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RESUMO 

Para infectar seus hospedeiros artrópodes, Metarhizium anisopliae produz 

uma série de enzimas hidrolíticas e diversas alterações morfológicas como a 

formação de estruturas denominadas de apressórios e blastosporos. Estas 

estruturas de infecção representam estágios cruciais de penetração e 

disseminação no inseto hospedeiro, respectivamente. Além disso, o apressório é 

uma estrutura conservada entre fungos entomopatogênicos e fitopatogênicos. O 

gene emp1 (codifica uma proteína de matriz extracelular de Magnaporthe grisea) 

parece ter um papel importante na diferenciação do apressório, bem como na 

patogenicidade e virulência. Um dos nossos objetivos foi avaliar a possível função 

de um ortólogo do gene emp1 em M. anisopliae pela análise do perfil 

transcricional e construção de mutantes funcionais por mutagênese insercional 

utilizando agrotransformação. Foram geradas linhagens transformantes contendo 

o cassete de inativação do gene emp1 (pPZP::bar::emp1), sendo este construído 

pela subclonagem das regiões flanqueadoras 5’ (1.515pb) e 3’ (1.513pb), 

fusionadas a um cassete de expressão do gene bar (3.500pb) que confere 

resistência a glifosinato de amônia. A freqüência de transformação observada 

nesta etapa de transformação foi superior a 60%, porém em apenas 1,5% dos 

transformantes há indícios de recombinação homóloga. Também foi analisado o 

perfil transcricional de emp1, sob três condições anteriormente padronizadas: 

células diferenciadas em apressório, hifas (crescimento vegetativo), e 

blastosporos, sendo observada a presença de transcritos deste gene em todas as 

condições testadas. Em uma segunda etapa deste trabalho, foi avaliado o perfil 

transcricional de quitinases putativas de M. anisopliae nos estágios de 

diferenciação celular de apressório, hifas e blastosporos. Esta classe de proteínas 

está diretamente envolvida no remodelamento da parede celular fúngica durante a 

diferenciação celular, como também na degradação da quitina da cutícula do 

hospedeiro durante a etapa de penetração. Originalmente foram caracterizados 

três genes para quitinases (chit1, chi2 e chi3), e a análise in silico do genoma 

revelou outras 20 quitinases putativas de Metarhizium. Essa diversidade pode ser 

responsável pelas diferentes funções que o conjunto de enzimas quitinolíticas tem 

na degradação de quitina durante o ciclo de vida e de infecção do fungo. É, 
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portanto importante: (i) validar transcricionalmente as quitinases putativas e (ii) 

tentar atribuir função a cada uma delas. Para isso, procedemos a análise dos 

transcritos de cada uma das 23 quitinases putativas sendo sintetizados cDNAs a 

partir das três condições de diferenciação celular (apressório, hifas e 

blastosporos). Na condição de diferenciação a apressório dez espécies de 

transcritos foram detectadas sendo seis do subgrupo A, três do subgrupo B, uma 

do subgrupo D. Nenhum transcrito de quitinases do subgrupo C foi detectado nas 

condições testadas. Tanto em crescimento vegetativo quanto em blastosporos 

foram detectadas sete espécies de transcritos de quitinases do subgrupo A, e 

uma do subgrupo D. As quitinases do subgrupo B diferiram quanto a sua 

distribuição nas condições testadas: três espécies de transcritos foram detectadas 

durante o crescimento vegetativo e seis em blastosporos. O estudo envolvendo os 

diferentes genes putativos (emp1 e de quitinases) de M. anisopliae, sob as 

diversas abordagens, representa um importante precursor para nos fornecer 

indicativos sobre as funções destes genes no ciclo de vida e de infecção de 

Metarhizium. 
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ABSTRACT 

 To infect their arthropod hosts, Metarhizium anisopliae produces a series of 

hydrolytic enzymes and several morphological changes, including the formation of 

structures called appressoria and blastospores. These infective structures 

represent crucial stages of penetration and dissemination in the insect host, 

repectively. In addition, the appressorium is a structure conserved among 

phytopathogenic and entomopathogenic fungi. The emp1 gene (encodes an 

extracellular matrix protein) from Magnaporthe grisea showed an important role in 

appressorium differentiation, as well as pathogenicity and virulence. Our goal was 

evaluate the possible role of an ortholog gene emp1 in M. anisopliae by 

transcriptional analysis and construction of functional mutants by insertional 

mutagenesis mediated by agrotransformation. We generated transformants strains 

containing the gene inactivation cassette of emp1 (pPZP::bar::emp1), which was 

constructed by subcloning of flanking portions 5’ (1.515bp) and 3’ (1.513bp) fused 

in a expression cassette of bar gene (resistance to glufosinate ammonium). The 

frequency of transformation observed in this round was higher than 60%, but only 

1,5% of the transformants there is evidence of homologous recombination. We 

also analysed the transcriptional profile of emp1 under three conditions previously 

standardized, such as differentiated cells in appressorium, hyphae (vegetative 

growth) and blastospores. Accordingly, we observed the presence of transcripts of 

this gene in all growth condition tested. In a second step of this work, we 

evaluated the transcriptional profile of putative chitinases of the M. anisopliae in 

those different stages of cellular diferentiation. This class of proteins is directly 

involved in fungal cell wall remodeling during cellular diferentiation, as well as 

degradation of chitin in the host cuticle during the penetration stage. Originally we 

characterized three genes of chitinases (chit1, chi2 and chi3), but apart from 

these, the in silico analysis of the genome revealed 20 putative chitinases. This 

diversity may be reponsible for differents functions that the set of chitinases 

enzymes have in the chitin degradation during the life and infection cycle of the 

fungus. It is therefore important: (i) validate transcriptionally the putative chitinases 

and (ii) attemping to assign function to each one of them. Chitinases transcript 

survey was performed using cDNAs from three cell types: appressorium, 
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vegetative growth and blastospores. In the appressorium condition ten species of 

transcripts were detected being six from the subgroup A chitinases, three from 

group B and one from group D. No transcripts of subgroup C chitinases were 

detected. Both in vegetative growth and blastospores seven species of transcripts 

of the subgroup A, and one from group D were detected. Chitinases from 

subgroup B differed - three species of transcripts were detected during vegetative 

growth and six were detected in blastospores. This study of several putative genes 

(as emp1 and chitinases) of M. anisopliae, under different approaches, may 

represent an important preliminary outcome to shed a light in the functions of 

these genes during life cycle and infection of Metarhizium. 
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1. INTRODUÇÃO 

 Metarhizium anisopliae é um entomopatógeno bem caracterizado que é 

considerado modelo para o estudo de interações patógeno-hospedeiro devido ao 

seu amplo potencial como agente biocontrolador de diversos artrópodes 

hospedeiros (St Leger, 2008, Dutra et al., 2004). Por esta razão, muitos esforços 

estão voltados à elucidação da biologia deste entomopatógeno pela sua grande 

importância no controle de pragas na agricultura (Sosa-Gómez & Moscardi, 1998, 

Almeida et al., 2003), na pecuária (Zhioua et al., 1997, Frazzon et al., 2000) e de 

vetores de doenças humanas (Lacey et al., 1988, Luz et al., 1998, Thomas & 

Read, 2007, Scholte et al., 2005, Kaaya & Munyinyi, 1995).  

 A utilização de fungos entomopatogênicos ainda possui um revés que é o 

tempo necessário para matar seus hospedeiros, sendo este maior em 

comparação aos pesticidas químicos. No entanto, a eficiência do biocontrole pode 

ser aumentada com a utilização de linhagens com maior grau de especificidade e 

potencial de virulência (Lübeck et al., 2008) e também pela construção de 

linhagens melhoradas através da superexpressão de genes (determinantes de 

patogenicidade) ou de proteínas tóxicas inseticidas, dessa maneira reduzindo o 

tempo necessário para a eliminação dos insetos-praga(Hu & St Leger, 2002, Lu et 

al., 2008, ST Leger, 2007, St Leger et al., 1996b, Pava-Ripoll et al., 2008, Wang & 

St Leger, 2007c, Screen et al., 2001). Além destas, outras características como a 

persistência e estabilidade do esporo no ambiente e a redução da carga de 

inóculo necessária para aplicação, são importantes no que diz respeito a uma 

formulação comercialmente viável e eficiente.  

 A interação entre M. anisopliae e seus hospedeiros é um processo 

multifatorial (Kershaw et al., 1999, Roberts & St. Leger, 2004, St Leger et al., 

1996b, Da Silva et al., 2005, Dutra et al., 2004). Por isso, diversas abordagens em 

nível genético, celular e bioquímico têm sido utilizadas para melhor entender este 

complexo processo biológico. Essas abordagens visam principalmente esclarecer 

as funções de genes através da construção de mutantes nulos, como também por 

análises do perfil de expressão global de mRNA, proteínas e metabólitos em 

condições de infecção permitindo caracterizar fatores-chave da infecção de 

artrópodes por Metarhizium.  



| 2 

 

 Sabe-se que o processo de infecção por fungos entomopatógenos é 

iniciado pela adesão de conídeos na superfície do hospedeiro através de 

interações hidrofóbicas (Bidochka et al., 2001, Wessels, 1996, St Leger et al., 

1992). Esta etapa também envolve a combinação de diferentes aspectos: i) 

degradação da cutícula por enzimas hidrolíticas; ii) diferenciação em estruturas 

especializadas como o apressório, estrutura formada na extremidade distal do 

tubo germinativo que exerce pressão mecânica sob a cutícula do hospedeiro, 

caracterizando o processo de pré-penetração (Arruda et al., 2005, St Leger et al., 

1991b); e iii) diferenciação em blastosporos, estruturas unicelulares arredondadas 

que facilitam a disseminação do fungo na hemolinfa do hospedeiro, 

caracterizando a pós-penetração (Thomas & Read, 2007). Os estágios de 

penetração (transposição da cutícula do hospedeiro) e disseminação (superação 

do sistema imune hospedeiro) são cruciais para que o fungo estabeleça infecção 

em seus hospedeiros (Clarkson & Charnley, 1996, Zhang & Xia, 2009, Dutra et 

al., 2004).  

 A formação do apressório é uma estratégia bastante conservada entre 

fungos entomopatogênicos e fitopatogênicos para infectar seus hospedeiros 

(Dean, 1997). Em fungos fitopatógenos, alguns genes que codificam proteínas do 

ciclo celular, de vias de transdução de sinal, de matriz extracelular têm sido 

descritos, e relacionados ao apressório (Wilson & Talbot, 2009, Caracuel-Rios & 

Talbot, 2007, Ahn et al., 2004). No que diz respeito à proteínas de matriz 

extracelular, o gene emp1 de Magnaporthe grisea apresentou provável 

participação na diferenciação do apressório, e consequentemente na 

patogenicidade e virulência. Linhagens mutantes Δemp1 de M. grisea 

apresentaram redução nos níveis de formação do apressório e de patogenicidade, 

no entanto, não afetando a taxa de crescimento micelial e esporulação (Ahn et al., 

2004). Esses autores mostraram ainda que provavelmente exista um ortólogo do 

gene emp1 em M. anisopliae. Posterior a este estudo, nosso grupo isolou e 

caracterizou uma ORF de 678pb correspondendo a uma proteína putativa de 266 

aminoácidos, que provavelmente corresponde ao gene emp1 de M. anisopliae 

(Carvalho, 2009). E de acordo com análises in silico, esta proteína apresentou 

características típicas de proteínas de matriz extracelular ancoradas por GPI. 
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Com o intuito de avaliar a possível função deste ortólogo do gene emp1 em M. 

anisopliae, nosso objetivo na primeira etapa deste trabalho é analisar o perfil 

transcricional deste gene e construir mutantes funcionais por mutagênese 

insercional utilizando agrotransformação (Staats et al., 2007). 

 Em uma segunda etapa deste trabalho, iremos avaliar o perfil transcricional 

de quitinases putativas de M. anisopliae em diferentes tipos celulares incluindo 

apressório, hifas, blastosporos. As quitinases estão diretamente envolvidas no 

remodelamento da parede celular fúngica durante a diferenciação celular, e como 

também na degradação da quitina da cutícula do hospedeiro durante a etapa de 

penetração. Entretanto, o envolvimento desta classe de proteínas na formação de 

estruturas especializadas produzidas por M. anisopliae (apressório e 

blastosporos) ainda é pouco conhecido. 

 Estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram 

que a expressão de enzimas hidrolíticas como quitinases é induzida em 

substratos complexos como a quitina, e reprimida em fontes de carbono de fácil 

assimilação (Barreto et al., 2004, Krieger de Moraes et al., 2003, De la Paz 

Gimenez-Pecci et al., 2002). Ainda, caracterizamos três genes que codificam 

quitinases (chit1, chi2 e chi3). Inicialmente isolamos e caracterizamos o gene 

chi3, e purificamos esta quitinase que possui a massa molecular de 30 KDa 

(CHIT30) e apresenta atividade de endo e exoquitinase (Da Silva et al., 2005). 

Outro gene de quitinase, chit1 foi clonado (Bogo et al., 1998) e através de 

expressão heteróloga em Escherichia coli foi demonstrado que a proteína 

codificada por este gene possui a massa molecular de 42KDa e apresenta 

atividade de endoquitinase (Baratto et al., 2003). E o terceiro gene de quitinase, 

chi2 foi clonado e caracterizado (Baratto et al., 2006), e recentemente Boldo et al. 

(2009) demonstraram que linhagens superexpressando chi2 foram mais virulentas 

em comparação ao tipo selvagem frente ao hospedeiro, e opostamente, mutantes 

inativados para este gene demonstraram virulência reduzida, o que comprova a 

função desta quitinase no processo de infecção.  

 Além disso, uma grande variedade de quitinases putativas de fungos tem 

sido identificada devido ao aumento de projetos de sequenciamento de genomas 

de diversos fungos nos últimos anos. De acordo com banco de dados de 
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genomas sequenciados (NCBI; BROAD Institute), fungos filamentosos 

tipicamente podem conter uma média entre 10 e 25 quitinases diferentes (Seidl, 

2008). Um exemplo é o micopatógeno Trichoderma reseii que apresenta 18 

quitinases putativas em seu genoma. Através de biomineração em escala 

genômica, nosso grupo identificou 20 quitinases putativas no genoma de 

Metarhizium, salvo três genes de quitinases (Chit1, Chi2 e Chi3) 

experimentalmente já comprovados (Bogo et al., 1998, Da Silva et al., 2005, 

Baratto et al., 2006). As quitinases de M. anisopliae foram caracterizadas e 

categorizadas nos subgrupos A, B, C e subgrupo D, a partir de análises in silico 

realizadas por Junges (2010). Apesar da grande quantidade de dados in silico já 

minerados tanto sobre as quitinases como sobre o gene emp1, muitos estudos 

ainda são necessários para elucidar as diferentes funções que estes genes 

possivelmente têm no ciclo de vida e de infecção de Metarhizium. 
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1.1. Características gerais de Metarhizium anisopliae  

 Inicialmente descrito como Entomophthora anisopliae por Metschnikoff 

(1879) (Alves, 1998, Charnley, 1991), o ascomiceto Metarhizium anisopliae 

(Hypocreales:Clavicipitaceae) possui um amplo espectro de hospedeiros podendo 

infectar mais de 300 espécies de artrópodes, incluindo desde ácaros até insetos 

(Roberts & St. Leger, 2004). Devido a esta característica, este entomopatógeno 

passou a ser considerado um modelo biológico para o estudo de interação 

patógeno – hospedeiro e como também amplamente utilizado no controle de 

pragas. 

 A taxonomia do gênero foi revista inicialmente por (Tulloch, 1976), que 

reconheceu apenas duas espécies: M. anisopliae (Metsch.)Sorok.1883 e M. 

flavoviride (Gams, Rozsypal). Posteriormente, de acordo com critérios 

morfológicos, são reconhecidas três espécies para o gênero Metarhizium: M. 

anisopliae, (Metsch.) Sorok. 1883, M. flavoviride (Gams, Rozsypal) e M. album 

(Petch), subdivididas em nove variedades (Driver et al., 2000). Posterior a esse 

estudo, com bases em análises moleculares, o gênero Metacordyceps é proposto 

para três espécies de Cordyceps (espécies teleomórficas de Metarhizium) que 

inclui C. brittlebankisoides (Yi Liu et al., 2001), C. campsosterni (Zhang et al., 

2004) e C. taii (Liang et al., 1991), entre os membros do clado Clavipitaceae, 

sendo o mais conhecido deles, o gênero anamórfico Metarhizium, devido a sua 

importância no controle biológico (Sung et al., 2007). Entretanto, recentemente 

(Bischoff et al., 2009) propuseram uma nova classificação do Complexo 

Metarhizium anisopliae, elevando o reconhecimento de variedades para o nível de 

espécie no gênero Metarhizium, que compreende em onze espécies: M. 

anisopliae, M. guizhouense, M. pingshaense, M. brunneunm, M. acridum, M. 

lepidiotae, M. majus, M. globosum, M. robertsii, M. flavoviride e M. frigidum 

(Tabela 1). 

 Morfologicamente, M. anisopliae, apresenta-se como um fungo filamentoso 

com micélio hialino e septado, com conidióforos dos quais emergem conídios 

(normalmente uninucleados e cilíndricos) organizados em colunas (Figura 1). As 

formas conhecidas de reprodução compreendem a assexual, responsável pelo 

crescimento vegetativo do fungo, e a parasexual, caracterizada por fenômenos 
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como a heterocariose e a recombinação somática (Roberts & St. Leger, 2004, 

Arruda et al., 2005). O desenvolvimento vegetativo para o fungo M. anisopliae 

ocorre geralmente na faixa de temperatura entre 15 e 32°C, sendo a temperatura 

e pH ótimos entre 24 e 30°C e 6,9, respectivamente, apesar da tolerância a um 

intervalo de pH relativamente alto (2,0 a 8,5) (Arruda et al., 2005). 

 

 

Figura 1 - Características morfológicas de Metarhizium anisopliae linhagem E6. 

Colônia de M. anisopliae (A), Conidióforos (B), e conídios cilíndricos (C). A colônia foi 

fotografada em Meio MCc após 21 dias de cultivo a 28 °C. Em destaque foto-micrografias 

e Microscopia Eletrônica de varredura de conidióforo e de esporos. Linhagem E6. 

(Imagem modificada de Arruda et al. 2005) . 

 

 M. anisopliae é adaptado à vida na rizosfera (Hu & St Leger, 2002), e 

apresenta distribuição cosmopolita (Roberts & St. Leger, 2004) incluindo todas as 

regiões terrestres, exceto Antártica (Sung et al., 2007). Este é conhecido como 

causador da doença em insetos, chamada Green muscarine, pela coloração 

verde dos conídios em cadáveres mumificados (Roberts & St. Leger, 2004, 

Freimoser et al., 2005, Kanzok & Jacobs-Lorena, 2006). Sendo que alguns dos 

hospedeiros de M. anisopliae são pragas da agricultura, como: a cigarrinha da 

cana-de-açúcar (Mahanarva posticata), a cigarrinha-das-pastagens (Deois sp e 

Zulia sp), a lagartada-da-soja (Anticarsia gemmatalis), a formiga saúva (Atta 

sexdens), os térmitas subterrâneos (Isoptera rhinotermitidae), entre outros. No 

entanto, sua patogenicidade tem sido demonstrada ainda para alguns vetores de 

doenças humanas como o inseto de ordem hemiptera Triatoma infestans 

causador da doença de Chagas (Messias et al., 1986, Silva & Messias, 1986, Luz 
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et al., 1998), como os mosquitos dos gêneros Anopheles sp. e Culex sp., maiores 

causadores da malária e filariose, respectivamente (Kanzok & Jacobs-Lorena, 

2006, Scholte et al., 2003, Mohanty et al., 2008).  

 Devido a esta ampla capacidade de infectar uma gama de artrópodes, M. 

anisopliae tem sido extensivamente estudado; e por isso apresenta uma 

variedade de ferramentas e informações em bancos de dados estão disponíveis: 

promotores caracterizados para a expressão de genes de interesse (Nakazato et 

al., 2006); banco de dados de bibliotecas de etiquetas de sequências expressas 

(ESTs) (Freimoser et al., 2003, Dutra et al., 2004, He & Xia, 2009, Wang et al., 

2005a, Zhang & Xia, 2009, Peng et al., 2009), estudo funcional de genes através 

da transformação mediada por Agrobacterium tumefaciens, (Staats et al., 2007, 

Boldo et al., 2009). Essas ferramentas proporcionam vantagens tanto para 

elucidar grande parte do conhecimento sobre a patogenia causada por 

Metarhizium, quanto para produção de novas linhagens com a superexpressão de 

genes específicos a fim de aumentar a virulência do entomopatógeno e 

consequentemente obter um biocontrole mais eficiente (Screen et al., 2001). 
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Tabela 1 – Classificação das Espécies do Complexo Metarhizium. 

 

NOMENCLATURA ANTERIOR 

ESPÉCIES REFERÊNCIAS 

Metarhizium album  (Driver et al., 2000) 

Metarhizium anisopliae var. anisopliae 

(Driver et al., 2000) 
Metarhizium anisopliae var. acridum 

Metarhizium anisopliae var. lepidotum 

Metarhizium anisopliae var. majus 

Metarhizium anisopliae var. dcjnyium  (Dong et al., 2007) 

Metarhizium flavoviride var. flavoviride 

(Driver et al., 2000) 

Metarhizium flavoviride var. minus 

Metarhizium flavoviride var. novazelandicum 

Metarhizium flavoviride var. pemphigum 

Metarhizium flavoviride Tipo E 

Cordyceps brittlebankisoides (Yi Liu et al., 2001) 

Cordyceps campsosterni (Zhang et al., 2004) 

Cordyceps taii (Liang et al., 1991) 

NOVA NOMENCLATURA 

ESPÉCIES REFERÊNCIAS 

Metarhizium anisopliae 

(Bischoff et al., 2009) 

Metarhizium guizhouense 

Metarhizium pingshaense 

Metarhizium brunneunm 

Metarhizium acridum 

Metarhizium lepidiotae 

Metarhizium majus 

Metarhizium globosum 

Metarhizium robertsii 

Metarhizium flavoviride 

Metarhizium frigidum 

Metacordyceps brittlebankisoides 

(Sung et al., 2007) Metacordyceps campsosterni 

Metacordyceps taii 
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1.2. Controle biológico por fungos entomopatógenos 

O setor agrícola demonstra fortes indicativos de um grande problema de 

resistência de pragas associadas aos pesticidas químicos, por esse motivo, há 

um crescente interesse na exploração de fungos para o controle de insetos-praga, 

plantas daninhas e doenças de plantas. A utilização de mecanismos naturais no 

combate de pragas da agricultura e pecuária através do biocontrole por fungos 

entomopatogênicos apresenta grandes vantagens como redução de impactos 

ambientais, custos e o desenvolvimento de insetos resistentes quando comparado 

aos pesticidas químicos (Butt et al., 2001, Shah & Pell, 2003, Milner, 2000, Wang 

& Powell, 2004).  

