 1 da proteina quinase A (PKA) de M. anisopliae
(MaPKA1) resultou em desenvolvimento fingico reduzido, defeitos na formacdo do
apressorio e viruléncia severamente diminuida contra G. mellonella (WANG et al., 2009).
Os autores sugerem que esta proteina seja uma reguladora méster dos genes determinantes
de viruléncia, e sugerem que o fato do mutante ser quase avirulento resulta dos efeitos
pleiotrépicos das fung¢des de desenvolvimento flingico serem controladas pela PKA. A
delecdo desta enzima fundamental para a fosforilagdo de inimeras outras proteinas, pode
afetar os processos bioldgicos mais bédsicos do organismo (metabolismo de acgucares,
glicogénio e lipidios) e, consequentemente, até a viruléncia do organismo, fato que nao
necessariamente a caracteriza como uma reguladora master de viruléncia.

Além disso, Hu & Xia (2009) detectaram, em ensaios de germinacao e formacao de
apressorio sobre asas de Locusta migratoria, que em algumas regides das asas deste inseto
todos os conidios germinados se diferenciaram em apressorios € em outras regides houve
um crescimento extensivo das hifas antes da formacao dos apressorios. Eles sugerem que
este fato pode ser consequéncia de uma distribuicdo desigual dos componentes cuticulares

ou uma diferencga na topografia entre diferentes partes da asa.

Etapa 3 — Diferenciacdo celular na hemolinfa do hospedeiro
Ao entrar em contato com a hemolinfa ocorre uma nova diferenciacdo celular de M.

anisopliae, o qual assume a forma de corpos hifais, que sdo hifas unicelulares de pequenos
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comprimentos (mas maiores que os conidios) ou blastosporos similares aos de leveduras.
Dentre os diversos tipos celulares formados por M. anisopliae, os corpos hifais sdo
importantes para escapar ao sistema imune dos hospedeiros e atuar de maneira eficaz no
ambiente da hemolinfa. Estes tipos celulares representam o principal estagio de replicacdo
do fungo no interior da hemocele do inseto, auxiliando na dispersdao fingica e na
colonizagdo do hospedeiro pela otimizac¢do na aquisi¢do de nutrientes por aumento da area
de superficie (CLARKSON & CHARNLEY, 1996; ZHANG & XIA, 2009).

Os hemocitos do hospedeiro sdo capazes de reconhecer e fagocitar os conidios mais
facilmente do que os blastosporos. Esta habilidade em evitar a detec¢ao pelo sistema imune
dos insetos estd relacionada com a proteina Mcll. Em M. anisopliae, ap6s 20 minutos de
contato com a hemolinfa, ha a detecc@o de transcritos do gene Mcll, o qual codifica uma
proteina tipo coldgeno, que funciona como uma capa protetora antiadesiva contra a
fagocitose e o encapsulamento por hemdcitos. Esta capa mascara os componentes
imunogénicos da parede celular do fungo, as B-glicanas. Os blastosporos da linhagem
mutante para este gene sdo rapidamente reconhecidos por hemdcitos e também apresenta
viruléncia reduzida contra larvas de M. sexta. (WANG & St. LEGER et al., 2006).

A hemolinfa € rica em solutos e apresenta uma pressdo osmdtica de 300 a 500
mOsmol/l, que por si constitui uma condicio de estresse (CHAPMAN, 1998). Para
transpor essa barreira, M. anisopliae sintetiza um proteina osmosensora, codificada pelo
gene Mosl (WANG et al., 2007), que atua na etapa em que o fungo estd na hemolinfa do
hospedeiro. O silenciamento (RNAi) deste gene provocou atraso na germinacdo dos
esporos, na formagao de apressorios irregulares e maior sensibilidade ao estresse oxidativo
e a perturbacdo da biossintese de parede celular. Os autores sugerem que esses efeitos
pleiotrépicos podem ter sido causados pela relagdo de MosI com a via de sinalizagdo das
MAP quinases, a qual estd envolvida numa ampla gama de funcdes bioldgicas, incluindo
desenvolvimento, resposta a estresse oxidativo e viruléncia.

Uma fosfocetolase de origem bacteriana (Mpkl), presente em M. anisopliae,
também parece estar envolvida na colonizacio do hospedeiro. Sabe-se que as
fosfocetolases bacterianas tém func¢do no catabolismo da via das pentoses. Os niveis de
transcritos do gene mpkl de M. anisopliae estao aumentados quando o fungo € cultivado

em hemolinfa de M. sexta, e também sdo relativamente maiores do que os niveis
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detectados em cultivos contendo cuticula ou pobre em nutrientes. A delecdo deste gene
diminui a viruléncia contra larvas de quinto instar deste hospedeiro (DUAN et al., 2009).

Uma das proteinas detectadas em sobrenadantes de cultivo de M. anisopliae e que
pode estar sendo secretada na hemolinfa durante a infec¢cdo, é uma tirosina fosfatase
(PTPase). Estas enzimas hidrolisam grupos fosfatos ligados a residuos de tirosina em
diversas proteinas. Pra realizar um ensaio de atividade da tirosina fosfatase sobre as
proteinas de Locusta migratoria, algumas fosfoproteinas presentes na hemolinfa deste
inseto foram purificadas. A PTPase de M. anisopliae parece ter como alvo uma
fosfoproteina de L. migratoria que apresenta homologia com a fosfoproteina transGolgi
p230 de humanos. Essa proteina, em humanos, interage com uma proteina ligadora de
actina e microtibulos e pode estar envolvida no transporte de proteinas do Golgi para a
membrana plasmadtica. Os autores sugerem que a inativacdo da fosfoproteina de L.
migratoria causada por defosforilacdo pela PTPase pode interferir no transporte correto de
proteinas funcionais secretadas pelo inseto, como a transferrina, que acredita-se participar
da resposta imune inata neste inseto (LI et al., 2008).

Depois que o fungo atinge a hemolinfa, as destruxinas (DTXs), uma familia de
depsipeptideos ciclicos que apresentam toxicidade a insetos, s@o produzidas. As DTXs sdo
os principais metabdlitos secunddrios produzidos por M. anisopliae. Esses peptideos sdo
detectados nos insetos a partir de trés dias apds o inoculo fungico e a concentragdo das
DTXs aumenta atingindo niveis maximos imediatamente antes da morte dos hospedeiros
(SKROBEK et al., 2008). Entretanto, apesar de ter sido observado que varias espécies do
género  Metarhizium foram patogé€nicas contra os hospedeiros examinados
indiferentemente do fato de produzirem ou ndo as destruxinas (KERSHAW et al., 1999),
outros trabalhos demonstram a participacdo das DTXs no processo de infec¢dao (PAL et al.,
2007; SREE & PADMAIJA, 2008; SREE et al., 2008). A destruxina A de M. anisopliae
apresenta um papel na supressao da resposta imune humoral em insetos (PAL et al., 2007).

Extratos contendo DTXs de M. anisopliae induziram a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) causando estresse oxidativo, detectado pelo aumento da
atividade das proteinas detoxificantes e pela peroxidacao lipidica em larvas de Spodoptera
frugiperda. Ap6s 1 hora de tratamento com concentracdes crescentes de DTXs, a atividade
total das enzimas de detoxificacdo (superoxido desmutase, catalase, glutationa peroxidase e

ascorbato peroxidase) foi elevada, sugerindo a presenca de um sistema de detoxificacao
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eficiente. Entretanto, apds 48 horas de tratamento, a atividade destas enzimas diminuiu e o
estresse oxidativo atingiu niveis méaximos. Além disso, os extratos produziram um
decréscimo dose-dependente no peso corporal das larvas apds tratamentos (SREE &
PADMAIJA, 2008).

Em relacdo a assimilacdo de nutrientes por parte do fungo, Seyoum et al. (2002)
demonstram que hd um declinio significante nos niveis de carboidratos e lipideos da
hemolinfa de Schistocerca gregaria infectada por M. anisopliae. Este declinio é
consistente com a aquisicdo flingica das reservas energéticas do hospedeiro durante o
processo de micose. Além disso, M. anisopliae secreta uma trealase adcida na hemolinfa
para utilizar a trealose como fonte de carbono. A trealose é o principal acticar presente na

hemolinfa dos insetos (XIA er al., 2002; ZHAO et al., 2006).

Etapa 4 — Extrusdo do micélio e conidiacdo

Uma vez exauridos os nutrientes do hospedeiro pelo fungo, os 6rgaos internos do
hospedeiro se decompdem devido a perda da integridade das membranas celulares e dos
fluidos. Apés a morte do hospedeiro o fungo produz antibiticos para competir com
bactérias. Assim que a cavidade corporal torna-se repleta com massa flngica, sob
condi¢cdes favordveis, hd a extrusdo das hifas germinadas e formacdo de conidios
esverdeados, os quais fornecem o aspecto mumificado caracteristico (Figural) (KANZOK
& JACOBS-LORENA, 2006).

Na ultima etapa do ciclo de infec¢do, apds a extrusdo do fungo ocorre uma nova
conidiagc@o para permitir a propagacao dos esporos. O conidio é o propagulo que inicia a
patogénese e estd envolvido na transmissao da infeccao fuingica. A conidiogénese envolve
a deposicdo de material de parede celular (quitina e glicanas), o acimulo de 4cido nucleico
e o movimento de material da regido subapical até a ponta da hifa (PENG et al., 2009).

Peng et al. (2009) detectaram a presenca de transcritos preferencialmente expressos
na conidiogénese, um dos primeiros estudos a tratar da elucidacdo da etapa final da
infeccdo. Utilizando a técnica de hibridizacdo subtrativa por supressdao (HSS) foi possivel
detectar transcritos homodlogos a: proteina MAPKK-quinase (MAPKKK), formato
desidrogenase NAD-dependente (FDH), HSP70, quitina sintase, proteina ligada a GPI,
glicanosiltransferase ligada a GPI entre outras. Essas proteinas estdo envolvidas na

conidiogénese em outros fungos. Também foi detectado um aumento dos transcritos do
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gene que codifica a protease PrlA durante os estdgios finais da patogénese, quando o
fungo emerge do hospedeiro (SMALL & BIDOCHKA, 2005).

O mutante funcional do gene cag8, um gene regulador da via de sinalizacdo de
proteina G, impediu a conidiagdo, reduziu o crescimento micelial, provocou a perda de
pigmentagdo, a formagdo de blastosporos estruturalmente irregulares e a diminui¢do da
viruléncia frente a G. mellonella. Além disso, o mutante também apresentou uma
diminuicdo >200 vezes no nivel de transcritos do gene ssgA, o qual codifica uma
hidrofobina (FANG et al., 2007). Cag8 é expresso constitutivamente durante a extrusao do
micélio fungico e na conidiacdo sobre os caddveres de insetos (FANG & BIDOCHKA,
2006).

Além dos estudos que caracterizaram genes determinantes de viruléncia através de
experimentos de delecdo e superexpressdo, indmeros trabalhos que aplicam abordagens
globais realizadas em condicdes de infeccdo detectam tanto a presenga de uma ampla gama

de proteinas quanto a expressao diferencial de transcritos diversos.

Deteccdo de proteinas envolvidas no processo de infeccdo

Ja foram estudadas as proteinas secretadas por M. anisopliae durante infeccdo em
diferentes hospedeiros (XIA et al., 2000; ZHAO et al., 2006), as proteinas ligadas a parede
celular do esporo (BITTENCOURT et al., 2004; SANTI et al., 2010) e também, as
proteinas secretadas em meio de cultivo determinados ou que mimetizam condi¢des de
infeccdo (contendo cuticula ou hemolinfa de insetos) (ST. LEGER et al., 1995; de
MORAES et al., 2003; BARRETO et al., 2004; LUBECK et al., 2008).

No trabalho de Santi ef al. (2009) foram detectadas diversas proteinas da superficie
do conidio. Utilizando um método de extracdo das proteinas ligadas a parede celular e
posterior estudo de atividade enzimatica foi possivel detectar a presenga de proteases,
quitinases, lipases, uma trealase e enzimas envolvidas na resposta a estresse (SOD e
catalase). M. anisopliae apresenta trés superdxido dismutases e uma delas teve sua
localizagdo celular detectada na parede celular (BITTENCOURT et al., 2004).

A maior parte dos trabalhos que tem por objetivo detectar proteinas expressas pelo
fungo em meio de cultivo contendo cuticula ou hemolinfa de insetos detectou, de maneira

geral, as mesmas proteinas: protease Prl1 A, carboxipeptidases, tripsinas, quitinases, lipases,
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etc (ST. LEGER et al., 1994, 1995; GILLESPIE et al., 1998; de MORAES et al., 2003;
BARRETO et al., 2004, da SILVA et al., 2005).

Andlise de transcritos com expressdo aumentada durante a infec¢do

Para a caracterizacdo molecular do processo de infec¢do abordagens que envolvem
o estudo de transcritos em condi¢des e tipos celulares diversos também sdo importantes.
Dutra et al. (2004) identificaram ESTs em condi¢des que mimetizam a infec¢do de M.
anisopliae por cultivo na presenca de carapaca de R. microplus. Os mRNAs foram
extraidos destes cultivos e comparados com o cultivo em glicose através de uma andlise de
diferenca representacional de transcritos (RDA). Dentre os genes que apresentaram
transcritos na condicdo de infeccdo sobre carapaca estdo: a protease Pr1C, uma
exoglicanase, uma gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase, uma proteina integral de
membrana (PTHI1), uma flavohemoglobina, uma transaldolase e outros genes
relacionados a proteinas antioxidantes (catalase e HSP70), entre outros. Das treze
sequéncias que, na época, ndo apresentavam homologia a bancos de dados, aquelas que
tiverem maior representatividade entre os clones (nimeros de acesso do NCBI AJ274294,
AJ272764 e AJ274081) sdo correspondentes a adesina MADI1, identificada posteriormente
em 2007 (WANG & ST. LEGER). Outros clones (BQ142708, AJ273088 e AJ273718)
apresentam similaridade a uma glicanosiltransferase Mgwl (DQ338441) (WANG &
ST.LEGER, dados ndo publicados) e ao gene Mmc, que controla o microciclo de
conidiagao (FJ827120) (LIU & XIA, dados nao-publicados).

O isolamento e a classificacdo de 120 ESTs superexpressas in vivo durante a
infeccdo de M. anisopliae na hemolinfa de L. migratoria foi efetuado (ZHANG & XIA,
2009). Destas, 65% apresentaram baixa similaridade com bancos de dados. Dentre aquelas
que apresentaram similaridade a sequéncias conhecidas estdio uma o-1-2-
manosiltransferase, uma glicanosiltransferase, uma proteina ativadora de GTPase, uma
serinotreonina quinase € uma proteina similar a pisatina demetilase (proteina
detoxificante), entre outras. Os autores sugerem que duas das ESTs detectadas, homdlogas
a manosiltransferase e a glicanosiltransferase, podem apresentar papéis importantes nas
mudangas morfogenéticas associadas ao desenvolvimento do fungo na hemolinfa. Sabe-se
que a manosiltransferase atua na glicosilagdo de proteinas e na sintese da parede celular; e

a glicosiltransferase estd envolvida na integridade e reorganizacio da parede celular.
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Em uma comparagdo realizada entre bibliotecas de ESTs de M. anisopliae e M.
acridum, pode ser detectada em ambas a presenca marcante de vdrias depolimerases
secretadas, como proteases e quitinases (FREIMOSER et al., 2003). He & Xia (2008)
analisaram os transcritos presentes na diferenciacdo e na germinacdo de M. acridum sobre
asas de L. migratoria. Os transcritos mais representados foram relacionados ao
metabolismo de lipideos e foi encontrado um homdlogo ao gene de uma tetraspanina. A
disrupc¢ao deste gene em Magnaporthe grisea e Botrytis cinerea resultou em mutantes nao
patogénicos, incapazes de penetrar nos tecidos de plantas (CLERGEOT et al., 2001;
GOURGUES et al., 2004).

Ainda, foi realizada uma andlise de ESTs e microarranjos de trés bibliotecas
diferentes, onde M. anisopliae foi cultivado primeiramente em meio Sabouraud e depois
transferido para as condi¢des: exudatos de raizes de planta, cuticula de inseto e hemolinfa
de inseto (WANG et al., 2005). Os transcritos mais representativos da condicdo cuticula
foram as proteases, sendo estas quase ausentes da condicdo hemolinfa. Na hemolinfa,
foram detectados genes relacionados a glioxal oxidase e fosfocetolase, ao ciclo circadiano,
além de produtos envolvidos na detoxificacdo, na sintese de metabolitos toxicos e na
sintese de proteinas de matriz extracelular. Iniimeros outros genes foram expressos nas trés
condicdes diferentes e os autores afirmam que esses resultados sugerem que a habilidade
de se adaptar a diferentes ambientes requer a expressdo de diferentes grupos de genes. A
adaptabilidade fisiol6gica que resulta de genes diferencialmente expressos envolve
diferentes: mecanismos de percep¢ao, propriedades da superficie celular, cadeias de
transdugdo de sinal e respostas fisioldgicas finais.

Estes estudos de detec¢do global de proteinas e transcritos em determinadas
condi¢Oes ou tipos celulares auxiliam enormemente na busca por genes que possam Vir a
ser determinantes de patogenicidade. Atualmente, com a diversidade de trabalhos
publicados que identificam a presenca de proteinas e transcritos, ampliam-se as
possibilidades para estudar a funcdo dos genes correspondentes através de métodos que
esclarecam a sua funcdo especifica.

Na Tabela 3 estao listados os genes de M. anisopliae cuja participacdo no processo
de infeccdo ja foi determinada por delecdo ou superexpressao, € 0s genes cujos transcritos

foram identificados e superexpressos nas condi¢des de infeccao.
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Tabela 3. Genes descritos no processo de infeccio de M. anisopliae em seus
hospedeiros.

Gene

Proteina

Efeito apés delecao™* génica ou

superexpressao**

Diferencas na expressao do
transcrito correspondente

PriA

Protease tipo-

** Aumento da viruléncia contra
larvas de Manduca sexta (ST.

Aumento da expressao dos transcritos
nos estagios iniciais e tardios da
patogénese e na conidiacdo

subtilisina ;5 =pp "1 996) (SMALL & BIDOCHKA, 2005; FANG &
BIDOCHKA, 2006)
" .
o .Perda .da capacidade de escape ao Aumento da expressdo dos transcritos na
Proteina tipo-  sistema imune de M. sexta e . . .
Mcll coldgeno viruléncia reduzida (WANG & ST hemolinfa de 7 diferentes insetos
LEGER. 2006) (WANG & ST. LEGER,2006)
Regulador da *Auséncia~ de conidiagdo, reducao Aumento da expressdo dos transcritos
cae8 via de df‘ producdo de blastosporos, da nos estdgios tardios da conidiogénese
& sinalizagdo de ~ Sntese da hidrofobina SsgA e da sobre os caddveres de insetos
proteina G viruléncia contra G. mellonella (FANG & BIDOCHKA, 2006)
(FANG et al., 2007)
* bloqueio da adesdo. atraso na Aumento da expressao dos transcritos na
quere 2 ~ hemolinfa e em meio rico em nutrientes
germinacéo, supressdo da formagdo (WANG & ST.LEGER, 2007a) ¢ um dos
Madl Adesina de blastosporos e viruléncia . . P
reduzida contra M. sexta (WANG trans.cr1~t0s mais rep{esentatlvos em
& ST. LEGER, 2007a) condi¢des de infec¢do (DUTRA et
al.,2004)
Supressdo por silenciamento génico
(RNAI) .res1~11tou em alte/r acoes na Aumento da expressdo dos transcritos na
diferenciag@o do apressorio e dos . . -
- hemolinfa e em cultivos com condig¢des
Mosl Osmosensor  blastosporos, na biossintese da artificiais de alta osmolaridade (WANG
parede celular e viruléncia reduzida et al., 2007)
contra M. sexta (WANG et al., v
2007)
Subunidade *Desenvolvimento reduzido, atraso
.- na diferenciacdo, apressorios ~ o
MaPKAI Catalrlélt:lnz da defeituosos e viruléncia reduzida lziggg;ssao constitutiva (FANG et al.,
D e contra G. mellonella (FANG et al.,
q 2009)
*mutante apresenta viruléncia _ )
. - reduzida e **superexpressio Aumento da expressao dos transcritos em
chi2 Endoquitinase apresenta viruléncia aumentada, cultivos contendo quitina 1% (BOLDO
ambos contra D.peruvianus et al., 2009)
(BOLDO et al., 2009)
chi3 Endo-exo- * viruléncia reduzida contra D. Aumento da expressdo dos transcritos
quitinase peruvianus (STAATS, 2007) apods choque térmico (STAATS, 2007)
*Viruléncia reduzida contra larvas  Aymento da expressdo dos transcritos na
Mpkl Fosfocetolase  de M. sexta (DUAN et al., 2009) hemolinfa (DUAN ef al., 2009)
* diminui¢do da formagao de
vesiculas lipl’diCE/lS., da prfessiio d'e Aumento da expressdo dos transcritos na
Mpll Perilipina turgor de apressorios e viruléncia hemolinfa e em meio rico

reduzida contra larvas de M. sexta
(WANG & ST.LEGER, 2007b)

(WANG & ST.LEGER, 2007b)
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MEV ou MO Etapa da Infeccdo/Gene envolvido

ADESAO DO ESPORO

Madl, MaPKA1

TUBO GERMINATIVO

MaPKA1

APRESSORIO
chi2, chi3, Pr1A, MaPKA1, Mpl1

CORPOS HIFAIS

Mos1, Mcl1, Mad1, Mpk1

COLONIZACAO DO HOSPEDEIRO

Mcll1, Mos1, Mpkl, DTXs

EXTRUSAO DE NOVAS HIFAS

cag8

Figura 2. Etapas da infeccio de M. anisopliae. Genes e proteinas previamente
caracterizados que participam de etapas do mecanismo de infec¢do estdo
citados. CO, conidio; GT, tubo germinativo; H, hifa e PP, grampo de
penetracdo. Imagens de microscopia Otica e eletronica de varredura de
ARRUDA et al. (2005) e SCHRANK.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho pretende contribuir no conhecimento do mecanismo de infec¢io de M.
anisopliae, pelo desenvolvimento de duas abordagens relacionadas. E proposta a
constru¢do de uma linhagem de M. anisopliae, expressando o peptideo téxico inseticida
Jaburetox-2Ec, oriundo da leguminosa Canavalia ensiformis. Esta construcio pretende que
a expressdo do peptideo ocorra na hemolinfa dos hospedeiros e testard a influéncia da
proteina toxica na velocidade de morte de hospedeiros. Uma outra etapa deste trabalho
objetiva descrever o conteido de quitinases putativas presentes no genoma deste
entomopatogeno, utilizando andlise in silico. A capacidade de infec¢do M. anisopliae esta
relacionada com o sistema quitinolitico deste organismo. A determina¢do do nimero de
quitinases que pode estar presente neste organismo e o estudo detalhado da fun¢do destas
proteinas representam uma perspectiva de contribui¢do importante para a melhor
compreensdo do processo de infec¢do e consequente melhoramento de linhagens deste
fungo. O biocontrole mais eficiente poderd resultar da superexpressio de enzimas
hidroliticas, como as quitinases, que sao fundamentais na penetracao através do hospedeiro
e da superexpressdao de toxinas inseticidas na hemolinfa. Essa metodologia reduziria
drasticamente o tempo necessario para matar o hospedeiro através da potencializacido de

dois fatores que atuam em diferentes etapas da infec¢ao.
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A presente dissertac@o estd apresentada em dois capitulos:

CAPITULO 1 — Expressdo do Peptideo Téxico Jaburetox-2Ec de Canavalia ensiformis no

Fungo Entomopatogénico Metarhizium anisopliae.

