UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Analise do padréo de expressao dos genes chit1, chi2 e chi3 que codificam

guitinases no fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae

Dissertacao de Mestrado

LENISE PICHSENMEISTER PALMA

Porto Alegre, 2006.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Andlise do padrédo de expresséo dos genes chit1, chi2 e chi3 que codificam

qguitinases no fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae

Dissertagdo submetida ao Programa de
Po6s-Graduagdo em Biologia Celular e
Molecular do Centro de Biotecnologia da
Universidade Federal do Rio Grande do
Sul como requisito parcial para a obtengao

do Grau de Mestre.

LENISE PICHSENMEISTER PALMA
Orientador: Prof. Dr. Augusto Schrank

Co-orientadora: Profa. Dra. Marilene Henning Vainstein

Porto Alegre, 2006.



Este trabalho foi inteiramente realizado no
Laboratério de Biologia Molecular de Fungos
Filamentosos do Centro de Biotecnologia
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
Os recursos financeiros para financiamento
do projeto foram oriundos da FAPERGS,
CNPq e CAPES.



AGRADECIMENTOS

Aos meus Orientadores, Dr. Augusto Schrank e Dra. Marilene Henning
Vainstein pela oportunidade, paciéncia e confianca.

A comissdo de acompanhamento, Dr. Giancarlo Pasquali e Dra. Célia
Soares.

A Dra. Irene Schrank pela revisdo desta dissertagao.

Aos Professores do Programa de Pdés-graduacdo em Biologia Celular e
Molecular.

Ao grupo de pesquisa da Dra. Célia Carlini do LAPROTOX (Laboratorio de
Proteinas Téxicas, Departamento de Biofisica, Centro de Biotecnologia, UFRGS),
principalmente a aluna Fernanda Stanisguaski, por cederem os insetos utilizados
nos experimentos.

Ao Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF), por
cederem os carrapatos utilizados nos experimentos.

Aos colegas dos laboratorios 217, 220 e 222 pela colaboragédo e amizade.

Aos meus amigos e colegas Charley, Juliano, Broetto, Angela, Lis, Lucélia,
Walter, Livia e Juliana, pelo étimo convivio e aprendizado.

As minhas colegas e amigas Ana Carolina, Irina, Tatiana e Carolina, pela
amizade e realizagao dos ensaios enzimaticos.

As amigas Roberta, Fernada S., Fernanda B e Ana Paula, pela amizade.

Aos funcionarios do Centro e Biotecnologia.

A Helga, Arno, Karina e Rafael pelo amor e entusiasmo.

Ao Marcelo pelo companherismo, motivagcéo e amor.

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul, especialmente ao Centro de
Biotecnologia.

Aos 6rgaos de fomento CNPq, FAPERGS e CAPES pelo apoio financeiro.



1.1
1.2
1.3
1.4
1.5

1.6

1.6.1
1.6.2
1.6.3

2.1
2.2

3.1
3.1.1
3.1.2
3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.3

SUMARIO

Listas de abreviaturas, simbolos e unidades
Lista de figuras

Lista de tabelas

Resumo

Abstract

Introdugao

O fungo filamentoso Metarhizium anisopliae

Mecanismos de infecgdo de fungos entomopatogénicos

O fungo Metarhizium anisopliae e o controle biolégico

O carrapato Boophilus microplus

O percevejo manchador de fibra de algodao Dysdercus

peruvianus

Quitina e quitinases

Quitinases descritas em Metarhizium anisopliae
Genes de quitinases isolados de Metarhizium
Mecanismos de regulacao de quitinases
Objetivos

Geral

Especificos

Materiais e Métodos

Microrganismos

Linhagem de M. anisopliae

Suspensao de esporos de M. anisopliae

Meios de Cultivo e manutencao de M. anisopliae
Meio LB (Luria-Bertani)

Meio de Cove Completo (MCc)

Meio Minimo

Solugbes e Tampdes

Xi

Xiii
Xiv
XVi
01

01

02
10
13
15

17
22
23
25
28
28
28
29
29
29
29
29
30
30
30
31



3.3.1

3.3.1.1
3.3.1.2
3.3.1.3
3.3.14
3.3.1.5
3.3.2

3.3.2.1
3.3.2.2
3.3.2.3
3.3.24
3.3.2.5
3.3.2.6
3.3.2.7
3.3.2.8
3.3.2.9
3.3.3

3.3.3.1
3.3.3.2
3.3.3.3
3.3.34
224
3.3.4.1
3.34.2
3.24.3
3.34.4
3.3.4.5
3.4
3.4.1

Solugdes para suspensao de esporos e cultivo de M.
anisopliae

Tween 80

Solucao de Sais

Solucao de Elementos Tracos

Solucao de Glicose

Solugéo de N-acetilglicosamina

Solugdes e tampdes para a extracao de acidos nucléicos
de M. anisopliae

Tampao de extragao de DNA

Fenol

Fenol-cloroférmio

Cloroférmio-alcool isoamilico

TE

Tampao de lise

Cloreto de litio

Agua DEPC

Solucao de Acetato de sddio

Solugdes e tampdes para analise de acidos nucléicos por
eletroforese em gel de agarose

TAE 1x

TEB

Solugao de brometo de etidio

Tampao de amostra para gel de agarose
Tampodes e solugdes para ensaios enzimaticos
Quitina Coloidal

Tampéao acetato

Solucgao de acido bérico

Solugédo DMAB (p-Dimetilaminobenzaldeido) 10 X
Solugdo de DNS (Acido 3,5-dinitrossalicilico)
Cultivos de M. anisopliae

Cultivo de M. anisopliae em meio liquido

31
31
31
31
32
32

32
32
32
32
32
33
33
33
33
33

33
34
34
34
34
34
34
35
35
35
35
35

Vi



3.4.2

3.5

3.6

3.6.1

3.6.2

3.6.3

3.6.4

3.6.4.1

3.6.4.2

3.6.4.3

3.6.5

3.6.6

3.6.7

3.7

3.71

3.7.2

3.7.3

4.1

411

41.2

413

Cultivo de M. anisopliae em diferentes fontes de carbono
ou substratos complexos

Preparacgao de cuticulas

Manipulagéo de acidos nucléicos

Extracdo de DNA gendmico de M. anisopliae

Extracao de RNA de M. anisopliae

Eletroforese em gel de agarose

Amplificacédo de DNA pela técnica de PCR (Polymerase
Chain Reaction)

Reacao de amplificagdo de DNA com os oligonucleotideos
Chit1F e Chit1R e Chi2F e Chi2R

Reacdo de amplificagdo de DNA com os oligonucleotideos
Chit3F e Chit3R

Reacao de amplificagdo de DNA com os oligonucleotideos
Tef1F e Tef1IR

Oligonucletideos

Tratamento de RNA com enzima Dnase |

Amplificacdo por RT-PCR (Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction)

Ensaios enzimaticos

Quantificagado de proteinas

Ensaio enzimatico para a detec¢ao de quitinase
Determinacao de agucar redutor

Resultados

Analise do padrdo de expressdo dos genes chit1, chi2 e
chi3 em cultivos de M. anisopliae

Analise do padréao de expressao dos genes chit1, chi2 e
chi3 em cultivos contendo glicose 1%

Analise do padrao de expressao dos genes chit1, chi2 e
chi3 em cultivos contendo N-acetilglicosamina 0,25%
Analise do padrdo de expressao dos genes chit1, chi2 e

chi3 em cultivos contendo N-acetilglicosamina 1%

36

36
37
37
38
38
39

40

40

40

41

41

42

42

42

43

43

45

45

47

49

50

vii



41.4

41.5

41.6

4.2

©® N O o

Analise do padrao de expressdo dos genes chit1, chi2 e
chi3 em cultivos contendo quitina cristalina 1%

Analise do padrdo de expressao dos genes chit1, chi2 e
chi3 em cultivos contendo cuticula de Boophilus microplus
1%

Analise do padrao de expressdo dos genes chit1, chi2 e
chi3 em cultivos com cuticula de Dysdercus peruvianus
1%

Anadlise da producdo de quitinases e do consumo de
agucares em sobrenadantes de culturas com diferentes
substratos

Discusséo

Conclusbes

Perspectivas

Referéncias Bibliograficas

52

53

54

56

59
68
70
71

viii



°C
ATP
cDNA
DEPC
dNTPs
DNA
DNS
DTX
EDTA
EST

kDa

LB

MCc
mg
min
mL
mM
NacGlc
nm
pb
pH
RDA
RNA
p/v

pmol/v

LISTAS DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES

Graus Célsius

Adenosina trifosfato

DNA complementar
Dietilpirocarbonato
Deoxirribonucleosideo(s) trifosfato
Acido desoxirribonucléico

Acido 3,5 - dinitrossalicilico
Destruxina

Sal dissédico do acido etilenodiaminotetraacético
Expressed sequence tag

Grama, aceleracéo da gravidade
Hora

Quilidaltons

Litro

Luria-Bertani

Molar

Meio de Cove completo

Miligrama

Minuto

Mililitro

Milimolar

N-acetilglicosamina

Nanémetro

Pares de base

Potencial de hidrogénio
Representational difference analysis
Acido ribonucléico

Peso por volume

Picomol por volume



nm

SDS
SOD
TE
Tris

Tween

uv
U/uL

v/v

Mg
ML

Rotagdes por minuto

Segundos

Duodecil sulfato de sodio
Superdxido dismotase

Tampao Tris-HCI/EDTA

2 - amino - 2 - hidroximetilpropano - 1,3 - diol
Polisorbitano

Unidade de atividade enzimatica
Radiacgao ultravioleta

Unidade por microlitro

Voltz

Volume por volume

Micrograma

Microlitro



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

LISTA DE FIGURAS

Caracteristicas morfolégicas da colénia de Metarhizium

anisopliae var. anisopliae.

Etapas do processo de infeccdo de Metarhizium

anisopliae em Boophilus microplus.

Teledgina de B. microplus em processo de oviposigao.

Estagios de adulto e ninfa de Dysdercus peruvianus.

Estrutura quimica da quitina.

Representagcdo esquematica do mecanismo de acgao

das quitinases.

Mapa fisico da regido codificante dos genes chit1, chi2,

chi3 e tef-1a de M. anisopliae.

Nivel de transcritos dos genes chit1, chi2 e chi3 de M.

anisopliae em cultivos com glicose 1%.

Nivel de transcritos dos genes chit1, chi2 e chi3 de M.

anisopliae em cultivos com N-acetilglicosamina 0,25%.

Nivel de transcritos dos genes chit1, chi2 e chi3 de M.

anisopliae em cultivos com N-acetilglicosamina 1%.

Nivel de transcritos dos genes chi2 e chi3 de M.

anisopliae em cultivos com quitina cristalina 1%.

02

09

15

17

18

20

47

48

50

51

52

Xi



Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Nivel de transcritos dos genes chit1, chi2 e chi3 de M.
anisopliae em cultivos com cuticula de Boophilus

microplus 1%.

Nivel de transcritos dos genes chit1, chi2 e chi3 de M.
anisopliae em cultivos com cuticula de Dysdercus

peruvianus 1%.

Atividade especifica de quitinases em sobrenadantes
de cultivos de M. anisopliae em diferentes fontes de

carbono e em diferentes tempos.

Determinacédo de agucares redutores em cultivos de M.

anisopliae em diferentes fontes de carbono

54

55

57

58

Xii



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

LISTA DE TABELAS

Componentes das reacdes de amplificacdo de DNA por

PCR.

Oligonucleotideos utilizados.

Tamanho dos amplicons gerados para cada um dos

genes chit e tef~-1a de M. anisopliae, para as copias

gendmica e de cDNA.

40

41

46

Xiii



RESUMO

O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae é um agente
biocontrolador capaz de infectar uma grande variedade de pragas. O controle
biolégico de carrapatos e insetos tem sido empregado principalmente porque, ao
contrario dos pesticidas quimicos, ndo agridem o meio ambiente, ndo apresentam
toxidez e normalmente nao induzem resisténcia nos hospedeiros. A penetragao
de M. anisopliae em seus hospedeiros ocorre de forma ativa sendo que a cuticula
constitui a principal barreira. A quitina € um dos componentes majoritarios da
cuticula de artropodes, e os fungos entomopatogénicos secretam uma grande
quantidade de quitinases. Alguns genes de quitinases de M. anisopliae tém sido
estudados pelo nosso grupo de pesquisa, dentre eles estdo os genes chit1, chi2 e
chi3. Objetivando contribuir na elucidacdo da funcdo dos genes que codificam
quitinases na biologia de M. anisopliae, analisamos o padrao de transcricdo dos
genes chit1, chi2 e chi3 em diferentes tempos e condigdes de cultivo, assim como
acompanhamos a producdo de quitinases e o consumo de acucares nos
sobrenadantes destes cultivos. Foram realizados cultivos com a adicdo de
diferentes fontes de carbono: glicose 1%; N-acetilglicosamina (NacGlc) 0,25% e
1%:; quitina cristalina 1%; cuticula de carrapato Boophilus microplus 1% e cuticula
de Dysdercus peruvianus; nos seguintes tempos de cultivo: 16, 24, 32, 40, 48, 56,
64 e 72 horas. Para analisar os niveis de transcritos dos genes chit1, chi2 e chi3
da linhagem Es, foi utilizada a metodologia de RT-PCR, tendo como controle
interno da reagédo e da quantidade de RNA a amplificagdo do gene tef-1a de M.
anisopliae, descrito como tendo expressao constitutiva. O gene chit1, em todas as
fontes de carbono analizadas, apresentou aumento da transcricdo desde o tempo
inicial dos cultivos, aumentando, na maioria das vezes, a partir de 40 horas de
cultivo. Para os genes chi2 e chi3, foi observada a presenca de transcritos
parcialmente processados, além dos transcritos completamente processados. O
perfil de transcricdo observado para o gene chi2 mostrou-se variavel nas
diferentes fontes de carbono. Os transcritos apresentaram aumento gradativo com

0 aumento do tempo de cultivo, com excegao dos cultivos em glicose. Em relagéo

Xiv



ao gene chi3, com excegao dos cultivos em quitina cristalina, todas as condi¢des
apresentam as duas espécies de transcrito, completamente e parcialmente
processados. O perfil de transcricdo observado para o gene chi3 € muito variado

sugerindo uma regulagdo complexa.
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ABSTRACT

The entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae is a biological control
agent that infects a variety of plagues. The biological control of ticks and insects
has been used to overcome the deleterious effects of chemical pesticides. The
biological control produce less effects to the environment, has low toxicity and
normaly does not induce host resistance. M. anisopliae penetrates its hosts
actively through the cuticle which consists the main barrier to infection. Chitin is
one of the main components of arthropod cuticle and, the entomopathogenic fungi
secret large amounts of chitinases. Some chitinase genes of M. anisopliae have
been studied by our group; amongst them are chit1, chi2 and chi3 genes. In order
to contribute to the elucidation of the function of the chitinase genes in the biology
of M. anisopliae, we analyzed the levels of transcripts of the chit1, chi2 and chi3
genes in different growth times and culture conditions. The secretion of chitinases
and the consumption of sugars were also analysed in the cultures. Different
carbon sources were used as: 1% glucose; 0.25% and 1% N-acetylglucosamine
(NacGlc); 1% chitin; 1% Boophilus microplus cuticle; and 1% Dysdercus
peruvianus cuticle. Culture times analysed were: 16, 24, 32, 40, 48, 56, 64 and 72
hours. The level of transcripts were analysed by using RT-PCR profiles of chit1,
chi2 and chi3 genes of Eg strain. The constitutively expressed tef-1a gene from M.
anisopliae was used as RNA loading control. The chit1 gene transcripts, in all
carbon sources analysed increased with the culture time. For chi2 and chi3
transcripts partial and complete processing forms were detected. The chi2
transcription profile was very variable. The transcripts presented a gradual
increase, in the different times and carbon sources, but not for glucose added
cultures. For the chi3 gene transcripts, with the exception of chitin added cultures,
in all carbon sources presented both the partial and complete processed
transcripts. The chi3 transcription profile was also very variable, suggesting a

complex regulation.

XVi



1. INTRODUCAO

1.1 O fungo filamentoso Metarhizium anisopliae

Metarhizium Sorokin (Deuteromycotina: Hyphomycetes) € um dos géneros
de fungos entomopatogénicos mais bem caracterizados e engloba diversos
fungos entomopatogénicos assexuais (DRIVER et al, 2000). O fungo M.
anisopliae foi descrito pela primeira vez por Metschnikoff na Russia em 1987
parasitando larvas de besouro-de-graos Anisopliae austriaca. Apos a revisdo de
sua descricdo em 1976, o género passou a compreender duas espécies,
Metarhizium anisopliae (var. minor e major) e Metarhizium flavoviride (TULLOCH,
1976). No ano de 2000, DRIVER e colaboradores realizaram uma reviséo
taxondmica do género baseados em analise filogenética de sequiéncias de rDNA,
reconhecendo entdo, trés espécies para o género Metarhizium e estas,
subdivididas em nove variedades: Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin (var.
anisopliae, var. majus, var. lepidiotum e var. acridum); Metarhizium flavoviride
Gams & Rozsypal (var. flavoviride, var. minus, var. novazealandicum e var.
pemphigum) e Metarhizium album Petch.