Ao contrário de outros sistemas de biocontrole utilizados como bactérias e 

vírus, os fungos entomopatogênicos são os mais bem empregados quer como 

componente de uma estratégia de manejo integrado de pragas ou como 

micoinseticida; além disso, não necessitam de ingestão pelo hospedeiro para 

causar a doença. Os fungos infectam insetos por penetração direta da cutícula, 

dessa forma estes se tornam o único meio prático de controle microbiano para 

muitas espécies de coleópteros e para insetos que se alimentam de sucos 

vegetais ou animais que não possuem doença conhecida causada por vírus e 

bactérias (Bateman, 1992, Milner, 1992). 

Além destas vantagens, os fungos entomopatogênicos são amplamente 

distribuídos no Reino Fungi, tendo entre 400 e 500 espécies de fungos das quais 

apresentam propriedades entomopatogênicas (incluindo as sub-divisões: 

Mastigomycotina, Zygomycotina, Ascomycotina, Basidiomycotina e 

Deuteromycotina). Alguns destes entomopatógenos têm uma série restrita de 

hospedeiros, como por exemplo, a espécie Aschersonia aleyroids da qual infecta 

apenas cochonilhas, e mocas brancas, enquanto que outras espécies dos 

gêneros Metarhizium e Beauveria possuem uma ampla gama de hospedeiros, por 

isso, representam aquelas mais utilizadas para este fim (Clarkson & Charnley, 

1996, Freimoser et al., 2005, Danfa & Van der Valk, 1999, Kirkland et al., 2004). 

Destes gêneros, Metarhizium é um dos entomopatógenos mais importante e 

estudado no tocante ao controle de pragas; devido a sua enorme variabilidade 

genética, que resulta em linhagens com diferentes graus de virulência, 
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especificidade, produção de conídios e resistência à ultravioleta (Lübeck et al., 

2008, Rangel et al., 2006). Esse gênero possui a capacidade de infectar mais de 

mais de 300 espécies de artrópodes e mais de 50 famílias de insetos e ácaros (St 

Leger, 2008). 

 Mesmo apresentando vantagens como especificidade e ampla gama de 

hospedeiros, há um grande revés na utilização de Metarhizium e outros 

entomopatógenos como biocontroladores, que é o tempo decorrido entre a 

infecção e a morte do hospedeiro, pois o inseto infectado pode sobreviver de 5 a 

10 dias, e conseqüentemente pode causar sérios danos à lavoura (Frazzon et al., 

2000, St Leger et al., 1996d). Por isso, o estudo de linhagens naturalmente mais 

virulentas e com padrões de crescimento e germinação melhores, são essenciais 

para o desenvolvimento de biopesticidas com formulações comerciais bem 

sucedidas que reduzem o tempo de vida do hospedeiro pós-infecção (Lübeck et 

al., 2008, Screen et al., 2001, St Leger et al., 1996d). 

No Brasil, Metarhizium vem sendo empregado principalmente no controle 

da cigarrinha da cana-de-açucar (Mahanarva posticata), da broca da cana-de-

açúcar (Diatrea saccharalis), da broca do café (Diploschema rotundicollee), e da 

cigarrinha das pastagens (Deois flavopicta e Zulia entreriana) (Alves, 1998, 

Acevedo et al., 2007, Machado & Filho, 2006). Atualmente inúmeros estudos têm 

sido realizados para avaliar a susceptibilidade de espécies de artrópodes à 

infecção por Metarhizium, que incluem vetores de doenças humanas, pragas da 

agricultura e pecuária, (Tabela2). 
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Tabela 2 – Espécies de artrópodes hospedeiros de M. anisopliae. 

Espécies suscetíveis à 
Metarhizium 

[Ordem:Família] Descrição Referências 

Diploschema rotundicolle 
[Coleoptera: 

Cerambycidae] 
Broca dos citros 

 
(Machado & Filho, 2006, Alves, 

1992) 

Hypothenemus hampai [Coleoptera: Scolytidae] Broca do café (Bustillo et al., 1999) 

Culex quinquefasciatus 

[Diptera: Culicidae] 

Vetor da filariose 
(Lacey et al., 1988, Scholte et 

al., 2003) 

Aedes aegypti Vetor da dengue 
(Luz et al., 2008, Scholte et al., 

2007)  

Anopheles gambiae Vetor da malária 
(Scholte et al., 2003, Mnyone et 
al., 2010, Scholte et al., 2005) 

Glossina ssp [Diptera: Glossinidae] Mosca tse-tsé (Kaaya & Munyinyi, 1995) 

Musca domestica [Diptera: Muscidae] Mosca 
 

(Barson et al., 1994, Mishra et 
al., 2010) 

Mahanarva posticata 

[Hemiptera: 
Cercopidae] 

Cigarrinha da folha 
da cana-de-açucar 

(Alves, 1998) 

Mahanarva fimbriolata 
Cigarrinha da raiz 
da cana-de-açucar 

(Filho et al., 2003, Dinardo-
Miranda et al., 2004) 

Deois flavopicta 
Cigarrinha das 

pastagens 
(Alves, 1998) 

Dysdercus peruvianus 
[Hemiptera: 

Pyrrhocoridae] 

Percevejo 
manchador do 

algodão 
(Lübeck et al., 2008) 

Triatoma infestans [Hemiptera: Rediviidae] 
Transmissor da 

doença de Chagas 
 (Luz et al., 1998, Juárez et al., 

2000) 

Tibraca limbativentris 
[Heteroptera: 

Pentatomidae] 
Percevejo do 

colmo do arroz 
(Martins et al., 2004, Rampelotti 

et al., 2007) 

Zulia entreriana 
[Homoptera: 
Cercopidae] 

Cigarrinha das 
pastagens 

(Alves, 1998) 

Rhipicephalus (Boophilus) 
microplus 

[Ixodida: Ixodidae] 
Carrapato que 
parasita bovino 

(Frazzon, 2000, Leemon & 
Jonsson, 2008) 

Ixodes scapularis 
(Benjamin et al., 2002, 
Hornbostel et al., 2005) 

Diatrea saccharalis [Lepidoptera: Piralidae] 
Broca da cana-de-

açucar 
(Acevedo et al., 2007, Alves, 

1998) 

Manduca sexta 
[Lepidoptera: 
Sphingidae] 

Lagarta da folha 
do tabaco 

(St Leger et al., 1996a) 

Shistocerca gregaria [Orthoptera: Acrididae] 
Gafanhoto do 

deserto 
(Nowierski et al., 1996) 
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1.3. Mecanismo de patogênese por M. anisopliae 

1.3.1.  Interações patógeno-hospedeiro 

 As interações patógeno-hospedeiro envolvem múltiplos eventos antes de 

ocorrer uma infecção bem sucedida. Ao contrário de outros entomopatógenos 

como bactérias e vírus, M. anisopliae não necessita ser ingerido para infectar 

seus hospedeiros; pois possui a capacidade de penetrar ativamente no 

exoesqueleto ou na cutícula do inseto (Clarkson & Charnley, 1996). Metarhizium, 

quando entra em contato com o inseto-hospedeiro, enfrenta não somente 

barreiras físicas como o exoesqueleto rígido e o intestino médio revestido de 

membrana peritrófica, como também respostas coordenadas de hemócitos e a 

síntese de peptídeos antimicrobianos (Gillespie et al., 1998).  

Durante a penetração cuticular, as células fúngicas são continuamente 

alteradas, e respondem a mudanças do ambiente através de processos 

bioquímicos e diferenciação celular para formar uma série de estruturas 

morfológicas específicas. Dentre estas estruturas, os tubos germinativos de M. 

anisopliae diferenciam-se em apressório (localizado na superfície da cutícula), 

grampo de penetração (na epicutícula), hifas penetrantes (na procutícula) e 

corpos hifais leveduriformes (blastosporos) para sua completa disseminação na 

hemocele do hospedeiro (Figura 2). Estas transições morfológicas estão 

constantemente se ajustando de acordo com o ambiente em que as células 

fúngicas se encontram, a fim de colonizar tecidos de insetos e combater 

potenciais repostas do sistema imune hospedeiro (Hajek & St. Leger, 1994, 

Arruda et al., 2005). Além de estruturas infectivas produzidas por Metarhizium, a 

secreção de diversas enzimas hidrolíticas, das quais dissolvem a barreira 

hospedeira, confere uma forte vantagem seletiva para o estabelecimento da 

patogênese (Schrank & Vainstein, 2010). 

 Para um processo de infecção efetivo, o primeiro passo anterior a 

penetração é a adesão dos conídios do fungo na cutícula do hospedeiro. A 

fixação do conídio na superfície hospedeira envolve um mecanismo de adesão 

não-específico mediado pela hidrofobicidade da parede celular do propágulo 

(Boucias et al., 1988). Dessa forma, o reconhecimento de um hospedeiro 
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suscetível pode incluir tanto fatores topológicos da estrutura da superfície como a 

composição química da cutícula. A cutícula do inseto-hospedeiro é a primeira 

barreira a ser transposta pelo entomopatógeno. E esta é formada por três 

camadas evidentes: a exocutícula, endocutícula e epicutícula, sendo esta última a 

camada mais fina que cobre as duas primeiras formando a procutícula (Arruda et 

al., 2005). A camada mais externa da epicutícula é composta principalmente por 

lipídeos, o que confere resistência a degradação enzimática e a exposição da 

água, a não ser que seja perturbada fisicamente, esta camada de lipídeos pode 

prevenir a passagem de enzimas fúngicas degradadoras de cutícula (Pedrini et 

al., 2007, Golebiowski et al., 2011).  

Para transpor a principal barreira do hospedeiro (cutícula), o 

entomopatógeno utiliza a combinação de pressão mecânica e enzimas hidrolíticas 

(proteases, lipases e quitinases) (Dutra et al., 2004). O estágio crucial para o 

estabelecimento de patogenia por M. anisopliae é a formação de apressório, pois 

esta estrutura especializada exerce pressão mecânica para facilitar o rompimento 

da cutícula do hospedeiro. O mecanismo de diferenciação celular desta estrutura 

envolve o crescimento polarizado, a dilatação do ápice da hifa e o reforço da 

parede celular (Clarkson & Charnley, 1996). Uma vez que ocorre a disrupção 

desta barreira pelo fungo, o progresso da hifa de penetração pode ser mais ou 

menos direto, através de hifas penetrantes ou pela formação de estruturas de 

penetração que também podem se estender lateralmente (Hajek & St. Leger, 

1994). 

 Quando as hifas de M. anisopliae alcançam a hemolinfa (fluido circulatório 

que banha diretamente os órgãos do inseto) se diferenciam em maior proporção 

sob estruturas unicelulares leveduriformes chamadas blastosporos, e em menor 

proporção sob forma vegetativa. A diferenciação em blastosporos pode auxiliar na 

disseminação e colonização do fungo na hemocele, na otimização à captação de 

nutrientes pelo aumento da área de superfície, e na subversão do sistema imune 

celular do hospedeiro. Neste estágio de disseminação o fungo consome 

completamente os nutrientes da hemolinfa, evitando a penetração nos órgãos 

internos até a morte do inseto-hospedeiro (Clarkson & Charnley, 1996, Kanzok & 

Jacobs-Lorena, 2006). Essa estratégia do fungo durante a disseminação pode 
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incluir a produção de toxinas, como as destruxinas (DTX) que causam paralisia 

tetânica levando à morte do inseto (Pal et al., 2007), reduzindo o impacto da 

resposta imune celular do hospedeiro. Sendo pouco compreendida a captação de 

nutrientes durante esta fase na hemolinfa, (Zhao et al., 2006).  

Após a morte do inseto, o micélio emerge do cadáver e todos os tecidos 

internos são penetrados por hifas filamentosas, no entanto não ocorre a 

desintegração destes, pois os patógenos secretam substâncias antibacterianas 

das quais mumificam o hospedeiro (Fang & Bidochka, 2006). Na superfície dos 

cadáveres são produzidos esporos dos quais subsequentemente infectam outros 

hospedeiros suscetíveis, sendo que a colonização dos diversos órgãos tem a 

seqüência: corpos gordurosos, sistema digestivo e túbulos de Malpighi, 

hipoderme e sistema nervoso, músculos e traquéias (Alves, 1998). 

 

1.3.2.  Fatores que determinam virulência a M. anisopliae 

Inúmeros fatores podem aumentar a virulência do fungo durante a infecção 

no hospedeiro. A habilidade de um fungo patógeno humano crescer a 37°C e pH 

fisiológico, por exemplo, é considerado um fator de virulência de fungos 

dimórficos que invadem tecidos profundos e transitam para uma forma parasitária, 

essencial para sua patogenicidade (Hogan & Klein, 1996). Dessa maneira, 

possíveis fatores de virulência de Metarhizium se aplicam ao estudo de genes 

cuja função quando suprimida ou exacerbada altera o significativamente sua 

capacidade infectiva frente ao hospedeiro. Ou então, o estudo da expressão 

gênica de M. anisopliae em condições que mimetizam a infecção, sob diferentes 

abordagens através de transcriptomas, proteomas e secretomas, tem nos 

fornecido pistas dos possíveis fatores de virulência que regulam cada etapa do 

ciclo de infecção de M. anisopliae.  

Diversas proteínas secretadas em meios de cultivos específicos que 

mimetizam condições de infecção (contendo cutícula ou hemolinfa de insetos) têm 

sido descritas (St Leger et al., 1995, Lübeck et al., 2008, Barreto et al., 2004, De 

Moraes et al., 2003, St Leger et al., 1996a, Manalil et al., 2010). Além disso, 

proteínas ligadas à parede celular fúngica, tais como: proteases, tripsinas, lipases, 

quitinases, uma trealase, e enzimas envolvidas no estresse oxidativo como SOD 
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e catalase, também têm sido identificadas através de zimogramas e 

imunocitoquímica (Santi et al., 2010, Bittencourt et al., 2004, St Leger et al., 

1996c).  

 Dutra et al. (2004) identificaram ESTs, através da análise da diferença 

representacional de transcritos (RDA), a partir da comparação de populações de 

transcritos expressas em cultivos contendo cutícula de R. microplus (condições 

que mimetizam a infecção por M. anisopliae) e em cultivos contendo apenas 

glicose como fonte de carbono. Dentre os genes que apresentaram seus níveis 

transcricionais alterados em presença de cutícula estão: uma α-1,3-exoglucanase, 

a protease Pr1C, uma gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, uma proteína 

integral de membrana (PTH11), uma flavohemoglobina, uma transaldolase e 

outros genes relacionados à proteínas antioxidantes (catalase e HSP70). Os 

autores sugerem que estes genes possivelmente estão envolvidos na 

patogenicidade de M. anisopliae.  

 Análises comparativas entre bibliotecas de ESTs de M. anisopliae e M. 

acridum apresentaram uma elevada porcentagem de depolimerases secretadas 

em condições mimetizando a infecção e colonização no hospedeiro. E ainda 

outros genes relacionados à patogenicidade como proteases, quitinases, 

fosfolipases, lipases, esterases e fosfatases também foram expressos em ambas 

bibliotecas (Freimoser et al., 2003). Além disso, Wang et al., (2005a) revelaram o 

envolvimento de diferentes conjuntos de genes na adaptação fisiológica do fungo 

no hospedeiro através de análises por ESTs e microarranjo de genes 

diferencialmente expressos por M. anisopliae, crescido em três diferentes 

condições: exudatos de raízes de planta, cutícula e hemolinfa de M. sexta. Na 

condição de cutícula, os transcritos mais representativos foram de proteases, 

porém ausentes na condição de hemolinfa. Genes relacionados à glioxal oxidase, 

fosfocetolase, e uma proteína controladora do ciclo circadiano foram abundantes 

na condição de hemolinfa, além da detecção de outros genes envolvidos na 

detoxificação de toxinas (formato desidrogenase e aldeído desidrogenase). Sendo 

estes últimos expressos em abundância na condição de exudatos de raízes de 

planta, além da protease Pr1A. Autores sugerem que a capacidade de adaptação 

fisiológica que surge a partir desses genes diferencialmente expressos envolve 
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diferentes mecanismos de percepção, propriedades de superfície celular, cadeias 

de transdução de sinal, e respostas fisiológicas (Wang et al., 2005a).  

 Já He & Xia (2009) analisaram biblioteca de cDNA normalizada de M. 

acridum em estágios de germinação e diferenciação sobre asas de Locusta 

migratoria. Os transcritos com maior representatividade estão envolvidos no 

metabolismo de lipídios. Esses genes relacionados ao metabolismo de lipídios 

não têm sido identificados em bibliotecas de cDNA de M. anisopliae crescido em 

meio líquido, sugerindo que as diferentes condições de crescimento podem tanto 

influenciar o metabolismo lipídico fúngico, ou reprimir a utilização de lipídios pelo 

fungo. 

 Foram identificadas 120 ESTs superexpressas in vivo por M. anisopliae na 

hemolinfa do hospedeiro, que possuem alta similaridade com proteínas de 

categorias funcionais conhecidas. Dentre estas incluem as que apresentaram 

homologia com uma 1-2-manosiltransferase (glicosila proteínas na biossítense da 

parede celular fúngica), uma glicosiltransferase (envolvida na integridade e 

reorganização da parede celular), uma enolase (participa da via glicolítica), uma 

pisatina dimetilase (enzima detoxificante), preniltransferase (catalisa a 

condensação de isoprenil difosfato a difosfato alílico), uma colina desidrogenase 

(formação de glicina betaína oxidativa a partir de colina), entre outras. Essa 

diversidade funcional sugere que uma série muito complexa de mecanismos 

moleculares é necessária para a sobrevivência e adaptação de Metarhizium na 

hemolinfa do hospedeiro (Zhang & Xia, 2009). 

 Gao et al., (2011) revelaram genes candidatos que controlam 

patogenicidade, especificidade de hospedeiro e estilos de vida saprofítica 

alternativa de espécies de Metarhizium que evoluíram a estilos de vida muito 

diferentes M. anisopliae ARSEF23 (espécie generalista) e M. acridum (espécie 

especialista) através de análises transcriptômicas comparativas. Tanto M. 

anisopliae quanto M. acridum frente seus respectivos hospedeiros (Periplaneta 

americana e Locusta migratoria) apresentaram um alto nível de transcritos 

associados à tradução (proteínas ribossomais) e modificações pós-traducionais 

(proteínas de choque térmico) em estágios de germinação e crescimento. 
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 Apesar de Wang et al. (2005a) demonstrarem que o remodelamento da 

parede celular é fundamental durante eventos de pós-penetração, pois 20% dos 

genes induzidos pela hemolinfa do hospedeiro estão envolvidos na formação de 

parede celular. Segundo Gao et al., (2011) é demonstrado que durante a 

formação do apressório entre 6 e 10% dos genes altamente expressos, de ambas 

espécies de Metarhizium, codificam proteínas da parede celular. Isto sugere que 

diversos subgrupos de genes atuam antes e após a penetração da cutícula. 

Ainda, poucas proteases foram abundantemente expressas por ambas espécies 

de Metarhizium, e duas tripsinas foram altamente expressas apenas na espécie 

M. anisopliae infectando superfícies cuticulares.  

 Além disso, diversos genes envolvidos no reconhecimento de sinais de 

privação de nitrogênio são expressos em ambas espécies durante estágios 

iniciais da secreção de proteases. O perfil de expressão de dehidrogenases 

produzidas por M. anisopliae crescido em cutículas de gafanhoto e barata 

apresentou maior correlação, quando comparado a M. acridum. E os transcritos 

de desidrogenases que foram mais abundantemente expressos por M. anisopliae 

nessas condições de cultivo, incluem enzimas envolvidas na glicólise, no ciclo do 

ácido cítrico e no ramo oxidativo da via pentose fosfato. Genes envolvidos em 

outras vias do metabolismo intracelular de lipídios, proteínas e aminoácidos 

também foram altamente expressos, o que reforça a importância de lipídios na 

reserva nutricional, e a alta rotatividade de proteínas durante a formação do 

apressório. O aumento no nível transcricional dos genes que codificam proteína 

G, subunidades alfa, fosfolipase C fosfatidil-inositol específica, proteína quinase 

C, quinase dependente Ca/calmodulina, e uma proteína quinase extracelular, 

indica que a via da proteína quinase mitógeno ativada foi fortemente ativada por 

M. anisopliae infectando ambos insetos, e por M. acridum infectando gafanhoto. 

Estes resultados sugerem que M. anisopliae e M. acridum são capazes de 

diferenciar diversos estímulos dos hospedeiros utilizando diferentes vias de 

sinalização que estão provavelmente sob o controle sutil e sofisticado de vias 

metabólicas cruzadas (Gao et al., 2011).  
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 Diversos genes indicados como determinantes de virulência, têm sido 

caracterizados através de abordagens funcionais para cada estágio do processo 

de infecção de Metarhizium. A seguir abordaremos alguns destes genes. 

 

1.3.2.1. Estágio de adesão 

No contato inicial entre o fungo e seu hospedeiro, diversas proteínas 

podem ser responsáveis pela aderência do esporo fúngico na superfície cuticular 

do hospedeiro. Dentre elas, as hidrofobinas, uma classe de proteínas com baixa 

massa molecular, ricas em resíduos de cisteína, e de característica anfipática, 

parecem ter um papel importante na adesão do esporo em superfícies 

hidrofóbicas como às cutículas de hospedeiros (Wessels, 1996, Boucias et al., 

1988). Outras proteínas como a adesina (MAD1), presente na superfície do 

esporo, mostraram envolvimento no estágio de adesão. A supressão deste gene, 

através de mutantes nulos, diminuiu significativamente a capacidade adesiva dos 

esporos sobre cutículas de gafanhotos. Ensaios de adesão mostraram que 

apenas 5,3% dos conídios da linhagem ΔMad1 se aderiram em comparação à 

>90% do tipo selvagem (Wang & St Leger, 2007a). Outro gene que mostrou 

provável envolvimento nesta fase de adesão do fungo, é o MaPKA1 que codifica a 

subunidade catalítica da proteína kinase A classe 1. A deleção desta subunidade 

catalítica, pela construção de uma linhagem mutante, mostrou apenas 15% de 

adesão dos esporos na cutícula Galleria mellonella enquanto que a linhagem 

selvagem 92% (Fang et al., 2009). 

