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RESUMO

Metarhizium anisopliae € um fungo cosmopolita com capacidade de infectar uma
grande variedade de hospedeiros, estando entre eles o carrapato Boophilus microplus. A
penetracdo de M. anisopliae em seus hospedeiros ocorre de forma ativa onde a cuticula
constitui a principal barreira. A penetracdo é um processo multifatorial, porém, o
emprego de pressdao mecanica e a secre¢do de enzimas hidroliticas parecem ser
fundamentais para o seu sucesso. M. anisopliae, quando cultivado em meios com fontes
de carbono que mimetizam a cuticula de seus hospedeiros, secreta enzimas como
proteases, quitinases e lipases. Atualmente, o emprego de técnicas que identificam
genes diferencialmente expressos (RDA) mostrou o possivel envolvimento de outras
enzimas, como as p-glicanases, durante o processo de penetracdo. A descoberta da
ocorréncia de modificacdes morfolégicas como espessamento e perda da definicdo da
parede celular nas extremidades das hifas que penetram na cuticula do carrapato
sustentam ainda mais o possivel envolvimento de enzimas que degradam as p-glicanas
nas etapas iniciais da infecgdo. Neste trabalho, foi investigada a produgédo de f-1,3-
glicanases pela linhagem E¢ de M. anisopliae como também, buscou-se purificar as
enzimas produzidas. A sintese e secre¢do de B-1,3-glicanases foram verificadas em
meio contendo diferentes fontes de carbono sendo a secregéo diferenciada dependendo
da condicdo testada. A utilizacdo de glicose em determinadas concentracdes pareceu
inibir a secrecdo enziméatica. Duas das condi¢des testadas, N-acetilglicosamina (NAG)
0,5% e parede celular de Rizoctonia solani 0,5%, foram utilizadas para a producéo

enzimatica em larga escala. O sobrenadante dos cultivos em fermentador foi submetido
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ao processo de purificacdo que constou de trés etapas: concentragdo por ultrafiltragéo
com membrana de celulose regenerada, aplicacdo em coluna de troca ibnica Q-
Sepharose Fast Flow e aplicacdo em coluna de filtracdo em gel Superdex 75. O emprego
deste protocolo permitiu a purificagdo parcial de uma f-1,3-glicanase com
aproximadamente 95kDa, secretada durante a fermentagdo em presenca de parede
celular de Rizoctonia solani, e de outra, com aparentemente a mesma massa molecular
secretada em fermentacdo utilizando NAG 0,5% como fonte de carbono. Durante este
trabalho, também foi confirmada a presenca de pelo menos um gene que codifica uma
exo-B-1,3-glicanase no genoma da linhagem E¢ de M. anisopliae. Por fim, o estudo das
B-1,3 glicanases em M. anisopliae € justificado pela importancia destas enzimas em
variados aspectos do desenvolvimento do fungo bem como, pelo seu possivel

envolvimento na infecgdo de hospedeiros.

Palavras-chave: Metarhizium anisopliae, controle biolégico, p-1,3-glicanases,

purificacao de B-1,3-glicanases, producéo de 3-1,3-glicanases.
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ABSTRACT

Metarhizium anisopliae is a cosmopolitan fungus with capacity to infect a variety of
host range including the tick Boophilus microplus. M. anisopliae penetrates its host
actively through the cuticle which consists the most important barrier to infection.
Penetration is a multifactorial process, although, mechanical pressure and secretion of
hydrolytic enzymes seems to be limiting to penetration steps. When M. anisopliae
growths in media supplemented with carbon sources that mimetises infection as host
cuticles, for instance, it secrets proteases, chitinases and lipases. Nowadays, the
utilization of modern techniques capable to identify differentially expressed sequence
tags has shown a possible role for other enzymes such as B-1,3-glucanases during
penetration. The discovery of morphological differentiation like wider extremities and less
defined cell walls in penetrating hyphae tips strongly supports the possible involvement of
glucanases for fungi penetration. In this work we have investigated [-1,3-glucanase
production by M. anisopliae, strain Es, as well as, attempted to purify some secreted
glucanases. We have observed that M. anisopliae produces -1,3-glucanase in media
containing different carbon sources. Enzyme secretion varies according to the source
employed and glucose seems to inhibit enzyme secretion. M. anisopliae glucanases were
produced in large scale by fermentations using minimum medium supplemented with
Rizoctonia solani purified cell walls 0,5% or with N-acetilglycosamine 0,5%. Culture
supernatants were utilized in a three step purification procedure: concentration with
regenerated cellulose membranes, application in an ion exchange column and finally
application in a gel filtration column. This protocol allowed the partial purification of M.

anisopliae B-1,3-glucanases secreted during the fermentations with the two carbon
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sources tested. Both enzymes have approximately 95kDa. Here we also confirmed the
occurrence of at least one exo-B-1,3-glucanase gene in M. anisopliae genome. In
conclusion, the study of -1,3-glucanases in M. anisopliae is justified by the importance

this enzymes to different aspects of fungal development as well as by their role in host

infection.

Keywords: Metarhizium anisopliae, biological control, -1,3-glicanases, B-1,3-glicanases

production, -1,3-glicanases purification.



1. INTRODUCAO

1.1 O entomopatégeno Metarhizium anisopliae

O fungo M. anisopliae foi isolado pela primeira vez em 1879 pelo russo Elie
Metschnikoff e denominado Entomophthora anisopliae. Este mesmo pesquisador, um
ano mais tarde, o renomeou para Isaria destructor. Em 1883, Sorokin o descreveu como
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, permanecendo assim até os dias atuais
(ALVES 1998).

Considera-se, principalmente por analise morfolégica e coloracdo de seus
conidios, que existam trés espécies de Metarhizium: Metarhizium anisopliae,
Metarhizium flavoviride e Metarhizium album. M. anisopliae possui fialides cilindricas
sustentando cadeias de conidios cilindricos de coloracédo verde e duas variedades séo
reconhecidas: M. anisopliae var. majus, com conidios medindo entre 10 e 14um e var.
anisopliae com conidios de 5 a 8um (Figura 1). M. flavoviride possui fialides estreitas
com cadeias de conidios ovéides a elipticos, os quais sdo normalmente verdes, e
também possui duas variedades de acordo com o tamanho de seus conidios: M.
flavoviride var. flavoviride com conidios de 6 a 11 x 3 a 5um e var. minuscom4a7x2a
3um (CURRAN et al., 1994).

Em 2001, LIU et al. por andlise de sequéncias ITS (Espacador Transcrito Interno)
do DNA ribossémico de amostras de estroma de Cordyceps coletadas a campo e
culturas de Metarhizium spp., identificaram a espécie Cordyceps brittlebankisoides como
sendo a forma teleomorfica de M. anisopliae var. majus e com isto o fungo M. anisopliae

passou a ser considerado um ascomiceto.
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Figura 1. Caracteristicas morfolégicas de Metarhizium anisopliae var.
anisopliae. (A) Cultivo em meio complexo, mostrando uma coldnia
esporulada. (B) Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) dos
conidios com tamanho de 5 a 8um de comprimento.

Este entomopatégeno é capaz de infectar mais de 300 espécies de insetos.
Alguns de seus hospedeiros sdo pragas na agricultura, como a cigarrinha da cana-de-
acucar (Mahanarva fimbriolata) (ALMEIDA & FILHO, 2001). DRIVER et al. (2000)
reportaram 0 seu uso na RuUssia para o controle do besouro do trigo (Coleoptera:
Scarabaeidae) ainda, BATTA (2003) relata o seu emprego como biopesticida para o
controle da mosca branca do tabaco (Bemisia tabaci) e da aranha vermelha da berinjela
(Tetranychus cinnabarinus). Entre os hospedeiros alvos do fungo M. anisopliae estéo
também vetores de doencas importantes na satde publica, como a doenca de chagas e
a maléaria. LUZ et al. (1998) relataram a grande susceptibilidade de ninfas de Triatoma
infestans a infeccdo por M. anisopliae e SCHOLTE et al. (2003) descreveram 0 seu
potencial para o controle dos mosquitos dos géneros Anopheles e Culex.

O ciclo de vida de M. anisopliae, mostrado na Figura 2, é bastante simples:
através de reproducédo assexuada produz conididsporos, que sao as unidades infectivas;

estes, quando liberados no ambiente, aderem a superficie do hospedeiro e germinam



dentro de 16 a 20h quando em condigdes favoraveis. Na superficie do hospedeiro, a hifa
desenvolve uma estrutura especializada denominada de apressorio, a qual se fixa na
cuticula e forma um grampo de penetracdo responsavel pela secrecdo de enzimas
hidroliticas e pressdao mecanica, fundamentais para penetracdo ativa na cuticula do
hospedeiro (BIDOCHKA et al., 1997; LOMER et al., 2001). Atingindo a cavidade corporal
do hospedeiro, o fungo produz hifas que, apos infestacdo massiva, emergem para a

superficie produzindo novamente conidiésporos (CURRAN et al., 1994).
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Figura 2. Ciclo biolégico do fungo Metarhizium anisopliae.




1.2 Carrapato Boophilus microplus

O carrapato do boi Boophilus microplus, Canestrini, 1887 (Acari: Ixodidae),
pertence ao filo Artropoda, classe Aracnnida, ordem Acarina e superfamilia Ixodidea
(ROCHA, 2000). E o0 mais importante ectoparasita dos rebanhos bovinos do Brasil. Esta
presente em todas as areas tropicais e subtropicais entre os paralelos 32° N e 32° S,
correspondendo a faixa intertropical que abrange importantes zonas da Ameérica Central,
Ameérica do Sul, Africa do Sul e Oceania. E originario do continente asiatico, sendo
introduzido na maioria dos paises tropicais e subtropicais através da importacao de gado
bovino (HERNANDEZ et al., 1998; MONTEIRO et al., 1998).

Os carrapatos ixodideos sédo ectoparasitos obrigatérios, necessitando passar,
obrigatoriamente, uma fase de sua vida sobre o hospedeiro, ingerindo linfa, substratos
teciduais e sangue. O hospedeiro preferencial do B. microplus é o bovino, sendo o Bos
taurus mais sensivel que o Bos indicus. Sao parasitos de grande importancia tanto para
o homem quanto para animais domésticos, pois, além de sugarem o0 sangue do
hospedeiro, podem ser vetores de uma série de microrganismos, como bactérias,
protozoarios, riquétsias e virus (BITTENCOURT, 2000). Estima-se que a fémea ingira
cerca de 0,5 a 3mL de sangue ao longo de sua vida, acarretando uma perda de 1kg por
animal/ano (ATHAYDE et al., 2001).

A infec¢@o por B. microplus causa prejuizos de dificil mensuracéo, envolvendo
perdas diretas e indiretas como mortalidade do gado, principalmente das racas
européias; desenvolvimento lento dos animais parasitados, acarretando diminuicdo da
producéo de carne e leite; transmissdo de agentes patogénicos; perdas na produgéo de

couro; e gastos com produtos carrapaticidas (BITTENCOURT et al., 1999).



ROCHA (2000), em uma reviséo sobre os prejuizos causados pelos carrapatos
aos bovinos, salientou que o desconforto causado pelos parasitos ndo permite que os
bovinos realizem o pastejo, diminuindo sua taxa de conversédo diaria de alimento em
carne/leite. A inoculacdo da saliva do carrapato na pele do boi também desencadeia uma
reacdo alérgica com liberacéo de grande quantidade de histamina. Estas lesdes, além de
prejudiciais para a industria do couro sdo portas de entrada para bactérias e larvas de
mosca.

O ciclo biologico do carrapato B. microplus, mostrado na Figura 3, € completado
pela passagem em apenas um hospedeiro e compreende duas fases; uma de vida livre,
gue se realiza no solo e dura em média 2 a 3 meses, dependendo das condicdes
climaticas existentes, e outra de vida parasitaria, que se realiza no corpo do animal,
durando em média 22 dias. Nesta etapa, o carrapato apresenta trés estagios de
desenvolvimento: larva, ninfa e adulto. A larva infestante, ao entrar em contato com o
bovino, fixa-se em regides do corpo do hospedeiro tais como Ubere regido perianal,
perineal, perivulvar e entrepernas. Inicialmente se alimenta de linfa e, em
aproximadamente sete dias, d4d-se a muda para o estagio de ninfa. Este por sua vez,
permanece até que ocorra nova ecdise, para a diferenciacdo sexual, que ocorre, em
média, apos sete dias (GONZALES, 1995).

A fase nédo parasitaria compreende os estagios de fémea adulta (teledgina), ovo e
larva ndo infestante. Apds a diferenciacdo sexual, a fémea inicia, no estdgio adulto, o
repasto sanguineo. Apés copular com o macho, aumenta o volume de sangue que
ingere o que resulta no aumento do seu peso corporal em até 200 vezes (VAZ JUNIOR

et al., 2000).



O ciclo culmina com o desprendimento da fémea ingurgitada do bovino em média
aos 18 dias de infecgéo e sua queda ao solo ocorre geralmente ao amanhecer. O macho
possui um tamanho 10 vezes menor que o da fémea e, apds a copula, busca outras
fémeas para se acasalar. No solo, a fémea ingurgitada procura um local protegido da luz
solar para realizar a postura, que ocorre apés dois ou trés dias; cada fémea coloca em
torno de 3000 a 4000 ovos. A eclosao se da apés 18 dias, em condi¢des de temperatura
(26 — 27°C) e umidade (> 80%) adequadas. A larva migra por geotropismo negativo para
a extremidade superior do pasto, onde localiza o hospedeiro pelo odor, pelas vibragdes,
pelo sombreamento, pelo fototropismo positivo e pelo gradiente de concentracdo de CO,,
recomecando assim a infeccdo. A fase de vida livre é bastante susceptivel as
interferéncias climaticas, trazendo alteracdes na duracdo de seus periodos que sao
especialmente afetados pela umidade e temperatura. J4 a fase de vida parasitaria possui

periodo de duragéo praticamente constante em todas as regides (GONZALES, 1995).