Essa classificacdo também foi baseada nas diferencas morfoldgicas e
coloragcédo dos conidios do fungo. M. album possui conidios pequenos de forma
ovoide a elipticos, medindo de 4 a 6 x 1,5 a 2,5 um e de coloragdo marrom palido;
M. flavoviride var. novazealandicum possui conidios alongados medindo 6 (+0,48)
X 2,4 (£0,19) um; M. flavoviride var. flavoviride possui conidios grandes com
coloracao verde palido; M. flavoviride var. pemphigum possui conidios ovoides a
alongados com 5,4 (£0,47) x 2,4 (x0,43) um, apresentando coloragao verde claro;
M. anisopliae var. acridum possui conidios ovoides com 4,5 (+0,41) x 2,6 (x0,6)
um com coloragdo verde-amarelado escuro; M. anisopliae var. lepidiotum possui
conidios com 7,3 a 10,6 x 3 a 4,1 um e de coloragéo verde-amarelado escuro; M.
anisopliae var. anisopliae possui conidios cilindricos de 5 a 7 um e de coloragéo
verde; M. anisopliae var. majus possui conidios muito longos com mais de 10 um

de comprimento e de coloragao verde escuro (DRIVER, 2000).



Durante muito tempo M. anisopliae foi classificado como Deuteromycota
assexuado (TULLOCH, 1976), porém em 2001, LIU e colaboradores identificaram
M. anisopliae var. majus como sendo a forma anamorfica do fungo Cordyceps
brittlebankisoides, através da analise de sequéncias ITS (internal transcribed
spacer — espacgador interno transcrito de rDNA), sendo a partir dai, M. anisopliae,

considerado um Ascomycota.

Figura 1. Caracteristicas morfolégicas da colénia de Metarhizium
anisopliae var. anisopliae. Cultivo de M. anisopliae em MCc
a 28°C por aproximadamente 14 dias, mostrando uma colbnia
(figura cedida por Walquiria Arruda).

1.2 Mecanismos de infec¢cao de fungos entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos estdo largamente distribuidos no reino
Fungi. Alguns patdégenos de insetos possuem restricdo quanto aos seus
hospedeiros, infectando somente algumas espécies de insetos, enquanto outros
infectam uma variedade maior de hospedeiros, sendo o caso de Metarhizium
anisopliae (CLARKSON & CHARNLEY, 1996).

A cuticula dos insetos possui duas camadas, a epicuticula e a procuticula.
A epicuticula € uma camada de natureza protéica que recobre a procuticula, e é

circundada por uma membrana fina cerosa composta de acidos graxos, lipideos e



esterois. A procuticula compreende a maior parte da cuticula e sua composigao é
basicamente de natureza protéica e quitinosa (ANDERSEN, 1974).

Os conidios, produzidos assexuadamente, sdo geralmente responsaveis
pela infecgéo e pela dispersdo do fungo no ambiente, sendo assim disseminados
aos seus hospedeiros susceptiveis. Quando os conidios entram em contato com a
cuticula do hospedeiro, eles se fixam e germinam, iniciando uma série de reagdes
de reconhecimento e ativacdo de enzimas entre o fungo e o hospedeiro (SHAH &
PELL, 2003; SMALL & BIDOCHKA, 2005; ARRUDA et al., 2005).

O conidio germina na superficie do hospedeiro formando o tubo
germinativo. Estimulado pelo contato fisico com a cuticula, o tubo germinativo se
diferencia por dilatagcdo da extremidade distal das hifas para a formagdo do
apressoério, uma estrutura especializada de penetracdo. Esta € a primeira
estrutura formada na preparagdo para a penetragdo através da cuticula do
hospedeiro. Entretanto, apesar de ter grande importancia na penetracédo, esta
diferenciagao néo € parte obrigatoria para o crescimento e a maturagdo do fungo,
e sim uma resposta a um habitat em particular (ST. LEGER et al., 1991a;
CLARKSON & CHARNLEY, 1996; MENDGEN, 1996).

Alguns autores sugerem que o0 apressorio esta envolvido por uma
substancia mucilaginosa que se acredita ser composta principalmente de
polissacarideos e proteinas ou glicoproteinas, podendo estar envolvida no auxilio
e transporte de enzimas que degradam a cuticula do fungo (ST. LEGER, et al.,
1989; DEAN, 1997; ARRUDA et al, 2005). A diferenciagdo é estimulada por
baixos niveis de compostos nitrogenados e pelo catabolismo de compostos de
carbono (CLARKSON & CHARNLEY, 1996). Muitos autores sugerem o
envolvimento de um mensageiro intracelular de Ca** e de AMP ciclico na
formacgao do apressoério em Metarhizium (ST. LEGER, et al., 1991b; CLARKSON
& CHARNLEY, 1996; DEAN, 1997). Na regido do apressoério que esta em contato
com a cuticula do hospedeiro, ocorre a formagao de uma estrutura fina e saliente
conhecida como grampo de penetragao.

Durante a fase de penetragcdo, ha o envolvimento de enzimas e pressao
mecanica na cuticula do hospedeiro. A composi¢cao complexa da cuticula dos

artrépodes sugere que a penetracdo requer a agao sinérgica de diferentes



enzimas. As enzimas produzidas durante esta etapa sao principalmente: N-
acetilglucosaminidases (em baixa quantidade), proteases, quitinases e lipases
(CLARKSON & CHARNLEY, 1996; MENDGEN et al., 1996).

A correlagdo entre a viruléncia de fungos entomopatogénicos com a
producao de enzimas que degradam a cuticula de insetos tem sido investigada.
Entretanto, até o presente, apenas uma protease estda comprovadamente
envolvida na patogenicidade de M. anisopliae, a protease PR1A. Esta e,
provavelmente outras proteases, sao fatores de viruléncia promovendo a
degradacéo localizada de proteinas da cuticula, expondo os demais componentes
da cuticula, promovendo a invasao do hospedeiro (ST. LEGER et al., 1996b). A
serino protease PR1A foi primeiramente descrita como sendo a principal proteina
sintetizada durante o desenvolvimento do apressorio em M. anisopliae,
(CLARKSON & CHARNLEY, 1996; ST. LEGER et al., 1996a; WANG et al., 2002),
porém analises de bancos de ESTs demonstraram um grande numero de genes
sendo expressos em cultivos de M. anisopliae em meio minimo acrescido de
hemolinfa ou cuticula de insetos (FREIMOSER et al., 2005). Neste estudo foi
analisada a regulagao diferencial de varios genes que codificam enzimas que
degradam a cuticula do hospedeiro, proteinas de parede celular, toxinas e
enzimas produtoras de toxinas, em diferentes cuticulas, sugerindo que M.
anisopliae possui a habilidade de regular a produgdo destas enzimas de acordo
com os diferentes hospedeiros que infecta. M. anispoiae secreta uma grande
variedade de proteases, das quais algumas estdo associadas com sua viruléncia,
ja que elas facilitam a transposicdo da barreira da cuticula na penetragcéo, a
solubilizacdo dos nutrientes e permite inibir peptideos antimicrobianos produzidos
pelo hospedeiro (FREIMOSER et al., 2005).

Anadlises baseadas na similaridade de sequUéncias e na estrutura
exon/intron, agruparam as sibtilisinas descritas em Metarhizium em quatro
grupos. Um grupo representado pela subtilisina PR1C de classe | (bacteriana), e
trés clusters de subtilisinas do tipo proteinase K de classe Il: subfamilia
extracelular 1 (PR1A, PR1B, PR1G, PR1l e PR1K), subfamilia extracelular 2
(PR1D, PR1E, PR1F e PR1J) e uma subtilisina endocelular (PR1H) (WANG et al.,
2002; BAGGA et al., 2004; SMALL & BIDOCHKA, 2005).



SMALL & BIDOCHKA (2005) mostraram que o gene pr1 (que codifica para
uma protease do tipo subtilisina PR1 - sem identificacdo do tipo da protease
mencionada) ndo € transcrito apenas nas fases iniciais do processo de infec¢ao
do fungo, mas também durante os estagios finais do processo de infec¢ao quando
o fungo emerge na superficie do cadaver e produz conidios. O gene pr1 pode néo
estar diretamente envolvido na formagao do conidio, mas se faz necessario para
que se complete o ciclo de patogenicidade, para a morte do hospedeiro e
producdo de conidios. Durante estas duas ultimas etapas comprovou-se maior
expressao do gene pr1 em experimentos de RT-PCR, tendo-se como controle de
quantidade de RNA os transcritos do gene da [-actina. Além disso, foi
demonstrado que recombinantes de Metarhizium contendo coépias multiplas do
gene pri1A, sob controle de um promotor constitutivo, tém a sua viruléncia
aumentada, confirmando que proteases do tipo subtilisina podem ter um
importante papel no desenvolvimento de biopesticidas (ST. LEGER et al., 1996b).
Porém, WANG e colaboradores (2002) mostraram que mutantes espontaneos
estaveis de M. anisopliae linhagem V275 deficientes para os genes pr1A e priB
ainda sdo capazes de infectar o hospedeiro Galleria mellonella em niveis
similares aqueles da linhagem selvagem, mas com uma redugdo da
patogenicidade para outro hospedeiro Tenebrio molitor.

As proteases sao detectadas antes das enzimas quitinoliticas, em um
periodo inferior a 24 horas apds o inicio da formagao do tubo germinativo. As
quitinases provavelmente parecem em um periodo mais tardio como resultado da
indugdo pela quitina existente na cuticula dos artropodes, que s6 é exposta ao
fungo apods a digestdo das proteinas a ela complexadas (ST. LEGER et al., 1986).

Assim como as proteases, as quitinases, também estdo envolvidas na
patogenicidade de M. anisopliae. As quitinases e as proteases agem para
solubilizar a cuticula dos hospedeiros durante a fase de penetracdo. Portanto, a
secrecao dessas enzimas € uma caracteristica inicial importante no processo de
infeccdo em resposta ao contato do fungo com a cuticula (ST. LEGER et al.,,
1998).

Em fungos filamentosos, as quitinases possuem pelo menos duas fungdes

fisiologicas: estdo envolvidas na sintese e degradacdo da parede celular e na



aquisicao de nutrientes (SILVA et al., 2005). As enzimas quitinoliticas serao
descritas com mais detalhes no item 1.6.

Outras enzimas que podem estar envolvidas no processo de infecgado de
M. anisopliae sao as lipasaes. Apesar de haver poucos estudos publicados a
respeito de lipases em fungos entomopatogénicos, foi comprovada a sua
secrecao por M. anisopliae (BEYS SILVA et al., 2005), pela purificacdo e
caracterizagado de uma lipase de sobrenadante de cultivos do fungo induzidos por
diferentes lipideos como fonte de carbono. Além disso, foram identificadas
sequéncias parciais de lipases no banco de ESTs estabelecido por FREIMOSER
e colaboradores (2005).

Apés a penetragdo através da cuticula do hospedeiro, ocorre o
desenvolvimento de blastoporos na hemocele. O meio nutritivo proporcionado
pela hemolinfa leva a produgao, por parte do fungo, de metabdlitos secundarios
como acidos organicos e toxinas, sendo que estas podem causar a morte do
hospedeiro. (BIDOCHKA et al., 1997; CLARKSON & CHARNLEY, 1996). Apos a
morte do hospedeiro, a invasdo de todos os tecidos e o esgotamento de
nutrientes do hospedeiro, as hifas de M. anisopliae se estendem para fora do
cadaver, formando micélio que cobre a superficie do tegumento, resultando na
mumificagdo (MILNER, 2000). Em condigbes de temperatura ambientais
apropriadas, ocorre a producao de esporos hidrofébicos e de coloracdo verde
oliva, que poderao ser disseminados para infectar outros individuos, resultando
em novo ciclo de infeccdo (CLARKSON & CHARNLEY, 1996; SHAH & PELL,
2003).

M anisopliae produz uma familia de toxinas ciclodepsipeptidicas
(hexadepsipetideos compostos de um acido a-hidroxi e cinco residuos de
aminoacidos) denominadas destruxinas (DTX) de diferentes tipos A, B, C, D e E,
e outras 27 variantes, dependendo da sua composicdo (CLARKSON &
CHARNLEY, 1996; BIDOCHKA et al., 1997; HSIAO & KO, 2001; PEDRAS et al.,
2002). A grande maioria das destruxinas encontradas foi isolada de culturas de M.
anisopliae, porém, algumas sao oriundas de fitopatégenos. As destruxinas
possuem atividade inseticida e fitotoxica. Ha, ainda, destruxinas com uma grande

variedade de atividades biolégicas como, por exemplo: a atividade da destruxina



E de inibir a proliferagdo de células neoplasicas de mamiferos; e os efeitos
supressores na superficie do antigeno viral da hepatite B da dextruxina B,
sugerindo ser um candidato em potencial no desenvolvimento de agentes contra a
hepatite (PEDRAS et al., 2002).

Segundo KERSHAW e colaboradores (1999), a injecdo de destruxinas de M.
anisopliae em larvas de lepidopteros e adultos de dipteros pode causar paralisia
muscular. Linhagens muito virulentas produzem grande quantidade de
destruxinas, mas linhagens que produzam pouca toxina sdo também virulentas,
sugerindo que as destruxinas ndo sdo o0s Unicos determinantes da
patogenicidade.

Além das enzimas hidroliticas e das toxinas, ha alguns fatores que também
podem estar envolvidos na patogenicidade de M. anisopliae. As superoxido-
dismutases (SODs), enzimas que atuam como um sistema de defesa contra
radicais livres de oxigénio (BITTENCOURT et al, 2004) e a presenga de micovirus
com genoma de dsRNA (TIAGO et al., 2004) sdo dois possiveis fatores
envolvidos na patogenicidade.

Apesar de muitos avancos nos estudos em Metarhizium, os eventos
moleculares envolvidos na infecgao ainda nao estao totalmente esclarecidos. O
processo € multifatorial, existindo varios fatores que agem sinergisticamente para
a patogenicidade. Alguns genes com envolvimento potencial no processo de
infeccdo de M. anisopliae foram clonados e caracterizados: gene pr1A (ST.
LEGER et al., 1992a), gene ssgA (ST. LEGER et al.,, 1992b), gene pr2
(SMITHSON et al., 1995), gene pr1B (JOSHI et al., 1997), gene crr1 (SCREEN et
al., 1997), gene chit1 (BOGO et al., 1998), gene nrr1 (SCREEN et al., 1998), gene
mecpa (JOSHI & ST. LEGER, 1999), gene chy1 (SCREEN & ST. LEGER, 2000),
gene chi2 (BARATTO et al., no prelo) e gene chi3 (SILVA et al., 2005).

Também em nosso grupo, DUTRA e colaboradores (2004) identificaram
sequéncias com expressao diferencial em M. anisopliae (linhagem E6) em
condigdes de infecgcdo usando uma metodologia de analise de bibliotecas de
subtracdo (RDA, representational difference analysis). Foi realizada a
comparacao de duas populagées de cDNA: uma populagdo gerada em cultivos

sob repressao catabdlica - em presenga de glicose, a outra populagéo foi gerada



a partir de cultivo em “condicbes de infeccdo” - em presenga de cuticula do
carrapato Boophilus microplus. Entre as sequéncias génicas identificadas neste
trabalho que provavelmente possuem importédncia na viruléncia estdo: uma
protease do tipo subtilisina (gene pr1C), o gene que codifica para uma proteina de
membrana provavelmente envolvida na diferenciacdo de apressorio (pth11),
genes envolvidos no metabolismo energético e de lipideos (transdolase e gapdh),
uma proteina de choque térmico/chaperona (HSP70) e uma proteina homodloga a
uma exo-B-1,3 glicanase.

ARRUDA e colaboradores (2005), usando microscopia eletronica de
varredura (MEV), descreveram os eventos e respectivos tempos de duragao do
processo de infeccdo de M. anisopliae no carrapato B. microplus como
esquematizado na Figura 2. Resumidamente: (i) aderéncia do conidio & cuticula
através de uma fina camada mucilaginosa, 24h pdés-infecgao; (i) germinagao do
conidio e desenvolvimento do tubo germinativo que coloniza a superficie da
cuticula entre 24 e 48h pds-infecgao; (iii) penetragdo do fungo através da cuticula
do carrapato entre 24 e 48h pds-infeccdo e (iv) colonizagdo da cuticula e

emergéncia do fungo até a superficie entre 72 e 96h pds-infecgao.
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Figura 2. Etapas do processo de infeccao de Metarhizium anisopliae
em Boophilus microplus (ARRUDA et al., 2005).