Estudos recentes demonstram que lipases secretadas por M. anisopliae, 

podem estar potencialmente envolvidas no processo de infecção. Ainda, as 

lipases podem ser identificadas na superfície de conídeos e a degradação da 

camada lipídica do hospedeiro pode ser importante para o reconhecimento de um 

hospedeiro suscetível, como também uma fonte nutricional para auxiliar o início 

da germinação (Silva et al., 2009). Ensaios, utilizando esporos previamente 

tratados com inibidor de lipases, impediram que o fungo causasse infecção sobre 

o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus, como também inibiram 

completamente sua atividade lipotílica (Da Silva et al., 2009).  
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Outra proteína que parece atuar no estágio de adesão é a CWP10 

(proteína de parede celular e não hidrofóbica) de M. anisopliae. A expressão 

desta proteína no fungo Beauveria bassiana não apresentou efeito sobre a 

tolerância do conídio a estresses térmicos e por ultravioleta. Entretanto, causou 

um aumento de 10,8% na hidrofobicidade do conídio e sua capacidade adesiva 

em superfícies hidrofóbicas aumentou 1,3 vezes. Isto sugere que além das 

hidrofobinas, proteínas de característica não-hidrofóbicas podem contribuir na 

hidrofobicidade do conídio e adesão das espécies fúngicas (Li et al., 2010a). A 

proteína gliceraldeído-3-fosfato dehidrogenase (GAPDH), essencial na via 

glicolítica, parece ter um importante papel tanto na fisiologia de Metarhizium 

quanto em suas interações com o hospedeiro. Esta proteína foi imunolocalizada 

na superfície da célula fúngica; e ensaios em asas de inseto mostraram uma forte 

atividade adesiva desta proteína no hospedeiro. Estes resultados implicam uma 

especificidade quanto a esta função adesiva de GAPDH e um provável papel nos 

estágios iniciais de infecção (ligação do conídio ao hospedeiro) (Broetto et al., 

2010). 

 

1.3.2.2. Estágio de penetração 

Para a formação do apressório, etapa determinante na patogênese por 

Metarhizium, diversos processos morfogenéticos são necessários, como o 

crescimento polarizado, a dilatação do ápice da hifa e o reforço da parede celular. 

A pré-penetração envolve a combinação de pressão mecânica exercida por esta 

estrutura especializada (apressório) e diversas enzimas hidrolíticas que atuam em 

sinergia para a formação desta estrutura e o rompimento da cutícula do 

hospedeiro (Clarkson & Charnley, 1996). Algumas destas enzimas são 

consideradas determinantes de virulência de Metarhizium, como a protease Pr1A 

(Leger et al., 1987) e as quitinases CHI2 (Boldo et al., 2009) e CHI3 (Staats, 

2007). Ao passo que linhagens mutantes para estes genes de quitinases 

mostraram virulência reduzida em comparação ao tipo selvagem, frente ao inseto 

hospedeiro Dysdercus perivianus.   

Uma perilipina, MPL1, proteína formadora de gotículas de lipídeos que 

geram tugor no interior da célula de M. anisopliae, parece auxiliar diretamente na 
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formação do apressório. Linhagens inativadas para este gene apresentaram 

menor número de gotículas de lipídeos, tubos germinativos mais finos e pressão 

de turgor no apressório dramaticamente; e conseqüente diminuição da 

patogenicidade destes mutantes frente a cutículas de larvas de Manduca sexta 

(Wang & St Leger, 2007b). Em outro estudo foi demonstrado que linhagens 

inativadas para o gene Mapka1 (subunidade catalítica da proteína quinase 1) 

tiveram o desenvolvimento do apressório prejudicado e mostraram-se quase 

avirulentas contra Galleria mellonella (Fang et al., 2009). 

 Ainda, em ensaios de germinação e formação de apressórios sobre asas 

de Locusta migratoria, foi observada a indução dos apressórios somente em 

algumas regiões da asa do gafanhoto Locusta migratoria, e em outras regiões 

houve apenas o crescimento de hifas alongadas sem a formação de apressório. 

Este fato pode estar relacionado provavelmente pela distribuição desigual dos 

componentes da cutícula ou pela diferença na topografia das diferentes partes da 

asa (He & Xia, 2009).  

1.3.2.3. Estágio de colonização  

 A diferenciação do fungo na hemolinfa pode adquirir diferentes tipos 

celulares: blastosporos (células arredondadas tipo levedura), corpos hifais, 

protoplastos e em menor proporção crescimento micelial. Propágulos infectivos 

como blastosporos ou corpos hifais são estruturas fundamentais para dispersão, 

colonização e aquisição de nutrientes de M. anisopliae, no entanto, podem ser 

reconhecidas por hemócitos do hospedeiro (Clarkson & Charnley, 1996). Por essa 

razão, patógenos fúngicos tem evoluído estratégias sofisticadas para sobrepujar 

diversas barreiras impostas pelo ambiente hospedeiro (Zhang & Xia, 2009). O 

gene Mcl1 (codifica uma proteína tipo colágeno), expresso 20 minutos após atingir 

a hemolinfa, está relacionado à habilidade de Metarhizium evitar o 

reconhecimento de seus propágulos pelo sistema imune do inseto-hospedeiro. 

Esta proteína tipo colágeno funciona como uma capa protetora antiadesiva, pois 

mascara componentes estruturais antigênicos presentes na parede celular do 

fungo, como as β-glicanas. Propágulos de linhagens inativadas para este gene 

foram rapidamente fagocitados por hemócitos e apresentaram correspondente 
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redução na virulência frente ao hospedeiro Manduca sexta (Wang & St Leger, 

2006). 

 A hemolinfa de insetos contém altas concentrações de solutos inorgânicos 

e orgânicos o que contribui para sua alta pressão osmótica (Chapman, 1998), e 

isto caracteriza um ambiente de estresse para as células fúngicas. Para 

sobreviver sob estas condições osmóticas, M. anisopliae, produz uma proteína 

osmosensora (MOS1) que regula respostas celulares a elevada pressão osmótica 

e adaptações posteriores contribuindo para a colonização na hemolinfa do 

hospedeiro. Comparado ao tipo selvagem, o silenciamento deste gene nas 

linhagens transformantes (expressando o anti-senso Mos1) demonstrou um 

atraso na germinação dos esporos, apressórios irregulares e maior sensibilidade 

ao estresse oxidativo, quando as concentrações de KCl foram aumentadas. Estes 

efeitos pleiotrópicos produzidos pela repressão de Mos1 podem ser explicados 

pela relação deste gene com vias de MAP quinase, que estão envolvidas em 

grande parte das funções biológicas, incluindo desenvolvimento, resposta ao 

estresse oxidativo e virulência  (Wang et al., 2008).  

 Uma fosfocetolase de origem bacteriana (Mpk1), presente em Metarhizium 

e funcionalmente associada ao metabolismo de pentoses, também parece estar 

relacionada ao estágio de colonização. O gene Mpk1 é altamente expresso 

quando cultivado na hemolinfa de M. sexta, ambiente rico em trealose e sua 

atividade enzimática pode ser induzida por diferentes açucares como xilose, 

trealose, glicose e sacarose. Mutantes nulos para o gene (Mpk1) tiveram 

crescimento similar ao tipo selvagem quando cultivados em meio contendo xilose 

como única fonte de carbono. Entretanto, bioensaios mostraram uma virulência 

significativamente reduzida das linhagens mutantes frente ao inseto-hospedeiro, 

quando comparadas ao tipo selvagem. Isto sugere que Mpk1 de M. anisopliae 

desempenha um importante papel na adaptação de nicho para a propagação 

fúngica na hemocele do inseto (Duan et al., 2009). 

 Uma tirosina fosfatase (PTPase) de M. anisopliae, purificada a partir de 

sobrenadantes de cultivo, parece estar sendo produzida durante a fase de 

colonização na hemolinfa do hospedeiro. Esta enzima de M. anisopliae parece ter 

como alvo uma fosfoproteína de Locusta migratoria, que apresenta homologia 
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com a fosfoproteína trans-Golgi p230 de humanos. Funcionalmente, esta proteína 

participa do transporte vesicular de proteínas funcionais do compartimento Golgi 

distal para a membrana plasmática. Neste estudo, os autores demonstram que a 

PTPase pode especificamente inativar fosfoproteínas da hemolinfa de L. 

migratoria, pela defosforilação, como também interferir no transporte correto de 

proteínas funcionais como a transferrina, que desempenha um importante papel 

na resposta imune inata do inseto-hospedeiro (Li et al., 2008). 

 Após atingir a hemolinfa, M. anisopliae produz uma classe de 

depsipeptídeos cíclicos pertencentes à família das destruxinas. Estes peptídeos 

são os principais metabólitos secundários gerados pelo fungo durante a infecção, 

e apresentam atividade tóxica inseticida que acelera a morte do hospedeiro. 

Sabe-se que as DTXs desempenham um importante papel no enfraquecimento do 

sistema imune hospedeiro, causando danos ao sistema muscular e túbulos de 

Malpigi, afetando a excreção e levando a dificuldades na alimentação e 

mobilidade (Kershaw et al., 1999). Normalmente, insetos infectados procuram 

locais com temperatura mais elevada, a fim de aumentar sua temperatura 

corporal e assim inibir o desenvolvimento do microrganismo infectante (Elliot et 

al., 2002, Roy et al., 2006). 

 Os isolados de Metarhizium que produzem maior quantidade de DTXs, 

apresentam maior virulência, caracterizando as DTXs como determinantes de 

virulência (Sree et al., 2008). Existem 38 DTXs ou DTX análogas, e estas são 

divididas quimicamente em 5 grupos de A a E (Pedras et al., 2002, Hu et al., 

2006). A destruxina A de M. anisopliae apresentou um papel específico na 

supressão do sistema imune humoral em insetos (Pal et al., 2007). Em 

bioensaios, foram detectados esses peptídeos nos insetos após três dias de 

inóculo fúngico, atingindo níveis máximos de concentração das DTXs antes da 

morte dos hospedeiros (Skrobek et al., 2008). 

 Diferentes concentrações de DTXs de M. anisopliae induzem o sistema de 

defesa antioxidante de Spodoptera litura, causando estresse oxidativo pela 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROs). EROS induz a peroxidação 

lipídica severa pela remoção do hidrogênio a partir de ácidos graxos insaturados, 

levando a formação de radicais livres. Após 1 hora de tratamento com DTXs em 
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crescentes concentrações, a atividade total de enzimas detoxificantes (superóxido 

dismutase, catalase, glutationa peroxidase e ascorbato peroxidase) aumentou, 

sugerindo a presença de um eficiente sistema de detoxificação no corpo larval. 

Entretanto, em 48 horas, as atividades destas enzimas de detoxificação 

diminuíram causando estresse oxidativo. Isto implica que nesta fase o sistema de 

detoxificação foi dominado e suprimido pelas DTXs.  Ainda, os tratamentos com 

DTXs causaram redução dose-dependente no peso corporal das larvas (Sree & 

Padmaja, 2008). 

 A aquisição de nutrientes pelo fungo durante o estágio de proliferação na 

hemolinfa do hospedeiro ainda é pouco entendida (Zhao et al., 2006). Porém, 

estudos demonstraram que os níveis de carboidratos e lipídeos da hemolinfa de 

gafanhotos adultos da espécie Schistocerca gregaria, em comparação ao 

controle, diminuíram significativamente após 3 dias da inoculação do fungo M. 

anisopliae var acridum. Neste estágio de infecção, o fungo já invadiu a cavidade 

corporal do inseto, porém ainda não cresceu extensivamente na hemolinfa. 

Autores sugerem que o fungo pode interferir tanto na mobilização das reservas 

energéticas como competir com o inseto por essas reservas de energia. E uma 

hipótese alternativa é que enquanto o fungo impede a mobilização de reservas 

energéticas a partir de corpos gordurosos, o inseto responde à presença do 

patógeno reduzindo a concentração de açúcares e lipídeos da hemolinfa. Sendo a 

última, uma tentativa por parte do inseto de restringir o acesso às suas reservas 

energéticas limitando o crescimento fúngico apenas na hemolinfa antes de sua 

morte (Seyoum et al., 2002). Ainda, a secreção de uma trealase ácida (enzima 

degradadora de trealose) por M. anisopliae na hemolinfa do inseto parece ser pré-

requisito para o sucesso da aquisição de nutrientes pelo patógeno no ambiente 

hospedeiro (Zhao et al., 2006, Xia et al., 2002). 

 

1.3.2.4. Estágio de extrusão de hifas e conidiação 

 Quando os recursos energéticos do hospedeiro são exauridos pelo fungo, 

os órgãos internos do inseto se decompõem devido à perda da integridade das 

membranas celulares e dos fluidos. Após a morte do inseto, o fungo produz 

antibióticos para competir com bactérias presentes no intestino do hospedeiro. Na 
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sequência, sob condições favoráveis de umidade, a cavidade corporal do inseto é 

preenchida por completo com massa fúngica, até que ocorra a extrusão das hifas 

germinadas e a formação de conídeos esverdeados, dos quais caracterizam o 

típico aspecto mumificado (Kanzok & Jacobs-Lorena, 2006). 

 Dessa forma, o ciclo de vida normal de fungos filamentosos consiste na 

conidiação após o período de crescimento micelial em resposta a sinais 

endógenos e fatores do ambiente dos quais limitam a rápida proliferação da fase 

vegetativa (Anderson & Smith, 1971, Bosch & Yantorno, 1999). Sendo o conídio, 

o propágulo que inicia a patogênese e dissemina a doença (Fang et al., 2007).  É 

sugerido que o aumento da expressão da subtilisina Pr1, em estágios tardios de 

patogênese, promova a extrusão das hifas facilitando a conclusão do ciclo de 

infecção para a mumificação de cadáveres e produção de conídios (Small & 

Bidochka, 2005).  

 Reguladores da via de sinalização da proteína G, em fungos filamentosos, 

têm sido implicados no controle de diversas funções celulares, incluindo 

conidiação, morfogênese e patogênese. Em M. anisopliae, um mutante funcional 

do gene cag8 (regulador da via de sinalização da proteína G) apresentou 

crescimento micelial reduzido, conidiação impedida, perda de pigmentação, 

formação de blastosporos estruturalmente irregulares e menor virulência frente G. 

mellonella, em comparação ao tipo selvagem. Além disso, o mutante nulo 

apresentou um nível de transcritos do gene ssgA (que codifica uma hidrofobina) 

reduzido (>200 vezes). Portanto, a partir desses resultados, é sugerido que cag8 

está envolvido na modulação da conidiação, virulência e síntese de hidrofobina 

em M. anisopliae (Fang et al., 2007). Em estudos anteriores, por qPCR, foi 

observado um maior nível de expressão do gene cag8 no conídio antes da 

germinação e durante estágios tardios da conidiogênese no cadáver de inseto 

(Fang & Bidochka, 2006). 

 Peng et al., (2009) através de hibridização subtrativa por supressão (HSS), 

detectaram transcritos preferencialmente expressos durante a conidiogênese com 

homologia as seguintes proteínas: MAPKK-quinase (MAPKKK), formato 

desidrogenase NAD-dependente (FDH), HSP70, quitina sintase, proteína ligada a 

GPI, glicanosiltransferase ligada a GPI entre outras. Essas proteínas estão 
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relacionadas com a conidiogênese em fungos ortólogos. Estes resultados 

fornecem uma descrição preliminar de genes que podem estar envolvidos na 

regulação molecular do estágio de conidiogênese por M. anisopliae. 

 Além do padrão normal de produção de conídios, sob certas condições, 

alguns fungos são capazes de sofrer um ciclo de vida extremamente curto 

chamado de microciclo, o que ocorre logo após a germinação dos conídios, sem 

ou com pouquíssimo crescimento micelial. O microciclo na conidiação tem sido 

proposto como um mecanismo de sobrevivência para o conídio do fungo que 

encontra condições de crescimento desfavoráveis (Hanlin, 1994, Ahearn et al., 

2007, Anderson & Smith, 1971, Lapaire & Dunkle, 2003). Apesar disso, este 

estágio tem importantes valores práticos na produção de conídios devido ao ciclo 

de desenvolvimento reduzido. Para elucidar seus papéis na conidiação, foi 

construído um mutante RNAi do gene Mmc, em meio indutor ao microciclo, que 

apresentou conidiação normal ao invés de conidiação por microciclo com 

velocidade de crescimento significativamente reduzida e um rendimento de 

conídios de 5,29 e 3,18 vezes menor, respectivamente, quando comparado ao 

tipo selvagem. Além disso, o silenciamento deste gene (Mmc) não afetou a 

virulência nem a tolerância a UV-B do conídio. Contudo, este estudo contribuiu na 

elucidação da regulação da esporulação de M. anisopliae (Liu et al., 2010). 
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Figura 2 – Estágios do processo de infecção do entomopatógeno M. anisopliae. Os 

eventos do processo de infecção foram realizados utilizando cutículas de carrapato e o 

meio indutor de blastosporos (Adamék). (1) MEV da adesão do conídio na cutícula do 

hospedeiro; (2) MEV da germinação do conídio; (3) MEV da diferenciação do tubo 

germinativo em apressório; (4) MEV da penetração na cutícula do hospedeiro por 

pressão mecânica e produção de enzimas hidrolíticas; (5) Microscopia óptica da 

diferenciação de hifas em blastosporos – corpos hifais; (6) MEV da colonização no 

hospedeiro; (7) MEV da extrusão de hifas na superfície do cadáver do hospedeiro; (8) 

Produção de conídios e conidióforos sobre o cadáver do carapato. Co – conídio; GT – 

tubo germinativo; AP – apressório; PP - grampo de penetração; d – dias; h – horas; MEV 

– microscopia eletrônica de varredura. (Imagens modificadas de Arruda et al., 2005, 

Broetto et al., 2010, Schrank & Vainstein 2010). 
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2. OBJETIVOS 

  

 Este trabalho visa ampliar o entendimento do processo de infecção de M. 

anisopliae, através de duas abordagens relacionadas. A primeira proposta é 

avaliar a possível função do gene emp1 de M. anisopliae pela análise do perfil 

transcricional deste gene, por RT-PCR, em diferentes tipos celulares (apressório, 

hifas e blastosporos) e pela construção de uma linhagem mutante inativada para 

este gene utilizando agrotransformação. A outra proposta deste trabalho pretende 

validar transcricionalmente quitinases putativas encontradas in silico no genoma 

de M. anisopliae (20 são quitinases putativas e 3 já caracterizadas pelo nosso 

grupo) nos diferentes tipos celulares: apressório, hifas e blastosporos. 

  A determinação do perfil transcricional de quitinases e o estudo funcional 

de genes pela geração de mutantes nulos, representam uma perspectiva de 

contribuição importante tanto para elucidar o papel desses genes nas diferentes 

funções em que provavelmente atuam no ciclo de vida e de infecção do fungo, 

quanto para um biocontrole mais eficiente através do melhoramento de linhagens. 
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Esta dissertação está apresentada em dois capítulos: 

 

 

 

Capítulo 1: Estudo da função do gene emp1 de Metarhizium anisopliae. 

 

 

 

E 

 

 

 

Capítulo 2: Análise transcricional de quitinases durante estágios de formação de 

apressório, crescimento vegetativo e blastosporos de Metarhizium anisopliae. 
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3. CAPÍTULO 1  

Estudo da função do gene emp1 de Metarhizium anisopliae 

3.1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1.1.  Comparação entre fungos fitopatógenos e entomopatógenos 

 Dentre os fungos entomopatogênicos, Metarhizium anisopliae é um dos 

mais utilizados no controle de insetos-praga, e também um importante modelo 

para estudos de interações patógeno-hospedeiro (Schrank & Vainstein, 2010). E 

no que diz respeito aos fungos fitopatógenos, Magnaporthe grisea é o principal 

causador de danos na cultura orizícola e o organismo modelo para elucidação das 

bases moleculares de doenças fúngicas de plantas (Dean et al., 2005). Apesar de 

fungos fito e entomopatógenos diferirem em seus papéis na natureza e possuírem 

hospedeiros diferentes; estes apresentam diversas estratégias em comum 

desenvolvidas para interagir com seus hospedeiros, que são evolutivamente 

conservadas. 

 A diferenciação do tubo germinativo em apressório é uma das etapas mais 

importante do processo de infecção de fungos fito e entomopatógenos, pois a 

formação desta estrutura especializada auxilia ambos no rompimento da principal 

barreira do hospedeiro, a cutícula (Figura 3). Para muitos patógenos, a formação 

do apressório é desencadeada por estímulos físico-químicos através do contato 

com a superfície hospedeira (cutícula). Assim, estes estímulos físico-químicos 

respondem a mudanças metabólicas e morfogênicas das quais são requeridas 

para o estabelecimento de patogenia. Tais mudanças incluem adesão na 

superfície do hospedeiro, germinação, diferenciação em estruturas de infecção 

especializadas e secreção de enzimas líticas e toxinas. Apesar de conferir 

vantagem adaptativa para o patógeno, facilitando o rompimento da cutícula do 

hospedeiro; a habilidade de produzir apressório é altamente variável dentro de 

uma mesma espécie (Dean, 1997, Di Pietro et al., 2001). 
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Figura 3 – Comparação entre o aspecto morfológico de apressórios do fungo 

fitopatógeno M. grisea e do entomopatógeno M. anisopliae. Microscopia eletrônica de 

varredura, (A) conídio de M. grisea diferenciado em apressório; (B) apressório de M. 

grisea exercendo pressão mecânica sobre a cutícula da planta-hospedeira. Escala: 1µm 

(C) conídio de M. anisopliae diferenciado em apressório; (D) Apressório de M. anisopliae 

exercendo pressão mecânica sobre a cutícula do inseto-hospedeiro. Escala – 10µm; CO 

– conídio; GT – tubo germinativo; AP – apressório; MP – pressão mecânica exercida 

sobre a cutícula do hospedeiro. Escala: 10µm (imagem modificada de Howard & Valent, 

1996; Arruda et al., 2005).  

 

 Diversas abordagens genômicas, transcriptômicas e proteômicas têm nos 

permitido acesso a um grande número de informações sobre aspectos 

relacionados aos eventos de diferenciação celular durante o processo de infecção 

de diferentes espécies fúngicas. Atualmente, em torno de 500 genomas de fungos 

estão em fase de seqüenciamento, sendo 35 já finalizados e publicados e 454 

genomas em fase de montagem e anotação (GenomesOnline, 

www.genomesonline.org). Dentre as espécies entomopatogênicas mais bem 

estudadas, os genomas de Metarhizium anisopliae ARSEF23 e M. acridum já 

foram publicados (Gao et al., 2011), e o genoma de Beauveria bassiana está em 

http://www.genomesonline.org/
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fase de montagem e anotação (NCBI, genomes). E mais de 15 espécies de 

fungos fitopatogênicos já têm seu genoma publicado, que incluem Fusarium 

oxysporum, Ustilago maydis e Magnaporthe grisea (Markowitz et al., 2008, 

Markowitz et al., 2010). 

 Além disso, projetos de mutagênese insercional em larga escala têm 

proporcionado o estudo dos processos pelos quais os fungos infectam seus 

hospedeiros. Muitos estudos têm se voltado para estágios iniciais da penetração 

(incluindo a formação do apressório) tanto em fungos entomopatogênicos, mas 

principalmente em fungos fitopatogênicos (St Leger et al., 1991b, Di Pietro et al., 

2001, Brachmann et al., 2003, Ahn et al., 2004, Zhao et al., 2005, Zhang et al., 

2010, Gao et al., 2011). 

 

3.1.2.  Apressório em fungos fitopatógenos 

3.1.2.1. Diferenciação e fisiologia do apressório  

 Apressório é definido como uma estrutura celular formada por fungos 

patógenos, para pressionar e aderir na superfície cuticular do hospedeiro. 