CAPITULO 2 — Avalia¢do em Escala Gendmica das Quitinases de Metarhizium anisopliae.
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3. CAPITULO 1

Expressao do Peptideo Toxico Jaburetox-2Ec de Canavalia ensiformis no Fungo

Entomopatogénico Metarhizium anisopliae.

3.1. INTRODUCAO

3.1.1 - Potencializa¢do do Biocontrole por Entomopatogenos

Formulagdes das linhagens selvagens de entomopatégenos apresentam alguns
fatores limitantes que atrasam a ampliacdo das aplicagdes e os investimentos no controle
bioldgico. A manipulagdo genética pode ser utilizada para o desenvolvimento de linhagens
mais eficazes (MEYER, 2008; ST. LEGER & WANG, 2009). Cada uma das etapas da
infec¢do pode ser potencializada por diferentes metodologias. Algumas das caracteristicas
fingicas que podem ser modificadas incluem a restricdo ou ampliacdo do espectro de
hospedeiros suscetiveis, a reducdo da carga de in6culo necessdria para ter efeito sobre a
populacdo de pragas e a alteragdo da competéncia saprofitica da linhagem. No entanto, o
principal fator limitante € o lapso de tempo decorrido entre a adesdo do esporo na cuticula
do hospedeiro e a efetiva morte deste.

Este objetivo pode ser alcancado através da superexpressdao de genes que sio
determinantes da viruléncia do entomopatégeno. A transformacgdo de fungos filamentosos
mediada pelo sistema de Agrobacterium tumefaciens ¢ um método bem estabelecido e bem
sucedido (DE GROOT, 1998; FANG et al., 2006; DUARTE et al., 2007; STAATS et al.,
2007). Essa metodologia possibilita a inser¢ao de cassettes estdveis para a superexpressao
de genes no genoma de fungos.

As etapas da infec¢do mais bem descritas sdo a etapa inicial de adesdo dos esporos,
germinacdo e formacdo do apressdrio e a etapa de colonizacdo na hemolinfa do hospedeiro
na forma de corpos hifais. Os genes que estdo envolvidos nestas etapas da infec¢do podem
ser manipulados para promover uma morte mais rdpida do hospedeiro. A utilizacdo de
diferentes promotores para controlar a regulacdo destes genes também acrescenta

possibilidades. Por exemplo, Wang & St. Leger (2007) utilizaram o promotor do gene
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Mecll (que é capaz de produzir altos niveis de transcritos deste gene na hemolinfa dos
insetos) nas suas construgdes. Neste caso, a expressao do gene de interesse € regulada
temporalmente de acordo com as etapas da infeccdo. Além disso, esta constru¢do ¢ uma
opc¢ao de linhagem biocontroladora mais “segura”, pois restringe a expressdo do gene de
escolha a um determinado ‘“ambiente” especifico dos insetos, impedindo sua expressao
quando presente no solo na forma saprofitica.

Um promotor que apresenta potencial para constru¢do de linhagens melhoradas é
aquele responsdvel pela expressdo da trealase dcida de M. anisopliae. A trealose € o
principal agicar presente na hemolinfa dos insetos e € capaz de induzir a ativagdo deste
promotor (ZHAO et al.,2006). Outra op¢do é a utilizacdo de promotores fortes que
garantam a expressdo em grandes quantidades de proteinas de interesse como quitinases,
proteases e toxinas inseticidas (NAKAZATO et al., 2005).

A insercdo de coOpias extras (de 3 a 6) do gene que codifica a protease Prl1A sob
regulacdo de um promotor constitutivo foi realizada em M. anisopliae e pode-se observar
uma reducao de 25% no tempo necessdrio para matar as larvas de M. sexta em comparacdo
com o tipo selvagem. Além disso, houve uma diminui¢do de 40% do consumo de alimento
pelo hospedeiro e consequente perda de peso (St. LEGER et al. 1996).

Outro dado importante gerado neste trabalho foi a observacdo de que insetos mortos
pela linhagem transgénica apresentam extensiva melaniza¢do, o que os torna substratos
pobres para o crescimento e extrusdo fiingicos. Os caddveres melanizados suportam pouca
esporulagdo, o que causa uma reducdo da persisténcia da linhagem modificada no ambiente
e, portanto, uma contencdo bioldgica natural. Além disso, este fator torna o fungo
recombinante mais permissivo a realizacdo de testes em campo para futura aplicacdo
comercial.

As primeiras etapas de infeccdo de M. anisopliae ocorrem num periodo de 24 - 48
horas (ARRUDA et al., 2005). No entanto, o tempo médio de morte dos organismos
hospedeiros € de cinco a dez dias (ST. LEGER et al., 1996; FRAZZON et al., 2000), e em
parte deste periodo o fungo estd se desenvolvendo na hemolinfa do inseto. Esta etapa
parece ser a mais demorada, por isso, a expressdo de uma toxina que acelere esta etapa em
especial pode determinar uma diminuicdo significativa no tempo necessdrio para matar o
hospedeiro, periodo este em que o inseto continua se alimentando e, portanto, causando

prejuizo as lavouras.
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A utilizacdo de um peptideo com alta toxicidade a insetos para potencializar a acao
de M. anisopliae contra seus hospedeiros foi realizada pela expressdo da toxina do
escorpido Androctonus australis (WANG & ST. LEGER, 2007b). A expressdo da
neurotoxina AalT (70 aminodcidos) foi regulada pelo promotor do gene Mcll,
apresentando altos niveis e expressao na hemolinfa. Houve um aumento de 22 vezes na
toxicidade fingica desta linhagem contra larvas de M. sexta e de nove vezes contra
mosquitos adultos de A. aegypti. A linhagem selvagem necessitou de 1,8 X 107 esporos/mL
para atingir 50% de mortalidade (LCsp) das larvas, enquanto 8,1 X 10° esporos/mL foram
necessarios para alcancar a mesma mortalidade com a linhagem expressando AalT. Em
uma concentra¢do de esporos alta o suficiente para o tipo selvagem matar a maioria dos
insetos, a linhagem-AalT reduziu a sobrevivéncia de M. sexta e A. aegypti em 28% e 38%,
respectivamente.

Pava-Ripoll et al. (2008) utilizaram esta mesma linhagem expressando a
neurotoxina de escorpidao contra a broca-do-café Hypothenemus hampei. Neste estudo,
outros parametros importantes foram avaliados, como alteracdes na taxa de germina¢do do
fungo, mudancas morfoldgicas nos tubos germinativos e efeitos da concentracio de
esporos utilizada. Em concentra¢des > 10* esporos/mL, tanto o tipo selvagem quanto a
linhagem AalT apresentaram > 96% de mortalidade contra H. hampei. No entanto, ao
reduzir a concentragdo de esporos, a linhagem transgénica aumentou significantemente a
mortalidade em 32,2% (para 10! esporos/mL), 56,6% (para 10 esporos/mL) e 24,6% (para
10? esporos/mL), sendo que a mortalidade iniciou de 1 a 3 dias mais cedo em comparaco
a selvagem.

Para o desenvolvimento de uma linhagem biocontroladora ideal talvez seja
necessdria a manipulacdo de diversos genes que codifiquem enzimas e toxinas com atuacao
aditiva e sinergistica. As dificuldades que precisam ser resolvidas para a plena utilizacao
de entomopatégenos incluem, além dos aspectos cientificos, os aspectos sociais,

econOmicos e politicos (SHAH & PELL, 2003).
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3.1.2 - Peptideo Entomotoxico Jaburetox-2Ec

Jaburetox-2Ec (de Jack bean urease toxin) é um peptideo entomotdxico derivado
de uma isoforma de urease (JBURE-II) de C. ensiformis, leguminosa conhecida pelo nome
popular de feijao-de-porco. Devido a uma similaridade entre as sequéncias nucleotidicas de
Jaburetox-2Ec e do peptideo téxico pepcanatox previamente estudado (MULINARI et al.,
2007), o peptideo Jaburetox-2Ec foi isolado e expresso em E. coli para posterior estudo.

O peptideo pepcanatox (de 10 kDa) corresponde a uma porc¢ao da canatoxina, uma
proteina toxica caracterizada como uma isoforma minoritaria da urease de C. ensiformis
(FOLLMER et al., 2001). J4 foi demonstrado que a atividade entomotdxica da canatoxina
¢ independente da sua atividade ureolitica (FOLLMER et al., 2004) e requer o
processamento proteolitico prévio da mesma por enzimas digestivas dos insetos (CARLINI
et al., 1997). Esta atividade entomotdxica da canatoxina estd presente no peptideo
pepcanatox, o qual pode ser produzido in vitro pela hidrélise da urease com enzimas
digestivas do tipo catepsinas obtidas de insetos suscetiveis (FERREIRA DA SILVA et al.,
2000).

Baseados na sequéncia de pepcanatox, Mulinari et al. (2007) desenharam primers
para obtengdo do peptideo Jaburetox-2Ec a partir do cDNA do gene JBURE-II, isolado
anteriormente (PIRES-ALVES et al., 2003). O amplicon obtido e que apresenta
similaridade a pepcanatox foi chamado de Jaburetox-2. Posteriormente, esse peptideo
recombinante (13 kDa) foi expresso em E. coli, sendo chamado entdo de Jaburetox-2Ec, e
purificado (MULINARI et al., 2004 - patente).

Através de bioensaios utilizando o peptideo purificado, foi demonstrada a atividade
téxica sobre o percevejo manchador do algoddo, D. peruvianus. O efeito letal de
Jaburetox-2Ec com 100% de mortalidade aos insetos foi atingido apds onze dias
(MULINARI et al. 2007). Os insetos foram alimentados com sementes artificiais de
algodao contendo 0,01% (w/w) de Jaburetox-2Ec. Apds a ingestdo do peptideo, os insetos
apresentaram paralisia momentanea e movimentos desordenados das antenas precedendo
morte, sugerindo que a toxina possa estar levando a morte por afetar a permeabilidade das
membranas. Camundongos alimentados com a toxina ou injetados com doses de 10 mg/Kg

de Jaburetox-2Ec ndo apresentaram sinais de toxicidade.
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Na tentativa de entender o mecanismo de acdo desta toxina, Mulinari et al. (2007)
realizaram experimentos de modelagem molecular para relacionar a estrutura
tridimensional do peptideo com a sua atividade téxica. Os resultados predizem que a
estrutura de Jaburetox-2Ec possa formar um grampo-beta (B-hairpin), motivo comumente
encontrado em uma classe de peptideos formadores de poros (BROGDEN, 2005) e em um
tipo de neurotoxina (MENEZ, 1998). Desta maneira, acredita-se que Jaburetox-2Ec possa
estar atuando na inibi¢do de canais i0nicos ou ter atividade de formagdo de poros de
membranas.

Em 2009, Staniscuaski et al. detectaram que Jaburetox-2Ec afeta a secrecdo de
fluidos dos tibulos de Malpighi isolados de Rhodnius prolixus. Em ensaios de induc¢do da
diurese causados por serotonina, Jaburetox-2Ec € capaz de inibir esta inducdo em
concentracdes tdo pequenas quanto 10" ¢ 10" M. No trabalho de Barros ef al. (2009), foi
elucidada uma funcdo mais especifica para a atividade de Jaburetox-2Ec. Jaburetox-2Ec é
capaz de se ligar a fosfolipidios acidicos de membranas e induzir o completo vazamento de
uma solu¢do de carboxifluoresceina adicionada dentro de vesiculas unilamelares. A
superficie carregada das membranas parece influenciar a interacdo de Jaburetox-2Ec com
as membranas. Os autores sugerem que Jaburetox-2Ec atue promovendo a permeabiliza¢io
de membranas.

Em um alinhamento realizado por Mulinari et al. (2007), a comparacdo entre a
sequéncia de Jaburetox-2Ec com as sequéncias correspondentes em outras ureases
apresentou identidade entre 53 e 73% (urease de Oriza sativa e a isoforma majoritdria
JBURE-I de C. ensiformis, respectivamente). As sequéncias peptidicas de pepcanatox e de
Jaburetox-2Ec (que corresponde aos aminodcidos 169 a 260 da urease JBURE-II)
localizam-se entre os dominios & e 3 das ureases de plantas, os quais estdo ausentes em
ureases bacterianas. Acredita-se que as ureases de plantas sejam pro-toxinas por conter
sequéncias equivalentes as de pepcanatox ou Jaburetox-2Ec, estando relacionadas com os
mecanismos de defesas das plantas contra os insetos e, portanto, apresentam alto potencial
para serem utilizadas como toxinas bioinseticidas no controle de pestes da agricultura.

A atividade toxica de Jaburetox-2Ec sobre os artrépodes D. peruvianus, Spodoptera
frugiperda, Triatoma infestans, R. prolixus e Blatella germanica (MULINARI et al., 2007,
TOMAZETTO et al., 2007, STANISCUASKI er al., 2009; BARROS et al., 2009)

demonstra que este é um peptideo com alto potencial para expressao no entomopatégeno
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M. anisopliae com o objetivo de desenvolver novos bioinseticidas. Desta maneira, neste
estudo, foi realizada a clonagem desta toxina oriunda da leguminosa C. ensiformis e

constru¢do de vetores para transformacdo de M. anisopliae.

3.2. OBJETIVO

Este trabalho tem por objetivo a constru¢do de vetores para o desenvolvimento de
uma linhagem de M. anisopliae expressando o peptideo toxico Jaburetox-2Ec e posterior

avaliacdo da expressdo desta toxina inseticida.

3.3. MATERIAIS E METODOS

3.3.1. Material Biologico:

A linhagem M. anisopliae var. anisopliae E6 utilizada neste trabalho foi
originalmente isolada de Deois flavopicta (Homoptera:Cercopidea) no estado do Espirito
Santo, Brasil, cedida pelo Prof. Jodo Liicio de Azevedo da cole¢do da Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ-USP).

Células de E. coli, linhagem BL21 (DE3) Star transformadas com o vetor de
expressdao pET101/D-TOPO contendo o fragmento correspondente ao peptideo Jaburetox-
2Ec foram cedidas pelo Laboratério de Proteinas Toéxicas (Centro de Biotecnologia
UFRGS). As linhagens Stbl4 e TG2 de E. coli foram preparadas para eletrocompeténcia e
utilizadas nas eletroporagdes como hospedeiras de vetores pUC18, pTEFATrpC e
plasmideos derivados destes.

A linhagem e o vetor binario de A. tumefaciens utilizados em nosso protocolo de
agrotransformacdo sao EHA105 e pPZP201BK, respectivamente. As células EHA105

foram preparadas para quimiocompeténcia.
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3.3.2. Meios de Cultivo e Manutencdo dos Organismos

Meios de Cultivo e Manipulac¢do para M. anisopliae

Os meios de cultivo utilizados para a manutencdo e repiques de M. anisopliae
foram: Meio de Cove (MC) [glicose 1%, nitrato de s6dio 0,6%, pH 7,0] e Meio de Cove
Completo (MCc) [glicose 1%, nitrato de sddio 0,6%, casaminodcidos 0,15%, extrato de
levedura 0,05%, peptona 0,2%, pH 7,0]. Sao ainda acrescidos: 2% de Soluc¢do de Sais [KC1
2,6%, MgS0O4+7H,0 2,6% e KH,PO4 7,6%(p/v)] e 0,04% de Solugdo de Elementos Tragos
[Na;Ba,07*7H,0 4 mg%, CuSO4*5H,O 40 mg%, FeSO4 1 mg%, Na,MNO4*7H,O 80
mg%, MnSO4*7H,0 80 mg% e ZnSO,*7H,O 80 mg% (p/v)]. Para meios sélidos foi
acrescido 1,5% de dgar. As suspensdes de esporos do fungo foram efetuadas utilizando-se
3 mL de Tween 80% estéril para cada placa de Petri contendo M. anisopliae esporulado em
MCc; centrifugacoes e lavagens com dgua destilada estéril; ressuspensao dos esporos em 1

mL e contagem da dilui¢do dos mesmos em camara de Neubauer.

Meios de Cultivo e Manipulagdo para E. coli

Inéculos de células de E. coli foram efetuados em Meio Luria-Bertani (LB)
[triptona 1%, extrato de levedura 5%, NaCl 1% (p/v), pH 7,0] e em Meio SOC [triptona
1%, extrato de levedura 5%, NaCl 1% e glicose 20mM] apds eletroporacdo. Aos meios

sOlidos foram adicionados 1,5% de dgar. Todos foram mantidos a 37°C.

3.3.3. Manipulacéo de Acidos Nucléicos

A extracdo de DNA fungico a partir de micélio foi realizada conforme protocolo
estabelecido por Nakazato et al. (2005). Para realizar a extragdo de DNA de esporos em
forno de microondas, uma alcada de esporos foi retirada de placas esporuladas de M.
anisopliae e adicionada em tubos Eppendorf contendo 100 pl de dgua milliQ. Apds
permanecer por 10 minutos no forno de microondas em poténcia maxima, os tubos foram
centrifugados e o sobrenadante removido para tubos novos. Apds nova centrifugacao, 5 pl
do sobrenadante foram utilizados como molde para a reacdo de PCR. Esta metodologia
teve como base a descrita por Ferreira & Glass (1996). A extracdo de DNA plasmidial a

partir de E.coli por lise alcalina foi realizada conforme Sambrook & Russell (2001).
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3.3.4. Solucoes e Enzimas Utilizadas

As solugdes e tampdes foram preparados de acordo com Sambrook & Russell
(2001), utilizando 4gua destilada ou MilliQ autoclavadas. As enzimas de restricdo e de
modificacdo foram obtidas a partir de CenBiot Enzimas, Fermentas, Invitrogen e New

England Biolabs.

3.3.5. Construgdo de pPZP::JAB::BAR para Agrotransformagdo

Os oligonucleotideos utilizados para a obtenc¢do da sequéncia referente ao peptideo
Jaburetox-2Ec foram elaborados contendo sitios de clivagem para as enzimas de restricao
Kpnl e BamHI (JabF — 5’GGTACCATGGGTCCAGTTAATGAAGCC3’ e JabR -
5S’GGATCCTCAACCGGTACGCGTAGAATC3’). A regido codificante do peptideo
Jaburetox-2Ec com adicdo de um cédon ATG (279 pb) e a sequéncia referente ao epitopo
V5 fusionada a Jaburetox-2ec foram amplificadas por PCR, tendo como molde o
plasmideo pET101/D-TOPO/JBURE-II (MULINARI et al., 2007). O epitopo V-5
constitui-se de 14 aminoédcidos (GKPIPNPLLGLDST) derivados das proteinas P e V do
paramyxovirus SV5 (Simian virus 5) (SOUTHERN et al., 1991) e estd presente no vetor
pET101 para permitir a fusdo a proteinas expressas e detec¢ao por anticorpo anti-V-5. No
estudo de Mulinari et al. (2007) foi determinado que o acréscimo da sequéncia V-5 nao
alterou a caracteristica toxica de Jaburetox-2Ec. O fragmento amplificado por PCR (372
pb) foi purificado a partir de gel de agarose com o kit para purificacao de dcidos nucléicos
GFX (GE), em seguida tratado com as enzimas Klenow e T4 PNK, e clonado no vetor
pUCI18 para proceder ao sequenciamento do inserto. Apds a confirmacdo da sequéncia, o
plasmideo pUC18::JAB foi clivado com as enzimas Kpnl e BamHI para liberacdo da banda
correspondente ao peptideo e posterior subclonagem em pTEF/tTrpC. Este plasmideo
contém o promotor do gene tef-1-a (translation elongation factor 1-o) de M. anisopliae e o
terminador do gene trpC de Aspergillus nidulans (NAKAZATO, et al. 2005). O cassette
para expressao de Jaburetox-2Ec (1.774 pb) contém, entdo, a regido promotora do gene tef-
I-0 e a regido terminadora do gene trpC. Esta ligacdo foi transformada em células de E.
coli Stbl4 por eletroporagao e, apds a obtencdo do plasmideo pTEF::JAB::tTrpC, este foi
clivado com as enzimas EcoRI e Pstl para permitir posterior subclonagem em

pPZP201BK.
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Ap6s subclonagem da regido referente ao cassette de expressao de Jaburetox-2Ec
no vetor bindrio pPZP201BK, este foi clivado com a enzima Pst[ para permitir a inser¢ao
do cassette de expressdo do gene bar (3,5 Kb). Este gene codifica uma fosfinotricina
acetiltransferase (THOMPSON ef al., 1987) que confere resisténcia ao antibidtico
glifosinato de amodnio e permite, portanto, a selecao de transformantes de M. anisopliae em
meio contendo este antibidtico (250 pg/mL). O vetor construido, chamado de
pPZP::JAB::BAR, foi entdo transformado por choque térmico em células de A.

tumefaciens.

3.3.6. Agrotransformacdo de M. anisopliae e Confirmacdo da Insercdo dos Cassettes

As células de A. tumefaciens transformadas com o vetor pPZP::JAB::BAR foram
utilizadas para agrotransformacdo de M. anisopliae conforme protocolo previamente
estabelecido (STAATS et al., 2007). Brevemente, a linhagem de A. tumefaciens portando o
vetor bindrio recombinante foi co-cultivada com M. anisopliae para permitir a
transferéncia do material inserido entre as bordas esquerda e direita do vetor. E utilizada
acetoseringona para permitir a inducao dos genes de viruléncia da bactéria. As linhagens
transformantes se caracterizam pela insercdo dos cassettes de expressdo: do peptideo
téxico Jaburetox-2Ec e do gene de resisténcia a glifosinato de amonio. A inser¢do ocorre
geralmente em cdpia Unica em regides aleatérias do DNA do fungo.

Para confirmar a insercdo dos cassettes nos transformantes gerados, foi realizada
extracdo de DNA de esporos em forno de microondas seguido de PCR utilizando os
oligonucleotideos iniciadores que amplificam (1) 372 pb referentes a Jaburetox-2Ec, (2)
566 pb referentes ao gene bar e (3) 3.854 pb referentes a um fragmento que contém regides
dos dois cassettes. A reacdo 1 utiliza os oligonucleotideos JabF e JabR, a reacdo 2 utiliza
os oligonucleotideos BarF (5 - CCATGGCCATGAGCCCAGAACGAC-3’) e BarR (5’ —
GGATCCTCAGATCTCGGTGACGGG-3’) e a reacdo 3 utiliza JabF e BarR. Os
transformantes que apresentaram sinal de amplificacdo positivo neste primeiro screening
foram cultivados para realizar extracdo de DNA micelial. Apds extracdo, foi realizada nova
reacdo de PCR para amplificacdo das mesmas regides previamente descritas a partir do

DNA micelial de quatro dos transformantes e da linhagem selvagem.
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3.3.7. Andlise da Expressdo de Jaburetox-2Ec por M. anisopliae

As linhagens transformantes e a selvagem foram cultivadas em meio liquido e
foram extraidas proteinas da frac@o intracelular por macera¢do do micélio em nitrogé€nio
liquido e posterior solubilizacdo em tampao [Tris 100 mM, EDTA 5 mM, pH 7,5]. Apés
centrifugacdo, o sobrenadante foi congelado em nitrogénio liquido e liofilizado. Cada 1 mL
foi liofilizado e ressuspendido em 200 ul. As amostras (~30 pg de cada) foram fervidas por
3 minutos juntamente com Tampado de Amostra [Tris-HCI 31,25 mM, glicerol 10%, SDS
1%, B-mercaptoetanol 100 mM, azul de bromofenol 0,005%] antes de aplicadas em gel de
poliacrilamida. As amostras em duplicatas foram submetidas a SDS-PAGE 15% em
Tampao de Corrida [Tris base 25 mM, glicina 192 mM, 0,1% SDS]. Um dos géis foi
corado com Coomassie Coloidal [Coomassie G250 0,08%, acido ortofosforico 16%,
sulfato de amonio 8% e metanol 20%] e outro foi utilizado para realizar a transferéncia das
proteinas para membrana de hibridizacdo Hybond-P (GE). A transferéncia foi realizada em
cubas Mini-Protean Cell (BioRad) em Tampao de Transferéncia [Tris 25 mM, Glicina 192
mM], durante 1 h, 350 mA. A membrana foi lavada em PBS 1X e bloqueada overnight a
4°C em Tampao de Bloqueio [leite desnatado em pd 5%, Tween 20 0,1% e PBS 1X]. A
confirmacao dos transformantes foi avaliada pela presenca do sinal de reconhecimento do
anticorpo anti-Jaburetox (1:7.500) através da utilizacdo do kit ECL (GE). O anticorpo

secunddrio foi utilizado na concentracao de 1:20.000.