Acasalamento:
Ap6s 0 acasalamento a
fémea aumenta de volume
cerca de 200x
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Dimorfismo sexual m %;f Partendgina
7 dias 3 (e

Teledgina
Cai no solo e faz a postura,
apés 3 dias, em condicdes
favoraveis

Larvas

As larvas, por geotropismo - e
fototropismo +, migram para a
extremidade do pasto a espera de um
hospedeiro susceptivel (bovino).

Figura 3. Ciclo do carrapato Boophilus microplus em bovinos.



1.3 Controle biol6gico do carrapato Boophilus microplus por Metarhizium

anisopliae

O controle hiologico pode ser definido como o0 uso de antagonistas naturais para
diminuir a populagéo de uma determinada praga que pode causar perdas na produgéo
agricola ou agropecuaria quando presente em niveis elevados. O controle biolégico pode
ser completo, substancial ou parcial: no completo, somente a utilizacdo de antagonistas
naturais reduz permanentemente a populacdo da praga para niveis aceitaveis; no
substancial, ocorre a combina¢do com o tratamento quimico, porém, com reducédo de até
75% no seu uso; e, no controle parcial, ocorre a reducao na utilizagdo de quimicos em
aproximadamente 50%. Existe um aumento crescente no interesse do setor industrial
pelo estudo de candidatos para o controle biolégico devido a alguns fatores como os
problemas crescentes de resisténcia a drogas em combinacdo com os custos elevados
para o desenvolvimento de novos produtos quimicos e, principalmente, a crescente
preocupacao publica a respeito de residuos quimicos em produtos de origem animal e
meio ambiente (GRONVOLD et al., 1996).

O controle quimico do carrapato com o uso de antiparasitarios como
organofosforados, imidinas e piretrdides € o mais comum. Os organofosforados
comecaram a ser utilizados a partir dos anos 50. No inicio dos anos 70, foram
introduzidos produtos do grupo das formamidinas e, ao final da década, os piretréides
sintéticos (VAZ JUNIOR et al., 2000).

O mercado mundial de defensivos agricolas chega a valores préximos de US$ 1,8

bilhdo/ano, sendo os inseticidas e acaricidas responsaveis por 30% do total. Os
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inseticidas a base de microrganismos entomopatogénicos ou bioinseticidas participam
com apenas 1% do montante (ALMEIDA & FILHO, 2001).

O desenvolvimento de novas drogas para a substituicdo dos principios ativos tem
sido uma necessidade permanente devido ao aparecimento de populacdes resistentes.
Além disso, este tipo de tratamento implica na presenca de residuos no leite e na carne,
sendo esta uma situacdo ndo mais compativel com as exigéncias do mercado
consumidor. Entretanto, o controle quimico ainda é o mais usado nas criacbes de gado
de leite e sistemas de produgdo de gado de corte, com énfase naqueles em que a
espécie usada € a B. taurus, principalmente por este tipo de controle proporcionar
resultados diretos, rapidos e visiveis (CASTRO & NEWSON, 1993; MONTEIRO et al.,
1998).

A pesquisa de novas alternativas para o combate ao carrapato, como o0
desenvolvimento de vacinas e o controle bioldgico, vém como uma alternativa para o
controle carrapaticida, propiciando uma reducao significativa do nimero populacional e
respeitando a integridade do ambiente (ATHAYDE et al., 2001). Em contrapartida ao uso
de agrotoxicos, o controle biolégico apresenta algumas vantagens, como seletividade de
hospedeiros; capacidade de multiplicacdo no meio ambiente a partir de individuos da
populacdo; controle mais duradouro, podendo o patégeno permanecer por varios anos
no ambiente; associagdo com inseticidas quimicos em subdosagens, visando
sinergismo; preservacdo do meio ambiente; e auséncia de desenvolvimento de
resisténcia a praga (SOUZA, 2001).

A utilizacdo de microrganismos para o controle de B. microplus no Brasil ja foi

descrita. A infeccdo natural do carrapato pela bactéria Cedecea lapagei resulta na
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degeneracdo do epitélio vaginal de fémeas ingurgitadas, levando-as a morte
(BITTENCOURT et al., 1999).

CLARKSON & CHARNLEY (1996) citam que o potencial dos patdgenos fungicos
para o controle de insetos praga na agricultura é reconhecido desde o final do século
XIX, quando foi testada a aplicacdo de Metarhizium anisopliae contra o besouro do trigo
Anisopliae austriaca e o curculicéide da beterraba Cleonus punctuventris. O estudo dos
fungos como entomopatdgenos, no Brasil, vem sendo descrito ha mais de sessenta
anos, porem, somente apo0s 1964, com a ocorréncia epizodtica de M. anisopliae em
cigarrinhas da cana-de-agUcar € que se vislumbrou o seu potencial para o controle de
pragas (ALVES, 1998).

Quando comparados aos outros sistemas disponiveis para o controle biolégico
como as bactérias, protozoarios e virus, os fungos apresentam como vantagem um
mecanismo especializado de infeccdo que é ativo, ndo dependendo da sua ingestédo
para o inicio do processo infectivo (ALVES, 1998). Outra vantagem do seu uso para o
controle bioldgico é a capacidade de multiplicacédo e dispersdo no meio ambiente através
de carrapatos infectados e presentes no solo, assumindo um carater enzodtico, além da
capacidade de causar epizootias em determinadas circunstancias (MELO & AZEVEDO,
2000). O uso de fungos como entomopatdgenos também é bastante interessante quando
se considera a possibilidade de aplicacdo de técnicas de biologia molecular para
alteracdo de algumas caracteristicas entomopatogénicas (ROBERTS, 1989).

A maioria dos trabalhos descritos sobre a possibilidade do uso de M. anisopliae
como biocontrolador foram desenvolvidos in vitro. Em 1998, MONTEIRO et al.
observaram, em condicfes laboratoriais, uma alta mortalidade e uma reducdo em 70%

na ovoposicao de fémeas ingurgitadas de B. microplus infectadas com M. anisopliae. O
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potencial acaricida deste entomopatégeno contra B. microplus também foi relatado por
FRAZZON et al. (2000) e BITTENCOURT (2000), sendo descrita a capacidade de
diferentes linhagens de provocarem alteragcbes em estagios de desenvolvimento
parasitario e estagios de vida livre como ovos e larvas nao infestantes. A pulverizacdo de
esporos de M. anisopliae sobre pastagens ao longo de trés aplicacbes sucessivas
mostrou o efeito cumulativo da linhagem utilizada sobre larvas ndo alimentadas de B.
microplus. A pulverizagcdo de uma suspensao com 10° esporos/mL no primeiro bioensaio
apresentou um percentual de reducgéo das larvas de 17,42, no segundo, 52,26 e, no
terceiro, 53,78 (BITTENCOURT et al., 2003).

Estudos realizados in vivo por CORREIA et al. (1998) evidenciaram que apesar
de haver o desenvolvimento e esporulacdo do fungo nos carrapatos de bovinos
estabulados, os indices de mortalidade obtidos em testes laboratoriais ndo se repetem
provavelmente pelas alteracdes de umidade e temperatura que ndo se mantém
constantes no campo. A diminuicdo da eficiéncia do controle biolégico por M. anisopliae
em testes a campo foi também constatada, em 1999, por BITTENCOURT et al., sendo a
eficacia total média dos testes in vitro de 96,6% e, em animais naturalmente infestados
por B. microplus, constatou-se uma diminuicdo de 53,5% na mortalidade de fémeas
ingurgitadas. Frente a estes resultados, foram sugeridos alguns fatores para a
diminuicdo da eficiéncia acaricida nos testes in vivo, como a exposi¢édo dos bovinos as
intempéries climéticas, sendo destacadas as chuvas, e a exposicdo dos esporos aos
raios ultravioleta.

S&do necessérias grandes quantidades de particulas fangicas infectivas durante
longos periodos de tempo para que seja viavel o seu emprego no controle biolégico de

pragas. Deve também ser considerada a relacdo do fungo com o meio ambiente,
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evitando-se desequilibrios ecoldgicos e, principalmente, se este ndo apresenta efeitos
deletérios sobre a saude humana. Justamente, a grande preocupac¢ao associada ao uso
de agentes microbianos para o controle de pragas, seja ele em pequena ou grande
escala, é o fato dos mesmos serem capazes de persistirem, multiplicarem-se,
disseminarem-se no ambiente e causarem doengas epizodticas em organismos
benéficos, ndo-visados. No entanto, apesar das preocupagdes relacionadas ao uso dos
biocontroladores, na pratica, ndo se observa efeito prejudicial para organismos que ndo
os hospedeiros-alvo (MELO & AZEVEDO, 2000).

O desenvolvimento de pesticidas biolodgicos fungicos ainda € incipiente, devido a
problemas relacionados a sobrevivéncia dos esporos no meio ambiente e a sua
producdo em larga escala. A eficiéncia da maioria dos fungos entomopatogénicos esta
relacionada a condi¢bes ambientais, principalmente a umidade (MCCOY & TIGANO-
MILANI, 1992). Outro fator limitante para o emprego de fungos entomopatogénicos como
biocontroladores é o tempo necessario para que ocorra a morte do hospedeiro-alvo,
sendo este de aproximadamente cinco a dez dias pos-infeccdo (ST. LEGER et al., 1996).

O emprego de M. anisopliae para o controle de outros carrapatos que ndo B.
microplus tem sido descrito. BENJAMIN et al. (2002) avaliaram o seu efeito sobre o
carrapato Ixodes scapularis, onde suspensées contendo 4 x 10° esporos/mL do fungo
causaram uma mortalidade de 95%, em ensaios laboratoriais, e de 53%, em estudos a
campo. Os fungos entomopatogénicos sdo 0s maiores patégenos de carrapatos na
natureza, devido a sua alta viruléncia, grande capacidade de dispersdo e de sua
habilidade em penetrar o hospedeiro de forma ativa, via cuticula. Frente a isto, GINDIN
et al. (2002) testaram a patogenicidade de diferentes entomopatégenos sobre algumas

espécies de carrapatos. As linhagens de M. anisopliae testadas induziram maior
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mortalidade além de reduzirem a viabilidade dos ovos dos carrapatos. Cerca de 70 —
100% das larvas foram mortas com 4 — 7 dias de infecgdo e a mortalidade de fémeas
ingurgitadas de B. annulatus e Rhipicephalus sanguineus atingiu 80 — 100%.

O emprego de inseticidas microbianos ja esta regulamentado em diversos paises,
inclusive no Brasil. As medidas prescritas por entidades normativas incluem o registro
dos produtos e a avaliacdo da seguranca em relacdo aos usudrios, impactos no meio
ambiente e implicagbes na saude publica. J& existem formulagdes especiais de fungos
registradas no Brasil como os produtos Metaquino, Metabiol e Biomax (ROBBS &

BITTENCOURT, 1998) (Tabela 1).
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Tabelal. Fungos entomopatogénicos comercializados ou em processo de
comercializacdo utilizados no controle biolégico de pragas
(BUTT et al., 2001).

Produto Fungo Alvo Produtor
Mycotal Verticillium lecanii Mosca branca Koppert, Holanda
Vertalec V. lecanii Afideos Koppert, Holanda

. . . Larva de escaravelho Biocare Technology,
Biogreen M. anisopliae -
em pastagens Australia

Metaquino M. anisopliae Cigarrinhas Brasil
Bio-Path M. anisopliae Gafanhotos EcoScience, EUA
Bio-Blast M. anisopliae Cupins EcoScience, EUA
Cobican M. anisopliae Cigarrinha da cana -de -agUcar Probiagro, Venezuela

Live Systems
Conidia Beauveria bassiana Broca do café Technology,
Colémbia
Natural Plant
Ostrinil B. bassiana Broca do milho Protection,
Franca
Cornguard B. bassiana Broca do milho europeu Mycotech, EUA
Mycotrol GH B. bassiana Gafanhotos Mycotech, EUA
Mycotrol WP B. bassiana Mosca branca e afideos Mycotech, EUA
& Botanigard
. . . Troy Biosciences,
Naturalis-L B. bassiana Pragas do algodoeiro
EUA
Proecol B. bassiana Lagarta Probiagro, Venezuela
Boverin B. bassiana Besouro do Colorado Antiga URSS
Boverol e . Antiga
Boverosil B. bassiana Besouro do Colorado Tchecoslovaquia
Engerlingspilz B. bassiana Besouros Andermatt, Suica

Schweizer B. brongniartii Besouros Eric Schweizer, Suica

Melocont B. brongniartii Besouros Kwisda, Austria
Green Muscle M. flavoviride Gafanhotos CABI Bioscience, UK

PFR-97
Pae-Sin

Laginex

Paecelomyces fumosoroseus
P. fumosoroseus

Lagenidium giganteum

Mosca branca
Mosca branca

Larvas de mosquito

ECO-Tek, EUA
Agrobionsa, México
AgraQuest, EUA
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1.4 Processo de infeccéo

A cuticula de artropodes é composta basicamente de duas camadas: a
epicuticula e a procuticula. A epicuticula é uma camada delgada formada por proteinas
cobertas por acidos graxos, lipideos e esterois. A procuticula compde a maior parte da
cuticula e possui fibrilas de quitina embebidas em uma matriz protéica juntamente com
lipideos e quinonas (KANG et al., 1999).

Os conidios produzidos durante a reproducdo assexuada do fungo séo liberados
no meio ambiente e, quando em contato com hospedeiros suscetiveis, como o carrapato
do boi, iniciam o processo de infeccdo (SHAH & PELL, 2003). Primeiramente, ocorre
uma interacao hidrofébica entre a cuticula e os conidios, seguida da secre¢do de uma
camada de muco adesiva ao redor das estruturas fungicas (HEGEDUS &
KHACHATOURIANS, 1995; MENDGEN et al.,, 1996; BIDOCHKA et al., 1997). A
penetracado do fungo inicia efetivamente com a diferenciacdo das extremidades das hifas
para a formacdo de uma estrutura denominada de apressorio. Acredita-se que a
diferenciacao seja estimulada por baixos niveis de complexos nitrogenados e também
pelo catabolismo de componentes carbdnicos. CLARKSON & CHARNLEY (1996)
comentam que a formacao desta estrutura de penetragdo também pode ser influenciada
por condicbes topograficas, onde o apressorio se forma somente apls extenso
crescimento sobre pregas da superficie do hospedeiro.