Frequentemente, os apressórios são claramente estruturas diferenciadas na 

extremidade dos tubos germinativos. Entretanto, características morfológicas 

desta estrutura podem ser variáveis, sendo difíceis de distinguí-los 

morfologicamente, pois apresentam apenas uma expansão localizada na 

extremidade do tubo germinativo. Em alguns fungos, o apressório pode se 

diferenciar imediatamente após o esporo germinado, enquanto que outros 

produzem longos tubos germinativos (Dean, 1997). Como também, a 

diferenciação desta estrutura pode responder morfologicamente a um conjunto 

variado de sinais físico-químicos incluindo, contato, luz, feromônios, e nutrientes 

(St Leger et al., 1990). 

 A formação de apressório por fungos fitopatógenos, como exemplo, M. 

grisea envolve duas fases de desenvolvimento distintas: 1) reconhecimento: o 

conídio germina para produzir tubos germinativos curtos, dos quais detectam 

sinais que induzem a morfogênese do apressório; 2) maturação: envolve a 
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formação do apressório, diferenciação da parede celular e a deposição de uma 

camada de melanina que antecede a geração de turgor (Howard & Valent, 1996). 

 Uma das características mais evidente da célula diferenciada em 

apressório é a elevada pressão de turgor (força por unidade de área exercida na 

parede da célula pela água no vacúolo celular) que auxilia mecanicamente o 

fungo no processo de penetração na cutícula do hospedeiro. O apressório pode 

exercer uma pressão de turgor de até 8 MPa, sendo esta a mais alta pressão já 

registrada em qualquer organismo vivo (Howard et al., 1991, Money, 2007). A 

pressão de turgor é gerada por um influxo rápido de água contra um gradiente de 

concentração que é produzido pelo acúmulo de solutos presentes no apressório 

(Tucker & Talbot, 2001, Wang et al., 2005b). Análises bioquímicas destes solutos 

intracelulares presentes na célula do apressório, demonstraram que o principal 

componente responsável pela pressão de turgor é o glicerol que acumula em 

altas concentrações excedendo a 3M no interior da estrutura (De Jong et al., 

1997). 

 Apesar de ainda não compreendermos totalmente como o fungo acumula 

altas concentrações de solutos (incluindo o glicerol) no apressório, análises de 

conídios revelaram alguns produtos de armazenamento predominantes. Dentre as 

potenciais fontes de glicerol e outros solutos compatíveis durante a geração de 

turgor no apressório estão os lipídios, glicogênio e dissacarídeos, incluindo 

trealose (Tucker & Talbot, 2001, Money & Howard, 1996). Desse modo o 

processo de geração de turgor pode envolver a mobilização extensiva de reservas 

armazenadas no conídio e a síntese de novo de poliol no interior do apressório 

(Dixon et al., 1999). Análises ultraestruturais demonstraram uma alta densidade 

de glicogênio, em forma de rosetas, presente no crescimento do tubo germinativo 

e na expansão do apressório; e em menor densidade nos estágios tardios de 

infecção, indicando um turgor elevado no apressório (Bourett & Howard, 1990). 

 Posteriormente, Thines et al. (2000) demonstraram o transporte e a 

compartimentalização de glicogênio e de triacilgliceróis durante o 

desenvolvimento de apressórios, seguido de uma utilização rápida destas 

reservas durante a maturação celular. O glicogênio degradado é provavelmente 

uma das principais fontes de energia durante a extensão do tubo germinativo, 
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além do manitol e da trealose também presentes no conídio (Talbot, 1995, Dixon 

et al., 1999). Ainda, a síntese de glicerol a partir de carboidratos é provavelmente 

mediada em apressórios de M. grisea não somente pela ação enzimática de 

glicerol-3-fosfato dehidrogenase (GPD) dependente de NADH, bem como pela 

redução de dihidroxiacetona e gliceraldeído, dependentes de NADPH. 

 No processo de diferenciação do apressório, gotículas lipídicas são 

mobilizadas até a célula, no entanto as maiores gotículas de lipídeos coalescem 

em um grande vacúolo central antes de degradar no início da lipólise. O sítio de 

degradação de lipídios que corresponde a grandes vacúolos encontrados no 

interior do apressório (Thines et al., 2000), são mais proeminentes em apressórios 

maduros (com grampos de penetração já formados) (Bourett & Howard 1990).  

 A mobilização de triacilgliceróis e glicogênio durante a geração de turgor no 

apressório é um processo dependente da proteína quinase ativada por mitógenos 

(MAPK). Em M. oryzae o gene Pmk1, codifica proteína homóloga a uma quinase 

ativada por mitógenos (MAPK) de Saccharomyces cerevisae, parece ser 

essencial para a formação do apressório e para o crescimento de hifas 

infecciosas. Mutantes deletados para o gene Pmk1, apesar de reconhecer e 

responder a superfícies hidrofóbicas ou AMPc exógenos através da expansão da 

ponta do tubo germinativo, foram incapazes de desenvolver apressórios e de 

mobilizar lipídios e glicogênio. Além disso, estes mutantes não produziram lesões 

necróticas em plantas, mesmo inoculando os esporos no tecido foliar ferido. Já 

em mutantes inativados para o gene cpkA (codifica a subunidade catalítica da 

proteína quinase dependente de AMPc – PKA) ocorreu a mobilização de lipídios e 

glicogênio tardiamente e a diferenciação de um apressório diminuto, porém não 

funcional. E a deleção do gene Mac1, que codifica uma adenilato ciclase, resultou 

em mutantes que não formam apressórios, indicando que a rota em resposta ao 

AMPc também regula a morfogênese do apressório. No entanto, em mutantes 

Δmac1 sum1-99 (mutação na subunidade regulatória de PKA) a degradação de 

lipídios e glicogênio foi muito rápida, ocorrendo antes da completa morfogênese 

do apressório (Wilson & Talbot, 2009). Mutantes nocautes de genes de 

fosfolipases C também demonstraram um ciclo anormal do metabolismo lipídico 

para a formação do apressório em M. oryzae (Choi et al., 2011). 
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 A consequência da lipólise no apressório é a produção de ácidos graxos e 

glicerol pela ação de triacilglicerol lipases (TAG) por de mecanismos de β-

oxidação. Este processo de oxidação de ácidos graxos (β-oxidação) envolve um 

conjunto de reações consecutivas catalisadas pelas enzimas acyl-CoA oxidase, 2-

enoil-CoA hidratase, 3-hidroxiacil-CoA dehidrogenase e 3-ketoacil-CoA tiolase, 

que conduzem a formação de acetil-CoA, essencial para a formação do 

apressório (Wang et al., 2005b). 

 Uma proteína multifuncional da β-oxidação de ácidos graxos (gene Mpf1), 

com localização peroxissomal demonstrou ter um papel importante na utilização 

de lipídios e na virulência em M. oryzae. A deleção deste gene resultou em 

mutantes incapazes de utilizar ácidos graxos ou lipídios como única fonte de 

carbono, mostrando que o comprometimento da função peroxissomal impediu a 

lipólise no apressório e consequentemente a virulência foi atenuada. Entretanto, o 

turgor nos apressórios das linhagens mutantes não foi significativamente 

reduzido, quando comparado ao tipo selvagem. Isto sugere que o soluto glicerol 

provavelmente não é derivado da degradação de ácidos graxos em M. grisea. 

Além disso, a biogênese peroxissomal em M. grisea, se mostrou essencial para a 

formação do apressório. A ausência da biogênese peroxissomal através da 

inativação do gene Pex6 (codifica uma peroxina) causou danos significativos na 

função do apressório, apresentando apressórios menores e disformes quando 

comparados a linhagem selvagem, bem como a completa perda de 

patogenicidade. Contudo, os autores sugerem que o metabolismo peroxissomal 

de ácidos graxos e a geração de acetil CoA podem ser utilizados em uma série de 

vias bioquímicas do metabolismo secundário como a produção de melanina e a 

biossíntese poliquetídeos (Wang et al., 2007). 

 O papel importante da acetil CoA associada a formação do apressório foi 

evidenciada pela  construção de mutantes nulos para o gene Pth2 (carnitina acetil 

transferase peroxissomal, CAT) que converte unidades de acetil CoA em acetil-

carnitina para o transporte através da membrana. O comprometimento da função 

do apressório em linhagens mutantes (Δpth2) está associado ao atraso na 

mobilização de reservas lipídicas em tubos germinativos diferenciando-se em 

células de infecção e a distribuição anormal de quitina no apressório. Ainda, a 
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função de Pth2 na fisiologia do apressório é disponibilizar acetil CoA na célula 

para a geração de melanina, glicanas e quitina (Bhambra et al., 2006, Wilson & 

Talbot, 2009). 

 A trealose é abundante no conídio e rapidamente degradada durante a 

germinação do esporo. Em M. grisea linhagens mutantes para a principal enzima 

da biossíntese de trealose (trealose-6-fosfato sintase, ΔTPS1), não produziram 

trealose, apesar de germinarem e produzirem apressórios normalmente, foram 

incapazes de infectar plantas (Foster et al., 2003, Wilson et al., 2007). Em M. 

oryzae, a deleção de TPS1 causou também a perda de patogenicidade, sugerindo 

que a trealose pode ser importante na geração de turgor nos apressórios 

(Fernandez & Wilson, 2011). 

 

3.1.2.2. Ciclo celular relacionado à formação do apressório  

 O processo de diferenciação do apressório em M. grisea tem sido 

diretamente associado à regulação do ciclo celular (Caracuel-Rios & Talbot, 

2007). Com a utilização de uma linhagem de M. grisea superexpressando uma 

histona H3 fusionada a GFP, foi possível visualizar o padrão de divisão nuclear 

deste fungo durante a formação do apressório. Durante a germinação do esporo 

em superfícies hidrofóbicas, um dos núcleos migra para o tubo germinativo onde 

ocorre mitose entre 4 e 6 horas. Após ocorrer a mitose um dos núcleos-filhos 

migra para o apressório incipiente e os outros retornam para o conídio onde são 

degenerados. E após 24 horas, o apressório maduro está formado com apenas 

um núcleo. Conídios incubados em presença de nutrientes exógenos, que inibem 

a formação de apressório em M. grisea, apresentaram mitose tardia e núcleos 

não degenerados. Além disso, foi observada a mitose por análise do mutante 

Δpmk1 (proteína quinase ativada por mitógenos) que foi incapaz de formar 

apressórios e sofreu sucessivas divisões nucleares dentro do tubo germinativo 

uma vez estendido, no entanto não ocorreu a degeneração de núcleos no esporo. 

Para avaliar se o apressório é pré-requisito para o desenvolvimento de infecção 

por M. grisea, foram utlizados hidroxiuréia (HU) e benomil para bloquear a 

progressão do ciclo celular nas transições G1/S ou G2/M, respectivamente. A 

mitose foi inibida no tubo germinativo e o desenvolvimento do apressório não 
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ocorreu. Isto demonstra a correlação entre controle mitótico e morte celular por 

autofagia com a morfogênese relacionada à infecção (formação de apressórios) 

de M. grisea (Veneault-Fourrey et al., 2006). 

 Estudos recentes em M. oryzae demonstram que a posição do septo do 

apressório é definida antes da mitose pela formação de um complexo 

heterométrico anel de septina, pelo qual foi espacialmente localizado utilizando 

proteínas de fusão Septina4:GFP e Septina5:GFP. Mutantes deficientes no 

desenvolvimento do apressório, Δpmk1 (pmk1, codifica a proteína quinase ativada 

por mitógenos) e ΔcpkA (codifica a subunidade catalítica da proteína quinase A 

dependente de AMPc) sofreram mitose e citocinese no tubo germinativo. 

Contrariamente, mutantes que formam apressórios morfologicamente normais 

como Δmts12 (fator de transcrição que incapacita o mutante de formar hifas de 

penetração), apresentaram clara separação entre mitose e divisão celular, com a 

formação do anel de actomiosina no istmo do apressório incipiente. Os autores 

concluem que o desacoplamento espacial da mitose e citocinese está 

especificamente associado ao programa morfogenético para a diferenciação do 

apressório. Em conídios expressando SEP4 e SEP5 fusionadas a GFP, foi 

observada inicialmente a formação do anel de septina na base do tubo 

germinativo próximo ao conídio, seguido de um segundo anel de septina formado 

no istmo do apressório em desenvolvimento. Posteriormente, durante a 

maturação do apressório, anéis de septina dispersos são degradados em 

seguida, e um pequeno número de células germinadas apresenta anéis de 

septina evidentes.  Sendo observado que a formação de anéis de septina no sítio 

futuro da formação do septo sempre ocorre antes do início da mitose. A 

perturbação no controle espacial da septação através da mutação condicional do 

gene SEP1 (septação associada 1) aumentou a septação e a divisão celular 

durante a morfogenese do apressório. No entanto, a superexpressão de Sep1 não 

afetou a septação, mas levou a liberação da parada do ciclo celular nos núcleos 

de conídios não germinados. Isto indica que SEP1 é essencial para determinar a 

posição e a frequência dos sítios de divisão celular, bem como a diferenciação do 

apressório requer um evento de citocinese que é diferente da divisão celular 

dentro de hifas (Saunders et al., 2010). 
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3.1.2.3. Vias de transdução de sinal associadas à diferenciação do   

 apressório  

 Diversos organismos, incluindo fungos, percebem estímulos ambientais 

através de mecanismos de transdução de sinal, que pode envolver um estímulo 

químico ou mecânico. A interação de estímulos com um receptor primário 

desencadeia uma série de eventos capaz de provocar uma resposta adaptativa, 

neste caso, formação de apressório. A formação do apressório está associada à 

relação próxima e íntima entre tubos germinativos emergentes e o substrato, 

mesmo no caso de uma superfície de plástico inerte (Dean, 1997). 

 Assim, folhas artificiais de silicone ou de plástico, mimetizando 

detalhadamente a topografia de folhas de plantas têm sido utilizadas para induzir 

a formação de apressório in vitro de diversos fungos fitopatógenos. Um exemplo é 

o fitopatógeno Uromyces appendiculatus que tem a formação de apressório 

induzida através de folhas artificiais plásticas mimetizando a topografia das 

células guarda de estômatos (Allen et al., 1991). Em contraste, fitopatógenos 

como Magnaporthe grisea e Colletotrichum gloeosporioides podem responder 

propriamente a estímulos de superfície de contato (hidrofobicidade e rigidez), sem 

a necessidade de estímulos topográficos (Dickman et al., 2003, Skamnioti & Gurr, 

2007). 

 Na maioria das vias, geralmente, os sinais extracelulares são transduzidos 

através de interações proteína-proteína e modulados através de mudanças 

conformacionais induzidas por ligantes. A compreensão da percepção de sinais 

em fungos patogênicos que conduzem a formação de apressório é ainda um 

pouco limitada. Um mecanismo já caracterizado é o mecanorreceptor ou receptor 

de toque que apresenta canais de cátions mecanossensíveis na membrana 

plasmática de U. appendiculatus envolvidos na sinalização topográfica da 

superfície. Em experimentos utilizando um inibidor da ativação de canais 

mecanossensíveis, ocorreu a inibição tanto da despolarização da membrana 

plasmática de protoplastos quanto da diferenciação de tubos germinativos. Os 

autores especulam que a topologia da superfície da folha, como o relevo das 

células guarda, pode causar um estresse na membrana das células fúngicas, 

resultando em um influxo de íons, dentre eles os de cálcio, que desencadearia a 
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formação do apressório (Zhou et al., 1991). Estudos posteriores sugerem que a 

expressão do gene de calmodulina (proteína ligadora de cálcio), em M. grisea, é 

dependente da adesão do esporo na superfície do hospedeiro e é induzida 

concomitantemente com a formação do apressório. Como também, o diacilglicerol 

pode induzir da formação de apressório implicando papéis para o cálcio e para 

proteína quinase C como parte do mecanismo de sensoriamento (Thines et al., 

1997). 

 A importância do cálcio no processo de diferenciação celular de 

Colletotrichum gloeosporioides, é evidenciada através da expressão aumentada 

de genes de calmodulinas, em condições de contato a superfícies hidrofóbicas e 

rígidas. É sugerido que o contato com superfícies rígidas induz a sinalização de 

Ca/Calmodulina preparando o conídio para responder a sinais do hospedeiro pela 

germinação e diferenciação do apressório (Kim et al., 1998, Uhm et al., 2003). 

 Ainda, o estudo funcional do gene MCNA (codifica a subunidade catalítica 

da calcineurina) indica que a calcineurina A desempenha importantes papéis nas 

vias de transdução de sinal envolvidas na morfogênese associada à infecção e na 

patogenicidade de M. oryzae. Transformantes expressando RNA senso/antisenso 

exibiram redução significante no crescimento micelial, na conidiação, na formação 

de apressório e na patogenicidade (Choi et al., 2009). 

As fosfolipases C (PLCs) hidrolisam fosfatidilinositol 4,5-bifosfato a 1,4,5-trifosfato 

(IP3) e diacilglicerol, que induz a liberação de Ca2+ a partir de estoques 

intracelulares e a promove ativação de proteínas quinases, respectivamente. Choi 

et al., (2011) caracterizaram funcionalmente quatro genes codificadores de 

isoenzimas fosfolipase C (PLC)  (MoPLC2 a MoPLC5) que diferem na 

organização do domínio catalítico X/Y PLC-específico, em M. oryzae. A deleção 

dos genes MoPLC2 e MoPLC3 (codificam fosfolipases C que apresentam domínio 

de ligação a membrana dependente de cálcio) causou conidiação reduzida e 

defeitos na penetração mediada por apressório, porém estes mutantes não 

apresentaram defeitos de sensoriamento e morfologia do apressório. Ainda, a 

complementação desses genes restaurou as funções defectivas das linhagens 

ΔMoplc2 e ΔMoplc3. A semelhança nos defeitos fenotípicos destes mutantes 
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indica que ambos genes são importantes na regulação de níveis apropriados de 

moléculas sinalizadoras (Choi et al., 2011). 

 As integrinas ou glicoproteínas transmembranas, estão presentes em 

diferentes grupos de organismos. Em células de mamíferos, estas proteínas 

desempenham um papel central na adesão celular e na transdução de sinal. Em 

fungos fitopatógenos, a atividade das integrinas é mediada por outras proteínas 

da matriz extracelular, como vitronectrina e fibronectina, que apresentam 

domínios contendo os resíduos de aminoácidos RGD. A adesão e função celular 

pode ser bloqueada por mascarar os domínios extracelulares do receptor da 

integrina com peptídeos (RGD) (Dean, 1997). Correa et al., (1996) demonstraram 

que a formação de apressório pode ser inibida por peptídeos contendo RGD em 

U. appendiculatus. Estudos posteriores evidenciam que o efeito de anticorpos anti 

fibornectina humana (HFA) e peptideos (RGD) inibe a adesão do conídio e na 

formação de apressório de M. oryzae. Entretanto, quando adicionado AMP cíclico 

(AMPc) estas funções foram restauradas. Isto sugere o envolvimento de proteínas 

de matriz extracelular na adesão dos conídios e na formação do apressório, por 

receptores do tipo integrinas e da modulação da sinalização dependente de AMP 

cíclico (Bae et al., 2007). 

 O AMP cíclico atua principalmente através da ativação da proteína quinase 

dependente de AMPc (PKA); bem como desempenha um papel central na 

indução da formação do apressório em certos fungos (Dean 1997). Em M. grisea, 

linhagens mutantes para o gene cpkA (subunidade catalítica da proteína quinase 

dependente de AMPc) foram capazes de formar apressórios em superfícies 

hidrofílicas, pela adição de AMPc exógeno (Xu et al., 1997). Mitchell & Dean 

(1995) também evidenciaram o importante papel de cpkA dependente de AMPc 

na morfogênese relacionada a patogênese deste fitopatógeno. As 

fosfodiesterases dependentes de AMPc (PDEases) atuam no balanço dos níveis 

AMPc intracelulares, requerido para a morfogênese relacionada infecção em M. 

oryzae. Estudos funcionais das fosfodiesterases PedL e PedH de M. oryzae 

homólogas a Ped1e Ped2 de S. cerevisiae, respectivamente, evidenciaram que 

PDEH regula processos envolvidos em estágios tardios do desenvolvimento do 

apressório como geração de turgor e formação de poro. Enquanto que PEDL é 
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necessária para o desenvolvimento sexual e morfologia do conídio, e ainda esta 

proteína desempenha um papel menos evidente na regulação de AMPc (Zhang et 

al., 2011). 

 As proteínas quinase ativadas por mitógenos (MAPK) estão envolvidas em 

cascatas de uma variedade de sinais extracelulares que atuam sobre a regulação 

do crescimento e processos de diferenciação celular. Geralmente esta via de 

sinalização contém três proteínas quinases que atuam em série: uma MAP 

quinase quinase quinase (MAPKKK ou MEKK), uma MAP quinase quinase 

(MAPKK ou MEK) e uma MAP quinase (MAPK). Quando a cascata é ativada, a 

MEKK fosforila a MEK, que por sua vez fosforila a MAPK. As cascatas de MAPK 

são encontradas em animais, plantas e fungos, muitas vezes regulam fatores de 

transcrição por fosforilação mediada por MAPK (Gustin et al., 1998). Em S. 

cerevisiae cinco genes que codificam MAP quinases regulam a diferenciação 

sexuada, crescimento dimórfico (filamentoso), resposta a osmolaridade, 

integridade celular, e formação de ascósporos (Gustin et al., 1998, Dohlman, 

2002). No fitopatógeno M. grisea, diversas MAPK têm sido descritas, dentre elas: 

a PMK1 (regula a formação do apressório e a patogenicidade do fungo), MSP1 

(essencial para a esporulação e a penetração) e a OSM1 (envolvida na regulação 

osmótica) (Xu, 2000). Liu et al., (2011) demonstraram o papel de genes que 

codificam proteínas sensoras, na formação do apressório do fitopatógeno, em 

diferentes superfícies artificiais hidrofóbicas e hidrofílicas. Neste estudo, um duplo 

mutante ΔMosho1 Momsb2 (SHO1 – codifica uma proteína sensora de membrana 

e MSB2 – codifica uma proteína mucina de superfície) raramente formou 

apressório em superfícies hidrofóbicas com nível reduzido de fosforilação da 

Pmk1 (proteína quinase ativada por mitógenos) e não foi responsivo a 

monômeros de cutina. Entretanto, em superfícies hidrofílicas, como ceras da 

superfície da folha e álcoois primários, o duplo mutante apresentou maior 

eficiência na formação do apressório quando comparado a linhagem mutante 

ΔMomsb2. Estes dados sugerem que MoMsb2 e MoSho1 têm uma redundância 

de funções no reconhecimento de sinais em superfícies diferentes para a ativação 

de Pmk1 e formação de apressórios. Enquanto que MoMsb2 é critico para a 

detecção de superfícies hidrofóbicas e monômeros de cutina, MoSho1 pode 
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desempenhar um papel mais importante no reconhecimento de ceras de 

superfície de folhas. 