3.3.8. Isolamento do Promotor e do Peptideo Sinal contidos no Gene da Trealase Acida de

M. anisopliae

Foi realizado, através da técnica de Genome Walking (SIEBERT et al., 1995), o
isolamento da regido promotora e do peptideo sinal presentes no gene da trealase acida de
M. anisopliae. Para tal, foram desenhados oligonucleotideos utilizando como base a
sequéncia nucleotidica do gene da trealase acida de M. acridum previamente isolado
(ZHAO et al., 2006). DNA extraido de M. anisopliae foi digerido com as enzimas de
restricado Smal, Pvull, Stul, Rsal, Hincll e EcoRV (formadoras de extremidades cegas) e
ligado com adaptadores GenomeWalker gerando seis bibliotecas para realiza¢cdo do PCR.
Cada biblioteca (fragmentos de DNA ligados aos adaptadores) foi utilizada como molde

para a reacdo primdria de PCR. Os ciclos utilizados para a amplifica¢cdes foram: 94°C por 5
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minutos, 30 ciclos (94°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto, 68°C por 3 minutos) e um
ciclo final de 68°C por 5 minutos. Um dos oligonucleotideos da reac@o primaria (GWP1—
GenomeWalking Primer 1) anela em uma das extremidades contendo o adaptador e o outro
oligonucleotideo é gene especifico (TreR1 — 5’CGTGACTGATAACGGCCTTGC3’ ou
TreF1 - 5>GGGACACTATCGACG

ACCAAG3’). A reagdo primdria de PCR foi diluida 50X e entdo utilizado 1 pl como
molde para a reagdo secunddria. Na reacdo secunddria sdo utilizados oligonucleotideos
nested, que anelam em regides mais internas em relacdo ao primeiro par de
oligonucleotideos (GWP2 — GenomeWalking Primer 2, TreF2 — 5’ ACCAACTTGGCTGG
ATATCCA3’ e TreR2 - 5’AGGAGCCAGTTCTCGTCATCC3’). Foi utilizada a
polimerase de alta fidelidade Taq Hi-Fi (Invitrogen) nas reacdes antecedentes a clonagem
dos fragmentos. As bandas correspondentes a amplificacdes foram recortadas do gel,
purificadas, clonadas em pUCI18 e sequenciadas. As sequéncias foram analisadas no pacote

de ferramentas Staden (STADEN, 1996; http://staden.sourceforge.net/).

3.3.9. Andlise Bioinformdtica da Trealase Acida

A regido isolada correspondente a um fragmento do gene da trealase acida foi
analisada in silico juntamente com a sequéncia completa do gene. Como o genoma de M.
anisopliae E6 estava em fase de sequenciamento, apds isolamento da regido por
GenomeWalking, a mesma foi utilizada para realizar uma busca (utilizando a ferramenta
tBLASTn no software BioEdit) pela sequéncia completa do gene nos contigs do rascunho
gendmico até entdo disponivel (HALL, 1999). A sequéncia resultante desta busca foi
utilizada para realizar as predi¢des bioinformaticas. O sito de inicio da traducdo, as regides
5" e 3’UTR, os éxons e os introns da trealase 4cida foram preditos pelos softwares
FGENESH 2.6 (SALAMOV & SOLOVYEYV, 2000; http://linux1.softberry.com/berry.pht
ml) e Augustus 2.1. (STANKE et al., 2004; http://augustus.gobics.de/). Os dominios da
proteina predita foram analisados pela ferramenta InterProScan (ZDOBNOV &
APWEILER, 2001; http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/) e a presenca de possivel
peptideo sinal pelo software SignalP 3.0 (EMANUELSSON er al, 2007
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). A andlise da regido promotora foi realizada

utilizando-se as ferramentas para busca de sitios de ligacdo a fatores de transcricdo
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AliBaba 2.1 (http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2), NSITE
(SHAHMURADOV & SOLOVYEV; http://linux1.softberry.com/berry.phtml), TESS -
Transcription Element Search System (http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess) e
JASPAR Database - JASPAR Core Fungi (SANDELIN et al., 2004; http://jaspar.genereg.
net/). Um sitio de inicio da transcricdo (SIT) eucariético diferente do anterior (predito pelo
FGENESH) foi predito utilizando a ferramenta Neural Network Promoter Prediction
(REESE & EECKMAN, 1995; http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html),

disponivel no site do Projeto Genoma de Drosophila (http://www fruitfly.org/index.html).

3.3.10. Construcdo de Vetores para Estudos de Regulacdo pelo Promotor da Trealase
Acida

O promotor e o peptideo sinal presentes no gene da trealase dcida (PTreaPS) foram
amplificados com os oligonucleotideos (TreaFor — 5’GAATCCTCGGCCATACCGAGAG
CTGC’3 e TreaRev — 5’GGTACCGGCGGGCTGGACGGC3’) contendo os sitios
adequados (EcoRI e Kpnl sublinhados, respectivamente) para promover a constru¢ido de
vetores para analisar sua regulacdo na presenca de trealose. Primeiramente, 1.677 pb
referentes a PTreaPS foram clonados em pUCI18 e confirmados apds sequenciamento. A
seguir o plasmideo pTEF::tTrpC foi clivado com as enzimas EcoRI e Kpnl para permitir a
substituicdo do promotor do gene fef-1-«& pelo promotor da trealase, constituindo o vetor

pTreaPS::tTrpC.
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3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1. Construgdo do Vetor Expressando a Proteina Entomotoxica Jaburetox-2Ec

O cassette para a expressao constitutiva do peptideo recombinante Jaburetox-2Ec
foi construido de maneira que a regido codificante de Jaburetox-2Ec (372 pb) fosse
controlada pelos elementos reguladores: regido promotora pTEF (642 pb) e a regido
terminadora tTrpC (760 pb), o que pode ser observado na representacdo esquemadtica na
Figura 3. O promotor do gene fef-1-a € considerado um promotor forte e permite a
expressdo de proteinas recombinantes em quantidades detectdveis (NAKAZATO et al.,
2006). No entanto, como primeira alternativa a expressdao de Jaburetox-2Ec em M.
anisopliae, esta construcdo ndo apresenta peptideo sinal e assume-se que o peptideo
recombinante, quando expresso, estard presente na fracdo intracelular do fungo. Em
experimentos anteriores, ja foi demonstrado que Jaburetox-2Ec ndo apresenta acao téxica
contra M. anisopliae quando adicionado a meios de cultivo do fungo. A possibilidade da
expressdo constitutiva de Jaburetox-2Ec em grandes quantidades indica a auséncia de
toxicidade deste peptideo também quando expresso de maneira intracelular.

Em alternativa a esta constru¢do, a regido promotora e o peptideo sinal contidos no
gene da trealase 4cida de M. anisopliae foram isolados e serdo estudados para permitir a
secrecdo do peptideo téxico. De maneira similar, Wang & St. Leger (2007) expressaram
uma toxina de escorpido sob regulacdo do promotor do gene Mcll. Este gene € expresso
quando em contato com a hemolinfa de sete diferentes insetos testados, € ndo em meio rico
em nutrientes ou durante condicdes de privagdo (WANG & ST. LEGER, 2006). Essa
constru¢do permitiu que a expressao da toxina fosse secretada na hemolinfa do inseto e
estivesse presente em grandes quantidades.

Como também pode ser observado na Figura 3, o cassette para expressdo da marca
de resisténcia foi adicionado para permitir a selecdo das linhagens recombinantes de M.
anisopliae apés experimento de agrotransformacdo em meio de cultivo contendo

glifosinato de amonio.
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Figura 3. Representaciao esquematica da construcao do plasmideo pPZP::JAB::BAR.
No painel A esta representado o cassette para a expressao de Jaburetox-2Ec, no
painel B, o cassette para a expressdo da marca de resisténcia a glifosinato de
amonio e no painel C, o plasmideo pPZP::JAB::BAR. Sitios de clivagem para as
enzimas de restricdo estdo demarcados; BD, borda direita e BE, borda esquerda
do vetor bindrio pPZP201BK. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para
confirmacdes estdo representados com setas. O tamanho das sequéncias
correspondentes estd indicado em pares de bases (pb).
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3.4.2. Selecdo de Transformantes de M. anisopliae

A partir do co-cultivo de esporos de M. anisopliae com células de A. tumefaciens
transformadas com pPZP::JAB::BAR, foram isoladas 156 colonias fungicas capazes de se
desenvolver em meio seletivo (glifosinato de amoénio, 250ug/mL). Foi realizada uma
primeira busca por transformantes positivos para a insercdo da construcdo através de
amplificacdo de regides inseridas. Utilizando como molde DNA extraido de esporos em
forno de microondas, dos 28 transformantes analisados (os primeiros que esporularam em
meio s6lido em placas de Petri), 12 apresentaram amplicons dos tamanhos esperados.

Na Figura 4 podem-se observar os produtos de amplificacdo das reacdes de PCR
realizadas. A presenc¢a do produto de amplificacdo referente ao peptideo Jaburetox-2Ec foi
observada nas reacdes positivas nas canaletas 1, 2, 3 e 4 na Figura 4A. Nesta rea¢do foram
utilizados os oligonucleotideos JabF e JabR, posicionados ao longo da constru¢do na
Figura 3, os quais amplificam um fragmento de 372 pb. As reacdes positivas foram
observadas para os transformantes t139, t142, t151 e t156. Nesta figura podem ser
observadas duas bandas superiores ao tamanho do produto de amplificacdo esperado na
canaleta do controle positivo (CP). Estas duas bandas sdo provavelmente duas formas do
DNA plasmidial de pPZP::JAB::BAR utilizado como controle positivo, o que indica uma
utilizacdo excessiva de molde na reacdo de PCR e concorda com a forte intensidade da
banda correspondente ao produto de amplificacio esperado.

Para confirmar a inser¢do dos dois cassettes foi realizada um reagdo utilizando-se
os oligonucleotideos JabF e BarR (posicionados na Figura 3), os quais geram um produto
de amplificacdo de 3.854 pb. Este fragmento amplifica a regido codificante de Jaburetox-
2Ec, o terminador tTrpC, o promotor pANgpda e a regiao codificante do gene bar. Na
Figura 4B, canaleta 4, pode ser observada uma banda referente a este produto de

amplificacdo, o que confirma a presenga da constru¢@o no transformante t139.
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pb MCNCP 1 2 3 4

Figura 4. Confirmacao da insercao dos cassettes contendo Jaburetox e o gene bar por
amplificacado das regioes correspondentes utilizando como molde DNA
extraido de esporos em forno de microondas. No painel A: Amplificagdo da
sequéncia referente a Jaburetox-2Ec (372 pb). CN — DNA da linhagem selvagem
E6; CP — DNA do plasmideo pPZP::JAB::BAR utilizado na transformacao; 1, 2,
3 e 4 — transformantes positivos para inser¢do do cassette de expressdo de
Jaburetox. No painel B: Amplificacdo da regido compreendida entre primers
JabF e BarR (~3.854 pb). CN1- sem molde; CN2 — DNA da linhagem selvagem
E6; CP - plasmideo pPZP::JAB::BAR utilizado na transformacdo; 4 -
transformante positivo (t139) para insercdo dos dois cassettes.
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Ap6s confirmagdo pela amplificacdo dos produtos esperados nesta primeira busca,
quatro dos transformantes positivos (t139, t142, t151 e t156) foram inoculados em meio
liquido e cultivados para extracdo de DNA micelial. A extracdo de DNA de esporos em
forno de microondas apresentou-se como uma boa alternativa para realizacio de screening
inicial em um grupo grande de transformantes. No entanto, esta amostra ndo € pura e deve
ser utilizada preferencialmente logo em seguida a extragcdo, pois € instdvel e apresenta
degradacdo quase completa dos acidos nucleicos apds permanecer a 4°C overnight.
Portanto, uma nova reacdo de PCR foi realizada utilizando como molde amostras de DNA
puras, extraidas de micélio das linhagens transformantes e selvagem.

Nesta segunda reacdo também pode ser observada a confirmacdo da inser¢do dos
cassettes no genoma das linhagens transformantes, a partir da detec¢do dos produtos de
amplificacdo utilizando os oligonucleotideos iniciadores JabF e JabR (dados ndo
apresentados).

Nao foram observadas alteracdes morfolégicas entre os esporos das linhagens
recombinantes e da linhagem selvagem. O desenvolvimento micelial das linhagens
transformantes também ndo apresentou diferencas. De maneira geral, as linhagens
transformantes se desenvolvem em um periodo de tempo mais longo quando cultivadas em
meio solido contendo glifosinato de amdnio (STAATS et al., 2007). Apds confirmagdes,
foi realizada extragdo de proteinas intracelulares das linhagens transformantes a partir de

micélio.

3.4.3. Andlise da Expressdo de Jaburetox-2Ec por Western de Fracdo Intracelular

A confirmacdo dos transformantes também foi avaliada pela presenga do peptideo
nas frac¢des intracelulares do fungo detectada por ensaio de Western blot. Ap6s extracao de
proteinas totais a partir de micélio dos transformantes, as mesmas foram aplicadas em gel
de SDS-PAGE. Na Figura 5A pode ser observado o padrdo de bandas protéicas referentes
aos quatro transformantes e a linhagem E6. Uma duplicata destas mesmas amostras foi
transferida para uma membrana de hibridiza¢do e submetida a reacdo com anticorpo anti-
Jaburetox-2Ec. O tamanho esperado de Jaburetox-2Ec é de ~12,86 kDa, sendo ~10,12 kDa

de Jaburetox e ~2,75 kDa do epitopo V35, de acordo com predi¢do pelo software Compute
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pI/Mw. No entanto, pode ser observada a presenga de diversas bandas de tamanhos
maiores do que o esperado na canaleta em que foi aplicada Jaburetox-2Ec e principalmente
no transformante t142 (Figura 5B). De acordo com o sinal de hibridizacdo resultante, o
peptideo parece estar formando agregados com tamanho superior a 30 kDa. A auséncia de
bandas no extrato protéico da amostra selvagem indica que o anticorpo anti-Jaburetox-2Ec
ndo estd reconhecendo nenhuma possivel urease fungica. Em uma anélise preliminar no
rascunho de genoma de M. anisopliae (utilizando a sequéncia da urease JBURE-II e o
algoritmo tBLASTn no programa BioEdit), é encontrada uma provdvel urease, com
tamanho predito de ~82 kDa (utilizando a ferramenta Compute pI/Mw), o que também
indicaria que as bandas fortemente imunorreativas e menores do que 50 kDa ndo
correspondem a uma possivel urease de M. anisopliae. No entanto, algumas bandas mais
fracas e mais altas no painel B, podem corresponder a esta urease flingica.

A formacdo de agregados do peptideo Jaburetox-2Ec foi citada por Staniscuaski et
al., (2009), podendo ser formada quando o peptideo se apresenta em altas concentragdes.
Barros et al. (2009) confirmaram que apds estoque do peptideo em solugdes a 4°C, o
mesmo forma agregados que sdo incapazes de promover a sua acdo sobre as vesiculas.
Jaburetox-2Ec induz a desestruturagdo das vesiculas, mas apds armazenamento prolongado
de uma solucao deste peptideo a 4°C € observada a formagao de agregados da proteina. Os
agregados insoliveis gerados sob estas condi¢des sdo resistentes tanto a tratamentos
térmicos quanto a agentes quimicos como uréia ou detergentes. Barros et al. (2009)
indicam que a agregacao de Jaburetox-2Ec é inversamente relacionada a sua habilidade de
promover a dissociagdo de vesiculas; tratamentos de alta pressdo dissociam os agregados
apenas parcialmente e DTT atrasa o processo de agregacdao mas ndo € efetivo na reversao
dos agregados a forma monomérica. Dessa forma, a formagdo destes agregados pode
reduzir a atividade inseticida. Como a amostra aplicada nos géis foi liofilizada, pode ser
que a mesma tenha formado os agregados apds a extracdo das proteinas intracelulares e
ndo indica necessariamente que os agregados sejam formados no citoplasma do fungo.
Outro experimento deve ser considerado, o qual ndo utilize nenhum método de tratamento
da amostra anteriormente a sua aplica¢do no gel.

Como pode ser observado no painel A, a canaleta onde foi aplicada a amostra de
Jaburetox-2Ec ndo apresentou marcag¢do com o corante Coomassie. Mulinari (2008) afirma

que o anticorpo anti-Jaburetox-2Ec produzido apresenta forte imunoreatividade contra o
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peptideo Jaburetox-2Ec, reconhecendo até 0,1 pug do peptideo em diluigdes de até
1:30.000. Observando o painel B, onde foi aplicada a mesma amostra que no gel do painel

A, a deteccao de bandas do peptideo pode ser visualizada.

A M JAB CN E6 t139 t142 t151 t156

= & 3

JAB CN E6 t139 t142 t151 t156

50KDa
A0KDa

30KDa
25KDa
20KDa

15KDa

10KDa

Figura 5. Analise de proteinas intracelulares e de Jaburetox-2Ec nos transformantes
(t139, t142, t151 e t156) e na linhagem selvagem E6. No painel A:
Eletroforese de proteinas intracelulares por SDS-PAGE. JAB - solugdo
contendo Jaburetox-2Ec; CN — solucdo de BSA; E6 — extrato protéico da
linhagem selvagem; t(x) — extrato protéico dos transformantes. No painel B:
Deteccdo do peptideo Jaburetox-2Ec na fragdo protéica intracelular por
Western blot. Uma duplicata das amostras do painel A foram aplicadas em um
segundo gel a partir do qual foi realizada a transferéncia. Marcador de
proteinas BenchMark Protein Ladder (Invitrogen).
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3.4.4. Isolamento da Sequéncia da Trealase Acida de M. anisopliae

Foi possivel, através da técnica de Genome Walking, isolar um fragmento
correspondente a regido promotora do gene da trealase dcida de M. anisopliae, linhagem
E6. As bandas resultantes das reagdes primdria e secunddria podem ser observadas na
Figura 6. Como pode ser observado nesta figura, apenas a reacdo secunddria, que utilizou o
oligonucleotideo iniciador gene especifico reverso (TreR2) como reagente, resultou em
produtos de amplificacao diversos.

O desenho dos oligonucleotideos gene especificos, de acordo com a metodologia
Genome Walking, deve ter como base uma regido da sequéncia de nucleotideos conhecida
do gene de interesse para permitir o anelamento correto dos primers e a descoberta da
regido adjacente nao conhecida. Os primers utilizados neste trabalho foram desenvolvidos
com base na sequéncia da trealase dcida ortéloga pertencente a M. acridum (ZHAO et al.,
2006). Apés analise da sequéncia da trealase 4cida isolada neste trabalho, foi observada
uma grande diferenca entre as regides promotoras destes genes ort6logos. Pode-se perceber
que o primer TreF1 apresenta oito mismatches em relacdo a sequéncia de M. anisopliae
E6. Essa diferenca provavelmente determinou a geragdo de produtos de amplificacdo
inespecificos na reacdo primdria, os quais sdo utilizados como molde da reagdo secunddria.
Da mesma maneira, o primer TreF2 também apresenta 6 mismatches em relagdo a
sequencia da linhagem E6. Como resultado, houve baixa eficdcia da reac@o secunddria, que
utiliza um oligonucleotideo nested (TreF2), ocasionado na auséncia de produtos de
amplificacdo. J4 os primers TreR1 e TreR2 apresentam apenas dois e um mismatches,
respectivamente.

Apés reacdo primdria e secunddria, foi possivel recortar dos géis de agarose e
clonar trés regidoes de tamanhos diferentes. As bandas clonadas e sequenciadas foram: (i)
uma banda de ~313 pb amplificada a partir da biblioteca Smal (canaleta 5, Figura 6B), (ii)
uma banda de ~930 pb amplificada a partir da biblioteca Hincll (dados nao demonstrados)
e (iii) uma banda de ~1.300 pb obtida a partir da utilizacdo dos primers gene especificos
(TreF2 e TreR2) tendo como molde DNA gendmico ndo clivado. Apds sequenciamento
dos fragmentos clonados em pUCI8, montagem e empilhamento das sequéncias
resultantes, foi possivel obter uma regido de 900 pb correspondente a uma regido da

trealase acida.
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A B

GWP1 + TreF1 GWP1 + TreR1 GWP2 + TreF2 GWP2 + TreR2

McN1 1 2 3 4cN25 6 7

Mcnil 2 34 cNn25 6 7 8

Figura 6. Reacdo primaria e secundaria para isolamento da regido promotora do
gene da trealase acida por Genome Walking. GWP1 — primer adaptador
Genome Walking 1, GWP2 — primer adaptador Genome Walking 2, TreF1 e
TreR1 — primers gene especifico senso e anti-senso da primeira rea¢do, TreF2
e TreR2 — primers gene especificos nested, M— Marcador 1 kb Plus DNA
Ladder, CN1 e CN2 — controle negativo sem molde. No painel A: Reagdo
primdriade PCR. 1 e 5,2 e 6, 3 e 7, 4 — amostras molde oriundo das bibliotecas
Smal, Rsal, Stul e Pvull respectivamente. No painel B: Reacdo secundéria de
PCR.1e5,2e6,3¢e7,4e8—molde oriundo das bibliotecas Smal, Rsal, Stul
e Pvull respectivamente.