1.3 O fungo Metarhizium anisopliae e o controle biolégico

Apesar dos defensivos agricolas terem uma alta e rapida eficiéncia sao
necessarias aplicagdes repetidas desses produtos, o que representa grandes
quantidades lancadas no ambiente e um alto custo. Esses produtos quimicos
propiciam alta produtividade, mas tém efeitos deletérios sobre o solo, clima,
vegetagdo, aguas, animais e homem, e provocam a selegdo de mutantes
resistentes, resultantes da forte pressao seletiva. Além disso, seu tempo de
degradacdo no ambiente é da ordem de décadas, o que provoca uma
concentragcao elevada dessas substancias na cadeia alimentar. Nesse contexto, o
controle biologico € uma alternativa viavel para o combate de pragas e patdgenos,
e vantajosa em relagdo ao controle quimico, especialmente quanto ao impacto
ambiental, ao custo, a especificidade e ao desenvolvimento de resisténcia
(FRANCESCHINI et al., 2001).

O termo controle biolégico se aplica a utilizagdo de antagonistas naturais
disponiveis no ambiente, para diminuir, a um limiar sub-clinico e economicamente
aceitavel, a populagdo de um agente causador de perdas produtivas a atividade
pecuaria ou agricola (GRONVOLD et al., 1996).

Sendo a classe animal mais abundante e diversificada, os insetos sao
infectados por uma grande variedade de patégenos, incluindo virus e bactérias.
Porém, a maioria das doengas ocorridas em insetos € causada por fungos, sendo
que o impacto causado na populacdo demonstra seu potencial para controle
microbiolégico de insetos de interesse medico e agronémico. Os fungos, ao
contrario das bactérias e virus, ndo precisam ser ingeridos para causar doengas,
eles penetram diretamente na cuticula do hospedeiro (WANG & ST. LEGER,
2006).

EKESI e colaboradores (2005) testaram trés formulagcbes de M. anisopliae
em oleo, em agua e de forma granulada crescida em milho contra trés espécies
de moscas da fruta, obtendo resultados positivos e alta eficiéncia no controle
destas pragas por M.anisopliae, principalmente as formulagbes feitas de forma

granular e em dleo.
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Uma formulacao granular de M. anisopliae foi desenvolvida pela BioGreen
e registrada na Australia, usada para o controle de Adoryphorus couloni
Burmeister, onde uma unica aplicagdo no solo do produto, pode impedir a
existéncia deste patdgeno no periodo de cinco a dez anos (JACKSON, 1999).

Devido a grande importancia do estudo a respeito das doengas tropicais,
como a malaria, que tem infectado anualmente 300 a 500 milhées de pessoas,
tem-se utilizado o controle biolégico contra estas doengas, ja que os insetos
vetores muitas vezes se tornam resistentes aos inseticidas utilizados, e que estes
inseticidas também podem se tornar toxicos aos seres humanos e poluir a
ambiente (SCHOLTE et al., 2003). Foram realizados experimentos com
resultados bastante satisfatorios utilizando-se M. anisopliae (formulagdes em 6leo
e de conidios secos) no controle do mosquito vetor da malaria, Anopheles
gambiae e do mosquito vetor da filariose, Culex quinquefasciatus (SCHOLTE et
al., 2003). O uso de M. anisopliae contra mosquito da malaria tem sido eficiente
quando realizado tanto no campo como em laboratorio (SCHOLTE et al., 2004,
2006). Além da aplicagéo direta do fungo no ambiente em que se encontram os
mosquitos vetores, demonstrou-se que fémeas infectadas com M. anisopliae
infectam os machos durante a copula através das patas e aparelho bucal
(SCHOLTE et al., 2004).

Varios agentes de controle biolégico tém sido utilizados para combate de
gafanhotos e grilos. Dentre os motivos pelo qual tém se evitado usar agentes
quimicos contra estes insetos, estdo: o grande dano a saude dos operadores dos
farmacos utilizados, prejuizo aos passaros, outros vertebrados, organismos
aquaticos, contaminagao da agua, entre outros (LOMER et al., 2001).

Segundo o manual de pesticidas bioldgicos (Bio Pesticides Manual) editado
por Copping em 2001, existem 96 ingredientes ativos comercializados com base
em microrganismos. Trinta e trés sdo baseados em bactérias, 36 em fungos e 8
em nematdides entomopatogénicos. Mais de 700 espécies de fungos
entomopatogénicos foram descritos. A habilidade dos fungos entomopatogénicos
de penetrar na cuticula de artropodes, a habilidade de uma linhagem de matar os
diversos estagios larvais de um mesma praga e a especificidade de uma linhagem

em relagdo a viruléncia contra uma ou um pequeno grupo de pragas, faz destes
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fungos 6timos candidatos a agentes de controle biolégico. Porém, os fungos
também apresentam algumas desvantagens: eles matam seus hospedeiros de
forma muito lenta, necessitam de umidade para germinar e esporular, sao
sucessiveis a radiagdo UV, e algumas linhagens podem atacar outros artropodes
além daqueles que realmente eram seus alvos (SAMISH, 2004).

KAAYA e MUNYINYI (1995) demonstraram que M. anisopliae e B.
bassiana sao capazes de infectar a mosca Glossina morsitans morsitans no solo
durante seus diferentes estagios larvais. Em estudos anteriores estes autores néo
observaram nenhuma mortalidade nos estagios de vida iniciais de G. m.
morsitans quando expostas a uma solugcao aquosa de esporos de B. bassiana e
M. anisopliae, Quando expostas a esporos secos destes fungos relataram
mortalidade somente de adultos recém emergidos de pupas infectadas com B.
bassiana € nao com M. anisopliae. Porém, com aplicacbes de esporos secos
misturados a areia, observou-se eficiéncia na infecgdo destes fungos contra esta
espécie de mosca, principalmente em tratamentos com larvas recém
ovopositadas e em adultos, que podem infectar outros adultos selvagens durante
a copula.

Varios estudos com M. anisopliae tém sido realizados no seu emprego
como biocontrolador de muitas espécies de pragas como: larvas de Delia radicum
(Diptera: Anthomyiidae) (BRUCK et al., 2005); Atta cephalotes (LOPEZ & ORDUZ,
2003); Frankliniella occidentalis (Thysanoptera: Thripidae) (MANIANIA et al.,
2001); Tetranychus evansi (Acari: Tetranychidae) (WEKESA et al., 2005); assim
como, na interagcdo de M. anisopliae com nematodides para controle de Hoplia
philanthus (Coleoptera: Scarabaeidae) (ANSARI et al., 2004).

Nosso modelo de estudo, o carrapato B. microplus € um ectoparasita que
infesta preferencialmente o gado, causando grandes perdas econdmicas,
chegando, no Brasil, a ser de milhdes de ddlares (PAIAO et al., 2001). Para o seu
controle, ultimamente, tem-se utilizado, na maioria das vezes, acaricidas
quimicos. Porém, o controle biolégico e o controle imunolégico estdo sendo cada
vez mais usados para o controle dessas pragas. Os principais motivos para o uso
do controle biolégico de carrapatos s&o: ser menos danoso ao homem e ao meio

ambiente, pelos aos altos custos do controle quimico, e pelo aumento da
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resisténcia dos carrapatos aos pesticidas (FRAZZON et al., 2000; SAMISH et al.,
2004). O resultado de diversos testes para as duas vacinas existentes contra B.
microplus tém demonstrado somente sucesso parcial no controle de carrapatos
(FRAZZON et al., 2000).

O uso de M. anisopliae contra B. microplus foi demonstrado eficaz em
diversos estudos. FRAZZON e colaboradores (2000) aplicaram esporos de M.
anisopliae, in vitro, em fémeas engurgitadas de B. microplus e os resultados
demonstraram alta infectividade do fungo. Foi comprovada também a eficacia
infectiva de M. anisopliae quando aplicado sobre Brachiaria decumbens infestada
com larvas de B. microplus (BITTENCOURT et al., 2003).

Estudos foram realizados aplicando-se M. anisopliae em gado estabulado
infestados com B. microplus. Apesar de haver desenvolvimento e esporulagédo do
fungo, os indices de mortalidade obtidos em testes laboratoriais ndo se repetem,
provavelmente, pelas alteragdes de umidade e temperatura que ndo se mantém
constantes no campo (CORREIA et al., 1998).

O emprego de inseticidas microbianos ja esta regulamentado em muitos
paises, inclusive no Brasil. As medidas prescritas por entidades normativas
incluem o registro de produtos e a avaliacdo de seguranga em relagdo aos
usuarios, impactos no ambiente e implicagcdes na saude publica. Ja existem
formulagdes especiais de fungos registradas no Brasil sob o nome de Metabiol e
de Biomax (ROBBS & BITTENCOURT, 1998).

1.4 O carrapato Boophilus microplus

Nosso grupo tem utilizado dois modelos de hospedeiros para estudar a
infeccdo de M. anisopliae. Estes modelos sdo: o carrapato B. microplus e 0o
percevejo D. peruvianus. Estes trabalhos tém sido realizados com o apoio do
Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF) para os
experimentos com carrapatos; e com o apoio do Laboratério de Proteinas
Toxicas, Departamento de Biofisica, Centro de Biotecnologia, UFRGS, para os

experimentos com percevejos (coordenado pela Profa. Dra. Célia Carlini).
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Muitos autores tém demonstrado resultados positivos em estudos da
infeccao de fungos no carrapato B. microplus. Estudos in vitro e in vivo mostram
que M. anisopliae tem acao patogénica sobre B. microplus (FRAZZON et al.,
2000; BITTENCOURT et al., 2003; SAMISH et al., 2004; ARRUDA et al., 2005;
POLAR et al., 2005). Porém o mecanismo de infecgdo em carrapatos, apesar de
parecer similar ao descrito para insetos, ndo € muito conhecido. ARRUDA e
colaboradores (2005) analisaram o processo de infecgcdo de M. anisopliae em B.
microplus por microscopia optica, a fim de verificar o modo de penetracédo e as
mudancas ocorridas durante a infeccao de M. anisopliae. Neste trabalho foram
visualizadas trés camadas no tegumento de B. microplus: endocuticula,
exocuticula e a epicuticula. A epicuticula € uma camada fina que recobre as duas
demais, que juntas formam a procuticula (ARRUDA et al., 2005).

O carrapato Boophilus microplus (Canestrini) (Figura 3) € um ectoparasita
hematéfago originario da Asia, cujo principal hospedeiro é o bovino. Encontra-se
amplamente distribuido nos grandes rebanhos bovinos da América, Africa, Asia e
Oceania entre os paralelos 32° N e 32° S, sendo um dos principais parasitas que
afetam a pecuaria destas areas. B. microplus acarreta diversos danos
econdmicos, tornando-se o principal alvo de programas de controle e erradicagao
nos rebanhos da Ameérica do Sul, pois um carrapato bovino suga, em média, de 2
a 3mL de sangue do seu hospedeiro, 0o que se reflete em grandes perdas na
producdo de leite e carne e danos no couro causados por reacdes inflamatérias
nos locais de fixacdo do carrapato. Ainda, o carrapato pode atuar como vetor de
doengas, como a tristeza parasitaria bovina, causada por protozoarios do género
Babesia e pela rickétsia do género Anaplasma (ANGUS, 1996; LEAL et al., 2003;
ESTRADA-PENA et al., 2006). B. microplus também afeta gado europeu e gado
hibrido brasileiro, podendo causar anemia. Este parasita pode modificar
significativamente os parametros bioquimicos sanguineos, assim como afetar as
funcdes renais e digestivas de seu hospedeiro (CORREIA et al, 1998;
GONZALEZ-ACUNA & GUGLIELMONE, 2005).
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Figura 3. Teledgina de B. microplus em processo de oviposi¢do. Fémea
de B. microplus ovopasitando (esquerda), com diminuicdo
consideravel de tamanho comparado com fémea ingurgitada
(direita - tamanho aproximado de 5 mm)
(http://www.ufrgs.br/depbiot/201/carrapat.htm).

No Brasil, mais especificamente no Rio Grande do Sul, o problema da
diminuicdo da produgcdo de carne bovina aumentou devido a introdugdo de
espécies de gado Bos taurus suscetiveis aos carrapatos. Mais recentemente
foram introduzidas espécies de Bos indicus que sdo mais resistentes a B.
microplus, porém, este fato ndo aumentou significativamente o controle de
carrapatos (EVANS et al., 2000).

1.5 O percevejo manchador de fibra de algodéo Dysdercus peruvianus

Representantes do género Dysdercus Guérin Menéville, 1831 (Hemiptera:
Pyrrhocoridae) foram registrados atacando algodoeiro (Gossypium spp.) em
diversos paises da América, Africa, Asia e na Australia. Este género é de grande
interesse econdmico, pois a ele pertencem algumas das mais sérias pragas do
algodoeiro nos paises em que se cultiva esta Malvaceae. De sua dieta principal
também fazem parte plantas das familias Amaranthaceae, Bombacaceae,
Compositae, Rubiaceae e Sterculiaceae (GONCALVEZ, 2000).

Dysdercus peruvianus Guérin-Menéville (Hemiptera: Pyrrhocoridae) (Figura

4) é um inseto praga da cultura de algodao, conhecido vulgarmente como
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percevejo manchador de fibra do algodao. Este inseto causa danos como, queda
ou mau desenvolvimento das sementes, manchas nas fibras, e introdugdo de
fungos e bactérias, levando a perdas totais da cultura do algodéo
(STANISCUASKI et al., 2005).

Testes de bioensaio com ninfas de quarto instar e adultos de D. peruvianus
infectados por M. anisopliae linhagem Eg foram realizados e demonstraram que
M. anisopliae é capaz de infectar e matar, apds 10 dias, tanto ninfas como adultos
de D. peruvianus (Lucélia Santi, comunicagdo pessoal). Assim como para B.
microplus (ARRUDA et al., 2005) foram realizados experimentos de microscopia
eletrbnica de varredura em D. peruvianus, onde foi comprovada a penetragao de
M. anisopliae (Lucélia Santi, comunicagéo pessoal).

Como dito anteriormente, tanto carrapatos como insetos possuem as
mesmas camadas e a mesma constituicdo de seu tegumento, porém acredita-se
que por pertencerem a classes diferentes, estes dois artrépodes podem
apresentar diferengas em relacdo ao modo de acdo de quitinases durante a
penetracdo de M.anisopliae em sua cuticula. Para tanto, este inseto foi escolhido
como modelo de estudo de nosso grupo, e depois de comprovada a infecgao e
morte destes por M. anisopliae, decidiu-se utiliza-los nos cultivos de M. anisopliae,
a fim de verificar as diferengas na transcricdo dos genes de quitinases durante a

infeccado de sua cuticula.
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Figura 4. Estagios de adulto e ninfa de Dysdercus peruvianus. (A) Inseto
adulto. (B) Ninfa de 3° instar (figura cedida pelo grupo de pesquisa
do Laboratério de Proteinas Toxicas, UFRGS).

1.6 Quitina e quitinases

A quitina (Figura 5), um polimero de ligagdes 3-1,4 de N-acetilglicosamina
(NacGilc), € amplamente distribuido, sendo, depois da celulose, o polissacarideo
mais abundante na natureza. E o maior constituinte da parede celular de fungos,
exoesqueleto de insetos e conchas de crustaceos (ADAMS, 2004; DAHIYA et al,
2005; HUANG & CHENG, 2005; BONFIM et al., 2006).
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N-acetil-D-glicosamina

Figura 5. Estrutura quimica da quitina. O circulo mostra as ligagdes tipo
B-1,4 entre as cadeias de N-acetilglicosamina.

A quitina € um elemento importante para o desenvolvimento fungico.
Portanto, é provavel a existéncia de um sistema que possibilite 0 remodelamento
por meio da degradacdo e posterior sintese de quitina, permitindo, assim, a
plasticidade da parede celular, fato que pode ser importante para o brotamento e
alongamento da hifa (DAHIYA et al, 2005).

Através de analises de difracdo de raios X, foi revelado que a quitina pode
ocorrer em trés formas polimorficas: a-quitina, B-quitina e y-quitina. Na a-quitina, a
forma mais abundante de quitina, as cadeias s&o arranjadas de forma anti-
paralela, enquanto na B-quitina as cadeias estdo na forma paralela. Na y-quitina
ocorre as duas formas de cadeias (DAHIYA et al, 2005)

As quitinases, quitina-sintases e N-acetil-D-glicosaminidases s&o enzimas
hidroliticas envolvidas no metabolismo de parede celular de células de fungos em
crescimento (BONFIM et al., 2006). A hidrélise enzimatica completa da quitina em
cadeias livres de NacGlc é feita por um sistema quitinolitico, cuja acado é
sinergistica e consecutiva (PATIL et al, 2000).

As quitinases estdo incluidas em uma classe de enzimas do grupo das

glicosil-hidrolases com a propriedade de hidrolisar as ligagbes [-1,4 existentes
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entre os mondmeros de NacGlc (FLACH et al., 1992). Elas ocorrem em inumeros
organismos tais como, virus, bactérias, fungos, insetos, plantas superiores e
mamiferos. Em fungos a fung&o das quitinases esta relacionada com a autdlise, a
nutricdo, a morfogénese e a defesa (PATIL et al., 2000; DAHIYA et al, 2005).