 PMK1 (MAP quinase 1 para patogenicidade) é uma proteína homóloga a 

FUS3/KSS1 de levedura, que é sequencialmente ativada pela MAPK quinase 

MST11 (MEK), e pela MAP quinase MST7 (MEKK) em M. grisea. Linhagens 

mutantes Δpmk1 reconhecem e respondem ao estímulo de superfícies 

hidrofóbicas ou a presença de AMPc exógeno, no entanto, foram incapazes de 

formar apressório e causar patogenia na planta-hospedeira. Da mesma forma, 

linhagens mutantes Δmst7 e Δmst11 demonstraram incapacidade para formar 

apressório e colonizar tecidos foliares. Assim, os autores evidenciam que MAPK é 

essencial para a formação do apressório e para o crescimento invasivo de M. 

grisea (Zhao et al., 2005). 

 A MAP quinase MST11 apresenta um domínio N-terminal (SAM) que 

interage com a proteína MST50 que também possui este domínio. Linhagens 

mutantes Δmst50 foram incapazes de formar apressório e interagir com MST11. 

Isto sugere que a interação entre Mst50 e Mst11 é mediada pelo domínio SAM, 

pois Pmk1 não é fosforilada nas linhagens mutantes e que Mts50 opera a 

montante de Mst7. Apesar de Mst50 interagir também com as outras proteínas 

(Ras1, Ras2, Cdc42 e Mgb1), para regular o desenvolvimento do apressório, 

estudos funcionais demonstraram que as proteínas Ras provavelmente 

apresentam função a montante da cascata MAPK Mst11-Mst7-Pmk1 (Park et al., 

2006, Wilson & Talbot, 2009). 

 Também foram isoladas e caracterizadas proteínas homólogas a Pmk1 

MAPK com funções na formação do apressório, dos fitopatógenos Colletotrichum 

lagenarium, Cochliobolus heterostrophus e Pyrenophora teres (Lev et al., 1999, 

Ruiz-Roldán et al., 2001, Takano et al., 2001, Kojima et al., 2002). A ativação à 

montante de Pmk1 MAPK é mediada pela via de sinalização da proteína G 

heterotrimérica em resposta a estímulos físicos, de superfícies foliares, como 

rigidez e hidrofobicidade. A subunidade β da proteína G, codificada pelo gene 

MGB1, é essencial para o desenvolvimento do apressório e para interagir 

fisicamente com a proteína Mst50 (Nishimura et al., 2003). Em M. oryzae, um 

regulador da proteína G sinalizadora, Rgs1 interage com três subunidades α da 
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proteína G, MagA, MagB e MagC. Rgs1 interage ativamente com a forma GTP 

ativada de MagA durante o início da formação de apressório, regulando 

negativamente a atividade de GTP-MagA dependente de adenilato ciclase. 

Consistente com isto, linhagens mutantes Δrgs1 apresentaram um acúmulo de 

elevados níveis de AMPc. A disrupção de MagA ou MagC não apresentou efeito 

na formação do apressório ou patogenicidade, porém em MagB reduziu a 

conidiação, a formação do apressório e a virulência. Os autores sugerem que 

MagB é necessária para suprimir a formação do apressório em superfícies não 

indutoras, bem como regular negativamente a adenilato ciclase (Liu et al., 2007). 

Nishimura et al., (2003) demonstraram em linhagens mutantes, que a deleção da 

subunidade β da proteína G (codificada pelo gene Mgb1) afetou a formação do 

apressório, penetração e crescimento infeccioso. Entretanto, pela adição de 

AMPc, os mutantes ΔMgb1 formaram apressório. Dessa forma, MGB1 pode estar 

envolvida na sinalização de AMPc para a regulação da conidiação, 

reconhecimento de superfície, e formação de apressório. 

 O receptor acoplado a proteína G codificado pelo gene PTH11 parece ser 

necessário para o reconhecimento de superficies hidrofóbicas no 

desenvolvimento de apressórios. Estudos funcionais, usando linhagens mutantes 

ΔPth11 de M. grisea, mostraram defeitos na formação do apressório e ausência 

de patogenicidade. Estes mutantes foram capazes de formar apressórios com 

uma freqüência de 10 a 15% quando comparados ao selvagem. Dessa maneira, é 

evidenciado que vias de sinalização múltiplas medeiam diferenciação do 

apressório, pois Pth11 pode ativar a diferenciação de apressórios em resposta a 

estímulos de superfícies indutoras e reprimir a diferenciação em superfícies pouco 

indutoras (DeZwaan et al., 1999). 

 Li et al., (2010b) caracterizaram funcionalmente um novo gene em 

M.oryzae relacionado à patogenicidade, MoRIC8, que codifica uma proteína 

homóloga a proteína reguladora Ric8, ligada a GTP, da proteína G sinalizadora. 

Neste estudo, foi evidenciada a interação direta de MoRic8 com a subunidade α 

MagB da proteína G, no entanto nenhuma interação física foi detectada com as 

outras proteínas G (MagA, MagC, Mgb1 e Mgg1). E esta proteína parece atuar à 

montante da via em resposta a AMPc, que é necessária para a morfogênese do 
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apressório. Além disso, mutantes nocautes foram não-patogênicos e defectivos 

na diferenciação celular associada à formação do apressório, esporulação, 

desenvolvimento sexual e infecção. Na Figura 4, é apresentado um esquema das 

possíveis vias de sinalização envolvidas na diferenciação do apressório em M. 

oryzae elaborado por Wilson & Talbot (2009). 

 

 

Figura 4 – Vias de transdução de sinal necessárias para o desenvolvimento 

morfogenético relacionado à patogenia de M. oryzae (esquema modificado de Wilson 

& Talbot 2009) . 
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3.1.3.  Apressório em fungos entomopatógenos 

 Diversas espécies de fungos entomopatogênicos têm a capacidade de 

diferenciar apressório, dentre elas: Metarhizium anisopliae, Metarhizium 

flavoviride, Beauveria bassiana, Aspergillus parasiticus, Paecilomyces farinosus, 

Coelomomyces psorophorae, Neozygites fresenii, Alternaria alternata entre outras 

(St Leger et al., 1989, Xavier-Santos et al., 1999, Hatzipapas et al., 2002, Gökçe & 

Kubilay, 2005, Talaei-hassanloui et al., 2007). 

 Estudos in vitro relacionados à fisiologia da diferenciação do apressório de 

M. anisopliae têm demonstrado a indução desta diferenciação através de 

estímulos de superfícies rígidas e hidrofóbicas em presença de baixas 

concentrações de compostos nitrogenados (St Leger et al., 1989). No entanto, a 

formação do apressório pode variar de acordo com a linhagem do fungo, como 

verificado por Carvalho (2009) em que as condições utilizadas por St Leger et al., 

(1989) não apresentaram os mesmos resultados quando reproduzidas com a 

linhagem E6 de M. anisopliae. 

Alguns genes associados aos mecanismos dos estágios iniciais da 

penetração por M. anisopliae em seus hospedeiros têm sido elucidados, porém, 

estudos relacionados a mecanismos do ciclo celular e de sensoriamento que 

regulam a formação do apressório ainda são limitados.  

O silenciamento do gene Mos1 (codifica uma proteína osmosensora de 

Metarhizium), resultou em linhagens mutantes com maior sensibilidade ao 

estresse osmótico e oxidativo, deficiência na biossíntese de parede celular, atraso 

na germinação dos conídios, alterações defectivas na formação de apressórios e 

corpos hifais e também virulência reduzida quando comparadas ao tipo selvagem. 

Além disso, as linhagens Mos1-antisenso apresentaram alterações na expressão 

de um conjunto de genes, que são regulados positivamente em ambientes com 

alta pressão osmótica, tais como, Mad1, So, Mpl1 e Hsp70 (Wang et al., 2008). A 

redução dos níveis transcricionais de Mad1 (adesina envolvida na germinação de 

conídios e diferenciação de corpos hifais) em mutantes Mos1-antisenso pode 

explicar, em parte, o atraso da germinação e a formação de corpos hifais 

multicelulares ramificados (Wang et al., 2008). Isto também foi observado em 

mutantes nulo de Mad1 (Wang & St Leger, 2007a). Em leveduras, a oxidase C4-
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metil esterol (codificada pelo gene So) parece ser um componente importante na 

biossíntese do ergosterol, sendo responsável pela permeabilidade e rigidez da 

membrana celular (Bard et al., 1996). Em linhagens Mos1-antisenso de M. 

anisopliae foi evidenciada a diminuição da expressão deste gene (So) que afetou 

a capacidade de controle da permeabilidade e da rigidez da membrana celular 

(Wang et al., 2008). 

Os níveis da proteína pirilipina (MPL1, responsável pela formação de 

gotículas de lipídios) controlam a pressão de turgor e a diferenciação do 

apressório de M. anisopliae pelo metabolismo de triacilgliceróis e conseqüente 

produção de glicerol. Estudos funcionais demonstram que a geração de turgor em 

mutantes ΔMpl1 é dramaticamente reduzida evidenciando que as gotículas de 

lipídios são necessárias para o acúmulo de solutos na célula (Wang & St Leger, 

2007b). A expressão de Mpl1 é geralmente regulada negativamente em linhagens 

selvagens frente a altas pressões osmóticas, que permitem o acúmulo de glicerol 

na célula, aumentando a pressão osmótica intracelular. Contrariamente, Mpl1 foi 

positivamente regulada após a supressão por RNAi de Mos1, indicando uma 

capacidade reduzida de aumentar a pressão osmótica intracelular em resposta ao 

estresse osmótico (Wang et al., 2008). Ainda, a redução nos níveis transcricionais 

de Hsp70 (proteína de choque térmico) em linhagens silenciadas para Mos1, é 

indicativo de uma diminuição geral da resposta ao estresse osmótico e oxidativo. 

Linhagens nocaute de M. anisopliae para a subunidade catalítica da 

proteína quinase 1, codificada por Mapka1, apresentaram danos na formação do 

apressório e diminuída virulência ao hospedeiro Galleria mellonella. Análises 

transcriptômicas, comparando M. anisopliae tipo selvagem com o mutante 

∆mpka1, demonstraram que PKA é responsável por regular positivamente cerca 

de um terço dos genes induzidos por cutículas de insetos. E isto inclui genes 

responsáveis pela diferenciação do apressório e pela formação de grampos de 

penetração, enzimas de degradação de cutícula, aquisição de nutrientes, 

regulação de pH, síntese de lipídeos, controle do ciclo celular e citoesqueleto 

(Fang et al., 2009). 

A lacase de classe 1, (MLAC1) está envolvida tanto na virulência, quanto 

na tolerância à estresses ambientais em M. anisopliae. Mlac1 é expresso durante 
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crescimento isotrópico (propágulos) e não durante crescimento polarizado (tubos 

germinativos e hifas). Entretanto, durante processos de infecção também foi 

evidenciada a expressão de Mlac1 em estruturas de infecção como apressório. A 

disrrupção deste gene reduziu a virulência do fungo frente ao hospedeiro (Galleria 

mellonella) devido à formação de apressórios defectivos e atraso em eventos pós-

infecção. Além disso, as linhagens mutantes ΔMlac1 produziram conídios 

amarelos com susceptibilidade aumentada ao estresse por choque térmico e UV-

B (Fang et al., 2010). 

Apesar de diversos genes já descritos no envolvimento da formação do 

apressório, pouco se sabe sobre o papel de quitinases na diferenciação desta 

estrutura de penetração. Entretanto, foi evidenciada a participação de uma 

endoquitinase (CHI2) em processos de penetração de M. anisopliae. Através de 

análises por imunofluorescência foram observadas diferenças marcantes na 

distribuição da enzima CHI2 em diferentes tipos celulares. Em hifas diferenciadas 

em apressório da linhagem selvagem, esta proteína encontra-se associada à 

germinação, no ápice da hifa, no ponto de formação do apressório e em toda a 

estrutura do apressório. Isto fortalece a hipótese de uma especialização de 

diferentes quitinases em Metarhizium (Boldo et al., 2009). 

 

3.1.4.  Proteínas de matriz extracelular ancoradas por GPI 

A parede celular em fungos é uma estrutura dinâmica de interação com o 

meio externo, que fornece resistência mecânica suficiente para proteger a 

integridade da célula frente a variações de pressão osmótica no ambiente. Além 

disso, a parede celular fornece permeabilidade celular e plasticidade adequada 

para permitir o crescimento das células, a divisão celular e a diferenciação de 

diversos tipos celulares durante o ciclo de vida do fungo (Bowman & Free, 2006). 

Para a maioria dos fungos, a parede celular, é composta por β-1,3 e β-1,6 glicana 

ligada à quitina via ligação β-1,4. Estão também presentes polissacarídeos e 

peptidopolissacarídeos, que atuam como compostos imunologicamente ativos 

com grande potencial na patogênese e na resposta imune frente ao hospedeiro.  

A camada mais externa da parede celular é composta principalmente por 

glicoproteínas ou proteínas de matriz extracelular, que são covalentemente 
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ligadas a 1,6 glicana através do ancoramento a GPI. Entretanto, a 1,6 glicana 

pode ainda ser ligada a 1,3 glicana ou quitina, resultando em uma forte ligação 

covalente entre GPI e proteínas de parede celular à parede celular do fungo (De 

Groot et al., 2005). As proteínas GPI são conservadas entre eucariotos e 

apresentam funções múltiplas que promovem a adesão celular, a transdução de 

sinais intracelulares a partir de estímulos externos, a síntese e o remodelamento 

de componentes da parede celular (Bowman & Free, 2006, Latgé, 2007). E estas 

proteínas são originadas de precursores, sintetizados a partir de sequências 

contendo uma sequência sinal N-terminal hidrofóbica conservada (direciona a 

proteína para o lúmen do retículo endoplasmático); e uma região hidrofóbica na 

porção C-terminal (direciona a adição de GPI), precedida por três aminoácidos 

denominados ω, ω+1, ω+2 (Gerber et al., 1992).  

O sinal de ancoramento a GPI consiste de uma porção hidrofóbica C-

terminal, separada do sítio de clivagem/ligação a GPI (sítio ω), por uma porção 

espaçadora curta hidrofílica (Pittet & Conzelmann, 2007, Mayor & Riezman, 

2004). Este sítio é normalmente ocupado por resíduos de asparagina, glicina ou 

serina, no entanto, há uma menor afinidade em relação a outros aminoácidos. 

Após a adição do sinal GPI nos sítios ω na proteína, esta é então translocada 

para a membrana plasmática, pela via de secreção, e liberada para ligar-se 

covalentemente a β-1,6-glicana da parede celular. Além disso, essas proteínas se 

caracterizam por apresentarem porções ricas em serina e treonina (sítios de O-

glicosilação e N-glicosilação), que são incorporadas na matriz extracelular ou 

folheto lumenal de membranas através de suas porções glicolipídicas. Isto 

fornece um dobramento correto, estabilidade e uma correta exposição do domínio 

N-terminal da proteína (Lu et al., 1995, Mayor & Riezman, 2004). 

 Com o propósito de investigar a estrutura e composição da parede celular 

de Fusarium oxysporum, Schoffelmeer et al., (1999) identificaram a primeira 

glicoproteína de parede celular em fungos filamentosos. A partir destes estudos, 

Schoffelmeer et al., (2001) clonaram e caracterizaram uma glicoproteína 

covalentemente ligada à parede celular de F. oxysporum. Esta proteína de 212 

aminoácidos, designada como FEM1 (Fusarium oxysporum extracellular matrix 

protein) apresentou caraterísticas típicas de uma proteína de matriz extracelular 
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ou glicoproteína, tais como: 17 aminoácidos na porção N-terminal como 

sequência sinalizadora para secreção, dois potenciais sítios de N-glicosilação, 

alta porcentagem (29%) de resíduos de serina e treonina e 22 aminoácidos na 

porção terminal com características de sinais de adição de âncoras de GPI. Em 

análises comparativas de sequências, a proteína FEM1 apresentou homologia a 

outros fungos filamentosos incluindo Magnaporthe grisea, Neurospora crassa, e 

Metarhizium anisopliae. Além disso, estes autores demonstraram através de 

análises funcionais em mutante FEM1 com a sequência sinal de ancoramento a 

GPI deletada, que a proteína não é retida na parede celular fúngica, pois esta foi 

detectada no meio de cultivo. 

 Posteriormente, Ahn et al., (2004) isolaram e caracterizaram a proteína 

EMP1 de M. grisea (homóloga a FEM1). A proteína apresentou 207 aminoácidos, 

uma sequência sinal de secreção contendo 18 aminoácidos na porção N-terminal, 

quatro potenciais sítios de N-glicosilação, e 16 aminoácidos na porção C-terminal 

com características sinalizadoras de adição de GPI. A deleção deste gene (emp1) 

resultou na redução da patogenicidade e de diferenciação a apressório, não 

afetando o crescimento do micelio e capacidade de conidiação do mutante. Esses 

dados sugerem um papel importante para emp1 no sensoriamento de sinais da 

superfície hospedeira e/ou transmissão de sinais na célula para promover a 

adesão do conídio e diferenciação do apressório de M. grisea. 

Carvalho (2009) isolou e caracterizou uma ORF de 678pb correspondendo 

a uma proteína putativa de 266 aminoácidos, que provavelmente corresponde ao 

gene emp1 de M. anisopliae. De acordo com análises in silico, esta proteína 

apresentou características típicas de proteínas de matriz extracelular ancoradas 

por GPI (Figura 5). Além disso, foi evidenciada uma homologia de 40% da 

proteína predita Emp1 de M. anisopliae com as proteínas ortólogas Fem1 de 

Fusarium oxysporum (Schoffelmeer et al., 2001), Emp1 de Magnaporthe grisea 

(Ahn et al., 2004) e com uma sequência (CAE76327) de Neurospora crassa. 

Apesar destas análises in silico indicarem um possível gene que codifica uma 

proteína de matriz extracelular, estudos funcionais são necessários para 

entendermos o papel de emp1 no processo de infecção de M. anisopliae. 
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Figura 5 - Sequência de nucleotídeos e da proteína predita Emp1 de Metarhizium 

anisopliae. A sequência deduzida da proteína está representada abaixo da sequência de 

DNA. Os íntrons estão marcados em cinza. O potencial peptídeo sinal correspondente a 

16 aminoácidos hidrofóbicos na porção N-terminal está marcado por um retângulo 

pontilhado ao redor da sequência. O potencial sítio de glicosilação está marcado com 

uma linha grossa abaixo da sequência. O sinal de adição de GPI sequência está marcado 

com um retângulo ao redor da sequência e a parte hidrofóbica do motivo está marcada 

por uma linha fina abaixo da sequência (Carvalho, 2009). 
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3.2. OBJETIVO 

Este trabalho tem por objetivo avaliar a possível função do gene emp1 pela 

análise transcricional deste gene nos estágios de diferenciação celular de 

apressório, crescimento vegetativo, e blastosporos; e pela construção de uma 

linhagem de M. anisopliae inativada para este gene. 

 

3.3.  MATERIAL E MÉTODOS 

3.3.1.   Material biológico 

3.3.1.1. Linhagem de Metarhizium anisopliae 

 O fungo filamentoso entomopatogênico M. anisopliae var. anisopliae, 

isolado E6, isolado de Deios flavopicta (Hemoptera, Cercopidea) no Estado do 

Espírito Santo, cedida pelo professor João Lúcio de Azevedo (Coleção da Escola 

Superior de Agronomia Luiz de Queiroz - ESALQ - USP), foi utilizado neste 

trabalho. Sua manutenção foi realizada em Meio de Cove completo (MCc) em 

placas de Petri a 28°C. 

 

3.3.1.2. Linhagem de Escherichia coli 

 Foram utilizadas as linhagens TG2 e XL1Blue de Escherichia coli 

preparadas para eletrocompetência, e utilizadas nas eletroporações como 

hospedeiras de vetores pUC18. A manutenção das células foi realizada em meio 

Luria-Bertani (LB) líquido conforme previamente descrito (Sambrook & Russell, 

2001). 

 

3.3.1.3. Linhagem de Agrobacterium tumefaciens 

 A linhagem e o vetor binário de A. tumefaciens utilizados nos experimentos 

de agrotransformação são EHA105 e pPZP201BK, respectivamente.  As células 

foram preparadas para quimiocompetência de acordo com protocolo previamente 

descrito (Holsters et al., 1978). 
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3.3.2.  Meios de cultivo 

3.3.2.1. Manutenção e manipulação de M. anisopliae 

Os meios de cultivo utilizados para a manutenção do fungo M. anisopliae 

foram: Meio de Cove (MC) [Nitrato de sódio 0,6%, Glicose 1%, pH 7,0] e Meio de 

Cove Completo (MCC) [Nitrato de sódio 0,6%, Glicose 1%, casaminoácidos 

0,15%, Extrato de levedura 0,05%, peptona 0,2%, pH 7,0]. São acrescidos 2% de 

Solução de Sais [KCl 2%, MgSO4.7H2O 2,6%, KH2PO4 7,6%] e 0,04% de Solução 

de Elementos [Na2B4O7.7H2O 0,004%, CuSO4.5H2O 0,04%, FeSO4 0,001%, 

Na2MnO4.2H2O 0,08%, MnSO4.7H2O 0,08%, ZnSO4.7H2O 0,08%  (m/v)]. Para 

meios de cultivos sólidos foi adicionado 1,5% de Agar. 

Para efetuar as suspensões, os esporos de M. anisopliae foram coletados 

(com uma alça de Drigalski e 10 mL de solução de Tween 80 0,001%) a partir de 

culturas em placas de Petry em meio MCc sólido incubadas a 28°C por sete dias. 

A suspensão obtida foi lavada duas vezes com água destilada estéril e 

centrifugada (5.000 g durante 10 min). Os esporos foram ressuspensos em água 

destilada estéril e contados em Câmara de Neubauer. As suspensões foram 

estocadas a 4°C e utilizadas por no máximo duas semanas. 

 

3.3.2.2. Manutenção e manipulação de E. coli 

 Inóculos de E. coli foram realizados em meio de cultivo Luria – Bertani (LB) 

[triptona 1%, extrato de levedura 5%, NaCl 1% (p/v), pH 7,0]. E para efetuar as 

eletroporações, foi utilizado o meio SOC [triptona 1%, extrato de levedura 5%, 

NaCl 1% e glicose 20mM (p/v)]. Os meios sólidos foram acrescidos 1,5% de ágar. 

Todas as culturas foram mantidas a 37°C. 

 

3.3.3.  Manipulação de ácidos nucléicos 

 A extração de DNA de Metarhizium foi executada de acordo com protocolo 

estabelecido por Nakazato (2005). Para realizar a extração de DNA de esporos 

em forno de microondas, uma alçada de esporos de M. anisopliae foi retiradas de 

placas esporuladas, e adicionada em tubos Eppendorf contendo 100µL de água 
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miliQ. Após permanecer por 10 minutos, sob fervura, no forno de microondas em 

potência máxima, os tubos foram centrifugados a 14.000 g por 10 minutos e o 

sobrenadante removido para novos tubos. Após nova centrifugação, 5µL do 

sobrenadante foram utilizados como molde para a reação de PCR. Esta 

metodologia teve como base a descrita por Ferreira & Glass (1996). A extração de 

DNA plasmidial de E. coli foi executada por lise alcalina de acordo com Sambrook 

& Russel (2001). 

