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Pensamento

Something for Nothing

(letra: Neil Peart; artista: Rush; album: 2112 - fevereiro de 1976)

Waiting for the winds of change
To sweep the clouds away
Waiting for the rainbows end
To cast its gold your way
Countless ways

You pass the days

Waiting for someone to call

And turn your world around
Looking for an answer

For the question you have found
Looking for

An open door

You don’t get something for nothing
You can't have freedom for free

You won't get wise

With the sleep still in your eyes

No matter what your dreams might be

What you own is your own kingdom
What you do is your own glory
What you love is your own power

What you live is your own story

In your head is the answer
Let it guide you along
Let your heart be the anchor

And the beat of your song
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Resumo

O fungo Metarhizium anisopliae € amplamente estudado como modelo da
interacdo parasita-hospedeiro em nivel molecular. Este fungo tem a capacidade
de infectar artrOpodes suscetiveis de forma direta através de suas cuticulas.
Para tanto, o fungo, utiliza-se de um processo multifatorial envolvendo pressao
mecanica e secrecdo de hidrolases. Dentre elas, destacam-se as quitinases,
envolvidas tanto nos processos de morfogénese do préprio organismo quanto
em processos de patogenia e nutricdo. Estudos avaliando a expressdo de
genes possivelmente envolvidos no processo de infeccdo de hospedeiros
ajudam a esclarecer o processo em si. Assim, quitinases séo alvos de interesse
para estudos de regulacéo e funcdo. Neste sentido, estratégias para a geracao
de transformantes que ndo expressem ou que expressem genes em niveis
aumentados sédo utilizados e aplicados em trabalhos deste e de outros grupos
de pesquisa a fim de determinar-se o papel de genes em determinados
processos. Este trabalho envolve o estudo do gene chi2, que codifica para uma
quitinase (CHI2) de 42 kDa, cuja sequéncia fora previamente caracterizada.
Inicialmente, analises de regulacdo demonstraram que este gene € altamente
regulado dependendo da fonte de carbono disponibilizada. Para estudar a
funcdo da quitinase CHI2, foram gerados mutantes nulos para o gene chi2
(Achi2) utilizando-se transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaciens
(ATMT), com taxa de recombinacdo homodloga dentre os transformantes de
1,3%. Experimentos de Western blot demonstraram a auséncia de expressao
de CHI2 nos transformantes. Assim como para a delecdo, a superexpressao de

chi2 (T33) foi realizada por Agro-transformacdo e andlises de Western blot

XX



demonstraram a expressdo aumentada e ndo regulada de CHI2. Bioensaios
utilizando o inseto Dysdercus peruvianus demonstram diferencas de tempo
letal mediano e tempo letal 90% (TLsp e TLgo) entre as linhagens
transformantes e selvagem, sendo maiores para 0 mutante sem expressao de
chi2 A22 e menores para o transformante superexpressando chi2 T33. Para
avaliar a localizagao celular de CHI2, antisoro foi produzido em coelhos.
Andlises de microscopia O6ptica de imunofluorescéncia demonstraram
diferencas marcantes na distribuicdo da enzima entre as linhagens selvagem e
transformadas. Na linhagem selvagem, em hifas diferenciadas em apressoério, a
proteina encontra-se associada a parede celular, nas regides de germinacdo
do esporo, na extremidade da hifa, exatamente no ponto de formacdo do
apressorio e em todo o apressoério, mas ausente no citoplasma e nos esporos.
Ja em hifas nao diferenciadas, CHI2 apresenta-se associada a parede, mas
sem pontos especificos e, portanto, difusa no citoplasma. Este fato evidencia
possivel rota de secrecdo. As linhagens deletadas néo apresentaram
fluorescéncia, indicando a auséncia da proteina, sem nenhuma alteracéo
fenotipica aparente. Portanto, CHI2 néo teria papel na morfogénese. Linhagens
superexpressando CHI2 ndo demonstraram localizacdo especifica de CHI2,
cuja fluorescéncia foi mais intensa e difusa pela célula. Nestas linhagens, a
quitinase CHI2 também pode ser detectada na parede celular dos conidios.
Nenhuma alteracdo morfolégica aparente foi detectada nos mutantes de
superexpressdo. Além disso, o gene chi2 sofre processos diferenciais de
splicing, gerando duas espécies de transcritos. Uma delas é totalmente
processada e outra retém o segundo intron, como demonstrado por ensaios de

Northern blotting. Demonstramos por ensaios de Western blot em géis SDS-

XXI



PAGE-2D e espectrometria de massas que as duas proteinas diferentes sao
traduzidas a partir destes transcritos. Em trabalhos posteriores, transformantes
carregando delecdo ou superexpressando as diferentes formas poderéo
auxiliar no entendimento da funcdo das formas de chitinase geradas e
contribuirdo para o0 conhecimento mais aprofundado da funcdo das

endoquitinases nos processos celulares.

XXII



Abstract

Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin (1883) is a filamentous fungi
widely studied as a model for host-parasite interactions on its molecular basis.
This fungus has the ability to infect susceptible arthropods in a direct manner
through the host cuticle. The fungus uses a complex process involving
mechanic pressure and secretion of hydrolases, among them chitinases, which
act either in morphogenesis processes as in pathogenesis and nutrition. Studies
that evaluate the expression of genes possibly involved in the pathogenesis
process may aid to clarify the process itself. Thus, chitinases genes become the
aim for regulation, deletion and overexpression studies. Strategies for
generating transformants lacking or overexpressing genes in levels above wild
strains are currently being used and already applied in researches of our and
other groups. This work involves the study of the chi2 gene, of which sequence
has been already characterisized and codes for a 42 kDa chitinase (CHI2).
Initially, regulation analysis showed that this gene is tightly regulated depending
on the carbon source. The null chi2 mutants (Achi2) were constructed by
Agrobacterium tumefaciens mediated transformation (ATMT) and the
homologous recombination rate was 1.3%. Western blotting assays
demonstrated no CHI2 expression by the null transformants. The
overexpression of chi2 (T33) was performed using ATMT and Western blotting
analysis demonstrated non regulated high levels of CHI2 expression. Bioassays
using the cotton stainer bug Dysdercus peruvianus demonstrated distinct TL50
and TL90 values among the wild and modified strains, which were higher for

Achi2 and lower for T33. In order to evaluate the cellular localization of CHI2,

XX



antiserum was produced in rabbits. Optical imunomicroscopy assays
demonstrated significantly differences in the enzyme distribution among the wild
and transformed strains. In the wild strain, in apressorium differentiated hyphae,
the protein is associated with the cell wall, at the germination spot of the
conidia, at the distal extremity of the hyphae, exactly at the apressorium
formation spot, all over the apressorium and absent at the cytoplasm and
conidia. In non differentiated hyphae, CHI2 is also associated with the cell wall,
without specific locations and diffused throughout the cytoplasm. Possibly, CHI2
is addressed to secretion. The null strains did not present fluorescence as
expected, confirming the absence of the protein, but no morphological
alterations were observed. The CHI2 overexpressing strains did not show
specific location for CHI2 protein, and the fluorescence reached higher levels
and diffused through the cell. Also, CHI2 was detected at the conidia cell wall.
No apparent morphological changes were detected in both CHI2 null and
overexpressing strains. Thus, CHI2 do not have a role in morphogenesis. It
was also observed that this gene presents different patterns of splicing,
generating two transcript species. One of them is completely processed, while a
second one retains a 72 base pairs intron, as demonstrated by Northern blotting
assays. Mass spectrometry demonstrated the synthesis of two different proteins
from the transcripts. In future works, transformants carrying deletions or
overexpressing the distinct forms of the protein will provide new insights about
their function and will improve the knowledge about the overall function of

endochitinases throughout the cell development.
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1. Introducao

O estudo e a analise da funcdo génica ocupam um papel central na
Biologia Molecular da era pés-genémica (JANITZ 2007; MEDINI ET AL., 2008).
Além da descricdo e detalhamento da fungdo, a organizacdo dos genes nos
genomas, a qual afeta diretamente o controle da expressao génica, e o estudo
dos mecanismos de processamento fazem parte das estratégias para
desvendar o funcionamento de redes metabdlicas antes total ou parcialmente
oclusas por falta de informacdo. Cerca de 25 genomas de fungos estéo
descritos e outros tantos em andamento, provendo uma grande quantidade de
informacdes. Tendo em vista 0 acesso a estas informacbes e as novas
tecnologias e ao avanco da bioinformatica, o estudo global dos perfis de
MRNA, proteinas e metabdlitos estd em pleno desenvolvimento. Estas novas
tecnologias permitem caracterizar interagdes patdogeno-hospedeiro e a propria

patogenia em niveis moleculares (BHADAURIA ET AL., 2007).

O fungo filamentoso Metarhizium anisopliae €, atualmente, um dos fungos
entomopatégenos mais bem caracterizados, sendo modelo para a
compreensao das interacdes patdogeno-hospedeiro em invertebrados. Estudos
envolvendo M. anisopliae visam esclarecer o processo de infec¢do deste fungo
nos seus hospedeiros, buscando genes e proteinas essenciais nas diferentes
fases da patogenia. A via principal para o inicio da infeccdo € a degradacéo,
rompimento e penetracdo através da cuticula de um hospedeiro suscetivel.
Este processo inicia com a adesdo das particulas infectivas do fungo
(conidiosporos), sobre a cuticula destes hospedeiros. Ha uma reorganizacao
na expressao génica e uma variedade de hidrolases é secretada, bem como

ocorre a sintese de proteinas envolvidas com o remodelamento da parede



celular fungica para a formacao de estruturas especializadas que auxiliardo na

penetracdo (SHAH & PELL 2003).

Neste sentido, nosso grupo de pesquisa tem focado seus estudos em
caracterizar genes e enzimas cuja fungcdo seria crucial nos eventos da
patogenia (MORAES ET AL., 2003; DA SILVA ET AL., 2005; BARATTO ET
AL., 2006; STAATS ET AL., 2007). Uma classe de enzimas com particular
interesse é a das quitinases, uma vez que a cuticula dos artropodes é rica em
fibras de quitina embebidas em uma matriz protéica (PEDRINI ET AL., 2007).
Além disso, a propria parede do fungo possui quitina, conferindo rigidez. Desta
forma, as quitinases nao so6 teriam um papel fundamental atuando diretamente
na solubilizacdo da quitina presente no hospedeiro, mas também teriam um
papel tdo ou mais importante no processo de morfogénese, indispensavel para
a infeccdo. Portanto, estas enzimas teriam, pelo menos, duas funcdes
principais, atuando nos processos de diferenciacdo celular e na solubilizacéo
de quitina exégena com o0 objetivo de prover nutricdo a célula e permitir o

acesso do fungo a fonte nutricional representada pelo hospedeiro.

Em 25 genomas de fungos analisados foram encontradas de 10 até 25
potenciais quitinases utilizando o algoritmo de comparacdo TBLASTN. Todas
sdo representantes da familia 18 das glicosil hidrolases e podem ser
separadas, com base em sua seqiéncia de aminoacidos, em trés subgrupos
(A, B e C). Esta é uma diversidade inesperada para enzimas relativamente
simples e que tem a mesma caracteristica funcional — degradar quitina. Embora
muitas quitinases e seus genes correspondentes tenham sido estudados,
apenas apo0s as analises gendmicas ficou comprovada a complexidade deste

sistema. Ainda ndo € possivel responder se esta variedade de quitinases é



apenas redundante ou se existe uma especializacdo extrema destas enzimas

nos fungos (SEIDL 2008).

Metarhizium e outros fungos entomopatogénicos representam um modelo
importante na descricdo das funcdes celulares das diferentes quitinases. Esses
organismos, além de toda participagdo das quitinases no seu desenvolvimento
vegetativo, ainda apresentam processos importantes de diferenciagéo, quando
ocorrem grandes alteracbes na parede celular e produgcédo de quantidades
muito expressivas de quitinases extracelulares que possibilitam ou facilitam a
infeccdo de hospedeiros artrépodes. Pelo menos seis diferentes bandas de
atividade de quitinase sdo detectadas por zimogramas realizados utilizando
sobrenadantes de cultivo de M. anisopliae em condi¢ées controladas que
mimetizam o processo de infecgdo (DA SILVA ET AL., 2005). Em trabalhos
anteriores (BARATTO ET AL., 2003; BARATTO ET AL., 2006), uma quitinase
de 42 kDa foi estudada quanto a sua regulacao e a caracterizagcdo do gene que
a codifica (chi2) foi realizada. O gene possui dois introns, de 211 e 72 pb, e a
sua expressdo é regulada de acordo com a fonte de carbono disponivel.
Também foi demonstrado que este gene possui homologia com outras
quitinases de T. harzianum, um micopatégeno, que, comprovadamente, estédo
envolvidas diretamente na aquisicao de nutrientes oriundos da degradacéo da

quitina presente na parede celular de outros fungos (SEIDL ET AL., 2005;

BARATTO ET AL., 2006).

Portanto, o gene chi2 e a quitinase correspondente tornam-se alvos
interessantes para estudos mais aprofundados da sua funcéo no processo de
infeccdo de M. anisopliae. Neste trabalho, damos continuidade ao estudo das

funcdes da quitinase CHI2 descrevendo a construcdo de mutantes nocaute e



de transformantes que superexpressam o gene chi2 utilizando o sistema de
Agro-transformacéo (ATMT) estabelecido em nosso grupo (STAATS ET AL.,
2007). Caracterizamos estes mutantes quanto a sintese da quitinase CHIZ2,
avaliando a patogenicidade das linhagens construidas em bioensaios utilizando
como hospedeiro o inseto Dysdercus peruvianus e localizando in situ a proteina
CHI2 por microscopia Optica de imunofluorescéncia, auxiliando, assim, na

compreensao da funcéo da quitinase CHI2 na biologia de M. anisopliae.

A andlise do perfil transcricional do gene chi2 por RT-PCR demonstrou a
sintese de dois transcritos distintos. A comprovacdo da sintese destes
transcritos, bem como das proteinas oriundas dos transcritos, € explorada e
discutida e adiciona um nivel a mais de complexidade ao sistema de quitinases

em fungos.



2. Revisao Bibliografica

2.1. Caracterizacao do fungo M. anisopliae

Inicialmente identificado como Entomophtora anisopliae por Metchnikoff
em 1883, M. anisopliae € um fungo filamentoso que possui a capacidade de
infectar e ser letal para cerca de 300 espécies de artropodes, incluindo desde
insetos até acaros (ROBERTS & ST LEGER 2004). Além de parasitar
artropodes pragas da pecuaria e agricultura, como o carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (FRAZZON ET AL., 2000) e o gafanhoto Schistocerca
gragaria (TOUNOU ET AL., 2008), respectivamente, M. anisopliae também tem
a capacidade de controlar vetores de doencas humanas, como o transmissor
do virus da dengue Aedes aegypti (SCHOLTE ET AL., 2007), da malaria
Anopheles gambiae (SCHOLTE ET AL., 2006), da doenca de Chagas Triatoma
infestans (LUZ ET AL., 1998) e a mosca tsé-tsé Glossina sp. (KAAYA &

MUNYINYI 1995).

Devido a estas caracteristicas e a sua resisténcia a fatores ambientais,
como luz ultravioleta de diversos comprimentos de onda (BRAGA ET AL.,
2006), temperatura, uma vez que o fungo pode desenvolver-se em uma faixa
de 15 °C até 45 °C (ARRUDA 2005; LI & FENG 2009), e pH, variando de
valores de 2,0 a 8,5 (ARRUDA 2005), Metarhizium vem sendo utilizado como

agente de controle biolégico de inumeras pragas (LORD 2005).



A morfologia de conidios e da colonia de M. anisopliae é caracteristica e
permite sua identificacdo em condi¢cBes de laboratorio. A espécie M. anisopliae,
a qual inclui a linhagem selvagem utilizada neste trabalho, € filamentosa,
possuindo micélio hialino em meio de cultura especifico (Fig. 2.1 A).
Assexuadamente, produz conidios pigmentados verde escuros, fato que auxilia
na protecéo a luz UV, dispostos em coluna na extremidade dos conidioforos.
Sao cilindricos, com tamanhos que variam de 3,5 a 1,8 um de comprimento
(ALVES 1998) (Fig. 2.1 B e C). Em 2001, Liu e colaboradores isolaram a fase
teleomérfica Metacordyceps brittlebankisoides (anamorfo M. anisopliae var.
majus) (Yl LIU ET AL., 2001). Até entdo, apenas seus ciclos de reproducdo
assexuada e parassexual, por meio de heterocariose, eram conhecidos

(ARRUDA 2005).

Figura 2.1. Aspectos morfolégicos de M. anisopliae. Coldnia apés 28 dias de
crescimento em meio artificial a 28 °C. A Micélio branco pode ser
observado no bordo da colénia. Em B, formac¢éo de conidiéforos. Em C,
producdo de esporos. A montagem € de autoria de C. C. Staats
(STAATS, 2007). As imagens de MEV sdo de autoria de W. Arruda
(ARRUDA ET AL., 2005).



Quanto a sua classificacdo, o género Metarhizium esta inserido dentro do
dominio Eukarya, supergrupo Unikonta, grupo Opisthokonta, subgrupo Fungi
superfilo Dikarya, filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem
Hypocreales, familia Claviceptaceae. Em 2001, Metarhizium foi reclassificado e
pertence ao filo Ascomycota, quando Liu e colaboradores isolaram sua fase
teleomorfica, M. brittlebankisoides (Liu) Sung, cujo anamorfo € a espécie M.
anisopliae var. majus (Yl LIU ET AL., 2001). Além deste, outros trés
teleomorfos foram identificados, Metacordyceps campsosterni (Liang) Sung
(SUNG ET AL., 2007), Metacordyceps taii (Zhang) Sung (SUNG ET AL., 2007),
cujo correspondente anamorfo é a espécie M. anisopliae var. anisopliae. Um
novo teleomorfo foi recentemente identificado, Metacordyceps chonggingensis
(YANG ET AL., 2009). Ainda, mais recentemente, foi proposta uma nova
classificacdo das espécies pertencentes ao género Metarhizium. A nova
classificacdo eleva as variedades acridum e majus a espécies, sugere sies
novas espécies (Metarhizium brunneum, Metarhizium blobosum, Metarhizium
guizhouense, Metarhizium lepidotae, Metarhizium pingshaense e Metarhizium
robersii) e reclassifica Metarhizium taii como pertencente a Metarhizium
guizhouense. A Tabela 1 mostra as espécies e variedades pertencentes ao

género Metarhizium.



Tabela 1. Espécies e variedades pertencentes ao género Metarhizium.

Espécies

Variedades

Referéncias

Metarhizium album

Metarhizium anisopliae

Metarhizium flavoviride

Metarhizium taii

Metarhizium acridum

Metarhizium anisopliae

Metarhizium brunneum

Metarhizium blobosum

Metarhizium guizhouense

(M. taii)

Metarhizium lepidotae

Metarhizium majus

Metarhizium pingshaense

Metarhizium robertsii

acridum, anisopliae,
dcjhyium, lepidotum,
majus

flavoviride, minus,
novazelandicum,
pemphigum, Tipo E

chonggingensis

DRIVER ET AL., 2000

DRIVER ET AL., 2000;
DONG ET AL., 2007

DRIVER ET AL., 2000

YANG ET AL., 2009

BISCHOFF et al., 2009




2.2. O processo de infec¢do de M. anisopliae

O ciclo de infeccdo de M. anisopliae é bem descrito. Diferentemente de
outros entomopatégenos, como virus e bactérias, que necessitam ser ingeridos
pelos hospedeiros para que o patdgeno possa estabelecer a infeccdo, os
fungos entomopatogénicos penetram ativamente através da cuticula de seus
hospedeiros artropodes (CLARKSON & CHARNLEY 1996). O ciclo de infeccao
inicia com a deposicdo dos conidios sobre a cuticula de um hospedeiro
suscetivel; secrecdo de mucilagens para adesdo (adesinas); germinacao;
modificacdo da extremidade distal da hifa em apressorio; penetracdo da hifa
por pressdo de turgor, auxiliada pela secrecdo de enzimas hidroliticas;
colonizacdo do hospedeiro; extrusdao de hifas; e reproducdo do fungo,
formando novos propéagulos infectivos (ARRUDA ET AL., 2005; SEXTON &

HOWLETT 2006) (Fig. 2.2).

Analisando o habitat de Metarhizium podemos inferir sobre como o fungo
se mantém na natureza. De acordo com St Leger e colaboradores (2008),
baseado em trabalhos anteriores (HU & ST LEGER 2002), a rizosfera é o local
preferencial de desenvolvimento vegetativo de Metarhizium. Isto permite
Metarhizium manter-se no ambiente mesmo em periodos nos quais ndo ocorra
a infeccdo de hospedeiros (ST LEGER 2008). Neste ambiente, o fungo

encontra nutricdo e ficaria menos exposto a luz UV.
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Figura 2.2: Ciclo de infec¢cdo de M. anisopliae sobre Rhipicephalus (Boophilus)

microplus. Imagens obtidas por Microscopia Eletrébnica de Varredura
(MEV; ARRUDA ET AL., 2005) demonstrando as fases da infec¢do de M.
anisopliae em seus hospedeiros: deposicdo e adesdo de conidios,
germinacdo, diferenciacdo da hifa em apressério, penetracéo,
colonizacdo, extrusdo de hifas, reprodugcdo assexuada do fungo e

producédo de novos propagulos.

A deposicdo dos conidios sobre os artropodes ocorre ao acaso no
ambiente natural. Porém, apenas a combinacdo de hospedeiros suscetiveis e
propagulos viaveis é que desencadeia 0 processo de infec¢do. A estrutura e a
composicao quimica da superficie da cuticula do hospedeiro sao fatores-chave
para a adesédo do conidio. Contudo, a sequéncia de eventos que culmina com a
penetracdo do fungo depende essencialmente de sinais quimicos apropriados

(PEDRINI ET AL., 2007). Uma vez reconhecidos estes sinais por hidrofobinas,
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proteinas hidrofobicas presentes na superficie dos esporos (BIDOCHKA ET
AL., 2001; FANG ET AL., 2007), o processo de penetracdo € iniciado. A
cuticula do inseto constitui uma barreira a ser transposta. E formada de trés
camadas basicas: epicuticula, procuticula e a epiderme (JUAREZ &
FERNANDEZ 2007). Logo que h&a o reconhecimento da superficie pelo fungo,
ocorre a secrecao de uma substancia micilaginosa cuja principal funcéo seria
auxiliar na adesao do conidio (ZACHARUK 1971), posteriormente identificada
como secracdo de proteinas chamadas adesinas. Nesta fase, a producéo
destas proteinas do tipo MAD1 também é essencial para a adeséo, uma vez
gue mutantes nulos para o gene madl, que codifica adesinas, sdo incapazes
de realizar a aderéncia a superficie de hospedeiros, além de terem a
germinacao retardada e nao formarem blastosporos (WANG & ST LEGER

2007b).

Como a superficie da epicuticula € composta primariamente de lipidios e
ceras, ela torna-se extremamente recalcitrante a danos fisicos e impede o
acesso de hidrolases a cuticula propriamente dita (HADLEY 1981). A secrec¢ao
de lipases foi demonstrada em Metarhizium em condigbes que simulam a
infeccdo dos hospedeiros (SILVA ET AL., 2004) e é possivel que estas
enzimas rompam a camada hidrofobica de ceras e permitam o acesso de
outras hidrolases diretamente sobre a matriz composta por quitina e proteinas
da procuticula. Dentro deste panorama, podemos dividir a fase de adesdo em
trés etapas: (1) adsorcdo dos propagulos do fungo na superficie cuticular; (2)
adesdo de conidios pré-germinantes na epicuticula e (3) germinagédo do fungo
e desenvolvimento sobre a cuticula, até a formacdo de apressorio para o inicio

da fase de penetragao.
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A diferenciacéo das hifas, em sua porcao distal, em apressorio € uma das
alteracbes morfoldgicas cruciais e mais caracteristicas do inicio da penetracéo
de Metarhizium em seus hospedeiros. Nesta fase, ha a expressdo aumentada
do gene mpll, responsavel pela sintese de perilipinas. As perilipinas séo
proteinas que se associam as goticulas de lipideos de carga neutra, ocluindo-
as e impedindo sua degradacao por lipases. Desta forma, ha acumulo de
lipideos na célula. Mutantes nulos para este gene tém diminuicdo na formacao
de apressorio e da patogenicidade, pois a reducédo de lipideos acumulados
dentro da célula causa a perda da retencdo de solutos na célula, diminuindo
consideravelmente a pressdo osmoética intracelular, ou pressdo de turgor
(WANG & ST LEGER 2007a). A enzima proteina cinase A (PKA), que atua em
inUmeros processos celulares, também pode estar envolvida na formacdo do
apressorio, uma vez que mutantes nulos para o gene MaPKAl (AMaPKA1)
mostraram retardo na formacdo desta estrutura e os apressorios formados
eram defectivos em relagdo a manutencdo da adesdo dos conidios e
penetracdo das cuticulas. Além disso, a interrupcdo deste gene levou a
regulacdo negativa de 244 genes relacionados a degradacdo da cuticula,
manutencdo de pH, regulacdo de ciclo celular, entre outros, e a regulacao
positiva de uma protease (gene priD; FANG ET AL., 2009). E provavel que a
falta desta enzima cause a diminuicdo da pressao de turgor, como ocorre em
Magnaporthe grisea (XU & HAMER 1996), e afete negativamente a expressao
de tetraspaninas, proteinas que contem quatro dominios transmembrana e
provavelmente responsaveis pelo reconhecimento de sinais extracelulares,
essenciais para a formacdo do grampo de penetracdo em M. grisea

(CLERGEOT ET AL., 2001). Outro fator, a concentracdo de acucares, auxilia o
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apressorio aumentando a pressdo de turgor. Esta pressdo exerce forca
mecanica sobre a cuticula, podendo chegar a 10 MPa (FANG ET AL., 2009), e

pressiona a cuticula no sentido da penetracéao do fungo.

Considerando a fase de adesdo fundamental para o sucesso da
patogenia, e levando em consideracdo a possibilidade de uso de Metarhizium
em programas de controle bioldgico, € importante avaliar a especificidade de
Metarhizium em causar patogenia em diferentes artropodes. De acordo com
Wang & Leger (2005a,b), € altamente improvavel haver a secrecdo de um
anico sinal quimico ao qual todas as variedades de Metarhizium responderiam.
A linhagem ARSEF 324, por exemplo, é especifica para o gafanhoto S.
gregaria e nao inicia o processo de infeccdo em qualquer outro hospedeiro
testado. Fracdes de diferentes grupos de moléculas, extraidas da cuticula de S.
gragaria com diferentes solventes organicos, tém efeitos distintos na formagéao
de apressorio e de grampo de penetracdo nesta linhagem. Isto sugere que na
cuticula dos hospedeiros apenas algumas moléculas sdo capazes de ser
reconhecidas pelo fungo e, assim, desencadear o processo de infeccao

(WANG & ST LEGER 2005a).

Contrariamente, outras linhagens tendem a ser mais generalistas e
infectam varias espécies de artrépodes, com diferentes niveis de
patogenicidade (FRAZZON ET AL., 2000; DE MELO ET AL., 2008; JIN ET AL.,
2008; MAKETON ET AL., 2008; TAVASSOLI ET AL., 2008). Isso se deve as
diferencas genéticas entre os isolados. Recentemente, uma analise da
expressdo génica entre linhagens de M. anisopliae var. anisopliae e M.
anisopliae var. acridum que sdo generalistas ou especialistas em relacdo a

infeccdo de hospedeiros artropodes mostraram diferencas importantes na
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sequéncia de alguns genes ou mesmo sua auséncia. O gene da endoquitinase
CHI2 (alvo de estudo desta Tese), por exemplo, € ausente na linhagem
especializada Ma443 e presente na linhagem generalista Ma2575 (WANG ET
AL., 2009). Estes resultados sugerem que a presenca ou auséncia de
determinados genes reduzem ou impedem a capacidade do fungo em infectar

certos hospedeiros.

Em um trabalho cujo gene cag8, responsavel pelo controle da expressao
da proteina sinalizadora G (Regulators of the G protein signalling — RGS), foi
deletado, observou-se o crescimento reduzido e hifas aéreas sem conidiacéo,
além da interrupcdo da sintese de hidrofobinas. Neste estudo, os mutantes
Acag8 mostraram patogenicidade similar a linhagem selvagem, pois, uma vez
dispersos na hemolinfa, os blastosporos injetados artificialmente sdo capazes
de causar a mortalidade dos hospedeiros de forma semelhante a linhagem
selvagem (FANG ET AL., 2007). Portanto, conidios viaveis sdo essenciais para

a infeccdo em ambientes naturais.

A proxima fase no processo de infeccdo de Metarhizium envolve a
penetracdo, quando o fungo rompe a cuticula e atinge a hemocele e se
diferencia em blastosporos. Nesta fase ocorre a secre¢do de hidrolases como
quitinases e proteases, uma vez que a procuticula € rica em quitina embebida
em uma matriz de proteinas, e a degradacdo destes componentes nutre a
célula enquanto a infeccdo desenvolve-se (ST LEGER ET AL., 1996a; ST
LEGER ET AL., 1996¢; GILLESPIE ET AL., 1998). A presuncéo dos substratos
apresentados ao fungo direcionou muitos dos estudos buscando descrever a

infeccdo de Metarhizium em niveis moleculares. Quitinases e proteases
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secretadas pelo fungo em diferentes meios que mimetizam condicfes propicias
a patogenia foram alguns dos primeiros alvos destes estudos. Varias enzimas
extracelulares responsaveis por degradar a cuticula foram identificadas em
fungos entomopatogénicos (ST LEGER ET AL., 1987a; TIAGO ET AL., 2002),

e sua inducdo em meios contendo cuticula foi estudada.

Enzimas proteoliticas sdo detectadas em géis de atividade quando se
utiliza sobrenadantes de meios mimetizando a infeccdo em aproximadamente
24 h de cultivo (ST LEGER ET AL., 1987b; ST LEGER ET AL., 1987c), sendo
descritas em Metarhizium pelo menos 14 isoformas de diversas classes de
proteases, com diferentes pls (ST LEGER ET AL., 1987b). As proteases do tipo
subtilisina sdo as mais abundantes, com pelo menos 11 genes descritos
(BAGGA ET AL., 2004). Nosso grupo vem estudando proteases e construiu
uma linhagem superexpressando uma protease do tipo subtilisina, PR1A,
apresentou um aumento na patogenicidade contra lagarta da soja Anticarsia
gemmatalis. Entretanto, o0 mesmo nao foi observado quando o hospedeiro
desafiado foi o carrapato do gado R. (Boophilus) microplus (FRANCESCHINI
2005), sugerindo que, pelo menos em termos de proteases, diferentes
hospedeiros tém diferentes suscetibilidades. Provavelmente essas diferentes
proteases evoluiram de forma a tornar o fungo capaz de infectar varios
hospedeiros diferentes, em termos da composicdo da sua cuticula. Outro
trabalho relatou a ndo alteracdo da patogenicidade frente a estagios imaturos
de Galleria mellonella de uma linhagem apresentado delecdo espontanea de
um cromossomo contendo o ortélogo do gene prlA quando comparada a
linhagem contendo tal cromossomo. Porém, na linhagem deletada, houve

diminuicdo da viruléncia quando os hospedeiros foram larvas de Tenebrio



16

molitor (WANG ET AL., 2002). Da mesma forma foi demonstrado que a
superexpressao de PR1A provocou um aumento na viruléncia frente a lagarta

Manduca sexta (ST LEGER ET AL., 1996b).

De acordo com Leger e colaboradores (1996c¢), as proteases sao
sintetizadas e secretadas antes que as quitinases em uma escala temporal do
processo de infeccéo. Este fato provavelmente se deve a estrutura da cuticula,
onde as fibras de quitina servem de ancoradouro para a matriz protéica e,
portanto, oclusa por ela, impedindo o acesso imediato das quitinases, fazendo
com que o fungo tenha evoluido para secretar hidrolases de forma coordenada
(ST LEGER ET AL., 1996c; PEDRINI ET AL., 2007). Porém, a malha de quitina
constitui uma camada que deve ser transpassada para 0 sucesso da infeccéo
e, portanto, as quitinases constituem-se em francos candidatos a hidrolases

essenciais ao processo de infeccéo.

Trabalhos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa mostram que a
quitinase CHIT30, codificada pelo gene chi3, é altamente expressa por
Metarhizium quando em processo de infeccdo do carrapato R. (Boophilus)
microplus em ensaios de imunohistoquimica (DA SILVA ET AL., 2005). Staats
(2007) realizou a construcdo de um mutante nulo para o gene chi3, cuja
patogenicidade foi reduzida contra o inseto manchador do algodédo D.
peruvianus, além de apresentar deficiéncia de crescimento em condi¢cbes de
estresse térmico. Contudo, a superexpressdo de chi3 ndo produziu mutantes
viaveis. De fato, quitinases também s&o importantes para 0S processos
morfolégicos do fungo e a ndo expressdo de uma determinada quitinase pode
prejudicar a degradacdo e posterior re-sintese das fibras de quitina da

extremidade distal das hifas, alterando o0 seu desenvolvimento. A
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superexpressao pode acarretar um possivel acimulo de quitinase na regiao do
Spitzenkdrper e evitar a sintese de novas fibras da parede celular, impedindo o
enrijecimento da célula e, consequentemente, causando o rompimento da
célula devido a pressdo osmoética do meio externo (STEINBERG 2007). Em
contrapartida, a superexpressdo de uma quitinase de 42 kDa, CHIT42,
produziu mutantes viaveis, mas ndo alterou a viruléncia contra lagartas de M.

sexta (SCREEN ET AL., 2001).