Vérios trabalhos descrevem o envolvimento de fatores como pressdo mecanica e
degradacdo enzimatica do tegumento durante a penetracdo, sendo a formacgdo do
apressorio fundamental nas etapas iniciais (CLARKSON & CHARNLEY, 1996;

BIDOCHKA et al., 1997). BIDOCHKA et al. (1997) citam que o processo de infeccdo de
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M. anisopliae em gafanhotos e cupins ja foi estudado com o auxilio de técnicas de
microscopia, com as quais foi possivel observar a presenca de depressdes superficiais e
zonas de hidrélise em alguns pontos de penetracao, indicando, assim, o envolvimento de
pressao mecanica e degradacdo enzimatica.

Devido ao grande potencial de M. anisopliae como biocontrolador de B. microplus,
a andlise do processo de penetracdo cuticular nas etapas iniciais da infecgdo tem sido
alvo de grande interesse por parte do meio cientifico, resultando no emprego de técnicas
cada vez mais apuradas como a microscopia eletronica de varredura (MEV) para o seu
entendimento. BITTENCOURT et al. (1999), através de exame em microscopio
eletrénico de varredura, descreveram pela primeira vez o processo de penetracdo do
fungo M. anisopliae em carrapatos. A penetracdo ativa do fungo via cuticula foi
confirmada pela adesé@o e germinacdo dos esporos sobre a cuticula, inicio da dilatagéo
do tubo germinativo e formagéo do apressorio aos trés dias de infeccdo. Neste estudo
também foi demonstrado que, ao contrario do que acontece no processo de infeccdo de
outros insetos, ndo € verificada penetracdo inicial através dos sistemas reprodutor,
digestivo e respiratorio.

ARRUDA et al. (2005), também utilizaram MEV e observaram que no primeiro dia
de infeccdo a maioria dos conidios esta aderida a superficie do B. microplus, momento
no qual ja se inicia a penetragéo cuticular, sendo possivel aos dois dias a visualizagéo de
hifas sob a superficie da cuticula do carrapato. Também foi verificado que,
semelhantemente ao processo de infeccdo em insetos, no carrapato também ocorre a
interacdo entre pressdo mecanica e degradacdo enzimatica para a transposicdo da

cuticula devido a visualizacdo de pequenas depressGes no ponto de penetracdo do
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apressorio, pela deformacéo cuticular e diferenciagdo morfologica das extremidades das
hifas as quais parecem perder a definicdo da parede celular.

Uma vez atravessada a cuticula, as hifas se tornam espessas e formam
blastosporos, os quais nutrem o fungo com a degradacdo das fontes de carbono
presentes na hemolinfa do hospedeiro. Durante o desenvolvimento de M. anisopliae
passam a ser produzidos pelo fungo metabdlitos secundarios como &cido citrico e
oxalico e também toxinas (BIDOCHKA et al., 1997). A morte do hospedeiro geralmente é
verificada 3 a 7 dias apos a infec¢cdo. Neste periodo as hifas emergem sobre a cuticula
e, em condi¢cdes adequadas de temperatura e umidade esporulam (SHAH & PELL, 2003)

(Figura 4).
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Figura 4. Modelo do mecanismo de penetracdo do fungo Metarhizium
anisopliae em Boophilus microplus (SCHRANK, A., comunicagao
pessoal).
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A producdo de enzimas que degradam a cuticula durante a penetragdo do
hospedeiro € bastante estudada. O fungo M. anisopliae produz uma série de enzimas
hidroliticas como proteases, quitinases e lipases (ST. LEGER et al., 1986; ST LEGER et
al., 1989; ST. LEGER et al., 1993; ST. LEGER et al., 1998; COLE et al., 1993; BARATTO
et al., 2003; MORAES et al., 2003; BARRETO et al., 2004; SILVA et al., 2004). Algumas
das primeiras enzimas produzidas pelo fungo no momento da penetragéo,
concomitantemente com a diferenciacéo da por¢éo terminal da hifa em apressoério séo as
endoproteases e aminopeptidases. A secrecdo de proteases e quitinases pelo
entomopatdgeno é fundamental para o sucesso da penetracdo. M. anisopliae produz
varias enzimas quitinoliticas, a linhagem E¢ produz pelo menos duas enzimas com
capacidade de degradar quitina (PINTO et al., 1997; BOGO et al., 1998; SILVA et al.,
2004). Bogo et al. (1996) clonaram o gene chitl, que codifica uma enzima com massa
molecular estimada de 42kDa.

Outra quitinase, a CHIT 30, purificada por PINTO et al. (1997), é codificada pelo
gene chi3 e expressa em meios contendo quitina, carapaca 1% e NAG em baixas
concentracbes (0,2%) e é reprimida por glicose e NAG 1%. A sua participagdo no
processo de infeccdo de M. anisopliae em B. microplus foi avaliada por analises imuno-
histoquimicas. A utilizacdo de soro anti-CHIT 30 em cortes de teledginas infectadas com
a linhagem Eg mostrou a presenca desta enzima 48h pos-inoculagdo com aumento na
marcacao apos 72h (SILVA et al., 2004).

As proteases desempenham papel adicional fornecendo nutrientes para o
desenvolvimento do fungo antes, durante e apds a penetracdo e as quitinases, séo
requeridas em curto espaco de tempo e agem somente apds degradacdo da matriz

protéica cuticular (ST. LEGER et al.,, 1998). Uma das proteases mais importantes
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secretadas por M. anisopliae durante a infecgdo de insetos € a PR1 (PR1A). A sua
inser¢cdo em multiplas copias no genoma de M. anisopliae sob o controle de um promotor
constitutivo aumentou a patogenicidade das linhagens transformadas a Manduca sexta
(ST. LEGER et al., 1996).

O papel da protease PR1A na infeccdo de B. microplus ainda ndo esta
esclarecido, a construgdo de transformantes superexpressando esta enzima n&o
pareceram ter a patogenicidade alterada em bioensaios (FRANCESCHINI, manuscrito
em preparacdo) sugerindo o envolvimento de outras proteases na penetracdo do
entomopatdgeno no carrapato do boi.

A utilizacdo da técnica de andlise de diferencas representacionais (RDA) para a
analise de diferencas entre populacdes de mRNA foi recentemente descrita por DUTRA
et al. (2004). Foram confrontados cultivos do fungo M. anisopliae em meio contendo
como fonte de carbono glicose e outro suplementado com cuticula de B. microplus. Entre
as sequéncias deduzidas de aminoacidos de genes diferencialmente expressos no
cultivo do fungo em meio contendo cuticula estdo o da protease prlC de M. anisopliae,
um gene envolvido no metabolismo energético, o da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (gapdh) e um fragmento que codifica uma proteina com homologia a uma
exo-B-1,3 glicanase de Trichoderma harzianum.

FREIMOSER et al. (2003) salientam que, com excegdo das proteases, pouco se
sabe sobre os fatores de viruléncia envolvidos na morte de insetos-alvo. Buscando
justamente um maior entendimento destes determinantes de patogenicidade, foi feita a
comparacado de sequéncias de ITS de duas variedades de M. anisopliae, M. anisopliae

var. anisopliae e M. anisopliae var. acridum, obtidas a partir de bancos de cDNA
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construidos a partir dos fungos cultivados em meio suplementado com cuticulas de
inseto. A variedade acridum expressa em maior quantidade genes envolvidos com a
sintese e degradacdo de paredes celulares, metabolismo de carboidratos, resposta a
estresse, detoxificacdo e transporte transmembrana, em comparacdo com a variedade
anisopliae; ja esta, parece mobilizar um nimero maior de genes relacionados a sintese
de metabdlitos téxicos, controle do ciclo e crescimento celulares, além das proteases do
tipo tripsina e subtilisinas.

Estudos anteriores realizados por COSTA (2003) evidenciaram a secrec¢do de
enzimas do tipo B-1,3 glicanase por M. anisopliae quando cultivado em diferentes meios
de cultura. Cultivos do fungo por 72h com suplementacéo de glicose a cada 24h néo se
mostraram eficientes para a producao da enzima. Porém, quando feito o cultivo em meio
contendo cuticula do carrapato B. microplus, evidenciou-se um aumento de 97 vezes da
sua secrecédo pelo entomopatdégeno, sugerindo que a regulacdo da expressao de -1,3
glicanase em M. anisopliae pode ser influenciada pela possivel presenca de f-1,3-

glicanas na cuticula do carrapato.

1.5 B-1,3-glicanas e B-1,3-glicanases

B-glicanas sé@o a classe mais abundante de polissacarideos naturais devido a
ocorréncia da p-1,4-glicana, a celulose. Entretanto, muitas outras p-glicanas sé&o
produzidas tanto por fontes microbianas como n&o-microbianas. Enzimas de fungos que
degradam B-glicanas néo celuloliticas foram descritas pela primeira vez na década de

sessenta por Reese & Chesters (appud PITSON, 1993).
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B-glicanas sdo homopolimeros de D-glicose ligadas em uma configuracdo .
Algumas sdo moléculas relativamente simples, consistindo de cadeias lineares de
residuos de glicosila unidos por ligacdes simples, enquanto outros sdo mais complexos e
podem ser unidos por uma variedade de ligacbes tanto na forma linear quanto na
ramificada (PITSON, 1993). Os polimeros de D-glicose ligados em uma configuragéo B-
1,3 e arranjados em forma de hélice com poucas ramificagdes do tipo 3-1,6 sdo também
chamados de laminarina (COHEN-KUPIEK et al., 1999).

Muitos fungos sintetizam [-glicanas intracelularmente e citoplasmicamente. No
entanto, alguns pesquisadores ressaltam o seu papel como constituinte principal da
parede celular, sendo esta importante para a sua estrutura (PITSON, 1993). As -
glicanas encontradas nas paredes celulares dos fungos sdo compostas,
predominantemente, por glicanas do tipo -1,3 ligadas a glicanas com ramificagbes de
ligacdes glicosidicas do tipo -1,6 (LA CRUZ & LLOBELL, 1999). COHEN-KUPIEK et al.
(1999) reportaram que as paredes celulares dos fungos sédo constituidas por mais de
60% de laminarina ficando suas fibrilas distribuidas de forma amorfa por entre as
camadas de quitina. Existem ligacdes quimicas entre as glicanas e a quitina que, juntas,
formam uma rede complexa de glicanas e oligdbmeros de N-acetilglicosamina.

Além da participacdo na manutencdo da parede celular e protecdo da célula, as -
glicanas também desempenham outras fungbes, dependendo da sua natureza e
localizacdo no interior das células. Acredita-se que possam ser degradadas e usadas
como fonte nutricional em determinadas situa¢cdes como as em que as fontes de energia
externa sdo escassas ou quando sdo necessarias modificacdes na conformacéo celular,

como na morfogénese (PITSON, 1993).
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As B-1,3 glicanases hidrolisam as ligag6es O-glicosidicas das -1,3-glicanas e séao
classificadas de acordo com o seu modo de acéo. As exo-B-1,3-glicanases (EC 3.2.1.58)
degradam sequencialmente residuos da extremidade ndo-redutora da molécula, tendo
como Unico produto a glicose, enquanto que as endo-B-1,3-glicanases (EC 3.2.1.39) séo
capazes de hidrolisar ligagbes f-1,3 internas em pontos aleatérios da cadeia
polissacaridica, liberando pequenos oligossacarideos (PITSON, 1993; DE LA CRUZ et
al., 1995; KULMINSKAYA et al., 2001). PITSON (1993) ainda descreve a existéncia de
B-glicanases fungicas com a capacidade de liberar glicose, dissacarideos e
oligossacarideos maiores de p-glicanas, agindo sinergisticamente como endo e

exoglicanases (Figura 5).
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Figura 5. Estrutura quimica da B-1,3-glicana (laminarina) e modo de acé&o
das B-1,3-glicanases. Os circulos delimitam ligacdes glicosidicas do
tipo B-1,3. O circulo amarelo indica o alvo das exo-B-1,3-glicanases
gerando como produto de hidrolise a glicose e, os em verde, das endo-
B-1,3-glicanases que liberam pequenos oligossacarideos.

PITSON (1993) comenta que a maioria das f-1,3-glicanases descritas €
extracelular e que a secrecdo parece ser semelhante a das outras enzimas
extracelulares secretadas. Apds a sintese, sdo imediatamente empacotadas em

vesiculas derivadas do reticulo endoplasmatico e migram para a membrana
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citoplasmatica, fusionando-se a mesma e liberando o0 seu conteddo no espaco
periplasmatico, entre a membrana e a parede celular. A passagem subsequente através
da parede celular depende da porosidade da parede e do tamanho da enzima. Em
alguns fungos, as B-glicanases ficam retidas no espaco periplasmatico onde podem
desempenhar varias fungdes, incluindo a mobilizacdo de B-glicanas da parede celular.
As B-1,3 e B-1,6-glicanases fungicas também podem ser retidas no citoplasma em
vesiculas, as quais, nos fungos filamentosos, estdo usualmente localizadas apicalmente
em locais adjacentes a regifes de ramificagbes das hifas, estando estas enzimas
envolvidas na extensdo das mesmas.

A sintese de varias enzimas com atividade de p-glicanase por um Unico
organismo é comum nos fungos. As B-glicanases tém sido extensivamente estudadas
em varios fungos e isto resultou ndo s6 no aumento do conhecimento sobre o modo de
operacao e regulacdo destas enzimas, como também mostrou a vasta variedade de
propriedades fisicoquimicas deste grupo enzimatico. As massas moleculares das (-
glicanases flngicas parecem variar consideravelmente ndo somente entre organismos,
mas também em um mesmo organismo. A faixa comum varia de 20.000 a 80.000
Daltons com algumas excecdes. B-glicanases fungicas da mesma ou de diferentes
fontes também mostraram variagcdes em seu ponto isoelétrico, variando entre 4,0 e 8,0
nos fungos filamentosos. A atividade enzimatica parece ser melhor em pHs acidos entre
4,0 e 6,0 embora possam existir variacdes (PITSON, 1993).