 

3.3.4.  Soluções e enzimas utilizadas 

 As soluções e tampões foram preparados conforme Sambrook & Russel 

(2001) utilizando água destilada ou água miliQ autoclavadas. As enzimas de 

restrição e de modificação foram obtidas a partir de CenBiot Enzimas, Fermentas, 

New England BioLabs e Invitrogen. 

 

3.3.5.  Otimização da indução in vitro de apressório e blastosporos 

 Para a otimização das condições de diferenciação celular in vitro de M. 

anisopliae foram realizados os seguintes procedimentos: 

3.3.5.1. Condições experimentais in vitro para indução de apressório 

 Para induzir a formação de apressório, 5 x 105 conídeos. ml-1 de 

Metarhizium foram inoculados em placas de Petry contendo 20 lamínulas de vidro 

redondas por placa, embebidas em 20 mL de meio líquido contendo 0,004% de 

extrato de levedura. As placas foram incubadas a 28°C, sem agitação, por 12 e 16 

horas de cultivo (Figura 8).  Os testes foram efetuados em duplicatas para cada 

tempo de cultivo. Após a otimização, o melhor tempo de cultivo, do qual induziu 

um maior número de apressórios, foi utilizado como parâmetro para reproduzir o 

experimento em escala maior, e posterior obtenção de RNA total de apressórios. 

O rendimento de apressórios foi determinado pela razão entre o número de 

esporos diferenciados em apressório e o total de esporos germinados. 
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3.3.5.2. Condições experimentais in vitro para indução de blastosporos 

Para a otimização de condições experimentais indutoras da diferenciação 

celular em blastosporos, foi utilizado um inóculo inicial de 5 x 104 conidia.ml-1 em 

100 mL de meio de cultivo ADAMEK [3% Corn Steep solids, 4% glicose, 3% 

extrato de levedura (p/v), pH 7,0] em frasco erlenmeyer (500mL) (Ypsilos & 

Magan, 2004). Posteriormente, o experimento foi incubado a 28°C sob agitação 

de 180 rpm. Para avaliar a produção ótima de blastosporos, alíquotas de 1 mL 

foram retiradas nos tempos de cultivo 16, 24, 30, 36, 48 e 64 horas e observadas 

por microscopia óptica (Figura 9). O redimento de blastosporos foi estimado pela 

contagem em hemocitômetro. Os cultivos foram feitos em duplicata. As hifas 

produzidas por M. anisopliae antes da produção de blastosporos foram utilizadas 

como uma condição intermediária. Após a otimização das condições indutoras de 

blastosporos, o tempo de cultivo com melhor indução foi utilizado para a execução 

de experimentos em maior escala com a finalidade de obter RNA total para os 

experimentos de RT-PCR.  

 

3.3.6.  Preparação e armazenamento dos tipos celulares de M. anisopliae 

 Antes da extração de RNA total de apressório, 500 lamínulas contendo 

apressórios foram lavadas com água DEPC, congeladas em nitrogênio líquido e 

armazenadas a -80°C. As culturas contendo células fúngicas com crescimento 

vegetativo foram filtradas em papel Whatman No.1, lavadas com água DEPC, 

congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas a -80°C. Os blastosporos foram 

coletados através da filtração com lã de vidro para remover todas as hifas, e o 

sobrenadante contendo somente blastosporos foi centrifugado a 7000g por 10 

minutos e lavado com água DEPC por três vezes. Estes foram congelados em 

nitrogênio líquido e armazenados a -80°C. Todos os experimentos de 

diferenciação celular foram avaliados por microscopia óptica como demonstrado 

nas Figuras 8 e 9. 
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3.3.7.  Extração de RNA total e síntese de cDNA 

 O RNA total foi extraído utilizando o reagent Trizol de acordo com 

recomendações do fabricante. Os seguintes controles foram realizados em 

paralelo com cada condição de cultivo. Para assegurar a ausência de DNA 

genômico, o RNA total foi tratado com DNAse I e avaliado por PCR (reação de 

controle negativo). Com aproximadamente 1µg de RNA total oriundo de cada tipo 

celular, foi efetuada a transcrição reversa usando SMART cDNA Syntesis Kit 

(Clontech), de acordo com as recomendações do fabricante. E para os ensaios de 

RT-PCR, a expressão do gene beta-tubulina foi utilizada como controle (reação 

de controle positivo). 

 

3.3.8.  Análise transcricional do gene emp1 de M. anisopliae 

 A partir do cDNA oriundo dos diferentes tipos celulares (apressório, 

crescimento vegetativo e blastosporos) foram realizadas reações de PCR, 

utilizando primers que flanqueiam regiões de éxons - emp1 RT F e emp1 RT R 

(Tabela 3), para a  amplificação de transcritos do gene emp1.  

 

3.3.9.  Construção do cassete de inativação para o gene emp1 de M. 

 anisopliae 

As sequências referente a região 5’ e 3’ flanqueadoras do gene emp1 

foram obtidas a partir da elaboração de oligonucleotídeos contendo sítios de 

clivagem para as enzimas de restrição EcoRI, HindIII e PstI (Tabela 3). 

Para a construção do cassete de inativação do gene emp1 

(pPZP::bar::emp1) foi efetuada a amplificação das porções 5’ flanqueadora (1513 

pb) e 3’ flanqueadora (1515pb) do gene (Figura 6) e da marca de seleção 

(cassete de expressão do gene bar  - 3648 pb ) (Staats et al., 2007). Os 

fragmentos das porções 5’ e 3’ amplificados por PCR foram purificados a partir de 

gel de agarose com o Kit de purificação de ácidos nucléicos GFX (GE) em 

seguida tratados com as enzimas Klenow e T4PNK, clonado no sítio SmaI do 

vetor pUC18. As porções 5’ e 3’ foram confirmadas por sequenciamento e 

clivagem. Após a confirmação da sequência o vetor pUC18::5’ foi clivado com as 



| 55 

 

enzimas de restrição PstI e EcoRI para liberação da banda correspondente a 

porção 5’ flanqueadora de emp1 que foi subsequentemente clonada no vetor 

binário pPZP201BK. O vetor pPZP201BK::5’ foi clivado nos sítios de restrição PstI 

e HindIII para a inserção da porção 3’ flanqueadora do gene emp1 liberada 

previamente de pUC18:3’, nos mesmos sítios de restrição, resultando em um 

vetor com as duas porções flanqueadoras do gene emp1 clonadas no vetor 

pPZP201BK.  O vetor pPZP201BK::5’::3’ foi clivado no sítio de restrição PstI, em 

seguida tratado com a enzima SAP (desfosforilação) para não haver 

recircularização. Neste sítio (PstI) foi inserido o  cassete do gene bar (3,5Kb) 

(Figura 7). Este gene codifica uma fosfinotricina acetiltransferase que confere 

resistência ao antibiótico glifosinato de amônio  (Thompson et al., 1987); e permite 

a seleção de transformantes de M. anisopliae em meio contendo 250 µg.mL-1. 

Todas as ligações foram transformadas em células de E. coli XL1Blue ou TG2 por 

eletroporação. O vetor construído pPZP::bar::emp1 (13,65Kb) foi transformado 

por choque térmico em células quimiocompetentes de Agrobacterium 

tumefaciens. 

 

Tabela 3 – Oligonucleotídeos utilizados na construção do cassete 

pPZP::bar::emp1, na seleção de transformantes e na análise transcricional 

de emp1. 

Oligonucleotídeo Sequência 5' - 3' 

dmaemp1 5'F gaa ttc gga acc att ttc agg ctg gtc 

dmaemp1 5'R ctg cag tgg aag ttg ctg ttg agg aac 

dmaemp1 3'F ctg cag tta acc ctc gct cac gaa taa AC 

dmaemp1 3'R aag ctt gat ggt CGT CGC cga tgc cac 

BarF cca tgg cca tga gcc cag aac gac 

BarR gag taa aga aga gga gca tg  

tubF cat ctc tgg tga aca cgg c 

tubR agt tgt cgg gac gga aaa g 

emp1 RT F atg aag tac gct ctc gtt att tca g 

emp1 RT R aga taa gcg aga gcc gca acg gcg c 
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1    gagttgaaattgtcctcctctccgtcgagtctattatgtacaaagatggcgcgactcgtccggcgaggaatcgcactgcaggtggaaccattttcaggct  100 

101  ggtcagtatcggacgaataatgaatcatgctggtctagcgaatgtgacactgcgccgtaatactgcactcgctcatgtatgtatacaacacacatggagg  200 

201  aggagtagctgcatggttcgctgcacctggcatgagacatgagaggtcaaatgctgacagagccttgacctgctcgtcgcaacttgctggcttgtgtcct  300 

301  tccgcccatgttgtgaacgaccattacgtgttctctttccctattatacccgtacacaggtagtaagagaagagattggggcgtattgcctcaccgtagt  400 

401  tgctaaccatgttcaaggcacagggactggatttctgggctttttaaatggaggtgtggaaacgaaaactagcctcggccgcagggggcccttggtcgag  500 

501  ctccgtttatcccgtcaacaattaggacattgcccaccaaacgaccaagcgccgcccatcggctttgcatcctagggagaaggttccgagctaggccaag  600 

601  aggcttgtcagctgtgagtggttcctggacctggaatgtgatgagttgaagaccacagaccaccgcatgacgggggcatggcagcccacttgagcatggg  700 

701  gtgaaagaaatttgccgccatgtccatgatgcatggggacgtcggctcaagtcctgcttggttgaggtgtgaaatctatttgaatccggggtgcgcctca  800 

801  tcgtcttaatagaatcctgtcccccctttactctcttcgaccgtatattttttaatactgcttcgtcagcttgtaccatcgtttggccacgtccgctctg  900 

901  agcactcactcgtttgtctgtaagtcttgacatcggtcctttccctcgtttgacgttaccttctttttttgcccgtcatcgatgaaccatcgtctaaaca 1000 

1001 cgaaatacccgcacaccaccggctctttctgttgaaccatcggccattatttgcaagtgctattttggggtggtgtcctgtggcgtccaatattccaact 1100 

1101 atcgtcgtttgctggatgttcagtcggaccggagccagaaccgtcgacactcgttcttcctgagaccagcagagttttaaactcctgtcttcagcttagc 1200                                                                                                                            

1201 ctacattggtctcgcacggttttagaaccacaccctagcttgggtaaaggcagctgcgtagttgctcttgccacttcgtttaggcgagccaactggcagc 1300 

1301 tccaagtgctcgtatttctgcggccaatcgacatttggcgacatttggcaacatttaaagctggcttgcgtttgactcgtctgctacgaataaatccaag 1400 

1401 acaggggccgatgacattgatgcaaagatcttcttgctgactagcgttttgtttgacagtttgcacacttcacagtcattcgcagattaccgtttttcga 1500 

1501 aatgaagtacgctctcgttatttcagctttggctgctctggccgccgccgccgaaaagcccaagttcctcaacagcaacttccagattaccgagggccag 1600 

1      M  K  Y  A  L  V  I  S  A  L  A  A  L  A  A  A  A  E  K  P  K  F  L  N  S  N  F  Q  I  T  E  G  Q    33                                                                                                                          

1601 tcattcgatctcaagttcgacggctgtgagggcggctgcaccatcactcttcaggacggtcccaataccaaccttaaggactacaaggttatttccagta 1700 

34    S  F  D  L  K  F  D  G  C  E  G  G  C  T  I  T  L  Q  D  G  P  N  T  N  L  K  D  Y  K  V  I  S        65 

1701 agtttgcatccatgcctgagcagatgtgtttgaacttgtatgctaacatcctcgtagctagcgcgaccggcggttctctcgcctgggtccccgagggcgt 1800 

66                                                             T  S  A  T  G  G  S  L  A  W  V  P  E  G     79 

1801 tgtttctggcacctatgccttcaagatcaccaacaacgccaacaaggagtacaactattctcaacagttctcctacctcggcactggagctagcgtcacg 1900 

80   V  V  S  G  T  Y  A  F  K  I  T  N  N  A  N  K  E  Y  N  Y  S  Q  Q  F  S  Y  L  G  T  G  A  S  V  T  113 

1901 gcttctgccgccagcacgactggctcttcgaccggctccgctactgctactgctactgcttcctctactgaggcgtcttccactgtcagcatcactgcga 2000 

114    A  S  A  A  S  T  T  G  S  S  T  G  S  A  T  A  T  A  T  A  S  S  T  E  A  S  S  T  V  S  I  T  A   146                                                                                                                                                                                                                                                    

2001 gcagcacggagagctctactgagagcggaaccgcgagcaccaccatttctaccgtcaccagctctgccaccacggccagcggctcttccaccacttcgcc 2100 

147   S  S  T  E  S  S  T  E  S  G  T  A  S  T  T  I  S  T  V  T  S  S  A  T  T  A  S  G  S  S  T  T  S    179 

2101 cccttcttccgcgacttgtgagcaaaacacttttgatctaaaatcagacgacgaattatccgctaaccaccttctacgcagcccattcatctacttccac 2200 

180  P  P  S  S  A  T                                                                  S  H  S  S  T  S    191 

2201 cagatctaccaccgccgccaccaccactgttcccaacgctggtgtccgcgccactcccatggctttcgttgcaggcgccgttgcggctctcgcttatctc 2300 

192  T  R  S  T  T  A  A  T  T  T  V  P  N  A  G  V  R  A  T  P  M  A  F  V  A  G  A  V  A  A  L  A  Y  L  225 

2301 ggttaacctcgctcacgaataaacgagatgggtatttgtttttaaactgatgggttatgtaattggacgcggcacactttttagtagttgataatcccca 2400 

226    G *                                                                                                 226                                                                                               

2401 gtcagcgtaattgcgttgtaactcacttgagagcgggagggagcatcgagcatgaattgtcaatgtctgtttttcgttttacgctcaactgctgtcattg 2500 

2501 cactgctatgattgcctcgctacatgtatctcttagttctatgcatattgccagtaatggtataatacaaatctgtaaaaactggggccaatttttgtcc 2600 

2601 cttgccgatctttcatacggtgaagaatagtgtttgttcactgcatcagatatcagtcatctgcccacttttcttccgatcagatgagtccctttcccag 2700 

2701 ggtctcttcccatcggaaagtttaatcttggtagattgcccgtgccacgtagagcatgactgacttgatcaatgtcaaaataggagggaaataaaaacaa 2800 

2801 aagactgtggagtagcgtgtctaatactatctaacggcgcgtactccgtattctttttgcatgtcgtcaactggctgacgtttcactccacattatgaca 2900 

2901 tctgcatgaacatggtaccctggtgtacgctacacgatcccttggggtaaaacgtgcaactttacatggttgcgtgttgggcggtgatgcatcctcccgt 3000 

3001 gattggtgtgacgtattcatgaagcacatcatgcctgacgtggagtcgccacgccgcaaagggacggctggcaataacgaaaaagaggaatatgaattac 3100                                                                                                                                                                                                                                                       

3101 actaaatagtactatggccaaacgtaatcgttgtaatccaaattgaaacaaagtatcgcaaacatgtcttggtacaggcattaaatgaagctcgaatgcg 3200                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

3201 acgtcccttttccctgcctagaatatatccctcactgctcttcctttccacatcccaagcattatgttatcccaggatcttggacgtcttgcaagtttgc 3300                                                                                                                            

3301 accgggtatatctaacgataaaggaaaaggacaagtaagaaaagaagaagaaaagtaaagcacacgtgaagccacaatccgataggcccagaccaaacca 3400                                                                                                                            

3401 aagccacttcaggaaagagatgatattgattgttaaacatgggttatccaggaaagaaagacaaaagaaaaggggaaaaaagaaagaatagttaaatctg 3500 

3501 ctactaaacaaacatgtggtatcgttgagtattcgttacatcgtaaaacatggtgaacattgtcatcaagtttagaatgttcttgggtagttgtatgttg 3600                                                                                                                                                                                                                                                

3601 gctctagcccagtccccccttccattgcccatgctccaacggcaaagacatcgaactcataagagtcgacgcttatcggggcccacgggtcaagatgttg 3700      

3701 ttcattctcagcctgatgagactctcgcgtagcgacggaggcatttgtcttggcactacctcggcggtattttggccgtcggcggtggcatcggcgacga 3800 

3801 ccatcattatcaccggcggcacaaatgctggcagaagtgctgtttaaattatcgaagagttgaacgttggttgccgtcagttcctgcgcaggtccggagc 3900 

 

Figura 6 – Sequência das regiões 5’ e 3’ flanqueadoras do gene emp1 utilizadas na 

construção do cassete de inativação pPZP::bar::emp1. A sequência deduzida da 

proteína está representada abaixo da sequência de DNA. As sequências das regiões 5’ e 

3’ flanqueadoras do gene emp1 estão marcadas em cinza-claro. Os íntrons estão 

marcados em cinza-escuro; O potencial peptídeo sinal na porção N-terminal está 

marcado por um retângulo pontilhado ao redor da sequência; O potencial sítio de 

glicosilação está marcado com uma linha grossa abaixo da sequência; O sinal de adição 

de GPI está marcado com um retângulo ao redor da sequência e a parte hidrofóbica do 

motivo está marcada por uma linha fina abaixo da sequência. 
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Figura 7 – Representação esquemática da inativação do gene emp1. No painel A está representado o lócus selvagem do gene emp1; no 

painel B, a montagem do cassete de inativação para o gene emp1; no painel C, a recombinação homóloga do cassete de inativação para o 

gene emp1 no lócus selvagem. P1: Oligonucleotídeos [dmaemp1_5’F e dmaemp1_5’R] que amplificam a região 5’ flanqueadora do gene 

[1513pb]; P2: Oligonucleotídeos [dmaemp1_3’F e dmaemp1_3’R] que amplificam a região 3’ flanqueadora do gene [1515pb]; BE: Borda 

esquerda do vetor binário pPZP201BK; BD: Borda direita do vetor binário pPZP201BK; gpdA: promotor do cassete de resistência do gene bar;  

bar: gene que confere resistência a glifosinato de amônio; trpc: terminador do cassete de resistência do gene bar.
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3.3.1.  Transformação Mediada por Agrobacterium tumefaciens  

 De acordo com o protocolo estabelecido por Staats et al., (2007), a 

transformação de M. anisopliae mediada por A. tumefaciens foi efetuada a partir 

de um pré-inóculo de A.tumefaciens contendo o vetor pPZP::bar::emp1 cultivado 

por 24 horas à temperatura de 28 °C com agitação de 180 RPM em meio LB 

líquido acrescido de canamicina (50 μg/mL). Após o período de incubação, a OD 

660 foi verificada. Estas células foram inoculadas em 10 mL de meio IM (controle 

negativo) e em 10 mL de meio IM+AS a uma concentração de 0,15 OD 660. As 

células foram cultivas à 28 °C sob agitação de 180 RPM até a obtenção de OD660 

igual 0,45. Alíquotas de 100 μL dos cultivos em IM e IM+AS foram a adicionadas 

a uma concentração de 105 esporos de M. anisopliae e a mistura foi inoculada, 

com o auxílio de uma alça de Drigalsky, sobre membranas de celofane dispostas 

sobre IM sólido e IM+AS sólido em placas de Petri, sendo incubadas a 25°C por 

dois dias. Após este período, 10 mL de meio MC sólido, acrescido de glifosinato 

de amônio (250 μg/mL), foram adicionados sobre as membranas. As placas foram 

incubadas novamente por 15 dias à 28 °C até o aparecimento de colônias 

resistentes. As colônias resistentes a glifosinato de amônio foram repicadas em 

meio MC contendo 250µg/mL de glifosinato de amônio e 200µg/mL de cefataxima 

para posterior screening. As linhagens transformantes se caracterizam pela 

inserção do cassette de inativação geralmente em cópia única em regiões 

aleatórias do genoma do fungo ou preferencialmente em regiões homólogas ao 

lócus original do gene de interesse a ser inativado. 

 

3.3.2.  Seleção de transformantes com inserção do cassete de   

 inativação para o gene emp1 

 Para realizar a seleção de transformantes com inserção do cassete de 

inativação pPZP::bar::emp1, foi efetuada a extração de DNA de esporo por 

fervura em forno de microondas, seguido de reações de PCR. Primeiramente, foi 

efetuado o PCR negativo para o gene emp1 utilizando os primers [emp1RTF e 

emp1RTR] que amplificam (1) 798pb referente a porção codificadora do gene. E 

posteriormente, o PCR positivo para o gene bar utilizando os primers [BarF e 
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BarR] que amplificam (2)  566pb referente a porção codificadora do gene (Tabela 

3).  

 Os transformantes que não apresentaram um sinal de amplificação 

referente ao gene emp1 (798pb), neste primeiro screening, e que apresentaram 

um sinal de amplificação positivo para o gene bar (566pb) foram selecionados 

como os possíveis transformantes com recombinação homóloga do cassete de 

inativação no lócus selvagem. Estes transformantes foram cultivados para 

posterior extração de DNA micelial e confirmação por hibridização Southern.  
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3.4. RESULTADOS  

 Na primeira etapa deste trabalho foi realizada a otimização de condições in 

vitro de indução dos estágios de diferenciação celular: apressório e blastosporos.  

A produção in vitro destas estruturas infectivas geradas por Metarhizium, foi 

efetuada com base em estudos anteriores de indução de apressório e produção 

de propágulos por fungos entomopatogênicos incluindo M. anisopliae (St Leger et 

al., 1989, Vidal et al., 1998, Fargues et al., 2002, Ypsilos & Magan, 2004, Cliquet 

& Jackson, 2005, Xiao et al., 1994). 

 

3.4.1.  Otimização de condições experimentais in vitro para a indução de 

 diferentes tipos celulares produzidos por M. anisopliae 

3.4.1.1. Indução in vitro de apressório 

 Inicialmente, a diferenciação in vitro de apressório por M. anisopliae 

linhagem E6 foi padronizada por Carvalho (2009), utilizando as mesmas 

condições de indução descritas por St Leger et al. (1989). No entanto, foi 

observado que essas condições de indução não se reproduziam na linhagem E6 

de Metarhizium. Por essa razão, foram testadas diferentes concentrações do meio 

de cultivo (extrato de levedura – fonte de nitrogênio complexa) e inóculo, 

diferentes superfícies hidrofóbicas, e tempos de incubação.  

 A condição de diferenciação da qual se obteve um maior número de 

apressórios formados foi a partir de um inóculo de 5x105 ou 1x106 conídeos.mL-1 

de M. anisopliae linhagem E6, em 0,004% de solução de extrato de levedura, sob 

lamínulas de vidro por 16 horas de incubação a 28°C, sem agitação. A partir 

destas condições indutoras a formação de apressório por M. anisopliae linhagem 

E6, previamente padronizadas por Carvalho (2009); no presente trabalho, foi 

efetuada a otimização destas condições indutoras reproduzindo experimentos em 

maior escala para a obtenção de RNA total. Nestes experimentos de indução in 

vitro de apressório, foi observada a diferenciação de conídeos germinados em 

apressório em 12 e 16 horas de incubação a 28°C, utilizando um inóculo de 5x105 

conídeos.mL-1. Entretanto, em 16 horas de incubação foi observada uma maior 

quantidade de apressórios formados por lamínulas observadas, obtendo um 
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rendimento em torno de 60% dos conídeos germinados diferenciados em 

apressórios (Figura 4c e d). 