Tendo em vista a identificacdo de genes envolvidos em outras rotas
importantes para a infeccdo, mas que ndo necessariamente codifiqguem
enzimas hidroliticas, como proteinas de adesao e proteinas detoxificantes de
ERO, estudos empregando andlise de diferenca representacional
(Representational Difference Analysis — RDA) e andlises de microarranjos de
DNA abriram novas perspectivas no estudo deste processo (FREIMOSER ET

AL., 2003; DUTRA ET AL., 2004; WANG ET AL., 2005b).

Freimoser e colaboradores (2003), utilizando bibliotecas de etiquetas de
sequéncias expressas (Expressed Sequence Tags — EST) obtidas em
condi¢bes de infeccdo, identificaram uma série de proteinas secretadas que
teriam funcao direta na disrupcdo da cuticula de hospedeiros, como proteases
do tipo tripsina (tryl e try2), proteases do tipo subtilisina (prlA e prld) e
quitinases (chil, chi2 e chi3), provavelmente envolvidas com a nutricdo do
fungo durante a infeccdo. Também foram identificados genes envolvidos com a
modificacdo da parede celular, na morfogénese, e com a protecdo de conidios

contra defesas do hospedeiro, entre outros.
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Dutra e colaboradores (2004), subtraindo cDNA sintetizado a partir de
MRNA extraido de Metarhizium cultivado em condi¢cdes de infec¢cdo contra
cDNA sintetizado a partir de mRNA extraido a partir de cultivos contendo
glicose, identificaram genes de proteinas envolvidas em metabolismo de
compostos complexos de carboidratos (a-1,3-exoglicanase), metabolismo
energético (gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase), protedlise (PR1C
subtilisina), proteina estrutural de membrana (PTH11), de resposta a estresse
(flavohemoglobina e proteina de choque térmico), entre outros. Tal técnica
permitiu avaliar, pela diferenca de expressdo génica dentre as condi¢des,

genes com niveis de expressdo mais elevados em condi¢des de infeccao.

A tecnologia de microarranjos de DNA (BROWN & BOTSTEIN 1999)
possibilitou decifrar a programacéao transcricional de organismos estudando a
expressdo génica global e, posteriormente, validando e estudando
individualmente cada gene. Wang e colaboradores (2005b) utilizando
microarranjos de DNA hibridizados com RNA obtido a partir de cultivos de
Metarhizium contendo cuticulas de lagartas de M. sexta, revelaram diversos
genes envolvidos com a degradacdo de componentes da cuticula, como
quitinases, proteases e glicanases, bem como genes envolvidos com resposta

ao estresse, sinalizacdo celular, entre outros.

Apoés a penetracdo através da cuticula, as hifas atingem a hemocele e
inicia-se o0 processo de diferenciacdo a blastosporos. Estes sdo propagulos
originados a partir do brotamento da extremidade distal da hifa, cuja forma
esférica em comparacdo a hifa permite uma rapida disseminacéo pelo sistema

circulatério do hospedeiro, o que leva a disseminacdo da infeccdo. Também
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nesta fase, o gene madl, que codifica adesinas, tem papel importante, pois 0s
mutantes nulos para este gene ndao formam blastosporos, uma vez que foram
observadas alteragcbes na citocinese e desorganizacdo do citoesqueleto
(WANG & ST LEGER 2007b), constituindo-se em um gene essencial para que

a patogénese ocorra.

Genes de resposta a espécies reativas de oxigénio (ERO) também sao
ativados durante o processo de infeccdo de Metarhizium. Isso se deve a dois
fatores principais: (i) a producado de ERO constitui-se em uma das defesas dos
hospedeiros contra a infeccdo de patdgenos e (ii) pela alta taxa metabolica do
fungo, uma vez que o conidio, antes em condi¢cdes de metabolismo minimo,
passa a receber uma grande oferta de substrato e tem sua taxa metabdlica
aumentada, o que gera grandes quantidades de ERO. Portanto, supbe-se que
o fungo necessite de um sistema de detoxificacdo destes ERO. Nosso grupo
identificou e isolou seqiiéncias de DNA de duas superoxido dismutases (SOD),
sendo uma Manganés SOD (MnSOD) e outra Ferro SOD (FeSOD), e
identificou a atividade destas enzimas em extratos de M. anisopliae por
zimogramas. E provavel que estas enzimas protejam as células de danos
provocados por oxi-radicais produzidos pelos processos de infeccdo pelo
aumento do metabolismo quando em contato com os nutrientes do hospedeiro
(PINTO JR. 1994; PINTO JR. 1998). Genes de enzimas de detoxificacdo de
ERO também foram identificados como diferencialmente expressos em ensaios
de microarranjo de DNA contendo sequéncias isoladas a partir de Metarhizium
cultivado em presenca da cuticula de hospedeiros (WANG ET AL., 2005b).

Nesta fase, ocorre a producdo e a secrecao de toxinas do tipo

destruxinas, que sdo peptideos ciclicos (hexadepsipeptideos) originados no



20

metabolismo secundario, compostos por acido a-hidréxi e cinco residuos de
aminoacidos (PEDRAS ET AL., 2002). Estas moléculas parecem ser
importantes para que a imunidade inata do inseto seja debilitada (PAL ET AL.,
2007). Além disso, as destruxinas causam colapso do sistema muscular,
blogueiam a atuagédo dos hemacitos e tubulos de Malpighi (BIDOCHKA ET AL.,
1997; KERSHAW ET AL., 1999). Essas atividades impedem que o hospedeiro

alimente-se e diminuem a sua mobilidade.

Estudos mostram que insetos infectados tendem a mudar seu padrao
comportamental, procurando locais com temperaturas mais elevadas,
provocando uma “febre” comportamental que impediria a patogénese por inibir
o desenvolvimento do patégeno em temperaturas mais elevadas (ELLIOT ET
AL., 2002). Portanto, a acdo de destruxinas seria importante também para a
manutencdo das condicbes ideais de patogenia, impedindo este
comportamento pela diminuicho da mobilidade. De fato, linhagens que
produzem destruxinas em maior quantidade tendem a ser mais virulentas
(SREE ET AL., 2008). A alimentacéo artificial contendo destruxinas causou a

mortalidade de lagartas de Spodoptera litura (SREE ET AL., 2008).

Ainda, considerando o sistema imune dos artrépodes como barreira a
infeccdo, conidios e blastosporos de Metarhizium sao recobertos por uma
classe de colageno, sintetizado pelo gene Mcll, que ajuda na evasdo do
atague por hemdcitos. Mutantes nulos para Mcll tém a patogenicidade
diminuida quando comparada a linhagem selvagem (WANG & ST LEGER
2006). Considerando a hemocele, o silenciamento do gene mosl, um
osmosensor responsavel pela resisténcia de M. anisopliae a ambientes com

grande osmolaridade como a hemolinfa, gerou linhagens com menor tolerancia
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a pressdo osmatica, deficiéncia na sintese de parede celular, germinacéo

alterada dos conidios e apressorio defectivo (WANG ET AL., 2008).

Metarhizium secreta grandes quantidades de trealase acida na hemolinfa
dos insetos, tratando-se, provavelmente, de uma adaptacdo do fungo em
relacdo ao hospedeiro, uma vez que a trealose é o acucar mais abundante
(90%) na hemolinfa do inseto. Em condi¢bes in vitro, pode-se observar o
desenvolvimento de Metarhizium em meios contendo trealose como unica fonte
de carbono e é provavel que o fungo secrete trealase para que possa utilizar a
trealose presente na hemolinfa do hospedeiro. A trealase tem a capacidade de
clivar a trealose (formada por dois residuos de a-glicose) e disponibilizar
glicose para a nutricdo do fungo. A deplecao da trealose na hemolinfa pode ser
danosa ao inseto, uma vez que representa fonte energética e regula a presséo
osmoética. Dessa forma, a secrecdo de trealase depletaria 0 sistema
hemolinfatico de trealose, liberando glicose, entdo utilizada como fonte
nutricional para a célula fiangica em desenvolvimento. De fato, ha a expressao
aumentada do gene ntl-1 de uma trealase, bem como ha a deteccdo de
trealase na hemolinfa de gafanhotos da espécie Locusta migratéria manilensis

quando infectados por Metarhizium (ZHAO ET AL., 2006).

Quando os nutrientes do hospedeiro sdo exauridos, o fungo produz hifas
a partir dos blastosporos e inicia-se o processo de extrusdo de hifas, no sentido
contrario ao da infeccdo. Nesta fase, a protease do tipo subtilisina PR1 é
superexpressa e facilita a extrusdo através da cuticula, permitindo a emerséo

do fungo (mumificacdo) e a producédo de conidios na superficie do hospedeiro,
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podendo manter-se na rizosfera ou infectar novos hospedeiros (SMALL &

BIDOCHKA 2005).

2.3. Quitinases em fungos

A quitina faz parte da cuticula dos artropodes e é uma barreira muito
importante na defesa contra a infeccdo de virus e bactérias. Esta presente
desde fungos até moluscos e artropodes em geral, e confere rigidez as
estruturas que compde (CABIB 1987; BERNARD & LATGE 2001; ADAMS
2004). E o segundo polissacarideo mais pervasivo na natureza, precedida
somente pela celulose. A quitina € um homopolimero de subunidades N-acetil-
D-glicosamina (GIcNAc) unidas por ligagdes p-1,4 (Fig. 2.3). Na natureza, duas
maiores classes de quitina sdo encontradas, denominadas quitina o e 3, de
acordo com o rearranjo antiparalelo ou paralelo das cadeias de GIcNAc,

respectivamente (SEIDL 2008).

As quitinases sdo enzimas que degradam a quitina por hidrélise das
ligacdes B-1,4, liberando oligdbmeros, como a quitobiose, que posteriormente
sdo degradados por acetilglicosaminidases a monémeros de GIcNAc. Estas
moléculas podem ser utilizadas como fonte nutricional, quando, no interior da
célula, sdo metabolizadas pelas quitinases, transformando-as em moléculas de
N-acetil-D-glicosamina-6-fosfato. GIcCNAc-6-P perde o radical acetil pela acdo

de deacetilases produzindo Glicosamina-6-P.
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Figura 2.3: Molécula de quitina. A. Estrutura quimica da quitina. O quadrado cinza
indica uma subunidade de N-acetil-D-glicosamina. B. Rearranjos das
cadeias de quitina. Adaptado de SEIDL 2008.

A molécula Glicosamina-6-P é deaminada, formando Frutose-6-P, que
pode entrar diretamente na via glicolitica (BISWAS ET AL., 1979; SINGH &
DATTA 1979a; SINGH & DATTA 1979c; SINGH & DATTA 1979b). A utilizacao
de GIcNAc como unica fonte de carbono e nitrogénio € tdo efetiva quanto a de
glicose em Candida albicans, uma vez que GIcNAc é altamente soluvel e é
rapidamente incorporada pela célula (BHATTACHARYA ET AL., 1974a;

BHATTACHARYA ET AL., 1974b). Monémeros de GIcNAc também podem ser
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utilizados diretamente na formacédo de fibras de quitina no caso dos fungos
(SINGH & DATTA 1979a).

As quitinases ocorrem em uma ampla gama de organismos, incluindo
virus, bactérias, fungos, insetos, plantas, animais e humanos (DUO-CHUAN
2006; BHATTACHARYA ET AL., 2007; YANG ET AL., 2007). Seu papel em
cada organismo é peculiar. No caso dos fungos, acredita-se que estas enzimas
tenham papel na autolise, na nutricdo e na morfogénese, além de poderem
fazer parte dos processos de infeccdo em fungos entomo e micopatogénicos

(ADAMS 2004; DUO-CHUAN 2006).

As quitinases podem ser classificadas em duas classes de acordo com a
posicdo do ataque hidrolitico a quitina: endoquitinases (EC 3.2.1.14), que
clivam a molécula aleatoriamente nos sitios internos gerando multimeros
soluveis de GIcNAc, como quitotetraose, quitotriose e diacetilquitobiose; e
exoquitinases, que ainda sao divididas em quitobiosidades (EC 3.2.1.29), que
catalisam a liberacdo gradual apenas de diacetilquitobiose a partir da
extremidade n&o redutora das cadeias de quitina, e (-1,4-N-
acetilglicosaminidadases (EC 3.2.1.30), que liberam mondémeros de GIcNAc a
partir de diacilquitobiose ou de polimeros maiores, como quitotriose e

quitotetraose (DUO-CHUAN 2006).

Dentro do subgrupo Fungi, as quitinases estdo amplamente distribuidas e
desempenham diversas funcfes. Sao classificadas como glicosil hidrolases e,
de acordo com este sistema de classificacdo baseado na similaridade da
sequéncia de aminoacidos presentes nos dominios cataliticos, as quitinases

foram distribuidas em trés familias: 18, 19 e 20 (HENRISSAT 1999). A familia
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18 engloba as quitinases encontradas em bactérias, fungos, leveduras, virus,
plantas e animais, sendo a mais variada em termos evolutivos. A familia 19
ocorre quase exclusivamente em plantas. As quitinases destas duas familias
nao apresentam similaridade de aminoacidos entre si e tém estruturas
tridimensionais e mecanismos moleculares de acdo completamente distintos,
sugerindo um ancestral comum diferente. A familia 20 € constituida por B-N-
acetilglicosaminidases de bactérias, fungos e humanos (DUO-CHUAN 2006).

Porém, a presenca da familia 20 em fungos ainda é controversa (SEIDL 2008).

As quitinases de fungos pertencem a familia 18 dentro da superfamilia de
glicosil hidrolases (SEIDL 2008). Uma de suas caracteristicas € a sua estrutura
multi-dominios. Tipicamente, cinco dominios comp8em as quitinases
classificadas dentro desta familia. A Fig. 2.4 mostra esquematicamente estes
dominios: (i) a regido N-terminal contendo peptideo sinal (verde); (ii) o dominio
catalitico (vermelho); (iii) a regido rica em serina/treonina (cinza); (iv) a regido
de ligacdo a quitina (azul); (v) a regido C-terminal extensa (laranja) e (vi) regido

de ligacao a celulose (amarelo) (KURANDA & ROBBINS 1991).

Um peptideo sinal precede a regido N-terminal da quitinase madura.
Presumidamente, este peptideo sinal medeia a secrecdo de enzimas e €
clivada por sinal-peptidases tdo logo a enzima é transportada através da
membrana. Quitinases sem peptideo sinal sdo caracteristicamente
intracelulares e participam de eventos de morfogénese (TAKAYA ET AL.,

1998b; SEIDL ET AL., 2005).
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Figura 2.4: Estrutura da familia 18 de quitinases fangicas. A. endoquitinase de
Saccharomyces cerevisiae (CTS1); B. quitinase de Rhizopus oligosporus
(CHI1); C. quitinase de T. harzianum (CHIT33); D. endoquitinase de M.
anisopliae (CHI2). 1 — regido do peptideo sinal (verde); 2 — dominio
catalitico (vermelho); 3 — regido rica em serina/treonina (cinza); 4 — regido
de ligacdo a quitina (azul); 5 — C-terminal extenso (laranja); 6 — regido de
ligagdo a celulose (amarelo). Barra representa 40 residuos de
aminoacidos. Adaptado de DUO-CHUAN 2006 (CTS1, CHI1 e CHIT33) e
BARATTO, BOLDO ET AL. 2006 (CHI2).

O sitio catalitico das quitinases fungicas, responsaveis pela hidrélise do
substrato, compreende cerca da metade da regido N-terminal da enzima.
Alinhamentos de sequéncias de quitinases da familia 18 revelam duas regides
altamente conservadas dentro da regido catalitica, SXGG e DxxDxD(E) (Fig.
2.5), correspondendo a regido de ligacdo ao substrato (ChBD) e ao dominio
catalitico, respectivamente. Ha, ainda, em algumas quitinases, regides ricas em

serina/treonina e regides de ligacdes a quitina, muito semelhantes a regides de
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ligacdo a celulose, além daquela localizada na regido N-terminal (DUO-CHUAN

2006).
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Fig. 2.5: Filogenia de alguns representantes de quitinases fungiacas. A.
Alinhamento da regido catalitica. (1) Consenso SxGG; (2) Consenso
DxxDxD(E). B. Separacdo das quitinases analisadas nos subgrupos

A, B e C. Valor de Bootstrap: 10.000.

7z

A regido rica em serina/treonina € normalmente glicosilada pos-
traducionalmente para gerar a proteina madura. A glicosilagdo seria necesséria
para a secrecdo e manutencdo da estabilidade. Acredita-se que algumas
quitinases fiquem ancoradas na parede celular por esta regido de ligacdo a
quitina distante do centro catalitico ou que o substrato, quando ligado a esta
regido, faz com que a enzima mude sua conformacédo e conduza o substrato a
outra regido de ligagcdo, ficando livre para receber uma nova molécula
(KURANDA & ROBBINS 1991). Estas regifes secundarias de ligacao a quitina
sdo altamente similares a regides de ligacdo a celulose (CBD) devido a

presenca de aminoacidos arométicos. Também ha relatos de uma quitinase de



28

Aspergillus nidulans (ChiA), pertencente a familia 18, que ficaria ancorada ao
GPI nas extremidades de crescimento polarizado (YAMAZAKI ET AL., 2008).
Contudo, ha quitinases que ndo possuem regido de ligacdo a quitina, mas
possuem condi¢cdes de clivar moléculas de quitina (DUO-CHUAN 2006).
Porém, ensaios adicionando sitios de ligacdo a quitina a estas quitinases
aumentaram sua capacidade de ligacdo e clivagem de quitina (LIMON ET AL.,

2001).

Até o presente, apenas a estrutura cristalografica de quatro quitinases de
fungos estdo disponiveis. Foram relatadas as estruturas tridimensionais da
quitinase CiX1 de Coccidioides immitis (HOLLIS ET AL., 2000), ChiB1 de A.
fumigatus (RAO ET AL., 2005), ScCTS1 de S. cerevisiae (HURTADO-
GUERRERO & VAN AALTEN 2007) e ChitinaseA de Serratia marcescens
(ZEES ET AL., 2009). O sitio ativo de CiX1 é conservado e o residuo E171 é,
provavelmente, o residuo catalitico, uma vez que mutagénese sitio dirigida de
E171 eliminou qualquer atividade de quitinase. A estrutura tridimensional das
quitinases fungicas consiste em forma de barril com oito a-hélices e oito folhas
B-pregueadas em paralelo, formando o centro do barril, em alternéancia (Fig.
2.6). A estrutura possui um canal, ou cavidade, considerado o sitio ativo, o qual

liga unidades de quitina, que €, entdo, clivada (DROUILLARD ET AL., 1997).

Com base na estrutura e na sequiéncia de aminoacidos, as quitinases
sdo, ainda, divididas em diferentes subfamilias, classes ou grupos. Enquanto
as quitinases bacterianas e vegetais tém diferencas marcantes entre si, elas
sdo claramente dividas em distintas classes, ao passo que quitinases de

fungos tém sua divisdo contraditoria. Dentro da familia 18, duas classes
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distintas podem ser identificadas de acordo com a sua similaridade entre
quitinases de plantas ou bacterianas. Estas classes sdo chamadas classes
fungica/bacteriana (classe V) ou fungica/vegetal (casse Ill) (DUO-CHUAN
2006). Recentemente, de acordo com analises filogenéticas, foi sugerido que
as quitinases da familia 18 podem ser subdividas em trés grupos: grupos A e B
(correspondentes as classes V e lll de quitinases vegetais, respectivamente), e

um novo grupo, C.
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Figura 2.6: Cristalografia de quitinases de fungos da familia 18. Quitinases CiX1
de C. immitis; AfChiB de A. fumigatus; CST1 de S. cerevisiae e
ChitinaseA de S. marcescens. Modificado de HOLLIS (2000); RAO
(2005); HURTADO & VAN-AALTEN (2007) e ZEES (2009). Setas

evidenciam a cavidade que compde o centro catalitico.
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As quitinases pertencentes ao subgrupo A (antiga classe V) contém o
diminio catalitico de quitina, mas n&do possui dominio de ligacéo a carboidratos,
incluindo a quitina, e possuem massa molecular que varia entre 40 e 50 kDa. A
maioria destas quitinases possui peptideo-sinal de exportacao na regidao amino-
terminal, com algumas excecdes cuja localizacdo € intracelular. Credita-se a
este subgrupo a funcdo de morfogénese, sem envolvimento com a aquisi¢cado
de nutrientes pela degradacéo de quitinase exégena. Quitinases do subgrupo B
(antiga classe lll) também possuem paptideo-sinal de exportacdo na regido
amino-terminal e variam grandemente em massa molecular, com
representantes de 30 a 90 kDa. Quitinases de menor massa deste subgrupo
possuem dominio de ligacdo a celulose, 0 qual possui um espectro maior de
ligacdo e pode ligar outros polissacarideos, como a quitina. Quitinases com
maior massa também pertencentes a este subgrupo normalmente possuem
dominios ricos em serina e treonina e/ou sinal de ancoramento por GPI, de
forma que quitinases maduras ficariam ligadas & membra ou parede celulares.
O subgrupo B seria o respoensavel pela degradacao da quitina exdgena a fim
de suprir requerimentos nutricionais ao fungo. O subgrupo C de quitinases € o
mais recentemente descrito e ndo possui fun¢éo defnida. E o subgrupo com os
representantes de maior massa, variando entre 140 e 170 kDa. Possuem
peptideo-sinal em sua regido amino-terminal e outras caracteristicas nédo
encontradas em outros subgrupos de quitinases, como dominios de ligagcéo a
peptideoglicana que também pode ser ligada a quitina (SEIDL 2005; SEIDL

2008; KARLSSON & STENLID 2008).

Considerando a fisiologia dos fungos, alguns genes de quitinases de

leveduras foram estudados. Em S. cerevisiae, durante o brotamento, o septo é
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depositado entre as células embebido em um anel de quitina. A degradacéo
desse material leva a separacdo celular e envolve uma endoquitinase
altamente glicosilada. A disrupcdo do gene desta endoquitinase, ctsl, resulta
em células densas e que nao se separam apos a divisdo, assim como ocorre
em Candida albicans apos a delecdo do gene cht2 (KURANDA & ROBBINS
1991; MCCREATH ET AL., 1995). O trabalho com S. cerevisiae foi o primeiro a
elucidar o papel de uma hidrolase de parede celular no crescimento fungico. A
disrupcdo do gene cts2 também provocou severas modificacbes morfologicas,
impedindo a biossintese regular da parede celular de esporos e a formacéao de
ascos maduros (GIAEVER ET AL., 2002). A levedura K. lactis secreta uma
toxina que possui atividade semelhante a das quitinases, envolvida na defesa

contra leveduras competitivas (BUTLER ET AL., 1991).

Em fungos filamentosos, quitinases podem ter papel durante a
esporulagdo, germinagdo de esporos, crescimento e autolise de hifas. H&
relatos de que o gene da quitinase chi3 de Rhizopus oligosporus é transcrito
durante o crescimento das hifas e sua sequéncia predita de aminoacidos nao
indica a existéncia de peptideo sinal, sugerindo que a funcdo da quitinase
codificada pelo gene chi3 seria quebrar as cadeias de quitina da parede celular
na ponta da hifa, desestruturando-a e permitindo que a pressdao de turgor
alongue a hifa em seu apice (TAKAYA ET AL., 1998a). Outro trabalho
demonstra que a disrupcdo do gene que codifica a quitinase ChiA de A.
nidulans causa a queda na frequéncia da germinagao de esporos e diminuicao
do crescimento de hifas (TAKAYA ET AL., 1998b). Ainda, a disrupcao do gene
nagA, também de A. nidulans, impede seu crescimento em meio contendo

quitobiose como Unica fonte de carbono, mas nenhuma alteracdo fenotipica é
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detectada em meio contendo glicose. Estes dados sugerem que NagA nao é
essencial para o fungo crescido em meio contendo fontes de carbono
facilmente metabolizadas, mas sim para assimilar fontes de carbono a partir da
degradacdo da quitina (KIM ET AL., 2002). Ainda, h4 casos em que a
disrupcdo de genes de quitinases nédo influenciaram ou modificaram a
morfogénese de alguns fungos (REICHARD ET AL., 2000; JAQUES ET AL.,
2003; MAMARABADI ET AL., 2008). A razao provavel para este fato € que
isoenzimas possam assumir o papel das enzimas ausentes ou que estas
enzimas, por serem secretadas, ndo tenham papel na morfogénese, atuando
na aquisicdo de fontes energéticas exdgenas a partir da degradacdo de quitina

externa a célula (JAQUES ET AL., 2003; ADAMS 2004).

O papel das quitinases no micoparasitismo e na patogénese de
artropodes também tem sido investigado. Acredita-se que quitinases tenham
um papel importante no processo de micoparasitismo de T. harzianum,
especialmente na penetracdo através da parede celular e utilizacdo de
nutrientes degradando a parede celular dos fungos parasitados (INBAR &
CHET 1995). Recentes trabalhos demonstram que genes de quitinases (como
ech42, chi33, nagl e chil8-13) de T. harzianum tém um papel importante no
micoparasitismo, especialmente o gene ech42, cuja disrupcdo afetou
diretamente a infeccdo (ZEILINGER ET AL., 1999; SEIDL ET AL., 2005).
Quitinases também tém papel em fungos entomopatogénicos. A
superexpressdo do gene de uma quitinase Bbchitl do entomopatégeno
Beauveria bassiana aumentou a viruléncia do fungo frente a Myzus persicae,
um afideo, em 50% comparado aos valores da linhagem selvagem. Isto

demonstra que a superexpressdo de Bbchitl aumentou a eficacia de B.
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bassiana em causar mortalidade em afideos, sem alteracdes morfolégicas das
estruturas do fungo (FANG ET AL., 2005). A quitinase codificada por este gene
nao possui sitio de ligacdo a quitina. Em um trabalho realizado por Fan e
colaboradores (2007), foi adicionado a esta quitinase um dominio de ligacéo a
quitina (CBD), fato que aumentou em 23% a viruléncia do fungo transformante

em comparacao a linhagem selvagem.

Em Metarhizium, trabalhos para determinar o possivel papel das
quitinases foram realizados. O inicio dos estudos de quitinases de Metarhizium
ocorreu em 1987, quando St Leger e colaboradores analisaram sobrenadantes
de cultura de Metarhizium mimetizando condi¢cées de infeccdo e atividade
quitinolitica foi detectada. O mesmo grupo, em 1991, cultivou Metarhizium em
meios contendo apenas quitina cristalina como fonte de carbono e duas
quitinases foram purificadas: uma com atividade de endoquitinase e outra de
quitobiase (ST LEGER ET AL., 1991). Ainda, em trabalhos realizados por St.
Leger e colaboradores (1996a), zimogramas de quitinases demonstraram a
presenca de diversas isoformas de quitinases, sendo a mais expressa uma
quitinase de 43,5 kDa, com identidade a uma quitinase de 42 kDa de T.
harzianum, cuja secrecdo revelou ser mais tardia em relacdo a secrecdo de

proteases.

Nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao estudo das quitinases de
Metarhizium e o primeiro gene a ser isolado foi o da quitinase de 42 kDa,
previamente detectada por St. Leger e colaboradores, denominado chitl. Este
gene apresenta uma fase aberta de leitura (Open Reading Frame — ORF) de
1.521 pb e trés introns. Codifica para uma proteina de 423 aminoacidos (sendo

que os 35 primeiros constituem a seqiiéncia de peptideo-sinal) e que, madura,
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possui 42 kDa e Pl de 5,8 (BOGO ET AL., 1998). Este gene foi clonado em
plasmideos de expressdo em Escherichia coli e analises revelaram tratar-se de
uma endoquitinase (BARATTO ET AL., 2003). Contudo, a superexpressao em
Metarhizium do gene chitl, apesar de ter aumentado os niveis de atividade
quitinolitica extracelular consideravelmente, ndo provocou aumento da

viruléncia frente a lagartas de Manduca sexta (SCREEN ET AL., 2001).

O gene chi2, que é alvo de estudo deste trabalho, foi clonado e
caracterizado previamente. Contém uma ORF de 1.542 pares de base,
interrompida por dois introns, de 211 e 72 pares de base e que codifica para
uma quitinase de 42 kDa e PI predito de 4,8. Sua expresséo € regulada por
diferentes fontes de carbono, sendo mais expressa em meios contendo quitina
cristalina, GIcNAc em baixas concentracdes e cuticulas do carrapato R.
(Boophilus) microplus e reprimida em meios contendo glicose (BARATTO ET

AL., 2006).

Uma terceira quitinase, CHIT30, foi purificada por nosso grupo e foi a
primeira quitinase a apresentar tanto atividade de endo quanto de exoquitinase.
Parte do cDNA correspondente ao gene foi isolado a partir de bibliotecas de
expressao e os mesmos anticorpos foram utilizados em ensaios de Western
blot. Estes experimentos mostraram que esta quitinase possui expressao
diferencial de acordo com o tipo de fonte de carbono disponibilizada, sendo
mais expressa em meios contendo quitina cristalina, GIcNAc em baixas
concentracdes e cuticula do carrapato R. (Boophilus) microplus e reprimida em
meios contendo glicose (DA SILVA ET AL., 2005). Mutantes nulos para esta

quitinase foram construidos, sem nenhuma alteracdo morfoldgica aparente,
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mas tiveram sua viruléncia e tolerdncia a altas temperaturas diminuidas

(STAATS 2007).

2.4. Regulacado das quitinases

As quitinases produzidas por fungos podem ser induzidas ou reprimidas
dependendo das condic¢des fisiolégicas em que o fungo se encontra. Em geral,
quando sdo cultivados em meio contendo quitina, a atividade de quitinases é
detectada, demonstrando a sintese de quitinases possivelmente responsaveis
pela patogenia e pela nutricdo do fungo (MORAES ET AL., 2003; BARRETO
ET AL., 2004; LI & ROSEMAN 2004; DA SILVA ET AL., 2005). Porém, a
grande diversidade destas enzimas denota um sistema de regulacdo mais
complexo. Até o momento, as quitinases estudadas sao reguladas por um
sistema repressor/indutor, no qual a quitina e outros produtos da degradacéo
(como o monémero GICNAc em baixas concentracfes) atuam como indutores
enguanto glicose ou outras fontes de carbono facilmente assimilaveis atuam
como repressores (MORAES ET AL., 2003). Estudos extensivos
caracterizaram os padrées de expressao de quitinases em diferentes meios de
cultivo. Estes trabalhos demonstraram que cultivos contendo fontes de carbono
complexas, como quitina cristalina ou carapaca de R. (Boophilus) microplus, os
niveis de quitinases tendem a ser mais altos em que aqueles onde ha a
presenca de glicose como Unica fonte de carbono. Estes meios de cultivo foram
utilizados pois sdo meios que mimetizam as condi¢cdes de infeccdo. Portanto,
Metarhizium teria niveis maiores de expressao de quitinases em condi¢cbes de
infeccdo. Outro meio onde foi observado o aumento na expressao de

quitinases foi 0 meio de cultivo contendo baixas concentracdes de GICNAc. Por
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outro lado, situacdes onde ha a presenca de fontes de carbono facilmente
assimilaveis, como glicose, o sistema € reprimido, assim como por GIcNAc em

altas concentracdes.

A deplecao de fontes de carbono também induz o sistema, provavelmente
numa tentativa de degradar quitina de fonte exodgena, assim como ocorre com
outros fatores de estresse, como baixas e altas temperaturas e alta presséo
osmoética (MACH ET AL., 1999; STAATS 2007). Suportes soélidos mimetizando
a superficie de contato do esporo com o hospedeiro induzem, em M.
anisopliae, a formacéo de apressorio, uma modificacdo morfolégica essencial
neste fungo para a infeccéo. E provavel que haja a sintese de quitinases para
remodelamento da parede do fungo. Isto significa que sinais externos além da
presenca dos substratos da enzima possivelmente induzam quitinases

envolvidas nos processos de morfogénese.

Esse modelo de regulacdo é mais geral e ocorre em muitos fungos. Em T.
harzianum, por exemplo, a presenca de elementos de reposta ao estresse no
promotor de quitinases foi identificada (BRUNNER ET AL., 2003). Contudo,
apesar de serem reguladas dependendo da fonte de carbono disponivel, niveis
constitutivos baixos de expressdo de quitinases sdo detectados mesmo em
cultivos contendo glicose. Provavelmente, a secrecao de quitinases e de N-
acetilglicosaminidases em baixas concentracfes daria inicio a degradacdo da
quitina e, quando houvesse a liberacdo de GIcNAc, o sistema de quitinases
seria induzido, pois isso indicaria a presenca do substrato (INBAR & CHET

1995).
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Como esperado, devido a diversidade de quitinases contidas no genoma
dos fungos, existem outros mecanismos de regulacdo, como a regulacdo pos-
transcricional, onde quitinases de T. harzianum apresentam duas espécies de
transcritos (uma totalmente processada e outra que ndo sofre processo de
splicing) e suas quantidades relativas dependem das condicbes de cultivo
(SEIDL ET AL., 2005). Este evento também ja foi descrito em Magnaporthe

grisea (EBBOLE ET AL., 2004).

Em condicbes de parasitismo, como ocorre em T. harzianum, algumas
quitinases sdo mais expressas durante a infeccdo dos hospedeiros Sclerotium
rolfsii INBAR & CHET 1995), Rhizoctonia solani (CARSOLIO ET AL., 1994) e
Botrytis cinerea (LORITO ET AL., 1998). As quitinases, nestas condicdes,
seriam ativadas apds o contato de T. harzianum e R. solani, logo que haja a
interacdo e o reconhecimento da superficie do hospedeiro (CARSOLIO ET AL.,
1994).