A laminarina é hidrolisada principalmente por B-1,3-glicanases, que sé&o enzimas
amplamente distribuidas entre bactérias, fungos e vegetais superiores (COHEN-KUPIEK

et al., 1999). Estas enzimas sdo produzidas por fungos filamentosos e leveduras,
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possivelmente em consequéncia da ampla disponibilidade de substrato, principalmente
os que compdem a célula fungica (PITSON, 1993). Em 2000, SUN et al., descreveram
pela primeira vez a existéncia de uma p-glicanase codificada por um virus e, ao contrario
do que se imaginava, a enzima nado parece ter participacdo na degradacdo da parede
celular de seu hospedeiro durante a infecgao viral.

Espécies do género Trichoderma sao utilizadas como micoparasitas contra varios
fitopatogenos. Na interagdo micoparasitaria, Trichoderma harzianum interage com o
fungo hospedeiro e secreta enzimas liticas, como quitinases, glicanases e proteases, as
quais sao importantes no processo de penetracdo, pois degradam as paredes celulares
do mesmo (COHEN-KUPIEC et al.,, 1999; NORONHA & ULHOA, 2000). Em T.
harzianum, as maiores atividades de enzimas do tipo glicanase sdo detectadas quando o
micopatégeno é cultivado em meios contendo como Unica fonte de carbono parede
celular, provavelmente, devido a alta concentracéo de B-glicana presente no substrato.

Varios trabalhos tém descrito a producéo de glicanases neste fungo, sendo este
um sistema complexo, onde séo descritas pelo menos quatro diferentes enzimas: duas
B-1,3-glicanases, com massas moleculares de 29 e 36 kDa (NORONHA e ULHOA, 2000;
NORONHA et al.,, 2000); uma exo-p-1,3-glicanase, com 110 kDa (COHEN-KUPIEC et
al., 1999), e uma endo-B-1,3-glicanase, com 78 kDa (DE LA CRUZ et al.,, 1995).
Acredita-se que a producao de glicanases nos fungos seja de forma constitutiva, embora
tenha sido descrita a sintese em T. harzianum de outras controladas por mecanismos
regulatérios, como inducao e repressao catabodlica (RAMOT et al., 2000).

Muito pouco se sabe a respeito dos genes destas enzimas, se elas sédo produto

de genes diferentes ou se somente diferentemente processadas a partir de um mesmo
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gene. Somente dois genes de B-1,3-glicanases foram sequenciados em T. harzianum,
bgn13.1 (DE LA CRUZ et al., 1995) e lam1.3 (COHEN-KUPIEK et al., 1999). O primeiro
codifica uma endo-B-1,3-glicanase de 78kDa e a comparagdo da sua sequéncia de
aminoacidos com a de outras glicanases disponiveis em bancos de dados ndo mostrou
homologia com 3 e nem com a-glicanases tendo esta maior relagdo com celulases. O
gene laml.3 codifica uma proteina madura de 110kDa, a LAM1.3. A analise da
sequéncia predita de aminoacidos com a de outras proteinas disponiveis em bancos de
dados revelou uma maior homologia com a glicanase EXGI de Cochliobolus carborum do
gue com a outra glicanase (endo-B-1,3 glicanase BGN13.1) de T. harzianum descrita.

A aplicacdo de enzimas hidroliticas, mais especificamente de glicanases, em
processos biotecnoldgicos é bastante promissora. Uma das aplicac6es mais estudadas é
a do seu emprego como antifingico vegetal, justamente devido a sua capacidade de
degradar paredes celulares, incluindo as dos fitopatégenos. S&o também empregadas
para a producdo de p-glicanas, as quais sdo utilizadas industrialmente como
estabilizantes, floculantes, geilificantes, emulsificantes (PITSON, 1993) e, mais
recentemente, a sua utilizacdo como imuno-estimulantes (HONG et al., 2002). Podem
ser empregadas na fabricacdo de bebidas, como vinho e cerveja, para o auxilio nos
processos fermentativos e nas etapas de clarificagao e filtragdo (PITSON, 1993).

Finalmente, a descoberta do envolvimento de glicanases com as leveduras de
biétipo Kkiller tem gerado interesse na producdo de microrganismos modificados
positivamente para esta caracteristica vislumbrando o seu emprego em processos
fermentativos, devido a geracdo de linhagens resistentes a contaminacdes e, na

industria de alimentos, como biocontroladores (IZGU & ALTIMBAY, 2004).
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Até o presente, ndo existe a descricdo de nenhuma enzima do tipo p-glicanase
em M. anisopliae. Porém, em estudos anteriores, verificou-se a sua presenga em cultivos
do fungo em diferentes fontes de carbono (COSTA, 2003). Trabalhos desenvolvidos com
a finalidade de estudar o processo de infeccdo do carrapato do boi pelo entomopatégeno
M. anisopliae por MEV demonstraram o surgimento de modificacdes em algumas das
extremidades das hifas, as quais estavam penetrando no parasita (Figura 6). Ainda,
aliado a isto, foi detectado um segmento de cDNA correspondente a uma exo-B-1,3-
glicanase pela técnica de RDA em cultivos de M. anisopliae em meio contendo cuticula
como fonte de carbono. Estes dados experimentais sustentam a hipétese de que esta
classe de enzimas poderia desempenhar algum papel durante o processo de infeccdo de

M. anisopliae no carrapato B. microplus.
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Arruda, 2004.

Figura 6. Microscopia eletrénica de varredura de M. anisopliae infectando a
cuticula de B. microplus. (A) Crescimento sobre a cuticula do
carrapato com dois dias de infeccdo. 4500 X. (B) Detalhe
demonstrando a alteracdo na extremidade das hifas que penetram no
carrapato B. microplus. 14000 X.
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microrganismos.

B-1,3-glicanases
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produzidas por diferentes

Microrganismo Enzima Gene MW T pH Referéncias
B-1,3-glicanase ND 29 50 4,4 Noronha & Ulhoa, 2000.
endo-ﬁ-1'3_g|icanase ND 36 ND ND Noronha et al., 2000.
T. harzianum endo-B-1,3-glicanase ND 74 60 4,5 ElKatanietal, 2001.
endo-p-1,3-glicanase bgnl13.1 66 40 8,0 DelaCruzetal, 1995.
exo—B—l,S—incanase lam1.3 110 ND ND Cohen-Cupiec et al., 1999.
T. asperellum exo-B-1,3-glicanase ND 83,1 55 51 Baraetal,2003.
, endo-B-1,3-glicanase ND 85 55 47
Sclerotium
. exo-p-1,3-glicanase ND 78 55 4,5 Rapp, 1992.
glucanicum
exo-B-1,3-glicanase ND 335 70 43
exo-B-1,3-glicanase gp29 29 ND  ND Kiebl & Tanner, 1989.
Saccharomyces _
cerevisae exo-B-1,3-glicanase | exgl 47 ND ND Larriba et al., 1995.
ell
Bacillus circulans B-1,3-glicanase glcA 72 ND ND Yahataetal,1990.
Virus PBCV-1 endo-B-1,3-glicanase A94| 41 65 8  Sunetal, 2000.

MW, massa molecular
T, temperatura 6tima de atividade em graus Celsius
ND, Nao determinado
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Avaliar a possivel participacdo de B-1,3-glicanases no processo de infec¢ao

de Metarhizium anisopliae.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito de diferentes fontes de carbono na atividade de B-1,3-

glicanases por M. anisopliae;
- Purificar e caracterizar p-1,3-glicanases produzidas por M. anisopliae;

- Caracterizar a presenca de genes que codificam B-1,3-glicanases em M.

anisopliae.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MEIOS E SOLUCOES

3.1.1 Meio BDA (Agar-Batata)
Glicose 2% (p/v)
Caldo de batata cozida 20% (v/v)

Agar 1,5% (p/v)

Completar com agua destilada para 100mL e ajustar para pH 6,0.

Autoclavar a 120°C, durante 20min.

3.1.2 Meio TLE

Peptona 0,1% (p/v)
Uréia 0,03% (p/v)
(NH)4SO4 0,14% (p/v)
KH>PO, 0,2% (p/v)
MgSO, 7H,O 0,03% (p/v)
CaCl, 2H,0 0,02% (p/v)

Completar com agua para 100mL e ajustar para pH 5,0.
Autoclavar 120°C, durante 20min.
Adicionar assepticamente:

Elementos-traco 0,1% (viv)

32
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3.1.3 Meio de Cove Completo (MCc)

Nitrato de sodio 0,6% (p/v)
Glicose 1% (p/v)
Extrato de levedura 0,05% (p/v)
Peptona 0,2% (p/v)
Caseina hidrolisada 0,15% (p/v)
Agar 2% (p/v)

Completar com agua destilada para 100mL e ajustar o pH para 6,0 com NaOH
Autoclavar 120°C, durante 20min e adicionar assepticamente:
Solucéao de sais 2% (v/v)

Solucao de elementos-traco 0,04% (v/v)

3.1.4 Solucéo de Sais

KCI 2,6% (p/v)
MgS0O,7H,0 2,6% (p/v)
KH,PO, 7,6% (p/v)

3.1.5 Solucgéo de elementos-trago

Na,B40,7H,0 0,004% (p/v)
FeSO, 0,001% (p/v)
MnS042H,0 0,08% (p/v)
NaMnO42H,0 0,08% (p/v)

ZnS0O,7H,0O 0,08% (p/v)
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Adicionar HCI concentrado até a dissolugéo e completar com agua destilada para

100mL.

3.1.6 Tampéao de extracdo — TEX

Tris-HCI pH 7,5 0,2M
NacCl 0,5M
EDTA 0,01M
SDS 1% (p/v)

3.2 MICRORGANISMOS

O microrganismo utilizado para o desenvolvimento dos experimentos foi o fungo
filamentoso Metarhizium anisopliae (METSCH) SOROKIN, linhagem Es, originalmente
isolado de Deios flavopicta (Homoptera, Cercopidea), no Espirito Santo. A linhagem foi
cedida pelo Professor Jodo Lucio de Azevedo, da Escola Superior de Agricultura Luis de

Queirés (ESALQ-USP), Piracicaba.

3.2.1 Manutencéo da Linhagem Eg de Metarhizium anisopliae

As culturas de M. anisopliae foram mantidas a partir da semeadura em ponto de
esporos do fungo em placas de Petri com Meio de Cove completo (MCc). As placas
foram incubadas a 28°C até a esporulagdo com posterior estocagem em refrigerador a
4°C. Para o preparo das suspensées de esporos as culturas foram repicadas em estrias
em meio MCc sélido e incubadas em estufa a 28°C até a esporulacdo. Com auxilio de

uma alca de Drigalsky, os esporos foram ressuspendidos em 5mL de solugcdo de Tween
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80 (0,1% , v/v) transferidos com pipeta de Pasteur para um tubo e centrifugados a
12000rpm por 10min. O sedimento de esporos foi lavado com agua destilada e
recentrifugado. Para obtencdo de suspenséo-estoque, adicionou-se aos esporos 2mL de
solucéo de glicerol 10% (v/v). Todas as solucdes e vidraria utilizadas para a confeccao

da suspenséao foram anteriormente esterilizadas em autoclave.

3.2.2 Linhagem de Rhizoctonia solani

A manutencédo da linhagem de R. solani utilizada foi feita pela passagem de uma
porcdo do meio de cultivo com a linhagem para placas de Petri contendo o meio Agar-
Batata (BDA) e posterior incubacdo em estufa a 28°C, por 4 dias. Apds o crescimento, as

placas foram acondicionadas em refrigerador a 4°C.

3.3 PRODUCAO E PURIFICACAO DE PAREDE CELULAR DE Rhizoctonia

solani

A producéo de parede celular foi realizada segundo o protocolo de MITCHEL &
TAYLOR (1969). O repique de 5 discos (5mm diametro) de micélio de R. solani cultivado
em BDA foram transferidos para um erlenmeyer (1L) contendo 300mL de BDA liquido.
Ap6s 4 dias de incubacéo em agitador, a 140rpm e 28°C, a cultura foi transferida para
fermentador com 10L do mesmo meio e incubada por 5 dias. O micélio foi coletado por
filtracdo em papel filtro Whatman #1, congelado e liofilizado. O material previamente
congelado foi submetido ao congelamento com nitrogénio liquido e triturado com gral e
pistilo até a formagéo de um po fino; foi, entdo, ressuspendido em solugéo de uréia 8M

(p/v), sonicado cinco vezes, por 30seg e incubado a temperatura ambiente, por 20min.
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Decorrida a incubagéo, as amostras foram centrifugadas por 10min a 5000rpm e o
sedimento lavado com agua destilada. O produto foi ressuspendido em hidréxido de
amonio 1M (v/v), sonicado duas vezes por 30seg e novamente centrifugado e lavado. O
sedimento sofreu, ainda, sonicacdo por trés vezes de 30seg, em solucdo de &cido
férmico 500mM, seguida de centrifugacdo e lavagem com &agua destilada. A parede
celular obtida foi congelada e liofilizada para utilizagcdo como fonte Unica de carbono na

multiplicacdo de M. anisopliae.

3.4 PREPARACAO DE CUTICULA DE Boophilus microplus

As cuticulas foram obtidas de teledginas ingurgitadas do carrapato B. microplus.
Foi feito corte na extremidade posterior dos carrapatos e feita seccdo medial total,
partindo o acaro em duas partes. As cuticulas foram lavadas extensivamente e o sangue
retirado por esmagamento. Depois de limpas, as cuticulas foram esterilizadas em
autoclave a 120°C por 20min e mantidas a 4°C para posterior utilizacdo como fonte Unica

de carbono nos meios suplementados com carapaca.