Andlises in silico da sequéncia génica isolada demonstraram homologia, apesar de
baixa identidade, com a regido a montante do sitio de inicio da traducdo da trealase de M.
acridum previamente descrita. A sequéncia isolada neste trabalho compreende em torno de
700 nucleotideos da regido a montante do ATG e em torno de 200 nucleotideos a jusante
do ATG. Estes 900 pb isolados também foram comparados com os dados recém obtidos do
rascunho referente ao sequenciamento do genoma de M. anisopliae E6 em andamento. A
partir dessa comparacdo, foram desenhados oligonucleotideos especificos mais externos
aos 900 pb para amplificar a regido de 1.500 pb contendo o promotor e o peptideo sinal
preditos do gene da trealase 4dcida. As predicdes seguintes foram realizadas utilizando a
sequéncia completa da trealase 4cida, oriunda dos dados do sequenciamento, e niao

somente 0s 900 pb isolados neste trabalho.
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De acordo com a predicdo realizada pelo software FGENESH, a ORF da trealase
acida de M. anisopliae possui 3.228 pb, contém quatro éxons e trés introns (Figura 7). As
regides 5’UTR e 3’UTR contém 245 pb e 70 pb respectivamente. Os sitios de splicing na
extremidade dos introns apresentam as sequéncias canOnicas conservadas de eucariotos
(‘GU...AG’) e o tamanho dos introns 1, 2 e 3 ¢é de 56, 61 e 81 pb, respectivamente.
Entretanto, podem existir algumas variacdes no tamanho dos introns e éxons, pois a
predi¢do realizada pelo software Augustus resultou em pequenas diferencas no tamanho
dos introns 1 e 3. Estas diferencas ndo ocasionariam mudancas na fase de leitura, mas
somente o acréscimo de 3 aminodcidos no éxon 2 e 5 aminoécidos no éxon 4. Como pode
ser observado mais adiante na Figura 10, no alinhamento entre trealases 4cidas de outros
fungos e de M. anisopliae E6, pode-se perceber que a predicdo mais provavel em relagdo
ao intron 3 seja aquela resultante do programa Augustos ji que os aminodcidos
acrescentados no ultimo éxon estdo presentes também nas outras sequéncias comparadas.
Ja as diferencas no primeiro intron nao sdo resolvidas neste mesmo alinhamento, pois a

regido amino-terminal da proteina apresenta menor conservacao.

B cpsr M cDsi A cDsI @ pPolA TSS

1 _-—0

1518 "2000 5560 £ 5560 Lo6o- 550 59605597

Figura 7. Predicdo da ORF da trealase acida de M. anisopliae pelo software
FGENESH 2.6. CDSf — Primeira regido codificante (CDS) em vermelho,
CDSi — regides codificantes internas em cinza, CDS] — Ultima regido
codificante em azul escuro, PolA — sequéncia de reconhecimento para cauda de
poliadenilacdo em verde, TSS — Sitio de inicio da transcri¢do (posi¢do do
TATA-box) em azul claro. Numeros acima das regides codificantes
representam éxons 1 a 4 e * representam os introns la 3.

A trealase 4cida de M. anisopliae predita neste trabalho apresenta 1.080
aminodcidos (Figura 8). Ela contém uma sequéncia peptideo sinal putativa com um
potencial sitio de clivagem localizado entre os residuos Ala26 e Ala27 (VQA26{27AH),

preditos pela ferramenta SignalP. A sequéncia Ala—X—Ala € frequentemente observada em
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sitios de processamento do peptideo sinal de proteinas secretadas em bactérias e eucariotos
(VON HEIINE, 1983; NIELSEN et al., 1997). A regidao correspondente ao peptideo sinal
(aminodcidos 1 ao 26) € interrompida pelo primeiro intron. Este mesmo padrao também foi
observado em outras trealases dcidas preditas que apresentaram similaridade com a trealase
acida de M. anisopliae E6 em uma busca no banco de dados do NCBI utilizando a
ferramenta BLASTp. Entre as sequéncias de trealases acidas resultantes desta busca, foram
detectadas representantes que pertencem a espécies de Aspergillus (nimeros de acesso do
NCBIL: XP_001273664.1, XP_748551, XP_0012588886, XP-002380869.1 e XP-
001823820.1). Além destas, também foram detectadas trealases acidas de Penicillium
chrysogenum (XP_002561487.1), Coccidioides immitis (XP_001241302.1), Uncinocarpus
reesii (XP_002543027), entre outras. Tanto a presenca de um intron interrompendo o
peptideo sinal, como a deteccdo da presencga de trés introns na maioria destas sequéncias,
foram visualizadas através da utilizacdo da ferramenta Sequence View, disponivel no
NCBIL

A proteina madura de M. anisopliae E6 apresenta 1.054 aminodcidos, ponto
isoelétrico tedrico de 5,43 e massa molecular de 114.255,04 Da, preditos pela utilizagdao da
ferramenta Compute pI/Mw. Estas predi¢des assemelham-se com as encontradas para a
proteina Atmlp (M. acridum), que apresenta 1.053 aa, pl de 5,2 e massa molecular de
114,3 kDa (ZHAO et al., 2006). A trealase dcida (EC 3.2.1.28) apresenta trés dominios
(analisados no InterProScan) caracteristicos das glicosil hidrolases da familia 65 (GH65,
CAZy): GH65 N-terminal (pfam03636), GH65 central catalitico (pfam03632) e GH65 C-
terminal (pfam03633), os quais podem ser observados na Figura 8. O dominio central,
compreendido entre os 410-771 aa, contém o sitio catalitico desta enzima. Acredita-se que
o dominio N-terminal (70-342 aa) pode estar envolvido na atividade catalitica, mas sua
funcdo exata ainda é desconhecida. O dominio C-terminal é menor (778-813 aa) e a sua
funcdo ainda ndo foi determinada nesta classe de enzimas.

A maioria das células fingicas apresentam duas trealases, chamadas de neutra e
acida, baseado no pH em que apresentam atividade 6tima. As trealases neutras sao
intracelulares e as trealases dcidas apresentam peptideo sinal N-terminal e podem ser
secretadas ou ligadas a parede celular (JORGE et al., 1997). Zhao et al. (2006) detectou a
expressdo dos transcritos do gene ATM1 que codifica a trealase dcida de M. acridum na

hemolinfa do gafanhoto Locusta migratoria apés infec¢do. Considera-se a trealose como



| 48

uma potencial fonte nutritiva para os fungos quando estes atingem a hemolinfa apds
penetracdo através da cuticula do inseto.

Este mesmo grupo (XIA et al., 2002) mostrou que M. anisopliae assimila a trealose
do hospedeiro através da secrecdao de hidrolases e absor¢do dos produtos desta hidrélise
utilizando trealose marcada com carbono 14. A enzima Atmlp purificada por este grupo
apresentou atividade especifica para trealose. A temperatura 6tima para a atividade da
enzima foi de 30°C, a mesma temperatura 6tima para a patogénese, € o pH 6timo de 5,5
também se aproxima do pH da hemolinfa de gafanhotos (em torno de 6,0) (ZHAO et al.,
2006).

Um dos objetivos de construir um vetor contendo o promotor € o peptideo sinal da
trealase 4cida € a possibilidade destes elementos promoverem a secrecdo de proteinas
recombinantes. Como foi observado para o gene ortélogo de M. acridum, a trealase acida
Atmlp foi secretada em grandes quantidades em meio de cultivo e houve apenas minima
atividade intracelular ou ligada a superficie do esporo. Este fato diferencia-se de outras
trealases dcidas que foram detectadas ligadas a superficie dos esporos e do micélio ou em
vacuolos (I’ENFERT & FONTAINE, 1997; JORGE et al., 1997, AQUINO et al., 2005),
enquanto a secrecdo em meio € considerada menos frequente. Zhao et al. (2006) sugerem
que esta possa ser uma adaptacdo ao parasitismo, jd que uma forma secretada permitird a
assimilacdo da trealose a partir da hemolinfa do hospedeiro.

Uma das possibilidades de ligacdo a parede celular estd relacionada a modificacao
pos-traducional que adiciona ancoras de GPI as proteinas (ORLEAN & MENON, 2007).
Ap6s andlise da sequéncia predita da trealase acida de M. anisopliae E6 no software Big
Fungal Predictor nao foi encontrada nenhum possivel sitio de ancoramento a GP1. Apesar
de esta predicdo indicar que esta proteina provavelmente ndo apresenta este tipo de
modificacdo, a possibilidade de ligag¢do a parede celular ndo deve ser excluida.

Uma das caracteristicas ja descritas para a as trealases dcidas sdo o seu alto nivel de
glicosilagdo (JORGE et al., 1997; ELBEIN et al, 2003; HE et al., 2009). Foi possivel
encontrar 27 potenciais sitios de glicosilacao (Asn) utilizando a ferramenta ScanPROSITE;
resultado este comparavel aos 30 sitios preditos para Atmlp citados em Zhao et al. (2006).
Estes autores isolaram a trealase dcida como uma glicoproteina com 170 kDa, e apds
deglicosilagdo da mesma, a massa molecular diminuiu para aproximadamente 130 kDa

observado em gel de SDS-PAGE. A modificacdo pds-traducional de proteinas por
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glicosilagdo estd relacionada a proteinas que entram na via de secre¢cdo (WALLIS et al.,

1999). Os sitios de glicosilacdo preditos estdo indicados na Figura 8.

1 EEcgcgegac TN e B S Ee A E R RERE T Iy - tcatocaageggecgtegtage :
1: M R A T intron 1 T R Q L I Q A A V V Aa:
101 :cgcgacccteggtetetgecagegecgtecaggeegeccatggcaaagaccgegtegecaaatgectggegeggtacageggecaggaccgaggecgtaac
16 :. A T L 6 L € 8 A V Q@ A A H G KD RV A KTGCULA AIRTY S G Q DR G R N
pep_sinal 2 27
201 :cgcacaaccgtgtacaagacggactttcccggegtcacctgggatgacgacaactggctectcagecaccacgacgectecgagcaaggcegttatcagtega
49 : R T T V ¥ K T D F P ¢ V T W D D D N W L L 8 T T T L E Q@ G R Y Q s
GH65 N-terminal
301 :gaggctctgttgccaatggctactttggcatcagcgtggccagcgtcggccccttctttgagctcgacgccgaggacgagggcggcgacgtcatcaacgg :
82 :R 6 8 V A N G Y F ¢ I 8 V A 8 V GG P F F E L D A E 6 G D V I N G:
401 :ctggccgctcttctcccggcgtcagtcctttgccaccattgccggtttctggaacgcccagcccgagaccaacggcaccaactttggctggctgctgcag
116 : W P L F 8 R R Q@ 8 F A T I A G F W N A Q P E T N G T NVF G W L L Q
501 :tacggctacgagagcgtcattagcggcgtgectcactggagecggectggtgectcgaccteggcaacggcatcectacctggactccacggtegataacaaga
149 : ¥ ¢ ¥ E 8 V I 8 ¢ V P H W 8 6 L V L D L G N GG I ¥ L D8 T V D N K
601 :ctattagcaactttcgctccacctacgacttcaaggccggagtectecagetggtegtatacgtggtececcgteggecggaaacaatggetectacgacat
182 :T I 8 N F R 8 T ¥ D F K A G V L 8 W 8 ¥ T W 8 P 8 A G N N G 8 Y D I
701 :ccggtacttgatgtttacaaacaagcttcacatcaaccaggcggttgttgatctggagattgtceccegtecggtggatgecaatgecacegttgtecaacgte
216 : R ¥ L. M F T N K L H I N Q A VvV VvV D L E I V P 8 V D A NA T V V N V
801 :cttgatggctattccgecggttegaaccgactttgteccagtetggegaggatgetggegecatetacteggecgtteggeccaccggeategecaatgtga
249 :' L D G ¥ 8 A V R T D F V Q¢ 8 6 E D A G A I ¥ 8 A V RUPT TG I A NV
901 :ctgcatacatttacgccaacatgacgggctccecgacgacgtecgacattggecgecaagactectggtecagecaacaagecctacattegecaagaacgagtette
282 :T A Y I ¥ A NM T G 8 DD VDI G RKTIULV S NZXKUZPZVYIRIKNTNE S 8
1001 :tattgcccaggccgtceccegtcgecattctececgecggecaaggeggtgaggattacaaaatacgtecggecgeggegteccggagatgectttgeegatectegg
316 : I A Q A V P V A F 8 A G K A V R I T K Y V G A A S G DAV FA ATUD PR
1101 :caggtggccaagaatgccgcgtegtecggecttgteccagggettttacaagtetettegttetecacgteccaggagtgggacgacgtecatgecegaccact
349 : Q V A K N A A 8 8 AL 8 Q@ G F ¥ K 8 L R 8 HV Q E WDUD VMP D H
1201 :cggtcgacagctatgctgaccccgacaacggaactctgceccccaagacagectacattatcgactecggetatcatcgeegtggecaacacgtactacctget
382 :¢ v D 8 ¥ A D PDWNGTUL P QD s ¥ I I D s A I I AV A NT Y Y L L
GH65 central
1301 :gcagagtacagtcggaccaaacgcccaaagtctggtcaaggacgcccecgtcaacgtggacagecatecteggteggaggettggtgteggactegtacgece
416 : Q@ 8 T V 6 P N A Q 8 L V K bD A P V N V D 8 I 8 V G G L V 8 D 8 Y A
1401 :ggtctcatcttttgggatgecgacctgtttatgecaaccegggetegtegtgtegecaccececagtetgecgagegaatcaccaactategegtcaacaagt
449 : 6 L I F W D A D L F M Q P G L V V 8 H P Q@ S A E R I TN Y R V N K
1501 :acggccaagccaaggcgaatgcgcagacaagctacaccagctcacagaacaagacggtctttteccaaggacgeggecgecattececctggacgageggteg -
482 :¥Y G Q@ A K A N A Q9 T 8 ¥ T 8 8 Q@ N K T V F 8 K D A A A F P W T S G R:
1601 :ttttggcaactgcaccgccaccggcccecttgetgggactaccagtaccatctgaacggagatattggcatategtttgtcaaccagetegtcgegacggge
516 : F 6 N ¢C T A T G P C WD Y Q ¥ HL NG D I G I 8 F V NQ L V A T G
1701 :gacacgcggtactttaacgagagcctgtttceccagtatacgactccategecaacgetcecttttecaaaccttttggetecgaatggetecatectggacggtga
549 : D T R ¥ F N E 8 L F P V Y D 8 I A T L F 8 N L L A P N G 8 8 W T V
1801 :aaaacatgacggatcccliegigabtttgracteggacccagecattbbtgotogtgtgotaacteatgatggacag acoagtatgcaaaccacgtey
582 :K N M T D P intron 2 D E ¥ A N H V
1901 :acgcaggcggctacacgatgcctcectgattgecgaaacgetgecaaactgeccaacacgttecegggaacagtttggectegagaaaaacgcaacgtgggacte
595 ;D A G G ¥ T M P L I A E T L Q@ T A N T F R E Q F 6 L E KN A T W D 8
2001 :catggccaccaacgtgcttttcctceccgagagaatggegtcacactcgagttcaccaccatgaacgggagtgecgtggtgaagcaggctgacgtgatattyg
629 : M A T N V L F L R E N ¢ V T L E F T T M N G 8 A V V K Q A D V I L
2101 :aacacgtttccgctctectacacaacaaactacaccacccaggagtcecgectcaacgacttggactat]

662 : N T F P L 8 Y T T N ¥ T T @ E 8 L N D L D Y intron 3
2201 : EAECOC ARG C A EA G EEHEEEHEAR T e  EPRIET cgccagacgggccegecatgacgtyggcetictictecatcat tgecaacy
684 intron 3 Y A N K Q 8 P D GG P A MT WA AU FU F S8 I I A N

2301 :acatctcgeccctetggetgetecggectacacctactegecagtactegtacaagecgtacgececgegegeeecttttaccagetetcagagecaactgattga
706 :D I 8 P 8 6 C 8 A Y T ¥ 8 Q ¥ 8 ¥ K P ¥ A R A P F Y Q@ L 8 E Q@ L I D
2401 :caatgccaccatcaacggcggcacccaccceccgegtaccccttectcaccggeccacggeggegecaaccaggtcaacgtatteggetacctegggetgegt
740 : N A T I N 6 6 T H P A Y P F L T G H G 6 A NQ V NV F G Y L G L R
2501 :ctgctccccgacgacgcgettcacatcaaccccaacctgecegecgecagetgtegecacctgegetaccggacettttactggegeggetggeecttegeeg
773 : L. L P D D AL HINUPNIULUPUPOQUL S8 HLURYURTV F Y WR G W P F A

GH65 C-terminal
2601 :cctcgtccaacgcgacgcacacgacggtceggegegegeggecacgteceggecgetececcecteggeggacecgegettegecaacgecaaccatcaccatega
806 :A 8 8 N A T H T T V R R A R H V R P L P S A DPURUVFANATTITTID
2701 :cgecggegecgacggcaacgcecaccgegtaccacctgecegtggacggegeggeegtegtgeccaaccgcaacattggecgecatcaacaccacceecgge
840 : A 6 A D G N A T A Y HL PV D G AAUV YV PNIZ RUNIGI RTINTTP G
2801 :aacctcctgcagtgccggtceccgecgactegececggegeccaceggeccggecagttecececatecggggecgtegacggegecacctegaccaagtggecage
873 : N L L @ C R 8 A D 8 P G A HR P G Q F P I G A V D G AT S TI KW Q
2901 :cgcagtacgccgecaacctcagegecgtgacggtcatgetegegececgacgacgteggegecatggtectecggectgecacttecaactgggeccaggegee
96 :P Q ¥ A A N L 8 AV T VMULAUPDUDV G A MYV 8 G L HFNWA AIOQA AP
3001 :gcccgtcaacgccaccgtcegtetttcacaacgeccaccategecagettegecgacgtggatgtgtecegegeagaagaagggegetgagtacaccgtegtyg
940 : P V N A T V V F H N A T I A S F A DV DV S A Q KK GAUE Y TV V
3101 :acgcacctggcegggegtgecgetgteccaaccectacagegtgecaggegacgaaccttgatgetattgetattecggtgggecaacacgaccaatgtgacte
973 : T H L. A ¢ V P L 8 N P Y 8 V Q A T NL D A I A I PV GNTTNUV T
3201 :ttggccaggctgtgccggecggeteggtatgecgacgetgetgattgtegggaaccaggggectecgggcagagagatgtggatgectaagaatggcacggggge -
1006 :L. ¢ Q@ A V P A A R Y A T L L I V 6 N Q G L 6 Q R D V DA AI KNG T G A:
3301 :tacggtggcggagtgggcgattatcagtgatgacaggaggaagatggatggggaggcggcgccggccaagatgcggcggagcttgacgtggcgcgaggag
1040 : E WA I I 8 D DRI RI KMD A K MRR SL T WU R E E
3401 : gggatgctgatgggtagaccgtatct tttggtgcaggtacgaggtagagaagtgagaggaagacatgaattggatactaga tgctttagatataata
1073 : ¢ M L M G R P Y *

Sitios de glicosilagdo preditos I introns 1 ao 3
Peptideo Sinal predito Dominios da familia GH65

(N-terminal, Central e C-terminal)
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Figura 8. Sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos da trealase acida de M.
anisopliae predita. Os nimeros ao lado das sequéncias representam a posicao
dos nucleotideos e dos aminoédcidos - em negrito. Sequéncia de aminoacidos
referentes ao peptideo sinal predito estd destacada em fundo azul claro. O sitio
de clivagem do peptideo sinal predito estd indicado com uma seta (entre os aa
VQA26-27AH). As trés regides da sequéncia de aminodcidos destacados em
fundo cinza escuro representam os trés dominios da familia GH65 (N-terminal,
Central e C-terminal). As regides da sequéncia de nucleotideos destacados em
fundo cinza escuro representam os trés introns preditos e as regides destacadas
em fonte branca (nos introns 1 e 3) representam as diferencas nas predi¢des dos
sitios aceptores de splicing obtidas pelos softwares FGENESH e Augustus. As
asparaginas (N) dos sitios de glicosilacdo estdo demarcadas com fundo
amarelo. » - cddon de terminagao.
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H4 uma maior disponibilidade de informagdes referentes as trealases neutras, e 0s
dados relacionados a localizagdo, regulacdo e funcdo das trealases 4cidas fungicas sdo
escassos (PARROU et al., 2005). A maior parte das sequéncias de trealases dcidas
disponiveis sdo predi¢des contidas em bancos de dados, enquanto estudos experimentais
que envolvem o isolamento génico, a andlise da regido reguladora e da proteina ainda sdo
pouco numerosos (ELBEIN et al., 2003). A andlise da regido promotora destes genes ¢
pouco estudada, mas ¢é sugerido que a mesma deve apresentar os elementos de repressao
catabdlica por glicose, pois a expressdo desta enzima € baixa durante o crescimento
exponencial de S. cerevisiae e alta durante a fase estaciondria subsequente (NWAKA et al.,
1995). No fungo filamentoso A. nidulans, a trealase 4cida TreA € expressa na etapa de
germinacdo do esporo e decai rapidamente atingindo niveis quase ndo-detectaveis durante
a fase exponencial de crescimento. A atividade dessa enzima também atinge niveis maiores
durante a fase estaciondria de crescimento e durante a diferenciacdo do conidiéforo
(’ENFERT & FONTAINE, 1997).

Em relacdo a regido promotora da trealase 4cida, na andlise realizada na regido
promotora isolada foi possivel detectar alguns dos elementos candnicos presentes em
promotores eucaridticos. A predicdo realizada pela ferramenta FGENESH detectou a
presenca de um potencial TATA-box localizados a 283 nucleotideos a montante do sitio de
inicio da traducdo (Figura 9). A jusante deste sitio TATA-box, e posicionado a 245 nt
montante do ATG, pode ser encontrado um potencial sitio de inicio da transcri¢do (SIT)
contido na sequéncia CCA,;GTC, a qual se assemelha a sequéncia iniciadora (Inr)
conservada Py Py A;; N T/A Py Py (ou T C A,; G/T T T/C) caracteristica de eucariotos
(SMALE & KADONAGA, 2003). Foi detectada também a sequéncia CAAT-box, sitio de
ligacdo ao fator de transcricdo C/EBP (CAATT-box/Enhancer Binding Protein).