Em M. anisopliae, as quitinases, tanto secretadas quanto as
intracelulares, tem comportamento semelhante aquelas de T. harzianum, sendo
induzidas, em condigcbes que mimetizam a infec¢cdo in vitro, por quitina
cristalina, cuticulas de artrépodes hospedeiros diversos, e GIcNAc em baixas
concentracdes (0,5%) e séo reprimidas em meios contendo glicose e altas
concentragcdes de GIcNAc (MORAES ET AL., 2003; BARRETO ET AL., 2004).
Além disso, 0 gene chi3 tem sua expressdao aumentada em condi¢cdes de
choque térmico, assim como a atividade de endo e exoquitinases, fato que
demonstra que esta quitinase pode ter papel em condic¢des fisiologias adversas
(STAATS 2007). Além disso, a quitinase codificada pelo gene chi2 apresenta

duas formas de transcritos em analises de RT-PCR e Northern blot, podendo
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representar eventos de controle da expresséao por splicing alterado ou retencao

de introns (este trabalho).

2.5. Processamento diferencial de transcritos em fungos

filamentosos

De forma geral, genes de eucariotos séo interrompidos por introns que
sao, geralmente, removidos por um processo denominado splicing, para gerar
moléculas maduras funcionais de mRNA. Este processo é conservado em
Arqueobactérias e desde leveduras até humanos e envolve o reconhecimento
de sequéncias especificas contidas tanto nos éxons quanto nos introns.
Contudo, a presenca de tais sitios de splicing ndo necessariamente implica na
sua remocao pela maquinaria de splicing. A verificacdo da ndo remocao de
todos os introns de um determinado gene levou a descoberta de um
mecanismo importante de controle da expressao génica denominado splicing
alternativo. Por este mecanismo, um determinado gene pode produzir proteinas

diferentes, com fungdes distintas (SCHELLENBERG ET AL., 2008).

Diferentemente de eucariotos superiores, 0s genes de fungos possuem
éxons mais longos e introns mais curtos, mas mantém conservados 0s sitios
de reconhecimento de splicing. Assim como em outros eucariotos, o evento de
splicing alternativo também ocorre em fungos (KUPFER ET AL., 2004) (Tabela

2).

O gene MATal de S. cerevisiae sofre splicing alternativo no intron
localizado na porcdo 3’ do mMRNA e esta espécie de transcrito tende a

acumular-se na célula. Ensaios de mutagénese induzindo o splicing deste
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intron demonstraram a incapacidade de células dipléides esporular em
condicOes de falta de nutrientes. A proteina codificada a partir desta espécie de
transcrito seria fundamental para o processo de esporulacdo (NER & SMITH
1989). Genes presentes em transposons também sofrem splicing alternativo,
como em Tolypocladium inflatum (KEMPKEN & KUCK 1996) e em Yarrowia
lipolytica (NEUVEGLISE ET AL., 2005), porém a sintese de proteinas a partir
dos transcritos alternativos ndo foi demonstrada. Contudo, andlises de
bioinformatica demonstraram que a provavel proteina oriunda do
processamento alternativo teria maior grau de homologia com outras proteinas
de transposons de fungos em ambos os casos (KEMPKEN & KUCK 1996;

NEUVEGLISE ET AL., 2005).
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Tabela 2. Exemplos de genes que sofrem splicing alternativo em fungos.

Organismo Gene Relacdo n° Evento Referéncia
Exons:introns
S. cerevisiae gl 2:1 1° intron retido BOEL ET
AL., 1984
S. cerevisiae MATal 3:2 2° intron retido NER &
SMITH 1989
Neurospora crassa cpc-1 3:2 1° intron retido EBBOLE ET
AL., 1991
Tolypocladium restless 2:1 1° intron retido KEMPKEN &
inflatum (transposon) KUCK 1996
Chlorella sorokiniana nadp-gdh 23:22 auxon * MILLER ET
. . AL., 1998
diversos introns
S. cerevisiae YKL186C/MTR2  12:11 diversos DAVIS ET
AL., 2000
S. cerevisiae YMLO34W 13:12 diversos DAVIS ET
AL., 2000
Pneumocystis carinii impdh 5:4 (1) 1° intron retido YE ET AL.,
(2) 1° e 3° introns 2001
retidos
Xanthophyllomyces crtl 12:11 1° intron retido LODATO ET
dendrorhous AL., 2003
X. dendrorhous crtYB 5:4 1° intron e LODATO ET
fragmento do 2° AL., 2003
éxon retido
Mucor circinelloides rcel 4:3 (1) perdado éxon2 BABAET
(2) 2° intron retido AL., 2005
Yarrowia lipolytica muty-1 3:2 2° intron retido NEUVEGLIS
(transposon) E ET AL,
2005
N. crassa tob55 4:3 (1) 3° intron retido HOPPINS
(2) 2° e 3° introns ET AL., 2007
retidos
(3) 3°intron e
fragmento do 2°
éxon retidos
N. crassa hex-1 3:2 2° intron retido LEAL ET
AL., 2009

* quxon — fragmento de DNA que ora comporta-se como éxon, sendo mantido no mRNA

maduro, ora como intron, sendo removido.
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Também regulado por sinais ambientais, o gene impdh de Pneumocystis
carinii sintetiza diferentes transcritos. Ensaios de RT-PCR demonstraram que o
transcrito mais abundante retém os introns 1 e 3 quando o fungo foi isolado de
pulmbes de camundongos infectados, ao passo que o transcrito totalmente
processado € mais abundante em meios artificiais (YE ET AL., 2001). O gene
gl de S. cerevisiae também sofre splicing alternativo dependendo da fonte
nutricional (BOEL ET AL., 1984), assim como o gene hex-1, de N. crassa, cujo
splicing € modulado conforme as alteracbes de pl e pH do meio de cultivo
(LEAL ET AL., 2009). Outra forma aparente de regulacéo do splicing alternativo
€ o envelhecimento do cultivo, como demonstrado nos genes crtl e crtYB em
X. dendrorhous. Com o tempo de cultivo, as formas alternativas de transcritos
tendem a terem seus niveis de expressdo aumentados (LODATO ET AL.,
2003). As etapas de desenvolvimento do fungo também podem ser importantes
para esta regulacdo, uma vez que a relacdo entre transcritos alternativos e
transcritos completamente processados do gene cpc-1 de N. crassa tendem a
diminuir nas células durante a germinacao de conidios até a fase exponencial
de desenvolvimento (EBBOLE ET AL., 1991). Ja os genes YKL186C/MTR2 e
YMLO34W de S. cerevisiae sofrem splicing alternativo de acordo com a fase da
meiose em que a célula se encontra (DAVIS ET AL., 2000). A presenca de
diferentes inibidores também pode alterar o padrdo de splicing alternativo,

como ocorre com o gene tob55 em N. crassa (HOPPINS ET AL., 2007).

Além do splicing alternativo, outro mecanismo descrito para a geragao de
diferentes transcritos a partir de um mesmo gene foi denominado splicing
alterado, tendo sido proposto por Larrondo e colaboradores (2004). A principal

diferenca entre ambos o0s processos é a formacgéo ou ndo de distintas proteinas
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funcionais. A analise de genes que sofrem splicing alternativo demonstra a
presenca de um codon de parada unico para todas as formas. Isto significa que
as diferentes variantes apresentam diferencas nas massas moleculares, nos
pls, nas estruturas e nos centros cataliticos, mas mantém sempre o ultimo
exon, contendo o cédon de parada. Genes que sofrem splicing alterado
apresentam codons de parada prematuros em fase na sequéncia dos introns
retidos. Este fato indica que as proteinas produzidas a parir destes transcritos
seriam truncadas e funcionalmente inativas, dependendo da posi¢cédo do cédon
de parada. Quanto mais proximo o intron estiver da regido 3’ do gene, maior a
probabilidade das proteinas serem funcionais (LARRONDO ET AL., 2004). A
presenca de fases abertas de leitura na regido a montante do inicio do sitio de
transcricdo (upstream Open Reading Frame — uORF) foi encontrada na maioria
dos genes que sofrem splicing alterado. Estas uORFs, geralmente, servem de
inicio de transcricdo e originam transcritos maiores que os usuais (DE LAS
MERCEDES DANA & PINTOR-TORO 2005). Este fato pode ser essencial a
este processo, uma vez que a transcricdo afeta o processo de splicing de

acordo com a sua interagdo com o promotor (KORNBLIHTT 2005).

O numero de introns por gene varia nos eucariotos. Em um trabalho com
alguns representantes de eucariotos, foi demonstrado que um tipo de splicing
alterado, onde ocorre a retencao de introns, € predominante entre os fungos e
0s protistas, enquanto que a formacéo de cassetes de éxons € um tipo comum
de splicing alterado em animais multicelulares. Em plantas, h4 uma propor¢éo
intermediaria entre esses dois tipos de splicing. Este trabalho também mostrou
que o tamanho dos introns pode ter correlacdo direta com a incidéncia de

formacdo de cassetes de éxons, pois plantas e animais possuem introns
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relativamente longos (maiores que 200 pb) quando comparados com fungos e
protistas (abaixo de 180 pb) (MCGUIRE ET AL., 2008). Existem muitos genes

de fungos que, comprovadamente, sofrem splicing alterado (Tabela 3).

O splicing alterado do gene cbhl de P. chrysosporium nédo parece ser
regulado, e as diferentes formas de transcritos estdo presentes em niveis
semelhantes ao longo do desenvolvimento do fungo (SIMS ET AL., 1994). Os
transcritos do gene cbhll, por outro lado, tém seu splicing alterado estritamente
regulado pelo substrato e analises mais detalhadas dos introns revelam que
nenhum deles possui stop cédons em fase, o que daria origem a proteinas
regides C-terminais completamente distintas, aumentando a regido de ligacao
ao substrato, apesar de distanciar esta regido do centro catalitico

(TEMPELAARS ET AL., 1994; BIRCH ET AL., 1995).
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Tabela 3. Exemplos de genes que sofrem splicing alterado em fungos.

Organismo Gene(s) Relacdo n° Evento Referéncia
Exons:introns
Phanerochaete cbhl 3:2 1° intron SIMS ET AL.,
chrysosporium retido 1994
P. chrysosporium cbhll 6.7 (1) 2° intron TEMPELAARS
retido ET AL., 1994;
(2) 3° intron BIRCH ET AL.,
. 1995
retido
P. chrysosporium Familia de 4-6:3-5 diversos BRODA ET AL.,
genes lip 1996;
MACARENA ET
AL., 2005
Fusarium xyl5 5:4 3° intron GOMEZ-
oxysporium retido GOMEZ ET AL.,
2001
T. reesei hex1 2.1 1° intron CURACHET
retido AL., 2004
P. chrysosporium Familia mco 15-20:14-19 diversos LARRONDO ET
AL., 2004
T. harzianum gla66 1:0 Regiéo 5'- DE LAS
UTR removida MERCEDES
ou retida DANA &
PINTOR-TORO
2005
Thermomyces tigu 5:4 40 intron THORSEN ET
lanuginosus retido AL., 2006

O processamento dos genes da familia lip de P.

apresentam inUmeras variantes. Analises da sequéncia dos

chrysosporium

introns retidos

mostram cédons de parada em fase, o que impediria a sintese de uma proteina

funcional (BRODA ET AL., 1996; MACARENA ET AL., 2005). Além desta

familia, a familia dos genes com, também de P. chrysosporium, sofre splicing

alterado, gerando diversas formas de transcritos. Da mesma forma, os introns

retidos apresentam cddons de parada em fase, originando proteinas nao
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funcionais (LARRONDO ET AL., 2004). No caso do gene xyl5, ensaios de RT-
PCR revelaram que o transcrito parcialmente processado — e, portanto maior —
era mais abundante em todas as condicfes de cultivo, 0 que sugere uma
importancia biologica, ainda ndo comprovada, de acumulo de transcritos a
serem completamente processados para utilizacdo quando necessario

(GOMEZ-GOMEZ ET AL., 2001).

Em T. reesei, 0 transcrito alterado originado a partir do gene hexl
apresenta uma regido rica em histidinas maior que o transcrito totalmente
processado, 0 que daria origem a proteinas com interagdo hidrofébica maior,
auxiliando na formacgéo de corpos de Woronin, que sdo vesiculas derivadas do
peroxissomo e tém como funcdo isolar poros gerados na parede celular
causados por danos. Além disso, uma regido extensa e com pouca homologia
a outras proteinas do tipo HEX é eliminada (CURACH ET AL., 2004). Em T.
harzianum, o gene gla66 apresenta uma peculiaridade, que depois também
fora observada em outros genes que sofrem splicing alterado. O gene gla66
possui um intron na regido 5-UTR, logo antes do sitio de inicio de traducéo.
Esta regido pode sofrer ou ndo splicing alterado dependendo de onde inicia a
transcricdo. Como o promotor do gene apresenta pequenas UORF, acredita-se
gue transcritos longos — que iniciariam em uma destas uUORF — manteriam este
intron na regido 5'. Isso seria devido a provavel inibicdo da ligacdo do
spliceossomo. Porém todos os outros introns seriam removidos, caracterizando
o splicing alterado. Esta forma de transcrito apresenta niveis de expressao
maiores em condi¢cOes de estresse nutricional e ndo seria traduzida, pois, se
mantida a regido 5-UTR, impediria a ligacdo dos ribossomos. Ja a forma

completamente processada teria sua transcricdo iniciada na regido que
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permitiria a ligacdo do spliceossomo para a remocao do intron a montante do
sitio de inicio de traducédo e permitiria a sintese da proteina. Neste caso, 0
splicing alterado teria funcdo no controle da expressdo génica (DE LAS

MERCEDES DANA & PINTOR-TORO 2005).

Em outro caso, o gene tlgu de Thermomyces lanuginosus apresenta
splicing alterado e nao leva a producdo de isoformas. Este estudo indica que
existem isoformas da enzima, mas que diferentes genes as codificam, como
demonstrado por ensaios de espectrometria de massas (THORSEN ET AL.,

2006).

Ao que tudo indica, o evento de splicing alterado é tdo comum quanto o
splicing alternativo. Porém, o real papel na biologia dos organismos ainda néo
esta totalmente esclarecido. Estudos mais detalhados da participacdo deste
tipo de processamento de pré-mRNAs no controle da expressao e na producao
de proteinas alternativas sao necessarios, em especial em fungos

filamentosos.
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3. Contextualizacao

Este trabalho faz parte da linha de pesquisa desenvolvida no laboratério
de Biologia Celular e Molecular de Fungos Filamentosos, cujo foco é descrever
0 processo de infecgdo de M. anisopliae sobre seus hospedeiros, identificando

e caracterizando genes e proteinas envolvidos.

Para tanto, o grupo vem analisando a regulacdo da expresséo génica e a
secrecdo de hidrolases de M. anisopliae em experimentos controlados que
mimetizam as condi¢des para o desenvolvimento da patogenia do fungo sobre

seus hospedeiros.

Neste contexto, esta Tese descreve o estudo do gene chi2, que codifica
para uma endoquitinase de 42 kDa. Este gene foi caracterizado e os padrdes
de expresséao e localizacao celular da enzima foram determinados. Propomos
ainda que a quitinase CHI2 esta envolvida no processo de infec¢do de insetos
e que o gene produz duas espécies de mRNA que sao traduzidas. Com o
intuito de organizar os resultados destes estudos e a sua discussao, a Tese foi

dividida em dois Capitulos:

Capitulo I, intitulado “Estudo da funcao do gene chi2 de M. anisopliae”, discute
o papel do gene chi2 e de sua proteina correspondente durante o

desenvolvimento do fungo e durante o processo de patogénese;

Capitulo I, intitulado “Estudo do processamento diferencial do gene chi2”,
versa sobre a analise do padrdo de splicing diferencial do gene chi2 e a

possivel funcdo deste processamento diferencial na Biologia do fungo.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo Geral

Elucidar a funcédo do gene chi2 e da sua respectiva quitinase na biologia

do fungo filamentoso M. anisopliae.

4.2. Objetivos Especificos

- Analise do perfil transcricional do gene chi2 e da secrecdo da quitinase

CHI2 em diferentes condicfes de cultivo de M. anisopliae;

- Construcao de mutantes superexpressando o gene chi2 utilizando Agro-

transformacéao;

- Construcdo de mutantes nulos para o gene chi2 utilizando Agro-

transformacéo;

- Caracterizacdo molecular e bioguimica dos mutantes supracitados;

- Localizagdo celular da quitinase CHI2 por microscopia de

imunofluorescéncia.

- Avaliacdo do padrdo de splicing do gene chi2 utilizando diferentes

técnicas;

- Avaliacao da producédo de duas proteinas a partir do gene chi2.
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5. Capitulo I - Estudo da funcédo do gene chi2 de M. anisopliae

5.1. Introducéao

O gene chi2 foi previamente caracterizado pelo nosso grupo. A ORF do
gene chi2, de copia unica, contém 1.542 pb e é interrompida por dois introns,
de 210 e 72 pares de base. A regido promotora possui elementos de regulacéo
condizentes com quitinases de outros fungos filamentosos, como a regido
CREA (responsavel pela represséo por catabdlito de carbono), além de CAAT

box e TATA box. (BARATTO ET AL., 2006).

Filogeneticamente, a endoquitinase CHI2 agrupa-se com outra quitinase
(CHIT30) de M. anisopliae (BARATTO ET AL., 2006), que possui atividades
tanto de exo quanto de endoquitinase, e que foi demonstrado ser secretada
durante a infecgdo de M. anisopliae sobre R. (Boophilus) microplus (DA SILVA
ET AL., 2005). Assim como outros genes de quitinases de M. anisopliae, o
gene chi2 € reprimido por glicose, mas induzido por baixas e altas
concentragbes de GIcNAc e quitina cristalina, além de ser induzido em

presenca de cuticula de R. (Boophilus) microplus.

Posto isso, 0 gene chi2 e a quitinase por ele codificada tornam-se alvos
interessantes no estudo da elucidacdo do processo de infeccdo de M.
anisopliae. Neste trabalho, foram gerados, por ATMT, mutantes que
superexpressam e que possuem expressao nula do gene chi2. Os mutantes
foram caracterizados quanto a expressao do gene e da enzima nas mesmas
condicbes da linhagem selvagem, além de bioensaios. Também foi realizada a

localizac&o celular de CHI2 por microscopia de imunofluorescéncia.
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5.2. Material e Métodos

5.2.1. Solugdes e meios de cultivo

5.2.1.1. Meio de Cove completo — MCc (COVE 1966)

Nitrato de Sodio (NaNO3) - 0,6 % (m/V)
Glicose -1 % (m/V)
Peptona -0,2 % (m/V)
Extrato de Levedura - 0,05 % (m/V)
Caseina Hidrolisada - 0,15 % (m/V)

Dissolver em &gua destilada e ajustar o pH para 6.0. Esterilizar utilizando
autoclave. Adicionar assepticamente 2% de Solugédo de Sais (item 5.2.1.2) e

0,04% de Solugéo de Elementos Tragos (item 5.2.1.3) no momento do uso.

5.2.1.2. Solucao de Sais
Cloreto de Potéassio (KCI) - 2,6 % (m/V)
Sulfato de Magnésio heptaidratado (MgSO4.7H,0) - 2,6 % (m/V)

Fosfato de Potassio Monobésico (KH2PO,) - 7,6 % (m/V)

Dissolver em agua destilada e esterilizar por autoclavagem.
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5.2.1.3. Solucéo de Elementos Tracos

Borato de Sdodio heptaidratado (Na,B407.7H,0) - 0,004%
(m/V)

Sulfato de Cobre pentaidratado (CuSO4.5H,0) - 0,04% (m/V)

Sulfato de Ferro (FeSO,4) - 0,0001% (m/V)

Sulfato de Manganés diidratado (MnSQO,) - 0,08 %
(m/V)

Molibdato de Sddio diidratado (Na;Mo4.2H,0) - 0,08 % (M/V)

Sulfato de Zinco heptaidratado (ZnSO4.7H,0) - 0,08 % (M/V)

Adicionar HCI concentrado até a completa dissolucédo dos sais. Esterilizar

por autoclavagem.

5.2.1.4. Solugao de Tween-80 0,01 % (V/V)
Tween-80 - 0,01 % (V/IV)

Dissolver em agua destilada. Esterilizar por autoclavagem.

5.2.1.5. Meio de Luria-Bertani — LB

Triptona -1 % (m/V)
Extrato de Levedura -0,5% (m/V)
Cloreto de Sédio (NaCl) -1% (m/V)

Dissolver em 4gua e ajustar p pH para 7.0. Esterilizar por autoclavagem.
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5.2.1.6. Solucéao de Glicerol 10 % (V/IV)
Glicerol -10 % (VIV)

Dissolver em 4gua destilada. Esterilizar por autoclavagem.

5.2.1.7. Tampao Tris-EDTA - TE

Tris.Cl pH 8.0 -10 mM

EDTA -1mM

Diluir em agua Milli-Q e autoclavar.

5.2.1.8. Meio de Inducéo — IM (Covert, 2000)

Sais MM (item 5.2.9) -1x

Glicose -10 mM
Glicerol - 0,5 % (V/IV)
Sulfato de Aménio ((NH4)2S04) -5 mg.mL™

Dissolver em agua destilada e autoclavar. No momento do uso, adicionar

assepticamente MES 40 mM (item 5.2.10).
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5.2.1.9. Sais MM 2,5 x

Fosfato de Potassio Monobasico (KH,PO,) - 0,36 % (m/V)
Fosfato de Potassio Dibasico (K;HPO,) - 0,51 % (m/V)
Cloreto de Sédio (NaCl) - 0,37 % (m/V)

Sulfato de Magnésio Heptaidratado (MgSO4.7H,0) - 0,12% (m/V)
Cloreto de Calcio Diidratado (CaCl,.2H,0) - 0,016% (Mm/V)
Sulfato de Ferro Heptaidratado (FeSO4.7H,0) - 0,00062 % (M/V)

Adicionar os sais em &gua destilada e HCI até a completa dissolugéo.

Esterilizar por autoclavagem.

5.2.10. Solugado MES 1 M

Dissolver 19,52 g de MES em 80 mL de agua destilada. Ajustar o pH para
5,3 utilizando KOH 5 M. Completar o volume para 100 mL e esterilizar por

filtracdo em filtros contendo poros de 45 um. Armazenar a -20 °C.

5.2.1.11. Solucéao de Acetoseringona 10 mM — AS

Adicionar 0,0196 g de Acetoseringona em 10 mL de DMSO. Armazenar a

-20 °C.
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5.2.1.12. Meio top MM

Glicose - 1% (m/V)
Nitrato de Sodio (NaNO3) - 0,6 % (m/V)
Agar -1,5% (Mm/V)

Esterilizar por autoclavagem. Apds, adicionar assepticamente solucao de
sais 2 % (item 5.2.1.2), elementos tracos 0,04% (item 5.2.1.3), cefotaxima 200

ng.mL* (item 5.2.1.11) e glifosinato de amdnio 100 ug.mL™ (item 5.2.1.12).

5.2.1.13. Solucdo de Cefotaxima 100 mg.mL™

Injeta-se 10 mL de &gua estéril em um frasco contendo 1 g de Mefoxin®
(Merck). Mistura-se bem até a completa dissolugcéo do antibiético e armazenar

a4 °C.

5.2.1.14. Solucdo de Glifosinato de Amdnio 40 mg.mL™

A partir da formulagcdo comercial Finale® (Bayer) é feito um tratamento
com n-butanol para a remog¢ao de compostos nao desejados, como corantes e
detergentes. Mistura-se o composto a n-butanol em uma proporcdo de 1:1.
Apés decantacdo em funil de separacdo, a fase inferior é recuperada e a
superior descartada. Repete-se o0 processo de tratamento com n-butanol,

recupera a fase inferior e armazena-se a 4 °C.



56

5.2.1.15. Solucéao de Pré-hibridizacéo

SSC (item 5.2.1.13) -5x
Reagente de Denhardt (item 5.2.1.14) -5X
SDS -0,1 % (m/V)

Dissolver todos os reagente em agua destilada no momento do uso.

5.2.1.16. Solucao de SSC 20 x
Cloreto de Sédio (NaCl) -3M
Citrato de Sédio (NazC3zHs0(COO)3) -0,3M

Dissolver em agua destilada, ajustar o pH para 7 com HCI e esterilizar por

autoclavagem.

5.2.1.17. Reagente de Denhardt 50 x

FICOLL 400 -1 % (m/V)
Polivinilpirrolidona -1% (m/V)
Albumina Sérica Bovina (Fragéo V) -1% (m/V)

Dissolver em agua destilada, filtrar em filtros de poros de 0,45 um e

armazenar a -20 °C.
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5.2.1.18. Solucéo de glicose 1% (m/V)
Glicose - 1% (m/V)

Esterilizar por passagem em filtros de 0,22 pum. Armazenar em

temperatura ambiente.

5.2.1.19. Solucéo de IPTG 0,8 M
IPTG - 20 % (m/V)

Dissolver em agua destilada e esterilizar por filtracdo em filtros de 0,22

um. Armazenar a -20 °C.

5.2.1.20. Meio Minimo — MM
Nitrato de Sodio (NaNO3) - 0,6 % (m/V)

Fonte de carbono (glicose, quitinase cristalina ou GIcNACc)

Adicionar os reagentes em agua destilada e esterilizar por autoclavagem.

5.2.1.21. Tampéo PBS 10 X

Cloreto de Sédio (NaCl) -8 % (m/V)
Cloreto de Potéassio (KCI) -0,2% (m/V)
Fosfato de Sodio (Na;HPO,4.2H,0) - 1,44 % (m/V)
Fosfato de Potassio Monobésico (KH2PO,) - 0,24 % (m/V)

Dissolver os sais em agua destilada e esterilizar por autoclavagem.
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5.2.1.22. Tampé&o PBS 1 X/Tween-20 0,1 % e 0,5 %
PBS (item 5.2.1.18) -1 x (VIV)
Tween-20 -0,10u 0,5 % (VIV)

Adicionar os reagentes em agua destilada no momento do uso.

5.2.1.23. Solucéao colorimétrica
DMAB -1 % (m/V)
Acido cloridrico (HCI) - 1,25 % (VIV)

Dissolver os reagentes acima em &cido acético glacial no momento do

uso.

5.2.1.24. Tampaéo de fixagao

Formaldeido - 3,7 % (VIV)
PIPES (item 5.2.1.25) -50 mM
Sulfato de Magnésio (MgSOy) -5mM
EGTA -25mM

Adicionar todos os reagentes em agua no momento do uso.

5.2.1.25. Tampéo PIPES 250 mM pH 6,7

Dissolver 75,6 g de PIPES em 70 mL de agua. Ajustar o pH para 6.7 com

NaOH 5 M. Esterilizar por autoclavagem.
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5.2.1.26. Tampéao PEM

PIPES (item 5.2.1.21) -50 mM
EDTA -25mM
Sulfato de Magnésio (MgSQO,) -5 mM

Diluir todos os reagentes em agua no momento do uso.

5.2.1.27. Tampao de digestéo
Lysing Enzymes from T. harzianum (Sigma) - 50 mg.mL™?

EDTA pH7 -5mM

Dissolver os reagentes em uma solucdo de agua e clara de ovo filtrada

em filtros de poros de 0,45 um na proporcao de 1:1.

5.2.1.28. Tampéao de extracéo

PIPES (jtem 5.2.1.25) - 100 mM
EDTA pH7 - 25 mM
Nonidet P-40 - 0,1 % (VIV)

Dissolver todos os reagentes em agua destilada no momento do uso.

5.2.1.29. Tampéo de bloqueio
Albumina Sérica Bovina (Fracao V) -2,5% (m/V)
Leite em pé desnatado -1 % (m/V)

Soro Fetal Bovino Inativado -8 % (m/V)
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Adicionar todos os reagentes em agua destilada no momento do uso.
5.2.1.30. Solucéo de PBS 1 x/BSA 3 % (m/V)
PBS (item 5.2.1.18) -1x

Albumina Sérica Bovina (Fracao V) -3 % (m/V)

Adicionar todos os reagentes no momento do uso.

5.2.1.31. Solucdo de DAPI 2,5 mg.mL™*

Adicionar 2 mL de agua destilada filtrada em filtros com poros de 0,22 um

em um frasco contendo 5 g de DAPI. Diluir a 0,25 pg.mL™ para uso.

5.2.2. Microrganismos utilizados

A linhagem E6 do fungo filamentoso M. anisopliae var. anisopliae foi
utilizada como linhagem selvagem (WT) neste trabalho. Foi isolada a partir do
cercopideo Deois flavopicta no estado do Espirito Santo (cedida pelo Prof.
Jodo Lucio de Azevedo - ESALQ/USP) e previamente caracterizada
(FRAZZON ET AL., 2000). Esta linhagem n&o possui registros de utilizacao
comercial e tem caracteristicas de linhagem generalista considerando a gama

de hospedeiros a ela suscetivel.

A linhagem XL1-Blue (Stratagene) de E. coli foi utilizada para as
manipulacbes de DNA de acordo com procedimentos padrao (SAMBROOK &
RUSSEL 2001). Para a expressdo de CHI2, a linhagem BL21(DE3) pLys-S

(Novagen) de E. coli foi utilizada de acordo com as recomendacbes do
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fabricante. A linhagem EHA105 de A. tumefaciens foi utilizada para os eventos

de agro-transformacao.

5.2.3. Manutencao da linhagem E6 de M. anisopliae

A linhagem EG6 foi inoculada em meio MCc (item 5.2.1.1) sélido adicionado
de 2% de solucdo de sais (item 5.2.1.2) e 0,04% de elementos tracos (item

5.2.1.3) a 28 °C até a esporulacao (7-10 dias).

5.2.4. Suspenséo de conidios

Placas de Petri contendo esporos, foram vertidos 3 mL de uma solucao
de Tween-80 (item 5.2.1.4). Com al¢ca de Drigalsky, o fundo da placa foi
friccionado com o intuito de remover os conidios presentes e dispersé-los na
solucdo adicionada. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, a suspenséo foi
transferida a um tubo do tipo Falcon estéril. O conteudo foi, entdo, centrifugado
a 4.000 g por 7 min. O sobrenadante foi descartado e agua Milli-Q estéril foi
adicionada, ressuspendendo os conidios, para a retirada do Tween-80 ainda
presente. A suspensdo foi centrifugada a 4.000 g por 7 min novamente.
Descartou-se o sobrenadante e 2 mL de agua Milli-Q estéril foram adicionados
e conidios ressuspendidos com o auxilio de um Vortex. A suspenséao teve sua
concentragdo determinada utilizando camara de Neubauer e foi mantida a 4 °C

por no maximo 14 dias.

5.2.5. Preparacao de células eletrocompetentes
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Uma colbnia das cepas XL1-Blue ou pLys-S de E. coli foi inoculada em 12
mL de meio LB liquido (item 5.2.1.5) contendo o antibiotico apropriado. O
frasco foi incubado em agitador de bancada por periodo overnight a 37 °C e
250 RPM. Deste pré-inoculo, 2,5 mL foram inoculados em frascos de 1.000 mL
contendo 250 mL de meio LB liquido sem antibidtico. Os frascos foram
mantidos em agitacao constante a 37 °C e 250 RPM. A cada 30 min, a DOggo
foi checada até atingir valores entre 0,35 e 0,4 unidades de absorbancia. Apos,
os frascos foram prontamente incubados em gelo por 30 min. O cultivo
contendo as células foi centrifugado e lavado 3 vezes em 100 mL de agua Milli-
Q estéril. Apos, o total de células foi suspendido em 10 mL de glicerol (item
5.2.1.6) estérii e novamente centrifugado. Finalmente, as células foram
ressuspensas em 1 mL de glicerol 10% (V/V). Aliquotas de 40 pL foram
dispostas em tubos Eppendorf de 0,5 mL, rapidamente congeladas em
nitrogénio liquido e mantidas a -80 °C. As células foram transformadas

conforme protocolos padrao (SAMBROOK & RUSSEL 2001).

5.2.6. Preparacdao e transformacao de células quimiocompetentes

Uma coldnia da cepa EHA105 de Agrobacterium tumefaciens foi incubada
em meio LB liquido (ver item 5.2.1.5) a 180 RPM e 28 °C até obter DOgpo na
faixa de 0,4 e 0,5. Os frascos Erlenmeyer foram resfriados no gelo por 15 min e
centrifugados a 4.000 g por 15 minutos. As células foram resuspensas em 0,5
mL de glicerol 10% e CaCl, 20 mM. Aliquotas (0,1 ml) foram feitas e

rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C.

Para a transformacdo das células, foram adicionados entre 200 e 1.000

ng do plasmideo desejado. O material foi homogeneizado por branda agitacao
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e mantido no gelo por 30 min. Apdés, o tubo foi rapidamente congelado em
nitrogénio liquido e incubado a 37 °C por 5 min. Adicionou-se 1 mL de LB
liquido. O conteudo foi homogeneizado e transferido para um tudo de cultivo,
que foi incubado 2 h a 28 °C e 150 RPM. Cerca de 100 pL de LB contendo as
células foram, entdo, plaqueados em LB solido contendo 50 pg.mL* de

canamicina. As placas foram mantidas por 48 h a 28 °C.