3.5 CULTIVO DE Metarhizium anisopliae PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE

DE B-1,3 GLICANASES

3.5.1 Cultivos de Metarhizium anisopliae em diferentes fontes de carbono
Para a verificagdo da producdo de enzimas do tipo B-1,3 glicanases por M.
anisopliae, foi feito o seu cultivo em meio TLE suplementado com as diferentes fontes de

carbono descritas a seguir:
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- Glicose: 1% e 0,5%;

- N-acetilglicosamina (NAG) 1 e 0,5%;

- Quitina 0,5%;

- Cuticula de B. microplus 0,5%;

- Parede celular de R. Solani 0,5%.

O inéculo constou de suspensdes de esporos na concentracdo de 1 x 10°
esporos/mL. Os cultivos foram mantidos a 28°C em agitador, com agitacao de 120rpm.

Apos o cultivo do fungo, foi feita a filtragdo do miceélio em papel filtro (Whatmam
#1). O sobrenadante das culturas foi coletado e dialisado contra &gua por 24h a 4°C,

para posterior analise da fracao protéica secretada.

3.5.1.1 Efeito da glicose na secrecdao de f-1,3-glicanases por M.
anisopliae

O efeito da glicose na secre¢cdo de p-1,3-glicanases por M. anisopliae foi
verificado em cultivos do fungo em meio TLE com glicose 0,5%, no qual, apés, 24h, foi
feita uma adicéo extra da fonte de carbono na mesma concentragdo inicial (0,5%). Os
cultivos foram incubados por sete dias a 28°C em agitador com rotagdo constante de
120rpm. O acompanhamento da secrecdo protéica total e da atividade enzimética foi
feito em amostras do  sobrenadante  dos  cultivos  coletados com
6,12,24,36,48,72,96,120,144 e 168hs. As amostras coletadas foram dialisadas contra

agua destilada durante 12h e, posteriormente, mantidas a -20°C.
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3.5.1.2 Deteccdo de B-1,3-glicanases ndo secretadas

Os micélios de cultivos de M. anisopliae com trés e cinco dias em meio TLE
suplementado com as diferentes fontes de carbono citadas no item 3.5.1 foram utilizados
para a analise da atividade de B-1,3-glicanases. Ap6s o cultivo do fungo, foi feita a
filtracdo do micélio em papel filtro (Whatmam #1), este foi lavado com agua destilada
estéril, congelado e liofilizado. As amostras foram pesadas para obtengdo da massa
seca total e maceradas com nitrogénio liquido, até a sua pulverizacdo, ressuspendidas
em 25mL tampéo Tris-HCI 50mM pH 8,0 e centrifugadas a 7000rpm por 15min. O
sobrenadante das amostras foi coletado e utilizado nos procedimentos analiticos como

sendo a frac&o intracelular solavel.

3.5.2 Cultivos em grande escala

A producdo de glicanases foi realizada pelo cultivo de M. anisopliae em
fermentador (New Brunswick MF 14) com capacidade para 10L em meio TLE
suplementado com parede celular de R. solani, ou com NAG 0,5%. O in6culo para
fermentac&o foi obtido a partir da inoculacéo prévia de 1 x 10° esporos/mL do fungo em
frasco Erlenmeyer contendo 300mL do meio anteriormente citado e incubagdo em
agitador, a 120rpm, a 28°C, por 48h. A determinacdo do tempo necessério de cultivo
para a producgéo de glicanases foi feita com o acompanhamento das fermentagcdes pela
coleta de amostras e deteccdo da atividade enzimatica (conforme item 3.6) de 24 em

24h por um periodo de 5 dias.
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3.6 ATIVIDADE DE B-1,3-GLICANASE

A atividade da enzima foi verificada pela medida da quantidade de agucar redutor
liberado a partir do substrato laminarina. Foi feita a adicdo de 50uL da enzima a 100uL
do substrato (solucdo de laminarina 0,25% em tampé&o acetato de sédio 50mM pH 5,0)
(NORONHA & ULHOA, 1996). Ap6s incubacao por 1h a 40°C a reacdo foi interrompida
com a adicdo de 1mL de DNS (Acido 2,5-dinitrossalicilico) (MILLER, 1959) e aquecida
em agua fervente por 3min. A atividade enzimatica foi estimada em espectrofotdmetro
(550nm) pela liberac@o de acglcares redutores. A curva padrdo foi preparada utilizando-
se glicose. Uma unidade (U) da enzima foi definida como sendo a quantidade necessaria

para a producao de 1uM de acucar redutor por minuto.

3.7 ANALISE DE PROTEINAS EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Foi utilizado o sistema Mini-Protean Il Electrophoresis Cell (BioRad) para a
montagem e eletroforese dos géis, seguindo os procedimentos do fabricante. As
proteinas secretadas foram submetidas a analise em gel desnaturante de poliacrilamida
segundo LAEMMLI (1970). A solucéo do gel separador (Tris-HCI 0,375M, pH 8,8/ SDS
0,1%/ acrilamida-bisacrilamida (29:1 p/v) 12%/ persulfato de amobnia 0,05% (p/v)/
TEMED 0,05% (v/v) e a do gel concentrador (Tris-HCI 0,125M/ SDS 0,1%/ acrilamida-
bisacrilamida 4% (29:1 p/v)/ persulfato de aménia 0,05% (p/v)/ TEMED 0,05% (v/v))
foram, apo6s a polimerizacdo, montados em cuba apropriada a qual foi preenchida com
tampéao de corrida 1X (Tris base 0,3% (p/v)/ glicina 1,44% (p/v)/ SDS 0,1% (p/v)). Para a

confeccdo de géis ndo desnaturantes, foram utilizados os mesmos procedimentos,
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porém, foram retiradas as solu¢des de SDS e B-mercaptoetanol, tanto para preparacao
do gel quanto para preparagédo das amostras.

Antes da aplicacdo das amostras nos géis em condi¢cdes desnaturantes, as
mesmas foram concentradas por liofilizacdo em concentrador Centrivap ou precipitadas
com TCA 20% (v/v) e mantidas overnight a 4°C, centrifugadas (14000rpm por 5min),
lavadas com acetona gelada e ressuspendidas em 20uL de tampdo de amostra
desnaturante 1X (Tris-HCI 0,05M pH 6,8/ 2-mercaptoetanol 4% (p/v)/ SDS 2% (p/v)/
glicerol 10% (v/v)/ tracos de azul de bromofenol), incubadas por 3 minutos & 100°C e
aplicadas no gel.

Apés eletroforese (100V), os géis foram corados em solucdo de coloragdo
(“Coomassie brilliant blue” — R 0,1% (p/v)/ metanol 40% (v/v)/ acido acético 10% (v/v)) e
descorados na mesma solugdo sem o corante.

Os géis também foram submetidos a coloracdo com nitrato de prata descrita por
BLUM et al. (1987). Para tanto, os mesmos foram submetidos a uma fixagdo por 1h
(metanol p.a 50%/ acido acético p.a 5%), lavagem por 20min (metanol 50%),
sensibilizacdo por 10min (tiossulfato de sddio 0,02%), enxaglie em agua destilada duas
vezes (1min cada), submersdo em solucdo 0,1% de nitrato de prata gelada (4°C) por 1h,
enxagie duas vazes em agua destilada, revelacdo em solugcédo de 0,04% formalina 2%
carbonato de sddio e inibicdo da revelacdo com acido acético 1%.

Como padrdes de massa molecular para os géis desnaturantes foram utilizados:
fosforilase B (97kDa), albumina bovina (66kDa), ovoalbumina (45kDa), anidrase

carbonica (29kDa), inibidor de tripsina (20,1kDa) e a-lactoalbumina (14kDa).
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Para os geéis ndo desnaturantes foram utilizadas como padrédo as proteinas:
tiroglobulina (669kDa), ferritina (440kDa), catalase (232kDa), lactato desidrogenase

(140kDa) e albumina bovina (66kDa).

3.8 PURIFICACAO DE B-1,3-GLICANASE DE M. anisopliae

O sobrenadante dos cultivos em larga escala (item 3.5.2) de M. anisopliae foram
concentradas por ultrafiltracdo em membrana de celulose regenerada com poros de
10kDa, liofilizados e dialisados contra agua destilada por cerca de 12h a 4°C. As
amostras foram conservadas em freezer a —20°C. Um resumo das etapas empregadas

para a purificacéo esta representado na Figura 7.

¥
' L)
-
Fermentador New Concentrador Coluna Q-Sepharose Coluna
Brunswick MF 14 Fast Flow Superdex 75

Figura 7. Etapas do processo de purificagdo de B-1,3-glicanases produzidas
por M. anisopliae em meio TLE suplementado ou com parede
celular de R. solani 0,5% ou com NAG 0,5%.

Os concentrados provenientes tanto das fermentagdes com parede celular quanto

das com NAG foram submetidos as mesmas etapas de purificacdo. As amostras foram
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aplicadas, primeiramente, em coluna de troca idbnica Q-sepharose Fast Flow (1,5 X 27
cm) equiliborada com tamp&o Tris-HCI (20mM, pH 8), utilizando o sistema Akta prime
(Amersham Biosciences), com fluxo de 2mL/min ou 3mL/min. Apés a lavagem com o
mesmo tampao de equilibrio para a liberacdo das proteinas nédo retidas, foi feita a
eluicdo das proteinas retidas com gradiente linear de sal (NaCl), de 0 — 1M para a
amostra proveniente do cultivo com parede celular, e de 0 — 250mM, para a amostra
proveniente do cultivo com NAG. Foram coletadas fragbes de 3mL e 5mL. A
determinacdo da proteina total das frages foi feita pela leitura em espectrofotdmetro a
280nm e a determinacgdo da atividade realizada conforme descrito no item 3.6. O perfil
protéico das fracdes com atividade foi determinado pela concentracdo de 300uL das
mesmas com TCA 20% e a confeccao de gel SDS-PAGE 12% conforme descrito no item
3.7.

As fragcdes com atividade de glicanase foram reunidas, concentradas e aplicadas
em uma coluna de filtracio em gel Superdex 75 (10mm X 10cm), previamente
equilibrada com tampéo Tris-HCI (20mM, pH 8) em sistema FPLC (FPLC System
Pharmacia). A eluicao foi feita em fluxo de 0,4mL/min com o mesmo tampao de equilibrio
e as amostras coletadas em fracdes de 1mL. Foi realizada nas diferentes fracdes a
leitura da DO a 280nm e verificada a presenca de atividade enzimatica (item 3.6). As
amostras com atividade foram concentradas em liofilizador Centrivap e analisadas em
gel SDS-PAGE 12%. Fragbes com atividade eluidas da coluna de filtracdo em gel
referentes a fermentacdo com NAG foram ainda, submetidas a eletroforese sob
condicdes nao-desnaturantes. Para tanto, foi feito procedimento eletroforético em gel de

poliacrilamida 7,5%, sem a presencga de SDS e -mercaptoetanol nas solugdes.
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3.9 SOUTHERN BLOT

3.9.1 Extracdo de DNA gendmico de M. anisopliae

A extracdo de DNA foi realizada a partir do cultivo da linhagem Eg em meio MCc
por 48hs a 28°C sob agitacao constante de 120rpm. O micélio foi filtrado, lavado com
agua destilada estéril e macerado com nitrogénio liquido até a obtengdo de um pé fino. A
cada 0,1g de micélio foi adicionado 0,2mL de tampao de extragdo (TEX) e 0,2mL de
fenol:cloroformio (v/v). A mistura foi agitada em vortex por 6min e, entdo adicionada de
0,3mL de TEX e 0,3mL de fenol:cloroférmio (v/v). Apos 30seg, foi feita a centrifugacéo
por 5min a 14000rpm. A fase aquosa foi utilizada para re-extracdo com 0,3mL de
fenol:cloroférmio. Para a precipitacdo dos acidos nucléicos, foram utilizados 2 volumes
de etanol absoluto e acondicionamento a —20°C. O sedimento de acidos nucléicos foi
lavado com etanol 70% e apods centrifugagdo por 2min a 14000rpm ressuspendido em

agua Milli-Q.

3.9.2 Clivagem do DNA com endonucleases de restri¢cédo
O DNA obtido foi clivado com as enzimas Kpnl, EcoRV, EcoRI, BamHI, Xhol, Bgll,
Hindlll e Pstl na concentragcéo de 1U/ug de DNA. As reacdes foram realizadas utilizando-

se o tampéo adequado & melhor eficiéncia enzimatica e incubadas a 37°C por 3h.

3.9.3 Preparo do fragmento de cDNA contendo uma sequéncia de glicanase
O fragmento de cDNA correspondente a uma glicanase putativa foi isolado

originalmente pela aplicacdo da metodologia de RDA, conforme descrito por DUTRA et
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al. (2004). O plasmideo pUC18, contendo o fragmento de cDNA de 582pb foi clivado
com 1 U/ug DNA das enzimas BamHI e EcoRI. As clivagens foram realizadas utilizando-
se 0 tampdao 6timo de reacdo para cada uma das enzimas e as reagfes foram incubadas
por 3h a 37°C. O inserto liberado foi purificado (Kit GFX PCR DNA and Gel Band
Purification, Amersham Biosciences) e utilizado como sonda nos experimentos de

Southern.

3.9.4 Hibridizagéo pela técnica de Southern

A analise pela técnica de Southern utilizando DNA genémico de M. anisopliae,
linhagem Es e, como sonda, o fragmento de 582pb correspondente a uma glicanase
putativa de M. anisopliae foi realizado por marcacdo néo radioativa (Kit Gene Images,

Amersham Biosciences) seguindo-se as recomendagdes do fabricante.
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4. RESULTADOS

Objetivando purificar e caracterizar glicanases do fungo Metarhizium anisopliae
procedemos a determinacdo de condi¢cdes 6timas para a producdo dessas enzimas.
Duas B-1,3-glicanases foram parcialmente purificadas e, também, determinamos a
presenca de um gene que provavelmente codifica uma exo-B-1,3 glicanase em M.

anisopliae.