Um sitio de inicio da transcricdo (SIT) eucaridtico diferente do anterior foi predito
na regido localizada a 80 nucleotideos a montante do ATG utilizando a ferramenta Neural
Network Promoter Prediction. Este sitio apresenta a sequéncia TCGAAT, sendo G o
nucleotideo +1. A montante deste sitio também se encontra outro potencial TATA-box
predito, contido na sequéncia TATAAA. As duas possibilidades dos sitios candnicos acima
citados estdo demonstradas na Figura 9. Portanto, dados experimentais sao necessarios

para determinar os sitios corretos.
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Além disso, alguns dos sitios de ligacdo a fatores de transcricio que foram
detectados na regido promotora deste gene também estdo demonstrados na Figura 9.
Podem ser detectados trés sitios de ligagdao ao fator CREA (CCCCA/GC), o qual media a
repressao catabdlica por carbono, localizados a 575 nt a montante do SIT na fita senso e a
540 nt e 75 nt a montante do SIT na fita anti-senso. A trealase dcida de A. nidulans
apresenta quatro potenciais elementos CREA em tandem na regiao promotora deste gene
(ENFERT & FONTAINE, 1997). Inimeros outros sitios de transcri¢do foram detectados
nas predi¢Oes realizadas pelas ferramentas TESS (Transcription Element Search System),
JASPAR Database (JASPAR Core Fungi) e AliBaba. No entanto, foram ilustrados na
Figura 9 apenas aqueles mais coerentes com a regiao reguladora em estudo. Todos os
elementos reguladores precisam ser comprovados experimentalmente para que possa ser

determinado o tipo de regulagcdo que ocorre na regiao promotora do gene da trealase 4cida.
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rgattctgagggcgttgatggaccgaaagctagtcttgcacacggccacccatgggeccggttcectttagaattctecggeccataccgagagectgcatcacect
:gtagcaagtgggtaggggtttgagaactacagaagctgcaaggttaatctggtgttggtgcagggtggcgcaaggggcecttgtgccgaacaggcaaacac
:tggcggaacgggagcggctaccgcccaaatggcacgggcgcacgtggtggcagtttcaatgtttcgggtaaaatcagagattgactctataggecccgaat
raggcaccgcgatgcgcccatgtceccggectgttgtttecgtgecgggagtcgggagegtgttcacgtaatgecattgatgecggcaaagtctgtececgtegtecggac
:caggccagacagggtgcagttgagggcctccactattatccatggctgggeccgtgatagageccgagagagggcggatacctagtcagtccatgagtcatg
rgcacggggatgcggtcagtgaccaatggaagttcacgacgcatcgggcacatatcaacttgecctggagagtctggtctgttggectcgagectgggttgggt
tggcgaggtagacgacactaggccatggaactgccatgcgeccggcaggtattccatgacggecttccaggeccggaatcggcagtgggagettceccagagtcetyg
:ctggtggatggaacattgaagccacacgggctaaagctgcatgtggccaaagtcaattccccatactccatactttCCCCGCattatggaatgacgttga

sitio de lig. CREA (-) sitio de lig. CREA (+)

:ggcgggttgGCGGGGTcgeccgatggttctgattagtgacgactggaccgtgacgagacggttggecgatgaagagagggggaaattggagageccgacgagt
:cgactggtgttcatgatgactctgctcatgcCCAATgggcacgtcgtgagecttgatgcgaaatagttgacatgaccttgatggtatacccattgtatgta

CAAT-box

:ctgcgtagcgcaacttggatagcgagggccgcecccatatatttcgcaacattgaaccttgtatttectttttgttettttttttttcattttatcttcaatce
:ccagcacagcttgttgagcaaccgcggcgattgaggctcacgccagacagggtcgtctcectctecgattcageccggaccatcatgacgatgggecgcacgtca
ratggatacctgcagagtgccgttgggtcaaaagccatgtctacaccgtgatgagatttggtcecgecggtttagecacgGTGGGGetgageteccgeggaccggyg

TATA-box FGENESH +1 SIT sitio de 1lig. CREA (-)

: ttgagctttgctccccag-atcagggattcgtccagccacaagacagcta-ggcccgttagagatttgctgcttgggaagctcaatgtccg
:tgctgcttcgeccatcgagtagectccagatgtecgtccacttggtagtecgectgacgggeccgTATAAAcaacatctcgegtactecgecgecggaatacaaatget

SIT2 NNPP TATA-box 2
:gccgagegectgttgecacTCGAATgt tctceccggtggeattgecttgttccattgettttecgtgtagagtgaatcgaccectcgageccegggactegeaac
:mcgcgcgac
M R A T

| 53

Figura 9. Sequéncia de nucleotideos contendo a regiio promotora da trealase acida de M. anisopliae. Os nimeros ao lado
das sequéncias representam a posi¢do dos nucleotideos e dos aminoécidos (em negrito). Sequéncias destacadas com
fundo amarelo representam sitios de ligacdo a fatores de transcricdo preditos por diferentes softwares (conforme
secdo 3.3.9). As sequéncias destacadas em fundo rosa e cinza representam duas possibilidades dos sitios TATA-box
e SIT (sitio de inicio da transcri¢do), preditas pelas ferramentas FGENESH e Neural Network Promoter Prediction

(NNPP), respectivamente.
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Na andlise do alinhamento resultante entre as trealases dcidas de M. anisopliae e de
outros fungos filamentosos pode-se perceber a presenga de regides conservadas ao longo
de toda sequéncia, principalmente na regido central das mesmas, enquanto as regioes
amino- e carboxi- terminal sdo mais divergentes. Os trés dominios da familia 65 das
glicosil hidrolases estdo contidos nas regides de alta conservacdo. Os aminodcidos
responsaveis pela atividade catalitica destas enzimas ainda nao foram descritos, no entanto,
¢ provdvel que eles estejam contidos nas regides altamente conservadas presentes no
dominio central catalitico (Figura 10).

A trealase dcida de M. anisopliae apresentou niveis de identidade elevados com as
outras trealases os quais variam entre 53% e 61%. A proteina de A. terreus apresentou a
menor identidade com M. anisopliae (53%), seguido de U. reesii (54%), A. niger (56%), A.
nidulans, A. flavus, A. oryzae (59%), F. oxysporum (60%), sendo que A. fumigatus, A.
fischeri e A. clavatus apresentaram maior identidade (61%). Ainda, os niveis de
similaridade entre as sequéncias protéicas variaram entre 66% e 75%. O resultado deste
alinhamento entre trealases &cidas indica que a sequéncia isolada neste trabalho
corresponde a trealase dcida de M. anisopliae E6. Tanto a presenca dos trés motivos GH65

preditos quanto a alta identidade com outras trealases suportam esta conclusao.
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Figura 10. Comparacao entre sequéncia de aminoacidos de trealases acidas de fungos. Alinhamento realizado no programa
GeneDoc utilizando as sequéncias protéicas de fungos filamentosos extraidas do banco de dados do BROAD Institute
e a sequéncia predita de.M. anisopliae E6 (TreaAcMaE6). O nome das sequéncias compreende uma abreviatura do
organismo e o nimero de acesso do banco de dados. ANID — Aspergillus nidulans, ATEG — A. terreus, AFL2G — A.
flavus, Afudg — A. fumigatus, NFIA — A. fischeri, ACLA — A. clavatus, AO — A. oryzae, ANIR — A. niger, UREG —
Uncinocarpus reesii, FOXG — Fusarium oxysporum. Os nimeros ao lado das sequéncias representam a posicao dos
aminodcidos nas proteinas preditas. As regides em fundo preto indicam identidade entre os aminodcidos em
determinada posicao (100% de conservacao dos residuos). As regides em fundo cinza escuro indicam regides com no
minimo 80% de conservacdo e as regioes em fundo cinza claro indicam regides com no minio 60% de conservacao
entre os residuos de aminodacidos. O inicio (>) e o término (<) dos dominios GH65 N-terminal, Central e C-terminal
estdo indicados embaixo do alinhamento.
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A proxima etapa na construcdo de uma linhagem de M. anisopliae que expresse
uma toxina recombinante envolverd a construcdo de vetores que contém a regido
promotora (PTrea) e o peptideo sinal (PS) presentes no gene da trealase 4cida. Estd em
andamento a construcdo dos vetores PTreaPS::JAB::BAR e PTreaPS::GFP::BAR.
Primeiramente, serd realizada a construcdo que avalia a expressao de GFP governado por
este promotor para estudos de regulacdo. Estas constru¢des permitirdo a expressido de
toxinas fusionadas a um peptideo sinal de exportacdo celular e sob regulacdo do promotor
da trealase 4cida, o qual € induzido por trealose, o principal acucar presente na hemolinfa

de insetos.

3.5. PERSPECTIVAS

— Realizar a constru¢do de vetores para permitir a expressdo de proteinas de interesse
sob regulacdo do promotor e do peptideo sinal contidos no gene da trealase dcida de

M. anisopliae.

— Reavaliar a expressdo do peptideo Jaburetox-2Ec nas linhagens transformantes de M.
anisopliae por Western blot sem utilizar tratamentos que possam estar levando a

formacao de agregados (liofilizacao, refrigeracdo ou congelamento da amostra).

— Caso a expressdo do peptideo Jaburetox-2Ec em M. anisopliae ndo forme agregados,

realizar bioensaios contra hospedeiros a serem determinados.

— Como alternativa, utilizar a toxina da aranha Brachypelma ruhnaui, cedida pelo Prof.
Bergman Morais Ribeiro do Laboratério de Microscopia Eletronica e Virologia

(UnB).
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4. CAPITULO 2

Avaliacao em Escala Gendmica das Quitinases de Metarhizium anisopliae.

4.1. INTRODUCAO

4.1.1. Quitinases de Fungos:

A quitina (CsH;30sN)n € um homopolimero linear composto de unidades de N-
acetilglicosamina, ligadas por ligagdes B-1-4, arranjada em microfibrilas de configuracao
antiparalela (o), paralela () ou mista (y) (DAHIYA et al., 2005). As N-acetilglicosaminas
sao monossacarideos derivados da glicose que contém um grupo acetamido ligado ao
carbono 2. A quitina € o principal componente da parede celular dos fungos e esta presente
também no exoesqueleto dos artrépodes (principalmente insetos e crusticeos), onde
confere defesa mecinica e suporte corporal. E uma fonte renovavel abundante, podendo ser
extraida também de derivados marinhos, os quais podem ser processados e utilizados em
produtos comerciais (ADAMS, 2004: DUO-CHUAN, 2006). A hidrdlise enzimética
completa da quitina a N-acetilglicosamina livre € realizada por um sistema quitinolitico, o
qual atua de maneira sinergistica e consecutiva (PATIL et al., 2000).

As quitinases (E.C. 3.2.1.14) s@o enzimas que hidrolisam as ligagdes p-1-4
existentes entre as subunidades de N-acetilglicosaminas. Elas sdo divididas em duas
classes principais, as endoquitinases e as exoquitinases. As endoquitinases clivam a quitina
em sitios aleatdrios no interior do polimero liberando quito-oligossacarideos (quitotetraose,
quitotriose). As exoquitinases podem clivar a quitina a partir da sua extremidade nao-
redutora, liberando dimeros de N-acetilglicosamina (GIcNAc), (DUO-CHUAN, 2006;
VAN AALTEN et al., 2001). J4 foram descritas também as endo-exoquitinases, que
possuem as duas atividades (DA SILVA et al., 2005). Ambas as classes de quitinases sao
distintas das N-acetilglicosaminidases (E.C. 3.2.1.52) que atuam primordialmente sobre os
produtos da acdo das quitinases, € o0s convertem em monossacarideos, as N-

acetilglicosaminas. No entanto, as N-acetilglicosaminidases também s@o capazes de liberar
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residuos de N-acetilglicosamina a partir da extremidade ndo redutora da quitina, mas com
menor afinidade do que pelo dimero de diacetilquitobiose (GIcNAc),, e por isso sdo
classificadas por alguns autores também como exoquitinases (DUO-CHUAN, 2006; ). De
acordo com a classificagdo do banco de dados CAZy (Carbohydrate Active Enzymes
database) as N-acetilglicosaminidases pertencem a familia 20 das glicosil hidrolases.

As quitinases foram classificadas em duas familias, as familias 18 e 19 das glicosil
hidrolases com base na conservacio das sequéncias de aminodcidos, na presenca de varios
motivos conservados e na estrutura de proteinas (HENRISSAT, 1991). A familia 18 ¢é
amplamente distribuida em representantes de todos os reinos, incluindo virus, bactérias,
plantas, fungos e animais (PERRAKIS et al., 1994; HAWTIN et al, 1995;
TERWISSCHA et al., 1996; SAITO et al., 1999; HOLHS et al., 2000). As quitinases da
familia 19 s3o encontradas na sua maioria em plantas (TRUONG et al., 2003), mas hd
relatos de quitinases da familia 19 presentes também em bactérias (OHNO et al., 1996;
UEDA et al., 2003), virus (HONDA et al., 2008) e nematéides (The C. elegans
Sequencing Consortium et al., 1998; GENG et al., 2002).

Estas duas familias ndo compartilham similaridade de sequéncia e apresentam
diferentes estruturas tridimensionais: a familia 18 tem um dominio catalitico em forma de
barril (o/P)s, enquanto a familia 19 apresenta uma estrutura bilobada e ¢
predominantemente composta de o-hélices. Elas também diferem no seu mecanismo
enzimatico: as quitinases da familia 18 possuem um mecanismo de retengdo, o qual resulta
em quito-oligossacarideos com configuracdo B-anomérica, enquanto as quitinases da
familia 19 tém um mecanismo de inversdo e consequentemente seus produtos sdo O-
andmeros (DAVIES & HENRISSAT, 1995). Outra diferenca é a sensibilidade a
alosamidina, a qual inibe apenas as quitinases da familia 18 (SAKUDA et al., 1986).

Todas as quitinases de fungos descritas até entdo pertencem a familia 18 das
glicosil hidrolases. A composi¢ao de dominios encontrados nas quitinases foi utilizada para
classifica-las em subgrupos. Os subgrupos A, B e C foram utilizados para separar as 18
quitinases encontradas através de andlise gendmica de Hypocrea jecorina (anamorfo:
Trichoderma reesei) (SEIDL et al., 2005 e 2008). Dentre os diferentes dominios ja
detectados nas quitinases estdo: dominio catalitico e caracteristico das quitinases da familia

18 (GH18); uma regiao rica em residuos de serina/treonina; dominio de ligacdo a quitina
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(ChBD); dominio de ligacdo a celulose (CBD), dominios LysM e regidao N-terminal
contendo peptideo sinal.

As quitinases dos subgrupos A e B compreendem todas as quitinases fungicas ja
estudadas. O subgrupo C € um grupo novo, contendo quitinases de alta massa molecular,
que possuem dominios LysM e que ainda ndo foram isoladas e caracterizadas (SEIDL et
al., 2005).

Em concordancia com a sua ampla distribuicdo, as quitinases assumem fungdes
diversas nos organismos em que estdo presentes. Nos insetos as quitinases participam da
renovacao da cuticula, auxiliando na dissolucdo e substituicao da carapaga quitinosa antiga
(MERZENDORFER & ZIMOCH, 2003). Nos humanos, as quitinases parecem estar
relacionadas a patologia da asma e também atuar na defesa contra patdgenos flingicos e em
outros vertebrados as quitinases estdo presentes no trato digestivo (ZHU et al., 2004;
KRYKBAEYV et al., 2010). As quitinases de plantas sao grupos bem caracterizados e
atuam na defesa contra fungos fitopatogé€nicos, resposta a estresse e desenvolvimento
(KASPRZEWSKA, 2003).

Algumas das funcdes potenciais ja sugeridas para as quitinases de fungos incluem:
(i) a degradacdo da quitina exdgena (presente em fragmentos de hifas autolizadas e no
exoesqueleto dos artrépodes mortos) para uso como fonte de nutriente, (ii) remodelamento
da parede celular durante o ciclo de vida do fungo (crescimento das hifas, ramificacdes,
fusdo de hifas e autdlise) e (iii) competicao e defesa contra outros fungos ou artrépodes no
habitat, e a participacdo das quitinases como fatores de viruléncia em fungos mico e
entomopatogénicos (SEIDL, 2008; BOLDO et al., 2009). Apesar do nimero de quitinases
ja isoladas ou descritas em fungos leveduriformes e filamentosos ser amplo (DUO-
CHUAN, 2006), estudos envolvendo a descricdo exata da fun¢do dessas quitinases ainda
sao escassos. Poucos trabalhos observaram alteragdes fenotipicas em mutantes deletados
para quitinases. Muitos dos estudos que tem por objetivo analisar a fun¢do dos genes de
quitinases descrevem alteracdes nos niveis de transcritos ou na atividade de quitinases
secretadas frente a cultivos com diferentes condi¢des, como por exemplo, em diferentes
fontes de carbono (quitina coloidal, glicose, N-acetilglicosamina, entre outras) ou que
mimetizam infec¢do (carapaga ou hemolinfa de insetos, parede celular de outros fungos).

Alguns dos genes de quitinases estudados estdo descritos a seguir.
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A ampla diversidade de tipos celulares apresentada pelos fungos durante o seu ciclo
de vida requer a atuacdo combinada de enzimas que promovam o remodelamento
adequando da parede celular. Em leveduras, o estudo dos genes que codificam quitinases
demonstrou que estas enzimas estdo envolvidas em alteragdes morfoldgicas, j4 que
mutantes para os genes de quitinase apresentaram estruturas anormais. A quitinases CTS1
de Saccharomyces cerevisiae esta envolvida na separacdo celular das células mae e filha
apo6s divisdo e na esporulacio (KURANDA & ROBBINS, 1991). As quitinases CHT2 e
CHT3 de Candida albicans e KlCtspl de Kluyveromyces lactis também apresentam
defeitos na separacao celular em mutantes para os respectivos genes (McCREATH et al.,
1996; DUNKLER et al., 2005; COLUSSI et al., 2005).

As quitinases sdo produzidas durante todos os estdgios de crescimento ativo dos
fungos; durante a germinacdo dos esporos, no crescimento exponencial e no
desenvolvimento do micélio (GOODAY et al., 1992). As paredes cilindricas das hifas, ao
contrério do seu dpice, sdo estruturas rigidas. As microfibrilas de quitina sdo maiores, mais
cristalinas e apresentam ligagdes cruzadas (covalentes e ndo-covalentes) com outros
componentes da parede celular (B-glicanas). A parede apical € pléstica, formada por
polimeros que ainda nao apresentam ligagdes cruzadas entre si, € que se torna
progressivamente rigida pelas ligagdes entre seus polimeros (WESSELS, 1993). Tanto o
local da germinagdo do esporo quanto os sitios de uma nova ramificacdo nas paredes
rigidas das hifas precisam ser “fragilizados” para permitir a forma¢dao de um novo apice, e
as enzimas liticas sdo componentes 6bvios neste processo. A formacdo de ramificagcdes
estd associada com o acimulo localizado de hidrolases, como as quitinases, glicanases e
transglicosilases. A quitinase ChiA de A. nidulans é uma proteina ancorada a GPI,
glicosilada e estd localizada nos sitios de germinacdo do conidio, nas regides de
ramificacoes das hifas, nos septos e também no dpice das hifas. Desta maneira, esta
proteina pode ser responsavel pelo remodelamento da parede celular quitinosa rigida para
uma estrutura mais frouxa nos sitios de germinacdo do conidio e nas regides de
ramificacdo das hifas (YAMAZAKI et al., 2008).

Foi demonstrado que a quitinase ChiB de A. nidulans estd envolvida na autdlise
deste fungo. A autdlise pode ser descrita como um processo natural de auto-degradacao das
células (SHIN et al., 2009). Este processo € observado em fungos filamentosos em estiagios

avancados de cultivo, quando pode ser observado um aumento substancial na atividade de
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enzimas liticas, principalmente carbohidrolases. A delecio do gene ChiB causou uma
menor eficiéncia na lise das hifas em estdgios avancados de cultivo. A proteina ChiB foi
altamente induzida em condi¢do de privacdo de fontes de carbono (YAMAZAKI et al.,
2006). Em mutantes AfIbA (caracterizados por intensa autdlise) a delecao do gene chiB
(gerando o mutante duplo AflbAAchiB) resultou em auséncia de sinais de autdlise em
cultivo de A. nidulans submerso por até 8h. Em cultivos de placas com exposi¢do ao ar, o
mutante duplo apresentou autélise apenas parcial, ao contrdrio da intensa autdlise
observada no mutante Unico para fIbA (SHIN et al., 2009).

Inimeras quitinases de fungos micopatégenos foram caracterizadas e atuam na
degradacdo da parede celular de fungos fitopatégenos. Em diferentes espécies de
micopatdgenos do género Trichoderma, ja foram caracterizadas quitinases que atuam sobre
a parede celular de outros fungos. Carsolio et al. (1994) observou que a expressdo do gene
ech42 de T. harzianum foi fortemente aumentada durante interagdo com fungo
fitopatogénico in vitro. A expressdao do gene ech30, em T. atroviride, foi induzida na
presenca de B. cinerea em ensaios de confronto em placas (KLEMSDAL et al., 2006).
Além disso, transcritos dos genes chil8-10 e chil8-13 foram altamente expressos em 7.
atroviridis quando cultivados com parede celular e em ensaios de confronto com o
fitopatdégeno Rhizoctonia solani (SEIDL, 2005).

Além da quitinase de Trichoderma, aquela codificada pelo gene chi46 de
Chaetomium globosum apresentou atividade contra fragmentos da parede celular em
ensaios de confronto contra oomycetos. Este gene apresentou altos niveis de transcritos
expressos (um aumento de 306,5 vezes) apds tratamento com partes da parede celular de
Sclerotinia sclerotiorum (LIU et al., 2008). Da mesma forma, o gene da endoquitinase
sechi44 de Stachybotrys elegans foi induzido por fragmentos da parede celular de R.
solani. Transcritos deste gene demonstraram um aumento de 500 vezes no seu nivel de
expressao apos 48 do tratamento (MORISSETTE et al., 2006).

Em relacdo aos entomopatdgenos, foram estudadas quitinases de B. bassiana,
Nomuraea rileyi (WATTANALALI et al., 2004), e Paecilomyces javanicus (CHEN et al.,
2007), além daquelas de M. anisopliae. O gene Bbchitl de B. bassiana foi superexpresso e
as linhagens resultantes apresentaram maior viruléncia em bioensaios contra afideos
adultos (Myzus persicae) (FANG et al., 2004). Utilizando este mesmo gene, Fan et al.

(2007), construiram e superexpressaram em B. bassiana uma quitinase recombinante
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contendo um dominio de ligacdo a quitina pertencente ao inseto Bombix mori. Essa
quitinase recombinante apresentou nao somente propriedades cinéticas de hidrélise de
quitina aumentadas como também maior viruléncia em compara¢do com a quitinase nativa
expressa constitutivamente. Em K. lactis, uma das trés subunidades de uma toxina killer
apresenta atividade de quitinase (BUTLER et al., 1991).

Os fungos apresentam entre 10 e 25 quitinases diferentes, e apenas o aumento do
nimero de projetos de sequenciamento dos genomas destes organismos nos ultimos anos
possibilitou a descoberta desta grande diversidade de quitinases (SEIDL, 2008). A maioria
das quitinases nestes organismos ainda nao foi estudada isoladamente. Muitas quitinases
putativas ainda precisam ter sua fun¢ao determinada. Como pode ser observado na tabela a
seguir, andlises genOmicas revelaram a presenca de védrias ORFS codificando putativas

quitinases em fungos.

Tabela 4. Numero de quitinases preditas nos genomas de fungos.

No. de quitinases

Organismo putativas Referéncia
Saccharomyces cerevisiae 2 BROAD Institute
Chaetomium globosum 15 LIU et al., 2008
Cryptococcus neoformans var. gattii R265 4 BROAD Institute
C. neoformans var. grubii H99 4 BROAD Institute
Paracoccidioides brasiliensis Pb01 e 18 5 BROAD Institute
Histoplasma capsulatum NAm1 10 BROAD Institute
Hypocrea jecorina 18 SEIDL et al., 2005
Aspergillus nidulans FGSC4 19 BROAD Institute
Aspergillus fumigatus 18 BROAD Institute
Fusarium oxysporum 25 BROAD Institute

Magnaporthe grisea 15 BROAD Institute
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4.1.2. Quitinases de M. anisopliae

A primeira quitinase de M. anisopliae E6 estudada foi purificada a partir de cultivos
contendo quitina como tUnica fonte de carbono. Esta quitinase extracelular foi caracterizada
como uma endo-exo-quitinase, apresentou uma massa molecular de aproximadamente 30
kDa e foi nomeada CHIT30 (PINTO et al., 1997). O primeiro gene correspondente a uma
quitinase de M. anisopliae foi isolado e estudado por BOGO et al. (1998) e nomeado chitl.
Em sequéncia, outras quitinases de M. anisopliae foram identificadas em gel de atividade
contendo glicol quitina (zimogramas), onde foram detectadas seis diferentes bandas
oriundas de sobrenadantes cultivados sob condi¢des que mimetizam o processo de infeccao
(DA SILVA et al., 2005). Pelo menos duas quitinases de M. anisopliae foram detectadas
ligadas a parede celular deste fungo, além da atividade quitinolitica existente no
sobrenadante de cultivo deste organismo (de MORAES et al., 2003; BARRETO et al.,
2004).