5.2.7. Manipulacao de acidos nucléicos

As extracdes de DNA e RNA total seguiram os métodos desenvolvidos em
nosso laboratério (DUTRA ET AL., 2004; NAKAZATO ET AL., 2006). A sintese
de cDNA foi feita utilizando o sistema SMART (Clontech). O isolamento de
DNA de conidios foi realizado conforme Haugland e colaboradores (1999).
Uma alcada de conidios foi colocada em 250 pL de tampéao TE (item 5.2.1.7)
em tubos Eppendorf de 1,5 mL e submetidos a microondas em poténcia
maxima por 10 min. Apds, os tubos foram centrifugados a 10.000 RPM por 10
min e o sobrenadante recolhido a novos tubos. Novamente os tubos foram
centrifugados e o sobrenadante recolhido. Utilizou-se 5 uL da extracdo para
experimentos de PCR.

A construcdo do cassette de superexpressao foi realizada utilizando
subclonagens dos fragmentos utilizados. Utilizou-se o promotor homdlogo e
constitutivo do gene tefl-o (NAKAZATO ET AL., 2006), cDNA do gene chi2
contendo o segundo intron e terminador do gene trpC de A. nidulans. A ORF
do gene chi2 contendo o segundo intron foi amplificada utilizando os primers
CHI2CDNAF e CHI2CDNAR (Tabela 4), adicionando os sitios para as enzimas

de restricdo Kpnl e BamHI. Este amplicon foi clonado em pUC18 em sitio de
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Smal e sequenciado. Apos, este fragmento foi clonado no vetor pTEF/TRPC,
entre o promotor do gene tefl-a (pTEF) e o terminado do gene trpC (TtrpC).
Apds, o cassete foi inserido entre as bordas direita e esquerda do vetor binario
pPZP201 de A. tumefaciens utilizando os sitios de EcoRI e Pstl (COVERT ET
AL., 2004). Previamente, foi inserido o cassette de expressdo do gene bar
(STAATS ET AL., 2007) em sitio de Pstl, que confere aos fungos

transformantes resisténcia ao fungicida glifosinato de amoénio (Fig. 5.1).
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Figura 5.1: Construcdo do cassette de superexpressdo do gene chi2. A.
Seqliéncia de subclonagens para geracado do vetor ppzp201BK::chi2. BE —
borda esquerda do vetor binario de A. tumafaciens; BD - borda direita do

vetor binario de A. tumafaciens. B. Esquema do cassette de
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superexpressao do gene chi2. Os primers (chi2ZcDNA, PANDOWN, BARF e
BARR; Tabela 4) para a confirmag&o da constru¢ao estédo representados,
assim como a sonda para ensaios de Southern blot. BE — borda esquerda;

BD — borda direita. A barra localizada abaixo do esquema representa 1.000
pb.

A construcdo do cassette de delecao utilizou a metodologia de PCR de
fusdo (YU ET AL., 2004). Trés amplicons foram obtidos utilizando primers
desenhados para a construcao (Tabela 4). O primeiro amplicon corresponde a
um fragmento de 660 pb que flanqueia a por¢céo 5 da regido codificadora do
gene chi2; o segundo amplicon corresponde a 632 pb que flanqueia a porgao 3’
da regido codante de chi2; o terceiro amplicon corresponde ao cassette de
resisténcia a glifosinato de amonio, contendo 1,8 kb. O produto do PCR de
fusdo, com 3,5 kb, foi clonado em sitio de Smal no vetor binario pPZP201BK de
A. tumefaciens. ApGs, o cassette é inserido por recombinacdo homéloga ao

genoma de M. anisopliae utilizando agro-transformagéo (Fig. 5.2).



Tabela 4. Lista de primers utilizados.
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Primer Sequéncia (5" - 3) Utilizacdo

CHI2CDNAF GGTACCAATGCATCATCTACGCGCTC Amplificagdo da regido codante do
gene chi2

CHI2CDNARII GGATCCTCACCGGCATGACGACCACC Amplificagdo da regido codante do
gene chi2

PANDOWN TCCAGATTCGTCAAGCTGTTTGA Confirmacao da construgéo do
cassette de superexpressao

BARF CCATGGCCATGAGCCCAGAACGAC Amplificagao de parte da regiao
codante do gene bar

BARR GGATCCTCAGATCTCGGTGACGGG Amplificagdo de parte da regido
codante do gene bar

5chi2F GCAAGACATCAGATCCTCGTGCCC Construgdo do cassette de delecéo
do gene chi2

5chi2R AGTCACCGGTCACTGTACAGCAGTAGACGACATTTT Construgdo do cassette de delecéo
do gene chi2

3chi2F CATGCTCCTCTTCTTTACTCTCGACATTGAAGTCAA Construgdo do cassette de delecéo
do gene chi2

3chi2R CATGCTCCTCTTCTTTACTCTCGACATTGAAGTCAA Construgdo do cassette de delecéo
do gene chi2

GFDBARF CTGTACAGGACCGGTGACT Construgdo do cassette de delecéo
do gene chi2

GFDBARR GAGTAAAGAAGAGGAGCATG Construgdo do cassette de delecéo
do gene chi2

Chi2_S_EC CCATGGATCATCTACGCGCTCTCGTCG Amplificagéo da regido codante do
gene chi2 para inser¢do em pET-
23d

Chi2_A_EC CTCCAGCCGGCATGACGACCACCAAT Amplificagéo da regido codante do
gene chi2 para inser¢do em pET-
23d

Chit2For GCCCCCTTCAACTACAACAA RT-PCR

Chit2Rev ACACATTGGTAAGGGGGAAC RT-PCR

Chi2F TTTGGAAATGGCGGCAAC gRT-PCR

Chi2R GGACTGGCAGGTGTGTATGG gRT-PCR

tubF CATCTCTGGTGAACACGGC gRT-PCR

tubR AGTTGTCGGGACGGAAAAG gRT-PCR

gPCR_chi2_exon2_NP_F GCCTCCGAGTTCTACGCC gRT-PCR
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gPCR_chi2_exon2_NP_R CGAGATTCTTTTTTTTTT gRT-PCR
A
5CHI2R pergao 3* da GRF do gene chi2
Rorpac 5 da ORF do gene chi2 II'. TRPC | ACHIZR
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Figura 5.2: Inativacdo do gene chi2. A. Esquema demonstra a localizacdo dos
primers utilizados nos experimentos de PCR de fuséo (overlap). B. Esquema
do cassette de delecdo do gene chi2. Os primers para confirmacdo da
construcdo estédo evidenciados por setas, assim como a sonda para ensaios
de Southern blot. BE — borda esquerda; BD — borda direita. A barra abaixo
do esquema representa 1.000 pb.

5.2.8. Agrotransformacéo

A transformacdo de M. anisopliae mediada por A. tumefaciens foi
realizada conforme descrito anteriormente (STAATS ET AL., 2007). Foi
preparada uma suspensdo de conidios (item 5.2.3) e diluida a 1x10°
conidios.mL™. Uma aliquota de 100 uL da suspens&o foi misturada com o
mesmo volume de células bacterianas contendo o vetor binario crescidas até a

DOsgpo de 0,5 em meio IM (item 5.2.1.8) com ou sem 200 uM de AS (item
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5.2.1.11) e distribuidos em discos de celofane dispostos sobre IM sélido com
ou sem 200 uM de AS. As placas foram incubadas a 25 °C por 2 dias e entéo
cobertas com meio top MM (item 5.2.1.12) contendo 100 pg.mL™ de glifosinato
de amoénio (item 5.2.1.14). As placas foram transferidas a estufa a 28 °C e
visualizadas apos 15 d ou apds o surgimento de colbnias de M. anisopliae
resistentes ao fungicida. Os transformantes positivos foram selecionados por

PCR utilizando DNA isolado a partir de conidios.

5.2.9. Marcacdo de sonda utilizando fésforo radioativo (**P)

O fragmento de DNA a ser utilizado como sonda foi marcado pela
incorporacdo de citosinas  sintetizadas com o radioistopo  *°P.
Aproximadamente 25 ng de fragmento de DNA foi adicionado em um tubo
Eppendorf de 0,5 mL contendo 1 uL de random primers e 28 uL de agua ultra
pura. O tubo foi aquecido a 95 °C em banho-maria por 5 min. Apdés, o tubo foi
incubado em gelo por 5 min. Ao tubo foram adicionados 5 uL de Tampéo de
Klenow, 5 mM de dNTP’s (exceto citosina), 1 U de fragmento de Klenow, 10
nCi de dCTP,a-P* e 12 uL de &gua ultra pura. O tubo foi, ent&o, incubado por
1 h a 37 °C. Apds, o tubo foi aquecido a 95 °C por 5 min e incubado em gelo
por 5 min. A reacdo foi adicionada diretamente ao tampao de pré-hibridizacéo,

j& em contato com a membrana, e incubado a 65 °C por 16 h.

5.2.10. Analise por Southern blot
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Os ensaios de Southern blot foram conduzidos conforme protocolo padrao
(SAMBROOK & RUSSEL 2001). Foram selecionados, de acordo com o0s
resultados dos ensaios de PCR, transformantes de M. anisopliae resistentes a
glifosinato de amoénio, tanto de ensaios de superexpressao quanto de delecéo
do gene chi2. Os transformantes selecionados foram cultivados em meio MCc
liquido (item 5.2.1.1) para obter-se miceélio. A partir do micélio, DNA gendémico
foi extraido. As amostras de DNA foram clivadas com endonucleases de
restricdo apropriadas e submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,2% por
16 h a1 v.cm™. Apos a eletroforese, as amostras foram eletrotransferidas para
membrana de nylon e fixadas em forno seco a 80 °C por 2 h e pré-hibridizadas
em tampao de pré-hibridizacdo (item 5.2.1.15) por 2 h. ApoOs este periodo, a
sonda referente ao gene chi2 foi marcada com *P (item 5.2.9) e hibridizada por
16 h a 65 °C. Lavagens de 15 min a 65 °C com estringéncia gradualmente mais
altas de SSC (5, 4, 2,1, 05 e 0,1 x) e SDS 0,1 % (m/V) foram feitas para
remocdo do material ndo incorporado ou incorporado em regides inespecificas.
A membrana foi, entdo, exposta ao Screen Kodak-K e a imagem digital dos

sinais de hibridizac&o foram obtidas utilizando-se o sistema Pharos (Bio-Rad).

5.2.11. Andlise dos transcritos por Northern blot

Com o intuito de verificar a expressdao do gene chi2, a linhagem
selvagem, bem como as linhagens transformantes selecionadas, foram
cultivadas nos seguintes meios de cultura liquidos (MM; item 5.2.1.20)
contendo quitina cristalina 1% (m/V), glicose 1% (m/V), GIcNAc 1% (m/V) ou
GIcNAc 0,25% (m/V) como unicas fontes de carbono. As amostras foram

incubadas em estufa com agitacdo por 96 h a 28 °C e 150 RPM. Apds, o
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miceélio foi filtrado e o RNA total foi extraido, conforme item 5.2.7. As amostras
foram separadas eletroforeticamente e as imagens digitais dos resultados
foram obtidas. A normalizacdo das amostras foi feita utilizando o sistema Qubit
(Invitrogen) e analise da densidade de pixels utilizando o software ImageJ
(ABRAMOFF ET AL., 2004). As amostras normalizadas foram separadas em
gel desnaturante (item 6.2.1.1) de agarose por 3 h a 100 V. Apos a
eletroforese, as amostras foram eletrotransferidas utilizando o sistema de
transferéncia Trans-Blot Cell (Bio Rad), de acordo com instrucbes do
fabricante, para membranas de nylon carregadas positivamente (Hybond-N";
GE Healthcare) e fornadas a 80 °C por 2 h. A membrana foi pré-hibridizada por
2 h a 37 °C em tampao de pré-hibridizacéo (item 6.2.1.4). Sondas relativas aos
genes teste (chi2) e controle (tub) foram hibridizadas em ensaios distintos por
16 h a 37 °C apo6s incorporacdo de fésforo radioativo (*°P, item 5.2.9). Foram
feitas lavagens de 15 min a 37 °C utilizando tampao SSPE em concentracdes
decrescentes de sal (5, 4, 2 e 1 x) e SDS 0,1 % (m/V) e exposta ao Screen
Kodak-K e a imagem digital da hibridizacdo foi obtida utilizando o sistema
Pharos (Bio-Rad). A comparacdo das intensidades das hibridizagbes foram

calculadas utilizando o software ImageJ (ABRAMOFF ET AL., 2004).

5.2.12. Producéao de antisoro

Para a producdo de antisoro, a regido codante do gene chi2 foi
amplificada utilizando os primers especificos (Tabela 4). Os produtos da
amplificacdo foram clonados blunt no sitio de Smal do vetor pUC18 e
sequenciados. O vetor pET-23d(+) foi clivado utilizando as endonucleases de

restricio Ncol e Xhol e a regido codante de chi2 foi clonada de forma
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orientada. O plasmideo recombinantes foi transformado em BL21(DE3) pLysS
competente para expressao heteréloga. As células foram cultivadas em meio
LB contendo glicose 1% (item 5.2.1.18) por 2 h e a expresséo foi induzida por
0,1 M de IPTG (item 5.2.1.19) por 3 h. As células foram coletadas por
centrifugacdo e a expressdo analisada em SDS-PAGE. A proteina
recombinante foi parcialmente purificada utilizando a coluna de cromatografia
com afinidade a niquel Hi-Trap (GE Healthcare) acoplada ao sistema
Aktapurifier (GE Healthcare) apds solubilizagdo com tamp&o contendo 6 M de
uréia. A fracdo eluida contendo a quitinase recombinante foi submetida a SDS-
PAGE e a banda correspondente foi excisada do gel. Antisoro contra CHI2 foi
produzido em coelhos brancos New Zealand utilizando procedimentos padrao

pela empresa Célula B (CBiot/UFRGS).

5.2.13. Analise por Western blot

A linhagem selvagem e as linhagens transformadas foram cultivadas de
acordo com o item 5.2.12. ApGs o cultivo, o micélio foi filtrado e o sobrenadante
liofilizado e dialisado contra agua. O pellet resultante foi ressuspenso em 1/10
do volume original e aproximadamente 300 ng de cada amostra foram
submetidos a SDS-PAGE. As proteinas foram eletrotransferidas a membranas
de PVDF por 16 h a 100 V. As membranas foram bloqueadas em tampéao de
bloqueio por 2 h a temperatura ambiente, incubadas com o0s anticorpos
primarios (1:1.000) em PBS/0,1% Tween-20 (item 5.2.1.22) por 1 h a
temperatura ambiente e lavadas 3 vezes por 10 min cada em PBS/0,1%
Tween-20. Apos, as membranas foram incubadas na presenca dos anticorpos
secundarios (anti-IgG de coelho conjugados a peroxidase — Sigma Chemicals;

1:2.000) por 1 h a temperatura ambiente e lavadas 3 vezes em PBS/0,1%
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Tween-20. Os sinais de reconhecimento foram gerados utilizando o kit ECL
Plus (GE Healthcare) e a imagem digital foi obtida utilizando o sistema

VersaDoc (Bio-Rad).

5.2.14. Atividade total de quitinases (ULHOA & PEBERDY 1991)

Cerca de 0,25 mL de sobrenadante de 96 h de cultivo (MM; item
5.2.1.20), dialisados contra agua destilada, de M. anisopliae tendo como fontes
de carbono glicose 1% ou quitina cristalina 1% foram incubados em 0,5 mL de
tampéo acetato 50 mM contendo 0,5 g de quitina coloidal por 5 h a 37 °C. A
reacao foi parada por fervura durante 3 min e rapidamente resfriada em gelo. A
coloracdo dos mondmemors de GIcNAc foram marcados pela adicdo de
solucdo colorimétrica (item 5.2.1.23) e a absorbancia determinada (Asgs;
REISSIG, 1955). Apoés, foi determinada a atividade total de quitinases
presentes em cada ensaio, que foi realizado em triplicata. Uma unidade de
quitinases foi definida como a quantidade de enzima necesséria para catalisar
a liberagdo de 1 umol de GlcNAcemin™. A andlise estatistica dos resultados foi
realizada utilizando Andlise de Variancia (ANOVA) e teste de Duncan (p<0,001)

pelo software SPSS 13.0.

5.2.15. Atividade especifica para endoquitinases

Os sobrenadantes de cultivo utilizados para os ensaios de atividade total
de quitinases (item 5.2.14) foram, também, utilizados para os ensaios de
atividade especifica de endoquitinases. Incubou-se 0,5 mL do sobrenadante

dos cultivos na presenca do oligbmero de GIcNAc N,N’,N”-B-D-triacilquitotriose
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para detectar-se a atividade de endoquitinases (DA SILVA ET AL., 2005). Os
resultados, obtidos a partir de trés réplicas experimentais e expressos em
pmol/mL.min.ug, foram analisados utilizando Analise de Variancia (ANOVA) e

teste de Duncan (p<0,001) pelo software SPSS 13.0.

5.2.16. Bioensaios

Dez machos adultos do inseto manchador do algoddo D. peruvianus,
gentilmente cedidos pela Prof. Célia Regina Ribeiro da Silva Carlini, foram
dispostos em recipientes plasticos contendo suprimento de 4gua e sementes
de algoddo para alimentacdo. Suspensdes recém preparadas a 1x10°
conidios.mL™ e cada inseto foi imerso por 10 s na suspens&o, exceto aqueles
pertencentes ao grupo controle, os quais foram imersos em agua destilada
estéril. Cada uma das 3 réplicas bioldgicas tiveram 3 réplicas experimentais. A
mortalidade dos hospedeiros foi registrada a cada dia, por 10 dias. Os dados
obtidos foram analisados estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) e
os grupos foram agrupados pelo teste de Duncan (p<0,001) utilizando o
software SPSS v. 13.0. Os valores de TLsp sdo considerados estatisticamente

diferentes se os limites fiduciarios ndo se sobrepdem.

5.2.17. Microscopia de imunofluorescéncia

Laminulas redondas (Boeco) estéreis foram colocadas em pocos de
placas de 24 pocos. Foram incubados 1x10° esporos/mL de M. anisopliae em
solucéo de extrato de levedura 0,05% por 16 horas com o intuito de obter-se

células com formacédo de apressoérios. Apos, as laminulas foram incubadas, a
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fim de fixar o material biolégico, em 500 uL de tampéo de fixacdo (item
5.2.1.24) a 37 °C por 1 h ou a 4 °C overnight. As laminulas foram, entéo,
lavadas 5 vezes em 500 uL de tampdo PEM (item 5.2.1.26). As paredes
celulares foram removidas com 500 pL de tampé&o de digestao (item 5.2.1.27)
por 30 min. As laminulas foram lavadas 3 vezes em 500 uL de tampéo PEM e
incubadas por 5 min em 500 uL de tampao de extracdo (item 5.2.1.28) a 37 °C.
Apos, foram lavadas em 500 uL de tampéao PEM por 5 min, imersas em 500 pL
de metanol absoluto a -20 °C por 10 min e lavadas duas vezes em 500 uL de
tampao PEM por 5 min. Antes do tratamento com os anticorpos primarios, as
laminulas foram incubadas em 500 uL de tamp&o de bloqueio (item 5.2.1.29)
por 1 h a 37 °C e lavadas 3 vezes em PBS 1x/Tween 20 0,5% (item 5.2.1.22).
O tratamento com os anticorpos primarios foi realizado incubando as laminulas
na presenca do anticorpo primario (1:100) em 300 uL de PBS 1x/BSA 3% (item
5.2.1.30) por 1 h a 37 °C. As laminulas foram lavadas 3 vezes em 500 uL de
PBS/Tween 20 0,5% por 10 min. Apds, as laminulas foram incubadas em 300
uL PBS/BSA 3% na presenca do anticorpo secundario (anti-lgG de coelho
conjugado a FITC; 1:50) por 1 h a 37 °C e lavadas 3 vezes em 500 uL de
PBS/BSA 3%. Apés as marcacfes de imunofluorescéncia, as laminulas foram
incubadas em temperatura ambiente com 300 pL de DAPI 0,25 pg.mL™? (item
5.2.1.31) por 10 min, lavadas 3 vezes com 500 uL de PBS 1x e montadas em
laminas com 3 uL de anti-fading VectaShield HardSet (Vecta Laboratories). As
laminas foram observadas sob o microscopio Axioskop 40 (Zeiss) com sistema
de emisséo de luz UV HBO 504c (Zeiss) utilizando os filtros Filter Set 02 (DAPI;

Zeiss) e Filter Set 38 (FITC; Zeiss). As imagens foram obtidas utilizando
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camera digital Axiocam MRC (Zeiss) controlada pelo software Axiovision V.

4.7.2 (Zeiss).

5.3. Resultados

5.3.1. Construcdo de mutantes superexpressando e com expressao

nula do gene chi2

Com o intuito de elucidar a fungéo da quitinase codificada pelo gene chi2,
construimos linhagens superexpressando e com expressao nula deste gene.
Para tanto, um cassete de superexpressao e outro para o nocaute do gene chi2

foram construidos.

O cassette para superexpressao foi construido por sucessivos
experimentos de subclonagens, culminando em um cassette de
aproximadamente 3,7 Kb (Fig. 5.1). A regido codante do gene chi2 contendo o
segundo intron foi amplificada utilizando os primers CHI2CDNAF e
CHI2CDNAR (Tabela 4, adicionando a ORF sitios de Kpnl e BamHI. Apds, este
fragmento foi clonado no vetor pUC18 e chamado pUC::.chi2, que foi
sequenciado. Apos a confirmacao da sequéncia de chi2, a ORF foi clonada no
vetor pTEFtTRPC entre o promotor constitutivo pTEF e o terminador tTRPC,
originando o vetor pTEF::chi2. O cassette de superexpressao foi entdo clonado
entre as bordas direita e esquerda do vetor binario pPZP201BK de A.
tumefaciens gerando pPZP::chi2. Este vetor clivado com Pstl e adicionou-se o

cassette de resisténcia a glifosinato de aménio, chamando-se pPZP::chi2::bar.
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Este vetor foi utilizado para a transformacéo de células de A. tumefaciens,
que foram utilizadas em ensaios de agrotransformacao de M. anisopliae. Foram
realizados trés experimentos de agrotransformacéo, resultando em cerca de
150 colbnias resistentes a glifosinato de aménio por evento de transformacao
(nomeadas “T”, seguida de numeral). Cerca de 60 colénias foram
aleatoriamente analisadas por PCR e todas apresentaram resultados positivos

utilizando os primers BARF e BARR (Tabela 4, demonstrando a presenca do

cassette de resisténcia a droga (Fig. 5.3).

560 ph

Figura 5.3: Integracdo do cassette de resisténcia a glifosinato de aménio no
genoma de linhagens transformantes de M. anisopliae obtidas por
ATMT utilizando o vetor pPZP::.chi2::bar. Amplificacdo por PCR
(primers BARF e BARR) de DNA extraido de conidios de col6nias
aleatorias resistentes a glifosinato de aménio geradas a partir de
ensaios de ATMT utilizando o vetor para superexpressao do gene chi2
pPZP::chi2::bar. Eletroforese em gel de agarose 1,5%. (M) Invitrogen 1
Kb DNA Plus Ladder; (1) controle negativo sem DNA molde; (2) controle
positivo (vetor pPZP::chi2::bar); (3) controle negativo (DNA da linhagem
selvagem E6); (4) T1; (5) T6; (6) T12; (7) T33; (8) T38; (9) T44; (10)
T53; (11) T68.
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A partir dos resultados de PCR (Fig. 5.3), selecionamos trés
transformantes para analise de integracdo do cassette de superexpressao ao
genoma de M. anisopliae. Analise por PCR utilizando os primers CHI2CDNAF e
PANDOWN (Fig. 5.4) permitiu avaliar a integracdo do cassette de
superexpressao, demonstrando a fusdo entre a porcdo 3’ do gene chi2 e a

porcao 5’ do terminador tTRPC.

2,0Kb_|
1,4Kb

Figura 5.4: Integracdo do cassette de superexpressdo do gene chi2 no genoma
de linhagens transformantes de M. anisopliae obtidas por ATMT
utilizando o vetor pPZP::chi2::bar. PCR (primers CHI2CDNA e
PANDOWN) de DNA extraido de conidios. Eletroforese em gel de
agarose 1,5%. (M) A/Hindlll; (1) T6; (2) T12; (3) T33; (4) controle negativo
(DNA de E®6); (5) controle positivo (vetor pPZP::chi2::bar); (6) controle

negativo sem DNA molde.

Andlises por hibridizacdo de DNA (Southern blot) confirmaram a
integracdo do cassette de superexpressdo no genoma de M. anisopliae nos 3

transformantes selecionados. Foi utilizada uma sonda correspondente a 500 pb
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da ORF do gene chi2 (Fig. 5.1), hibridizada em DNA gendmico obtido a partir
da linhagem selvagem E6 e das linhagens transformantes T6, T12 e T33,
digerido com a enzima de restricdo EcoRV. Conforme os resultados obtidos, a
linhagem selvagem apresentou apenas um unica banda de hibridizac&o de 6,5
kb, ao passo que as linhagens T6, T12 e T33 apresentaram um padrao distinto
de hibridizacdo. As linhagens T6 e T12 apresentaram uma unica banda de 10,3
kb e 10,5 kb cada. A auséncia da banda relativa ao lécus de chi2, como
observado na linhagem selvagem, demonstra a interacdo homodloga do
cassette. Por sua vez, a linhagem T33, além de apresentar uma banda de 6,7
kb relativa ao cassette de superexpressao, apresentou hibridizacao relativa ao

l6cus de chi2, sugerindo integracéo ectdpica do cassette (Fig. 5.7 A).

O cassette de delecao foi construido utilizando a técnica de PCR de fuséo
descrita por Yu e colaboradores (2004). A construcdo do cassette foi realizada
pela amplificacdo de trés fragmentos: um fragmento de 518 pb da regido 5’
flanqueadora a ORF do gene chi2 somado a 142 pb pertencentes a ORF do
gene, totalizando um fragmento de 660 pb, um fragmento de 632 pb
pertencentes a regidao 3’ flanqueadora a ORF de chi2 e um fragmento referente
ao cassette de expressao do gene bar, que confere resisténcia a glifosinato de
amonio, contento cerca de 2 kb. A reacdo de PCR contendo estes fragmentos
resultou em um cassette de delegcéo de 3,3 kb. Este fragmento foi clonado no

vetor binario pPZP201BK, gerando o vetor pPZP::Achi2::bar (Fig. 5.2).

O vetor foi utilizado para transformacao de A. tumefaciens para ensaios
de agrotransformacdo. Um total de trés ensaios de agrotransformacgao foram
realizados e obteve-se aproximadamente 50 colOnias resistentes a glifosinato

de ambnio por ensaio. Assim como nos experimentos utilizando o vetor
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pPZP::chi2:bar, 50 colénias aleatérias (nomeadas “A”, seguida de numeral)
foram testadas quanto a presenca do cassette de disrupcdo do gene chi2
inicialmente utilizando os primers BARF e BARR, sendo que todas

apresentaram amplificacao (Fig. 5.5).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11

650 pb

Figura 5.5: Integracdo do cassette de disrupgcdo do gene chi2 no genoma de
linhagens transformantes de M. anisopliae obtidas por ATMT
utilizando o vetor pPZP::Achi2::bar. PCR (primers BARF e BARR) de
DNA extraido de conidios de col6nias aleatérias resistentes a glifosinato
de aménio geradas a partir de ensaios de ATMT utilizando o vetor para
superexpressdo do gene chi2 pPZP::Achi2::bar. Eletroforese em gel de
agarose 1,5%. (M) Invitrogen 1 Kb DNA Plus Ladder; (1) A10; (2) A17;
(3) A20; (4) A22; (5) A25; (6) A29; (7) A31; (8) A47; (9) controle negativo
(sem DNA molde); (10) controle negativo (DNA gendmico de E6); (11)
controle positivo (pPZP:: Achi2::bar).

As colbnias avaliadas por PCR quanto a integracdo do cassette de
disrupcdo foram submetidas a PCR para confirmacdo da integracdo do
cassette no sitio homélogo. Das 50 colbnias testadas, apenas 2 sofreram
recombinacdo homdloga (Fig. 5.6). DNA gendmico foi extraido e submetido a

digestdo com a endonuclease Hindlll. A linhagem E6 apresentou uma Unica



80

banda de hibiridizacdo de 4,7 Kb e os tranformantes A22 e A25 apresentaram
uma unica banda de 5,9 Kb. A auséncia da banda de 4,7 Kb, referente ao locus
selvagem de do gene chi2, indica recombinacdo homoéloga (Southern blot; Fig.

5.7 B).

2,5Kb
1,5 Kb

_2,9Kb
_1,4Kb

Figura 5.6: Integracdo homdéloga do cassette de disrupg¢do do gene chi2 no
genoma de linhagens transformantes de M. anisopliae obtidas por
ATMT utilizando o vetor pPZP::Achi2::bar. PCR (primers
CHI2CDNAF e CHI2CDNAR) de DNA extraido de conidios. (M)
Invitrogen 1 Kb DNA Plus Ladder; (1) A22; (2) A25; (3) controle positivo
(DNA de E6); (4) controle positivo (pUC18 contendo copia gendmica do
gene chi2); (5) controle negativo (sem DNA molde).

A integracdo no sitio homdlogo foi observada nos transformantes A22 e
A25 devido a amplificacdo de apenas uma banda referente ao cassette de

disrupcéo, que possui 1,2 Kb, e a auséncia da banda referente ao l6cus do

gene chi2 (Fig. 5.2 e 5.6).
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_ . I>- locus selvagem de chi2

I [ I gene chi2 interrompido
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Figura 5.7: Integracdo dos cassettes de superexpressdo e disrupcdo do gene
chi2 no genoma de M. anisopliae. A. Cassette de superexpressao no
genoma de M. anisopliae. Southern blot realizado com amostras de
DNA da linhagem selvagem e dos transformantes apoOs digestao
utilizando a endonuclease EcoRV. (1) E6; (2) T6; (3) T12; (4) T33. B.
Cassette de nocaute do gene chi2 no genoma de M. anisopliae.
Southern blot realizado com amostras de DNA da linhagem selvagem e
dos transformantes ap6s digestao utilizando a endonuclease HindlIl. (1)
E6; (2) A22; (3) A25. Os esquemas abaixo representam o local de
hibridizacdo da sonda (maiores detalhes Fig. 5.1 e Fig. 5.2). As barras

abaixo dos esquemas representam 1 Kb.
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5.3.2. Caracterizacéo fenotipica dos transformantes T33 e A22

Avaliamos a expressao do gene chi2 nas linhagens E6 (selvagem), T33
(contendo o cassette para superexpressao de chi2 integrado ao seu genoma) e
A22 (contendo o cassette para delecdo de chi2 integrado ao seu genoma em
sitio homodlogo) em condi¢cdes de inducdo e repressdo do sistema de
quitinases. Para tanto, experimentos de hibridizacdo de RNA foram realizados
utilizando RNA obtido a partir de cultivos contendo glicose 1% (m/V) e GIcNAc
1 % (m/V) como condicbes de represséo e quitina cristalina 1 % (m/V) e
GIcNAc 0,25 % (m/V) como condicbes de inducdo. Os resultados obtidos
indicam que as linhagens contendo o cassette de superexpressao integrado ao
seu genoma tiveram expressdo ndo-regulada e niveis maiores de expressao
guando comparados aos niveis da linhagem selvagem. Em glicose, o gene chi2
€ completamente reprimido, ao passo que na linhagem T33 ndo ha repressao.
Em presenca de quitina cristalina, GIcNAc 1 % (m/V) ou GlcNAc 0,25% (m/V), o
incremento na expresséao foi de 2,4, 4,1, e 3,7 X, respectivamente. N&o foram

detectados transcritos a partir do RNA extraido da linhagem A22 (Fig. 5.8).
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Glicose 1% GlcNAc 0,25 % GlcNAc 1 % Quitina Cristalina 1%
1 Z 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
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Figura 5.8: Expressao do gene chi2. Northern blot utilizando RNA extraido de meios
contendo glicose 1 % (m/V), GIcNAc 0,25 % (m/V), GIcNAc 1 % (m/V)
ou quitina cristalina 1 % (m/V) como Unicas fontes de carbono apos 96 h
de cultivo. As sondas utilizadas sédo fragmentos das ORF’s dos genes

chi2 e tub (B-tubulina). (1) E6; (2) T33; (3) A22.

A expressao da quitinase CHI2 também foi avaliada com o intuito de
confirmar os resultados obtidos com os transcritos. As linhagens E6, T33 e A22
foram cultivadas nas mesmas condi¢des nas quais foram cultivadas para os
ensaios de Northern blot e proteina total foi extraida para os ensaios de
Western blot, que foram realizados conforme item 5.2.13 utilizando antisoro

anti-CHI2 produzido conforme item 5.2.12.

Os resultados de Western blot corroboram os resultados da avaliacdo da
expressao de transcritos de chi2. Em meios contendo glicose como Unica fonte
de carbono, a linhagem T33 teve um aumento de 8,7 x em relacéo a expressao
de CHI2 na linhagem selvagem. N&o foi observada expressao de CHI2 no meio
contendo glicose avaliando a linhagem selvagem. Nos meios contendo GIcNAc
0,5%, a expressdo de CHI2 foi 1,5 x maior na linhagem selvagem em
comparacao a linhagem T33 e ndo se observou expressao na linhagem A22.