Foram usadas sequéncias similares de peptideos para agrupar as
quitinases em cinco classes. As classes I, Il e IV compreendem as quitinases
originadas de plantas que ndo séo estruturalmente relacionados as quitinases das
classes lll e V. As quitinases da classe lll sdo derivadas principalmente de plantas
e fungos, enquanto que as da classe V, de bactérias (GRUTHRIE et al., 2005).

Em relagdo aos produtos de hidrolise da quitina, as quitinases podem ser
classificadas em duas categorias principais. As endoquitinases clivam a quitina
aleatoriamente gerando polimeros ou oligbmeros de NacGlc, como a
quitotetraose, a quitotriose e a diacetilquitobiose. As exoquitinases podem ser
divididas em quitobiosidases, que atuam liberando unidades de di-acetilquitobiose
a partir da extremidade n&o-redutora da quitha e em 1,4-B-N-
acetilglicosaminidases, que clivam oligbmeros produzidos pela atividade de
endoquinases e quitobiosidases, liberando monémeros de NacGlc (Figura 6)
(PINTO et al., 1997; BARATTO et al., 2003; DAHIYA et al, 2005; GRUTHRIE et
al., 2005 ).
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Figura 6. Representacdo esquemética do mecanismo de acdo das
quitinases. Em quadriculado estdo representadas as fibras da
quitina e pontilhado os monémeros de NacGlc compreendendo
sua porcado terminal. Estdo representadas as enzimas:
endoquitinase, exoquitinase e glicosaminidase (modificado de
SAHAI & MANOCHA, 1998).

Baseando-se na similaridade da sequéncia de aminoacidos das glicosil
hidrolases, as enzimas quitinoliticas sdo agrupadas nas familias 18, 19 e 20. A
familia 18 €& diversificada evolutivamente, contendo quitinases de bactérias,
fungos, virus, animais e algumas plantas. A familia 19 consiste em quitinases de
plantas (classe I, Il e IV) e algumas quitinases de Streptomyces. Estas duas
familias ndo apresentam nenhuma similaridade em relacdo as sequéncias de
aminoacidos. Elas possuem estruturas 3D e mecanismos moleculares
completamente diferentes. A familia 18 possui um dominio catalitico (a/B)s em
forma de barril, enquanto que as quitinases da familia 19 possuem uma estrutura
bilobular composta predominantemente de a-hélices. As familias também diferem

quanto ao mecanismo de reacgao, a familia 18 possui mecanismo de retencao
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(configuracao de B-anémeros), enquanto que a familia 19 possui mecanismo de
inversdao (os produtos sado a-anbmeros). A familia 20 inclui as B-N-
acetilexosaminidases de bactérias e humanos (DAHIYA et al., 2005; SEIDL et al.,
2005).

As microfibrilas de quitina constituem 30% da cuticula de insetos, que séo
o sitio primario de entrada e infecgao por fungos entomopatogénicos, por isso
representa uma barreira para a invasdo. Por esse motivo, as enzimas
quitinoliticas juntamente com as proteases, sdo provavelmente as enzimas mais
criticas na invasdo de seus hospedeiros (ST. LEGER et al.,, 1996a). O fungo
sintetiza quitinases extracelulares que degradam os polimeros tornando seus
produtos acessiveis ao metabolismo do fungo, portanto a atividade quitinolitica
tem sido considerada importante para a patogenicidade, o que tem sido
demonstrado em estudos com diversos fungos entomopatogénicos (BOGO et al.,
1998; KANG et al., 1999; SILVA et al., 2005).

Em M. anisopliae, as proteases sao produzidas primeiramente para
degradar a cuticula, o que permite que as quitinases penetrem nesta cuticula, ja
que os niveis de quitinases aumentam nas zonas de degradacdo produzidas
pelas proteases, levando a concluir que estas duas enzimas agem
sinergisticamente na solubilizagdo da cuticula (ST. LEGER et al., 1996a; BOGO et
al., 1998; SCREEN et al., 2001; KRIEGER DE MORAES et al., 2003; DUTRA et
al., 2004; SILVA et al., 2005).

Estudos demonstram que fungos entomopatogénicos produzem uma
mistura de enzimas quitinoliticas durante seu desenvolvimento em cuticula de
artrépodes. A producao limitada de quitinases em pH étimo (pH 5,0) pode ser um
fator importante em termos de coordenagao da sintese de proteases (PR1) e
sintese de quitinases, sob condi¢cbes alcalinas de infeccdo (ST. LEGER et al.,
1998).
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1.6.1 Quitinases descritas em Metarhizium anisopliae

ST. LEGER e colaboradores (1996a) identificaram duas proteinas de
massa molecular de 43,5 e 45 kDa (pl 4,8) em sobrenadantes de cultura de M.
anisopliae, em meio contendo cuticula de inseto durante 4 dias de cultivo. As
sequéncias N-terminais confirmam que cada banda consiste em uma Unica
proteina. As sequéncias N-terminais das duas bandas sao idénticas (Ala-Gly-Gly-
Tyr-Val-Asn-Ala-Val-Tyr-Phe-Tyr-Thr-Asn-Trp-Gly-Leu-Tyr-Leu-Ser-Asn-Tyr-GIn-
Pro-Ala) e apresentam 66% de identidade com a regido correspondente da
endoquitinase de 42 kDa de Trichoderma harzianum (ECH42) (Ala-Asn-Gly-Tyr-
Ala-Asn-Ser-Val-Tyr-Phe-Thr-Asn-Trp-Gly-lso-Tyr-Asp-Arg-Asn-Phe-GIn-Pro-Ala-
Asp), a qual é ortéloga a quitinase CHI18-5 de outras espécies Trichoderma
(SEIDL et al., 2005).

Uma quitinase de aproximadamente 30 kDa (CHIT30) foi purificada por
PINTO e colaboradores (1997). Esta quitinase apresentou atividade de
degradagao de quitina coloidal, tetrameros, trimeros e dimeros de NacGlc, sendo
a primeira enzima descrita que apresenta atividade de endo e exoquitinase no
mesmo polipeptideo. Devido a capacidade de degradar completamente a quitina,
a CHIT30 & uma forte candidata a participagdo na degradagdo da cuticula do
hospedeiro durante o processo de penetracdo. Um anti-soro especifico para a
quitinase CHIT30 foi produzido e detectou alta producao desta proteina durante a
penetracao de M.anisopliae em B. microplus (SILVA et al., 2005).

BOGO e colaboradores (1998) clonaram o gene chit1 de M. anisopliae que
codifica para uma proteina predita madura de 42 kDa (CHIT42). A massa
molecular e a sequéncia de aminoacidos N-terminal sdo semelhantes (apenas
trés alteracbes em vinte residuos) com uma das quitinases descrita por ST.
LEGER (1996a), sendo provavelmente ortdloga das quitinases de 43,5 e 45 kDa
(BARATTO et al, 2003). O gene chit1 foi expresso em Escherichia coli por
BARATTO e colaboradores (2003). A proteina recombinante produzida foi
caracterizada através de ensaios com glicol-quitina e com substratos sintéticos de
dimeros e tetrdmeros de NacGlc como uma endoquitinase (BARATTO et al.,
2003).
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Uma outra quitinase de M. anisopliae linhagem ATCC 20500 de 60 kDa foi
purificada por KANG e colaboradores (1999), mostrando-se diferente das
descritas anteriormente, ja que as suas massas moleculares correspondem a 33,
43,5 e 45 kDa para endoquitinases, 10 kDa para a exoquitinase (N-
acetilglicosaminidase) e 30 kDa para e enzima com atividade de endo e
exoquitinase, como mencionado anteriormente. As sequéncias N-terminais desta
quitinase de 60 kDa também s&o diferentes daquelas descritas anteriormente.
Este mesmo grupo detectou uma quitinase semelhante a de 60 kDa em um clone
de cDNA de M. anisopliae; este clone contém uma sequéncia de 522 aminoacidos
e uma massa molecular calculada de 58 kDa (KANG et al., 1998). A partir de
ensaios enzimaticos, CHIT60 demonstrou atividade de endo e exoquitinase
(KANG et al., 1999).

SILVA e colaboradores (2005) observaram que, cultivos de M. anisopliae
em presenga de quitina, secretaram pelo menos cinco isoenzimas como
visualizado em gel de atividade de quitinase (por incorporagéo no gel de glicol-
quitina). Isto difere do que foi sugerido por ST. LEGER e colaboradores (1993),
que sugeriu pelo menos 10 isoenzimas em gel de atividade contendo glicol-
quitina. Estas multiplas bandas podem ser decorrentes da variagdo de migragao
do gel, além disso, as linhagens de Metarhizium utilizadas nos dois estudos s&o

diferentes.

1.6.2 Genes de quitinases isolados de Metarhizium

Até o momento, pelo menos seis diferentes quitinases (correspondentes a
proteinas de 30; 33; 43,5; 45; 60 e 110 kDa) foram caracterizadas em
Metarhizium, porém somente trés genes foram isolados (chit1, chi2 e chi3). O
gene chit1 que foi totalmente caracterizado (BOGO et al.,, 1998), apresentado
uma ORF de 1.521 pb que codifica para uma proteina de 423 aminoacidos.
Possui trés pequenos introns tipicos de fungos. Os trinta e cinco primeiros
aminoacidos apresentam caracteristica de peptideo sinal. A proteina quando

madura possui uma massa de 45 kDa, o que estd de acordo com a massa
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determinada anteriormente por ST. LEGER (1996a) (SILVA et al., 2005).
Comparando-se a sequéncia de aminoacidos derivada do gene chit1 encontrou-
se alta identidade com duas quitinases (produtos do gene chiA da bactéria
Serratia marcescens e do fungo Aspergillus nidulans) que possuem fungdes
bioldgicas diferentes (BARATTO et al., 2003; SILVA et al., 2005).

Outros estudos foram realizados com o gene chitl. SCREEN e
colaboradores (2001) demonstraram que transformantes de M. anisopliae var.
anisopliae superexpressando o gene chit1 de M. anisopliae var. acridum nao
alterou a patogenicidade contra Manduca sexta, sugerindo que provavelmente, os
niveis de quitinase da linhagem selvagem e seu modo de regulacdo nao sao
limitados apenas pela penetracdo da cuticula. Observa-se que este estudo difere
de muitos outros, inclusive em outros fungos, como em Trichoderma, no qual o
aumento da secrecdo de quitinases leva ao aumento da capacidade
micoparasitaria do fungo (LIMON et al., 1999; SCREEN et al., 2001).

A partir do sequenciamento de ESTs da linhagem ME1 de M. anisopliae
var. acridum provindos de RNA extraido do fungo cultivado em quitina e/ou
cuticula de inseto como fonte de carbono, foi obtida a sequéncia parcial do gene
chi2 (1.437 pb, nao apresentando a por¢ao N-terminal nem a regido 5’ traduzida)
(FREIMOSER et al., 2003, Genbank AJ293217). Este gene foi isolado de um
banco de cDNA de M. anisopliae var. anisopliae linhagem Eg, este construido a
partir de RNA extraido do fungo cultivado em presenca de cuticula de carrapato.
O gene foi totalmente sequienciado e apresenta 1.713 pb interrompidos por dois
introns de 210 e 75 pb, respectivamente (BARATTO et al., no prelo).

Usando a técnica de RT-PCR, BOLDO (comunicagao pessoal) encontrou
dois transcritos do gene chi2 (confirmado por sequenciamento) que apresentam
respectivamente 511 e 439 pb. O seqlienciamento mostrou que o amplicon maior
representa o transcrito em que o segundo intron (de 75 pb) ndo foi excisado. Este
fato sugere que seja um possivel “processamento alterado”, ja& que possui
sequéncias semelhantes as encontradas em processamento alterado descrito no
fungo Phanerochaete chrysosporium (LARRONDO et al., 2004).

A analise do genoma de Phanerochaete chrysosporium revelou trés genes

mco. Multiplos alinhamentos confirmam que estes genes codificam para um novo
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tipo de oxidase “multicobre” (multicopper oxidase). Inesperadamente, os cDNAs
correspondentes ao gene mco mostram a presenga de variantes multiplas de
processamento. Os transcritos alterados contém diversos introns e, em alguns
casos, ocorre falta de éxons. A presenca de cédon de parada dentro dos introns
pode impedir a sintese de uma enzima ativa. Este fenbmeno foi denominado de
“processamento alterado” (altered splicing), para diferenciar do conhecido
“processamento alternativo” (alternative splicing), que geralmente leva a tradugéo
em proteinas funcionais (LARRONDO et al., 2004).

O gene chi3, previamente descrito em M. anisopliae var. acridum por
SCREEN & ST. LEGER (numero de acesso AJ293218) e por FREIMOSER e
colaboradores (2003), foi isolado por SILVA e colaboradores (2005) em M.
anisopliae (linhagem Eg). Através do antisoro especifico para a quitinase CHIT30
que detecta alta producao desta proteina durante penetracdo de M.anisopliae em
cuticula de B. microplus, foi realizado screening imunolégico em biblioteca de
cDNA deste fungo, levando ao isolamento de sequéncias homdlogas ao gene chi3
previamente descrito em M. anisopliae var. acridum (SILVA et al., 2005). O gene
chi3 codifica para uma quitinase predita de 34 kDa (SILVA et al., 2005), e
apresenta um intron de aproximadamente 60 pb (Charley Staats, comunicagao
pessoal).

As sequéncias dos genes chi2 e chi3 tém identidade com as quitinases do
segundo grupo da familia 18 de quitinases, uma classe de quitinases de plantas,
que mostrou ter fungdo morfolégica em Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus
nidulans (SILVA et al., 2005).

1.6.3 Mecanismos de regulacao de quitinases

Segundo SAHAI & MANOCHA (1998), o mecanismo proposto para a
regulacdo da expressao génica de quitinases segue o modelo repressor-indutor,
onde a quitina ou produtos de sua degradacédo sido indutores e a glicose age
como repressor, efeito conhecido como repressao catabodlica. A secrecao

constitutiva de quitinase também foi demonstrada, sugerindo que niveis basais de
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quitinase podem dar inicio ao processo de hidrolise de quitina (SAHAI &
MANOCHA, 1998).

A regulacao de genes que codificam para enzimas que hidrolisam a quitina
€ complexa, envolvendo a combinagdo de indugao/repressdo de
carbono/nitrogénio (ST. LEGER et al, 1998; KRIEGER DE MORAES et al., 2003).
As quitinases envolvidas no processo de infecgao sado requeridas somente por
periodos curtos durante a penetracédo através da cuticula dos hospedeiros e sao
fortemente reguladas por produtos da degradagao da quitina.

O sistema quitinolitico de M. anisopliae é regulado por um mecanismo de
inducéo-repressao, onde a quitina induz tanto a sintese quanto a secrecdo de
quitinases, enquanto a glicose € um repressor da sintese. A concentragdo do
mondmero de NacGlc também regula a sintese e secre¢do das quitinases, onde
baixas concentracbes de NacGlc (até 0,5%) induzem, enquanto altas
concentragdes reprimem (1%) (BARRETO et al., 2004; KRIEGER DE MORAES et
al., 2003).

Nosso grupo tem realizado a analise da regulagdo de quitinases em M.
anisopliae. Inicialmente foi estudada a regulagao da secregao destas enzimas em
cultivos contendo diversas fontes de carbono (BARRETO et al., 2004; KRIEGER
DE MORAES et al., 2003; BARATTO, 2005). Analises de Western blot de proteina
total de M. anisopliae extraidas de culturas induzidas e reprimidas mostraram
altos niveis da quitinase CHIT30 somente quando em presenca de quitina,
cuticula de carrapato ou baixas concentragcdes de NacGlc. Por outro lado, cultivos
em altas concentragbes de glicose e NacGlc, ndo apresentaram niveis
detectaveis da quitinase CHIT30 (SILVA et al., 2005).

Para verificar o nivel de transcricdo dos genes chit1 e chi2 de M. anisopliae
em diferentes fontes de carbono, BARATTO (2005), utilizou a técnica de RT-PCR.
Foi verificado que, diferentemente do esperado (KRIEGER DE MORAES et al.,
2003), o gene chit1, foi expresso mesmo na presenga de glicose, assim como o
gene chi2, que apresentou indugcédo na presenga de glicose e NacGlc, mesmo em
baixas concentracdes.

Outra condicdo que pode interferir nos niveis de produgdo de enzimas,

além da indugao/repressédo de carbono/nitrogénio, é a variagdo do pH. A
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modificagdo do pH do meio &€ uma propriedade dos fungos filamentosos,
sugerindo que este fator regula a expressdo de genes de viruléncia de M.
anisopliae. As proteases sdo secretadas em pH basico e as quitinases em pH
acido (ST. LEGER et al, 1998).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar a expressdo de genes que codificam quitinases do
entomopatdégeno M. anisopliae para entender a fungdo de cada um destes genes
na biologia do fungo.
2.2 Especificos

- Analisar o padrao de transcricdo dos genes chit1, chi2 e chi3 em
diferentes tempos e condigdes de cultivo do fungo entomopatogénico M.

anisopliae utilizando a metodologia de RT-PCR.