4.1 PRODUCAO DE B-1,3 GLICANASE POR Metarhizium anisopliae

Para caracterizar enzimas com atividade de B-1,3 glicanase produzidas pela
linhagem Eg de M. anisopliae, foi realizado o cultivo por sete dias em meio TLE (MM)
suplementado com diferentes fontes de carbono (3.5.1 e Figura 8). Ap6s o cultivo, duas
fracdes foram analisadas: o sobrenadante das culturas e o micélio do fungo. A atividade
enzimatica foi avaliada do primeiro ao sétimo dia de cultivo utilizando como substrato da
reacdo a laminarina, que permite a deteccdo de glicanases do tipo B-1,3 (FLEET &

PHAFF, 1974).

4.1.1 Secrecgéo de B-1,3 glicanases por Metarhizium anisopliae

Em todas culturas, nos substratos utilizados, foi possivel a detec¢do da atividade
de B-1,3-glicanases no sobrenadante dos cultivos de M. anisopliae, linhagem Eg (Figura
8). Dentre as fontes de carbono avaliadas, parede celular de R. solani 0,5%, glicose

0,5% e NAG 0,5% apresentaram as maiores atividades. A secrec¢do de p-1,3 glicanases
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em presenca de NAG 0,5% e parede celular foi detectada ja no primeiro dia de cultivo. A
secrecao destas enzimas nos meios contendo quitina e cuticula de carrapato foi inferior
as outras condigBes. Atividades de B-1,3-glicanases crescentes até o ultimo dia de
cultivo foram observadas nas condicdes: glicose 1%, NAG 1%, quitina, cuticula e parede
celular. Na cultura contendo glicose 1% foi detectada atividade de B-1,3-glicanase
somente a partir de 72h de cultivo, mantendo-se baixa até 120hs, indicando que
possivelmente este substrato desempenhe um efeito inibitério na secrecédo de f-1,3-

glicanases.
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Figura 8. Secrecdo de B-1,3-glicanase por M. anisopliae cultivado em meio
suplementado com diferentes fontes de carbono. Foram coletadas
e analisadas aliquotas de cada uma das culturas do primeiro ao sétimo
dia de cultivo. Os sobrenadantes foram dialisados e a atividade de B-
glicanases foi determinada (item 3.6).
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Sobrenadantes de cultivos com trés e cinco dias de cultura foram ainda
submetidos a quantificacdo de proteinas totais, atividade especifica de p-1,3-glicanases
e perfil eletroforético em gel SDS-PAGE 12% (Figuras 9 e 10). A Tabela 3 apresenta,
resumidamente, os resultados de proteinas totais e atividade de B-1,3 glicanases,
demonstrando maior atividade especifica nos cultivos com trés dias. As condi¢cdes que
apresentaram maior atividade especifica com trés dias de cultivo foram em ordem
decrescente: glicose 0,5%, NAG 1%, quitina, parede celular de R. solani e cuticula de
carrapato. Com excec¢do da quitina 0,5%, a atividade absoluta de B-1,3-glicanases foi
maior com cinco dias de cultivo, porém, a atividade especifica diminuiu devido a maior

guantidade de proteinas totais secretadas.

4.1.2 Efeito da glicose na secregcdo de B-1,3 glicanases por Metarhizium
anisopliae

O efeito da suplementacdo continuada de glicose na secre¢cdo de f-1,3
glicanases por M. anisopliae foi avaliado em cultivos contendo inicialmente glicose 0,5%,
gue foi re-adicionada ap6s 24hs. Aliquotas do sobrenadante foram coletadas apés 6; 12;
24; 36; 48; 72; 96; 120; 144 e 168h de cultivo e utilizadas para a determinacdo da
secrecdo protéica total (pela medida de proteina total do sobrenadante) e atividade
enziméatica de B-1,3 glicanases. A Figura 11 evidencia que a manuten¢cdo dos niveis de
glicose no meio de cultivo de re-adicao, inibiu a secrecao de proteinas totais e também
de B-1,3 glicanases ocorrendo a desrepressdo enzimatica na medida em que a

concentracao do substrato diminuiu.
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Tabela 3. Andlise de proteinas totais e atividade de B-1,3-glicanases em cultivos de
Metarhizium anisopliae em diferentes fontes de carbono.

PROTEINA B-1,3-glicanases ATIVIDADE
FONTE DE SECR/Er;]I'LADA SECRI\EA'}'A!DAS U E(iPECII?L%A
CARBONO (Hg ) (H min) - pgp
3 dias 5 dias 3 dias 5 dias 3 dias 5 dias
Glicose 1% 29,25 46,67 13,2 17,16 0,45 0,36
Glicose 0,5% 25,81 92,89 58,28 70,53 2,26 0,76
NAG 1% 10,81 58,74 17,16 34,7 1,58 0,60
NAG 0,5% 25,81 66,5 26,85 73,8 1,04 1,1
Quitina 0,5% 30,46 47,7 46,79 31,43 1,53 0,65
Cuticula 0,5% 12,36 29,6 16,5 26,09 1,33 0,89
Parede celular 0,5% 33,39 63,74 48,58 51,04 1,45 0,8
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Figura 9. Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE do sobrenadante do
terceiro dia de cultivo de M. anisopliae, em meio TLE
suplementado com diferentes fontes de carbono. Canaletas: 1,
marcador de massa molecular (kDa); 2, glicose 1%; 3, glicose 0,5%; 4,
NAG 1%; 5, NAG 0,5%; 6, quitina 0,5%; 7, cuticula 0,5% e parede
celular de R. solani 0,5%. O sobrenadante dos cultivos (500uL) foi
concentrado e aplicado no gel.

Figura 10. Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE do sobrenadante do quinto
dia de cultivo de M. anisopliae, em meio TLE suplementado com
diferentes fontes de carbono. Canaletas: 1, marcador de massa
molecular (kDa); 2, glicose 1%; 3, glicose 0,5%; 4, NAG 1%; 5, NAG
0,5%; 6, quitina 0,5%; 7, cuticula 0,5% e parede celular de R. solani
0,5%. O sobrenadante dos cultivos (500uL) foi concentrado e
aplicado no gel.
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Avaliacdo do efeito da re-adicdo de glicose na producgéo de B-
1,3-glicanase em culturas de M. anisopliae. O fungo foi cultivado
durante sete dias sendo feita uma re-adicdo de glicose 0,5% apos
24hs. Foram coletadas aliquotas do sobrenadante nos tempos de 6,
12, 24, 36, 48, 72, 96, 120, 144 e 168h de cultivo para a
determinacdo da secrecdo total de proteinas, atividade de p-1,3-
glicanase (item 3.6) e concentracdo de glicose no meio.

4.1.3 Deteccgao de B-1,3-glicanases néo-secretadas no meio de cultivo

A atividade de B-1,3-glicanases ndo-secretadas, ou que permaneceram aderidas

a hifa do fungo, também foi avaliada. Cultivos de M. anisopliae apos trés dias (Figura 12

A) e cinco dias (Fig

ura 12 B) de cultivo, em meio TLE suplementado com diferentes

fontes de carbono (as mesmas anteriormente citadas) foram preparados (3.5.1.2) e

utilizados para a analise da atividade de -1,3-glicanases.
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Apés trés dias de cultivo a producdo de B-1,3-glicanases foi detectada na fracéo
intracelular soltvel de cultivos de M. anisopliae em meio suplementado com diferentes
fontes de carbono: glicose 0,5%, NAG 0,5% e 1%, quitina 0,5%, cuticula 0,5% e parede
celular de R. solani 0,5%. Na fracdo intracelular dos cultivos suplementados com glicose
1% néo foi detectada atividade de B-1,3-glicanase. A atividade especifica de B-1,3-
glicanases nos cultivos de M. anisopliae nas diferentes condi¢cbes esta tabulada na
Tabela 4. Pode-se observar que apds cinco dias de cultivo a atividade especifica de -
1,3-glicanases, em valores absolutos, € um pouco superior aquelas encontradas apés
trés dias de cultivo. Os cultivos com os substratos: NAG 1% e 0,5%, parede celular e
quitina, apresentaram apoés trés dias de cultivo, em ordem decrescente, as atividades
especificas mais altas de B-1,3-glicanase. Nas fragBes intracelulares provenientes dos
cultivos com mais de trés dias contendo: NAG 1% e 0,5%, glicose 1%, parede celular de
R. solani e quitina foram, em ordem decrescente, as maiores produtoras especificas de
B-1,3-glicanases.

A producdo de proteinas totais e de atividade de B-1,3-glicanases nas fracbes
intracelulares apés trés dias de cultivo foi ligeiramente superior as encontradas em

cultivos com maior periodo de incubacéo.
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Figura 12. Producdo enzimética da fracdo intracelular sollvel de cultivos
de M. anisopliae em meio TLE suplementado com diferentes
fontes de carbono. Os cultivos foram filtrados e o micélio coletado
para a verificagdo da producdo protéica total e atividade de p-1,3-
glicanase (item 3.6) (A) Culturas de trés dias; (B) Culturas de cinco
dias.
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Tabela4. Proteinas totais e atividade de pB-1,3-glicanases na fracgéo
intracelular solavel de micélio cultivado em meio TLE
suplementado com diferentes fontes de carbono *.

PROTEINA ATIVIDADE B-1,3-GLICANASES
FONTE DE (T O/Trﬁll‘) TOTAL ESPECIFICA
CARBONO Hg U (uM/min) (U. ugprot)

3dias b5dias 3dias 5dias 3 dias 5 dias

Glicose 1% 13331 745 0 13,73 0 1,84
Glicose 0,5% 628 3802 246 2524 0,39 0,67
NAG 1% 2996 437 275 475 9,17 10,87
NAG 0,5% 322 1055 205 68,7 6,67 6.5

Quitina 0,5% 2767 106 268 10,95 0,96 1,03
Cuticula 0,5% 4471 2054 2125 10,62 0,47 0,51
ggﬂ,i)de celular 4003 11,45 524 1471 1,19 1,28

(*), Os valores foram normalizados em relacdo a massa micelial.

4.2 PURIFICACAO DE B-1,3-GLICANASES PRODUZIDAS POR Metarhizium

anisopliae

Para a producédo de B-1,3-glicanases em grande escala visando sua purificagéo,
foram selecionados dois dos substratos testados. Os cultivos foram realizados em
fermentador com meio TLE suplementado com parede celular de R. solani 0,5%, ou com
NAG 0,5%. A parede celular foi escolhida pelo seu amplo emprego para a producéo
desta classe enzimatica em diferentes microrganismos, pois constitui uma fonte rica em

B-glicana, e a NAG 0,5%, por ter sido eficiente para a produgéo de -1,3-glicanases pela
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linhagem E¢ de M. anisopliae. A producdo maxima de -1,3-glicanases ocorreu em meio
rico em B-glicana (parede celular) apés 120h de cultivo que foi utilizado para a producao
de B-1,3-glicanases. O emprego de NAG em baixas concentragbes (0,5%) gerou uma
maior producédo de p-1,3-glicanases apos 24h de cultivo.

Para a otimizag&do da purificacdo de p-1,3-glicanases produzidas pelo cultivo de
M. anisopliae em meio contendo parede celular de R. solani, uma aliquota de 400mL do
sobrenadante das culturas de M. anisopliae com cinco dias de cultivo, foi concentrada
trés vezes e aplicada em uma coluna de troca ibnica, Q-Sepharose Fast Flow,
equilibrada com tampao Tris-HCI (20 mM, pH 8,0) com fluxo de 2mL/ min (Figura 13). A
coluna foi lavada com o mesmo tampao e as proteinas eluidas com gradiente crescente
de 0 a 1 M de NaCl. As fragbes com volume de 2mL foram coletadas e utilizadas para a
determinacdo de proteinas (DO 280nm), atividade de B-1,3-glicanase, bem como para
avaliacéo do perfil enzimatico em gel SDS-PAGE (Figura 14). O ensaio de atividade das
fracOes eluidas resultou em um anico pico com atividade maxima de B-1,3-glicanase,
entre as fracBes 62 e 78. Estas fracdes foram reunidas e concentradas para a aplicacédo
em uma coluna de gel-filtracdo (Superdex 75).

O sobrenadante da fermentacdo de M. anisopliae em meio com NAG 0,5% foi
concentrado 21,4 vezes e aplicado em uma coluna Q-Sepharose Fast Flow (1,5cm X
27cm) (Figura 15). A eluicéo das proteinas foi feita com gradiente de NaCl (0 a 250mM),
durante o qual a eluicdo com 150mM de sal foi realizada até a diminuicdo da leitura da
absorbancia a 280nm das fragfes. As fracdes (5mL) foram coletadas e a atividade de j-
1,3-glicanase foi determinada, verificada a concentracdo de proteinas (DO 280nm) e

andlise em géis SDS-PAGE (Figura 16). Foi detectada atividade enzimatica nas fragbes
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eluidas com 150mM de sal (fracBes 46 até 69). Aquelas contendo maior atividade de B-
1,3 glicanases foram concentradas e utilizadas para a aplicagdo em uma coluna de gel-
filtracdo (Superdex 75).

A segunda etapa da purificacdo (para as p-1,3-glicanases produzidas nas duas
condi¢cbes testadas) constou na aplicacdo de aliquotas de 200uL dos concentrados
obtidos nas fracdes da coluna de troca iGnica em uma coluna de filtracdo em gel
(Superdex 75). A presenca de B-1,3 glicanase foi detectada nas fracfes iniciais nas duas
cromatografias. O padréo de eluicdo da segunda etapa de purificagdo da fermentagéo
com parede celular estd mostrado na Figura 17 e, o com NAG 0,5% na Figura 18.