Quando GIcNAc 1 % (m/V) foi disponibilizada como Unica fonte de carbono, a
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expressao de CHI2 observada na linhagem T33 foi 4,9 x maior em relacdo a
linhagem selvagem. Neste mesmo meio contendo GIcNAc 1 % (m/V), houve
reconhecimento do anticorpo anti-CHI2 na amostra referente a linhagem A22.
Possivelmente esse fato se deve a identidade de aminoacidos entre a quitinase
CHI2 e CHIT30 (BARATTO ET AL., 2006), fato que também ocorre nos meios
contendo quitina cristalina. Neste meio, os niveis de expressao de CHI2 entre
as linhagens selvagem e T33 sdo semelhantes, sendo que a linhagem T33

expressa 1,2 vezes mais que EG6 (Fig. 5.9).

Realizamos a avaliacdo da atividade de quitinases secretadas por
diferentes linhagens do fungo em meios contendo glicose 1 % (m/V) ou quitina
cristalina 1 % (m/V) como unicas fontes de carbono com o intuito de mensurar
0 incremento ou o decréscimo da expressdo da quitinase CHI2. Aléem das
linhagens E6, T33 e A22, utilizamos as linhagens T6 e T12, obtidas nos
experimentos de superexpressédo, e a linhagem A25, obtida nos ensaios de

delecao (Fig. 5.10).



gene chi2 de Metarhizium anisopliae 85

A Glicose1%  GIcNAc025% GicNAc1%  Quitina1%
M 1 2 3 1 2 1 2 3 ¢

[T
"
i

1

50 kDa_ é
P S =
20kDa_ i

i =

Glicose 1% GIlcNAC0,25% GleNAc 1 % Quitina 1 %
1t 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 C
50 kDa_

Figura 5.9: Expresséo da quitinase CHI2. A. Amostras de proteina total extraidas de
M. anisopliae apds cultivo em meios contendo diferentes fontes de
carbono. (M) Invitrogen BenchMarker Protein Ladder; (1) E6; (2) T33;
(3) A22; (C) controle positivo (CHI2 recombinante parcialmente
purificada). B. Western blot utilizando antisoro anti-CHI2 avaliando a
expressao de CHI2 de linhagens de M. anisopliae cultivadas em meios
contendo diferentes fontes de carbono. (1) E6; (2) T33; (3) A22; C —
controle positivo (CHI2 recombinante parcialmente purificada).
Revelacéo utilizando o kit ECL Plus (GE Healthcare).
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Figura 5.10: Atividade de quitinases total secretadas por diferentes linhagens de
M. anisopliae. Barras cinza escuro — atividade de quitinases em meio
MM acrescido de quitina cristalina como Unica fonte de carbono; barras
cinza claro — atividade de quitinases em meio MM acrescido de glicose
como Unica fonte de carbono. Médias contendo a mesma letra néo
possuem diferenca estatistica significativa pelo teste de Andlise de
Variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Duncan (P<0,001).

As linhagens T6, T12 e T33 apresentaram valores de atividade de
quitinase total maiores que a linhagem E6, ao passo que as linhagens A22 e
A25 apresentaram valores mais baixos, em ambas as condi¢des. Considerando
a natureza da quitinase CHI2, testes de atividade especificos para
endoquitinases foram realizados utilizando o oligbmero N,N’,N”-B-D-

triacilquitotriose (Fig. 5.11).
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Figura 5.11: Atividade especifica de endoquitinases secretadas por diferentes
linhagens de M. anisopliae. Barras cinza escuro — atividade de
endoquitinases em meio MM acrescido de quitina cristalina como Unica
fonte de carbono; barras cinza claro — atividade de endoquitinases em
meio MM acrescido de glicose como Unica fonte de carbono. Médias
contendo a mesma letra ndo possuem diferenca estatistica significativa
pelo teste de Analise de Variancia (ANOVA) seguido pelo teste de
Duncan (P<0,001).

Semelhantemente aos ensaios de atividade total de quitinases, o0s
ensaios de atividade especifica para endoquitinases evidenciou um incremento
na atividade desta classe de quitinases nas linhagens T6, T12 e T33, e um

decréscimo nas linhagens A22 e A25.

Tendo em vista as diferencas de expressdo de CHI2 dentre as
linhagens testadas e nos provaveis papéis das quitinases em fungos
filamentosos, em especifico fungos filamentosos entomopatdgenos, ensaios de

microscopia de imunofluorescéncia, a fim de identificar possiveis alteracdes
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morfologicas nas células das linhagens modificadas, e bioensaios, a fim de
verificar a participacdo de CHI2 nos processos de infeccéo, foram realizados.
Os resultados destes experimentos auxiliardo a elucidar o papel da

endoquitinase CHI2.

Bioensaios foram realizados utilizando como hospedeiro o inseto
manchador do algoddo D. peruvianus. Os resultados obtidos demonstram
alteragbes no padrédo de infeccdo de M. anisopliae frente a este hospedeiro
guando comparados aos resultados obtidos com as linhagens modificadas. A
Tabela 5 mostra os valores de TLsp e TLgy da linhagem selvagem e das

linhagens modificadas.

Tabela 5. Valores de TLso € TLgo das linhagens de M. anisopliae avaliadas

em bioensaios utilizando o inseto D. peruvianus.

Linhagem TLso (h)’ TLoo (h)’

(95% limites fiduciarios) (95% limites fiduciarios)
E6 156,30 (150,84-162,43)a 209,46 (199,60-222,23)a
T33 125,57 (121,99-129,16)b 154,75 (149,75-161,0)b
A25 186,56 (172,3-208,21)c 267,59 (238,38-318,48)c

" Médias seguidas pela mesma letra no diferem estatisticamente pelo teste t (P<0,01).

A curva comparando a mortalidade causada por cada linhagem é

apresentada na Figura 5.12.
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Figura 5.12: Mortalidade de D. peruvianus expostos a linhagem selvagem e aos
transformantes T33 e A22 de M. anisopliae. Foram utilizados dez
machos adultos do inseto manchador do algoddo D. peruvianus por
réplica, imersos por 10 segundos em suspenséo de 1x10° conidios.mL™
de cada linhagem ou agua destilada estéril (Controle Negativo). Cada

uma das 3 réplicas bioldgicas tiveram 3 réplicas experimentais.

Conhecendo-se a natureza da proteina, a localizagdo celular pode auxiliar
na compreensdo da sua funcéo durante o desenvolvimento da célula e também
permite identificar alteragdes morfoldgicas que porventura tenham ocorrido pela
alteracao artificial do padrédo de expressao de certos genes. Por esta razéo,
realizamos ensaios de microscopia de imunofluorescéncia para evidenciarmos
a citolocalizacdo de CHI2 e apontar possiveis alteracdes morfolégicas oriundas

da superexpressao ou expressao nula desta quitinase (Fig. 5.13, 5.14 e 5.15).
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Figura 5.13: Localizagdo sub-celular da enzima CHI2 de M. anisopliae linhagem
E6 utilizando antisoro-anti-CHI2. (A, C,E, G, I, K, M, 0, Q, S, U, X, Z,
Ab, Ad, Af, Ah, Aj, Al, An, Ap, Ar, At, Av, Ay, Ba, Bc, Be, Bg, Bi, Bk,
Bm, Bo e Bq) campo claro, tempo de exposi¢cédo de 300 ms. (B, D, F, H,
J,L,N,P,R, T, U, Y, Aa, Ac, Ae, Ag, Ai, Ak, Am, Ao, Aq, As, Au, AX,
Az, Bb, Bd, Bf, Bh, Bj, BI, Bn, Bp e Br) imunofluorescéncia (marcacao
utilizando antisoro primario anti-CHI2 e anticorpo anti-lgG de coelho
conjugado a FITC), tempo de exposicdo de 600 ms. Marcacdo de
nucleo (DAPI), tempo de exposi¢cao, 100 ms. a — apressorio; ¢ — conidio;
h — hifa; | — acimulo de CHI2 na regido de germinac¢éo do conidio; Il —
acumulo de CHI2 na regido de formacdo do apressorio. A barra

representa 10 pm.
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Figura 5.14. Localizacdo sub-celular da enzima CHI2 de M. anisopliae
transformante T33 utilizando antisoro-anti-CHI2. (A, C, E, G, |, K, M,
0, Q, S, U, X, Z, Ab, Ad, Af, Ah, Aj, Al, An e Ap) campo claro, tempo
de exposicdo de 300 ms. (B, D, F, H,J,L,N,P,R, T, U, Y, Aa, Ac, Ae,
Ag, Ai, Ak, Am, Ao e Aqg) imunofluorescéncia (marcacdo utilizando
antisoro primario anti-CHI2 e anticorpo anti-lgG de coelho conjugado a
FITC), tempo de exposicdo de 600 ms. Marcagdo de nucleo (DAPI),
tempo de exposicdo, 100 ms. a — apressorio; ¢ — conidio; h — hifa. A

barra representa 10 pum.
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Figura 5.15: Localizacdo sub-celular da enzima CHI2 de M. anisopliae
transformante A22 utilizando antisoro-anti-CHI2. (A, C, E, G, |, K, M
e O) campo claro, tempo de exposicdo de 300 ms. (B, D, F,H,J,L,Ne
P) imunofluorescéncia (marcacgédo utilizando antisoro primério anti-CHI2
e anticorpo anti-lgG de coelho conjugado a FITC), tempo de exposi¢cédo
de 600 ms. Marcacgéo de nucleo (DAPI), tempo de exposi¢ao, 100 ms. a

— apressorio; ¢ — conidio; h — hifa. A barra representa 10 um.
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Com os ensaios de microscopia de imunofluorescéncia, utilizando a
linhagem selvagem de M. anisopliae, foi possivel observar a presenca da
quitinase CHI2 junto a parede celular do fungo em hifas e em apressorios e a
auséncia na parede celular de conidios (Fig. 13). Ainda, pode-se observar
padrdes distintos na distribuicdo da enzima em conidios de onde germinam-se
hifas ou tubos germinativos que, posteriormente, diferenciam-se em
apressorios. Em hifas, além de estar presente na parede celular, CHI2 também
encontra-se difusa no citoplasma. Ha, também, regides de acumulo de CHI2
durante a germinacdo e formacdo de apressorios, referidos como | e Il nas
Figuras. Estas regides sofrem intenso remodelamento da parede, necessitando
a desestruturacdo das fibras de quitina para o crescimento e diferenciacéo
(STEINBERG 2007). Por esta razdo, quitinases fazem-se necessarias e €
possivel que a quitinase CHI2, além de ser secretada, auxilie na
desestruturacdo da parede celular. A extremidade distal do apressoério também
e rica em CHI2 associada a parede celular, provavelmente em processo de

liberacdo ao meio extracelular.

O padréo da localizacdo de CHI2 nos transformantes superexpressando a
enzima foi diferencialmente observado, ndo havendo regibes definidas de
acumulo. Porém, a distribuicdo difusa em hifas e a associacao a parede celular
em tubos germinativos e apressoérios mantiveram-se semelhantes a linhagem
E6. Outra diferenca marcante na distribuicdo da enzima foi a sua presenca na
parede de conidios, fato ndo observado em E6. O transformante A22 nédo

apresentou fluorescéncia relacionada a expressao de CHI2.
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6. Capitulo Il - Estudo do processamento diferencial do gene chi2

6.1. Introducéao

Com o advento do sequenciamento de moléculas de DNA foi possivel
analisar a complexidade dos genomas em um nivel antes intangivel. O
conhecimento da seqiiéncia em si e da organizacdo de genomas dos mais
diversos organismos permitiram, além de estudar aprofundadamente
mecanismos de controle da expressdo génica e de splicing diferencial,
estabelecer a correlacdo evolutiva entre estes organismos (BRETT ET AL.,

2002).

Porém, a enorme complexidade dos seres e o numero de genes
relativamente baixo trouxeram a tona uma questao inquietante: de onde viria a
complexidade dos seres sendo dos genes contidos em seus respectivos
genomas? Uma das respostas seria o grande numero de modificagbes poés-
traducionais sofridas pelas proteinas. Somente em humanos, mais de 200 tipos
de modificagcbes ja foram descritas, modulando a localizacdo e funcdo destas

proteinas (BANKS ET AL., 2000).

Outra fonte de complexidade seria 0 mecanismo de splicing alternativo,
onde a retencdo de introns ou remocédo de éxons nos mais diversos padrdes
gerariam diferentes mMRNAs e, consequentemente, diferentes proteinas a partir
de um dudnico gene (BRETT ET AL., 2002). Este evento, ja demonstrado
experimentalmente, ocorre nos mais distintos organismos, sendo regulado por

sinais quimicos em diferentes tecidos ou fases de desenvolvimento, além de
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caracteristicas dos promotores dos genes (BRETT ET AL., 2002;

KORNBLIHTT 2005; SAMMETH ET AL., 2008).

Além do splicing alternativo, o splicing alterado, é outro mecanismo para
a geracao de complexidade e foi amplamente descrito em fungos filamentosos,
apesar de sua funcéo bioldgica ainda ndo ser completamente compreendida

(LARRONDO ET AL., 2004; MACARENA ET AL., 2005).

Em estudos avaliando a expressao do gene chi2 em diferentes meios de
cultivos, observou-se a presenca de duas espécies de transcritos. Este padréo
manteve-se e os diferentes transcritos foram sequenciados. ldentificamos,
desta forma, a ocorréncia de um processamento diferencial do splicing deste
gene. Em diferentes condi¢des, o segundo intron, de 72 pb, é excisado ou néo,
gerando as duas espécies de transcrito. E a primeira vez que tal
processamento € descrito em M. anisopliae. Posteriormente, também

demonstramos a sintese de duas proteinas a partir destes transcritos.

Para comprovar o processamento diferencial do mRNA do gene chi2,
estudos das duas espécies de transcritos e das provaveis proteinas geradas

por splicing alterado séo descritos e discutidos.
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6.2. Material e Métodos

6.2.1. Solucdes

6.2.1.1. Gel Desnaturante de RNA

Agarose -1,5% (m/V)
Formaldeido -5,5 % (VIV)
Tampao MOPS (item 6.2.1.) -1x

Agarose foi fundida em &agua-DEPC (item 6.2.1.) apenas. ApOs,
formaldeido e o tampao MOPS foram misturados em um frasco e mantidos a
65 °C. ApoOs a agarose fundida atingir aproximadamente 65 °C, o formaldeido e
o tampao MOPS foram adicionados. O gel foi vertido em forma previamente

tratada com peroxido de hidrogénio 3 %.

6.2.1.2. Agua tratada com DEPC

DEPC - 0,1 % (VIV)

DEPC foi adicionado em &gua ultra pura e Mantido por 16 h a 37 °C.

Apoés, a 4gua foi autoclavada.
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6.2.1.3. Tampao MOPS 10 x (SAMBROOK & RUSSEL 2001)

MOPS - 200 mM
Acetato de Sodio (NaCH3;COO) -20 mM
EDTA -10 mM

MOPS foi dissolvido em &gua tratada com DEPC (item 6.2.1.). O pH foi
ajustado para 7 com NaOH 2 N. Acetato de sédio e EDTA ja em solucao foram
adicionados de modo a atingir a molaridade supracitada. A solugéo foi

autoclavada e mantida em temperatura ambiente, protegida da luz.

6.2.1.4. Tampéao de pré-hibridizacao

Formamida - 50 % (m/V)
SDS -5 % (m/V)
SSPE (item 6.2.1.5) -5X

Todos os reagentes foram misturados no momento do uso.
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6.2.1.5. SSPE 20 x

Cloreto de Sédio (NaCl) -17,53 % (m/V)
Fosfato de Sddio Monobasico (NaH,PO,) -2,76 % (m/V)
EDTA - 0,94 % (m/V)

Os reagentes foram adicionados em agua ultra pura e o pH foi ajustado

para 7.4 utilizando NaOH. A solucao foi esterilizada por autoclavagem.

6.2.1.6. Corante de Ponceau S 0,5 %
Ponceau S - 0,5 % (m/V)

Acido Acético Glacial -1 % (VIV)

Todos os reagentes foram solubilizados em 4gua e armazenados a 4 °C.

6.2.1.7. TBS/Tween-20 20 x

Tris Base -20 mM
Cloreto de Sédio -137 mM
Tween-20 -1% (VIV)

Todos os reagentes foram adicionados em agua e o pH foi ajustado para

7,6 utilizando HCI.



117

6.2.1.8. Tampé&o de bloqueio

Leite Desnatado em P -59% (m/V)

O reagente foi solubilizado em TBS/Tween-20 1 x no momento do uso.

6.2.1.9. Solucao de acetonitrila 50 % e bicarbonato de aménio 50

mM
Bicarbonato de aménio -50 mM
Acetonitrila -0.S.p-50 %

Bicarbonato de amdnio foi solubilizado em agua Milli-Q e esterilizado por
filtracio em membrana de 0,22 um. Apds, adicionou-se acetonitrila

100% 1:1.

6.2.1.10. Solugéo de bicarbonato de amdnio 25 mM

Bicarbonato de aménio -25 mM

O reagente foi solubilizado em &gua Milli-Q e esterilizardopor filtragédo

em membrana de 0,22 um.
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6.2.1.11. Solucao de acetonitrila:acido trifluoroacético 1:1

Acetonitrila -0.S.p-50 %

Acido trifluoroacético -Q9.S.p.-50 %

Os reagentes foram misturados no momento do uso tendo dgua como

solvente.

6.2.2. Andlise por RT-PCR

A linhagem E6 de M. anisopliae foi crescida em meio liquido (MM; item
5.2.1.20) contendo quitina cristalina 1% (m/V) por 24, 32, 40, 48, 56, 72, 96 e
120 h a 28 °C e 150 RPM. O micélio foi filtrado e RNA total foi extraido
conforme item 5.2.7. As amostras foram tratadas com 1 U/ug de RNA total de
DNAse livre de RNAse e um ensaio de PCR foi realizado para atestar-se a
auséncia de DNA gendmico. A partir destas amostras, cDNA foi sintetizado. Os
cDNAs referentes ao gene chi2 e ao gene controle tub (B-tubulina) foram
amplificados utilizando primers especificos (Tabela 4). Os primers especificos
para o gene chi2 flanqueiam o intron de 72 pb. As reacdes de PCR foram
conduzidas em um termociclador PTC-200 (MJ Research) de acordo com o
seguinte protocolo: 95 °C por 5 min; 95 °C por 1 min, 60 °C por 45 s, 72 °C por
50 s (26 ciclos); 72 °C por 5 min. Ap6s a amplificacdo, as amostras foram
eletroforeticamente separadas em gel de agarose 1,5% (m/V), visualizadas em

um transiluminador UV padréo e os resultados foram registrados digitalmente.
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6.2.3. Andlise por Northern blot

M. anisopliae foi crescido em meio liquido contendo quitina cristalina 1%
(m/V), glicose 1% (m/V), GIcNAc 1% (m/V) ou 0,25% (m/V) como Unicas fontes
de carbono. Apos 24, 48, 72, 96 e 120 h de incubacdo a 28 °C e 150 RPM, o
micélio foi filtrado e RNA total foi extraido conforme item 5.2.7. A andlise de

Northern blot foi realizada conforme item 5.2.10.

6.2.4. Marcacdo de sonda utilizando fésforo radioativo (P*?)

A marcagéao das sondas foi realizada conforme item 5.2.11.

6.2.5. Andlise por PCR em tempo real (qPCR)

Aliquotas das amostras de RNA total extraidas para 0s ensaios de
Northern blot foram tratadas com 1 U.ung de RNA total™ de DNAse livre de
RNAse. Um experimento de PCR foi realizado para atestar a auséncia de DNA
gendmico e cDNA foi sintetizado. As amostras, previamente normalizadas,
foram submetidas a qPCR utilizando primers especificos para os genes chi2,
tub e gapdh (gliceraldeido-3-fostado desidrogenase). De acordo com o0s
resultados dos ensaios de Northern blot, o gene tub foi selecionado como gene
referéncia. Aléem do gene tub, a forma totalmente processada do gene chi2 foi
utilizada como referéncia para determinar as diferencas de expresséo entre as
duas espécies de transcrito nas condi¢cdes avaliadas. A reacdo de gPCR foi
feita utilizando o kit Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG

2-AACt

(Invitrogen). A analise dos resultados foi realizada utilizando o método ea
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diferenca estatistica entre os resultados foi determinada utilizando o teste t de

Student (p<0,001).

6.2.6. Andlises por Western blot bidimensional

M. anisopliae foi cultivado em meio liquido (MM) contendo quitina
cristalina 1% (m/V) por 96 h a 28 °C e 150 RPM. O micélio foi filtrado e o
sobrenadante foi liofilizado e ressuspenso em agua Milli-Q a 1/10 do volume
inicial. Aproximadamente 2 mg de proteina total foram precipitadas utilizando
acido tricloroacético 30% (m/V) por 16 h a 4 °C. As amostras foram
centrifugadas a 14.000 g por 15 min, lavadas com acetona absoluta 5 vezes,
secas em temperatura ambiente e solubilizadas em tampao de
isoeletrofocalizacdo (uréia 7 M, tio-uréia 2 M, CHAPS 4% (p/V), ditiotreitol
(DTT) 1% (p/V) e anfolitos pH 3-10 0,2% (V/V)). As proteinas foram separadas
de acordo com seus pontos isoelétricos em tiras IPG de 17 cm com valores de
pH de 4 a 7 (Bio-Rad) utilizando o isoeletrofocalizador PROTEAN IEF Cell (Bio
Rad) até 70.000 vh acumulados a uma voltagem maxima de 10.000 v. As tiras
foram equlibradas por 15 min em tampé&o de equilibrio | (glicerol 30% (V/V),
uréia 6 M, DTT 1%, traco de Azul de Bromofenol) e por 15 min em tampéo de
equilibrio 1l (tamp&o de equlibrio | com iodoacetamida 4% substituindo DTT).
As tiras foram submetidas a SDS-PAGE e eletrotransferidas a membranas de
PVDF por 16 h a 100 V em tampao apropriado (item 6.2.1) apos tratamento das
membranas com metanol absoluto. As membranas foram coradas com corante
de Ponceau (item 6.2.1.7) diluido em TBS/Tween-20 1 x (item 6.2.1.8) para
confirmar a transferéncia. O corante foi removido com sucessivas lavagens de

TBS/Tween-20 1 x. As membranas foram incubadas em tampé&o de bloqueio
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(tem 6.2.1.9) por 2 h em temperatura ambiente com agitacdo. ApoOs, 0S
anticorpos contra CHI2 (diluidos a 1:1.000 em tampdo de bloqueio [item
6.2.1.9]) foram incubados por 1 h em temperatura ambiente com agitacdo. A
membrana foi lavada 3 vezes com TBS/Tween-20 1 x e incubada 1 h em
temperatura ambiente com o0s anticorpos secundarios (anti-lgG de coelho
conjugado a peroxidase — Sigma; diluidos a 1:2.000 em tampéao de bloqueio
[item 6.2.1.9]). Os sinais de reconhecimento foram gerados utilizando o kit ECL
Plus (GE Healthcare) e o sinal digital foi obtido utilizando o sistema Pharos

(Bio-Rad).

6.2.7. Digestdo com Tripsina em Gel e Espectrometria de Massas

Os spots de proteinas foram removidos manualmente de géis corados
com Coomassie blue e as proteinas foram digeridas em gel com tripsina. Os
fragmentos de gel foram tratados com trés passos de lavagem com 180 pL de
uma solucdo de acetonitrila 50 % e bicarbonato de aménio 50 mM (item
6.2.1.10) por 15 min, seguidas de uma lavagem com 180 uL de acetonitrila PA.
Apoés as lavagens, os fragmentos de gel foram secos por centrifugacdo a vacuo
e as proteinas digeridas por 18-24 h a 37 °C utilizando 12 ulL de tripsina
modificada a 10 mg.mL™ ( tripsina modifica grau de sequenciamento, Promega)
diluida em NH4HCO3; 25 mM (item 6.2.11). ApO6s a digestao triptica, os
peptideos foram extraidos em duas lavagens de 50 uL de uma solucdo de
acetonitrila e acido trifluoroacético (TFA) 1:1 (item 6.2.1.12) por 1 h . Os

peptideos extraidos foram secos e ressuspensos em 10 uL de agua Milli-Q.
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Andlises de MS/MS foram realizadas em um espectrometro de massas
Ultima APl (Micromass) de ionizacdo por eletrospray (ESI) tempo-de-v6o
quadrupolo (Q-TOF) acoplado a um sistema de cromatografia liquida capilar de
nano-fluxo (UPLC). Uma fonte ESI nano-fluxo foi utilizada junto a uma fonte
spray para mensuracdo da massa de calibracdo (lockmass) durante todas as
corridas cromatograficas. Os dados foram adquiridos em um modo dependente
de dados (DDA), e peptideos ionizados com multiplas cargas (+2 e +3) foram
automaticamente selecionados de acordo com a massa e dissociados em
experimentos de MS/MS. Condicdes ideais de LC e ESI foram fluxo de 300
nL.min™, voltagem do capilar de nano-fluxo de 3,5 kV, temperatura do bloco

100 °C e voltagem do cone de 50 V.

Os espectros de MS/MS foram processados utilizando o software
Proteinlynx v. 2,0 (Waters) e os arquivos de PKL gerados foram utilizados para
realizar buscas em bancos de dados através do software PEAKS Studio v. 4,5
(Bioinformatics Solutions) contra o banco de dados n&o-redundante do NCBI
(National Center for Biotechnology Information) e bancos de dados locais
contendo a proteina CHI2 predita a partir dos transcritos do gene chi2.
Parametros de busca permitiram o maximo de uma clivagem néo realizada, a
carbamidometilacdo das cisteinas, a possivel oxidacdo da metionina, tolerancia
de peptideo de 0,2 Da e tolerancia de MS/MS de 0,2 Da. O limite de
significancia foi definido a p<0,05 e a identificagdo s6 foi validada se cada

proteina possuisse pelo menos um peptideo com um valor esperado <0,05.
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6.3. Resultados

6.3.1. Geracao de dois transcritos a partir do gene chi2

Estudando a regulacdo do gene chi2 observamos a geracdo de dois
transcritos oriundos deste gene. Para melhor avaliar a ocorréncia de tal

fendmeno, ensaios de RT-PCR, Northern blot e gRT-PCR foram realizados.

Os experimentos de RT-PCR mostraram a presenca de dois transcritos
em todas as condi¢fes testadas (item 6.2.2; Fig. 6.1). Ambos transcritos foram
sequenciados, demonstrando a presenca de um transcrito parcialmente e outro

totalmente processado (Fig. 6.2).

Para confirmar os resultados obtidos em ensaios de RT-PCR,
conduzimos experimentos de Northern blot. Em todas as condicBes avaliadas
(tem 6.2.3) onde o gene chi2 é expresso foi observada a presenca de dois

transcritos (Fig. 6.3).

Como observado nos ensaios de Northern blot (Fig. 6.3), existem
diferentes niveis de expressdo das diferentes formas de transcrito. Para
avaliarmos as diferencas de expressdo dos transcritos, procedemos para
ensaios de qRT-PCR tanto do gene chi2, comparado com a expressado de um
gene constitutivo para as condicbes avaliadas (gene tub) e comparando a

expresséao entre os transcritos (Fig. 6.4).
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Figura 6.1: Geracdo de dois transcritos a partir do gene chi2. A. Regido do
anelamento dos primers Chit2For e Chit2Rev (Tabela 4). B. Figura
esquemética demonstrando a provavel sintese de dois transcritos. C.
RT-PCR demonstrando a sintese de dois transcritos a partir do gene
chi2. (M) A/Hindlll. As canaletas indicam a amplificacdo das duas
espécies de transcritos de chi2 amplificadas a partir de cDNA gerado de
MRNA extraido em (1) 24, (2) 32, (3) 40, (4) 48, (5) 56, (6) 72, (7) 96, e
(8) 120 h de cultivo; (9) controle positivo (DNA genbmico de E6); (10)
controle negativo sem DNA molde. As barras localizadas abaixo dos

esquemas representam 500 pb.
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A comparacdo das seqUéncias das duas espécies de mRNA demonstra a
retencdo do segundo intron. Alinhamento de seqiiéncias obtidas a partir de
clones de cDNA do gene chi2 (chi2_intron2 — clone de cDNA obtido a partir do
MRNA do gene chi2 retendo o segundo intron; chi2_cdna — clone de cDNA
obtido a partir de mRNA do gene chi2 completamente processado) e de
seqliéncia de cDNA depositado em bancos de acesso publico (NCBI; nimero
de acesso AJ293217.1). Quadro destaca a retencdo do segundo intron.
Regi6es em cinza denotam incongruéncias entre as sequéncias. Seta indica

codon de parada em fase na sequéncia do intron retido.
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Figura 6.3: Padréo de transcricdo das duas espécies de transcritos oriundas do
gene chi2. A. Hibridizacdo de RNA extraido de M. anisopliae cultivado
em diferentes meios de cultivo por (1) 24, (2) 48, (3) 72, (4) 96 e (5) 120
h. B e C. Perfil de expressdo dos transcritos chi2(1) e chi2(2),
respectivamente. As barras representam a expressao absoluta em vezes,
comparado com a expressdo em glicose, de acordo com andlise de
densitometria Optica realizada com base em dois experimentos

independentes de Northern blot (+ D.P.).
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Figura 6.4: Andlise quantitativa do padréo de transcri¢cdo do gene chi2 e de suas
duas formas de transcritos. Sao apresentados os valores de expressao
do gene chi2 relativos ao gene normalizador tub (B-tubulina; painel A) e
do transcrito parcialmente processado relativos ao transcrito totalmente
processado (painel B). Os asteriscos (*) representam diferencas

estatisticas entre as médias pelo teste t de Student (P<0,001).
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Os resultados de qPCR comparando a expressao do gene chi2 relativa
ao gene tub estdo de acordo com os resultados obtidos nos ensaios de
Northern blot (Fig. 6.3), sendo reprimido em glicose 1 % e expresso em quitina
cristalina 1 %, GIcNAc 0,25 % e GIcNAc 1%. Também como observado nos
experimentos de Northern blot, existem diferencas na expressao entre 0s
transcritos, apesar de ndo serem estatisticamente significantes entre os meios

avaliados.

A partir destes resultados, procedemos para uma avaliagéo in silico tanto
das regifes limitrofes entre éxons e introns quanto da predicdo de dominios
possivelmente distintos presentes nas proteinas geradas a partir dos dois
transcritos. Analises avaliando a consisténcia dos sitios aceptores e doadores
de splicing do gene chi2, baseadas em estudos prévios em quatro genomas de
Aspergillus (WANG ET AL., 2009), revelou a presenca de todas as
caracteristicas consensuais suficientes para a ocorréncia de splicing (sitio
aceptor 5', sitio doador 3’ e regido de ligacdo de intron lariat; Fig. 6.5 A).
Portanto, o evento de splicing diferencial ndo ocorreria por erros no
processamento, mas sim como um sistema regulado e possivelmente
fisiologicamente importante. A Fig. 6.5 B representa as diferencas entre as
regibes C-terminais de cada proteina oriunda dos diferentes transcritos. Ambas
as proteinas apresentam dominios em comum, como o dominio catalitico da
familia 18 de hidrolases (valor de E: 1.1e’) e o dominio de ligacdo & quitina
(valor de E: 1.5e°). Interessantemente, dois dominios distintos s&o
encontrados na regido C-terminal de cada proteina (regibes (2) dominio de
ligacdo a quitina e (3) provavel dominio de ancoramento por GPI rico em

serina; Fig. 6.5 C). A proteina oriunda do gene completamente processado
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(CHI2(2)) apresenta um dominio de ligacdo & celulose (valor de E: 2.7e?),

comum a hidrolases da familia 18. Por sua vez, a proteina oriunda do transcrito
parcialmente processado (CHI2(1)) apresenta uma regido altamente
hidrofobica, podendo estar relacionada com GPI e, portanto, interagir com a
membrana ou parede celular (valor de E: 1.8e’%; Fig. 6.5 C). Apesar do baixo
valor de E, esta caracteristica deve ser investigada, pois existem relatos na

literatura de regides ancoradas por GPI em Aspergillus (ADAMS 2004).

6.3.2. Sintese de duas proteinas a partir do gene chi2

Com a comprovacao da expressao dos dois transcritos, procedemos
para a provavel identificacdo de duas proteinas sendo expressas pelos
diferentes transcritos. A diferenca de aminoacidos entre as duas possiveis
proteinas € de apenas 4 residuos de aminoacidos, a massa molecular € muito
proxima (45,06 kDa e 44,63 kDa para a forma completamente processada e
para a forma parcialmente processada, respectivamente). Porém, os pls
estimados mostram-se distintos, sendo que a proteina expressa a partir da
forma completamente processada possui pl de 4,26 e a parcialmente
processada apresentaria pl de 4,62, sendo passivel a sua separacdo em tiras
para eletrofocalizacdo com pH restrito. Desta forma, realizamos a analise das
proteinas expressas por ambas as formas de transcritos por Western blot

bidimensional (Fig. 6.6).
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Figura 6.5: Sintese de duas proteinas a partir do gene chi2 e analises in silico. A.
Representacao da sintese de dois transcritos por splicing diferencial. B. Predicéo
dos sitios de splicing. Painel “Regido Codante” — valores da curva préximos a 0.0
indicam regido intrbnica, enquanto valores da curva préoximos a 1.0 indicam
regides exodnicas; painel “Doador” — impulsos e curva proximos a 2.0 indicam
sitio doador forte; painel “Aceptor” - impulsos e curva proximos a 2.0 indicam
sitio aceptor forte. C. Diferencas entre aminoacidos das regibes C-terminal entre
as duas proteinas geradas a partir dos dois transcritos. CHI2(1) — proteina obtida
a partir do mRNA parcialmente processado; CHI2(2) — proteina obtida a partir do
MRNA totalmente processado. D. Analise dos dominios das duas proteinas
geradas a partir do gene chi2. 1 — Dominio catalitico de glicosil hidrolases da
familia 18 (valor de E: 1.1e™’ para ambas as proteinas); 2 — Dominio de ligacéo
a quitina (valor de E: 1.5e™° para ambas as proteinas); 3 — Provavel dominio de
ancoramento por GPI rico em serina (valor de E: 1.8e'2); 4 — Dominio de ligagdo

a celulose (valor de E: 2.7e™).
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Figura 6.6: Duas proteinas séo sintetizadas pelo gene chi2. A. 2D SDS-PAGE de
proteinas obtidas a partir de sobrenadante de cultura de M. anisopliae em
meio indutor de quitinases apés 96 h a 28 °C e 150 RPM. (1) - spot

relativo a quitinase CHI2(1); (2) — spot relativo a quitinase CHI2(2). B.
Andlise por Western blot a partir de gel bidimensional.