- Acompanhar a secre¢cdo de quitinases e o consumo de agucares nos

sobrenadantes das condig¢des de cultivo utilizadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Microrganismos
3.1.1 Linhagem de M. anisopliae

Foi utilizada a linhagem selvagem de M. anisopliae var. anisopliae EG,
isolada de Deios flavopicta (Homoptera, Cercopidea), gentiimente cedida pelo
professor Jodo Lucio de Azevedo (Colegao da Escola Superior de Agronomia Luiz
de Queiroz - ESALQ - USP). A principal caracteristica desta linhagem é a sua alta
eficiéncia para controlar o carrapato bovino Boophilus microplus (FRAZZON et al.,
2000).

3.1.2 Suspensao de esporos de M. anisopliae

Esporos de M. anisopliae foram coletados a partir de culturas em placas de
Petry em meio MCc sdlido (item 3.2.2) incubadas a 28°C por sete dias. Com o
auxilio de alga de Drigalski e de 5 a 10 mL de solugdo de Tween 80 0,01%, os
esporos foram coletados. A suspensdo obtida foi lavada com agua destilada
estéril e centrifugada (5.000 g durante 7 min). Os esporos foram ressuspensos em
agua destilada estéril e contados em Céamara de Neubauer. Suspensdes
contendo cerca de 10® esporos: mL™" foram estocadas a 4°C até o uso por, no

maximo, duas semanas.

3.2 Meios de Cultivo e manutencéo de M. anisopliae
Todos os meios de cultivo foram preparados com agua bidestilada e

esterilizados em autoclave a 120°C por 20 min. Para meios de cultivo sélidos, foi

adicionado agar para uma concentracdo final de 1,5%. Os meios foram
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preparados seguindo as recomendacdes de SAMBROOK & RUSSEL (2001),
GIMENEZ-PECCI et al. (2002), BOGO et al. (1998) e DUTRA et al. (2004).

3.2.1 Meio LB (Luria-Bertani)

- Triptona 1% (p/v)
- Extrato de Levedura 5% (p/v)
- NaCl 1% (p/v)

O pH foi ajustado para 7,0 com HCI 1 M.

3.2.2 Meio de Cove Completo (MCc)

- Glicose 1% (p/v)

- Nitrato de Sdédio 0,6% (p/v)
- Caseina Hidrolisada 0,15% (p/v)
- Extrato de Levedura 0,05% (p/v)
- Peptona 0,2% (p/v)

O pH foi ajustado para 7,0 utilizando NaOH 10 M. Apds a esterilizagdo em
autoclave, foram adicionados assepticamente Solugédo de Sais 2% (v/v) e Solugéo

de Elementos Tracos 0,04% (v/v).

3.2.3 Meio Minimo

- Glicose 1% (p/v)
- Nitrato de sddio 0,6% (p/v)
ApoOs a esterilizagdo em autoclave, foram adicionados assepticamente

Solucédo de Sais 2% (v/v) e Solugéo de Elementos Tragos 0,04% (v/v).
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3.3. Solugdes e Tampades

As solugdes e tampdes foram preparadas com agua bidestilada ou Milli-Q
autoclavada, e no caso de solugdes para manipulagdo de RNA, com agua tratada
com DEPC, seguindo as recomendag¢des de SAMBROOK & RUSSEL (2001).

3.3.1 Solugdes para suspensao de esporos e cultivos de M. anisopliae

3.3.1.1 Tween 80
- Tween 80 0,01% (v/v)

3.3.1.2 Solugao de Sais

- KCl 2,6% (p/v)
- MgS04.7H,0 2,6% (pIV)
- KH2P04 7,6% (p/V)

A solucdo foi preparada e esterilizada em autoclave e adicionada

assepticamente ao meio de cultura MCc.

3.3.1.3 Solugao de Elementos Tracgos

- Na,B407.7H,0 0,004% (m/V)
- CuS04.5H,0 0,04% (m/V)
- FeSO, 0,001% (m/V)
- Na;Mn04.2H,0 0,08% (m/V)
- MnS04.2H,0 0,08% (M/V)
- ZnS04.7H,0 0,08% (M/V)

A solugcdo foi preparada e esterilizada em autoclave e adicionada

assepticamente ao meio de cultura MCc.

3.3.1.4 Solucgao de Glicose
- Glicose 50% (p/v)

A solucgao foi esterilizada por filtragdo com filtro de 0,45 um e armazenada
a4°C.
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3.3.1.5 Solucao de N-acetilglicosamina
- N-acetilglicosamina 25% (p/v)

A solucgao foi esterilizada por filtragdo com filtro de 0,45 um e armazenada
a4°C.

3.3.2 Solugdes e tampdes para a extracdo de acidos nucléicos de M.

anisopliae

3.3.2.1 Tampao de extragcdo de DNA

- Tris-HCI pH 8,0 200 mM
- NaCl 250 mM
-EDTA 25 mM

-SDS 1% (vIv)

As solugdes do tampao foram preparadas previamente em agua destilada e
esterilizadas em autoclave, com excecado do detergente SDS. A diluicdo para o
preparo do tampéao também foi feita em agua destilada esterilizada em autoclave
a 120°C.

3.3.2.2 Fenol

Para a extragdo de DNA gendmico foi utilizado fenol acido, sendo apenas
hidratado com agua bidestilada autoclavada. Para a extragdo de RNA, o fenol

hidratado foi tamponado com Tris-HCI pH 8,0.

3.3.2.3 Fenol-cloroférmio

- Fenol : cloroférmio 1:1 (viv)

3.3.2.4 Cloroférmio-alcool isoamilico

- Cloroférmio : Alcool isoamilico 24 11 (viv)
3.325TE

- Tris-HCL pH 8,0 10 mM

- EDTA pH 8,0 0,1 mM

32



3.3.2.6 Tampéao de lise

- NaCl 600 mM
-EDTA 10 mM

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

As solugdes do tampéao de lise foram preparadas previamente em agua
DEPC 1% e esterilizadas em autoclave, com exce¢do do detergente SDS. A
diluicdo para o preparo do tampdo também foi feita em agua DEPC 1%

esterilizada em autoclave a 120°C.

3.3.2.7 Cloreto de litio
- LiCl 8M

3.3.2.8 Agua DEPC
- Dietilpirocarbonato 0,01% (v/v)

Foi utilizada agua MilliQ para a preparacdo da agua DEPC, mantendo o
frasco a 37°C por aproximadamente 16 h e, apos, esterilizado em autoclave a
120°C.

3.3.2.9 Solugao de Acetato de sédio
- NaAc pH 5,2 3M

O pH foi ajustado para 5,2 com acido acético glacial.

3.3.3 Solugdes e tampdes para analise de acidos nucléicos por eletroforese

em gel de agarose

3.3.3.1 TAE 1x
- Tris-acetato 40 mM
- EDTA 1 mM
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3.3.3.2 TEB

- Tris-HCI 89 mM
- EDTA 2,5 mM
- H3BO, 89 mM

3.3.3.3 Solucgao de brometo de etidio
- EtBr 1 mg/mL (p/v)

3.3.3.4 Tampéao de amostra para gel de agarose

- Azul de bromofenol 0,25%
- Xilene cyanol FF 0,25%
- Ficoll 400 15%

3.3.4 Tampodes e solugdes para ensaios enzimaticos

3.3.4.1 Quitina Coloidal

Foram adicionados 20 gr de quitina cristalina em 500 mL de acido
cloridrico, agitando-se a 4°C por um periodo de 16h, e apés, filtrou-se em |a de
vidro. Adicionou-se etanol 50% (v/v), e a mistura foi mantida sob agitagao por 30
min. Apos repouso de 15h a 4°C, o precipitado foi lavado com agua deslilada e
centrifugado até atingir o pH 6,0. A quitina obtida foi liofilizada para uso, sendo

utilizada na concentracéo de 1%.

3.3.4.2 Tampao acetato
- Solugao estoque:
(A) Acido acético 0,2 M (500 mL)
(B) Acetato de sodio 0,2 M (500 mL)
- Tampao Acetato pH 5,4 0,2 M
43 mL da solugao B e 7 mL da solugéao A.
- Tampéao Acetato pH 5,4 50 mM
25 mL de 0,2 M de Tampao Acetato pH 5,2 e 75 mL de agua destilada.
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3.3.4.3 Solugao de acido boérico
- Acido bérico pH 9,1 0,8 M
O pH foi ajustado para 9, 1 com KOH 5 M.

3.3.4.4 Solugdo DMAB (p-Dimetilaminobenzaldeido) 10 X

- DMAB 1g
-HCI10M 1,25 mL
- Acido acético glacial gsp 10 mL

A solugcao de DMAB 10% foi diluida 10 vezes em &cido acético glacial para o

uso.
3.3.4.5 Solugao de DNS (Acido 3,5-dinitrossalicilico)

- Acido 2,5-dinitrosalicilico 3,53 ¢

- NaOH 649

- KNaC,H40.4H,0 102 g

- Fenol hidratado 2,53 mL

- Metassulfito de sddio 2,76 g

- Agua destilada 472 mL

3.4. Cultivos de M. anisopliae

3.4.1 Cultivo de M. anisopliae em meio liquido
Para a extracdo de DNA de M. anisopliae, esporos foram inoculados (10°

esporos'mL™") em meio MCc liquido (item 3.2.2) e incubado sob agitacdo de 150
rom a 28°C durante 48 h.
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3.4.2 Cultivo de M. anisopliae em diferentes fontes de carbono ou

substratos complexos

Para a extracdo de RNA total, M. anisopliae foi cultivado a partir de inoculo
de 1:10° esporossmL™ em 50 mL de solucdo de 0,6 % de nitrato de sodio
acrescido de uma das seguintes fontes de carbono: glicose 1%; N-
acetilglicosamina (NacGilc) 0,25% ou 1%; quitina cristalina 1% (SIGMA); cuticula
de carrapato Boophilus microplus 1% ou cuticula de Dysdercus peruvianus 1%.
As culturas foram incubadas nos seguintes tempos: 16, 24, 32, 40, 48, 56, 64 e 72
horas. Os cultivos foram incubados a 150 rpm, 28°C. As culturas contendo glicose
e NacGlc foram suplementadas a cada 16 h com o respectivo acucar. Cada
cultivo foi realizado em triplicata.

Apods a incubagao, os micélios foram coletados por filtragdo a vacuo, secos
em papel Whatman n°1 e armazenados a -80°C.

Os sobrenadantes das culturas foram estocados a -20°C para posterior
realizacdo de ensaios enzimaticos de quitinase e de acucar redutor. Também
foram retiradas e estocadas aliquotas de 1 mL de cada cultivo a cada 16 horas,
quando realizada a reposicao do acgucar especifico (NacGlc ou glicose) para
posterior realizacdo da determinacéo de agucares redutores.

Os frascos utilizados (Elenmeyer de 250 mL), assim como a temperatura
(28°C) e a velocidade de agitacdo (150 rpm) foram padronizados para que as

condigdes oferecidas fossem mantidas durante todo o experimento.

3.5 Preparacao de cuticulas

Cuticulas do carrapato B. microplus foram obtida a partir de teledginas
ingurgitadas, gentiimente cedidas pelo Instituto de Pesquisas Veterinarias
Desidério Finamor (IPVDF). Apds cortar a extremidade anterior e a posterior dos
carrapatos, o conteudo interno foi retirado por esmagamento. As cuticulas foram

exaustivamente lavadas com agua corrente e, depois de limpas, foram
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esterilizadas em autoclave (120°C durante 20 min) e armazenadas em agua a
4°C.

Foram utilizados também insetos D. peruvianus cedidos gentilmente pelo
grupo de pesquisa da Profa. Dra. Célia Carlini do Centro de Biotecnologia da
UFRGS. As cuticulas foram obtidas a partir da retirada do conteudo interno do
inseto por centrifugacao, posterior limpeza com auxilio de pingas e esterilizagao

em autoclave (120°C durante 20 min) e armazenadas a 4°C.

3.6 Manipulagéo de acidos nucléicos

3.6.1 Extracdo de DNA genémico de M. anisopliae

Aproximadamente 10° esporos'mL™" do fungo foram inoculados em 50 mL
de meio de cultivo liquido MCc (item 3.2.2). O micélio foi coletado por filtracdo a
vacuo, seco em papel Whatman n°1 e macerado em nitrogénio liquido até a
condigdo de pdé. Aproximadamente 1 g de micélio foi adicionada a um tubo
eppendorf previamente preenchido com 0,2 mL de tampado de extracédo (item
3.3.2.1) e 0,2 mL de fenol:.cloroférmio (item 3.3.2.3). A mistura foi fortemente
agitada por 5 min e centrifugada por 10 min a 14.000 g para a separagado das
fases. A fase aquosa foi coletada para tubo limpo e re-extraida com 0,3 mL de
fenol:cloroférmio (item 3.3.2.3). A mistura foi novamente centrifugada por 5 min a
14.000 g e a fase aquosa foi coletada para um tubo limpo.

O DNA foi precipitado com adicdo de NaCl 5 M para a concentragao final
de 200 mM e 2 volumes de etanol absoluto gelado, e mantido durante duas horas
a -20°C. O DNA foi coletado por centrifugagdo (10.000 g, 20 min), seco e
ressuspenso em 200 pL de tampao TE (item 3.3.2.5). Sua concentracéo foi
estimada em espectrofotbmetro  Agsonso  (Ultrospec 2000 - UV/Visible
Spectrophotometer, Pharmacia Biotech) e, com o auxilio de um marcador de
tamanho de fragmentos de DNA, AMHindlll, apds eletroforese em gel de agarose

corada com brometo de etidio.
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3.6.2 Extracdo de RNA de M. anisopliae

Todos os tampdes e solugdes utilizados para preparacao e manipulagao de
RNA foram preparados com agua DEPC (item 3.3.2.8). As vidrarias e espatulas
foram tratadas com solugcéo de perdxido de hidrogénio 3% e lavadas com agua
DEPC para evitar contaminacdo com RNases.

Esporos do fungo foram inoculados e incubados como descrito no item 4.2.
O micélio foi pulverizado em nitrogénio liquido e transferido rapidamente para
eppendorf previamente preenchido com 0,75 mL de tampao de lise (item 3.3.2.6)
e 0,3 mL de fenol pH 8,0 (item 3.3.2.2). A mistura foi agitada levemente por 15
min e centrifugada por 10 min a 14.000 g. A fase aquosa foi extraida com 0,5 V de
fenol tamponado (item 3.3.2.2) e 0,5 V de cloroférmio, sendo as fases separadas
por centrifugacao por 10 min a 10.000 g. A fase aquosa foi novamente transferida
e foram adicionados 0,75 V de cloreto de litio 8M (item 3.3.2.7). O conteudo foi
misturado e armazenado a 4°C durante 18 h, seguido de centrifugagdo por 10 min
a 10.000 g. Os acidos nucléicos sedimentados foram ressuspensos em 0,3 mL de
agua Milli Q tratada com DEPC estéril (item 3.3.2.8), 0,03 mL de acetato de sodio
3 M pH 5,2 (item 3.3.2.9) e 0,75 mL de etanol absoluto e precipitado por 1 h a -
70°C. O material foi coletado por centrifugagéo por 10 min a 10.000 g, lavado com
etanol 70%, seco e ressuspenso em 30 yL de agua DEPC (item 3.3.2.8). A
concentragdo e a integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de

agarose.
3.6.3 Eletroforese em gel de agarose

Foi utilizado o sistema de eletroforese horizontal com gel submerso, sendo
o preparo dos géis realizado como descrito por SAMBROOK & RUSSEL (2001). A
agarose, na concentracdo de 0,8%, foi fundida em TAE 1x (item 3.3.3.1),
adicionando brometo de etidio (item 3.3.3.3) para a concentragao final de 0,5
ug/mL. A eletroforese foi realizada em cubas contendo tampao TAE 1x (item
3.3.3.1), utilizando fontes Power PAC (Bio Rad), 2-5 V/cm.
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Foi adicionado ao DNA a ser analisado, tampao de amostra (item 3.3.3.4)
em uma concentracao final de 1/10 do volume de 12 uL. Apéds a eletroforese, o
DNA foi visualizado em transiluminador de UV com comprimento de onda curto
(Fotodyne). O tamanho dos fragmentos de DNA foi estimado com base nos
padrées dos fragmentos gerados pela clivagem do DNA de fago A com Hindlll
(SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

Os mesmos procedimentos foram realizados para a visualizagdo do RNA
total, porém foi utilizado tampao TEB 0,5x (item 3.3.3.2), tanto para a preparagao

dos géis como para o preenchimento das cubas de eletroforese.