A utilizagéo deste protocolo para a purificacdo de p-1,3 glicanases produzidas por
M. anisopliae quando cultivado em meio contendo parede celular de R. solani 0,5%
possibilitou a purificacdo parcial da enzima (Figura 19). A purificacdo da enzima
produzida em meio contendo NAG 0,5% como fonte de carbono com a utilizagédo
sequencial das colunas de troca idnica forte e de filtracdo em gel, inicialmente, ndo
pareceu ter a mesma eficiéncia, pois, conforme mostrado na Figura 20 (A) nas fracdes
com atividade provenientes da coluna Superdex 75 h& a presenca de mais de uma
banda de proteina. Para a verificacdo da presenca de outras proteinas ou se no gel
desnaturante foram visualizadas subunidades de enzimas multiméricas, as amostras
foram também separadas em gel nativo (7,5%) (Figura 20 B) onde foi possivel detectar a
presenca de mais de uma banda de proteina em uma das fracdes, porém, na fracdo de

namero 11 uma Unica banda de proteina (aproximadamente 95kDa) foi observada.
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Figura 13. Perfil cromatogréafico em coluna de troca ibnica Q-Sepharose
Fast Flow das proteinas secretadas por M. anisopliae. O fungo foi
cultivado durante cinco dias em meio TLE suplementado com parede
celular de R. solani 0,5%. A eluicdo das proteinas foi feita com
tampéo Tris-HCI 20 mM, pH 8,0 (fluxo 2mL/min), gradiente de NaCl
(0 — 1M) e as fracdes coletadas com volume de 2mL. Foi aplicado na
coluna 73mg de proteina.
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Figura 14. Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE das fracfes eluidas na
coluna de troca ibnica Q-Sepharose Fast Flow com gradiente de
NaCl. Canaletas: 1, marcador de massa molecular (kDa); 2 a 9,
fracOes do pico de atividade de B-1,3 glicanase (62 a 69) eluidas em

coluna de troca i6nica com tampdao Tris-HCI 20mM, pH 8,0, fluxo de
2mL/min e gradiente de NaCl de 0 — 1M.
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Figura 15. Perfil cromatografico em coluna de troca ibnica Q-Sepharose
Fast Flow das proteinas secretadas por M. anisopliae. O fungo foi
cultivado por 24 h em meio TLE suplementado com NAG 0,5. Um
total de 210mg de proteina foram aplicados na coluna. A eluicdo das
proteinas foi feita com tampao Tris-HClI 20 mM, pH 8,0 (fluxo
3mL/min) e gradiente de NaCl (0 - 150 - 250mM) e as fracdes
coletadas com volume de 5mL.
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Figura 16. Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE das fragfes eluidas na
coluna de troca ibnica Q-Sepharose Fast Flow com gradiente de
NaCl. Canaletas: 1, marcador de massa molecular (kDa); 2 a 8,
fracdes do pico de atividade de B-1,3-glicanase (57 a 63) eluidas em
coluna de troca idnica com tampéao Tris-HCI 20mM, pH 8,0, fluxo de
3mL/min e concentracdo de sal de 150mM.
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a 17. Perfil cromatografico em coluna de filtragcdo em gel Superdex 75
das proteinas secretadas por M. anisopliae. As fracBes obtidas
durante a eluicdo com gradiente de sal em coluna de troca idnica Q-
Sepharose Fast Flow com maior atividade de B-1,3-glicanase foram
concentradas (1,5mg.prot) e aplicadas na coluna Superdex 75. A
eluicdo das proteinas foi feita com a utilizacdo de tampao Tris-HCI 20
mM, pH 8,0 (fluxo 0,4 mL/min) e as fragOes coletadas (1mL).
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Figura 18. Perfil cromatografico em coluna de filtracdo em gel Superdex 75
das proteinas secretadas por M. anisopliae. As fracBes obtidas
durante a eluicdo com gradiente de sal em coluna de troca idnica Q-
Sepharose Fast Flow com atividade de p-1,3-glicanase foram
concentradas e aplicadas (6mg de proteina) na coluna Superdex 75.
A eluicdo das proteinas foi feita com a utilizacdo de tampéao Tris-HCI
20 mM, pH 8,0 (fluxo 0,4 mL/min) e as fracdes coletadas (1mL).
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Figura 19. Purificacdo parcial da enzima com atividade de B-1,3-glicanase
produzida em fermentac&o do fungo M. anisopliae em meio TLE
suplementado com parede celular de R. solani. Gel SDS-PAGE.
Canaletas: 1,. Marcador de massa molecular (kDa); 2, extrato bruto; 3
e 4, fragcbes com atividade de B-1,3-glicanase oriundas da coluna Q-
Sepharose Fast Flow e 5, fragdo numero nove da coluna Superdex
75.
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Figura 20. Purificacdo parcial da enzima com atividade de B-1,3-glicanase
produzida em fermentac&o do fungo M. anisopliae em meio TLE
suplementado com NAG 0,5%. (A) Perfil eletroforético em gel SDS-
PAGE (12%) das enzimas com atividade de (-1,3-glicanase.
Canaletas: 1, Marcador de massa molecular (kDa); 2, sobrenadante
fermentacdo (filtrado); 3, fracdo da coluna de troca iGnica com
atividade de B-1,3-glicanase; 4 a 6, fracdes da coluna Superdex 75
com atividade de B-1,3-glicanase (10 a 12). (B) Perfil eletroforético
em gel nativo (7,5%) das fragbes com maior atividade de B-1,3-
glicanase da coluna Superdex 75. Canaletas: 1, marcador de massa
molecular em kDa; 2, frac&o 10; 3, fracdo 11.

43 DETECCAO DE UM GENE QUE PROVAVELMENTE CODIFICA UMA

GLICANASE EM Metarhizium anisopliae

Uma sequéncia correspondente a um ortélogo de exo-B-1,3-glicanase,
diferencialmente expresso em cultivos de M. anisopliae, linhagem Eg, em presenca de
cuticula de carrapato (DUTRA et al., 2004) foi utilizada para a verificacdo da presenca do

gene correspondente no genoma de M. anisopliae. O fragmento de DNA de 582pb
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(Figura 21) foi sequenciado e submetido a comparagdo em bancos de sequiéncias
utiizando o programa BLAST X (ALTSCHEIL et al., 1997). A sequéncia deduzida de
aminoécidos apresentou identidade de 28% e similaridade de 41% com um precursor de
uma exo-p-1,3 glicanase de T. harzianum e, 28% de identidade e 38% de similaridade
com uma proteina hipotética relacionada a um precursor de uma p-1,3 glicanase de
Neurospora crassa. Para o alinhamento das sequéncias foi utilizado o programa Clustal
X e os indices de identidade e similaridade obtidos s&o referentes a uma maior
homologia do fragmento de glicanase de M. anisopliae com a regido C-terminal das
demais glicanases analisadas (Figura 22, A e B). DNA genémico da linhagem Eg de M.
anisopliae foi submetido a clivagem com diferentes enzimas de restricdo e hibridizado
com o fragmento de DNA de 582pb. Ocorreu a hibridizacdo em todas as clivagens de
apenas um fragmento indicando assim, a presenca deste gene de cOpia Unica no

genoma da linhagem analisada (Figura 23).
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Figura 21. Purificagdo do fragmento de exo-B-1,3-glicanase de M.
anisopliae. Canaletas: 1, marcador de tamanho molecular AHind I,
2, DNA plasmidial; 3, clivagem com as enzimas de restricdo Bam | e
EcoRlI e 4, fragmento purificado (Kit GFX, Amersham).
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Figura 22. Alinhamento da sequéncia predita de aminoacidos do fragmento
de 582pb de uma provavel exo-B-1,3-glicanase de M. anisopliae
com seqUéncias de outras glicanases armazenadas em bancos
de dados. Painel (A), alinhamento com um precursor de uma exo-§-
1,3-glicanase de T. harzianum (T43253). Painel (B), alinhamento com
uma proteina hipotética de um precursor de uma f-1,3-glicanase de
Neurospora crassa (XP 322948.1). As sequéncias marcadas em
cinza e branco representam aminoacidos diferentes e, as em preto,

aminoacidos similares.



67

-
fr- '-"I | . :
. 2 -
t".-1 '+l

Figura 23. Confirmacédo da presenca da sequéncia de exo-pB-1,3-glicanase
no genoma de M. anisopliae. Painel (A), eletroforese em gel de
agarose. Painel (B), autorradiografia da membrana hibridizada com o
fragmento de cDNA de 582pb correspondente a uma exo-B-1,3-
glicanase de M. anisopliae. O DNA genémico foi clivado com as
enzimas Pstl (2), Hindlll (3), Bglll (4), Xhol (5), BamHI (6), EcoRlI (7),
EcoRYV (8) e Kpnl (9). A canaleta um representa o tamanho molecular
dos fragmentos de AHindlll.
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5. DISCUSSAO

O controle quimico de pragas, com o uso de pesticidas, tem causado uma
crescente preocupacdo devido aos seus efeitos deletérios sobra a satde humana e o
meio ambiente. Porém, a escassez de novas alternativas e a grande eficiéncia destes
produtos fazem com que ocorra, ainda nos dias atuais, o seu amplo emprego. Neste
interim, passou a ser conveniente a busca de alternativas menos lesivas para o controle
de pragas dentre as quais se destaca o controle biolégico.

O potencial de M. anisopliae como biocontrolador tem sido amplamente descrito,
principalmente devido a sua capacidade de infectar uma ampla gama de hospedeiros,
como insetos e acaros (ALMEIDA & FILHO, 2001; LUZ et al., 1998; BENJAMIN et al.,
2002).

M. anisopliae infecta seus hospedeiros de forma ativa, via penetracdo direta da
cuticula. A secrecdo de enzimas hidroliticas durante a penetracdo tem sido demonstrada
como sendo de fundamental importancia para o sucesso da infeccdo (CLARKSON &
CHARNLEY, 1996; ST. LEGER et al., 1993; ST. LEGER et al., 1998). As proteases e
quitinases tém recebido grande atencdo, devido a sua atuacdo como fatores de
viruléncia em fungos (SAMUELS & PATERSON, 1995; PINTO et al., 1997; BOGO et al.,
1998). Atualmente, sabe-se que, além destas, outras enzimas como lipases,
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, B-1,3-exo-glicanases e superéxido-dismutases
(FREIMOSER et al., 2003; DUTRA et al., 2004; BITTENCOURT et al., 2004; SILVA et

al., 2004), podem desempenhar um papel importante na patogénese. Acredita-se,
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também, que o tipo de hospedeiro a ser infectado possa influenciar o padrdo de
secrecdo enzimatica (FRANCESCHINI, dados néo publicados).

A parede celular dos fungos € uma estrutura definida, onde os componentes
estdo arranjados em camadas. As B-glicanas e a quitina ficam embebidas em uma matriz
de material amorfo onde as fibrilas de quitina sdo protegidas pela glicana. Existem
ligagbes quimicas entre estes polimeros estruturais, que, juntos, formam uma rede
complexa de oligbmeros de N-acetilglicosamina e B-glicana (COEN-KUPIEC et al.,
1999). A plasticidade desta estrutura € exigida nos processos morfogenéticos e é
mantida gracas a um ténue equilibrio entre a sintese e degradacdo de seus
componentes estruturais (AGUILAR-USCANGA & FRANCOIS, 2003). Portanto, enzimas
hidroliticas, como quitinases e glicanases, sdo bastante importantes nos processos que
ocorrem na parede celular. Foi verificado por MEV que, durante a penetragédo de M.
anisopliae no carrapato B. microplus, as extremidades das hifas, durante o processo de
penetracdo, tornam-se mais espessas e perdem a definicdo da parede celular,
caracterizando assim uma modificagdo estrutural que pode exigir o envolvimento de
glicanases (Arruda et al., 2005).

A secrecdo de enzimas com capacidade de degradar as B-glicanas € uma
caracteristica atribuida a muitos microrganismos, como bactérias (FLEET & PHAFF,
1974; AONO et al., 1992; MUTHUKUMAR et al., 1993), virus (SUN et al., 2000) e fungos
(KLEBL & TANNER, 1989; EL-KATATNY et al., 2001; SATTAROVA, 2001), sendo
importantes nos fungos devido a composi¢do de sua parede celular. No entanto, até o

presente, ndo existe a descricdo de glicanases em M. anisopliae.
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A detecgdo de glicanases se da pela utilizacdo de substratos especificos e pela
andlise de seus produtos de hidrélise. O substrato utilizado para a verificagdo da
atividade enzimatica neste trabalho foi a laminarina. Esta € um polissacarideo composto
por monémeros de glicose organizados majoritariamente em uma configuragdo B-1,3.
Portanto, pode-se inferir que a producgéo por M. anisopliae de enzimas com capacidade
de degradar este substrato sejam classificadas como sendo p-1,3-glicanases.

A atividade de B-1,3-glicanases foi detectada em cultivos do fungo M. anisopliae
nas diferentes fontes de carbono analisadas. A producédo de glicanases é reportada
como sendo expressa constitutivamente nos fungos, principalmente pela composicao de
sua parede celular, que é formada basicamente (60%) por B-1,3-glicanas (laminarina)
(COHEN-KUPIEC et al., 1999). Trinta e uma linhagens dos fungos Acremonium sp. e
Cephalosporium sp. foram investigadas quanto a secrecdo de B-glicanases sendo a
enzima detectada em todas as linhagens analisadas (PITSON et al., 1997).

Nos fungos, as glicanases parecem constituir um sistema hidrolitico, onde a
sintese de varias enzimas com esta atividade € comum em individuos da mesma
espécie. Em Sclerotium glucanicum, trés glicanases foram isoladas e purificadas (RAPP,
1992). Duas delas, uma com 33,5kDa e outra com 78kDa, foram classificadas como exo-
B-1,3-glicanases e a terceira, com 85kDa, apresentou um padrdo de endo-f-1,3-
glicanase. Em Saccharomyces serevisae, uma [B-1,3-glicanase associada a parede
celular foi isolada. A sua superexpressdo levou a uma diminuicdo significativa no
crescimento das leveduras transformadas, porém, a disrupcao génica ndo resultou em

alteracbes fenotipicas nos mutantes nulos, provavelmente devido a acdo sinergistica

entre outras glicanases (MRSA et al., 1993). Trés -1,3-glicanases foram purificadas de
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sobrenadantes de culturas de Acremonium sp. e, a comparagao das suas sequéncias
preditas de aminoacidos com a de outras seqiéncias de glicanases depositadas em
bancos de dados revelou uma maior homologia com -1,3-glicanases com agao sobre as
extremidades ndo redutoras dos substratos. O cultivo foi realizado em meio basico com
substituicdo da fonte de carbono, sendo detectada atividade de B-1,3-glicanase na
presenca de laminarina (B-1,3) e pustulana (-1,6). Quando a fonte de carbono era a
glicose, ocorreu repressao da atividade de p-1,3-glicanase (McDOUGALL & SEVIOR,
2004). Esta repressdo ndo pode, contudo, ser extrapolada para todos os fungos.
PITSON et al. (1997) detectou atividades marcantes de [-1,3-glicanase em cultivos de
Cephalosporium sp., linhagem OXF, e em Acremonium strictum quando cultivados em
meio contendo 2,5% de glicose.