Além do gene chitl, outros dois genes que codificam quitinases em M. anisopliae
E6 foram isolados e caracterizados. Baratto et al. (2006) isolaram e caracterizaram o gene
chi2, além de detectar transcritos deste gene presentes em cultivos contendo quitina, N-
acetilglicosamina e cuticula de carrapato. O gene chi3 que codifica a quitinase CHIT30 foi
isolado e a endo-exo-quitinase correspondente foi identificada em condicdes de infecc¢ao
na cuticula do carrapato R. microplus por andlises imunocitoquimicas. Assim como a
quitinase CHI2, a quitinase CHIT30 € detectada em cultivos com as condi¢des indutoras:
quitina, cuticula de carrapato e baixas concentracdes de N-acetilglicosamina. Ao contrério,
cultivos em glicose e altas concentracdes de N-acetilglicosamina ndo apresentaram niveis
detectaveis da quitinase CHIT30 (DA SILVA et al., 2005).

Com o objetivo de compreender melhor a fun¢do das quitinases em M. anisopliae,
alguns mutantes para estes genes foram construidos. Em 2009, Boldo ef al. demonstraram
que linhagens que superexpressaram o gene chi2 foram mais virulentas em comparagio ao
tipo selvagem frente ao hospedeiro D. peruvianus e, de maneira oposta, mutantes para o
gene que codifica a quitinase CHI2 apresentaram viruléncia reduzida, o que confirma a
importancia desta proteina no processo de infeccdo. Além desta, a delecdo da endo-exo-

quitinase, coficada pelo gene chi3, demonstrou uma menor viruléncia em bioensaios contra
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D. peruvianus (STAATS, 2007). J4 a superexpressdo de chi3 foi letal para o fungo. Os
mutantes para estes genes nao apresentaram nenhuma alteragdo morfolégica observavel.

Através do estudo de outras linhagens de M. anisopliae, St. Leger e colaboradores
também detectaram atividade de quitinase em sobrenadante de cultura contendo cuticula de
gafanhoto (ST. LEGER et al., 1987). Em 1991, este grupo purificou duas quitinases, uma
endoquitinase de 33 kDa e uma quitobiosidade de 110 kDa a partir de meios contendo
quitina como unica fonte de carbono. Apds andlise de géis de atividade de quitinase
contendo glicol quitina, foi sugerido a presenca de 20 isoenzimas de quitinases na
linhagem M. anisopliae 324 (ST. LEGER et al., 1993).

Em andlises gendmicas de fungos filamentosos relacionados foram encontrados até
18 ORFs presentes que codificariam putativas quitinases, o que amplia a possibilidade de
ainda existirem outros genes que codificam para quitinases em M. anisopliae ainda nao
isolados e estudados (DUO-CHUAN, 2006; SEIDL, 2008). Com base nestes trabalhos, €
de se supor que M. anisopliae também apresente um nimero maior do que o ja descrito em
trabalhos anteriores.

Outro fator que acrescenta diversidade ao nimero de quitinases s30 0s mecanismos
de regulacdo pés-transcricional. Foi observada a presenga de dois transcritos oriundos do
mesmo gene de quitinase, o gene chi2. A diferenca entre as duas espécies de transcrito esta
relacionada a reten¢do do segundo intron contido neste gene. Este intron apresenta um
cddon de terminacdo ao seu final, e quando o mesmo ndo € excisado, ocorre a producdo de
uma proteina diferente que nao contém o terceiro €xon. As duas proteinas diferentes foram
identificadas por espectrometria de massas (BOLDO et al., 2010). A presenca de duas
bandas em anélises de transcritos de quitinases também j4 havia sido detectada para os
genes chil8-3 e chil8-13 no trabalho de Seidl et al. (2005). Além do aumento do nimero
de quitinases presentes em fungos, eventos como splicing alternativo contribuem para a

complexidade do complexo quitinolitico.
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4.2. OBJETIVOS

Descrever as quitinases de M. anisopliae por andlise gendmica in silico e

caracterizar as proteinas.

4.3. MATERIAIS E METODOS

4.3.1. Biomineragdo por Quitinases no Genoma de M. anisopliae

O pirosequenciamento do genoma de M. anisopliae linhagem E6, foi realizado pelo
Laboratério Nacional de Computagao Cientifica (LNCC), apresentando uma cobertura de
23X. A biomineragdo pelas quitinases foi realizada com base em contigs dos rascunhos até
entdo disponiveis, jd que a anotacdo ainda estd em andamento.

A biomineracdo das quitinases no genoma de M. anisopliae E6 foi realizada
utilizando as sequéncias selecionadas de quitinases de fungos filamentosos e de leveduras.
Os organismos e as linhagens utilizadas foram: H. jecorina (T. reesei), Magnaporthe
grisea 70-15, A. fumigatus Af293, A. nidulans FGSC A4, Fusarium oxyporum,
Cryptococcus neoformans var. grubii H99, C. gattii R265, Histoplasma capsulatum
NAmle Paracoccidioides brasiliensis PbO1 e Pb18. As sequéncias protéicas das quitinases
destes organismos foram extraidas dos bancos de dados do NCBI e BROAD [nstitute
(http://www.broadinstitute.org/). Primeiramente, as sequéncias de aminodcidos das
quitinases de H. jecorina foram utilizadas para identificar as quitinases dos
microrganismos previamente citados. Apds, a sequéncia de cada quitinase identificada foi
utilizada para encontrar os contigs de M. anisopliae que possuiam similaridade com as
mesmas através da aplicacdo do algoritmo tBLASTn no software BioEdit (HALL, 1999).
Os contigs que apresentaram sequéncias similares a das quitinases foram analisados para
verificar a presenga do dominio de quitinases da familia GH18. A mesma metodologia de
busca foi realizada também com 245 sequéncias de quitinases (EC 3.2.1.14) extraidas do
banco de dados SwissProt, e também com a sequéncia candnica DxxDxDxE. As buscas
foram realizadas de acordo com o diagrama representado na Figura 11 até a obtencdo de

redundancia dos resultados.
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Para verificar a possivel presenca de quitinases da familia 19 das glicosil
hidrolases, a sequéncia de aminodcidos de Pringlea antiscorbutica (no. Acesso NCBI:
AAP94636) e de Arabidopsis thaliana (NP_188317) foram utilizadas em buscas no

genoma de M. anisopliae E6 através da ferramenta tBLLASTn no programa BioEdit.

4.3.2 Andlise das Sequéncias de Quitinases Obtidas

A validagdo da busca por quitinases foi efetuada por comparagdes das sequéncias
preditas obtidas dos contigs com bancos de dados publicos. Para classificar a proteina
predita como quitinase, a mesma deveria apresentar as seguintes caracteristicas: (i) conter
o dominio caracteristico das glicosil hidrolases da familia 18 - GH18; (ii) conter as duas
sequéncias frequentemente detectadas S/AxGG e DxxDxDxE e (iii) apresentar outros
dominios caracteristicos, como dominios de ligacdo a quitina (ChBD), dominio de ligacdo
a celulose (CBD) e dominios LysM. Os dominios conservados foram analisados com a
ferramenta InterProScan (ZDOBNOV & APWEILER, 2001, http://www.ebi.ac.uk/Tools/
InterProScan/) e o banco de dados de dominios conservados CDD (MARCHLER-BAUER
et al., 2009) do NCBI. Sempre que as regides N-terminal e C-terminal de uma provavel
quitinase ndo eram bem determinadas, uma predicdo da ORF era realizada pela utilizacao
do software FGENESH 2.6 (SALAMOV & SOLOVYEYV, 2000; http://linux 1.softberry.
com/berry.phtml).

Também foi realizada uma identificagao de possivel sitio de clivagem de peptideo-
sinal para exportacdo e/ou sitio de ligacdo a GPI para cada proteina predita utilizando as
ferramentas SignalP 3.0 (EMANUELSSON et al., 2007; http://www.cbs.dtu.dk/services/Si
gnalP/) e Big-PI Fungal Predictor (EISENHABER et al., 2004; http://mendel.imp.ac.at/gpi/
fungi_server.html). O ponto isoelétrico e a massa molecular preditos das quitinases foram
obtidos pela utilizagdo do software Compute pI/Mw tool (BJELLQVIST et al., 1993 e
1994; http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html).

4.3.3 Andlises Filogenéticas das Quitinases

As sequéncias protéicas das quitinases analisadas foram primeiramente alinhadas
utilizando o programa ClustalX 2.0 (LARKIN et al., 2007). Para alinhar as sequéncias de

aminodcidos de M. anisopliae e de H. jecorina foi selecionada a matriz de substituicao
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BLOSUM30, com valores de abertura de gap de 9,0 e extensao de gap de 0,5, sendo que as
outras condi¢des permaneceram com a selecdo padrio (default) do programa. As
sequéncias de aminodcidos das quitinases corresponderam as proteinas maduras (foram
excluidos os potencias peptideos sinal). Seguiu-se a construcio de drvores filogenéticas no
programa MEGA 4.1 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, TAMURA et al., 2007),
utilizando o algoritmo de distancia Neighbour Joining (SAITOU & NEI, 1987). A
estabilidade das ramificacOes foi avaliada por rearranjos de 1.000 bootstraps. A barra
adicionada nas drvores filogenéticas obtidas indica a distancia genética, sendo proporcional

ao numero de substituicdes de aminodcidos.

4.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1. Biomineragdo por Quitinases no Genoma de M. anisopliae

Os primeiros dados gerados a partir do sequenciamento do genoma de M.
anisopliae resultaram em dois rascunhos sequenciais, os quais possuem 5.262 e 895
contigs respectivamente. Deste total, as sequéncias de quitinases de M. anisopliae estavam
presentes em 25 contigs diferentes. A primeira varredura contra os contigs de M.
anisopliae, utilizando as 18 sequéncias de H. jecorina, foi suficiente para localizar os 25
contigs. As outras 105 sequéncias de quitinases dos outros nove fungos (secdo 4.3.1)
resultaram em alinhamentos com os mesmos contigs previamente localizados na primeira
varredura, o que demonstra a eficicia da metodologia de busca utilizada. Além disso, as
245 sequéncias de quitinases extraidas do banco de dados SwissProt e utilizadas nas buscas
também alinharam com os 25 contigs. Inimeros outros contigs apresentam niveis de
similaridade com as proteinas utilizadas nas buscas, no entanto, apenas estes 25 possuem o
dominio das glicosil hidrolases da familia 18, considerado imprescindivel para a
caracterizacdo das quitinases. A redundancia apresentada pela utilizacdo de 368 quitinases
(18 + 105 + 245) nas buscas aumenta a credibilidade dos resultados obtidos (Figura 11).

Analisando os 25 contigs, foram identificadas 23 ORFs de quitinases putativas,

incluindo os trés genes (chitl, chi2 e chi3) ja isolados em trabalhos anteriores realizados
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pelo nosso grupo (BOGO et al., 1998; DA SILVA et al., 2005; BARATTO et al., 2006).
Foi possivel identificar o dominio da familia 18 das glicosil hidrolases (GH18) em todos os

genes preditos, através da ferramenta InterProScan.
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Figura 11. Diagrama légico da biomineracao de quitinases no genoma de M. anisopliae. As quitinases de cada organismo representado
foram identificadas utilizando as 18 sequéncias oriundas de H. jecorina. Todas as sequéncias resultantes obtidas foram
utilizadas nas buscas por quitinases no genoma de M. anisopliae até a redundancia dos resultados. As caixas azuis superiores
indicam o ndmero de quitinases preditas para M. anisopliae pertencentes a cada subgrupo conforme Seidl ez al. (2005). As
caixas azuis inferiores representam a redundancia de contigs obtida nas buscas realizadas utilizando-se as quitinases contidas
no banco de dados SwissProt ou o dominio conservado DxxDxDxE. As caixas verdes na extremidade direita da figura
representam quantos contigs de um total de 25 foram encontrados utilizando as quitinases dos nove fungos demonstrados.
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Os dois contigs restantes apresentam o dominio GHI18 além de outras
caracteristicas de quitinases, no entanto, a sequéncia da proteina predita apresenta varios
codons de parada contidos no interior de regides codificadoras importantes. Existe a
possibilida de que estas sequéncias sejam pseudogenes. Alinhamentos destas sequéncias
com as outras 23 indicam que as duas seriam pertencentes ao subgrupo C.

Na tentativa de verificar a presenca de quitinases da familia 19 das glicosil
hidrolases, duas sequéncias de aminodcidos desta familia, oriundas de plantas, Pringlea
antiscorbutica (no. acesso AAP94636) e Arabidopsis thaliana (NP_188317) foram
utilizadas em buscas no genoma de M. anisopliae. Através desta metodologia ndo foi
possivel detectar similaridade entre as sequéncias contidas nos contigs do bando de dados
de M. anisopliae e as sequéncias das quitinases GH19. Desta forma, acredita-se que, assim
como outros fungos filamentosos (SEIDL et al., 2005; LIU et al., 2008), M. anisopliae nao

apresenta quitinases pertencentes a familia GH19.

4.4.2. Classificacdo das Quitinases

Com base na classificagdo de Seidl et al. (2005) as 23 quitinases preditas de M.
anisopliae foram agrupadas nos subgrupos A, B e C. A categorizacdo das quitinases de M.
anisopliae foi obtida tanto pela deteccdo dos dominios presentes em cada uma das
sequéncias quanto pelo alinhamento com as quitinases de H. jecorina. Das 23 quitinases,
nove agruparam-se com as quitinases do sugbrupo A, sete agruparam-se ao subgrupo B e
quatro agruparam-se ao subgrupo C (Figura 12). Além disso, trés quitinases de M.
anisopliae permaneceram em uma ramificacdo separada dos subgrupos jad conhecidos e
agruparam-se com a quitinase chil8-15 de H. jecorina, a qual ndo é acrescentada nas
andlises filogenéticas de Seidl er al. (2005) devido a sua discrepancia com todas as outras.
Essas trés quitinases diferenciam-se por ndo apresentarem introns. E possivel que este
grupo de quitinase forme um quarto e novo subgrupo, chamado entdo de subgrupo “D”,
seguindo a logica da classificagio em subgrupos. Propomos, entdo, uma nova
nomenclatura para diferenciar os genes e proteinas do complexo quitinolitico de M.
anisopliae, classificando-os a partir dos subgrupos determinados por Seidl et al., (2005)

em ChiMaAs (ChiMaAl a ChiMaA9), ChiMaBs (ChiMaB1 a ChiMaB7), ChiMaCs
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(ChiMaCl a ChiMaC4) e ChiMaDs (ChiMaD1 a ChiMaD3), diferentemente da
nomenclatura baseada no grupo funcional GH18 e no tamanho molecular da proteina (ex.
chil8-1, chil8-2, etc...).

Ao analisar os dominios GHI18 obtidos pelo Banco de Dados de Dominios
Conservados do NCBI (CDD), pode-se perceber que existem diferentes tipos derivados
deste dominio catalogados por este banco de dados. As 23 quitinases de M. anisopliae
preditas apresentaram maior similaridade com alguns destes dominios, sendo eles:
“GH18_chitinase”, “GH18_chitolectin_chitotriosidase”, “GH18_hevamine_Xipl_classIII
”, “ GH18_zymocin_alpha”, “GH18_chitinase_D-like” e “GH18_CTS3_chitinase”. Todos
estes dominios pertencem a superfamilia “GH18_chitinase-like”, juntamente com outros
tipos ndo citados aqui. Observando estes tipos de dominios GHI18 encontrados nas
quitinases de M. anisopliae preditas, percebe-se que eles coincidem com quitinases de um
mesmo subgrupo. Estes dominios representam aqueles com maior valor de escore obtido
para cada quitinase. As quitinases do subgrupo A apresentam maior similaridade com os
dominios “GHI18_chitinase”, “GH18_chitolectin_chitotriosidase”; todas as quitinases do
subgrupo B apresentam maior similaridade com “GH18_hevamine_Xipl_classIII”’; todas
as quitinases do subgrupo C apresentam maior similaridade com “GH18_zymocin_alpha”
e as quitinases do subgrupo D, com “GH18_chitinase_D-like” e “GH18_CTS3_chitinase”.

Desta maneira, além da classificacdo realizada de acordo com o alinhamento com
as quitinases de H. jecorina e com a arvore filogenética resultante (Figura 12), a presenca
dos diferentes tipos de dominios GHI18 catalogados no CDD também suporta a
classificac@o das quitinases de M. anisopliae realizada neste trabalho.

Analisando o agrupamento das quitinases na arvore filogenética que contém as
proteinas de M. anisopliae e de H. jecorina, percebe-se que todas as quitinases de H.
Jecorina pertencentes a um determinado subgrupo agrupam-se com as quitinases preditas
neste trabalho do mesmo subgrupo. Exceto pela quitinase chil8-18, classificada por Seidl
et al. (2005) como uma quitinase pertencente ao subgrupo A, que se agrupa juntamente
com as proteinas do subgrupo B. Essa quitinase parece ser um ortdloga a quitinase
ChiMaB7, e ambas apresentam maior similaridade com o dominio CDD do tipo
“GH18_hevamine_Xipl_classIII” nas buscas do NCBI. Ambas quitinases apresentam o
dominio “ndo-estruturado” rico em serinas e treoninas, que as diferenciam de todas as

outras quitinases, ndo somente pela composi¢ao deste dominio, mas também pelo tamanho
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ampliado que elas apresentam. Os autores do trabalho (SEIDL et al., 2005) nao apresentam
uma darvore filogenética com todas as 18 quitinases de H. jecorina, pois relatam que um
alinhamento confidvel ndo foi alcangado devido a similaridades insuficientes apresentadas
por alguns membros dessa familia de proteinas. Devido a este fato, foram construidas trés
arvores filogenéticas separadas por subgrupos. No entanto, apesar de também termos
detectado que realmente existem discrepancias entre os membros dessa familia, foi
possivel realizar o alinhamento que resultou na drvore da Figura 12. A arvore filogenética
resultante do alinhamento entre somente as quitinases preditas de M. anisopliae pode ser
observada no Anexol. A confianca neste alinhamento reside no fato de que vérias regides
conservadas foram alinhadas entre todos os membros, mesmo com as diferencas
encontradas. Algumas das regides alinhadas sdo frequentemente conservadas em quitinases
e podem ser observadas mais adiante na Figura 14 e no Anexo 2.

Na arvore filogenética da Figura 12 também pode ser observado que as quitinases
apresentam-se separadas em duas ramifica¢des principais, nas quais as quitinases dos
subgrupos A e C parecem ser filogeneticamente mais relacionadas entre si, assim como as

quitinases dos subgrupos B e D.
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Subgrupo C

Subgrupo A

Subgrupo D

Subgrupo B

Figura 12. Arvore filogenética das quitinases da familia 18 de M. anisopliae e de H.
Jjecorina. As sequéncias de aminoacidos das quitinases de H. jecorina (HYJE)
foram obtidas do banco de dados do NCBL Arvores filogenéticas das
quitinases foram realizadas no software Mega 4.1 utilizando Neighbour
Joining (1.000 bootstraps), apds alinhamento no software ClustalX2
conforme item 4.3.3. A barra indica a distancia genética, sendo proporcional
ao numero de substituicdes de aminodcidos.
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4.4.3. Propriedades das Quitinases de M. anisopliae

As ORFs preditas foram caracterizadas pela utilizacdo de ferramentas de predi¢ao
in silico. Foram analisados o tamanho das sequéncias, os introns, a presenca de peptideo-
sinal, a massa molecular e o ponto isoelétrico das proteinas. A Tabela 5 demonstra algumas
das caracteristicas de cada quitinase identificada. Quatorze das quitinases preditas parecem
ser proteinas acidicas apresentando ponto isoelétrico menor do que 6,0 e apenas trés delas
apresentam ponto isoelétrico acima de 7,0. Seis apresentam pl em torno de 6,0. St. Leger et
al. (1996b), ao analisar o sistema quitinolitico de trés espécies de fungos, sugerem que as
isoenzimas acidicas de M. anisopliae apresentam especificidade para clivar apenas
oligbmeros de GIcNAc com mais de quatro residuos, caracterizando-as como
endoquitinases, enquanto as isoenzimas bdsicas seriam exoquitinases. Além disso, este
autor também comenta que os géis de atividade de quitinase contendo glicol-quitina
detectariam apenas endoquitinases, j4 que a glicol-quitina ndo seria substrato para
exoquitinases. Esta observagdo concorda com o trabalho anterior (ST. LEGER et al.,
1993), onde foi possivel observar multiplas bandas de degradacdo de glicol quitina, as
quais podem ser indicativas da atividade das vdrias quitinases acidicas preditas neste
trabalho.

Em dois trabalhos nos quais foram realizadas buscas gendmicas por quitinases
(SEIDL et al., 2005; LIU et al., 2008), quase todas as quitinases preditas também parecem
ser proteinas acidicas. Dentre as dezoito e as quinze quitinases preditas em H. jecorina e C.
globosum, respectivamente, apenas uma de cada organismo possui caracteristica alcalina

(ponto isoelétrico de 9,96 e 8,5, respectivamente).
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Tabela 5. Propriedades das 23 quitinases preditas de M. anisopliae. As quitinases
preditas foram identificadas e separadas em subgrupos (S). Estdo informados o tamanho de
cada proteina em nucleotideos, aminoacidos e kDa; e o ponto isoelétrico respectivos. As
quitinases ja descritas estdo demarcadas em negrito. O tamanho em kDa da proteina
madura estd desconsiderando a sequéncia peptideo sinal predita. * auséncia de peptideo
sinal. Na coluna referente ao tamanho da proteina madura, encontra-se entre parénteses e
em negrito o tamanho da proteina observado experimentalmente.

kDa teodrico da

Identificacao S Tamanho (nt) Tamanho (aa) pl/kDa tedricos
proteina madura

chiMaAl (chitl) 1.525 424 5,38/ 46,15 43,94 (42)
chiMaA2 1.321 359 8,19/ 38,60%* 38,60
chiMaA3 1.306 397 5,2/45,00 42,80
chiMaA4 1.301 395 4,91/44,18* 44,18
chiMaA5 A 1.309 369 5,75 /40,51 38,78
chiMaA6 1.461 420 8,81/45,40 43,49
chiMaA7 1.289 372 5,17/41,30 39,36
chiMaA8 1.209 402 4,61/43,76 41,67
chiMaA9 1.188 395 6,06 /43,41 41,20
chiMaBl1 (chi2) 1.544 419 5,26/ 43,68 41,96 (42)
chiMaB2 (chi3) 1.011 317 5,24 /34,14 32,16 (30 e 32,4)
chiMaB3 1.304 329 6,14 /34,95 32,71
chiMaB4 B 1.442 421 4,93 /44,20 41,78
chiMaB5 921 306 5,14 /33,02% 33,02
chiMaB6 1.023 340 4,82 /35,21 33,30
ChiMaB7 2.525 793 7,88 /82,04 80,63
chiMaCl 4.758 1.370 5,18 /150,58 148,23
chiMaC2 C 4.111 1.100 6,09/ 120,87* 120,87
chiMaC3 3.769 1.170 6,40/ 128,63 126,175
chiMaC4 3.582 1.092 6,44 /122,55 120,39
chiMaD1 1.038 345 5,55/36,59 33,810
chiMaD2 D 1.017 338 5,59/37,58% 37,58

chiMaD3 978 325 6,09 /36,25 34,33
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Em relacdo ao tamanho, as quitinases preditas apresentaram um tamanho médio de
530 aminoécidos e 56,12 kDa. No entanto, dezoito das 23 quitinases possuem um tamanho
menor do que esta média total (Tabela 5). Se forem desconsideradas as cinco quitinases
que apresentam um tamanho muito superior (no minimo o dobro do tamanho), as dezoito
restantes possuem uma média de tamanho de 351 aminodcidos e 36,56 kDa. As quitinases
do subgrupo C apresentam um tamanho maior em relagio aos outros subgrupos, sendo que
a média entre elas € de 128,91 kDa e 1.183 aminodacidos. Estes dados estdo de acordo com
aqueles descritos na revisdo sobre quitinases flingicas (DUO-CHUAN, 2006) que descreve
a ampla diversidade de tamanhos para as quitinases, as quais apresentam entre 27 e 190
kDa e pontos isolelétricos entre 3 e 8.