3.6.4 Amplificacdo de DNA pela técnica de PCR (Polymerase Chain

Reaction)

As amplificagbes foram realizadas conforme as condicbes para as
reacoes especificadas na Tabela 1. As reacdes foram efetuadas em termociclador
PTC 200 (MJResearch). Para a otimizagdo e ajuste de cada reacgdo, foram
alteradas as temperaturas e os tempos para cada par de primers utilizados, como

indicado no item 3.6.4.1.
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Tabela 1. Componentes das reacdes de amplificacdo de DNA por PCR

Componentes Volume (pL) Concentracao
Tampao de reacao 2,5 10x
MgCl; 1 50 mM
DNTPs 5 1 mM
Primer F 1,3 20 pmol/uL
Primer R 1,3 20 pmol/uL
Taqg DNA polimerase 0,5 5U
DNA molde 1-5 100-200 ng
H,O Milli-Q g.s.p. 25

3.6.4.1 Reacao de amplificagcdo de DNA com os oligonucleotideos Chit1F e
Chit1R e Chi2F e Chi2R (Tabela 2)

Condigodes: 94°C por 5 min, repetindo 30 vezes 94°C por 45 s, 60°C por 45
s, 72°C por 50 s, e por fim, 72°C por 5 min.

3.6.4.2 Reacao de amplificagdo de DNA com os oligonucleotideos Chit3F e
Chit3R (Tabela 2).

Condigdes: 94°C por 5 min, repetindo 30 vezes 94°C por 30 s, 55°C por 45
s, 72°C por 45 s, e por fim, 72°C por 2 min.

3.6.4.3 Reacéao de amplificacdo de DNA com os oligonucleotideos Tef1F e
Tef1R (Tabela 2)

Condigodes: 94°C por 3 min, repetindo 30 vezes 94°C por 30 s, 58°C por 45
s, 72°C por 1 min, e por fim, 72°C por 5 min.
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3.6.5 Oligonucletideos

Os oligonucleotideos (Tabela 2) foram sintetizados pela empresa Invitrogen

Brasil Custom Primers - Life Technologies.

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados.

Oligonucleotideo Sequéncia
chit1For 5'- GCTGTCTACTTCACCAATTG - 3'
chit1Rev 5'- CCACGTCCACCCTCCAAT - 3'
chit2For 5'- GCCCCCTTCAACTACAACAA - 3'
chit2Rev 5' - ACACATTGGTAAGGGGGAAC - 3'
Sexgi3F 5' - CCATGGAAATGTTTGTTAGAAACGCACTAGC - 3'
chit3R 5' - TTGGTCATGGCGAGGTAAC - 3'
tef1F 5 - CTTCAAGTACGCATGGGTTC - 3
tef1R 5 — CACATAGGCTTGGAGGGAAC - 3’

3.6.6 Tratamento de RNA com enzima Dnase |

Todas as amostras de RNA foram tratadas com a enzima Dnase |
(Invitrogem- Live Technologies) para remogdo de DNA gendmico contaminante.
Foram tratados, para cada reagdo, aproximadamente 1 ug de cada amostra com
1 uL de tampé&o de reagédo para a enzima Dnase |, 1uL de enzima Dnase | (1
U/uL) e agua DEPC suficiente para 10 uL. As amostras foram incubadas por 15
min a 37°C. A enzima foi inativada adicionando-se 1 uL de EDTA 25 mM e

incubando por 10 min a 65°C.
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Apoés o tratamento com a enzima, foi realizada uma reagao de PCR em um total
de 10 uL, com 0,5 uL de cada amostra de RNA, para a verificagdo da presenga ou

nao de DNA gendmico contaminante na amostra.

3.6.7 Amplificagdo por RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain

Reaction)

Os RNAs extraidos de M. anisopliae (item 3.6.2) cultivados em diferentes
fontes de carbono, quantificados e tratados com enzima Dnase | (item 3.6.6),
foram utilizados para sintese da primeira fita do cDNA. Foi utilizada a enzima
Trancriptase Reversa M-MLV com seu respectivo tampao e solugbes e
oligonucleotideo poli-T, sendo seguidas as especificacbes do fabricante
(Invitrogen - Live Technologies) Para uma reagéo inicial de 12 ulL, foi adicionado 1
uL de oligo dT12.18) (CDS, 10 pmol/v), 1 ug de RNA total, 1 uL de mix de dNTP. A
reacao foi aquecida a 65°C por 5 min. Apds, acrescentou-se 4 uL de tampao 5x, 2
uL de DTT 0,1 M e 1 uL da enzima Rnase OUT (20 U/uL). Incubou-se a 37°C por
2 min, acrescentou-se 1 uL de M-MLV 200 U e incubou-se a 37°C por 50 min,
com inativagao da reacéo a 70°C por 15 min.

ApoOs a sintese da primeira fita, 1 a 5 uL foram adicionados para a reagao
de PCR, utilizando os oligonucleotideos especificos para os genes chit1, chi2 e
chit3 (Tabela 2) de acordo com as condi¢des ja determinadas no item 3.6.4.

Para controle interno da reagdo foi utilizado o gene constitutivo tef-1a
(NAKAZATO et al., 2006), com os oligonucleotideos tef1F e tef1R (Tabela 2).

3.7 Ensaios enziméticos

3.7.1 Quantificacdo de proteinas

O método de BRADFORD (1976) foi usado para quantificar as proteinas

secretadas no meio de cultura. Foram adicionados a 800 uL de amostra, 200 uL
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do reagente de BRADFORD (“Protein Assay, Bio Rad”). A mistura foi agitada
vigorosamente e a seguir, foi procedida a leitura da absorbancia a 595 nm. A
curva-padrao foi construida com albumina sérica bovina (BSA), dissolvida em

agua destilada nas concentragdes de 2,5 a 25 ug/mL (p/v).

3.7.2 Ensaio enzimatico para a detec¢ao de quitinase

Para determinar a atividade enzimatica de quitinase de sobrenadantes de
cultivos em diferentes fontes de carbono de M. anisopliae, foi utilizada quitina
coloidal como substrato, com modificagbes da metodologia de ULHOA &
PEBERDY (1991). A quantidade do produto formado, NacGlc, foi medida
colorimetricamente conforme modificagdo do método de REISSIG et al. (1955). As
reacdes continham 500 uL da amostra dialisada, 500 uL do substrato e 500 uL de
tampao de acetato pH 5,4 (50 mM). As reagdes foram incubadas a 37°C durante 4
h, sob agitagao branda. A reacao foi centrifugada por 5 min a 2000 g. Do volume
final de 1,5mL de reagao, foram transferidos 250 uL para tubo de ensaio contendo
50 uL de acido bérico 0,8 M pH 9,1. A mistura foi fervida por 3 min e resfriada
rapidamente em gelo. Apds, foram adicionados 1,5 mL de solugdo DMAB 1x (p-
Dimetilaminobenzaldeido). A mistura foi incubada a 37°C por 10 min, para
desenvolvimento e estabilizacdo da coloracdo. As reacdes foram quantificadas
por medida em espectrofotdbmetro a 585 nm. Para a curva padréo utilizou-se
NacGlc nas concentracdes de 25 a 1000 uM (p/v).

Uma unidade (U) de quitinase foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para formar um pmol de NacGlc por min por mL conforme as
condigbes descritas acima. A atividade especifica foi calculada pela relagao entre
atividade de quitinase (U) e proteina total (mg).

Todos os ensaios foram realizados em ftriplicatas. Como controle foi
utilizado branco da reagao (excluindo apenas a amostra - contendo tampao

acetato, substrato e agua) e branco total (contendo tampéao acetato e agua).
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3.7.3 Determinacgao de agucar redutor

As concentragdes de agucares redutores presentes nas amostras de
diferentes tempos de cultivo de M. anisopliae em meios contendo glicose e N-
acetilglicosamina foram determinadas conforme modificagdes do método descrito
por MILLER (1959). As reacdes continham 100 uL de cada amostra e 1 mL de
DNS (acido 3,5-dinitrossalicilico), fervendo-se por 3 min cada uma. A
quantificacao foi feita por medida em espectrofotdmetro a 550 nm.

Para a curva padréao utilizou-se glicose e NacGlic nas concentragdes de 10
a 100 pg/mL (p/v).

Todos os ensaios foram realizados em ftriplicatas. Os controles foram feitos

utilizando-se agua ao invés da amostra.
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4. RESULTADOS

4.1 Analise do padrao de expressédo dos genes chit1, chi2 e chi3 em cultivos

de M. anisopliae

Foi utilizada a técnica de RT-PCR para analisar os niveis de transcritos dos
genes chit1 (BOGO et al., 1998), chi2 (SCREEN & ST. LEGER, 2000; BARATTO
et al., no prelo) e chi3 (SILVA et al., 2005) de M. anisopliae linhagem Eg. Os RNAs
foram extraidos de micélio da linhagem Eg, cultivados em meio contendo nitrato
como fonte de nitrogénio e acrescido de uma das diferentes fontes de carbono:
glicose 1%; N-acetilglicosamina (NacGlc) 0,25%; NacGlc 1%; quitina cristalina
1%; cuticula de carrapato Boophilus microplus 1% ou cuticula de inseto
Dysdercus peruvianus. Foram testados os seguintes tempos de cultivo: 16, 24,
32, 40, 48, 56, 64 e 72 horas. Os cultivos com cuticula de carrapato e de inseto
visam mimetizar as condi¢gdes encontradas pelo fungo na penetragdo de seus
hospedeiros. Estes modelos de estudo representam duas classes distintas de
artrépodes, oferecendo, provavelmente, barreiras diferentes do tegumento para a
penetracdo do fungo, apesar de ambos possuirem composi¢gdo de sua cuticula
semelhante.

Todas as amostras de RNA extraidas foram tratadas com DNAse livre de
RNAse (Invitrogen). Apdés o tratamento com a DNAse as amostras foram
visualizadas em gel de agarose para verificar a presenga de DNA contaminante e
todas as amostras foram testadas por PCR na auséncia de Transcriptase
Reversa, indicando assim a auséncia de DNA na amostras de RNA. A sintese de
primeira fita de cDNA foi realizada e seguida das reagcdes de PCR com primers
especificos para cada gene de quitinase (genes: chit1, chi2 e chi3). Como
controle interno, para padronizar a quantidade de RNA de cada condicdo de
cultivo, foi utilizada a amplificacdo do gene tef-1a (fator de alongamento da
traducao), de M. anisopliae, descrito como tendo expressdo constitutiva
(NAKAZATO et al., 2006).
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Os primers utilizados nos experimentos foram projetados sempre
flanqueando introns de forma a permitir a identificagcdo de amplicons gerados a
partir da copia gendmica ou de mRNA para cada gene. A Tabela 3 mostra os
tamanhos esperados dos amplicons e a Figura 7 mostra a posigao dos primers
nos genes utilizados

E importante ressaltar que para os genes chi2 e chi3 foi observada a
presenca de transcritos ndo completamente processados. Nestes transcritos
ocorre retengao de um dos introns, sendo no caso do gene chi2 o menor deles. A
retencao destes introns nos transcritos dos genes chi2 e chi3 foi demonstrada por
sequenciamento dos cDNAs gerados. Estes transcritos ndo completamente
processados foram originalmente descritos para o gene mco no fungo
Phanerochaete chrysosporium (LARRONDO et al., 2004) e denominados de
processamento alterado. Em nosso laboratério este tipo de processamento foi
demonstrado e estd sendo estudado (Juliano Boldo e Charley Staats,

comunicagéo pessoal).

Tabela 3. Tamanho dos amplicons gerados para cada um dos genes chit e
tef-1a de M. anisopliae, para as cOpias gendmica e de cDNA.

Amplicon (pb)
Genes alvo
Gendmico mMRNA
chit1 400 230
chi2 511 439
chi3 560 500
tef-1a 1200 1031
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Figura 7. Mapa fisico da regido codificante dos genes chit1, chi2, chi3 e
tef-1a de M. anisopliae. Exons estdo representados por
quadrados brancos e os introns, por tragos pretos. As flechas
indicam a posicao relativa dos primers utilizados nos RT-PCR
(figura cedida por Charley Staats).

4.1.1 Andlise do padrao de expressao dos genes chit1, chi2 e chi3 em cultivos

contendo glicose 1%

Foi possivel detectar a presenga dos transcritos do gene chit1 em cultivos
com glicose e seu acumulo com o aumento do tempo de cultivo (Figura 8).

O perfil de transcrigdo observado para o gene chi2 mostrou-se variavel. Os
transcritos parcialmente processados podem visualizados nos tempos de 24, 64 e

72 horas, enquanto que os transcritos totalmente processados aparecem somente
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em 32, 40, 48 e 56 horas de cultivo. Da mesma forma nos transcritos do gene
chi3, a forma parcialmente processada aparece para todos os transcritos,
enquanto que a forma completamente processada parece aumentar sua
transcricdo apartir de 16 horas, e tende a desaparecer a partir de 64 horas de
cultivo.

Apesar do tratamento das amostras com DNAse e dos controles sem
transcriptase reversa, nos cultivos de 24, 64 e 72 horas, parece haver
contaminagao de DNA gendmico quando se observa os géis para os genes chi2 e
chi3. Porém a contaminagao nao esta evidente nos géis para os genes chit1 e tef-

1a.

Glicose 1%
Cultivo (h) controles

16 24 32 40 48 56 64 72 (¥} ()

it ‘_40{] pk
chit
* 230 pb

chi2 +511pb
*439 pb
<560 pb
500 pb

<1200 pb
1031 ph

chi3

teffa

Figura 8. Nivel de transcritos dos genes chit1, chi2 e chi3 de M.
anisopliae em cultivos com glicose 1%. Gel de agarose 1%
mostrando os produtos de reacdo de RT-PCR realizada com
utilizagcao de oligonucleotideos especificos para os genes chit1,
chi2, chi3 e tef-1a (controle interno). As canaletas contém
respectivamente cultivo de: 16h; 24h; 32h; 40h; 48h; 56h; 64h;
72h; controle da amplificagcdo (+) utilizando como molde DNA
genbmico de M. anisopliae; e (-) controle negativo da reacéo
sem DNA molde.
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4.1.2 Analise do padrdo de expressao dos genes chit1, chi2 e chi3 em

cultivos contendo N-acetilglicosamina 0,25%

Nos cultivos realizados com NacGlc 0,25% (Figura 9) ocorreu o aumento
na transcricdo do gene chit1 a partir de 24 horas permanecendo constante até 40
horas. A partir de 48 horas ocorreu aumento nos niveis de transcricdo que
permaneceram constantes até 64 horas de cultivo.

O perfil de transcricdo observado para o gene chi2 mostrou-se muito
variavel. Exceto para o cultivo por 16 horas, o transcrito parcialmente processado,
amplicon de 511 pb, foi detectado em todos os tempos analisados, mostrando
niveis variados. Embora em alguns tempos de cultivo o transcrito completamente
processado, amplicon de 439 pb, esteja presente em niveis muito baixos, nos
tempos de 24 e 56 horas, este transcrito esta claramente presente. Em 32 e 64
horas de cultivo baixos niveis de transcritos foram observados.

Para o gene chi3, ndo ha variagdo da transcricdo quando se observa os
transcritos completamente processados (amplicon de 500 pb), porém, séao
observados transcritos ndo completamente processados (amplicon de 560 pb),
nos tempos de 32, 40 e 64 horas de cultivo.

No cultivo de 72 horas, ha provavel contaminagdo com DNA genémico e o

resultado ndo foi considerado.

49



NacGlc 0,25 %
Cultive (h) controles

16 24 32 40 48 56 64 (¥ ()

< 400 pb
chit1
230 pb
- 511 pb
chi2 >IN
439 pb
« 560 pb
chi3 “500 pb
1200 pb
.‘_
tefla

o
1021 pb

Figura 9. Nivel de transcritos dos genes chit1, chi2 e chi3 de M.
anisopliae em cultivos com N-acetilglicosamina 0,25%. Gel
de agarose 1% mostrando os produtos de RT-PCR realizada
com utilizagdo de oligonucleotideos especificos para os genes
chit1, chi2, chi3 e tef-1a (controle interno). As canaletas contém
respectivamente cultivo de: 16h; 24h; 32h; 40h; 48h; 56h; 64h;
72h; controle da amplificacdo (+) utilizando como molde DNA
genbmico de M. anisopliae; e (-) controle negativo da reacéo
sem DNA molde.

4.1.3 Analise do padrdo de expressao dos genes chit1, chi2 e chi3 em

cultivos contendo N-acetilglicosamina 1%

Foi possivel detectar aumento dos niveis de transcrigdo para o gene chit1
com o aumento do tempo de cultivo em presenca de NacGlc 1% (Figura 10).

Os niveis de transcritos observados para o gene chi2 variaram, sendo
detectado o aumento do transcrito ndo completamente processado (amplicon de
511 pb) a partir de 24 horas de cultivo. O transcrito completamente processado foi

detectado (amplicon de 439 pb) em 40, 48 e 72 horas de cultivo.
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Para o gene chi3 as duas espécies de transcritos foram detectadas
(amplicons de 560 e 500 pb) em todos os tempos de cultivo. No tempo de 32
horas observou-se um aumento dos niveis do transcrito parcialmente processado.