Para confirmar a expressdo das duas formas de proteinas a partir do
gene chi2, realizamos a identificacdo dos spots por espectrometria de massas
(Tabela 6), confirmando tratar-se de duas proteinas com sequéncias distintas,

ambas geradas a partir do gene chi2.



132

Tabela 6. Identificacdo de proteinas por analise de MS/MS evidencia a sintese de duas diferentes proteinas a partir do

gene chi2.
Spot ID Nomeda Numerode pl/MM (kDa) pl/MM (kDa) PEAKS Score Cobertura da Peptideos Identificados
Proteina  Acesso Teodricas Observadas (%) Sequéncia (%) . .

(mais representativos)

1 CHI2(1) CAC07216  5.26/43.7 4.63/44.1 100 17 PLTDK
ALGINGNAPFNYNNWTSFIADTPSAGAK
IFIGVPASPLASTGTPSGAQYYAAPEQLAAIVGEYR
QGDWWSSCR

2 CHI2(2) - 6.28/43.0 5.32/43.6 100 67 LTDKISV
ALGINGNAPFNYNNWTSFIADTPSAGAKIFI
ISVKPR

GQVILSMCSLKKKR
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7. Discusséo

O subgrupo Fungi contem uma grande variedade de organismos com
estilos de vida muito diversos. Isto € um reflexo direto da variedade de habitats
ocupados pelos fungos. Dentre os nichos ocupados por fungos filamentosos,
os fungos considerados patégenos de artropodes terrestres tém sido alvos de
inUmeros estudos devido ndo s6 ao seu interesse econbmico como agentes de
controle bioldgico, regulando as populacbes de insetos no planeta, mas
principalmente como modelos da interacdo patégeno-hospedeiro e de co-

evolucdo (ROY ET AL., 2006).

O processo de infeccado de fungos entomopatdgenos nao € exclusivo e
apresenta muitas semelhancas com o de fungos fitopatdégenos, pois ambos os
processos iniciam com a deposicdo de propagulos viaveis sobre estruturas de
hospedeiros suscetiveis e seguem com a penetracdo direta da cuticula
auxiliada por pressdo mecanica e secrecao de enzimas hidroliticas. Apds a
penetracdo e colonizacdo, ocorre a producdo de blastosporos, facilitando a
difusdo do patdgeno pelo organismo infectado. Téo logo os nutrientes tornam-
se escassos, hifas desenvolvem-se a partir dos blastosporos e rompem
novamente os tecidos mais externos dos hospedeiros para, entdo, produzirem
novos propagulos infectivos (SEXTON & HOWLETT 2006). E provavel a
existéncia de ancestralidade comum entre fito- e entomopatdogenos do filo
Ascomycota, mas o sistema de infeccdo em si acredita-se ser
filogeneticamente mais distante e tenha surgido por convergéncia evolutiva em

Ascomycota, Basidiomycota e Zigomycota, sendo a maioria dos fungos
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entomopatdégenos pertencentes aos filos Ascomycota e Zigomycota (ROY ET

AL., 2006).

O processo de infeccdo somente ocorre quando 0Ss organismos
envolvidos possuem as condi¢gdes minimas necessarias, ou seja, 0 patdgeno
deve apresentar a capacidade de diferenciar-se nas estruturas de penetracéo e
possuir um arsenal bioquimico, permitindo tanto a invasdo do hospedeiro,
sobrepujando suas defesas, quanto a nutricdo do fungo. Por sua vez, o
hospedeiro deve ser de certa forma suscetivel ao patdégeno, apesar de
responder ao seu ataque munindo-se de barreira fisica (carapaca), resposta
imune inata e mudanca de comportamento (ROY ET AL., 2006). Condi¢gbes
ambientais favoraveis também influenciam a patogenia, como a temperatura e
a umidade (MILLER ET AL., 2004; RANGEL ET AL., 2004; RANGEL ET AL.,
2005b; RANGEL ET AL., 2005a; BRAGA ET AL., 2006; FERNANDES ET AL.,
2008). Portanto, a infec¢cdo de organismos suscetiveis por fungos patégenos
depende de uma triade de elementos e, dentro de cada elemento, inUmeros

fatores contribuem para aumentar a complexidade do processo.

Analisando fungos entomopatdégenos, em especial M. anisopliae, e
levando-se em consideracdo o numero de hospedeiros deste fungo, podemos
separa-lo em duas tipos: generalistas e especializados. A interacdo fungo-
hospedeiro € o evento determinante se o processo de infeccdo ocorrera ou
ndo. Co-evoluindo com seus hospedeiros, Metarhizium desenvolveu
metodologias para subjugar as defesas destes hospedeiros e, de certa forma,
isolados deste fungo apresentam diferentes niveis de viruléncia frente a
diferentes hospedeiros. Isso, possivelmente, se deve as diferencas no

conteudo génico entre os isolados. Em um estudo envolvendo EST’'s de
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linhagens generalistas e especializadas na infeccdo de artropodes,
evidenciaram-se divergéncias ndo somente na sequUéncia, mas também na
auséncia de determinados genes. Por exemplo, a linhagem Ma443 ndo possui
0 gene, entre outros, da endoquitinase de 42 kDa CHI2 alvo de estudo desta
Tese, quando comparada a linhagem Ma2575. Isto demonstra que a auséncia
de certos genes torna a linhagem Ma443 especializada em poucas espécies de
hospedeiros em comparacéao a linhagem generalista Ma2575 (WANG ET AL.,

2009).

As buscas por possiveis fatores de patogenicidade iniciaram com o
estudo de enzimas cujo papel seria a degradacéo da cuticula dos hospedeiros,
como proteases, lipases e quitinases. Metarhizium secreta, de acordo com
zimogramas avaliando a atividade de quitinases em sobrenadantes de cultivo,
cerca de 6 diferentes quitinases (DA SILVA ET AL., 2005). E provavel haver a
atuacdo de diferentes quitinases no processo de infeccdo de diferentes
hospedeiros ou, ainda, a acdo sinérgica destas enzimas de forma a degradar
completamente as fibras de quitina extracelular a mondémeros de GICNAc para
a nutricdo do fungo. Sabe-se, também, da necessidade de quitinases para o
desenvolvimento do proprio fungo, pois a parede celular destes organismos é

rica em quitina e precisa ser rompida para o crescimento (DUO-CHUAN 2006).

Devido a grande importancia das quitinases para a nutricdo e
desenvolvimento de Metarhizium, varios trabalhos foram realizados visando
estabelecer o papel especifico de cada quitinase. O gene da endoquitinase
CHI2 (gene chi2) foi parcialmente obtido em um estudo avaliando EST's de
Metarhizium cultivado em meios mimetizando as condicbes de infeccao

(FREIMOSER ET AL., 2003). Em um trabalho realizado pelo nosso grupo, o
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gene chi2 foi isolado em sua totalidade e caracterizado quanto ao controle de
sua expressdo em meios sintéticos mimetizando ou nao condi¢des de infeccéo
e quanto a sequéncias regulatorias presentes em seu promotor. Observou-se a
repressdo deste gene em condicbes de cultivo na presenca de glicose e
ativacdo em meios contendo quitina ou GIcNAc (BARATTO ET AL., 2006). A
sequéncia deduzida de aminoacidos também apresenta regido de peptideo
sinal, indicando a provavel secrecdo desta enzima. Portanto, devido a
regulacdo da expressao deste gene, chi2 tornou-se um alvo interessante para
posteriores estudos. Desta forma, o gene chi2 foi selecionado para a
caracterizacdo da sua funcionalidade, constituindo o cerne da investigagéao e

da discussao desta Tese.

O estudo funcional do gene chi2 foi iniciado com a construcdo de dois
diferentes cassettes. Primeiramente, construimos um cassette para a
expressao constitutiva e aumentada do cDNA do gene chi2 utlizando o
promotor homélogo do gene tefl-a (fator de elongamento de cadeia). Utilizando
experimentos de agro-transformacédo, obtivemos um grande numero de
transformantes a serem analisados. Foram obtidos cerca de 60 transformantes
resistentes a glifosinato de amoénio em cada evento de ATMT realizado em
placas de Petri de 90x15 mm. Em 200 transformantes avaliados, 152

transformantes foram positivos.

A metodologia de superexpressdo de quitinases em fungos
entomopatdgenos ja foi utilizada por outros autores em outros trabalhos. Em
Metarhizium, o primeiro experimento de superexpressdo de quitinases foi
realizado em 2001, com a expressao do gene chitl e, apesar de implicar em

um aumento nos niveis de quitinases secretadas, 0 aumento da viruléncia nao
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fora detectado (SCREEN ET AL., 2001). Outro fungo entomopatogénico, B.
bassiana, também foi utilizado em experimentos de superexpressao de
quitinase. O incremento na expressdo do gene Bbchitl causou aumento de
viruléncia do fungo quando submetido a bioensaios utilizando como
hospedeiros afideos da espécie Myzus persicae (FANG ET AL., 2005). Nosso
grupo também realizou experimentos de superexpressao de quitinases. Porém,
evidéncias indicam toxicidade na superexpressao do gene chi3, pois nao foram
obtidos transformantes viaveis. Por outro lado, a participacdo da quitinase
CHIT30, codificada pelo gene chi3, no processo de infec¢cdo do hospedeiro D.
peruvianus foi demonstrada. Transformantes com expressao nula deste gene,
além de apresentarem crescimento prejudicado em relagdo a linhagem
selvagem quanto expostos ao choque térmico, também causaram mortalidade

reduzida (STAATS 2007).

Outra estratégia pode ser aliada a superexpressdo para inferir com
maior precisdo o papel de determinado gene em um processo. A delecéo de
genes vem sendo amplamente utilizada com este intuito. Além do cassette para
a superexpressao de chi2, também construimos um cassette de dele¢do do
gene chi2. Para tanto, utilizamos a metodologia de PCR de fusédo (YU ET AL.,
2004), flanqueando a marca de resisténcia por por¢coes 5 e 3’ do gene chi2
com o objetivo de silenciar o gene por recombinacdo homologa da marca. O
rendimento foi menor em comparacao aos experimentos de superexpressao,
com cerca de 40 transformantes por placa de Petri. Em cerca de 150
transformantes resistentes a glifosinato, apenas dois continham a insercéo do
cassette no sitio homologo, apesar da ATMT promover este tipo de integracgao.

A baixa integracdo no sitio homologo, neste caso, pode ser devido ao tamanho
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das regides flanqueadoras utilizado (520 pb na regidao 5 e 632 na regiao 3’).
Em fungos como Neurospora crassa, apenas regioes flanqueadoras acima de 1
Kb sdo suficientes para promover a integracdo em sitio homoélogo. Na espécie
A. niger, cujo género é filogeneticamente préximo a Metarhizium, séo
necessarios 1,5 Kb para altas taxas de integracdo homologa (BARDIYA &

SHIU 2007; MEYER ET AL., 2007).

Delecbes dos genes madl (adesina) (WANG & ST LEGER 2007b), mpll
(perilipinas) (WANG & ST LEGER 2007a), MaPKAl (PKA) (FANG ET AL.,
2009), cag8 (RGS) (FANG ET AL., 2007) e mcll (colageno tipo 1) (WANG & ST
LEGER 2006) demonstraram reduc¢do na infecgdo dos artropodes desafiados
contra 0os mutantes nulos quando comparada aos niveis de infeccdo da
linhagem selvagem e elucidaram a funcao dos genes avaliados, mostrando ser

uma metodologia eficiente para tal objetivo.

Ambas as metodologias de superexpressao e delecdo demonstraram ser
eficientes. Ensaios de atividade de quitinase, realizados com sobrenadantes de
cultivo de Metarhizium em condi¢c6es de inducdo e repressdo do sistema de
quitinases, resultaram em significativas diferencas nos niveis de atividade tanto
de quitinases total quanto de endoquitinases especificamente. Outros trabalhos
ja demonstraram que a alteracdo na expressao de transcritos de genes do
sistema hidrolitico de entomopatdégenos refletem na atividade enzimatica.
Ensaios com transformantes contendo cassettes para expressao constitutiva do
gene chitl tiveram incremento de até 140 vezes na expressao de quitinases em
meios ndo indutores, porém sem acarretar em aumento na viruléncia a
Manduca sexta (SCREEN ET AL., 2001). O gene prl foi expresso de forma

constitutiva em Metarhizium e aumentou a viruléncia do fungo em 25 % em
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ensaios utilizando M. sexta (ST LEGER ET AL., 1996b). No fungo B. bassiana,
a super-expressao do gene Bbchitl, além de elevar os niveis de expressao de
quitinases, houve aumento nos niveis de viruléncia frente a afideos (FANG ET

AL., 2005).

A delecao da quitinase ech42 de T. harzianum comprovou a participagao
do gene em processos de aquisicao de nutrientes externos e mostrou ser um
determinantes de patogenicidade (CARSOLIO ET AL., 1994). Em A. nidulans, a
delecdo do gene chiA provocou diminuicdo nas taxas de germinacdo de
conidios e de desenvolvimento de hifas. Ensaios avaliando a expressao deste
gene demonstraram alta atividade em conidi6foros, demonstrando a atuagao

do mesmo durante a morfogénese do fungo (TAKAYA ET AL., 1998b).

Os transformantes obtidos nos ensaios de super-expressao e de delecéo
do gene chi2, confirmados pela integracdo dos cassettes e por ensaios de
analise de transcritos e de sintese de CHI2, apresentaram diferencas nos
niveis de viruléncia quando testados em bioensaios utilizando o inseto D.
peruvianus. A linhagem deletada Achi2 teve uma reducédo de 19 % em seu
TLsp, enquanto a linhagem T33 apresentou um aumento de 20 % em seu TLsg.
Avaliando as caracteristicas morfologicas celulares dos transformantes,
pudemos observar, pelos ensaios de microscopia de imunofluorescéncia, a
manutencdo da morfologia de conidios, hifas e apressoérios, mantendo-se
semelhantes a linhagem selvagem. Este fato também ocorre em Clonostachys
rosea, onde o nocaute de trés diferentes quitinases, apesar da reducdo na sua
viruléncia, ndo apresenta diferencas morfolégicas (MAMARABADI ET AL.,
2008). Portanto, é provavel a participagdo de CHI2 na aquisi¢cdo de nutrientes

exdgenos e nao dos processos morfoldgicos.
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Um extenso estudo analisando a expressao de diferentes genes em
linhagens de Metarhizium consideradas generalistas ou especializadas na
infeccdo de hospedeiros ajuda a corroborar a participagdo de CHI2 no
processo de infeccdo. A linhagem Ma2575, considerada generalista, expressa
o gene chi2, enquanto a linhagem especializada Ma443 ndo possui este gene
em seu genoma (WANG ET AL., 2009). E possivel que a auséncia desta
quitinase, juntamente a outros genes, seja responsavel pela diminuicdo no
espectro de infeccdo desta linhagem, motivada pela reducédo da diversidade

destas hidrolases.

As evidéncias encontradas neste trabalho indicam a participacdo da
quitinase CHI2 na aquisicdo de nutrientes externos a ceélula, provavelmente
degradando a quitina presente nos tecidos dos hospedeiros e permitindo a
incorporagdo de polimeros de GIcNAc soluveis. Porém, a observacdo da
distribuicAo da quitinase CHI2 em diferentes estruturas celulares de
Metarhizium durante o0s ensaios de microscopia de imunofluorescéncia
permitiram inferir em outra possivel funcdo. Em geral, CHI2 apresenta-se ligada
a parede celular e dispersa no citoplasma em hifas, possivelmente dentro de
vacuolos transportados através dos microtubulos em via de secrecao

(STEINBERG 2007), além de acumular-se na extremidade distal da estrutura.

Quando ha a formacdo de apressorio, a quitinase CHI2 associa-se
exclusivamente a parede celular, ficando ausente no citoplasma e acumulando-
se na ponta do apressorio, como ocorre com a quitinase CHIT30 (STAATS
2007). CHI2 é completamente ausente em esporos germinados. A suposicao
de outra possivel funcdo de CHI2 vem do fato da distribuicdo de CHI2 em

regides de intenso remodelamento da parede celular, como no ponto de
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germinacao dos esporos e no ponto de formacdo do apressorio. Este padréo
de distribuicAo muda consideravelmente no transformante T33, no qual ha a
presenca de CHI2 no esporo, além de um aumento global na expressdo em
todos os tipos celulares. Juntamente com outras endoquitinases, CHI2 poderia
participar, também, do remodelamento da parede celular. Porém, como os
transformantes nulos para a expresséo de CHI2 ndo apresentaram diferencas
morfologicas, esta suposicdo ndo pode ser comprovada e necessita maior
investigacdo, como, por exemplo, a construcdo de linhagens deletadas para

mais de uma endoquitinase.

Interessantemente, CHI2 associa-se a parede celular mesmo
apresentando peptideo-sinal de exportacdo em sua regido N-terminal e ser
detectada na fragdo secretada em cultivos liquidos de Metarhizium. Este fato
pode ser explicado pela constante sintese desta enzima durante o
desenvolvimento de Metarhizium em condi¢bes de infeccdo ou simulando o
contato entre o esporo e a cuticula de hospedeiros, e as regides apresentando
CHI2 seriam, temporalmente, pontos de secrecdo anteriores aos mais

recentes, presentes na regido distal da hifa crescente ou no apressorio.

Porém, analisando a expressao do gene chi2 em ensaios de RT-PCR,
pudemos observar a presenca de dois transcritos. Prontamente, acreditamos
ser produto de contaminacdo com DNA gendmico. Contudo, o resultado
manteve-se constante e ambos os produtos foram clonados e sequenciados,
revelando a retencdo do segundo intron, de 72 pb. Posteriormente, o0 cDNA
completo de ambas as espécies de transcrito foi também clonado e
sequenciado. Este revelou apenas a retencdo do segundo intron e, em todos

os clones analisados, apenas este era retido, enquanto o primeiro intron era
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removido. A presenca de dois transcritos poderia levar a formacado de duas
proteinas: a primeira, oriunda do processamento nao usual (CHI2(1)), possuiria
residuos de aminoacidos referentes aos dois primeiros éxons e ao segundo
intron apenas, devido a presenca de um sinal de parada de traducéo em fase
no ultimo coédon do intron; a segunda, oriunda do processamento completo
(CHI2(2)), possuiria os residuos referentes aos trés éxons. Este fato revelou-se
passivel de constituir-se em um evento de splicing alternativo, nunca antes
descrito em fungos entomopatdégenos, porém amplamente distribuido em

fungos em geral.

Andlises de Northern blot e gRT-PCR confirmaram a presenca dos dois
transcritos. Porém, como a sintese de duas proteinas diferentes ndao havia sido
comprovada, o evento de processamento diferencial do mRNA do gene chi2 foi
denominado de splicing alterado, termo proposto por Larrondo, em 2004, para
definir a presenca de transcritos oriundos de processamentos diferenciais sem
a sintese de proteinas maduras observados em transcritos do fungo P.
chrysosporium, em detrimento ao jA bem descrito splicing alternativo, cujos

transcritos levam a geracao de proteinas maduras e funcionais.

Andlises in silico revelaram diferencas pontuais e funcionalmente
importantes nas duas proteinas possivelmente sintetizadas a partir dos dois
diferentes transcritos do gene chi2. A proteina CHI2 sintetizada a partir do
transcrito completamente processado (aqui chamada CHI2(2)) apresenta
caracteristicas conservadas em endoquitinases da familia 18 de glicosil
hidrolases. Possui dominio catalitico de quitinases e, inserido a ele, dominio de
ligacdo a quitina. A regido N-terminal apresenta peptideo-sinal de exportacao.

Na porcdo C-terminal, relativa ao terceiro éxon, ha a presenca de uma regiao
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de ligacdo a celulose, caracteristico desta familia de hidrolases. A seqiéncia
predita de aminoacidos da proteina CHI2 oriunda do transcrito parcialmente
processado (chamada CHI2(1)) possui as regibes de dominio catalitico, de
ligacdo a quitina e de peptideo-sinal idénticas a proteina CHI2(2), porém nao
possui a regido de ligacdo a celulose. Na porcdo C-terminal, relativa ao
segundo intron, hd uma regido rica em aminoacidos hidrofobicos, indicando
uma possivel interacdo com a membrana celular e, conseqientemente, ficando
ancorada a ela por GPI ou a prépria parede por vestigios de GPI. Este tipo de
interacdo ja foi relatado em A. fumigatus (ADAMS 2004). Por esta razéo
CHI2(1) ficaria ancorada a membrana ou parede celular e CHI2(2) seria
secretada. A deteccdo de CHI2(1) em sobrenadante de cultivo se deu,
provavelmente, a autélise de hifas devido ao tempo de cultivo e liberacao de
proteinas associadas a parede e membrana celulares, como ja descrito em
Aspergillus (EMRI ET AL., 2008). A presenca da enzima CHI2(1) na membrana
ou parede celular poderia estar associada a quebra da quitina enddgena,
permitindo o desenvolvimento do fungo, ou como uma molécula “sensora”,
iniciando a degradacdo da cuticula e sinalizando a célula a presenca de

hospedeiro apto a ser infectado.

Demonstramos, por Western blot, o reconhecimento de dois spots com
massa aproximada a predita pela andlise in silico. A proteina CHI2(1) tem
massa e pl preditos de 43.0 kDa e 6.28, respectivamente, e a proteina CHI2(2)
possui massa e pl preditos de 43.7 kDa e 5.26, respectivamente. As massas
definidas experimentalmente de CHI2(1) e CHI2(2) foram de 43.6 e 44.1,
respectivamente. Porém, os pl diferiram consideravelmente: 5.32 para CHI2(1)

e 4.63 para CHI2(2). O fato de haver diferenca nos valores de pl é devido as
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modificagcdes pos-traducionais ndo preditas pelos programas nos quais as
analises in silico foram realizadas (ExPASy e JvirGel v. 2.2) e ja foi discutido na
literatura (HILLER ET AL., 2003) O reconhecimento dos spots foi realizado com
antisoro produzido contra a sequéncia de aminoacidos comum a ambas as
proteinas. Os spots relativos ao reconhecimento pelo antisoro foram
submetidos a espectrometria de massas. Ambos os spots foram identificados e
as sequéncias sao relativas a proteina CHI2. Além disso, foi possivel identificar
regides especificas na por¢cado N-terminal de cada spot e, com este resultado,
pudemos confirmar a sintese de CHI2(1) e CHI2(2). Logo, consideramos o
evento de splicing alternativo como responsavel pela geracdo de dois
transcritos, pois a proteina identificada ndo se apresenta truncada. Dessa
forma, séo sintetizadas duas espécies de mRNA a partir do gene chi2, por
splicing alternativo, responsaveis pela sintese de duas proteinas (CHI2(1) e
CHI2(2)), com caracteristicas quimicas distintas e com caracteristicas
biologicas possivelmente diferentes. Estudos avaliando a fungdo biolégica

especifica da proteina CHI2(1) deverao ser realizados.

Finalizando, a endoquitinase CHI2 faz parte do processo de infeccao de
M. anisopliae frente ao inseto D. peruvianus, constituindo-se em um fator de
viruléncia importante na degradagédo da cuticula dos hospedeiros suscetiveis.
Este fato foi observado por bioensaios utilizando transformantes de M.
anisopliae super-expressando ou com expressdo nula de CHI2, cujas
morfologias mantiveram-se semelhantes a linhagem selvagem. Assim,
podemos concluir que CHI2 participa ativamente da degradacdo da cuticula
dos hospedeiros, provendo nutricdo a célula fangica. Além disso, o gene chi2

apresenta dois transcritos gerados por splicing alternativo. Por sua vez, estes
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transcritos sdo traduzidos em proteinas maduras com distintas sequéncias de
aminoacidos em suas por¢cdes C-terminais, com predicdo de dominios distintos
entre as espécies de proteinas, refletindo um possivel papel diferenciado entre

as duas formas.
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8. Conclusdes

- a proteina CHI2 faz parte do processo de infec¢cdo de M. anisopliae
e constitui-se em um fator de viruléncia transformantes;
- 0 gene chi2 sofre processo de splicing alternativo, resultando na

expressao de duas quitinases com sequéncia de aminodcios distinta;
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. Perspectivas

avaliar o papel bioldgico de cada endoquitinase gerada a partir dos

transcritos do gene chi2;

identificar e comprovar a sintese de diferentes transcritos e proteinas

a partir de outros genes de M. anisopliae linhagem EG6;

construir transformantes nulos para mais de um gene de

endoquitinases ou de exoquitinases.
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Abstract. Metarhizium anisopliae infects arthropods via a combination of specialized structures and
cuticle degradation. Hydrolytic enzymes are accepted as key factors for the host penetration step and
include chitinases. The characterization of the chi2 chitinase gene from M. anisopliae var. anisopliae is
reported. The chi2 gene is interrupted by two short introns and is 1,542-bp long, coding a predicted
protein of 419 amino acids with a stretch of 19 amino acid residues displaying characteristics of signal
peptide. The predicted chitinase molecular mass is 44 kDa with a mature protein of 42 kDa and a
theoretical pl of 4.8. The comparison of the CHI2 predicted protein to fungal orthologues revealed
similarity to the glycohydrolase family 18 and a phylogenetic analysis was conducted. The chi2 gene is
up-regulated by chitin as a carbon source and in conditions of fungus autolysis, and is down-regulated by
glucose. This regulation is consistent with the presence of putative CreA/Crel/Crrl carbon catabolic
repressor binding domains on the regulatory sequence.

Metarhizium anisopliae is a well-known, broad-range
arthropod pathogen, which is applicable in the biological
control of several insect pests, including vectors for hu-
man diseases, and ticks [13, 14, 16]. During fungal
penetration through the host cuticle, hydrolytic enzymes
such as proteases, chitinases, and lipases are produced
and secreted and are proposed to be important for the
initiation of the infection process, leading to cuticle
transposition [28]. This range of extracellular enzymes
that degrade the components of the host cuticle is pro-
duced when M. anisopliae is grown in arthropod cuticle
or chitin as the sole carbon and nitrogen source [3, 18].
Chitinases are among these extracellular enzymes and
some have been purified and characterized [15, 23, 29].

Correspondence to: A. Schrank; email: aschrank @cbiot.ufrgs.br

In fungi, chitinases have a physiological role in hyphal
growth and morphogenesis [30] and have also been
shown to be produced during host infection by entomo-
pathogenic fungi [8]. Analysis of secreted chitinases in
M. anisopliae revealed at least six isoforms (30, 33, 43.5,
45, 60, and 110 kDa) and only one has both the protein
and the gene isolated and characterized (chi3 gene and
CHIT?30 chitinase) [8]. Three genes coding for chitinases
were described in Metarhizium: chitl gene and the or-
tholog chil, code a 42-kDa endochitinase [2, 5, 26]; chi2
(partial sequence, AJ293217); and, chi3, which codes for
an endo/exo-acting 30-kDa chitinase (CAC07217.1) [8].
However, the role of chitinases in arthropod pathogenesis
is still not completely understood.

One approach to understand their function is the
isolation of chitinase genes and the evaluation of their
overexpression in bioassays. Thus, the overexpression of
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the M. anisopliae chitl gene did not show altered
pathogenicity to Manduca sexta [26]. In contrast, the M.
anisopliae CHIT30 chitinase (chi3 gene) was shown to
be produced during tick infection [8] and the overex-
pression of a Beauveria bassiana chitinase, gene
Bbchitl, enhanced the virulence for aphids [12]. These
three chitinases, CHIT1, CHIT30, and Bbchitl, share
very low levels of similarity and da Silva et al. [8§],
analyzing the sequences from chitinases whose function
in cell morphogenesis/growth or in pathogenesis was
assigned, showed that chitinases with similar cellular
roles may diverge in sequence. In Metarhizium, only one
of the chitinase genes, the chitl gene, was fully char-
acterized [5]. For genes chi2 (AJ293217) and chi3
(AJ293218), only ESTs sequences are deposited.

Aiming to contribute to the investigation of the role
of Metarhizium chitinase genes in the host infection
process, we isolated and characterized the genomic and
cDNA copies of the chi2 ortholog from M. anisopliae
var. anisopliae. We also studied its transcription regu-
lation under different culture conditions, including the
use of host cuticle as a carbon/nitrogen source.

Materials and Methods

Organisms and growth conditions. M. anisopliae var. anisopliae
strain E6 from the Microbial Genetics Group (Escola Superior de
Agronomia Luiz de Queiroz, USP, Brazil) was maintained in
complete Cove’s medium (MCc) media as previously described [9].
For RNA extraction, the fungus was grown in liquid Cove’s
medium [9] with NaNO; 0.6%, supplemented with glucose (1%),
N-acetylglucosamine, GlcNAc, (0.1%), Boophilus microplus cuticle
(1%) [9], or chitin (0.8%). E. coli XL1-Blue (Stratagene, La Jolla,
CA, USA) was used for genomic library construction and propagation
of pUCIS8 plasmid and clones. Bacterial cultivation was in LB agar or
LB broth [24].

Southern hybridization and library construction. Genomic DNA
from M. anisopliae was extracted from mycelium [4] and (10 pg)
digested with BamHI, EcoRI, HindIIl, Kpnl, Pstl, or Xbal restriction
endonucleases and fractionated on 0.8% agarose gel electrophoresis.
The DNA was transferred to nylon blotting membrane Hybond™-N*,
probed with a 615-bp amplicon from chi2 gene and hybridized using
the ECL kit. The probe was generated using primers (Chi2F-
GTGTTGGCCTTGTTGGCCTG and Chi2R-TACTGGCCAATTTG
CTCGGC) (Invitrogen, Sao Paulo, Brazil) based on the reported
ortholog chi2 gene partial sequence from M. anisopliae var. acridum
[AJ293217].

Nucleotide sequencing and computational analysis. Inserts and
amplicons were sequenced at the ACTGene Laboratory (Centro de
Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS, Brazil in an ABI-
PRISM3100 Genetic Analyzer and analyzed by Blast using the
NCBI server at http:www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ [1]. Signalscan
Program (at http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html) was
used to find a putative signal peptidase cleavage site. Chitinase amino
acid sequences from fungi (CAC07216.1; AAB81998; AAN41259.1;
CAG86633.1; EAL03025.1; EAL00460; CAG62749.1; BAA36223.1;
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AASS55554; NP_013388; AAA92642.1) were aligned using ClustalX
[31] and a phylogenetic tree was constructed using the Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) software [19] by the
neighbor-joining method. Phylogenetic tree architecture confidence
was evaluated by 10,000 bootstrap replications.

RT-PCR analysis and characterization of transcription start
site. Total RNA extraction was performed as described [9]. First-
strand c¢DNA synthesis was performed with M-MLV Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according to the
manufacturer’s protocol with oligo dT as primer, using 1 pg of RNA.
Amplification of the chi2 gene transcripts was performed as described
above and RNA quantity was normalized by the amplification of tef]-o
gene [21]. Amplicons were resolved by electrophoresis in 1.0%
agarose gel. For isolation and characterization of 5" ends from the chi2
gene, a 5* RACE System was used (Version 2.0, Invitrogen), with 1 pg
of RNA extracted from mycelium grown for 48 h with chitin as carbon
source. Primers were Chi2R (see above) and an antisense primer
(Chi2IR-GAATTGGGTTGGCAGTAC). The amplified product was
purified and sequenced.

Results and Discussion

In order to clone the M. anisopliae var. anisopliae strain
E6 complete chi2 gene sequence, PCR fragments were
amplified (615 bp in size) using primers derived from
the previously reported ortholog M. anisopliae var. ac-
ridum chi2 gene [AJ293217]. A recombinant clone with
a 5.3-kb insert encompassing the chi2 gene was selected
by colony hybridization from about 1,000 colonies from
a plasmid library carrying M. anisopliae var. anisopliae
strain E6 genomic DNA. The complete nucleotide se-
quence of the chi2 gene was determined (DQO11663)
and the 419 amino acid residue ORF (CHI2) shows high
similarity (97%) to the putative chitinase ortholog from
M. anisopliae var. acridum [AJ293217]. The transcrip-
tion initiation site was determined by sequencing a 311-
bp cDNA amplicon generated by 5° RACE reaction. The
transcription initiation (G + 1) was identified and
the ATG start codon was positioned at 95 bp from the
transcription initiation site. The transcription initiation
environment is ACATCAAG, which is similar to the
consensus TCATCANC [10]. The chi2 gene is 1,542 bp
long and is interrupted by two introns (210 and 72 bp
long). In silico analysis of the 5” flanking region re-
vealed canonical CAAT and TATAA putative control-
ling elements at the appropriate distances. In addition, a
consensus motif was found for the CreA/Crel/Crrl car-
bon catabolic repressor, a negative regulator mediating
carbon catabolism repression in A. nidulans and
M. anisopliae (Fig. 1) [7, 25, 31].