Em trabalhos anteriores do nosso grupo foram estudadas as trés quitinases
ChiMaAl (chamada anteriormente de CHIT42, codificada pelo gene chitl), ChiMaB1
(CHI2) e ChiMaB2 (CHIT30) (PINTO et al., 1997; BOGO et al., 1998; BARATTO et al.,
2003 e 2006; DA SILVA et al., 2005; BOLDO et al., 2009). Como pode ser observado na
Tabela 5, o tamanho observado experimentalmente para essas proteinas estd de acordo com
as predicdes realizadas. A proteina CHIT30 apresentou 30 kDa em gel de SDS-PAGE e
32,4 kDa em gel filtracdo em coluna de Sephadex G-150 (PINTO et al., 1997; DA SILVA
et al., 2005). Ambas as quitinases CHI2 (ChiMaB1) (BOLDO et al., 2009) e CHIT42
(ChiMaATl) (KERN et al., 2010) apresentaram 42 kDa experimentalmente.

Além disso, comparando o tamanho predito das quitinases analisadas neste trabalho
com o tamanho das bandas encontradas nos géis de glicol-quitina (ST. LEGER et al.,
1993; DA SILVA et al, 2005) pode-se observar uma certa concordancia. Inimeras bandas
resultantes da degradagcdo do substrato ficam aparentemente sobrepostas e colocalizadas
entre 45 e 66 kDa em ambos os trabalhos. Como pode ser observado na tabela 5, apesar
das quitinases apresentarem tamanhos um pouco abaixo dos 45 kDa, quaisquer
modificagdes poOs-traducionais nestas proteinas, aumentariam sua massa molecular para
valores aproximados deste. J4 foi descrito que algumas quitinases secretadas de 7. reesei
apresentam esse tipo de modificacio (KRUSZEWSKA et al., 2008). E sugerido que as
proteinas sao glicosiladas para manter a sua estrutura e a sua estabilidade caso sejam
secretadas (WALLIS et al., 1999) e, desta maneira, podem apresentar tamanhos maiores
em géis de SDS-PAGE. De fato, analisando potenciais sitios de glicosilacdo nestas

proteinas, foram encontrados alguns sitios provaveis (Tabela 6).
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Tabela 6. Namero de potenciais sitios de N-glicosilacao em asparaginas preditos para
cada quitinase de M. anisopliae E6. Predicao realizada pela ferramenta ScanProSITE.

. No. de sitios . No. de sitios . No. de sitios de
Quitinase e Quitinase R Quitinase e
de glicosilacao de glicosilacao glicosilacao
ChiMaAl 5 ChiMaB1 3 ChiMaCl 7
ChiMaA2 2 ChiMaB2 4 ChiMaC2 4
ChiMaA3 1 ChiMaB3 - ChiMaC3 7
ChiMaA4 3 ChiMaB4 2 ChiMaC4 1
ChiMaA5 3 ChiMaB5 -
ChiMaA6 10 ChiMaB6 2 ChiMaD1 3
ChiMaA7 1 ChiMaB7 2 ChiMaD2 4
ChiMaA8 5 ChiMaD3 3
ChiMaA9 3

Sequéncias de Localizacdo Celular:

De acordo com as predicoes realizadas pela ferramenta SignalP, 18 das 23
quitinases apresentam peptideo sinal na regido N-terminal. O tamanho médio dessas
sequéncias foi de 20 (desvio padrdo: 2,89) residuos de aminodcidos, sendo 15 o menor
peptideo sinal (compreendido em ChiMaB7) e 27 o maior (em ChiMaD1) (Figura 13A).
P6de ser observada a estrutura de trés dominios caracteristica para peptideos sinal: um
dominio N basico, um dominio H (com entre 7-13 residuos) hidrofébico e um dominio C
pouco polar (NIELSEN et al., 1997; HEDGE & BERNSTEIN, 2006). No dominio H estdao
localizados primariamente os residuos hidrofébicos de alanina, leucina, valina e isoleucina,
ndo interrompidos por residuos de aminodcidos carregados (Figura 13B). O residuo -1 em
relacdo ao sitio de clivagem foi uma alanina em 83% dos casos (com excecdo das
sequéncias presentes em ChiMaA9, Bl e C4), como -caracteristico de eucariotos
(NIELSEN et al., 1997). Pode ser observado também que cada subgrupo apresenta
representantes que nao possuem peptideo sinal predito (ChiMaA2, A4, ChiMaBS5,
ChiMaC2 e ChiMaD?2).
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B
ChiMaAl ---MPSLFAQSLAITAFLOATLGLA--- -~ 30
ChiMaA6 ---MPSLFASSLALLAA-SATGAAA----- 30
ChiMaB7 ------- MSLSLGLAAP--PALNA------ 30
ChiMaC4 ---MKALVAFEVF: LVQLTVQ-——---- 30
ChiMaCl ---MKARLHHLVLPSLILLLQVTA------ 30
ChiMaA5 - --—--- MRSCMFLLLAAATAVSA------ 30
ChiMaB3 M§SSFWSLASAASLLAALPSALA---—--- 30
ChiMaB4ﬂIFPVQTWPSIASILALLPATLA ——————— 30
ChiMaA7 ----MMR¥S-FLVVLATAAATFA---——-- 30
ChiMaB6 ----MPSFSTFATLALL--ASESLA----- 30
ChiMaD3 ----M--FRSL¥LLAIL--IPLSLA----- 30
ChiMaA8 ----MQ-FKPILLAAVLSHLAPALA----- 30
ChiMaA9 ----MR-FESELWEALLSYVAPALG----- 30
ChiMaC3 -MRAPRDMAIAFTLVFIINAVRA--—-—-- 30
ChiMaB2 ------ MEVRNALVVEGLLAALTQA--- -~ 30
ChiMaBl ------- MHHLRALVGVGLAGLAAG----- 30
ChiMaD1 ---MAPLLHTGLVMLPLIVSTLLGPMPAFA 30
ChiMaA3 ----MEVLSIWAIAWFFILSTMA------- 30
1....... 10........ 20........ 30

Figura 13. Sequéncia de aminoacidos que compde o peptideo sinal e sitio de clivagem
respectivo preditos (SignalP) para as quitinases de M. anisopliae e
alinhamento dos mesmos. Em A: Numeragdo na coluna da direita indica o
tamanho do peptideo sinal predito para cada quitinase. Em negrito estdo
destacados os aminoécidos do sitio de clivagem e em vermelho os residuos de
Alanina conservados. Em B: alinhamento entre as sequéncias de aminodcidos
dos peptideos sinais preditos realizado no programa ClustalX. As cores
representam grupos de aminoacidos: hidrofébicos (azul), serinas e treoninas
(verde), glicinas (laranja) e prolinas (amarelo).

Apesar de apresentarem peptideos sinais preditos, estes dados ainda sdo

insuficientes para determinar que todas as dezoito quitinases serdo secretadas e as outras

cinco quitinases serdo intracelulares. Dados experimentais sdo necessdrios para estas

confirmacdes. Dentre as trés quitinases previamente estudadas experimentalmente, a

quitinase CHIT42 (ChiMaAl), a endo-exoquitinase CHIT30 (ChiMaB2) e a endoquitinase

CHI2 (ChiMaB1), todas foram detectadas em sobrenadantes de cultivo (PINTO et al.,
1997; BARRETO et al., 2003; BOLDO et al., 2009).
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Ainda, hd a possibilidade de algumas das quitinases estarem ligadas a superficie do
esporo. Uma das possibilidades de ligacdo a parede celular estd relacionada a modifica¢ao
pos-traducional que adiciona ancoras de GPI as proteinas (ORLEAN & MENON, 2007).
Conforme andlise feita no software Big-PI Fungal Predictor, o qual é especifico para
fungos, nenhuma das quitinases apresentou um possivel sitio para ancoramento a GP1. No
entanto, o fato de nao ter sido detectado um potencial sitio de ligacdo a GPI, ndo exclui a
ligacdo a superficie celular por outro mecanismo. No trabalho de Santi et al. (2010), onde
foram estudadas as proteinas de M. anisopliae ligadas a superficie do esporo, foi detectada
a atividade de quitinase nestes extratos. Essa atividade foi detectada tanto por zimogramas
contendo glicol-quitina, quanto por ensaios enzimaticos utilizando substratos fluorogénicos
sintéticos de quito-oligdmeros (tetraose, triose e quitobiose), o que indica a presenca de
endo e exoquitinases ou de uma endo-exoquitinase ligadas a parede celular. Nos
zimogramas foram detectadas sete bandas de degradacao de glicol-quitina, correspondendo
a sete diferentes quitinases dcidas presentes na superficie do esporo. Ainda, utilizando a
mesma metodologia de extracdo de proteinas da superficie celular, Santi ef al. (2009),
também detectaram a presenca de uma quitinase por imunoprotedmica diferencial. Os trés
peptideos sequenciados resultantes do experimento sdo oriundos da quitinase CHIT42
(ChiMaAl). Estes dados indicam que a localizagdo final das quitinases em M. anisopliae
ndo é somente determinada pela presenga de sequéncias peptideo sinal ou pela auséncia de
ancoramentos a GPI. Como pode ser observado, a quitinase ChiMaAl, que apresenta
peptideo sinal, ja foi detectada em sobrenadantes de cultivo e também ligada a parede
celular.

Além disso, de acordo com outras predi¢des in silico, algumas das proteinas
apresentam sequéncias de localizagdo em mitocOndrias. ChiMaA2 e A4 parecem
apresentar uma sequéncia de localizacdo na matriz mitocondrial predita pelo software

WolfPSORT, assim como a quitinase chil8-3 de H. jecorina.

Estruturas de Dominios Funcionais das Quitinases:

Os dominios funcionais frequentemente encontrados em quitinases (GH18, ChBD,
CBD e LysM) foram detectados nas proteinas preditas de M. anisopliae através da
utilizacdo das ferramentas CDD (Conserved Domain Database, NCBI) e InterProScan. O

dominio GH18 caracteristico da familia de quitinases foi detectado em todas as quitinases
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preditas, apresentando as sequéncias conservadas DxxDxDxE e S/AxGG, como pode ser
observado nas Figuras 14 e 15. O motivo DxxDxDxE compreende o sitio catalitico desta
familia de proteinas, sendo o residuo de glutamato (E) essencial para este motivo e
potencial doador de prétons necessdrio para a clivagem da ligacio glicosidica (SYNTAD
et al., 2004). A auséncia deste residuo especifico no sitio ativo estd presente em
quitolectinas, que sdo proteinas ligadoras de quitina, mas que nao possuem atividade
catalitica. A substituicdo deste residuo por uma glutamina ou por um 4cido aspdrtico
resultou em perda total da atividade no inseto M. sexta (LU et al., 2002). A sequéncia

conservada S/AxGG compreende a regido de ligacdo a quitina contida no dominio GH18.

chiMaA1l GG G
chiMaA6 GG E
chiMaA4 GG !
chiMaA2 GG E
chiMaAS8 GG _ !
chiMaA9 E !
chiMaA5 2 E

chiMaA?7 H E

chiMaA3 ﬂ GG G
chiMaC1 E !
chiMaC2 2Bce G
chiMaD2 ’ E E
chiMaD3 ﬂ E E
chiMaB5 E !
chiMaB6 E E
chiMaB1 E E
chiMaB3 GG, G
chiMaB4 E E
chiMaC3 E E
chiMaB2 E !
chiMaB7 ATGG e
chiMaD1 E !
chiMaC4 ANGG !

Figura 14. Presenca dos dominios conservados SxGG e DxxDxDxE nas quitinases
preditas de M. anisopliae. As sequéncias de aminodcidos das quitinases
foram alinhadas no programa ClustalX (conforme segdo 4.3.3). As cores de
fundo dos aminodcidos estdo de acordo com a definicdo padrio (default) do
programa.* - indica 100% de conservacdo dos residuos de aminoacidos
alinhados.
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chiMaA1 % TNl chimaei
chiMaA2 i/ chiMaB2
chiMaA3 I chiMaB3
chiMaa4 T W cnimass
chiMaAS _ chiMaB5
chiMaAg I chiMaB6
chiMaA? ([N | |chimaB?
chiMaA8
chiMaA9 = chiMaD1
[ * 0 | chimap2
= chiMaD3
| 11 I chiMaC1
| [l chiMaC2
(| || chiMaC3
0022 chiMaC4

I Peptideo sinal
I Dominio da familia 18 das glicosil hidrolases

|:| Dominio de ligagao a carboidrato ChBD (quitina)

I Dominio de ligagao a carboidrato CBD (celulose/quitina)

I Dominio de ligagao a carboidrato LysM (peptideoglicana/quitina)

|:| Regido rica em Serina/Treonina

* Sitio catalitico (DxxDxDXxE)

Figura 15. Estrutura de dominios dos diferentes subgrupos das quitinases de M.
anisopliae. Dominios protéicos identificados utilizando o banco de dados de
dominios conservados (CDD) do NCBI e InterProScan sdo mostrados. Regides
de peptideos sinal preditas por SignalP 3.0. Em branco, regides das proteinas

sem dominios identificados.
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O tnico dominio apresentado pelas quitinases preditas para o subgrupo A € o
dominio GH18, o qual compreende grande parte da proteina em termos de extensdo
(Figura 15). A maior parte dessas proteinas apresenta também um potencial peptideo
sinal, com excecao de ChiMaA2.

Nas quitinases do subgrupo B pode estar presente o dominio de ligacdo a
celulose (CBD, IPR000254). Dentre as quitinases de M. anisopliae classificadas no
subgrupo B, apenas ChiMaB1 e B4 apresentam este dominio, localizado na regidao C-
terminal da proteina (Figura 15). Este resultado difere em termos de proporcdo, as
quitinases do subgrupo B de H. jecorina, das quais quatro entre os cinco membros
apresentam o dominio CBD (SEIDL et al., 2005). Na revisdo sobre quitinases flingicas,
Seidl (2008) observa que existe de fato uma variacdo no nimero de dominio CBD
encontrados nos membros do subgrupo B.

A quitinase ChiMaB7, ortéloga de chil8-18 (Figura 12), apresenta o dominio
“ndo estruturado” citado por Seidl et al. (2005), composto por uma regido rica em
serinas e treoninas (PS50325 e PS50324) e € relativamente maior do que as outras
quitinases classificadas neste subgrupo. Este dominio ndo apresenta funcio conhecida.

Nas quitinases do subgrupo C, de alta massa molecular (>120 kDa), pdde ser
detectada a presenca de dominios do tipo LysM (no. de acesso do InterProScan:
IPR002482), os quais podem se ligar a estruturas similares a peptideoglicanas e
também a oligossacarideos de quitina (BATEMAN & BYCROFT, 2000). Foram
encontrados trés dominios LysM em ChiMaCl e dois em ChiMaC2 e ChiMaC3. Até
hoje, 4.000 proteinas fungicas que contém dominios LysM estdo depositadas em bancos
de dados ptblicos (JONGE & THOMMA, 2009). Estes autores propde que os dominios
LysM possam se ligar em oligossacarideos de quitina oriundos da quebra da parede
celular fungica que ocorre durante a invasdo nos hospedeiros, para impedir a ativagao
do sistema de defesa do hospedeiro, que reconheceria estes oligossacarideos como
PAMPS (padrdes moleculares associados a patégenos).

Neste mesmo subgrupo C, também € encontrado o dominio de ligacdo a quitina
do tipo 1 (ChBD, IPR001002), em ChiMaC1l, ChiMaC2, ChiMaC3 e ChiMaC4. Podem
ser detectadas oito cisteinas, formadoras de pontes dissulfeto intra-dominio.
Recentemente, o dominio ChBD foi considerado distinto do dominio de ligacdo a
celulose (CBD) e é classificado em trés tipos. O tipo 1 é encontrado em fungos e

plantas, o tipo 2 em virus e insetos e o tipo 3 em bactérias. O ChBD de fungos € similar
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ao de plantas no fato de conter residuos de cisteina conservados. De maneira oposta,
varios residuos aromaticos, principalmente o triptofano, sdo proeminentes entre 0s
residuos conservados em ChBD de bactérias. Aparentemente, a fun¢do deste dominio é
ancorar a enzima fortemente em um substrato polimérico insolivel (DUO-CHUAN,
2006). Este dominio também estd presente na subunidade alfa da toxina killer de K.

lactis (BUTLER et al., 1991).

Andlise de Introns das Quitinases:

Os introns da quitinases de M. anisopliae foram preditos, primeiramente, através
da andlise do alinhamento entre a sequéncia de nucleotideos traduzida oriunda dos
contigs positivos para a presenca de quitinases (conforme secao 4.3.1) e a sequéncia de
aminodcidos das quitinases utilizadas nas buscas de biomineragdo. Os dados obtidos
podem ser observados na Tabela 7. Como pode ser observado, alguns dos genes que
codificam as quitinases de M. anisopliae ndao apresentam introns. Os genes das
quitinases do subgrupo A que possuem introns apresentam uma média de 2,5 introns
por gene, os genes do subgrupo B que possuem introns apresentam uma média de 2,4
introns por gene e os genes do subgrupo C apresentam uma média de 3,75 introns por
gene. A média do nimero de introns por gene aumenta conforme o aumento do tamanho
das ORFs. Os genes do subgrupo D nédo apresentam introns.

Em relacdo ao tamanho dos introns, o subgrupo A apresenta um tamanho médio
de 66 nt, o subgrupo B apresenta um tamanho médio de 79 nt e o subgrupo C apresenta
a maior média de tamanho de introns, de aproximadamente 105 nt. O tamanho dos
introns varia de 50 nt até 261 nt, sendo que a maior parte dos introns apresenta
tamanhos médios de 68 nt (excluindo-se os 6 introns com mais de 100 nt). De acordo
com Kupfer er al. (2004) os introns de fungos sdo menores do que os de eucariotos
superiores, € em A. nidulans, N. crassa e C. neoformans os introns apresentam um pico
de distribui¢cdo entre 50 e 70 nt. Neste mesmo estudo, os autores detectaram que entre
98 € 99,9% dos introns avaliados em cinco diferentes fungos apresentaram o par de
sitios de splicing doador e aceptor candnicos (5’GU...AG3’). Todos os introns
analisados possuem as sequéncias candnicas conservadas: os sitios de splicing 5’

(5°GU..), o sitio de splicing 3’ (..AG3’) e o ponto de ramificacdo (A).
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Tabela 7. Namero de introns das quitinases de M. anisopliae. O nimero de introns
para cada gene e o tamanho dos introns estd indicado.

Identificacio S

No. de introns

Tamanho dos introns (nt)

Tamanho do gene (nt)

chiMaAl1 (chitl) 3 99/67/80 1.525
chiMaA2 3 79/82/77 1.321
chiMaA3 2 50/62 1.306
chiMaA4 2 56/55 1.301
chiMaA5 A 3 76/53/70 1.309
chiMaA6 3 65/68/65 1.461
chiMaA7 2 60 /55 1.289
chiMaAS8 - - 1.209
chiMaA9 - - 1.188
chiMaB1 (chi2) 2 209 /75 1.544
chiMaB2 (chi3) 1 56 1.011
chiMaB3 4 63/61/78/102 1.304
chiMaB4 B 3 62/50/52 1.442
chiMaB5 - - 921

chiMaB6 - - 1.023
ChiMaB7 2 69 /74 2.525
chiMaCl 3 64 /80/90 4.758
chiMaC2 6 86/206/83/59/261/99 4.111
chiMaC3 C 3 121/62 /69 3.769
chiMaC4 3 172/70/ 61 3.582
chiMaD1 - - 1.038
chiMaD2 D - - 1.017
chiMaD3 - - 978
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4.4.4. Andlises Filogenéticas das Quitinases

Dentre as quitinases de outros fungos ja caracterizadas, muitas apresentaram
similaridades com as proteinas preditas de M. anisopliae, no entanto somente algumas
serdo utilizadas para comparacdes neste trabalho. As sequéncias das quitinases
utilizadas nas comparagdes pertencem: (i) as espécies fungicas utilizados na
biomineracdo realizada e (ii) as espécies fungicas que apresentaram similaridades em
buscas no banco de dados do NCBI utilizando a ferramenta BLASTp. As arvores
filogenéticas resultantes dos alinhamentos realizados utilizando a sequéncia de
aminodcidos destas quitinases ortdlogas ou pardlogas estdo separadas por subgrupos
(Figuras 16, 17, 18 e 19).

O subgrupo A contém quitinases relacionadas a CHIT42 (ChiMaAl), o
subgrupo B contém quitinases relacionadas a CHI2 e CHIT30 (ChiMaB1 e B2). J4 os
subgrupos C e D ndo apresentam quitinases ja estudadas anteriormente por nosso grupo.
As quitinases de outras espécies do género Metarhizum também estdo incluidas na
arvore filogenética resultante deste alinhamento. Como pode ser observado, todas as
quitinases de M. anisopliae apresentam ortélogos em fungos filamentosos, incluindo em
alguns representantes ascomicetos filogeneticamente distantes. De acordo com Seidl et
al. (2005) este fato pode indicar que estas proteinas/genes apresentam um ancestral
comum anterior a evolu¢do do grupo ascomiceto e que, portanto, é provavel que estas
proteinas possuam func¢des importantes no ciclo de vida destes organismos.

A 4rvore filogenética com as quitinases do subgrupo A (Figura 16) apresentou o
agrupamento de vdrias quitinases em quatro clados distintos, conforme identificado
anteriormente (SEIDL et al., 2005). O clado II contém as quitinases chil8-11 e chil8-4
de H. jecorina e trés quitinases de M. anisopliae, ChiMaA3, A5 e A7. Uma das
diferencas entre as quitinases deste subgrupo dos dois fungos € que o clado III ndo
contém nenhum representante de H. jecorina e, no entanto, apresenta as quitinases
ChiMaAS8 e A9 de M. anisopliae. O clado IV contém as quitinases chil8-3 e chil8-2 e
apenas um representante de M. anisopliae, ChiMaA2. O clado V contém as quitinases
chil8-5, chil8-7 e chil8-6 de H. jecorina e apresenta as trés quitinases ChiMaAl, A6 e
A7 de M. anisopliae. Neste clado, as quitinases chil8-5 e chil8-7 apresentam-se mais

proximas filogeneticamente as quitinases ChiMaAl e ChiMaA4, respectivamente;
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enquanto a quitinase chil8-6 parece apresentar menor proximidade com as quitinases de
M. anisopliae.

Pode-se observar também que as quitinases ChiMaAS5S e A7 no clado II e
ChiMaA8 e A9 no clado III sdo filogeneticamente mais proximas entre si do que as
outras quitinases analisadas. Este fato pode indicar que os genes que codificam essas
quitinases apresentam a possibilidade de serem pardlogos, oriundos de um evento de
duplicagdo génica e diferenciacao.