Nos cultivos de 56 e 64 horas, ha provavel contaminagdo com DNA

genbmico e os resultados nao foram considerados.

NacGlc 1%
Cultivo (h) controles

16 24 32 40 48 72 (¥) ()

‘_40{] pb

chit1
*230 pb
chi?

<51 pb

439 pb

chi3 « 560pb

“ 7500 pb

tefla 1200 pb

1031 ph

Figura 10. Nivel de transcritos dos genes chit1, chi2 e chi3 de M.
anisopliae em cultivos com N-acetilglicosamina 1%. Gel de
agarose 1% mostrando os produtos de reagcdo de RT-PCR
realizada com utilizagcdo de oligonucleotideos especificos para
0os genes chit1, chi2, chi3 e tef-1a (controle interno). As
canaletas contém respectivamente cultivo de: 16h; 24h; 32h;
40h; 48h; 56h; 64h; 72h; controle da amplificacdo (+) utilizando
como molde DNA gendmico de M. anisopliae; e (-) controle
negativo da reagdo sem DNA molde.
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4.1.4 Analise do padrdo de expressao dos genes chit1, chi2 e chi3 em

cultivos contendo quitina cristalina1%

Os resultados de RT-PCR para o gene chit1 nos cultivos em quitina

cristalina mostraram contaminacdo com DNA gendmico, portanto ndo estédo

apresentados.

Um aumento da transcrigdo pode ser observado no gene chi2 (Figura 11) a

partir de 40 horas de cultivo na presenca de quitina cristalina, tanto nos transcritos

processados quanto nos ndo processados.

Para o gene chi3, ocorreu aumento do nivel de transcritos a partir de 40

horas de cultivo. Em 48h de cultivo ha uma diminuicdo brusca nos niveis de

transcritos. Nao se pode observar transcritos ndo processados para o gene chi3.

chi2

chi3

tefla

Figura 11. Nivel de transcritos dos genes chi2 e chi3 de M. anisopliae
em cultivos com quitina cristalina 1%. Gel de agarose 1%
mostrando os produtos de reagcdo de RT-PCR realizada com
utilizacado de oligonucleotideos especificos para os genes chi2,
chi3 e tef-1a (controle interno). As canaletas contém
respectivamente cultivo de: 16h; 24h; 32h; 40h; 48h; 56h; 64h;
72h; controle da amplificagdo (+) utilizando como molde DNA
genbmico de M. anisopliae; e (-) controle negativo da reacéo
sem DNA molde.

Quitina cristalina
Cultive {h) controlas
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4.1.5 Analise do padrao de expressao dos genes chit1, chi2 e chi3 em

cultivos contendo cuticula de Boophilus microplus 1%

Observa-se um aumento gradual dos transcritos do gene chit! com o
aumento do tempo de cultivo na presenca de cuticula de carrapato. Os transcritos
estdo presente desde o inicio (16 horas) dos cultivos (Figura 12).

Nestas condigbes os transcritos do gene chi2 mostram um perfil variavel.
No tempo de 24 horas de cultivo foi detectado o transcrito ndo processado
(amplicon de 511pb). Os transcritos somente foram detectados novamente a partir
de 56 horas de cultivo estando as duas espécies de transcritos presentes.

Em relagéo aos transcritos do gene chi3 nos tempos de cultivo até 48 horas
as duas espécies de transcritos estdo presentes. O transcrito parcialmente
processado (amplicon de 560 pb) tende a desaparecer a partir de 56 horas de
cultivo.

No cultivo de 72 horas, ha provavel contaminacdo com DNA gendmico,

portanto o resultado nao foi considerado.
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Figura 12. Nivel de transcritos dos genes chit1, chi2 e chi3 de M.
anisopliae em cultivos com cuticula de Boophilus microplus
1%. Gel de agarose 1% mostrando os produtos de reagao de
RT-PCR realizada com utilizagdo de oligonucleotideos
especificos para os genes chit1, chi2, chi3 e tef-1a (controle
interno). As canaletas contém respectivamente cultivo de: 16h;
24h; 32h; 40h; 48h; 56h; 64h; 72h; controle da amplificagdo (+)
utilizando como molde DNA gendmico de M. anisopliae; e (-)
controle negativo da reagdo sem DNA molde.

4.1.6 Analise do padrdo de expressdo dos genes chit1, chi2 e chi3 em

cultivos com cuticula de Dysdercus peruvianus 1%

Ocorre um aumento gradual nos transcritos referentes ao gene chit1, a
partir do tempo de cultivo de 16 horas na presenca de cuticila de D. peruvianus. O
mesmo ocorre em relagdo aos transcritos do gene chi2. Entretanto neste caso os
transcritos somente sdo detectados a partir de 32 horas de cultivo e 0 aumento
dos niveis destes transcritos € maior e sdao majoritariamente da espécie néao
completamente processada (amplicon de 511 pb). O transcrito completamente

processado (amplicon de 439 pb) também somente é fracamente detectado a
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partir de 32 horas de cultivo permanecendo constante nos tempos de cultivo
maiores.

Um aumento da transcrigdo pode ser observado para o gene chi3 a partir
de 56 horas de cultivo para a espécie nao processada. Ja o transcrito
completamente processado se mantém fracamente constante até 48 horas de

cultivo e tende a desaparecer a partir de 56 horas de cultivo.

Cuticula D. peruvianus
Cultivo (h) controles

16 24 32 40 48 56 64 72 (¥} (9

400 pb

chit?
230 pb
chi2 - - 511 pb
439 pb
500 pb
tefla 1200 ph
1034 ph

Figura 13. Nivel de transcritos dos genes chit1, chi2 e chi3 de M.
anisopliae em cultivos com cuticula de Dysdercus
peruvianus 1%. Gel de agarose 1% mostrando os produtos de
reacio de RT-PCR realizada com utlizagcdo de
oligonucleotideos especificos para os genes chit1, chi2, chi3 e
tef-1a (controle interno). As canaletas contém respectivamente
cultivo de: 16h; 24h; 32h; 40h; 48h; 56h; 64h; 72h; controle da
amplificagdo (+) utilizando como molde DNA gendmico de M.
anisopliae; e (-) controle negativo da reacdo sem DNA molde.
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4.2 Andlise da producdo de quitinases e do consumo de aglUcares em
sobrenadantes de culturas com diferentes substratos

Com o propdsito de analisar a produgao de quitinases € o consumo de
agucares em sobrenadantes de culturas de M. anisopliae, foram realizadas a
determinacao da atividade especifica de quitinases e a determinacédo de acucares
redutores totais. Foram utilizadas as mesmas culturas que forneceram o micélio
para a extracdo de RNA. Os resultados da atividade especifica de quitinases nos
sobrenadantes das culturas estao representados graficamente na Figura 14.

Na presenga de glicose 1% (Fig. 14 A) a atividade de quitinase se manteve
baixa, havendo um pequeno aumento no cultivo de 24 horas. Na presenga de
NacGlc 0,25% (Fig. 14 B) podemos observar uma alta atividade de quitinases,
sendo os maiores niveis nos tempos de 40 e 56 horas de cultivo, ocorrendo uma
quebra brusca da atividade no tempo de 48 horas. Na presenca de NacGlc 1%
(Fig. 14 C) foram encontrados os niveis mais altos de atividade, entre todos os
substratos testados. Os maiores picos de atividade ocorrem em 40 e 56 horas de
cultivo. Nos sobrenadantes dos cultivos com substratos complexos a atividade
especifica de quitinases, na cultura com quitina cristalina 1% (Fig. 14 D), é a mais
baixa quando comparada com outras fontes de carbono, excetuando-se a glicose
1%. Somente em 64 horas de cultivo ha um aumento da atividade, porém logo em
seguida ela tende a baixar. Nas culturas com cuticula de B. microplus 1% (Fig. 14
E) a atividade também é baixa, havendo aumento em 24 horas, uma diminuigdo
em 32 horas seguida de um aumento gradativo até 72 horas de cultivo. Nas
culturas com cuticula de D. peruvianus 1% (Fig. 14 F) a atividade especifica de
quitinase é mais elevada no inicio do cultivo, decrescendo até 40 horas, seguida
de um aumento com um pico de atividade no tempo de 48 horas. A atividade

decai até 56 horas e a partir de 64 horas novamente se eleva.

56



Atividade especifica (U/ug Ptn)

Atividade especifica (U/ug Ptn)

Atividade especifica (U/ug Ptn)

- 5 . L
Glicose 1% = Quitina cristalina 1%

a

5’4

2

(4]

S g

S

(0]

[eX

S 2

()

e]

©

©

=1

g

8 16 24 32 40 48 56 64 72 0 8 16 24 32 40 48 56 64 72
Tempo de cultivo (h) Tempo de cultivo (h)
5 ] ,
NacGlc 0,25% Cuticula de B. microplus 1%

<

o

4

3

2

S 3

t‘g

Q

o

3 2

()

e]

©

©

=1

< A/

o, T ¢ T — T T .

8 16 24 32 40 48 56 64 72
Tempo de cultivo (h)

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72
Tempo de cultivo (h)

5 . ,
NacGlc 1% . Cuticula de D. peruvianus 1%
c
&
o 4
3
2
@
S 3
:‘S
(]
o
s 2
3]
e]
©
©
21
<
8 16 24 32 40 48 56 64 72 0O 8 16 24 32 40 48 56 64 72

Tempo de cultivo (h) Tempo de cultivo (h)

Figura 14. Atividade especifica de quitinases em sobrenadantes de cultivos
de M. anisopliae em diferentes fontes de carbono e em diferentes
tempos. (A) cultivo em glicose 1%; (B) cultivo em NacGlc 0,25%; (C)
cultivo em NacGlc 1%; (D) cultivo em quitina 1%; (E) cultivo em
cuticula de B. microplus 1% e (F) cultivo em cuticula de D. peruvianus
1%. Os ensaios foram realizados em ftriplicata e os resultados
representam a média aritmética. Os valores dos desvios padrdo nao
foram significativos, portanto ndo aparecem no grafico.
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Para verificar o consumo de acgucares durante o cultivo, a concentragao de
acgucares redutores foi determinada em aliquotas do sobrenadantes dos cultivos
apos a reposicado dos agucares, que ocorria a cada 16 horas (Figura 15). Nao foi
possivel determinar a concentragdo de acucares no tempo de 48 horas no cultivo
com NacGlc 1%, portanto este aparece interrompido no grafico.

Nos cultivos na presenca de glicose, observamos a maior quantidade de
agucares quando comparada com os demais cultivos. Os maiores niveis de
acucares redutores sdo encontrados em 40, 64 e 72 horas. Na presenca de
NacGlc 0,25% pode-se observar baixa quantidade de agucares redutores, porém
a partir de 56 horas de cultivo seu nivel tende a aumentar gradualmente. Na
presenca de NacGlc 1% observamos a quantidade de acgucares se mantém
estavel até 32 horas, aumentando um pouco em 40 horas de cultivo. Podemos

observar que a partir de 56 horas de cultivo ha maior acumulo deste agucar.

35 -
= GLI 1%

301 —A—NacGlc 0,25%

=—O— NacGlc 1%
25 4

20 A

15 4

Acucar Redutor (mg/ml)

10 +

8 1'6 2'4 3'2 4'0 4'8 5'6 6'4 7'2
t t t t

Tempo de Cultivo (h)

Figura 15. Determinacdo de acuUcares redutores em cultivos de M.
anisopliae em diferentes fontes de carbono. A cada 16 horas
(setas) os acucares foram repostos nas culturas. Os ensaios
foram realizados em triplicata e os resultados representam a
média aritmética. Os valores dos desvios padrao nao foram
significativos, portanto ndo aparecem no grafico.
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DISCUSSAO

O entendimento dos mecanismos basicos do processo de infeccao de
Metarhizium anisopliae em seus hospedeiros tem permitido a proposicdo de
alteragdes que tornam este sistema mais eficiente. A etapa de penetracédo é
critica no processo de infeccao (CLARKSON & CHARNLEY, 1996; BOGO et al.,
1998; GIMENEZ-PECCI et al., 2002). Alguns genes e enzimas tém sido
caracterizados e estudados em termos de sua possivel participagdo no processo
de infecgcao e penetragao do fungo M. anisopliae em seus hospedeiros (DUTRA et
al., 2004), dentre eles podemos destacar aqueles envolvidos com a degradagao
da quitina.

As quitinases, além de contribuir para a arquitetura da parede celular nos
fungos filamentosos, possuem a fungao de aquisicdo de nutrientes (SILVA et al,
2005). Nao se tem ainda uma visdo clara de como esses processos ocorrem em
fungos entomopatogénicos. Em  Metarhizium varias quitinases foram
caracterizadas e pelo menos trés genes chit foram identificados. Esses diferentes
genes chit produzem quitinases que atuam em processos especificos? Ou seja,
determinada quitinase participa da morfogénese da parede celular e outra
quitinase participa do processo de infeccdo ou da aquisigado de nutrientes? Estas
perguntas sé poderao ser respondidas quando tivermos melhor conhecimento
basico sobre estes genes e estas enzimas. Assim, no presente trabalho,
procuramos verificar como ocorre a expressao (transcritos) dos trés genes chit
caracterizados em relacédo ao tempo de cultivo e na presengca de substratos
simples (glicose e GlcNac) e substratos complexos (quitina ou cuticula),
utilizando-se da técnica de RT-PCR.

A técnica de RT-PCR revolucionou a analise de expresséo génica, por ser
possivel, atualmente, detectar transcritos de qualquer gene indiferentemente da
quantidade inicial de mRNA. A técnica consiste na producido de simples fita de
DNA a partir de um RNA utilizando-se da enzima Transcriptase Reversa, seguida
de amplificagdo exponencial por PCR (SHARKEY et al., 2004). A deteccdo de

mRNA, que normalmente tem meia vida curta, indica a expressédo de
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determinados genes no momento especifico em determinada amostra ou
condicdo de estudo. A técnica tem sido bastante utilizada em experimentos de
expressado génica de fungos e outros microrganismos durante seu processo de
infeccdo e em expressao de bactérias em ambientes aquaticos ou terrestres
(SHELBURNE & MUSSER, 2004; SHARMA et al., 2005).

No presente trabalho podemos observar que o gene chit1 apresenta um
aumento gradativo dos niveis de transcricdo com o aumento do tempo, a partir de
40 e 48 horas de cultivo e em todas as condigdes. Estudos anteriores (KRIEGER
DE MORAES et al., 2003; SILVA et al., 2005) mostram que na presenca de
glicose ocorre repressdao da secrecdo de quitinases de M. anisopliae,
diferentemente do que encontramos neste estudo para o gene chit1, ja os
transcritos dos genes chi2 e chi3 estdo fracamente expressos. Resultados
semelhantes aos nossos também foram demonstrados por BARATTO (2005)
onde, em cultivos de M. anisopliae na presenca de glicose, ndo ocorre a
repressado dos transcritos do gene chit1. Também, diferentemente do que era
esperado (BARRETO et al.,, 2004), ndo houve repressao da transcricdo deste
gene na presenga de altas (1%) concentragdes de NacGlc, apesar de fraca, ha
indugao a partir de 40 horas de cultivo. Ja em relagao aos cultivos em NacGlc em
baixas (0,25%) concentragdes, em cuticula de inseto e carrapato e em quitina
cristalina, a indugdo ocorreu como descrito anteriormente (KRIEGER DE
MORAES et al., 2003; BARRETO et al., 2004; SILVA et al., 2005). Porém, os
resultados dos ensaios de atividade de quitinase mostraram baixa atividade nos
sobrenadantes de cultivo de glicose, estando o sistema em repressao devido a
constantes reposicdes de (glicose durante os cultivos. Essa estratégia
experimental foi utilizada para que mesmo com o consumo do agucar pelo fungo
em desenvolvimento, este sempre estivesse disponivel em concentragdes
suficientes para reprimir o sistema.

Embora, quando comparados, os dados dos niveis de transcricdo dos
genes chit e as atividades enzimaticas em sobrenadantes de cultura (KRIEGER
DE MORAES et al., 2003; BARRETO et al., 2004) parecam discrepantes,
devemos sempre levar em conta que diferentes niveis de controle da expressao

génica podem estar envolvidos. Assim, ndo necessariamente alteragdes nos
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niveis de transcritos se reflitam imediatamente nas atividades de quitinase nos

sobrenadantes das culturas.