Chitinase CHI2 has a predicted molecular mass of
44 kDa and a putative signal peptidase cleavage site at
V', rendering a mature protein of 42 kDa with theo-
retical pI of 4.8. A chitinase with a similar molecular
mass is coded by the chitl gene from M. anisopliae var.
anisopliae (CHIT42 endochitinase, AF027498) [2].
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ggcaagacatcagatcctcgtgecccgacaaggccaatgaaaccactcaagccaacgcaggaacattcaac 70

tctcaggcacgcatcagctagtccctgcaaaacccccccacgaatggccgatagettacacggcaaaage 140
gactacgggttctcggcacgccgtgtgectcatgttgtcactcgacgectecctcgagetegtcacggggag 210
gcaattgaagatggatgacacagcttcattcctgtccatgcaacgtctectectaaacgtggtgetgtct
cgcgtgcectctcagectcgcaatgecgttecacgtgtegacttgggagettggtatgtagecgggetecte 350
gtgcgctggatggatgagtgttgtgaaaatgatatataacaggcccgaattaactgcggatggacggecca 420
tgtattﬁcacatcaagttggtagtttgagcttgtgtatattctcttcacttctctgtacatgttacatct 490

ttattttgtgtatatcatcgatATG

CHIU (C. glabrata)

CHTU (D. hansenii)

0.2

However, there is very little amino acid identity between
the two chitinases (CHIT42 and CHI2) and their theo-
retical pls differ (Fig. 2) [5, 26].

The comparison of the predicted CHIT2 chitinase to
fungal orthologs revealed a similarity to the glycohy-
drolase family 18 [Pfam database; 11]. The consensus
motif SXGG corresponding to a substrate-binding site
was identified; however, the catalytic domain consensus
motif (DIXXD2XD3XE), highly conserved among
fungal chitinases [22, 25], has one amino acid substi-
tution (D1 — N) in the CHI2 sequence. A characteristic
fungal-type cellulose-binding domain (CBD) present in
the chi2 C-terminal sequence is similar to that of the 33-
kDa chitinase gene in Trichoderma virens, predicted to
encode a protein C-terminus with homology to the
conserved family I cellulose-binding domain [17].
Apparently, the CDB in endochitinases increases
hydrolytic activity towards insoluble substrates such as
chitin-rich fungal cell walls in Trichoderma harzianum
strains [20].

In order to evaluate the evolutionary relationships
and to classify the predicted chitinase CHIT?2 into bac-
terial-like or plant-like classes, a neighbor-joining phy-
logenetic tree was constructed. As shown in Figure 2,
the tree collapsed in two clusters, one encompassing
Metarhizium CHIT2 orthologues and CHIT30, as a
plant-like class, and the other cluster with CHIT42
(coded by chitl gene), a bacterial-like chitinase [8].

CTS1 (cts1-S. cerevisiae)
" CHT3 (cht3-C. albicans)

CHT2 (cht2-C. albicans)
CHIT30 (chi3-M. anisopliae E6)
EEH . [~ CHI2 (chi2- M. anisopliaeacridum)
100 — CHI2 (chi2 M. anisopliae E6)

_|:CHIA (chiA-A. nidulans)

98 CTS2 (cts2-C. immitis)
Bbchit1 (Bbchit1-B. bassiana)
CHIT42 (chi2-M. anisopliae E6)

Fig. 1. M. anisopliae var. anisopliae strain
E6 chi2 gene 5 flanking sequence.

280 Capitalized letters mark the first ATG.
Putative CAAT and TATAA sequences and a
putative CREA element (CCCCAC) are
underlined. The transcription start site is
shown in bold and the conserved transcription
initiation sequence is shaded.

Fig. 2. Phylogenetic neighbor-joining tree of
M. anisopliae var. anisopliae strain E6 chi2
deduced amino acid sequences. Tree
confidence was confirmed by 10,000
bootstraps and the numbers on the branches
represent values for the bootstrap. The scale
bar indicates the number of amino acid
substitutions. For the GenBank accession
number for the chitinase sequences analyzed,
see Materials and Methods.

Previously, we reported the effect of different car-
bon sources on both total chitinase synthesis and
secretion in M. anisopliae and the dual regulation
depending on the GIcNAc concentration in the culture
medium [3, 5, 18, 23]. To investigate the regulation of
the chi2 gene, RT-PCR was conducted using RNA ex-
tracted from cultures amended with different carbon
sources: 1% glucose, 0.1% GIcNAc, 1% tick cuticle, or
0.8% chitin. In glucose-added cultures, the sugar was
supplemented every 24 hours to ensure its availability
throughout fungal growth. The primers were targeted to
a region spanning the first intron of the chi2 gene,
generating an amplicon of 402 bp when cDNA was used
as template for amplification, and a 615-bp amplicon
for genomic DNA. To normalize RNA quantities, a
1,031-bp amplicon generated by primers directed to the
tef I-o. gene (AY445082) was used. As shown in Fig-
ure 3, after 48 h M. anisopliae culture, chi2 gene tran-
scripts were only detected when chitin was the carbon
source. After 72 h, chi2 gene transcripts were also de-
tected in cultures in the presence of GIcNAc or tick
cuticle whilst transcripts were still not detected in the
presence of glucose. Similar results were reported for
the chit36 gene from T. harzianum [32] and for the
Bchitlgene from B. bassiana [12]. In early cultures (18
or 30 h), chi2 gene transcripts were not detected (data
not shown). In cultures with 0.1% GIcNAc, the chi2
gene transcripts were only detected after 72 hours of
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fungal growth, when the amino sugar was exhausted.
This suggests that the expression of chi2 gene may be
triggered by autolysis. Similar results were described for
the ech42 gene that encodes chitinase ECH42 in
T. harzianum, in which significant ech42 expression was
detected only after prolonged carbon starvation [6]. In
tick cuticle and chitin, the M. anisopliae chi2 gene
transcription was induced, indicating that synthesis is
subject to regulation by the substrate.

In fungi, chitinases have a physiological role in
hyphal growth and morphogenesis. The relevance of
chitinase production and secretion during the penetra-
tion of host cuticle by fungal pathogens is not fully
understood. To date the exo/endochitinase CHIT30 of
M. anisopliae strain E6 was shown to be present during
B. microplus infection [8] and only the chit/ and
Bbchitl chitinase genes, from M. anisopliae and
B. bassiana, respectively, have been investigated in the
insect fungus pathogenic context. The CHIT42 (chit!
gene) chitinase from M. anisopliae was shown to have
no effect on virulence to insects [26], while overpro-
duction of Bbchitl did increase the virulence of
B. bassiana for aphids [12].

Seidl et al. [27] showed that both chi2 and chi3 genes
from Metarhizium are related to chitinase genes from
mycoparasites (Trichoderma) and to no other chitinases
described in all other ascomycetous genomes. The authors
suggest that these chitinases probably have special func-
tions in host chitin degradation during parasitism. Indeed,
the related Hypocrea jecorina (anamorph: Trichoderma
reesei) chitinase gene chil8-13 is up-regulated in the
presence of host cell wall [27] as is the Metarhizium chi2
gene in the presence of host cuticle (Fig. 3B).

The cloning and characterization of the chitinase
genes is important to elucidate the relationships be-
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chi2 402 bp

Fig. 3. RT-PCR of chi2 gene transcripts in
different culture conditions. M. anisopliae var.
anisopliae strain E6 was cultured for 48 h (A)
or 72 h (B). Upper gel in each panel represents
chi2 gene transcripts. Lower gel in each panel
represents tef/o gene transcripts, used to
normalize RNA quantity. Numbers at the left
represent size in bp. Numbers at the right
represent the amplicon size in bp. Lanes: (1)
control with no template added; (2) genomic
DNA from gene chi2 template, resulting in a
615-bp product; RNA from cultures in minimal
medium added of: (3) 1% glucose; (4) 0.1%
GlcNAc; (5) 1% tick cuticle; (6) 0.8% chitin.
c¢DNA amplicon from chi2 gene is 402 bp long.

tefla 1,031 bp

chi2 402 bp

tefla 1,031 bp

tween chitinases and virulence in insects/ticks or in the
fungus morphogenesis. In situ immunodetection of the
protein and overexpression and gene silencing experi-
ments are necessary to elucidate its biological role in
Metarhizium.
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Abstract Chitinases have been implicated in fungal cell
wall remodeling and play a role in exogenous chitin degra-
dation for nutrition and competition. Due to the diversity of
these enzymes, assigning particular functions to each chiti-
nase is still ongoing. The entomopathogenic fungus Meta-
rhizium anisopliae produces several chitinases, and here,
we evaluate whether endochitinase CHI2 is involved in the
pathogenicity of this fungus. We constructed strains either
overexpressing or lacking the CHI2 chitinase. These con-
structs were validated by Southern, Northern and Western
blot analysis, and chitinase production. To access the
effects of CHI2 chitinase in virulence, the cotton stainer bug
Dysdercus peruvianus was used as a host. CHI2 overex-
pression constructs showed higher efficiency in host killing
suggesting that the production of this chitinase by a consti-
tutive promoter reduces the time necessary to kill the
insect. More significantly, the knock out constructs showed
decreased virulence to the insects as compared to the wild
type strain. The lack of this single CHI2 chitinase
diminished fungal infection efficiency, but not any other
detectable trait, showing that the M. anisopliae family 18,
subgroup B endochitinase CHI2 plays a role in insect infec-
tion.
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Introduction

Chitin is the major structural component of the invertebrate
exoskeleton, and is an important component of the cell wall
of filamentous fungi. This polysaccharide is an abundant
linear insoluble polymer and is produced by a number of
organisms. It is composed of several units of the acetylated
amino sugar N-acetylglucosamine linked by f-1,4 bonds
and is generated to provide stiffness to structures where it is
deposited due to the rigidity of the polymer and by forming
crosslinks in chitin fibers (Seidl 2008). In addition, it pro-
vides protective functions, acting as an initial barrier to
hostile environments. In filamentous fungi, the rigid struc-
ture formed by chitin and other polysaccharides, which
together represent almost 90% of the cell wall, is also use-
ful for penetration of the hyphae into insoluble substrates
for nutrition (Latge 2007). Fungi and other microorganisms
can also use chitin as an exogenous carbon and nitrogen
source and are, therefore, the main recyclers of this abun-
dant polymer, second only to cellulose (Duo-Chuan 2006).
The enzymes that can fully degrade chitin into N-acetyl-
glucosamine monomers are divided into N-acetylglucos-
aminidases [EC3.2.1.52, Glycoside hydrolase (GH) family
20] and chitinases (EC3.2.1.14, GH family 18 and 19).
N-acetylglucosaminidases catalyze the release of GlcNAc
monomers from GIcNAc dimers or from the non-reducing
terminal end of GIcNAc multimers. Chitinases can be clas-
sified into two major classes: endochitinases that cleave the
chitin polymer at any point inside the fiber and exochitin-
ases that cleave from the non-reducing end of the polymer
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and release N-acetylglucosamine (GIcNAc) dimers. All
fungal chitinases analyzed so far (including all of the avail-
able fungal genomes) belong to GH family 18. Current
classification divides GH family 18 chitinases into three
subgroups. Subgroup A (former class V) chitinases contain
catalytic domain, but no carbohydrate-binding module
(CBM), and have molecular mass ranging from 40 to
50 kDa. Most of these chitinases possesses N-terminal sig-
nal peptide and are targeted to the secretory pathway, with
some exceptions that have intracellular localization.
Chitinases from subgroup B (former class III) also pos-
sesses N-terminal signal peptide and vary greatly in size,
varying from 30 to 90 kDa. Smaller subgroup B chitinases
contain a CBM, traditionally described as cellulose-binding
domain (CBD), which has a broader polysaccharide bind-
ing spectrum and can also bind chitin. Larger subgroup B
chitinases usually have serine/threonine rich domains and/
or GPI-anchoring signal so that the mature proteins are
bound to the plasma membrane. Subgroup C is composed by
large chitinases that have a molecular mass of 140-170 kDa.
They have N-terminal signal peptide and several features
that distinguish them from other subgroups, like the pepti-
doglycan-binding regions. Filamentous fungi are prolific
chitinase producers in terms of both quantity and variety.
These enzymes have been implicated in many aspects of
fungal biology such as conidial germination, hyphal growth
and morphogenesis; in defense against niche competitors;
and in nutrition by solubilizing exogenous chitin fibers
(Seidl 2008).

Considering the participation of chitinases in nutrition, it
is important to emphasize the lifestyle acquired by some
filamentous fungi through evolution. Several filamentous
fungi such as Metarhizium anisopliae have specialized in
the acquisition of energy by penetrating and colonizing ter-
restrial arthropods, whose cuticle is composed of almost
30% chitin fibers (Duo-Chuan 2006). To acquire nutrients
in nature, the entomopathogenic fungi have developed a
complex infection process, involving mechanical pressure
exerted by appressorium formation and the secretion of
hydrolases, including chitinases (da Silva etal. 2005;
Pedrini etal. 2007; Qazi and Khachatourians 2007,
Wang and St Leger 2007). Until now, however, only one
M. anisopliae chitinase has been experimentally shown to
participate in the infection process (da Silva et al. 2005).
M. anisopliae chitinases are induced in vitro when the fun-
gus is grown in chitin-containing medium (Krieger de
Moraes et al. 2003; Barreto et al. 2004; Baratto et al. 2006;
da Silva etal. 2005). At least six chitinases have been
detected, although only three genes have been isolated
(Bogo et al. 1998; Freimoser et al. 2003; Baratto et al.
2006). The chitl gene encodes a 42-kDa endochitinase
(Bogo et al. 1998; Baratto et al. 2003); the chi2 gene also
encodes a 42-kDa endochitinase (Baratto et al. 2006); and
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the chi3 gene encodes a 30-kDa exo/endo-acting chitinase
(Pinto et al. 1997; Freimoser et al. 2003; da Silva et al.
2005). Although chitinases are induced by chitin and host
cuticle-containing media, the importance of these enzymes
in the pathogenesis process is still unclear. The evaluation
of constructs carrying deletions or overexpressing chitinase
in bioassays could help the understanding of their function.

Few studies have been conducted to analyze whether
chitinases participate in the infection process of entomo-
pathogenic fungi. The overexpression of the M. anisopliae
chitl gene did not alter fungal virulence toward Manduca
sexta (Screen etal. 2001). In contrast, M. anisopliae
CHIT30 chitinase (chi3 gene) was found to be highly
expressed during Rhipicephalus (Boophilus) microplus
infection (da Silva et al. 2005), and the overexpression of
the Beauveria bassiana endogenous Bbchitl gene enhanced
fungal virulence toward aphids (Fan et al. 2007).

The M. anisopliae chi2 gene was cloned from strain E6
(used as the wild-type strain in this work) and characterized
(Baratto et al. 2006). The chi2 gene comprises 1,524 bp,
including two introns of 210 and 72 bp. The endochitinase
encoded by this gene has a predicted size of 423 aa and a
predicted mass of 42 kDa. CHI2 possesses a catalytic
domain containing a substrate binding site and a fungal
CBD at the C-terminus, as well a signal-peptide at the
N-terminus, which is characteristic of GH family 18 sub-
group B (Fig. 1a). Phylogenetically, the CHI2 chitinase
clusters with the CHIT30 chitinase and other family 18
plant-like chitinases, subgroup B (Seidl etal. 2005). As
suggested by Seidl et al. (2005), the chi2 and chi3 genes are
related to mycoparasite chitinases since those chitinases
clustered as a separated clade within subgroup B chitinases
and potentially have a role in myco- and entomopathoge-
nicity processes. Consistently, both chi2 and chi3 genes
from M. anisopliae, as well as chil8-13 from the myco-
pathogen Trichoderma harzianum, are upregulated in the
presence of host cuticle (da Silva et al. 2005; Seidl et al.
2005; Baratto et al. 20006).

In order to assign a function to the M. anisopliae CHI2
chitinase, we constructed chi2 overexpressing and knock
out constructs and evaluated their virulence to insects.

Materials and methods
Plasmid constructs

For the construction of the CHI2 overexpression plasmid, a
cDNA of the chi2 gene from M. anisopliae (Baratto et al.
2006) was amplified using specific primers [chi2cdnaF: 5’
GGTACCAATGCATCATCTACGCGCTC 3’ (Kpnl site
underlined); chi2cndaR: 5 GGATCCCACCGGCATGA
CGACCACCA 3’ (BamHI site underlined)] and blunt
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Fig. 1 Overexpression and knock out constructs. a CHI2 domain pre-
diction. SP signal peptide; CD glycosyl hydrolases family 18 catalytic
domain; SBS substrate binding site; Ce-BD fungal cellulose binding
domain. b Overexpression cassette. ¢ Overexpression transformants
screened using PS1 primers: 1 TS; 2 T12; 3 T33; 4 E6; 5 positive con-
trol (pPZP::upchi2::bar plasmid); 6 no DNA template control. d Over-
expression transformants screened using PS2 primers: / T5; 2 T12; 3
T33; 4 positive control (plasmid pPZP::upchi2::bar); 5 E6; 6 no DNA

template control. e Southern blot analysis of the overexpression trans-
formants: / E6; 2 T5; 3 T12; 4 T33. f Knock out cassette and schematic
genome integration. g Knock out transformants screened using PS3
primers: 1 A22; 2 A25; 3 E6; 4 positive control (pPZP:: Achi2::bar
plasmid); 5 no DNA template control. h Southern blot analysis of the
knock out cassettes: 1 E6; 2 A22; 3 A25. PS primer sets used for trans-
formants screening PCR; LB binary vector left border; RB binary vec-
tor right border
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cloned into the pUCI18 Smal site, generating the
pUC::upchi2 plasmid. This plasmid was then digested with
Kpnl and BamHI restriction enzymes, and the chi2 ORF
was subcloned into the pTEF/TRPC plasmid digested with
Kpnl and BamHI (Nakazato et al. 2006), which contained
the M. anisopliae tefl-o gene constitutive promoter and the
Aspergillus nidulans trpc gene terminator. The pPZP2
01BK binary plasmid (Covert etal. 2004) was digested
with EcoRI and HindlIIl, and the overexpression cassette of
the chi2 gene was inserted, generating the pPZP::upchi2
plasmid. The pPZP::upchi2 plasmid was digested with Ps,
and the resistance cassette carrying the bar gene, which
confers resistance to the fungicide ammonium glufosinate
(Nakazato etal. 2006), was inserted, generating the
pPZP::upchi2::bar plasmid. The plasmid used to knock out
the M. anisopliae chi2 gene was constructed using fusion
PCR methodology (Yu et al. 2004). The 5’ portion of the
chi2 gene, including 520 bp of the promoter region and
140 bp of the coding region, was amplified using primers
SCHI2F (5 GCAAGACATCAGATCCTCGTGCCC 3')
and SCHI2R (5’ AGTCACCGGTCACTGTACAGCAG
TAGACGACATTTT 3'). The 3’ portion of the chi2 gene,
comprising 632 bp of the coding region, was amplified
using primers 3CHI2F (5 CATGCTCCTCTTCTTTAC
TCTCGACATTGAAGTCAA 3’) and 3CHI2R (5’ AAGA
TGGCATCGTGGTCGCG 3'). The SCHI2R and 3CHI2F
primers span the 5’ and the 3’ ends of a resistance cassette
expressing the bar gene. Both PCR products were purified
and used for PCR in a mix containing the resistance
cassette and primers SCHI2F and 3CHI2R. The expected
product of 3.3 kb was purified and blunt cloned into the
pPZP201BK vector, generating the pPZP::Achi2::bar
plasmid.

Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation

Metarhizium anisopliae transformation mediated by
A. tumefaciens was carried out as previously reported
(Staats et al. 2007). Positive transformants were screened
by PCR.

Southern blot analysis

According to PCR results, both overexpressing and knock
out transformants were selected for Southern blot assays to
further characterize cassette integration into the M. anisop-
liae genome. The selected transformants were grown on
MCc media (Cove 1966) to obtain mycelia. The mycelia
were grounded, and genomic DNA was extracted using
standard protocols (Sambrook and Russel 2001). DNA
samples were digested with the appropriate restriction
endonucleases and subjected to electrophoresis in a 1.2%
agarose gel for 16 h at 1 V cm™!. After electrophoresis, the
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samples were electroblotted onto nylon membranes using a
Trans-blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad) and
baked at 80°C for 2 h. A chi2 gene probe (comprising nt
683—1185 (503 bp) of the chi2 gene ORF—accession num-
ber DQ011663.2; Fig. 1b) was labeled with **P and hybrid-
ized for 16 h at 60°C. Gradual stringency washes were
performed, and the membrane was exposed to the Kodak-K
Screen. Digital images of the blots were obtained using the
Pharos system (Bio-Rad).

Anti-serum production

To raise the anti-CHI2 polyclonal anti-serum, the coding
region of the chi2 gene was amplified using primers
chi2_S_EC (5’ CCATGGATCATCTACGCGCTCTCG
TCG 3') and chi2_ A_EC (5’ CTCGAGCCGGCATGAC
GACCACCAAT 3’). The amplified product was blunt
cloned into the pUC18 Smal site. The pET-23d(+) vector
was digested using Ncol and Xhol restriction enzymes, and
the chi2 coding region was subcloned. The recombinant
plasmid was transformed into Escherichia coli BL21
(DE3)pLysS (Stratagene) cells for heterologous expression.
Cells were cultivated on LB media containing 1% glucose
for 2 h, and expression was induced by 0.1 M IPTG for 3 h.
Cells were harvested by centrifugation, and expression was
analyzed by SDS-PAGE. The recombinant protein was
partially purified using a Hi-Trap chromatography column
(GE Healthcare) following solubilization in 6 M urea. The
eluted fraction with the recombinant chitinase was submit-
ted to SDS-PAGE, and the corresponding band was excised
from the gel and used to immunize rabbits. Antiserum
against CHI2 was produced in New Zealand white rabbits,
and reactivity to CHI2 chitinase was tested using standard
procedures.

Northern blot analysis

The wt and constructs of M. anisopliae were cultured in
media with 1% crystalline chitin or 1% glucose as the
sole carbon sources for 96 h at 28°C and 150 rpm. The
mycelia were filtered, and total RNA was extracted as
previously described (Dutra et al. 2004). Total RNA sam-
ples were electrophoretically separated, and sample nor-
malization was carried out using the Qubit system
(Invitrogen). Northern blot analysis was carried out using
standard procedures (Sambrook and Russel 2001) using
radiolabeled chi2 (same as used in the Southern analyses;
Fig. 1b) and tub (comprising nt 347-864 (517 bp) of the
a-tubulin ORF—accession number DQ393576.1) probes.
After hybridization, the Kodak-K Screen (Kodak) was
exposed to the membranes, and digital images of the
hybridization signals were obtained using the Pharos
system (Bio-Rad).
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Western blot analysis

The wt and constructs from M. anisopliae were grown in
media containing 1% crystalline chitin or 1% glucose as the
sole carbon sources in a bench incubator for 96 h at 28°C
and 150 rpm. The mycelia mat was filtered, and the super-
natant was lyophilized. The pellets were suspended in one-
tenth of the original volume, and approximately 300 pg of
each sample was subjected to SDS-PAGE. The proteins
were electroblotted onto PVDF membranes for 16 h at
100 V. The membranes were then blocked in blocking
buffer for 2 h at room temperature, incubated with primary
antibodies (1:1,000) in PBS/0.1% Tween-20 for 1h at
room temperature and washed three times for 10 min each
with PBS/0.1% Tween-20. The membranes were subse-
quently incubated in the presence of secondary antibodies
(anti-rabbit IgG conjugated to peroxidase—Sigma Chemi-
cals; 1:2,000) for 1 h at room temperature and washed three
times in PBS/0.1% Tween-20. The hybridization signal was
generated using an ECL Plus kit (GE Healthcare), and a
digital image was obtained using the VersaDoc system
(Bio-Rad).

Total chitinase activity assay

A total of 0.25 mL of M. anisopliae culture supernatant of
liquid media containing 1% crystalline chitin or 1% glucose
as the sole carbon source was incubated in 0.5 mL of PBS
(pH 7.0) buffer containing 0.5 g of colloidal chitin for 5 h at
37°C. The production of N-acetyl-p-glucosamine (GlcNAc)
monomers was evaluated, and the total chitinase activity
present in each assay was determined in triplicate. One nkat
unit of chitinase was defined as the enzyme amount nec-
essary to catalyze the release of 1 nmol s™!' of GlcNAc.
A standard curve was generated using different concentrations
of GlcNAc (1-500 uM). Statistical analyses of the results,
which represent data from three different experiments, were
done using Analyses of Variance (ANOVA) and Duncan’s
test (P < 0.001) performed by SPSS 13.0 software.

Endochitinase specific activity assay

The endochitinase specific activity assay was carried out
using the 4-methylumbelliferyl-f-p-N, N', N'-Tetraacetylch-
itotriose oligomer according to standard procedures
(McCreath and Gooday 1992), with some modifications.
Using a 96-well fluorimeter plate, 95 pL of Mcllvain Buffer
(0.1 M citric acid; 0.1 M Na,HPO,; pH 6.0) and 5 pL of
0.8 mM 4-methylumbelliferyl--p-N, N’, N"'-Tetraacetylch-
itotriose were added and incubated for 5 min at 37°C. Then,
10 pL of M. anisopliae culture supernatant in liquid media
containing 1% crystalline chitin or 1% glucose as the sole
carbon sources was added and incubated for 30 min at

37°C. The reaction was stopped using 100 pL of Stop
Buffer (1 M glycine/NaOH; pH 10.6) for 5 min at 37°C.
Water was used in the control sample. The reading was per-
formed using a fluorimeter set for 355 and 460 nm as the
excitement and emission wavelengths, respectively. One
nkat unit of chitinase was defined as the enzyme amount
necessary to catalyze the release of 1 nmol s~! of 4-MU. A
standard curve was generated using different concentrations
of 4-MU (0.1-10 uM). Statistical analyses of the results,
which data from three independent experiments, were done
using analyses of variance (ANOVA) and Duncan’s test
(P <0.001) performed by SPSS 13.0 software.

Bioassays

The bioassays were conducted according to Lubeck et al.
(2008) with modifications as follows. Ten male adults of
the cotton stainer bug Dysdercus peruvianus (kindly pro-
vided by Dr. Célia Carlini, Centro de Biotecnologia, CBiot/
UFRGS) were placed inside plastic containers with a water
supply and cottonseeds for feeding (Staniscuaski et al.
2005). A fresh conidia suspension at 10% conidia/mL was
produced, and each bug was immersed for 10 s in the sus-
pension, except those used for the negative control, which
were immersed in sterile distilled water. Each of the three
biological replicates had three experimental replicates. Host
mortality was recorded everyday for 10 days. The obtained
data were analyzed by ANOVA, and groups were clustered
by Duncan’s test (P < 0.001) using SPSS 13.0 software.

Results

In order to elucidate the role of the M. anisopliae CHI2
endochitinase, we generated overexpression and knock out
constructs for the chi2 gene using the previously reported
capability of A. tumefaciens to transfer T-DNA to M. ani-
sopliae (Staats et al. 2007). The overexpression and knock
out cassettes are shown in Fig. 1b, f, respectively. Fungal
transformations using the pPZP::upchi2::bar plasmid
yielded approximately 60 ammonium glufosinate resistant
transformants per cellophane disk in five independent
experiments. A total of 200 transformants were screened by
PCR using primer set PS1 (chi2CDNAF—5' GGTAC
CAATGCATCATCTACGCGCTC 3’; PANDOWN—S5'
TCCAGATTCGTCAAGCTGTTTGA 3'), which confirms
the correct cassette assembly and insertion into M. anisop-
liae genome, and primer set PS2 (BARF—5' CCATGG
CCATGAGCCCAGAACGAC 3'; BARR—5' GGATCCT
CAGATCTCGGTGACGGG 3'), which amplifies a portion
of the bar resistance gene. We detected 152 positive trans-
formants with PS1 and PS2 PCRs, and 3 (T5, T12 and T33)
clones were used for further analysis (Fig. lc, d). Fungal
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transformation using the pPZP::Achi2::bar plasmid was
less efficient and yielded an average of 40 transformants per
cellophane disk in five independent experiments. Primer set
PS3 (chi2CDNAF—5" GGTACCAATGCATCATCTAC
GCGCTC 3'; chi2CDNAR—5" GGATCCTCACCGGCAT
GACGACCACC 3') was used to screen for positive trans-
formants (Fig. 1g). Two positive transformants (A22 and
A25) were identified out of 150 screened.

In order to analyze genomic integration of the overex-
pression cassette, DNA from M. anisopliae strain E6 and
from the selected transformants, based on the PS1 and PS2
PCR experiments, was extracted and digested using
EcoRV. The blotted DNA was hybridized with a probe
comprising 0.5 kb of the coding region of the chi2 gene.
A single hybridization signal of 6.5 kb was detected in
strain E6, indicating the presence of a single copy of the
chi2 gene (Fig. le). Transformants TS and T12 showed dis-
tinct hybridization bands compared to the wt strain. The wt
chi2 locus was replaced with the overexpression cassette
since no 6.5-kb signal was detected. In transformant T33
there were hybridization signals originating from both the
wt chi2 locus and the overexpression cassette, suggesting
ectopic integration. Therefore, this transformant was cho-
sen for further experiments. Transformant T33 also dis-
played the highest chitinase activity. Transformants from
the knock out experiment selected by PS3 PCR experi-
ments were grown, and DNA was extracted from mycelia.
The DNA was digested with HindlIlIl, separated by electro-
phoresis and blotted. The same probe mentioned above was
used. We observed a 4.7-kb hybridization signal in the wt
strain E6 (Fig. 1h). Transformants A22 and A25 did
not show the wt chi2 locus hybridization signal; instead, a
5.9-kb signal was detected, confirming that the wt locus
was replaced by the knock out cassette.

Expression analyses were performed to confirm the
overexpression and deletion of the chi2 gene in the con-
structs generated. Chitinase activity, transcripts and CHI2
protein were assayed in the overexpression and knock out
constructs and compared to wt levels. Total chitinase and
endochitinase activities from constructs T5, T12, T33, A22
and A25 were assayed in culture filtrates from both glucose
and crystalline chitin liquid media. All overexpression con-
structs showed chitinase activity that was significantly
higher (P <0.001) in both experiments compared to wt.
The chitinase and specific endochitinase activities in the
knock out constructs were slightly diminished in both
media with different carbon sources when compared to the
wt strain E6 (Fig. 2a, b).

Transcripts of the chi2 gene were analyzed by Northern
blot for the constructs as shown in Fig. 3a from RNA
extracted from cultures in glucose and in the presence of
chitin. The overexpressing transformant T33 produced chi2
transcripts that were not suppressed by glucose. The knock
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out construct A22 did not produce chi2 transcripts. These
results were further confirmed by Western blot analysis
using anti-CHI2 serum. Expression of CHI2 in construct
T33 was detected in both culture media. No CHI2 recogni-
tion was observed in the A22 construct in medium contain-
ing 1% glucose as the sole carbon source (Fig. 3, panel 1%
Glucose, lane 3). A faint recognition band, however, was
observed for construct A22 in medium containing 1% chitin
as the sole carbon source (Fig. 3, panel 1% Chitin, lane 3).
This was probably caused by non-specific recognition of
another isoform of chitinase once the chitinase system was
activated in such medium, and no chi2 transcript was
observed in the Northern blot assays.

To analyze the participation of CHI2 chitinase in the
infection process, both the chi2 overexpression and knock
out constructs were used in bioassays with the cotton
stainer bug D. peruvianus as a host. A survival curve of the
tested constructs is shown in Fig. 4. The LTs, and LTy,
results demonstrated differences in the ability of the con-
structs to infect the host (Table 1). The wt strain had an
LTy, of 156 h and an LTy, of 209 h. In contrast, the CHI2
overexpression construct T33 had an LTy, of 125 h and an
LTy, of 154 h. This represents a drop of over 20% in the
time required to kill the host, suggesting that the CHI2 chi-
tinase enhances virulence. The knock out construct A22 had
an LTy, of 186 h and an LTy, of 267 h, therefore requiring
over 20% more time to kill the insect host. These results
show that overexpression of CHI2 increased the efficiency
of killing D. peruvianus, while the chi2 knock out construct
had reduced efficiency compared to wt. The overexpression
of the CHI2 chitinase could represent a synergistic effect on
the infection process. More significant, however, is the fact
that the blocking of a single chitinase gene (CHI2 chitinase)
had an important effect in the insect infection efficiency.

Discussion

Metarhizium anisopliae secretes several chitinases, includ-
ing CHI2, an endochitinase of 42 kDa, which belongs to the
subgroup B. Chitinases are thought to be key enzymes
during the early stages of the infection process since chitin,
associated with proteins, is one of the main compounds
of the host cuticles and is highly insoluble. Another impor-
tant factor is that chitinases are needed during the fungal
morphogenesis process once chitin is present in the cell
wall and must be remodeled in order to allow hyphae to
grow and/or for cell differentiation into appressorium.
Metarhizium has high chitinase diversity, and at least six
chitinases have been observed in glycol-chitin zymogram
assays after cultivation in chitin-containing medium
(da Silva et al. 2005). In analyzing this complex enzyme
family, the elucidation of each chitinase function will allow
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a better understanding of the chitinolytic system. Although
little is known about the participation of chitinases in the
infection process of entomopathogenic fungi, the endoch-
itinases seem to be responsible for initiating the chitin
cuticle solubilization process due to their cleavage charac-
teristics.