De fato, ao analisar os valores de identidade e similaridade das sequéncias de
aminodcidos das quitinases preditas obtidos no resultado do alinhamento no programa
GeneDoc, percebe-se que estes valores concordam com a distribui¢do das quitinases na
arvore filogenética. As quitinases do subgrupo A apresentaram, entre si, valores de
identidade que variam entre 13 € 79% e valores de similaridade que variam entre 24 e
87%, sendo que a média destes valores € 23% de identidade e 36% de similaridade entre
este subgrupo de proteinas. As quitinases ChiMaAS e A7 apresentam 79% de identidade
e 87% de similaridade entre si e as quitinases ChiMaA8 e A9 apresentam 43% de
identidade e 55% de similaridade. As duas quitinases com menor identidade entre si sdo
ChiMaA2 e A3 (13%). Apesar de ndo apresentarem-se aparentemente tdo proximas
quanto ChiMaAS8 e A9 agrupam-se na drvore filogenética, as quitinases ChiMaAl e A6
possuem maior identidade entre si (59%) do que as duas primeiras.

Na Figura 16 estdo contidas também seis sequéncias referentes a proteinas de M.
anisopliae, uma sequéncia referente a M. flavoviride e uma referente a M. acridum.
Estas sequéncias de aminodcidos foram obtidas do banco de dados do NCBI e
correspondem a proteinas previamente detectadas pertencentes a outras variedades e
espécies do género. Todas estas proteinas apresentam-se filogeneticamente préximas a
quitinase ChiMaAl (codificada pelo gene chitl). As quitinases ACU30520 e
ACU30519 apresentam a sequéncia de aminodcidos incompleta; estas enzimas sao
oriundas de andlises de PCR-RFLP para fenotipagem de M. anisopliae (ENKERLI et
al., 2009). A sequéncia das quitinases AAX19151 e AAXI19152 também estd
incompleta e estas proteinas estdo classificadas como quitinases tipo bacterianas no
banco de dados. As quitinases AAY32603 e CAJ57429 estdo apenas depositadas no
banco de dados, mas ndo foram publicadas em trabalhos. Todas estas quitinases sao
provavelmente ortdlogas de ChiMaAl presentes nos diferentes isolados ou variedades

de M. anisopliae.
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As quitinases do subgrupo A foram detectadas em todos os fungos analisados,
sugerindo uma distribuicdo ampla destas enzimas nos organismos. Entretanto,
representantes dos outros trés subgrupos, B, C e D, ndo foram encontrados em todos 0s
fungos. Por exemplo, em P. brasiliensis (PbO1 e Pb18) e também em C. neoformans
var. gattii R265 e C.neoformans var. grubii H99, ndo foram detectadas quitinases
pertencentes ao subgrupo C. J4 em H. capsulatum NAml nao foram detectadas
quitinases do subgrupo B.

A quitinase chil8-5 de H. jecorina, ortéloga de ChiMaAl (CHIT42), ¢é
conservada entre os fungos ascomicetos (SEIDL et al., 2005; SEIDL, 2008) e apresenta
o maior nimero de ESTs depositadas em bancos de dados do genoma de H. jecorina,
enquanto apenas dois ou quatro ESTs foram sequenciadas para as outras quitinases.
Estes autores acreditam que € provavel que esta proteina apresente funcao vital neste

fungo.
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Figura 16. Filogenia das quitinases da familia 18 do subgrupo A de M. anisopliae e
de outros fungos. As sequéncias protéicas das quitinases foram obtidas do
banco de dados do NCBI e BROAD Institute. Arvores filogenéticas das
quitinases foram realizadas no software Mega 4.1, utilizando Neighbour
Joining (1.000 bootstraps), apds alinhamento no software ClustalX2. As
quitinases de M. anisopliae estio indicadas nos retangulos.

Analisando a filogenia das quitinases de M. anisopliae pertencentes ao subgrupo
B (Figura 17) percebe-se a formacao de trés ramifica¢des principais, de maneira que as
quitinases ChiMaB1 e B2, ja estudadas experimentalmente sao filogeneticamente mais
proximas a ChiMaB5 e B6. A quitinase ChiMaB7 estd separada das outras quitinases de
M. anisopliae, o que coincide com a sua estrutura de dominios diferenciada. O tamanho
maior e a presenga de uma regido rica em serinas e treoninas provavelmente contribui
para que o fato desta proteina apresentar-se separada das outras e agrupar-se com
ortélogos que também possuem as caracteristicas citadas. As quitinases ChiMaB3 e B4
separam-se no terceiro clado e, apesar de agruparem-se com proteinas de outros fungos,
elas sdo mais proximas filogeneticamente entre si. Este fato pode indicar que os genes
que codificam essas quitinases apresentam a possibilidade de serem oriundos de um
evento de duplicacdo génica e diferenciacdo, assim como sugerido para ChiMaAS e
ChiMaA7. As quitinases ChiMaB1 e B2 apresentam ort6logos em outras linhagens de
M. anisopliae e em M. acridum, obtidos do banco de dados do NCBI.

Os valores de identidade e similaridade apresentados para este subgrupo variam
entre 7 e 64% e 11 e 77%, respectivamente. Como observado pela separacdo das
quitinases nos clados da Figura 17, as quitinases ChiMaB4 e B3 apresentam 53% de
identidade e 61% de similaridade entre si, mas esses valores por si s ndo determinam
se os genes codificadores destas proteinas sdo oriundos de eventos de duplicacdo, pois
as quitinases ChiMaB5 e B6, que ndo aparentam apresentam um ortélogo préximo de
B6 em A. fumigatus apresentam valores de identidade e similaridade maiores (64 e 67%,
respectivamente). Este agrupamento préximo de B3 e B4 (assim como ocorre entre
ChiMaAS8 e A9 e entre ChiMaAS e A7) pode simplesmente refletir a falta de proteinas

de outros fungos utilizadas para a montagem das drvores. O que ndo significa que ndo
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existam quitinases destes outros fungos mais préximas aos representantes de M.
anisopliae do que as utilizadas nas andlises.

Este subgrupo contém as duas quitinases de M. anisopliae que apresentaram
diferengas na viruléncia em linhagens que superexpressam ou deletadas para as
quitinases ChiMaB1 e B2. Boldo et al. (2009) demonstrou que linhagens que
superexpressaram o gene chi2 (ChiMaB1) foram mais virulentas em comparagao ao tipo
selvagem frente ao hospedeiro D. peruvianus. Mutantes para este gene possuem
viruléncia reduzida. Ainda, a dele¢do da quitinase ChiMaB2 (coficada pelo gene chi3)
demonstrou uma menor viruléncia em bioensaios contra D. peruvianus (STAATS,

2007).
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Figura 17. Filogenia das quitinases da familia 18 do subgrupo B de M. anisopliae e
de outros fungos. As sequéncias protéicas das quitinases foram obtidas do
banco de dados do NCBI e BROAD Institute. Arvores filogenéticas das
quitinases foram realizadas no software Mega 4.1, utilizando Neighbour
Joining (1.000 bootstraps), apds alinhamento no software ClustalX2. As
quitinases de M. anisopliae estio indicadas nos retangulos.

Nenhuma das quitinases preditas de M. anisopliae pertencentes ao subgrupo C
foram isoladas experimentalmente em trabalhos anteriores, de maneira que nao eram
conhecidas ainda enzimas desse subgrupo neste fungo. Como pode ser observado na
Figura 18, as quatro proteinas representantes deste subgrupo apresentam potenciais
ortélogos em outros fungos, o que suporta a classificacdo dessas proteinas no subgrupo
C. A topologia da arvore filogenética indica que as quitinases ChiMaCl, C2 e C3
parecem ser filogeneticamente mais proximas entre si e distantes de ChiMaC4. Ainda,
as trés quitinases de H. jecorina também se aproximam mais de ChiMaCl, C2 e C3 do
que de ChiMaC4. Este dado concorda com diferenca na estrutura de dominios entre os
membros deste subgrupo. As trés quitinases C1, C2 e C3 apresentam dominios LysM, o
qual esta ausente em ChiMaC4. Além disso, considerando a extensdo dessas proteinas,
o dominio GH18 estd deslocado para a regido N-terminal em ChiMaC4, enquanto nas
outras trés este dominio estd centralizado (Figura 15).

Este subgrupo de quitinases apresenta valores de identidade entre 6 e 29% e
similaridade entre 12 e 41%. Estes valores mais baixos do que os encontrados para as
quitinases dos outros subgrupos podem ser consequéncia do tamanho destas proteinas, o
qual permite maiores diferencas entre aminodcidos que ndo constituem as regides
conservadas. Como observado na separacdo de clados na Figura 17, as quitinases Cl1,
C2 e C3 apresentam valores de identidade (entre 22 e 24%) e similaridade maiores entre
si do que na comparacdo com ChiMaC4 (entre 6 e 7%). No entanto, apesar destes
valores serem menores, ao comparar a quitinase ChiMaC4 com todas as outras 22
quitinases preditas, os valores de identidade sdo ainda menores do que 6%. Estes dados

suportam a classsificac@o destas quatro quitinases como pertencentes ao subgrupo C.
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Figura 18 Filogenia das quitinases da familia 18 do subgrupo C de M. anisopliae e
de outros fungos. As sequéncias protéicas das quitinases foram obtidas do
banco de dados do NCBI e BROAD Institute. Arvores filogenéticas das
quitinases foram realizadas no software Mega 4.1, utilizando Neighbour
Joining (1.000 bootstraps), apds alinhamento no software ClustalX2. As
quitinases de M. anisopliae estao indicadas nos retangulos.

As trés quitinases de M. anisopliae do novo subgrupo D possuem representantes
em diversos outros fungos, incluindo a quitinase chil8-15 de H. jecorina. As quitinases
ChiMaD2 e D3 apresentam-se filogeneticamente mais préximas entre si do que com a
quitinase ChiMaD1. Seidl (2008) comenta que um grupo de proteinas apenas similares a
quitinases também € encontrado em fungos e de acordo com a descric¢ao realizada pela
autora as quitinases aqui classificadas pertenceriam a esta classe de proteinas. No
entanto, apesar de se agruparem separadamente na arvore filogenética da Figura 12 (e
no Anexol), o dominio GH18 das glicosil hidrolases, assim como outros motivos
conservados em quitinases estdo presentes nas ChiMaDs, como pode ser observado no

Anexo 2, em um alinhamento entre todas as quitinases preditas para M. anisopliae.
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Além disso, as quitinases deste subgrupo apresentam valores de identidade e
similaridade com as outras 20 quitinases preditas maiores do que as quitinases do
subgrupo C apresentam. Este fato sugere que as quitinases do subgrupo D sdo mais
proximas, de maneira geral, dos outros membros desta familia de proteinas do que as
quitinases do subgrupo C, as quais ndo siao questionadas por Seidl (2008) quanto a sua
classificacdo como quitinases. Entre si, quitinases do subgrupo D apresentam valores de
identidade entre 8 e 18% e de similaridade entre 16 € 29%.
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Figura 19. Filogenia das quitinases da familia 18 do subgrupo D de M. anisopliae e
de outros fungos. As sequéncias protéicas das quitinases foram obtidas do
banco de dados do NCBI e BROAD Institute. Arvores filogenéticas das
quitinases foram realizadas no software Mega 4.1, utilizando Neighbour
Joining (1.000 bootstraps), ap6s alinhamento no software ClustalX2. As
quitinases de M. anisopliae estio indicadas nos retangulos.

De maneira geral, as 23 quitinases de M. ansiopliae apresentam variacoes
amplas de identidade e de similaridade entre seus membros. As duas quitinases mais
proximas apresentam 79 % de identidade e as duas quitinases mais distantes apresentam
apenas 2% de identidade. Dentro dos subgrupos estes valores sdo, logicamente, maiores
e ao comparar quitinases de diferentes subgrupos estes valores sdo baixos. Um dos

motivos para valores tdo baixos entre enzimas da mesma familia ¢ o tamanho muito
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divergente entre elas. Por exemplo, a menor identidade € encontrada entre uma quitinase
da familia C que possui 1.370 aminodcidos e outras quitinases que apresentam em torno

de 300 aminoacidos.

4.5. PERSPECTIVAS

— Realizar ensaios de RT-PCR para confirmar os dados oriundos das andlises in silico
(éxons, introns, regido S’UTR), e detectar a expressao dos transcritos de quitinases

em diferentes tipos celulares.

— Analisar a regido promotora dos genes que codificam as quitinases preditas para

estudar a regulacdo desta familia de proteinas.

—  Selecionar as quitinases para estudar a func¢do de cada subgrupo em M. anisopliae,

através de delecao/superexpressao/fusao com GFP.
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5. DISCUSSAO GERAL

O fungo filamentoso M. anisopliae ¢ um agente biocontrolador amplamente
utilizado em programas de contencdo de pestes, as quais abrangem desde pragas da
agricultura e da pecudria a vetores de doencas humanas. Aliado ao fato de ser um
organismo modelo para o estudo de sua interacdo com seus hospedeiros, este fungo
apresenta um potencial enorme para desenvolvimento de linhagens melhoradas para
aplicac@o em controle biolégico.

Este potencial é continuamente confirmado na literatura, juntamente com o fato
que formulacdes contendo este microrganismo apresentarem limitacdes na sua aplicagao
evidenciando ainda a necessidade de melhorias no sistema. O conhecimento detalhado
da biologia molecular e celular deste fungo estd sendo ampliado justamente com o
intuito de sobrepujar tais limitacdes através da caracterizagdo de genes e proteinas
fundamentais na infec¢@o, na esporulacdo e na adaptacdo ao ambiente. Alguns avancos
sdo alcancados pela combinacdo de estudos basicos da biologia molecular e gendmica
de patégenos com o desenvolvimento de técnicas que permitam aumentos na expressao
génica e o uso de genes que codificam proteinas que possam aperfeicoar a eficicia dos
agentes biocontroladores (ST. LEGER & WANG, 2009; SCHRANK & VAINSTEIN,
2010).

A utilizagdo da toxina da leguminosa Canavalia ensiformis, Jaburetox-2Ec, é
uma alternativa para o desenvolvimento de linhagens melhoradas para o biocontrole.
Primeiramente, esta toxina parece ser responsdvel por um mecanismo eficiente de
defesa das plantas contra insetos, sendo que sequéncias como Jaburetox-2Ec e
pepcanatox estariam presentes nas ureases pro-toxinas. Além disso, Jaburetox-2Ec
apresenta atividade téxica efetiva em concentragdes tdo pequenas quanto 0,01% (w/w)
em relacdo ao peso do inseto. Além disso, ja foi comprovado que Jaburetox-2Ec ndo
apresenta efeitos toxicos quando injetado em camundongos, sugerindo ndo ser toxico
para mamiferos (MULINARI et al., 2007).

Entretanto, nesta primeira tentativa de expressar Jaburetox-2Ec em M.
anisopliae, o peptideo formou agregados que sdo descritos como formas inativas do

peptideo. Estas formas inativas sdo induzidas quando o peptideo é estocado a 4°C por
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periodos de tempo superiores a semanas (BARROS et al., 2009). Considerando que a
deteccao de Jaburetox-2Ec foi realizada neste trabalho apds liofilizacdo da amostra, é
possivel que esse tratamento tenha induzido a formagdo de agregados. Para excluir esta
possibilidade e testar a agregacdo do peptideo na fracdo intracelular de M. anisopliae,
um novo experimento deve ser realizado que exclua manipulacdes que possam levar a
formacao de agregados.

No caso de Jaburetox-2Ec continuar ativo apds ser expresso em M. anisopliae, é
importante desenvolver uma linhagem que secrete este peptideo. A producdo da toxina
no meio extracelular aceleraria o contato com o hospedeiro e diminuiria o tempo
necessario para a morte do hospedeiro. Preferencialmente a expressdao controlada da
toxina induzida pelo contato com a hemolinfa tornaria o processo muito efetivo. Com
este intuito, a regido promotora € o peptideo sinal da trealase 4cida de M. anisopliae
foram isolados e estdo sendo estudados. Este gene tem a sua expressdo induzida por
trealose presente na hemolinfa. Apds a confirmagio de que estes elementos reguladores
isolados permitirdo a expressdo e a secrecdo de proteinas na condi¢do de indugdo
esperada (presenca de trealose), serd construida uma linhagem que apresenta a
capacidade de secretar peptideos téxicos na hemolinfa dos hospedeiros.

Durante a infec¢ao de M. anisopliae em seus hospedeiros, € conhecido que a
etapa inicial de adesdo e penetragdo ocorre num periodo de até 24h. Apds esta etapa o
fungo se desenvolve na hemolinfa do hospedeiro até a sua extrusdo, de 5 a 7 dias apds o
inicio da infec¢do. Este fato demonstra que a capacidade de penetracio e dissolucdo da
cuticula do hospedeiro é muito eficiente e, em contraponto, as etapas seguintes sao mais
demoradas. Desta maneira, ¢ um objetivo légico tentar diminuir este tempo para que os
insetos ndo continuem causando danos. Desta maneira, a expressdo de Jaburetox-2Ec
nesta segunda etapa diminuiria o tempo necessdrio para matar os hospedeiros,
potencializando a ac¢do de M. anisopliae.

Ainda, deve ser considerado que o periodo de tempo em que ocorrem a adesao e
penetracio de M. anisopliae pode ser diferente entre os diferentes hospedeiros. E
provdvel que a penetracdo através da cuticula de certos hospedeiros seja mais demorada
do que outros. Desta forma, o desenvolvimento de linhagens que promovam o controle
eficiente de pragas pode ser alcancado com a combinagdo da otimizagdo das duas etapas
principais: a superexpressdo de enzimas que hidrolisam a cuticula (como as quitinases,

por exemplo) e a expressdo de toxinas na hemolinfa dos hospedeiros.
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O grande nimero de quitinases encontrado em M. anisopliae demonstra a
complexidade do sistema quitinolitico deste fungo. Ainda, o fato de existirem 23
enzimas que potencialmente apresentam o mesmo tipo de atividade sobre o mesmo
substrato pode sugerir redundancia funcional destas enzimas. A redundancia funcional
(substituicdo completa ou parcial de uma funcido bioquimica/fisiolégica de uma dada
proteina por outro produto génico) representa um obstaculo para a elucidacdo da fungao
génica ja que pode resultar no mascaramento de um fendtipo mutante. Entretanto,
alguns estudos de regulacdo destas enzimas demonstram que o mecanismo de
inducao/repressao por fontes de carbono (glicose, quitina, N-acetilglicosamina) nédo ¢é
exatamente igual para todos os membros desta familia de proteinas (BARRETO et al.,
2004; SEIDL et al., 2005 e 2008; DUO-CHUAN, 2006). Inclusive, ja foram descritas
quitinases que apresentam expressdo constitutiva. Estes dados sugerem que se ha
redundancia funcional nestas enzimas, € provavel que ndo seja aplicavel a todos os
membros. A classificagdo das quitinases em subgrupos (A, B, C e D) ndo
necessariamente implica que exista uma separacdo funcional relacionada a estes
subgrupos. Mais provavelmente a funcdo destas enzimas deve estar relacionada com a
sua localizacdo subcelular final do que com a presenca ou auséncia de dominios de
ligacdo a substrato como ChBD, CBD e LysM. Entretanto, mesmo em organismos que
apresentam um grande nimero de quitinases, como M. anisopliae, a supressdo de um
unico destes genes de quitinases (gene chi2) pode interferir com a atividade do fungo
(BOLDO et al., 2009). Portanto a hipdtese de redundancia destas enzimas deve ser
melhor considerada.

A estrutura dinamica que caracteriza a parede celular dos fungos apresenta tanto
uma fungdo protetora quanto uma fungio agressora (LATGE, 2007). Estas duas fungdes
estdo relacionadas a atividade de quitinases, as quais além de remodelarem essa barreira
protetora conforme adaptacdes necessdrias, também dissolvem substratos quando
secretadas no hdbitat. A prépria rigidez da parede celular confere a capacidade de
penetracdo em substratos insoliveis. O ciclo de vida dos fungos depende de muitas
alteracdoes morfoldgicas em diversos tipos celulares como: tubo germinativo, formagao
de esporos, formagdo de apressorio, formagao de blastosporos, entre outros. Em cada
um destes processos de diferenciagdo celular a parede celular rigida deve ser
remodelada e, portanto a quitina presente deve sofrer alteracdo por a¢do de quitinases.

Esses fatos exemplificam a complexidade do sistema quitinolitico em fungos e a
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necessidade de novos estudos que esclarecam o papel desta familia de proteinas. Essa
complexidade de processos celulares pode estar diretamente relacionada a diversidade
das quitinases.

A capacidade defensiva do exoesqueleto dos insetos é dbvia e eficaz ja que
apenas um grupo de entomopatégenos, os fungos, adquiriu a habilidade de penetrar
ativamente esta barreira. Os outros principais grupos de microrganismos patégenos de
insetos, as bactérias e virus, estdo restritos a invasdo pelo canal alimentar ou por
rupturas casuais da cuticula (CHARNLEY & ST. LEGER, 1991). Desta forma, ¢ 16gico
destacar a importancia da atuacdo destas enzimas no mecanismo de infec¢do de fungos
entomopatdgenos, os quais podem ser manipulados de maneira a superexpressarem
quitinases-fatores de viruléncia.

As predigdes realizadas neste trabalho e analisadas em comparagdes com as
quitinases de outros organismos indicam possiveis relagdes funcionais, no entanto €
importante ressaltar a necessidade de confirmagdes experimentais que determinem a
funcdo exata de cada quitinase. Desta forma, serdo escolhidas como alvo de estudos
proximos algumas das quitinases de M. anisopliae que apresentaram potencial de

interesse para o grupo.
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6. CONCLUSOES

— A agrotransformacdo de M. anisopliae permitiu o isolamento de 156 colOnias
fungicas resistentes a glifosinato de amonio. Quatro transformantes analisados

continham o cassette para expressao de Jaburetox-2Ec e a marca de resisténcia.

— Anadlises por Western blot indicaram a possivel formacao de agregados do peptideo
Jaburetox-2Ec. De acordo com Barros et al.(2009) a formagdo destes agregados

pode reduzir a atividade inseticida.

— A sequéncia correspondente ao gene da trealase dcida de M. anisopliae E6 foi
analisada in silico e a regido promotora e o peptideo sinal contidos neste gene

foram isolados através da técnica de Genome Walking.

— Foram identificadas 23 quitinases preditas pertencentes a familia 18 das glicosil
hidrolases através de biomineracdo realizada no genoma de M. anisopliae E6. As

proteinas preditas foram classificadas em quatro grupos filogenéticos, A, B, C e D.

— Nao foram detectadas quitinases pertencentes a familia 19 das glicosil hidrolases,

comumente presentes em plantas, no genoma de M. anisopliae E6.

— Propomos a criagdo de um novo subgrupo na familia das quitinases GH18, o
subgrupo D, composto de trés quitinases sem introns, as quais nao se agrupam com
os outros subgrupos conhecidos e apresentam similaridade com proteinas ortélogas

bacterianas.

— Dentre as 23 quitinases preditas, 18 apresentaram peptideos sinal preditos pela

ferramenta SignalP, indicando a importancia dessas proteinas na via de secre¢ao.
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Subgrupo C

Subgrupo A

Subgrupo D

Subgrupo B

Anexo 1. Arvore filogenética das quitinases preditas de M. anisopliae E6. As 23

quitinases sdo divididas entre os quatro subgrupos A, B, C e D.
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288
284
276
270
280
273
256
257
267
859
782
301
258
269
275
291
279
295
812
272
250
331
272

402
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375
352
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Anexo 2. Regiao central do alinhamento entre as quitinases preditas de M. anisopliae. O alinhamento gerado pelo programa Clustal
(conforme secdo 4.3.3) possibilitou o agrupamento das quitinases em diferentes subgrupos na arvore filogenética demonstrada
no Anexo 1. A regido demonstrada em A e B sdo parte do alinhamento total. Podem ser observadas no minimo oito regides

conservadas entre todas as quitinases, incluindo os dominios SxGG e DxxDxDxE.
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