BOLDO (comunicagdo pessoal) demonstrou que os transcritos nao
processados do gene chi2 podem ser provenientes de processamento alterado
(altered splicing), como o que foi descrito para genes mco em Phanerochaete
chrysosporium (LARRONDO et al., 2004). No processamento alterado pode-se
encontrar diferentes espécies de transcritos de um mesmo gene. Assim, duas
populagdes de cDNA podem ser detectadas, uma derivada do RNA do gene chi2
totalmente processado e outra onde o intron de menor tamanho é retido. Os
autores sugerem que transcritos provindos de processamento alterado podem
possuir introns contendo codéns de parada, os quais podem levar ao término da
traducdo. Desta maneira, proteinas truncadas, se sintetizadas, podem nao
apresentar atividade enzimatica devido a falta de residuos importantes de
aminoacidos (LARRONDO et al., 2004). Através do sequenciamento do gene
chi2, sequéncia obtida de produto de RT-PCR com primers especificos chit2For e
chit2Rev purificado, foi demonstrada a retengao do segundo intron (Juliano Boldo,
comunicacdo pessoal), semelhante ao descrito em P. chrysosporium
(LARRONDO et al., 2004).

O gene chi2 teve seus transcritos detectados em todas as condigdes de
cultivo, com excegao dos cultivos em glicose 1%, onde aparecem fracamente
expressos, sugerindo que este agucar reprime o sistema quitinolitico como
anteriormente proposto (KRIEGER DE MORAES et al.,, 2003; BARRETO et al.,
2004; SILVA et al., 2005).

Assim como para o gene chi2, no gene chi3, observamos as duas espécies
de transcritos (processado e nao processado), em todas as condi¢des de cultivo
estudadas, com excecdo de cultivos em presenca de quitina cristalina. Estas
espécies de transcritos para o gene chi3 a partir de um cDNA, sdo observadas
pela primeira vez neste trabalho. Através do seqlienciamento de produto de RT-
PCR utilizando primers especificos para o gene chi3, analisamos que o transcrito
nao processado possui o intron em sua sequéncia, portanto parece se tratar de

duas formas de mRNA, ja que testes para verificar a contaminagdo da amostra
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com DNA genbémico foram realizados apds o tratamento dos cDNAs com enzima
DNase. Estas duas espécies de transcritos do gene chi3 também podem resultar
de “processamento alterado”, porém outros experimentos devem ser realizados
para confirmar esta hipétese, como por exemplo a técnica de Northern blot.

Nos cultivos com glicose e NacGlc 1% os dois transcritos do gene chi3
possuem 0s mesmos niveis (intensidade da banda), o que ndo ocorre na
presenca de cuticula de B. microplus e NacGlc 0,25%, o que pode estar
relacionado com o tempo e o meio de cultivo oferecidos. Nos cultivos com cuticula
de D. peruvianus ha um aumento gradual nos transcritos ndo processados, assim
como ocorreu para os transcritos do gene chi2 nesta e em outras condi¢gdes de
cultivo.

Nos estagios iniciais de cultivo os genes chit1, chi2 e chi3 (este somente
nos cultivos com glicose, quitina cristalina e cuticula de D. peruvianus), nao
tiveram seus transcritos detectados (ou foram fracamente detectados),
corroborando com resultados anteriores que indicam que as quitinases sao
expressas nos estagios tardios de cultivo (BOGO et al., 1998; KRIEGER DE
MORAES et al., 2002; BARRETO et al., 2004). Em alguns dos cultivos ocorre
aumento transcricdo a partir de 48 horas, isso seria esperado ja que este € o
periodo das etapas do processo de infeccdo de M. anisopliae em que ocorre a
secrecdo das enzimas tardias (quitinases - que sao secretadas apos as
proteases) e a etapa de colonizagéo.

SEIDL e colaboradores (2005) analisaram transcritos de genes de
quitinases de Hypocrea atroviridis (forma anamorfica: Trichoderma reesei) sob
diversas condi¢gées de indugdo de quitinases e micoparasitismo. Cinco genes
novos estudados por este grupo em H. atroviridis (chi18-2, chi18-3, chi18-4,
chi18-10 e chi18-13) mostraram variagdo na regulagdo quando na presenga ou
auséncia de diferentes fontes de carbono como NacGlc, glicose, quitina coloidal,
parede celular de Rhizoctonia solani, assim como em experimentos de confronto
(biocontrole/micoparasitismo) entre o fungo hospedeiro R. solani e H. atroviridis.
Nestes experimentos de RT-PCR os autores utilizaram como controle da

quantidade de RNA o gene constitutivo tef-1a.
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Assim como no caso dos genes chi2 e chi3 de M. anisopliae estudados no
presente trabalho, nos experimentos de RT-PCR realizados por SEIDL e
colaboradores (2005) em H. atroviridis foi observada a presenca de duas bandas
de cDNA de diferentes tamanhos (para os genes chi18-3 e chi18-13). Realizando-
se sequenciamento da banda maior mostrou que esta ainda continha introns.
Testes de contaminacao também foram realizados, obtendo resultados negativos
para a presenca de DNA gendmico. Portanto concluiram que ha presenca de
duas espécies de mRNA. Porém a presenca das duas espécies de mRNA néao
apareceram em todos os cultivos. Em presenca de glicose, para o gene chi18-13
observou-se somente a presenca da forma nao processada de mRNA, enquanto
que nas outras condicbes a forma processada foi a predominante. Esse fato
sugere que possam ocorrer mecanismos de regulagao pos-transcricionais para o
gene chi18-13. Similarmente, para o gene chi18-3, o numero de transcritos que
sofreram e que nao sofreram processamento também depende das condicdes de
cultivo (SEIDL et al., 2005).

Estes estudos mostraram pela primeira vez que uma regulacdo poés-
transcricional esta envolvida na expressdo de quitinases (SEIDL et al., 2005).
Assim como em H. atroviridis, podemos sugerir que em M. anisopliae pode haver
a presencga de diferentes espécies de mRNA, e sua ocorréncia seja influenciada
pelas condi¢cdes e tempo de cultivo.

No presente trabalho observamos que em todos os cultivos com todas as
fontes de carbono para os genes chi2 e chi3 ha a presenca de transcritos
processados e n&o processados. Porém isso ndo ocorre para o gene chi3 na
presenca de quitina cristalina, o mesmo que foi observado em cultivos de H.
atroviridis para o gene chi18-13 na presenca de glicose e parede celular e fungo
(SEIDL et al., 2005). Isso pode sugerir que o gene chi3 apresente o padrao
esperado de transcricdo quando em presenga de quitina, ou seja, ocorre a
excisdo de introns, diferentemente do que ocorre na presenca das demais fontes
de carbono.

Nos cultivos realizados na presenga de quitina podemos observar um
aumento dos niveis de transcritos do gene chi3 entre 40 e 72 horas de cultivo.

Entretanto, na cultura de 48 horas ndo sdo detectados transcritos do gene chi3.
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Na literatura pudemos encontrar outros trabalhos utilizando a técnica de Northern
blot para caracterizar transcritos em fungos com resultados semelhantes. Nestes
trabalhos transcritos especificos tem desaparecimento repentino em um
determinado tempo de cultivo, reaparecendo em tempos mais elevados. Nenhum
desses autores encontrou explicagdo para este tipo de ocorréncia (IKE et al.,
2005; GREENSTEIN et al., 2006). No presente trabalho pbéde-se observar que
transcritos medidos nas mesmas condigbes para genes diferentes nao
apresentaram esta reducido, em principio, descartando a possibilidade de erro
experimental grosseiro. Entretanto, ndo pudemos realizar um numero adequado
de repeticbes (trés) que permitisse concluir com mais seguranga a validade
destes dados. Outros experimentos devem ser realizados para esclarecer esta
questao, em especial a validagdo por um numero maior de repetigdes bioldgicas.
Alguns autores afirmam que apesar da técnica de RT-PCR ser muito usada
para a deteccao de transcritos relativamente raros, a metodologia ndo estima a
quantidade exata de niveis de transcritos realmente presentes na reagdo. Como
no caso dos produtos de PCR serem detectados em gel, a intensidade das
bandas pode nao ser diretamente proporcional a quantidade inicial de molde na
reacao, fazendo com que a analise da imagem seja duvidosa (WHELAN et al.,
2003). Porém, no presente trabalho, os genes que analisamos produziram
quantidades de transcritos muito baixas para que os transcritos fossem
detectados pela técnica de Northern e, portanto, optou-se pela técnica de RT-
PCR. Para o presente trabalho foram extraidos vinte e quatro RNAs para cada
uma das seis fontes de carbono citadas. As extragdes de todas as amostras de
RNAs foram realizadas em triplicata assim como seus respectivos cDNAs. Porém
durante a padronizacao das quantidades de cDNA a serem adicionadas para as
reacdes de PCR, aquelas condi¢gdes de menor tempo de cultivo (16, 24 e 32
horas) apresentaram baixas quantidades de cDNA, devidas as baixas
quantidades de RNAs especificos. Este fato fez com que a quantidade de cDNA
obtida, nao fosse suficiente para realizar todas as reagdes de PCR com os trés
genes estipulados. A dificuldade de obter grandes quantidades de RNA levou, ao
final de todos os experimentos, a obtengao de apenas uma reacdo de RT-PCR

para cada um dos genes mencionados e nao trés como era o previsto, para que
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se pudesse comparar e confirmar, com as ftriplicatas, os resultados obtidos.
Contudo, futuramente pretende-se realizar estas repeticdes para que possamos
confirmar todos os resultados obtidos até o momento.

Para verificar a producédo de quitinases em sobrenadantes de culturas de
M. anisopliae, foi realizada a determinacao da atividade especifica de quitinases.
Os resultados destes ensaios mostraram que ocorreu um aumento na atividade
em todos os sobrenedantes analisados, quando comparados o tempo inicial de
cultivo e o tempo final, exceto os cultivos em glicose, onde ocorreu a diminuigéo
da atividade de quitinase. O aumento na atividade quitinolitica € esperado ja que
na presencga de quitina, NacGlc 0,25%, cuticula de B. microplus ou cuticula de D.
peruvianus, ocorre a indugdo de quitinases, como anteriormente demonstrado
(BARRETO et al., 2004).

Apesar de haver diferencas nos niveis de quitinases secretadas nos
diferentes cultivos realizados, pudemos observar que ha um padrdao semelhante
entre o aumento e a diminuicdo da secrecao destas enzimas nos cultivos de
NacGlc 0,25% e NacGlc 1%, assim como entre os cultivos com glicose e cuticula
de B. microplus. Esses padrbes de aumento e diminui¢gdo da atividade ao longo
do tempo de cultivo mostram alguma semelhanga com os dados discutidos
anteriormente referentes aos niveis de transcritos encontrados. Entretanto, como
também enfatizado anteriormente, mais experimentos sao necessarios para
validar estas observacgoes.

Comparando aqui os resultados dos ensaios de atividade especifica de
quitinases com os niveis de transcritos (RT-PCR), nos cultivos na presenca de
glicose, observamos que o sistema esta reprimido como relatado anteriormente
(KRIEGER DE MORAES et al., 2003; BARRETO et al., 2004; SILVA et al., 2005),
pois a atividade enzimatica é baixa assim como a expressdo dos genes chi2 e
chi3. Porém isso ndo ocorre para os transcritos do gene chit1. Nos cultivos na
presenca de NacGlc 0,25% verificamos que o padrédo dos transcritos para os trés
genes de quitinases é elevado, estando estes fortemente expressos e
confirmando a constante indugdo do sistema. O ensaio de atividade dos
sobrenadantes de cultura destes cultivos mostra aumento da atividade de

quitinases, corroborando os resultados obtidos no RT-PCR. Entretanto no
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sobrenadante das culturas de 48 horas contendo NacGlc 0,25%, podemos
observar uma queda na atividade de quitinases.

Verificamos alta atividade de quitinases nos sobrenadantes dos cultivos
com NacGlc 1% como descrito anteriormente, e comparando com os resultados
obtidos com o RT-PCR pode-se observar o aumento nos niveis de transcricdo dos
genes de quitinases. Da mesma forma que ocorreu com NacGlc 0,25% a
atividade de quitinase se reduz no tempo de 48 horas de cultivo e neste caso
também no tempo de 32 horas. Nos sobrenadantes de cultura nos cultivos na
presenca de quitina, cuticula de B. microplus e de D. peruvianus, pudemos
observar um aumento na atividade quitinolitica, assim como aumento da
expressdo dos genes de quitinases, estando nessas condi¢gdes, o sistema
quitinolitico induzido, como esperado. Embora nos cultivos na presencga cuticula
de D. peruvianus haja diminuigdo da atividade de quitinases apartir de 40 horas
de cultivo, ndo foi observada nenhuma diminui¢ao nos transcritos dos trés genes
estudados.

Nos cultivos de M. anisopliae na presencga de glicose e NacGlc, realizamos
a reposicao do agucar com intervalos de 16 horas, para manter o sistema
induzido ou reprimido, evitando que ocorresse autdlise do fungo, caso nao
houvesse quantidades suficientes de fontes de carbono no meio. Para verificar se
ocorreu o consumo destes acgucares, foi realizada a determinacdo de acucar
redutor, utilizando-se do método do DNS. Nos cultivos com glicose, os altos niveis
deste agucar confirmam que o sistema continua reprimido, ja que a glicose é um
repressor da sintese quanto a secrecéo de quitinases (KRIEGER DE MORAES et
al., 2002; BARRETO et al., 2004; SILVA et al., 2005). Essa repressdo ocorreu
para os transcritos dos genes chi2 e chi3, ja que estes estdo fracamente
expressos durante os cultivos em glicose.

Nos cultivos na presenca de NacGlc 0,25% e NacGlc 1% a quantidade de
acucares redutores permanece constante aumentando a partir de 48 horas em
NacGlc 0,25%, e a partir de 56 horas em NacGlc 1%. Essa grande quantidade
final de agucares provavelmente ocorre devido as reposicdes realizadas a cada
16 horas. Além disso, esta grande quantidade de agucar presente nas amostras

leva a crer que havia fonte de carbono suficiente para o desenvolvimento de M.
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anisopliae, sugerindo que as atividades enzimaticas detectadas durante os
ensaios de quitinases, sdo provenientes das proteinas secretadas e nao da
autolise do fungo (BARRETO et al., 2004).

O sistema quitinolitico de M. anisopliae € regulado por um mecanismo de
indugao/repressao (ST. LEGER et al, 1998; KRIEGER DE MORAES et al., 2003;
BARRETO et al., 2004), porém este sistema se mostra cada vez mais complexo.
Esta complexidade do sistema de degradagdo de quitina, anteriormente
negligenciada, parece necessaria para regular dois processos distintos da biologia
do fungo: alteragbes morfolégicas da parede celular do fungo composta por
quitina e a utilizacdo de substratos complexos (cuticula) disponiveis no ambiente
externo. Neste trabalho verificamos que o tempo e o meio de cultivo interferem
significativamente na expressao de genes de quitinases e na secreg¢ao e enzimas

quitinoliticas.
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6. CONCLUSOES

Transcritos do gene chit1, em todos os cultivos realizados, ocorrem
desde os tempos iniciais de incubagao, tendendo a um aumento, geralmente, a

partir de 40 horas de cultivo.

O gene chi2 apresenta duas espécies de transcritos, os completamente
processados e os parcialmente processados. As duas espécies foram observadas
durante os cultivos realizados na presenca de todas as fontes de carbono. O perfil
de transcricdo observado para o gene chi2 mostrou-se variavel. Os transcritos
apresentam aumento gradativo, nos diferentes tempos e nas diferentes fontes de

carbono, com excegao dos cultivos em glicose.

O gene chi3 também apresenta duas espécies de transcritos, uma
completamente processada e outra parcialmente processada. Com excecao dos
transcritos provenientes dos cultivos em quitina cristalina, todas as condices
apresentam as duas espécies de transcritos para o gene chi3. O perfil de
transcricdo observado para este gene €& muito variado, em relagdo a
descontinuidade entre o aumento e diminuicdo da intensidade dos amplicons

obtidos.

Os ensaios de atividade especifica de quitinases mostram um maior
aumento da atividade quitinolitica nos sobrenadantes de cultura na presenca de
glicose, somente em 24 horas de cultivo; nos sobrenadantes de cultura na
presenga de NacGlc 0,25% ou NacGlc 1% principalmente em 40 e 56 horas de
cultivo; nos sobrenadantes de cultura na presenca de cuticula de B. microplus
principalmente a partir de 56 horas de cultivo; e nos sobrenadantes de cultura na
presenca de cuticula de D. peruvianus em 48 e 72 horas de cultivo. A atividade de
quitinases varia em cada cultivo sendo na maioria das vezes, compativel com os

niveis de transcritos observados.
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O consumo de acgucares redutores durante os cultivos de M. anisopliae em
glicose 1%, NacGlc 0,25% e NacGlc 1% variou ndo sendo o mesmo nas
diferentes etapas de cultivo, porém em todos os cultivos a quantidade de

acgucares iniciava baixa e terminava alta, devido a adigao destes a cada 16 horas.
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7. PERSPECTIVAS

Realizar, para cada uma das condi¢cdes de cultivo aqui estudadas, mais
dois cultivos nestas fontes de carbono, com respectivas extracdées de RNA e RT-
PCR.

Realizar ensaios enzimaticos de atividade de quitinase e determinacéo de

acgucares redutores totais dos novos cultivos que serao realizados.

Géis de atividade com sobrenadantes de cultura para confirmacédo das

quitinases expressas nos cultivos.
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