T. harzianum é empregado no controle de fitopatdgenos e, durante a interacédo
micoparasitaria, produz enzimas liticas, tais como quitinases, f-1,3-glicanases,
proteases e lipases (ULHOA & PEBERDY, 1991; CHET & INBAR, 1994). Do mesmo
modo que demonstramos em Metarhizium, a secre¢éo de p-1,3-glicanases em diferentes
condicdes também é observada em T. harzianum. NORONHA et al. (2000) analisaram
em gel de atividade o perfil de secrecao de -1,3-glicanases em diferentes condi¢des de
cultivo, constatando que existe uma variagdo na secre¢do dependendo do meio
empregado. As amostras provenientes de cultivos em parede celular apresentaram trés
bandas com atividade de glicanase nos géis; com quitina, laminarina e NAG, duas e, nos
cultivos com celulose e glicose, somente uma banda com atividade foi detectada.

Em nossos experimentos, a atividade de B-1,3-glicanases em M. anisopliae

pareceu ser influenciada pelas concentragcdes de glicose no meio. N&o foi detectada
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atividade destas glicanases durante os dois primeiros dias de cultivo quando utilizada na
concentragdo de 1% como também, a re-adigcdo de glicose (0,5%) pareceu retardar a
sua deteccdo no sobrenadante dos cultivos, sendo a atividade restaurada com a
diminuicdo da concentracdo deste substrato. Nos fungos, Trichoderma sp. e
Acremonium concentracfes elevadas de monossacarideos facilmente metabolisaveis,
como a glicose, parecem ter efeito repressor quando em altas concentragdes, sendo a
atividade de B-1,3-glicanases restaurada na medida em que se extingue o nutriente do
meio de cultivo. RAMOT et al. (2000) estudaram o efeito da exaustdo de nutrientes na
atividade de B-1,3-glicanases em T. harzianum. Foi observado que a atividade especifica
de B-1,3-glicanases apds 10h de cultivo em meio sem fonte de carbono foi 20 vezes
maior do que nos cultivos com NAG e que um maior numero de glicanases foi secretado
no meio mais rico. O aumento nos niveis de enzimas do tipo B-1,3-glicanases em
cultivos com nenhuma ou pouca fonte de carbono pode ser explicado pelo papel que
estas enzimas desempenham nos processos autoliticos. A falta de nutrientes parece
induzir a secre¢ao de glicanases para a mobilizagdo das p-glicanas presentes na parede
celular, tornando a autolise, nestes casos, importante para a sobrevivéncia do fungo a
medida que regides da cultura continuam a crescer em resposta a reciclagem dos
produtos oriundos da degradacdo (WHITE et al., 2002). O mecanismo de repressao
causado pela glicose controla indmeros genes que participam da metabolizagcdo de
fontes de carbono. Em leveduras, a proteina Migl permanece ligada ao DNA, impedindo
a transcricdo de determinados genes. Outra proteina, a quinase Snfl sequestra a Migl
permitindo entdo, que ocorra a transcricdo. Snfl é controlada pelos niveis de glicose

presentes no meio, sendo ativada em baixas concentracbes (CARLSON, 1999).
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Em nossos experimentos, a analise da fragéo intracelular soltvel dos cultivos de
M. anisopliae nas diferentes fontes de carbono revelou a atividade de B-1,3-glicanases
em todas as condic¢des testadas, com excecdo de glicose 1% em trés dias de cultivo,
indicando a presenca de [-1,3-glicanases neste fungo no espago intracelular e/ou
associadas a parede. RAST et al. (2003), em uma revisdo sobre enzimas associadas a
parede celular nos fungos, descreve as glicanases como enzimas genuinamente
associadas a parede celular estando também presentes no periplasma. Em T.
harzianum, B-glicanases estdo presentes no periplasma, ligadas a parede celular, ou
secretadas no meio. Trés p-glicanases purificadas a partir da massa micelial sdo
descritas em Aspergillus fumigatus (FONTAINE et al., 1997). Duas delas sdo exo-
glicanases e a outra uma endo-glicanase. Em 1993, uma endo-B-1,3-glicanase
associada a parede celular de S. cerevisae foi purificada (MRSA et al., 1993).

A producéo de B-1,3-glicanases por M. anisopliae em larga escala em meio de
cultivo suplementado com parede celular de R. solani 0,5% ou NAG 0,5% foi realizada
com o intuito de se aumentar a atividade total enziméatica para a sua posterior
purificacao.

Enzimas com capacidade de degradar p-1,3-glicanas tém sido purificadas e
caracterizadas em bactérias e fungos. Varias técnicas de cromatografia ja foram
descritas para a purificagdo de glicanases, como gel filtracdo, afinidade, troca i6nica e
interagcéo hidrofébica. Geralmente se faz necessaria a utilizagdo sequencial de mais de
uma técnica para a obtencdo de enzimas puras (PITSON et al., 1993). Em S.
clucanicum, trés glicanases foram purificadas por RAPP (1992), com o emprego de uma

coluna de troca ionica seguida de uma de filtracdo em gel. BARA et al. (2003), com a
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utilizacdo das mesmas resinas, entretanto na ordem inversa, purificaram uma exo-$-1,3
glicanase de T. asperellum. Em 2000, RAMOT et al., purificaram uma p-1,3-glicanase de
T. harzianum pela adicdo de uma coluna de interagdo hidrofobica entre as colunas de
troca idnica e gel filtracéo.

O protocolo de purificacdo que utilizamos neste trabalho baseou-se,
principalmente, naqueles descritos para a purificacdo de p-1,3-glicanases de fungos
filamentosos como Trichoderma spp e consistiu no emprego de duas etapas:
primeiramente foi utilizada uma coluna de troca ibnica forte, Q-Sepharose Fast Flow;
seguida de uma coluna de gel filtracdo (Superdex 75). Uma B-1,3-glicanase produzida a
partir da fermentacdo em meio contendo parede celular foi parcialmente purificada sendo
eluida na primeira etapa com, aproximadamente, 200mM de sal (NaCl). Na segunda
etapa, a B-1,3-glicanase foi purificada nas fra¢des iniciais da coluna Superdex 75. A sua
massa molecular (95kDa) foi estimada em gel SDS-PAGE 12%. Embora n&o existam
relatos da purificagdo de glicanases em M. anisopliae, a massa molecular estimada da
proteina é condizente com as demais glicanases descritas em fungos filamentosos as
guais sao bastante variadas, tendo sido descrita uma de 83kDa em T. asperellum (BARA
et al., 2003) e outra de 85kDa em S. clucanicum (RAPP, 1992).

A pB-1,3-glicanase produzida em fermentacdo com NAG 0,5% foi eluida na
primeira etapa (coluna de troca ibnica) em uma concentragdo de 150mM de sal e, na
segunda, nas fracdes iniciais, de forma semelhante ao da enzima secretada em meio
com parede celular. O protocolo de purificacdo, no entanto, ndo pareceu ser eficiente,
pois o padrdo em gel SDS-PAGE 12% revelou a existéncia de inimeras bandas de

proteina. Porém, em gel nativo, uma das fracdes da coluna de gel filtragdo mostrou uma
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Unica banda de proteina de aproximadamente 95kDa. Devido as semelhangas existentes
durante as etapas de purificacdo, pode-se supor que a proteina secretada em ambas as
condicbes é a mesma, podendo a contaminacdo protéica existente ser devida a
secrecdo de outras B-1,3-glicanases nos cultivos com NAG 0,5%. Porém, a existéncia de
B-1,3-glicanases distintas com massas moleculares semelhantes também € descrita. Em
Acremonium sp., enzimas com atividade de B-1,3-glicanase secretadas deste fungo no
meio de cultivo foram purificadas com a passagem em coluna de troca ibnica em sistema
FPLC. Seu perfil eletroforético em gel SDS-PAGE 12% demonstrou a presenca de uma
Unica banda para cada uma das proteinas, tendo todas massa molecular de 81kDa
(McDOUGALL & SEVIOUR, 2004).

Confirmamos a presenca de um gene de [B-1,3-glicanase no genoma de M.
anisopliae, linhagem Es. A hibridizagdo com um fragmento de 582pb com homologia a
exo-B-1,3-glicanases de fungos filamentosos resultou na marcagéo de bandas Unicas de
DNA no genoma de M. anisopliae indicando a presenca deste gene em cépia Unica. Em
T. harzianum, o gene de uma endo-B-1,3-glicanase, a BGN13.1, também foi sugerido ser
de coépia unica no genoma (DE LA CRUZ et al., 1995).

O fragmento de DNA de 582pb foi isolado a partir de um experimento de RDA por
DUTRA et al. (2004). A sequéncia predita de aminoacidos deste fragmento de DNA foi
comparada com a de outras glicanases presentes em bancos de dados. Foi observada
homologia parcial com um precursor de uma exo-$-1,3-glicanase de T. harzianum e com
uma proteina hipotética de um precursor de uma exo-p-1,3-glicanase de N. crassa. A
exo-B-1,3-glicanase de T. harzianum foi purificada e o seu gene sequienciado em 1999

por COHEN-KUPIEC et al. Esta proteina é sintetizada na forma de um precursor com
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1.032pb e a sua clivagem resulta em uma proteina madura (LAM1.3) com 997
aminoécidos. A glicanase LAM1.3 apresenta 41% de identidade com a proteina EXG1 de
Cochliobolus carborum e 30% com uma endo-B-1,3-glicanase (BGN13.1) anteriormente
descrita em T. harzianum. A regido carboxi-terminal das proteinas BGN13.1 e LAM1.3
possui motivos ricos em cisteina, dando-lhes uma estrutura Gnica a qual pode estar
envolvida com a capacidade de se ligar a componentes da membrana celular. O
fragmento de uma provavel exo-p-1,3-glicanase de M. anisopliae ndo possui motivos
ricos em cisteina, porém, é necessario o isolamento do seu gene completo para uma
andlise mais detalhada.

As glicosil-hidrolases compdem um vasto grupo de proteinas e a principal forma
de classificacdo é baseada na sequéncia de aminoacidos. Neste sistema de
classificacdo sé@o formadas 87 familias, sendo a 17 composta por B-1,3-glicanases de
eucariotos. A sequéncia primaria e secundaria das glicanases em fungos filamentosos
parece ser bastante variada, HENRISSAT et al. (1995) comentam que nesta classe
enzimatica a estrutura conformacional (estrutura tridimensional) é mais importante do
gue a sequéncia peptidica e, devido a isto, € possivel que vérias familias formadas pela
homologia de sua sequéncia secundaria compartiihem a mesma conformacgédo. Muitas
glicosil-hidrolases possuem uma estrutura modular consistindo de um dominio catalitico
e de dominios ndo-cataliticos, estando alguns envolvidos na interagdo com o substrato.
A topologia dos sitios ativos pode ser, basicamente, de trés formas: cratera ou bolso,
fenda ou luva e tunel. As B-1,3-glicanases possuem o sitio em forma de fenda e isto lhes
permite a ligacdo aleatdria de varias unidades de acUcar dos substratos poliméricos

(DAVIES & HENRISSAT, 1995). A importancia da estrutura conformacional pode, por
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exemplo, explicar o fato de a endo-B-1,3-glicanase, BGN13.1, de T. harzianum n&o
apresentar homologia na estrutura secundaria com outras  ou o glicanases de
bactérias, fungos ou plantas; mas sim, estar mais intimamente relaciona as celulases. A
andlise do fragmento da exo-B-1,3-glicanase de M. anisopliae ndo permitiu uma
classificacdo mais apurada dentro das glicosil-hidrolases, devido a inexisténcia de
motivos conservados. Porém, como anteriormente mencionado, uma analise mais
profunda sé sera permitida com o isolamento da sequéncia completa do gene.

A presenca de um gene referente a uma exo-B-1,3-glicanase no genoma de M.
anisopliae, bem como a detec¢ao da atividade de B-1,3-glicanases em diferentes cultivos
confirma a sua existéncia neste entomopatdgeno. A importancia das p-1,3-glicanases em
variados aspectos do desenvolvimento dos fungos e o seu envolvimento na infeccéo de
hospedeiros justifica o seu estudo em M. anisopliae.

A producéo de anti-soro contra as B-1,3-glicanases obtidas auxiliara no estudo do
processo de infeccdo de M. anisopliae em B. microplus e permitira a realizacdo de
ensaios de imunohistoquimica para determinar a localizac&o celular destas enzimas. Por
fim, o isolamento de genes de glicanases de M. anisopliae possibilitara um melhor
entendimento deste sistema hidrolitico e seu potencial biotecnoldgico pela utilizacao de

técnicas de biologia molecular.
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6. CONCLUSOES

O entomopatégeno M. anisopliae, linhagem Es, produz enzimas do tipo B-1,3-
glicanases quando cultivado em meio TLE suplementado com diferentes fontes de
carbono;

A producao de B-1,3-glicanases pela linhagem Es de M. anisopliae é influenciada
pela fonte de carbono utilizada;

Cultivos suplementados com glicose 1% mostram que a secre¢cdo de f-1,3-
glicanases é inibida, sendo a atividade restaurada com a exaustdo do monossacarideo
no meio de cultivo;

O protocolo empregado para a purificagdo de B-1,3-glicanases produzidas em
fermentagbes de M. anisopliae em meio TLE suplementado com parede celular de R.
solani ou NAG 0,5% foi eficiente para a purificagéo parcial enzimatica;

A linhagem E¢ de M. anisopliae possui pelo menos um gene de exo-B-1,3-

glicanase putativa em copia Unica no genoma.
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