 

 

Figura 8 – Indução in vitro de apressório por M. anisopliae. Os painéis (a) e (b) 

mostram a condição de 12 horas de incubação (Barra: 10µm); (c) e (d) mostram a 

condição de 16 horas de incubação, induzindo a formação de apressórios (Barra: 20µm) 

e a parte superior do painel (d) demonstra o detalhe do conídio diferenciado em 

apressório, em maior aumento (Barra: 10µm). CO – conídeo; AP – Apressório. 
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3.4.1.2. Indução in vitro de blastosporos 

 Com base em estudos anteriores sobre formação de propágulos em 

diversos fungos filamentosos foi realizado inicialmente o estudo in vitro do tempo 

de curso da germinação dos esporos de M. anisopliae linhagem E6 até a 

formação de propágulos (blastosporos), em um meio de cultivo mimetizando a 

hemolinfa do hospedeiro. 

 Neste estudo in vitro, a fase inicial de germinação do conídio e crescimento 

vegetativo foi observada em 16 horas de incubação (Figura 9b). No decorrer do 

tempo foi observada a formação de hifas alongadas entre 24 e 30 horas de 

incubação, não apresentando blastosporos ainda formados (Figura 9c e d). Sendo 

que o estágio inicial da produção de blastosporos e corpos hifais por M. anisopliae 

foi observado em 36 horas de incubação (Figura 9e). Uma alta produção de 

blastosporos foi observada tanto em 48 como em 64 horas de cultivo, no entanto, 

em 64 horas ocorreu a produção ótima de blastosporos por Metarhizium, obtendo 

um rendimento de aproximadamente 108 blastosporos.mL-1 (Figura 9f, g e h). A 

partir destas condições otimizadas in vitro, as que melhor mimetizaram os 

estágios de pós-penetração foram: 1) crescimento vegetativo em 24 horas de 

cultivo, e 2) produção ótima de blastosporos em 64 horas de cultivo. Sendo estas 

reproduzidas em maior escala para obtenção de RNA total. 

 Dessa forma, as condições indutoras dos diferentes tipos celulares 

(apressório, crescimento vegetativo e blastosporos) otimizadas no presente 

trabalho, foram utilizadas em análises do perfil transcricional do gene emp1 (que 

integra o capítulo 1 da dissertação), e de quitinases putativas do genoma de M. 

anisopliae (que integra o capítulo 2 da dissertação), visando entender o possível 

envolvimento destes genes nos estágios de diferenciação celular propostos neste 

trabalho. 
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Figura 9 – Indução in vitro de estágios iniciais de crescimento vegetativo até a 

formação de Blastosporos. O painel acima demonstra o crescimento vegetativo nos 

estágios anteriores e posteriores a disseminação. (a) MO de conídeos de M. anisopliae 

linhagem E6; (b) conídeos M. anisopliae linhagem E6 cultivados em meio Adamék por 16 
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horas; (c) 24 horas de cultivo; (d) 30 horas de cultivo; (e) 36 horas; (f) 48 horas; (g) e (h) 

64 horas, (h) em um maior aumento. (Barra: 20µm). CO – conídeo; H – hifa; CH – corpos 

hifais; BL – blastosporos; MO – microscopia óptica.  

 

3.4.2.  Avaliação da integridade do RNA total e síntese de cDNA 

A integridade do RNA total de cada condição de diferenciação celular 

(apressório, crescimento vegetativo e blastosporos) pode ser evidenciada no 

Anexo 1. Na reação de controle negativo (para garantir a ausência de DNA 

genômico nas amostras de RNA total) foi observada a ausência de amplificação 

nas três condições de diferenciação celular (apressório, crescimento vegetativo e 

blastoporos) (Anexo 2). A partir destas avaliações de qualidade do RNA total, foi 

possível proceder às reações de transcrição reversa. A expressão constitutiva do 

gene beta-tubulina pode ser observada em todos os tipos celulares testados 

(Figura 10). 

 

 

Figura 10 – Reação de controle positivo de cDNAs oriundos de diferentes tipos 

celulares de M. anisopliae. (M) Marcador DNA 1kb plus ladder; (CN) controle negativo; 

(CP) controle positivo (amplicon com 300pb referente ao gene β-tubulina a partir de DNA 

genômico); (AP) população de cDNA oriunda da condição de apressório; (CV) população 

de cDNA oriunda da condição de crescimento vegetativo; (BL) população de cDNA 

oriunda da condição de blastosporos. (Todas as três condições de diferenciação 

apresentam um amplicon de 200pb referente ao gene da β-tubulina a partir de cDNA). 
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3.4.3.  Análise transcricional do gene emp1 em diferentes condições de 

diferenciação celular de M. anisopliae 

 O perfil transcricional do gene emp1 foi analisado em diferentes tipos 

celulares produzidos por M. anisopliae. Dentre eles, estão células diferenciadas 

em apressórios, em crescimento vegetativo e blastosporos. O transcrito referente 

ao gene emp1 está presente em todos os tipos celulares testados e não 

apresentou nenhuma alteração na regulação pós-transcricional, pois todas as 

populações de transcritos nas diferentes condições apresentaram um tamanho 

correspondente ao processamento normal de splicing (aproximadamente 674pb). 

Ensaios de RT-PCR demonstram maior abundância do transcrito do gene emp1 

na condição de apressório, enquanto que nas condições de crescimento 

vegetativo e blastosporos parece que este gene possui uma expressão menor em 

relação ao gene normalizador β-tubulina (Figura 11).  

 

 

Figura 11 – Perfil transcricional do gene emp1 em diferentes condições de 

diferenciação celular de M. anisopliae. No painel a está representado um RT-PCR de 

cDNA sintetizado a partir de mRNA extraído dos tipos celulares: apressório, crescimento 

vegetativo (hifas) e blastosporos. A parte superior do painel (a) representa amplicons de 

transcritos do gene emp1 (674pb); e a parte inferior do painel (a) representa amplicons de 

transcritos do gene β-tubulina (200pb). No painel (b) está representada uma análise 

densitométrica do perfil transcricional do gene emp1 e do gene normalizador β-tubulina. 

(1) cDNA obtido da condição de apressório; (2) cDNA obtido da condição de crescimento 

vegetativo (hifas); (3) cDNA obtido da condição de blastosporos. 
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3.4.4.  Isolamento das regiões flanqueadoras 5’ e 3’ do gene emp1 

 Inicialmente, nosso grupo de pesquisa isolou regiões 5’ (408pb) e 3’ 

(503pb) do gene emp1 (Carvalho, 2009), utilizando a metodologia Genome 

walking (Rishi et al., 2004). A partir destas sequências isoladas foi construído um 

cassete de inativação para o gene emp1. Nesta etapa, rounds de 

agrotransformação foram efetuados gerando 185 transformantes no primeiro, e 

240 transformantes no segundo (Staats et al., 2007), porém todos apresentaram 

recombinação ectópica.  

  Por essa razão, partimos para uma nova construção de um cassete de 

inativação para o gene emp1 com regiões flanqueadoras de maior tamanho. 

Através do sequenciamento do genoma de M. anisopliae foi possível elaborar 

oligonucleotídeos que amplificam regiões 5’ e 3’ flanqueadoras do gene emp1 

contendo 1513pb e 1515pb, respectivamente (Figura 6 e 7). A partir disso, 

inicialmente foi efetuado o isolamento de ambas regiões flanqueadoras do gene 5’ 

e 3’, através de reações de PCR, como pode ser observado no gel de agarose da 

Figura 12, a confirmação do tamanho das respectivas bandas. Na sequência 

estas foram clonadas e confirmadas por sequenciamento para posterior 

montagem do cassete de inativação para o gene emp1.  

 

         

Figura 12 – Amplicons gerados a partir das regiões flanqueadoras 5’ e 3’ do gene 

emp1 de M. anisopliae. (M) marcador 1kb plus DNA ladder; (5’) porção 5’ flanqueadora 

do gene emp1 (amplicon com aproximadamente 1500pb); (3’) porção 3’ flanqueadora do 

gene emp1 (amplicon com aproximadamente 1500pb). 
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3.4.5.  Confirmação da montagem do cassete pPZP::bar: emp1 

 A montagem do cassete pPZP::bar::emp1 foi verificada através de 

clivagens e reações de PCR, a cada etapa da subclonagem. Entretanto, a 

clivagem nos diferentes sítios de restrição que estão presentes na montagem final 

do cassete pPZP::bar::emp1 foi parcial, assim dificultando a definição do tamanho 

das porções que constituem o cassete de inativação, no gel de agarose. Por essa 

razão, a confirmação da montagem final foi efetuada por reações de PCR, 

amplificando as porções 5’ e 3’ com tamanho referente ao controle positivo 

(aproximadamente 1500pb) e a porção codificante do gene Bar 

(aproximadamente 566pb), como pode ser observado na Figura 13.  

 

 

Figura 13 – Confirmação da montagem do cassete pPZP::bar::emp1. (1) controle 

negativo da reação; (2) controle positivo das reações; (3) cassete de inativação para o 

gene emp1 (pPZP::bar::emp1)  utilizado como molde para a reação. (5’) amplicons da 

região 5’ flanqueadora do gene emp1 (1513pb); (3’) amplicons da região 3’ flanqueadora 

do gene emp1 (1515pb); (bar) amplicons do gene bar (566pb) (que confere resistência a 

glifosinato de amônio). 

 

3.4.6.  Seleção de possíveis transformantes de M. anisopliae inativados para 

 o gene emp1 

 Em uma etapa de agrotransformação, com o cassete de inativação para o 

gene emp1, foram gerados 216 transformantes. Esses transformantes 

apresentaram seu desenvolvimento mais lento em relação a outros 

transformantes gerados anteriormente. Ao invés de ocorrer esporulação de 10 a 

14 dias esses transformantes levaram em torno de 30 dias até esporularem 

(Figura 14). A instabilidade da marca de resistência a glifosinato de amônio pode 
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ter influenciado no desenvolvimento destes fungos transformantes. Apesar destas 

alterações no tempo de desenvolvimento dos fungos transformantes, não foram 

observadas alterações na coloração do micélio e dos conídios. 

 Inicialmente foi efetuada a seleção dos possíveis transformantes inativados 

para o gene emp1 (recombinação homóloga), através da reação de PCR 

negativo, utilizando DNA do esporo e primers dos quais amplificam a porção 

codificadora do gene emp1. A banda correspondente a 800pb no tipo selvagem, é 

referente à ORF do gene emp1, ou nos transformantes com recombinação 

ectópica. Dos 72 transformantes, apenas 8 (33, 38, 54, 58, 59, 66, 67, 68) não 

apresentaram banda correspondente ao lócus selvagem do gene emp1 (800pb). 

Apesar do transformante (56) aparentemente não apresentar banda 

correspondente ao gene emp1 (800pb), como pode ser observado na Figura 15, 

sob uma maior exposição do gel a radiação UV, esta foi evidenciada. 

Posteriormente foi realizada a confirmação dos 8 transformantes, novamente pelo 

PCR negativo, utilizando uma maior quantidade de DNA molde e maior número 

de ciclos na reação de PCR. Nesta etapa foi demonstrado que apenas os 

transformantes 33, 54, 58, 66, e 68 não apresentam a banda referente ao lócus 

selvagem (800pb) (Figura 16). Mesmo que estes fungos transformantes se 

desenvolveram no meio seletivo contendo glifosinato de amônio, a presença do 

gene (bar) que confere resistência a glifosinato de amônio foi testada por PCR. 

Apenas 3 transformantes [54, 59 e 67,(menos evidente)] apresentam a banda 

correspondente (566pb) ao gene bar (Figura 17). A partir destes resultados, o 

transformante 54 parece ser um possível mutante nulo para o gene emp1. Apesar 

disso, são necessárias outras confirmações por PCR utilizando o DNA purificado 

dos transformantes, pois a extração de DNA do esporo por fervura pode conter 

enzimas que degradam DNA (DNAse)  ou até mesmo debris celulares que podem 

inibir a reação de PCR. E por fim, uma confirmação por análises de hibridização 

Southern. 
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Figura 14 – Características morfológicas dos transformantes de M. anisopliae 

contendo o cassete de inativação pPZP::bar::emp1. (A) transformantes 

(pPZP::bar::emp1) 1 a 24; (B) 25 a 48; (C) 49 a 72; (D) detalhe dos transformantes (D1) 

transformante 56; (D2) transformante 65; (D3) transformante 68. 
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Figura 15 – Seleção dos possíveis transformantes de M. anisopliae inativados para o gene emp1 por PCR. (M) marcador 1kb plus 

DNA ladder; (CN) controle negativo; (CP) controle positivo (amplicon com aproximadamente 800pb referente a região codificante do 

gene emp1); (1 a 72) DNA genômico de transformantes pPZP::bar::emp1 utilizado como molde para as reações (presença do amplicon 

de 800pb – transformante com recombinação ectópica; ausência do amplicon de 800pb – transformante com provável recombinação 

homóloga). 
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               (-)       (+)       (-)      (-)      (+)      (-)       (+)      (-)  

 

 

Figura 16 – Confirmação dos possíveis transformantes de M. anisopliae inativados 

para o gene emp1. (M) marcador 1kb plus DNA ladder; (CN) controle negativo; (CP) 

controle positivo (amplicon com tamanho de 800pb correspondente a porção codificante 

do gene emp1); (33, 38, 54, 58, 59, 66, 67, 68) transformantes testados, (-) ausência e (+) 

presença de amplicon referente ao gene emp1. 

 

                                                (-)      (+)      (-)      (+)      (-)       (+)     (-)  

 

 

Figura 17 – Confirmação da marca de resistência a glifosinato de amônio (gene bar) 

dos transformantes. (M) marcador 1kb plus DNA ladder; (CN) controle negativo; (CP) 

controle positivo (amplicon com tamanho de 560pb referente ao gene bar); (33, 54, 58, 

59, 66, 67, 68) transformantes testados, (-) ausência e (+) presença de amplicon 

referente ao gene bar. 
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3.5. DISCUSSÃO 

 As alterações morfológicas produzidas por M. anisopliae durante o 

processo de infecção, principalmente a formação de apressório e blastosporos, 

representam estágios cruciais da pré-penetração e pós-penetração na cutícula 

hospedeira. Por isso, a compreensão destes estágios de diferenciação celular 

pode auxiliar na busca por fatores-chaves do processo de infecção, dos quais 

podem ser determinantes de virulência para o fungo (Arruda et al., 2005, Clarkson 

& Charnley, 1996). Abordagens de genômica funcional têm evidenciado diversos 

aspectos como vias de sinalização celular, estímulos ambientais e determinantes 

do controle genético envolvidos na diferenciação do apressório de fungos 

fitopatógenos (Wilson & Talbot, 2009), entretanto pouco se sabe sobre esse 

estágio de diferenciação em fungos entomopatógenos.  

 Sabe-se que a diferenciação do apressório, por Metarhizium na cutícula do 

inseto-hospedeiro, é essencial para que ocorra a penetração direta na superfície 

cuticular hospedeira. Além disso, é um processo dependente tanto da 

disponibilidade de nutrientes encontrada no meio, quanto da natureza da 

superfície em que o fungo está em contato. St Leger et al. (1989) descreveram 

que para ocorrer o processo de diferenciação em apressório in vitro são 

necessários estímulos de superfície como rigidez e hidrofobicidade e a presença 

de fontes externas de nutrientes com baixos níveis de nitrogênio. Neste estudo, 

foi demonstrada uma maior taxa de diferenciação (maior que 70%) em superfícies 

hidrofóbicas quando comparado a superfícies hidrofílicas (menor que 40%). Outro 

modelo já observado foi o fitopatógeno M. grisea, que também apresentou 

indução de apressório sob os mesmos estímulos, no entanto, algumas linhagens 

deste fungo podem se diferenciar em apressório na ausência de fonte nutricional, 

necessitando apenas da presença de água (Xiao et al., 1994).  

 Anteriormente, Carvalho (2009) testou a diferenciação in vitro de apressório 

por M. anisopliae da linhagem E6, utilizando as mesmas condições de indução 

descritas por St. Leger et al., (1989), no entanto, estas condições de indução não 

se reproduziram para a linhagem E6 de M. anisopliae, utilizada por nosso grupo. 

Por essa razão, Carvalho (2009) realizou uma padronização da diferenciação in 

vitro de apressório com diferentes concentrações de conídios de M. anisopliae 
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linhagem E6, concentrações de compostos nitrogenados, superfícies hidrofóbicas, 

temperaturas, e tempos de cultivo, para atingir um rendimento igual ou maior que 

70% de conídios diferenciados em apressório.  

 Nos experimentos de otimização da indução in vitro de apressório (em 

maior escala), do presente trabalho, sob as mesmas condições padronizadas por 

Carvalho (2009), foi observado um rendimento máximo de 60% de conídeos 

diferenciados em apressórios em 16 horas de incubação. Esse rendimento de 

apressórios observado em nossos estudos in vitro de apressórios foi menor 

quando comparado aos estudos demonstrados por Carvalho (2009) e St. Leger et 

al., (1989), pois estes autores reportaram um rendimento de aproximadamente 

70% dos conídios germinados de M. anisopliae diferenciados em apressórios. 

 Alguns aspectos experimentais podem estar relacionados aos resultados 

encontrados em nosso trabalho. Dentre eles, o número de lamínulas por placas, a 

concentração de conídios utilizada, e/ou a não sincronização do tempo de 

crescimento dos conídios devido ao manuseio das placas de Petri contendo já os 

conídios, nos experimentos de maior escala (com 500 lamínulas). 

 Outro fator que também pode estar associado ao baixo rendimento de 

apressórios, é a produção de moléculas auto-reguladoras pelo fungo, através de 

mecanismos de quorum sensing, das quais controlam alterações morfológicas 

inibindo a formação do tubo germinativo (Chen & Fink, 2006). A produção de 

auto-inibidores é descrita em diversos fungos filamentosos. Hegde & Kolattukudy 

(1997) identificaram autoinibidores de característica lipofílica em conídios de M. 

grisea que inibem de maneira dose-dependente a germinação e formação de 

apressório em densas populações de conídios (105 e 106 conídios.mL-1). Apesar 

disso, esta inibição pode ser revertida pela presença de lipídios (ceras) da 

superfície da folha do arroz que então desencadeiam a germinação e formação 

de apressório no fungo. 

 Também foi demonstrada a produção de autoinibidores por outros fungos 

filamentosos, como por exemplo, Uromyces phaseoli que produz concentrações 

nanomolares de metil 3,4-dimetoxicinamato, composto que é efetivo na inibição 

da germinação, pois para que esta ocorra é necessário remover este componente 

da água. Além disso, este mecanismo garante uma vantagem adaptativa que é a 
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redução da auto-competição dentro de uma mesma população de esporos, pois 

previne a germinação prematura do esporo logo após a conidiação e antes que o 

esporo seja disperso no ambientes. Outro autoinibidor da germinação, 

micosporina-alanina, foi identificado na mucilagem que circunda conídios de 

espécies do gênero Colletotrichum spp. (Chitarra et al., 2004). Ainda, em culturas 

de Glomerella cingulata, um fator difusível não identificado, reduziu a formação de 

micélio com um aumento concomitante da formação de conídios em densidades 

superiores a 106 células por mL (Hogan, 2006). 

 Com base nesses estudos, o baixo rendimento encontrado em nosso 

estudo (aproximadamente 60% de conídios de M. anisopliae diferenciados em 

apressórios), pode ser também explicado pela presença de possíveis auto-

inibidores produzidos pela densa população de conídios (5x105 conídios.mL-1) 

durante a diferenciação in vitro. Apesar de não realizarmos experimentos para a 

detecção da presença de auto-inibidores em nossos cultivos de indução de 

apressório, esta possibilidade não pode ser descartada, pois a presença dessas 

moléculas pode ter inibido uma parte dos conídios a formar apressório.  

 Apesar do processo de infecção de M. anisopliae ser bem caracterizado, 

seus mecanismos de infecção em estágios de posteriores a penetração da 

cutícula, ainda não estão completamente elucidados. Com o intuito de contribuir 

para o entendimento de estágios pós-penetração do processo de infecção por 

Metarhizium, neste trabalho, realizamos a otimização da indução in vitro de 

blastosporos através do estudo do tempo de curso da diferenciação celular a 

partir do estágio de germinação e crescimento vegetativo até a formação de 

propágulos infectivos. E esta otimização foi efetuada com base em estudos 

anteriores de produção de propágulos por fungos entomopatogênicos incluindo M. 

anisopliae (Vidal et al., 1998, Fargues et al., 2002, Ypsilos & Magan, 2004, Cliquet 

& Jackson, 2005).  

 O estágio de pós-penetração é caracterizado pela formação de hifas 

alongadas, das quais crescem vegetativamente na epiderme até atingir a 

hemocele do inseto-hospedeiro (Thomas & Read, 2007). Após Metarhizium atingir 

a hemolinfa do hospedeiro, o fungo se diferencia em estruturas infectivas 

chamadas blastosporos unicelulares (leveduriformes), e corpos hifais 
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multicelulares (estruturas de vários tamanhos e formas que se diferenciam a partir 

de blastosporos na hemolinfa do inseto). Estudos in vivo demonstraram que após 

esta fase de apenas crescimento vegetativo, as hifas de Metarhizium, ao entrar 

em contato com a hemolinfa se diferenciam em blastosporos e corpos hifais 

resultando na completa disseminação e evasão do sistema imune do inseto-

hospedeiro (Wang & St Leger, 2006). 

 Da mesma forma que estudos in vivo demonstram a formação de 

blastosporos na hemolinfa do inseto, em nossos experimentos in vitro foi possível 

induzir a formação destes propágulos por Metarhizium, através da utilização do 

meio de cultivo Adamék que mimetiza a hemolinfa de insetos (Ypsilos & Magan, 

2004). A produção ótima observada em nossos experimentos (108 

blastosporos.mL-1 em 64 horas de incubação) está de acordo com diversos 

estudos de produção de propágulos de diferentes fungos filamentosos.  O tempo 

de crescimento do fungo Paecilomyces fumosoroseus com altas concentrações 

de propágulos (1,4 – 5,5x108 propágulos.mL-1) ocorre entre 48 e 72 horas de 

incubação (Vidal et al., 1998). Ainda, Fargues et al., (2001) mostraram altas 

concentrações de propágulos de Metarhizium flavoviride em meio Adamek após 

72 horas de incubação, como também, Ypsilos e Magan (2004) obtiveram um 

rendimento ótimo de blastosporos de M. anisopliae após 72 horas de incubação. 

Ortiz-Urquiza et al., (2010) evidenciaram o melhor rendimento na produção de 

blastosporos por M. anisopliae quando utilizaram o meio de cultivo Adamék, em 

comparação a diferentes meios de cultivos.  