Since the M. anisopliae chitinase encoded by the chi2
gene constitutes an endochitinase and is phylogenetically
related to other endochitinases previously proven to be
important in the infection process of other pathogenic
fungi, specifically in mycopathogenic fungi (Seidl et al.
2005), it is probable that the CHI2 chitinase is also impor-
tant for the M. anisopliae host infection process, as shown
here. Considering the number of chitinases secreted by
Metarhizium, it is expected that these enzymes act directly
and synergistically along with other hydrolases throughout
the infection process in order to solubilize the host cuticle,
providing nutrition and allowing fungal penetration, to
colonize the entire host. In this study, we demonstrated that
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overexpression and deletion of the chitinase encoded by the
chi2 gene alter fungal virulence toward the model host
D. peruvianus.

Chitinases are a long-term subject of study in filamen-
tous fungi. Genome-wide analyses have suggested that the
chitin degradation enzymes are much more complex in
these organisms (Seidl et al. 2005). Assigning function for
putative chitinases is the actual challenge to understand if
most of such diversity is simply redundant or if each chiti-
nase has specific roles in fungal biology. This is particularly
important for the entomopathogenic and mycopathogenic
fungi that use chitinases during their life cycle and in the
course of infection to digest the protective chitin barrier of
their hosts.

Subgroups A and B chitinases have been implicated in
exogenous chitin degradation, like the subgroup A chitin-
ases PjChi-1 from Paecilomyces javanicus (Chen et al.
2007), the Crchil from the mycoparasitic fungus Clonostachys
rosea (Gan et al. 2007); and subgroup B chitinases chi2 and
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Fig. 3 Expression analysis of the chi2 gene and CHI2 chitinase. a
Northern blot analysis of chi2 and fub gene expression in wild type and
constructs: 1 E6; 2 T33; 3 A22. b Western blot analysis of CHI2 chiti-
nase expression in wild type and constructs: / E6; 2 T33; 3 A22
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Fig. 4 Mortality of Dysdercus peruvianus in bioassays. Virulence of
M. anisopliae wild type strain (E6) and constructs overexpressing
(T33) or knock out (A 22) for the chi2 gene was tested on D. peruvi-
anus males. Groups of ten insects were treated with each M. anisopliae
strain or construct (10® conidiamL™") and checked everyday until
100% mortality was achieved. Bars represent the standard error

chi3 from M. anisopliae (Baratto et al. 2006; da Silva et al.
2005). Both subgroups are also involved in cell wall
remodeling. A. nidulans chiA, a subgroup B chitinase, is a
large GPI-anchored chitinase and its deletion decreased
germination rates and hyphal growth (Takaya et al. 1998;
Yamazaki et al. 2008). Moreover, a subgroup A chitinase
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Table 1 M. anisopliae LTy, and LT, values obtained in bioassays us-
ing D. peruvianus

Strain/construct LTs, (h)* LTy, (h)*

E6 156 (150-162) 209 (199-222)?
T33 125 (121-129)° 154 (149-161)°
A22 186 (172-208)¢ 267 (238-318)°

Values in parentheses represent the confidence interval (95%)

# Means followed by the same letter do not differ statistically accord-
ing to a r test (P < 0.001)

from A. nidulans, chiB, is implicated in autolysis (Yama-
zaki et al. 2007). In this study, the deletion of the subgroup
B chitinase chi2 did not show morphological alterations,
but diminished M. anisopliae virulence. It seems that
chitinases from all subgroups are involved in hyphal-
related processes and/or infection processes (Seidl 2008).

Some chitinases also have been shown to be important in
the infection process of pathogenic fungi. The mycopara-
sitic fungus Trichoderma secretes chitinases (specially sub-
group B) in order to break down chitin polymers of host
fungi cell walls such as Rhizoctonia solani for nutrition,
consequently interrupting their development (Seidl et al.
2005). Mutants of the fungus C. rosea lacking each of the
three different endochitinases displayed altered mycopara-
sitic activity during interaction with Fusarium culmorum in
liquid culture. The knock out of the endochitinase genes
cr-ech58 (possibly subgroup A), cr-ech42 (subgroup A)
and cr-ech37 (subgroup B) each diminished virulence of
C. rosea. Moreover, disruption of the cr-ech42 gene
showed the stronger effect in reducing the mycoparasitism,
indicating that this gene is the most important of the three
deleted endochitinases (Mamarabadi et al. 2008).

An acidic mammalian chitinase (subgroup not deter-
mined) seems to be important as a defense mechanism
against the pathogenic fungi Candida albicans and Asper-
gillus fumigatus (Chen et al. 2009). In addition, plant endo-
phytic bacterial and viral chitinases are probably involved
in defense against pathogenic fungus and insect plagues
(Corrado et al. 2008; Quecine etal. 2008; Silvar etal.
2008). The altered virulence of the constructs overexpress-
ing and lacking the chi2 gene demonstrated that the
endochitinase CHI2 (subgroup B) participates in the infec-
tion process. This observation is in contrast to previous
work in which the non-repressible expression of endoch-
itinase CHIT1 (subgroup A) did not affect M. anisopliae
virulence toward M. sexta (Screen etal. 2001). These
authors hypothesized that the basal levels of endochitinase
production were sufficient for the early period of infection
once the chitin fibers were coated with proteins and some-
how occluded, hampering the action of chitinases. As pre-
viously demonstrated (Limon etal. 1999; Bowman and
Free 2006), however, the overexpression of a chitinase
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(subgroup B) in Trichoderma spp. enhanced mycoparasit-
ism despite of the protein coat in the host cell wall
(Bowman and Free 2006; Latge 2007). It is more likely that
a specific chitinase, or group of chitinases, may act differ-
ently depending on the host cuticle. Recently, a gene
expression analysis comparing strains of M. anisopliae var.
anisopliae and M. anisopliae var. acridum, which are spe-
cific or generalist when considering the ability to infect a
narrow or a wide range of hosts, showed that CHI2 is pres-
ent in the generalist strain Ma2575 and not in the specific
strain Ma443 (Wang et al. 2009). This suggests that CHI2
participates in the infection processes and that its absence
reduces or impairs the fungal capacity to infect certain
hosts. As demonstrated by Fan et al. (2007), overexpression
of the Bbchitl gene (subgroup B) induced high expression
of the chitinase encoded by the aforementioned gene and
enhanced B. bassiana virulence to aphids, diminishing both
lethal conidial concentration and lethal time. In addition,
genetically modified plants expressing different fungal/bac-
terial chitinases (subgroup A) have been found to be more
resistant to phytopathogen fungi infection and insect feed-
ing (Distefano et al. 2008; He et al. 2008; Kern et al. 2009;
Shah et al. 2009).

Based on our findings, we propose that the endochitinase
CHI2 (subgroup B) is important for pathogenicity by being
secreted and directly acting in the penetration process of the
host cuticle. Moreover, neither the overexpressing nor the
knock out mutants presented detectable morphological
alterations in spores, hyphae and appressorium formation
(data not shown). These results strengthen the hypothesis of
a specialization of the different chitinases in Metarhizium.
However, other functions for the same chitinase cannot yet
be ruled out at this point. The analysis of mutations in other
chitinase genes as well as mutants lacking more than one
chitinase should in the future allow a more comprehensive
view of the chitin degradation system in Metarhizium and
other fungi. Understanding fully the nature of chitinase
functions could facilitate more effective utilization of Meta-
rhizium in pest biocontrol strategies.
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Evidence of alternative splicing of the chi2 gene of Metarhizium anisopliae

Juliano Tomazzoni Boldo, Karina Bohrer do Amaral, Angela Junges, Paulo Marcos Pinto,

Charley Christian Staats, Marilene Henning Vainstein and Augusto Schrank

1. Introduction

The filamentous fungi Metarhizium anisopliae has been used as an interesting
alternative to chemical insecticides due to its entomopathogenic characteristics (Lord, 2005). A
wide range of insect and acaridae plagues are infected by M. anisopliae. The infection of ticks,
such as Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Frazzon et al., 2000), and human disease vectors,
such as the malaria vector Anopheles gambiae (Scholte et al., 2003) and the Chagas disease
vector Triatoma infestans (Juarez et al., 2000), was reported.

The infection process is well known on its morphological and cellular basis, but the
molecular aspects are still far from complete understanding. However, the molecular basis
knowledge have significantly increased in the last years (Fang et al., 2009; Fang et al., 2007;
Wang et al., 2008; Wang and St Leger, 2007). Several genes and hydrolases are suggested to
participate in the process, but only a few were proven to be important (da Silva et al., 2005;
Gillespie et al., 1998). Among them, chitinase genes constitute target-genes for function
analysis, since the cuticle of the fungus hosts have at least 30% of chitin in its composition
(Duo-Chuan, 2006). Also, chitinases participate along the fungus development, breaking chitin
fibers in order to allow growth and morphological changes (Latgé, 2007). It was demonstrated
M. anisopliae has at least six chitinases, but only three chitinase genes were isolated. The chitl
gene codes a 42-KDa endochitinase (Bogo et al., 1998), the chi2 gene also codes for a 42-KDa

endochitinase (Baratto et al., 2006) and the chi3 gene codes for a 30-kDa exo/endo-acting



chitinase (da Silva et al., 2005; Pinto et al., 1997). Chitinases are induced in vitro by growing M.
anisopliae in chitin- and host cuticle-containing media and repressed in glucose-containing
media (Barreto et al., 2004).

The endochitinase CHI2 gene (chi2) was previously isolated and characterized (Baratto
et al., 2006). The above cited gene presented two transcript forms in RT-PCR experiments. This
result indicates that this gene could suffer differences in its mRNA processing. Other
filamentous fungi showed similar differences in a number of gene classes. The lignin degrading
fungus Phanerochaete chrysosporium presents splicing variations in lignin peroxidase (LiP)
genes, as well as (Macarena et al., 2005), the hex-1 gene from Neurospora crassa (Leal et al.,
2009) and chitinase genes of Trichoderma reesei (Seidl et al., 2005),. Fusarium oxysporum
(Gomez-Gomez et al.,, 2001), Neurospora crassa (Froehlich et al., 2005), Trichoderma
harzianum (Dana and Pintor-Toro, 2005) and Mucor circineloides (Baba et al., 2005; McGuire et
al., 2008) also present splicing variations. It is widely known that unusual splicing events are
distributed within all kingdoms. A thorough alternative splicing survey was performed across
42 eukaryotes genomes in order to clarify how spliceosomal introns are recognized. In the
survey, it was demonstrated that the prevalent splicing event in the fungi kingdom is the
intron retention rather than the formation of exon cassettes (McGuire, 2008).

In this work, we show the partial mRNA processing of the chitinase gene chi2 of the
entomopathogenic fungus M. anisopliae, the synthesis of two different enzymes from the
same gene and discuss the possible role of such processing. To accomplish this purpose, mRNA
of cultured M. anisopliae under chitinases induction conditions were submitted to RT-PCR,
Northern blot, and gPCR analyses. In order to evaluate whether two proteins are synthesized
from both transcripts, two-dimensional Western blot and mass spectrometry analyses were

performed.



2. Material and Methods

2.1. RT-PCR and sequencing analyses

Strain E6 of M. anisopliae (Microbial Genetics Group Collection; Escola Superior de
Agronomia Luiz de Queirdz, USP, Brazil) was grown in 1% crystalline chitin-containing media
for 16, 24, 32, 40, 48, 56, 72 and 96 h. Mycelia was filtered and total RNA was extracted using a
previously reported phenol-chloroform extraction method (Dutra et al., 2004). The samples
were treated with 1 U.ug total RNA™ DNase and cDNA was synthesized. The chi2 and tub genes
were amplified using specific primers spanning the 72 base pairs intron. The PCR was
performed in a MJ PTC-200 Thermocycler as follows: 95 °C for 5 min; 95 °C for 1 min, 60 °C for
45 sec, 72 °C for 50 sec (26 cycles); 72 °C for 5 min. The primers used spanned the second
intron, Chi2For and Chi2Rev (see table 1). The samples were electrophoretically separated in a
1.5% agarose gel, visualized in a standard UV transiluminator and the results were recorded
digitally. For transcripts cloning and sequencing, primers chi2cdnaF and chi2cdnaR were used
(see table 1). Cloning procedures were performed using standard procedures (Sambrook and
Russel, 2001). Sequencing analyses were performed using a MagaBACE 1000 (GE Life Sciences)
automated DNA sequencer and the reactions were performed according to the manufacturer’s

instructions.

2.2. Northern blot analysis

M. anisopliae was grown in liquid media containing 1% crystalline chitin (w/v), 1%
glucose (w/v), 1% GlcNac (N-acetyl-D-glucosamine) and 0,25% GlcNac as sole carbon sources.
After 24, 48, 72, 96 and 120 hours of incubation at 20 °C and 150 RPM, mycelia were filtered,
collected and grounded to a fine powder with the aid of liquid nitrogen. Total RNA was

extracted using the phenol-chloroform procedure as previously reported (Dutra et al., 2004).



Samples were electrophoreticaly separated and digitally recorded. The normalization was
performed using the Qubit System (Invitrogen) and the pixel density analysis using the Image)
software v. 1.410 (Abramoff et al., 2004). The samples were separated in a denaturing agarose
1,5 % gel for 3 hours at 100 V. After electrophoresis, samples were electrotransferred to a
nylon membrane and baked at 80 °C for 2 hours. The membrane was pre-hybridized for 2
hours in the appropriate buffer (Sambrook and Russel, 2001). Probes for the chi2 and tub were
hybridized for 16 hours at 37 °C after P*? incorporation. The membrane was washed and
exposed to the Kodak-K Screen and the digital image was obtained using the Pharos system

(Bio-Rad). Absolute intensity analysis was performed using Imagel software v. 1.410.

2.3. gPCR analysis

Total RNA samples, extracted for the Northern blot hybridizations, were treated
with 1 U.ug total RNA™ DNase and cDNA was synthesized. The samples, previously normalized,
were subjected to gqPCR using specific primers to the chi2, tub (B-tubulin) and gapdh
(glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase) genes (see table 1). Accordingly to the Northern
blot results, the tub gene was chosen as reference gene. Also, we used the completely
processed form of chi2 as reference to assess the expression difference of the two transcript
forms using a specific incompletely processed set of primers (see table 1). The analysis of the

AAC (Winer et al., 1999) method and the statistical difference

results were performed by the 2
between groups were evaluated using the ANOVA (Analysis of Variance) method and Duncan

analysis (P<0,001).

2.4.Two-dimensional Western blot analysis
M. anisopliae was grown in 1% chitin media for 96 h at 28 °C and 150 RPM in a
bench incubator. The mycelia was filtered and the supernatant was lyophilized and

ressuspended in 1/10 of the original volume. Approximately 2 mg of total protein was



precipitated using 30% triclhoroacetic acid for 16 h at 4 °C. Samples were centrifuged at 14.000
g for 15 min, washed with absolute acetone 5 times, air dried and ressuspended in 30 pL of
Milli-Q water. The proteins were separated according to their isoelectric point in 15 cm IPG
strips with pH values ranging from 4 to 7 (Bio-Rad) under the following program: active
rehydration (50 V) at 20 °C for 16 h; rapid voltage ramp to 500 V for 1 h; slow voltage ramp to
10.000 V sustained until 70.000 V were accumulated. Samples were subjected to SDS-PAGE and
electroblotted to PVDF membrane after absolute methanol treatment for 16 h at 100 V. The
blotted membranes were incubated in blocking buffer for 2 h at room temperature with
agitation. Then, the primary antibodies against the chi2 gene (1:1.000) were incubated for 1 h at
room temperature with agitation. The membrane was washed 3 times with blocking buffer and
incubated 1 h at room temperature with the secondary antibodies (anti rabbit IgG conjugated
with peroxidase - Sigma Chemicals; 1:2.000). The hybridization signal was generated using the
kit ECL Plus (GE Healthcare) and the digital image was obtained using the Pharos system (Bio-

Rad).

2.5.Trypsin in-gel digestion and mass spectrometry analysis

Protein spots were manually excised from Coomassie stained gels and in-gel digested
with trypsin. Gel plugs were treated in three washing steps with 180 pl of 50% acetonitrile and
50 mM ammonium bicarbonate for 15 min, followed by one washing step with 180 pl of
acetonitrile. After the washing procedures, gel plugs were dried by vacuum centrifugation and
digested for 18-24 h at 37 °C using 12 pl of 10 mg.ml™ modified porcine trypsin (sequencing
grade modified trypsin, Promega Corporation) diluted to 25 mM NH4HCO;. After tryptic
digestion, peptides were extracted in two washing steps with 50 ul of 50% acetonitrile and
trifluoroacetic acid (TFA) for 1 h. Extracted peptides were dried and resuspended in 10 pl of

Milli-Q water.



MS/MS analyses were performed in an electrospray ionization (ESI) quadrupole time-
of-flight (Q-TOF) Ultima APl mass spectrometer (Micromass, Manchester, UK) coupled to a
nano-flow capillary liquid chromatography system (UPLC, Waters, Milford, US). A nano-flow ESI
source was used with a lockspray source for lockmass measurement during all the
chromatographic runs. Data were acquired in data-dependent mode (DDA), and multiple
charged peptide ions (+2 and +3) were automatically mass selected and dissociated in MS/MS
experiments. Typical LC and ESI conditions were flow of 300 nl/min, nanoflow capillary voltage

of 3.5 kV, block temperature of 100°C, and cone voltage of 50 V.

The MS/MS spectra were processed using Proteinlynx v. 2.0 software (Waters, Milford,
US) and the generated PKL files were used to perform database searches using the PEAKS
Studio software v. 4.5 (Bioinformatics Solutions, Inc.) against the non-redundant NCBI
database and database containing the altered CHI2 protein. Search parameters allowed a
maximum of one missed cleavage, the carbamidomethylation of cysteine, the possible
oxidation of methionine, peptide tolerance of 0.2 Da, and MS/MS tolerance of 0.2 Da. The
significance threshold was set at p<0.05, and identification required that each protein

contained at least one peptide with an expected value <0.05.

3. Results

Analyses performed using RT-PCR, Northern blot and qRT-PCR showed two forms of
transcripts, confirming previous evidences (Fig. 1 and 2). In the RT-PCR and qRT-PCR
experiments, two bands were constantly present. According to the agarose gel analyses, the
molecular size difference between both bands was 72 bp approximately. This suggests that the
second intron, which has 72 base pairs, was retained in one of the transcripts. Experiments of

DNA sequencing demonstrated that both transcripts were originated from the chi2 gene and



that the first intron, encompassing 211 base pairs, was always excised, while splicing of the
second intron was not constant (Fig. 3).

In all the evaluated periods of M. anisopliae liquid culture, both forms were present,
suggesting either post-transcription control or synthesis of two different enzymes. The
probable event is the retention of the second intron and the generation of two transcripts (Fig.
4 A). In silico analysis did not show differences in the intron recognition sites of the retained
intron and all the consensual sites were present, indicating that the intron retention is not a
splice error (Fig. 4 B). Moreover, the last codon of the second intron constitutes a stop codon.
Tthe predict amino acid sequence of the intron is rich in serine residues and could possibly
linked to the fungal cell wall via a GPI anchor remnant, similarly to the fungal/plant chitinase
ChiAl, from Aspergillus fumigatus (Adams, 2004). However, this feature should be more
deeply studied. The last exon, which is not present in the probable encoded protein from the
incompletely processed transcript, presents homology to cellulose binding sites, a common
feature of family 18 chitinases. Thus, if two proteins are encoded, it is possible that they play
different roles in the fungus development.

Northern blot analysis also showed similar results to the RT-PCR experiments (Fig. 1 B,
C and D). The chi2 presented two forms of transcripts, containing 1332 base pairs
(incompletely processed transcript) and 1260 base pairs (completely processed transcript). It
also demonstrated the chi2 gene regulation, which is completely repressed in liquid media
containing glucose 1% as sole carbon source, highly expressed in media containing crystalline
chitin 1% and GlcNac 0.25% as sole carbon sources and moderately expressed in media
containing GlcNac 1%. Using another approach, we could observe in a more detailed level the
chi2 gene transcripts regulation and the relative expression between both transcripts. Real-
time RT-PCR assays showed the same expression pattern as observed in the Northern blot
assays (Fig. 2 A). Gene chi2 was repressed in glucose-containing media, moderately expressed

in GlcNac 1%-containing media and highly expressed in crystalline chitin- and GlcNac 0.25%-



containing media when compared to tub gene expression. The completely processed chi2 gene
was also used as reference for relative expression analysis. The incompletely processed form
of the chi2 gene level of expression is higher than the completely processed form in the
majority of the analyzed conditions, except for crystalline chitin 1% for 48 and 72 hours of
growth, also observed in the Northern blot assays (Fig. 1 B, C and D).

Bidimensional Western blot was used to verify if two proteins were produced from
gene chi2. Antiserum produced in rabbit, encompassing a common region within both
proteins, was blotted against M. anisopliae 96 hours crystalline chitin 1% culture supernatant
total proteins for specificity analysis. A single band was visualized in a one dimensional SDS-
PAGE transferred to a PVDF membrane (data not shown). Since the predicted size of both
proteins is too similar (completely processed chi2 — 43.70 kDa; incompletely processed chi2 —
43.00), a two dimensional Western blot was performed, once the predict pl from both proteins
is distinct and distinguishable by isoelectrofocalization (completely processed chi2 — 5.26;
incompletely processed chi2 — 6.28). Two spots with the same mass weight, but with different
pl values, previously analyzed in silico were recognized (Fig. 5 B). This result indicates that two
proteins are produced from chi2 gene.

In order to confirm that the two proteins (from completely and incompletely
processed mRNA, CHI2 and CHI2b, respectively) are originated from chi2 gene due to its
regular and alternative splicing patterns, both 2D gel spot referent to the recognition signals
observed in the western blot assays were cut from gel, submitted to digestion using trypsin
and analyzed by MS/MS. According to in silico analyses, both proteins are distinguishable by
their C-terminal end. This result confirms that both proteins are originated from chi2 gene

(Table 2).



4. Discussion

In this paper, we report the occurrence of a splice variant of the chitinase encoding
gene chi2, which contributes to the global expression level of the aforementioned gene.
Moreover, not only higher levels of expression of such splice variant is observed in the
majority of the conditions tested, it is also responsible for encoding a distinct protein, never
reported before. The alternatively spliced transcript could be detected by RT-PCR analysis
when the expression pattern of chi2 was being evaluated. No reverse transcriptase and no
DNA template controls were undertaken in order to rule out the possibility of DNA
contamination. This fact lead us to investigate such phenomenon, which was never reported
in entomopathogenic fungi and may represent an important aspect when analyzing the
chitinases function during fungal cell development and infection process, since the coded
proteins may play different roles. RT-PCR analyses followed by the cloning and sequencing of
the entire chi2 cDNA demonstrated the retention of the second intron, which contains 72 bp.
This observation supports the results are authentic and do not correspond to artifacts
generated by the PCR methodology. No point mutations were observed in the splicing
acceptor and donor sites in the exon-intron boundary of the sequences analyzed, excluding the

possibility of incorrect processing.

Several cases of alternative splicing has been reported in fungi. One of the first reports
were published in 1984, where splice variants of the glucoamylase gene of A. niger were
observed (Boel et al., 1984). Since then, many cases of alternative splicing were observed. As
examples, alternative splicing was observed in the nadp-gdh gene from Chlorella sorokiniana
(Miller et al., 1998); S. cerevisiae YKL186C/MTR2 and YML0O34W genes (Davis et al., 2000);
Pneumocystis carinii impdh gene (Ye et al., 2001); Mucor circinelloides rcel gene (Baba et al.,
2005); Neurospora crassa tob55 gene (Hoppins et al., 2007); N. crassa hex-1 gene (Leal et al.,

2009). As observed in all the cited articles, the intron retention rather than the formation of



exon cassettes seems to be the prevalent alternative splicing event in fungi, as reported in an
article describing a thorough alternative splicing prediction analyses throughout 42 eukaryotic
genomes (McGuire et al., 2008). However, this nomenclature is quite controversial, at least
considering fungi. In a study of the multicopper oxidase genes (mco), from Phanerochaete
crhysosporium, many splice variants were observed. A comprehensive analyses of the
transcripts revealed in frame stop codons within the retained introns, which could impair the
translation of functional proteins, generating truncated ones. To this event, the term “altered”
splicing was used, to distinguish from the “alternative” splicing, which leads to functional
proteins (Larrondo et al., 2004). This nomenclature for describing splicing events was also used
for the lip genes from P. chysosporium (Macarena et al., 2005). For this study, we used the
term “alternative” splicing because although an in frame stop codon was present within the
intron sequence, two full proteins were observed in mass spectrometry analyses.

Splice variants were detected in all tested conditions, as observed in the Northern blot
analysis, except for glucose 1 %, condition in which chi2 expression is repressed. The Northern
blot results corroborated RT-PCR analyses. Also, Northern blot analyses demonstrate both
transcripts expression levels. Apparently, the alternative splicing event is not controlled by the
carbon source offered in the liquid medium. Furthermore, the incompletely spliced transcripts
expression levels are higher than those from the completely processed form, except for
crystalline chitin 1 % after 48 and 72 hours growth time. These results were validated by gRT-
PCR using two reference genes, tub and completely processed chi2. Using tub gene as
reference, the chi2 general expression pattern was similar to the Northern blot analyses. Also
confirming Northern blot results, the relative expression of the incompletely processed form
was higher when chi2 completely processed was used as reference gene.

In silico analyses predicting splice sites using a database generated from a splicing
survey in four Aspergillus genomes (Wang, 2009), genus which is closely related to

Metarhizium genus, revealed conserved acceptor and donor splice sites in the intron-exon



boundaries of the 72 bp intron. This analyses also identified the intron sequences within chi2
ORF. Therefore, the impaired recognition of the 72 bp intron is not responsible for the intron
skipping. Considering the predicted amino acid sequence from both transcripts, we performed
a search in PROSITE, InterPro and Pfam databases for protein domains (Finn et al., 2008;
Hunter et al., 2009; Sigrist et al., 2002). The protein coded by the completely processed chi2
presents a catalytic domain characteristic of glycosyl hydrolases family 18 containing a chitin
binding domain and a fungal cellulose binding domain at the N-terminus, which is coded by the
last exon. This region is absent in the protein coded by the altered transcript. Instead, the
predicted amino acid sequence coded by the retained intron possesses a serine rich region and
may be anchored to the cell wall by GPI anchor remnant, as suggested for A. fumigatus ChiAl
gene (Adams, 2004). Usually, fungal/plant chitinases are involved in cell wall remodeling. Thus,
cell wall linked chitinase may play a role in morphogenesis and growth (Seidl, 2008). Herein,
this difference in the N-terminus denotes different functions for the enzymes coded by the
two transcripts species. The enzyme synthesized from the completely processed chi2 mRNA
could be secreted in order to degrade exogenous chitin for nutrition, and the enzyme
synthesized from the incompletely processed chi2 mRNA could be linked to the cell wall and
play a role in fungal cell wall development, by breaking endogenous chitin fibers of the cell
wall and softening it, allowing the fungus to grow.

In order to verify the synthesis of two proteins, we performed 2D Western blots
analyses. Proteins from the supernatant of cultured Metarhizium in chitinase inducing medium
were subjected to 2D SDS-PAGE. The supernatant proteins were analyzed since the chitinase
coded by the chi2 gene possesses a signal peptide portion on its N-terminus. The blotted
proteins were incubated with anti-serum produced in rabbits against a common portion of the
two proteins. Two spots, referent to the western blot recognition, were detected closely the
the theoretical mass weight, although the pl values were different. The spotswere subjected to

mass spectrometry. Using such method allowed us to detect both proteins and differentiate



them by their C-terminus. Therefore, we concluded that two proteins are synthesized by both
transcripts. Although the protein encoded by the incompletely processed chi2 mRNA contains
a putative GPI anchoring, and therefore linked to the cell wall, it is possible that its presence in
the supernatant is due the autolysis of the fungal cells after a long period of time in liquid
culture caused by nutrient privation (Emri et al., 2008; Yamazaki et al., 2007).

In this work we show the synthesis of two chi2 gene transcripts species, named chi2(1)
and chi2(2), generated by alternative splicing. Moreover, we show that both transcripts lead to
the synthesis of two distinct proteins with possible different biological activities. Mutant
strains carrying mutations that modulate the expression profile of both transcripts will

improve the knowledge of the splicing process in filamentous fungi.
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Table 1. List of primer sets used in this work.

Primer Sequence Purpose

chi2cdnaF GGTACCAATGCATCATCTACGCGCTC chi2 gene full lenght
cDNA amplification

chi2cdnaR GGATCCTCACCGGCATGACGACCACC chi2 gene full lenght
cDNA amplification

chit2For GCCCCCTTCAACTACAACAA RT-PCR

chit2Rev ACACATTGGTAAGGGGGAAC RT-PCR

chi2F TTTGGAAATGGCGGCAAC gRT-PCR

chi2R GGACTGGCAGGTGTGTATGG gRT-PCR

tubF CATCTCTGGTGAACACGGC gRT-PCR

tubR AGTTGTCGGGACGGAAAAG gRT-PCR

gqPCR_chi2_exon2_NP_F GCCTCCGAGTTCTACGCC gRT-PCR

gPCR_chi2_exon2 NP_.R  CGAGATTCTTTTTTTTTT gRT-PCR




Table 2. MS/MS protein identification evidentiates the synthesis of two different proteins from chi2 gene.

Spot ID Protein Accession  Theoretical Observed PEAKS Sequence Matched Peptides
Name Number pl/MW (kDa) pl/MW Score (%) Coverage (most representatives)
(kDa) (%) P

1 CHI2 CACO07216  5.26/43.7 4.63/44.1 100 17 PLTDK
ALGINGNAPFNYNNWTSFIADTPSAGAK
IFIGVPASPLASTGTPSGAQYYAAPEQLAAIVGEYR
QGDWWSSCR

2 CHI2b - 6.28/43.0 5.32/43.6 100 67 LTDKISV

ALGINGNAPENYNNWTSFIADTPSAGAKIFI
ISVKPR

GQVILSMCSLKKKR



http://www.bioinfor.com:8080/peaksonline/Alignment20?tid=5177542831302736086&peptideItemIndex=1&peptideCandidateIndex=0

o mmeemmmmames /]

B
Glucose 1% Chitin 1 %
1 2 3 4 53 1 2 3 4 3
ehi{1) : C i e e e e 1332 b
chiz(2) . RS e
c
Glucose 1% Chitin1%  GlcNAc 0.25% GlcNAc1 %
g3
= i
= 1g
5 ¢
£ ¢
2 3
2 3
S 2
2 1
2 o
< 24 48 72 9612024 48 72 9612024 48 72 9612024 48 72 96120
Culture time (h)
D
— Glucose 1 % Chitin1%  GlcNAc 0.25% GIcNAc 1%
% 15+
=
S
=
w10
=
&
2
=
@ 5
2
=2
[=]
w
-ﬂ 0 T L] L L] J
< 24 48 72 9812024 48 72 9612024 48 72 9612024 48 72 96120

Culture time (h)

Fig. 1. The chi2 gene presents two forms of transcripts. A. RT-PCR evidentiates two
transcripts. (1) 16 h; (2) 24 h; (3) 32 h; (4) 40 h; (5) 48 h; (6) 56 h; (7) 72 h; (8) 96 h; (9) positive
control (DNA from E6); (10) no DNA template control. B. Northern blot analysis. (1) 24 h; (2) 48
h; (3) 72 h; (4) 96 h; (5) 120 h. chi2(1) - chi2 gene mRNA retaining the 72 bp intron; chi2(2) —
chi2 gene mRNA fully processed; tub - f-tubulin gene (total RNA loading control). C and D.
expression profile of chi2(1) and chi2(2), respectively. Bars represent the relative expression

fold average according to Northern blot optic densitometry analysis of two independent
experiments (S.D.).
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Fig. 4. Predicted synthesis of two proteins from chi2 gene and bioinformatics analyses. A.
Schematics of the synthesis of two transcripts of the chi2 gene. Bar represents 500 bp. B.
Splicing sites prediction (Wang et al, 2009). Coding panel — values close to 0.0 indicate intron
region, while values close to 1.0 indicates exon; Donor panel — impulses and curve close to 2.0
indicate strong donor site; Acceptor panel — impulses and curve close to 2.0 indicate strong
accpetor site. C. C-terminal end differences between both proteins generated from the
transcripts. D. Domain analyses of the two proteins generated from chi2 gene. 1 — Glycosyl
hydrolases family 18 catalytic domain (E-value: 1.1e™" for both proteins); 2 — Chitin binding
domain (E-value: 1.5e™ for both proteins); 3 — Probable GPI anchoring serine rich domain (E-
value: 1.8¢?); 4 - Fungal cellulose binding domain (E-value: 2.7e™). Bar represents 100

aminoacids residues.
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Fig. 5. Two proteins are synthesized by the chi2 gene. A. 2D SDS-PAGE of proteins obtained
from M. anisopliae culture supernatant after 96 h at 28 °C and 150 RPM. (1) Spot relative to
the CHI2(1) chitinase; (2) Spot relative to the CHI2(2) chitinase. B. 2D Western blot analysis.
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14. PALMA, Lenise P, STAATS, Charley Christian, BOLDO, J. T., VAINSTEIN, Marilene Henning,
SCHRANK, Augusto
Caracterizacdo do ortdlogo do gene pthll do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae In: VI
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BARROS, Neiva Monteiro de
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R., CRESTANI, J., KUNZLER, B., STAATS, Charley Christian, VAINSTEIN, Marilene Henning, SCHRANK,
Augusto
Caracterizacdo do ortdlogo do gene empl em Metarhizium anisopliae In: IX Aniversario do Programa de
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