 De acordo com Ahn et al., (2004) foi detectado um maior nível de 

expressão do gene emp1 de M. grisea, durante a formação do apressório, quando 

comparado às condições de crescimento vegetativo e conídios. Da mesma forma, 

no presente trabalho foi demonstrado um padrão transcricional do gene emp1 em 

M. anisopliae mais evidente na condição de formação de apressório em 

comparação ao crescimento vegetativo e blastosporos. Ainda, estudos recentes 

demonstram por análises transcricionais de duas espécies de Metarhizium (M. 

anisopliae e M. acridum) que diversos genes relacionados à diferenciação do 

apressório foram altamente expressos tanto em condições de infecção sobre 

cutículas de Periplaneta americana como Locusta migratoria. Dentre os genes 
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altamente expressos nessas condições inclui os que codificam proteínas de 

choque térmico, proteínas de parede celular, subtilisinas, uma gliceraldeído-3-

fosfato dehidrogenase, a subunidade alfa da proteína G, uma proteína quinases 

ativadas por mitógenos, uma proteína quinase C, uma quinase dependente de 

Ca/calmodulina, entre outros (Gao et al., 2011). Além desses, um gene que 

codifica uma proteína precursora de matriz extracelular (homólogo ao gene emp1 

de M. anisopliae linhagem E6) foi altamente expresso em M. anisopliae infectando 

cutículas de P. americana (Gao et al., 2011). Dessa maneira, estes dados 

sugerem uma função potencial de emp1 no processo de diferenciação de 

apressório, no entanto, estudos funcionais são necessários para tal comprovação. 

 Com o intuito de elucidar a função deste gene, linhagens transformantes 

contendo um cassete de inativação do gene emp1 foram geradas através de 

agrotransformação. 

 A transformação mediada por A. tumefaciens (ATMT) tem sido utilizada em 

um grande número de fungos filamentosos e leveduras como uma importante 

ferramenta para análise funcional de genomas. A inativação gênica por 

recombinação homóloga através de ATMT é a principal forma de atribuir funções 

a genes. Esta estratégia é baseada na construção de um cassete que contenha 

uma marca de seleção flanqueada, nas duas extremidades, por fragmentos do 

gene alvo da inativação (Weld et al., 2006).  

  Ao contrário de leveduras, a mutagênese direcionada em fungos 

filamentosos é mais difícil, pois requer cassetes de disrrupção contendo porções 

flanqueadoras de DNA homólogas igual ou maior que 1000pb; mesmo assim a 

freqüência de recombinação homóloga pode variar de 0,5 a 30% (Michielse et al., 

2005). Por essa razão, foi construído um cassete de inativação contendo 1500pb 

das porções 5’ e 3’  flanqueadoras do gene emp1, flaqueando a marca de 

resistência a glifosinato de amônio (cassete de expressão do gene bar). E através 

da metodologia de ATMT descrita por Staats et al., (2007) (da qual demonstra ser 

eficiente na geração de mutantes nulos em M. anisopliae, apresentando uma 

freqüência de recombinação homóloga de 20%) foram geradas linhagens 

transformantes contendo o vetor pPZP::bar::emp1. No presente trabalho foi 

observada uma freqüência de transformação superior a 60%, porém em apenas 
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1,5% dos transformantes parecem ter recombinação homóloga. Apesar destes 

indicativos para um possível mutante nulo do gene emp1, confirmações através 

de sonda de hibridização são necessárias para validar estes resultados. 
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3.6. PERSPECTIVAS 

 

 Selecionar linhagens transformantes com possível inserção homóloga do 

cassete pPZP::bar::emp1, e confirmação da inserção por sonda de hibridização; 

 Analisar funcionalmante as linhagens inativadas para o gene emp1 em 

relação à formação de apressório e patogenicidade de M. anisopliae, incluindo 

ensaios de indução in vitro de apressório e bioensaios. 

 Purificação da proteína Emp1 e imunolocalização da proteína nos 

diferentes tipos celulares que o fungo produz. 
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4. CAPÍTULO 2  

 Análise do padrão transcricional de quitinases durante estágios de 

formação de apressório, crescimento vegetativo e blastosporos de 

Metarhizium anisopliae. 

 

4.1. Revisão bibliográfica 

4.1.1.  Quitinases em Fungos 

 A quitina, um homopolímero linear insolúvel composto de subunidades do 

amino açúcar acetilado N-acetilglicosamina (GlcNAc) unidos por ligações β-1,4. É 

o principal constituinte do exoesqueleto de invertebrados e da parede celular de 

fungos (Adams, 2004, Duo-Chuan, 2006). Na natureza, é o segundo biopolímero 

mais abundante (precedida apenas pela celulose), apresentando dois principais 

tipos: α-quitina e β-quitina que são caracterizados pelo arranjo das cadeias de N-

acetilglicosamina de forma antiparalela e paralela, respectivamente (Dahiya et al., 

2006). Este polímero cristalino possui uma enorme força de tração o que contribui 

significativamente para a rigidez da parede celular de fungos, sendo esta uma 

barreira essencial frente à patógenos e a fatores de estresse incluindo dissecação 

e alta pressão osmótica (Bowman & Free, 2006). A hidrólise completa deste 

polímero para a liberação de monômeros de N-acetilglicosamina é efetuada pela 

ação sinérgica e consecutiva de um sistema quitinolítico (Patil et al., 2000). 

 As quitinases (E.C. 3.2.1.14) são enzimas que hidrolisam ligações β-1,4 

presentes no polímero de quitina, produzindo oligômeros e monômeros de 

(GlcNAc) que posteriormente podem ser re-utilizados na síntese de quitina ou 

como fonte nutricional pelo organismo. Estas enzimas podem ser classificadas 

como endo ou exoquitinases. As endoquitinases clivam o polímero em sítios 

aleatórios no interior da cadeia liberando quito-oligômeros (quitotetraose, 

quitotriose). E as exoquitinases clivam o polímero a partir de sua extremidade não 

redutora e o produto liberado são dímeros de N-acetilglicosamina (GlcNAc)2 (Duo-

Chuan, 2006, Van Aalten et al., 2001). Entretanto, também foram descritas 

atividades de endo e exoquitinase em uma mesma quitinase (Da Silva et al., 

2005). Diferentemente destas, as N-acetilglicosaminidases (E.C. 3.2.1.52) 
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hidrolisam os produtos gerados pelas quitinases como quitobiose e oligômeros de 

N-acetilglicosamina (GlcNAc) (Duo-Chuan, 2006).  

 De acordo com o sistema de classificação do banco de dados CAZy 

(Carbohydrate-Active Enzymes; Coutinho, 1999, Cantarel et al., 2009) baseado na 

similaridade de sequências de aminoácidos presente em domínios catalíticos, as 

quitinases podem ser distribuídas nas famílias 18, 19 e 20 das glicosil-hidrolases 

(GH, E.C. 3.2.1.-). Quitinases da família GH20, constituída por N-

acetilglicosaminidades, são descritas em bactérias, fungos e humanos (Duo-

Chuan, 2006). As quitinases pertencentes à família GH18 podem ser encontradas 

em bactérias, vírus, leveduras, fungos filamentosos, plantas e animais. Entretanto 

aquelas pertencentes à família GH19 são encontradas exclusivamente em 

plantas. Estas duas famílias de quitinases (GH18 e GH19) não apresentam 

similaridade de sequência entre si, e possuem estruturas tridimensionais 

diferentes. 

  A família GH18 tem um domínio catalítico em forma de barril contendo oito 

α-hélices e oito fitas β-pregueadas (α/β)8, enquanto que a família GH19 apresenta 

uma estrutura bilobada que é composta principalmente por α-hélices. Quanto ao 

mecanismo de ação, estas quitinases se diferem por suas configurações 

anoméricas: a família GH18 apresenta configuração β, e mecanismo de retenção; 

e a família GH19 apresenta configuração α, e mecanismo de inversão. Outra 

diferença é a sensibilidade por alosamidina, que inibe apenas as quitinases da 

família GH18 (Koga et al., 1999). Esta divergência sugere uma diferença na 

ancestralidade (Davies & Henrissat, 1995). 

 Fungos filamentosos apresentam entre 10 e 25 diferentes quitinases em 

seu genoma. Porém, apenas nos últimos anos, o aumento de projetos de 

sequenciamento de genomas de fungos nos permitiu acessar toda a gama e a 

diversidade de quitinases fúngicas (Seidl, 2008). As quitinases de fungos 

pertencem à família GH18. Estas são caracterizadas por apresentar 

multidomínios em sua estrutura: domínio catalítico característico da família GH18, 

domínio de ligação a quitina (ChBD), domínio de ligação a celulose (CBD), 

domínio de ligação a peptideoglicana (LysM), porção N-terminal contendo 

peptídeo sinal, e uma região rica em resíduos de serina/treonina. Com base na 
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estrutura das quitinases e em sua similaridade com quitinases vegetais ou 

bacterianas, as quitinases fúngicas são divididas em diferentes subfamílias, 

classes ou grupos. Estas classes são denominadas fúngica/bacteriana (Classe V) 

ou fúngica/vegetal (Classe III)  (Jaques et al., 2003, Hamel et al., 1997, Duo-

Chuan, 2006). Entretanto, por análises filogenéticas, (Seidl et al., 2005) foram 

propostos três subgrupos: A, B (correspondentes a classe V e III, 

respectivamente), e um novo subgrupo C que se caracteriza por apresentar 

quitinases de alta massa molecular e por possuir um domínio similar a toxinas 

Killer de Kluyveromyces lactis (Gruber et al., 2010).  

 O subgrupo A (antiga classe V) de quitinases está presente em todos os 

genomas de fungos. Estas enzimas são caracterizadas por apresentar um 

domínio catalítico e massa molecular média de 40 – 50KDa, mas não possui 

domínios de ligação a carboidrato (CBMs). Muitas quitinases deste subgrupo 

apresentam peptídeo sinal na porção N-terminal, que as direciona para rotas de 

secreção sendo estas proteínas extracelulares. Entretanto algumas são preditas 

como proteínas intracelulares, ou possuem sequência de endereçamento ao 

retículo endoplasmático (Seidl, 2008). 

 O subgrupo B é caracterizado por apresentar quitinases com muita 

variação em tamanhos (podendo variar em massa molecular de 30 a 90kDa) e na 

estrutura de domínios. Ao contrário do subgrupo A, o subgrupo B agrupa 

pequenas proteínas (30-45kDa) que contêm CBMs, e também quitinases maiores  

(90kDa) que contêm longos domínios não estruturados ricos em resíduos de 

serina/treonina e/ou um sinal de ancoramento a GPI, indicando ligação da 

proteína madura a membrana plasmática. 

 O subgrupo C é um novo grupo de quitinases fúngicas. Sendo a primeira 

quitinase descrita deste grupo oriunda de Trichoderma atroviride (CHI18-10) 

(Seidl et al., 2005). Este subgrupo apresenta tipicamente proteínas com massa 

molecular de 140-170kDa, que podem apresentar peptídeo sinal na porção N-

terminal levando a rotas de secreção. Outras características deste subgrupo são a 

presença de domínios de ligação a quitina (CBM18) e domínios múltiplos LysM 

(pequenos domínios de peptídeos que podem ligar-se a peptideoglicana) (Seidl, 

2008, Karlsson & Stenlid, 2008, Seidl et al., 2005). 
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 De acordo com sua distribuição em espécies de todos os reinos, as 

quitinases apresentam uma ampla diversidade quanto as suas funções, dentre 

elas: nutrição, ecdise em artrópodes, imunidade e patogenicidade (Arakane & 

Muthukrishnan, 2010, Gooday, 1999). Em humanos, as quitinases parecem estar 

envolvidas na defesa contra patógenos fúngicos e na patogênese da asma (Wu et 

al., 2010, Shuhui et al., 2009, Vicencio et al., 2008, Ober & Chupp, 2009). Em 

outros vertebrados as quitinases estão presentes no trato digestivo (Suzuki et al., 

2002).  Em insetos, esta classe de enzimas participa tanto da renovação da 

carapaça quitinosa (Arakane & Muthukrishnan, 2010, Merzendorfer & Zimoch, 

2003) como também da digestão do conteúdo de quitina na membrana peritrófica 

do intestino (Khajuria et al., 2010). Em plantas, as quitinases possuem um papel 

importante no desenvolvimento, em condições de estresses, na defesa contra 

fungos fitopatógenos, e também na interação simbiôntica com bactérias fixadoras 

de nitrogênio e micorrizas (Kasprzewska, 2003). 

 Em fungos, sabe-se que o potencial das funções fisiológicas do sistema 

quitinolítico inclui: i) o remodelamento da parede celular durante o crescimento 

das hifas, ramificações, fusão e autólise; ii) a degradação de quitina exógena 

presente na parede celular de fragmentos de hifas autolisados ou no 

exoesqueleto de artrópodes mortos, como fonte nutricional; iii) na competição e 

defesa contra outros fungos ou artrópodes no habitat, a atuação de quitinases 

como fatores de virulência em fungos mico e entomopatógenos (Seidl, 2008, 

Boldo et al., 2009). 

 Devido à enorme importância das funções biofisiológicas e aplicações das 

quitinases fúngicas, estas enzimas têm sido alvo de muitos estudos. Entretanto, 

pouco se sabe sobre o papel funcional de cada uma das quitinases no ciclo de 

vida e de infecção dos microrganismos. Grande parte dos estudos existentes tem 

demonstrado apenas alterações em níveis transcricionais ou na atividade de 

quitinases secretadas frente a diferentes condições de cultivo, porém poucos são 

os estudos que demonstram a função gênica e alterações fenotípicas, a partir de 

mutantes nulos. Considerando os diferentes tipos celulares produzidos pelos 

fungos durante seu ciclo de vida, estudos em leveduras demonstram genes de 

quitinases com provável envolvimento na diferenciação celular. 
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 Em Saccharomyces cerevisae a endoquitinase CTS1 está envolvida na 

separação das células após a divisão, pois a disrupção deste gene resultou no 

bloqueio da separação das células formando grandes agregados de células 

presas por suas regiões de septo (Kuranda & Robbins, 1991). Da mesma forma 

ocorreu em Candida albicans com a deleção do gene Cht2 (McCreath et al., 1995, 

McCreath et al., 1996). A levedura Kluyveromyces lactis secreta uma proteína 

KICts1p com atividade de endoquitnase, que apresenta o envolvimento na 

citocinese normal, provavelmente para facilitar a degradação da quitina presente 

no septo durante a divisão celular (Colussi et al., 2005, Butler et al., 1991). As 

quitinases também podem desempenhar um papel importante na reprodução 

sexuada de leveduras. Baker et al., (2009) demonstraram que a deleção de 

quatro genes de endoquitinases (Chi2, Chi21, Chi22, and Chi4) em uma linhagem 

mutante de Cryptococcus neoformans não alterou o crescimento e morfologia da 

levedura durante a reprodução assexuada. Entretanto, ensaios de mating 

indicaram o envolvimento das endoquitinases Chi2, Chi21, e Chi4 na reprodução 

sexuada.   

 Os fungos filamentosos, com quitina como principal componente de sua 

parede celular, produzem quitinases em todas as fases do crescimento incluindo 

a esporulação, a germinação, o crescimento exponencial, o desenvolvimento 

micelial, e a autólise (Gooday, 1992, Duo-Chuan, 2006). A parede celular dos 

fungos é dinâmica e tem função em processos celulares importantes. Esta 

fornece resistência mecânica suficiente para suportar alterações na pressão 

osmótica impostas pelo ambiente. Ao mesmo tempo, a parede celular deve 

manter sua plasticidade adequada para permitir o crescimento das células (região 

apical da hifa), a divisão celular e a formação de diversos tipos 

celulares durante o ciclo de vida do fungo e permitindo a interação da célula com 

seu entorno.  

 A estrutura da parede celular de fungos é composta principalmente por 

glicoproteínas e polissacarídeos (quitina e glicana). As glicoproteínas presentes 

na parede celular são extensivamente modificadas em ambos N- e O- 

carboidratos, como também podem apresentar ancoramento na membrana 

mediado por  GPI (glicosilfosfatidilinositol) (Bowman & Free, 2006). O estudo de 
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uma quitinase de Aspergillus nidulans, ChiA, glicosilada e ancorada por GPI, 

evidencia que esta proteína está especificamente localizada em sítios de 

germinação (antes e depois da germinação do conídio), em pontos de ramificação 

e no ápice das hifas. A expressão específica de ChiA foi demonstrada durante 

estágios iniciais do tubo germinativo e em regiões apicais das hifas. Sendo 

sugerido que o papel desta proteína pode ser remodelar a quitina da parede 

celular para manter uma estrutura mais frouxa nos sítios de germinação do 

conídio e nos pontos de ramificação das hifas, e como também pode estar 

envolvida na maturação da quitina recém sintetizada nas regiões apicais das hifas 

(Yamazaki et al., 2008).  

 Foi também demonstrado o envolvimento da quitinase ChiB de A. nidulans 

com a autólise, pois a deleção deste gene não afetou a germinação nem a taxa 

de crescimento das hifas, no entanto reduziu consideravelmente a atividade intra 

e extracelular da quitinase. Ainda, por análises de Western blot foi detectado um 

aumento desta proteína na linhagem selvagem, sob condições de privação de 

fontes de carbono, uma condição que induziu a autólise da hifa. Isto sugere que 

ChiB participa do processo autolítico em A. nidulans (Yamazaki et al., 2007). Além 

disso, ao contrário das linhagens mutantes ΔflbA e ΔChiB, que exibem um 

fenótipo predominante de autólise, a geração de duplo mutante ΔflbAΔChiB 

resultou em um fenótipo com ausência de autólise por até 8 horas, em cultivos 

líquidos de A. nidulans. Já em cultivos em placas expostos ao ar, o mutante duplo 

apresentou fenótipo de autólise parcial, ao contrário da autólise completa que a 

colônia do mutante ΔflbA exibiu (Shin et al., 2009).  

 Em A. fumigatus, ChiB1, uma quitinase de classe III (Fúngica/bacteriana), 

parece estar envolvida na degradação e reciclagem de quitina fúngica durante a 

autólise pois linhagens mutantes deste gene apresentaram um nível menor de 

atividade quitinolítica, em cultivos durante a fase de autólise, quando comparadas 

à linhagem selvagem. Entretanto, o mutante ΔChiB1 apresentou crescimento e 

morfogênese idênticos a linhagem selvagem em uma série de condições de 

cultivo testadas (Jaques et al., 2003).  

 Recentemente, a deleção de uma família inteira de quitinases pertencentes 

à classe III (Fúngica/Vegetal), através da geração de mutantes, incluindo um 
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quíntuplo de A. fumigatus, demonstra um papel não essencial na morfogênese do 

fungo. Apesar da redução da atividade quitinolítica, não foram observados 

defeitos no crescimento e germinação destes mutantes quando comparados a 

linhagem selvagem. Uma leve diminuição do crescimento do mutante quíntuplo 

durante a autólise sugere que quitinases da classe III podem desempenhar 

apenas um papel nutricional nessa fase do ciclo, retardando as mortes celulares 

(Alcazar-Fuoli et al., 2010). 

 Um repertório considerável de enzimas hidrolíticas é secretado por fungos 

micopatógenos, incluindo Trichoderma. Dentre estas enzimas, diversas quitinases 

já foram descritas atuando principalmente na degradação da parede celular do 

fungo-hospedeiro. A expressão do gene ech42, codifica uma endoquitinase de 

42kDa, de Trichoderma harzianum foi fortemente induzida durante ensaios in vitro 

de confronto direto com o hospedeiro fitopatógeno Rhizoctonia solani (Carsolio et 

al., 1994). Posteriormente, Carsolio et al., (1999) demonstraram que não houve 

diferença significativa na patogenicidade de linhagens mutantes deletadas e 

superexpressando o gene ech42 frente a R. solani, quando comparadas com a 

linhagem selvagem. Isto suporta a hipótese que a ação combinada de um 

conjunto de quitinases é necessária para a degradação eficiente da quitina 

presente na parede celular fúngica. Ainda, em T. virens a deleção ou a 

superexpressão deste mesmo gene (ech42) não afetou a taxa de crescimento, 

esporulação, produção antibiótica, e eficiência da colonização, no entanto foram 

evidenciadas alterações significativas na patogenicidade (redução e aumento, 

respectivamente) dessas linhagens mutantes frente a R. solani, quando 

comparadas à linhagem selvagem (Baek et al., 1999).  

 Em T. harzianum, a expressão da endoquitinase Chit33, foi fracamente 

induzida durante o crescimento em cultivos contendo quitina e parede celular do 

hospedeiro R. solani. Entretanto, em ensaios de confronto direto esta enzima foi 

somente expressa durante, e não antes do crescimento sobre o hospedeiro (De 

las Mercedes Dana et al., 2001).  Estudos quantitativos mostram que a expressão 

do gene ech30 de T. atroviride foi induzida em ensaios de confronto em placas, 

na presença do hospedeiro Botrytis cinerea (Klemsdal et al., 2006). Além disso, 

transcritos dos genes chi18-10 e chi18-13 de T. atroviride foram altamente 
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expressos frente à parede celular e ensaios de confronto direto com o 

fitopatógeno R. solani  (Seidl et al., 2005) . 

 A expressão da endoquitinase chit36 de T. asperellum (T. harzianum T-

203) é regulada por ambos níveis de glicose e nitrogênio. Além disso, condições 

de estresse, presença de quitina coloidal ou N-acetilglicosamina são indutores 

efetivos da expressão deste gene. A proteína recombinante (chit36) de T. 

asperellum mostrou-se ativa contra diferentes fitopatógenos confirmando a 

importância desta endoquitinase na atividade micoparisítica de linhagens 

antagonistas de Trichoderma (Viterbo et al., 2002). 

 Além das quitinases de Trichoderma, a endoquitinase (46kDa) codificada 

pelo gene chi46 de  Chaetomium globosum apresentou atividade contra parede 

celular de diferentes fungos fitopatógenos. A expressão de chi46 foi responsiva 

em condições de exposição à parede celular de vários fitopatógenos, no entanto o 

maior nível de expressão ocorreu frente à parede celular de Sclerotinia 

sclerotiorum (Liu et al., 2008). Da mesma maneira, a expressão do gene chi44 

(uma endoquitinase do fungo Stachybotrys elegans) foi induzida (500 vezes) após 

48 horas de tratamento com fragmentos de parede celular do fitopatógeno R. 

solani (Morissette et al., 2006). Ainda, foram purificadas duas quitinases CHIT41 e 

CHIT32 do micopatógeno Talaromyces flavus, com os respectivos tamanhos 41 e 

32kDa. Estas enzimas apresentaram tanto atividade contra parede celular dos 

fungos fitopatógenos Verticillium dahliae, Sclerotinia sclerotiorum and Rhizoctonia 

solani, como inibição da germinação do esporo e alongamento do tubo 

germinativo dos fungos Alternaria alternata, Fusarium moniliforme, and 

Magnaporthe grisea (Duo-Chuan et al., 2005). 

 Além das diversas quitinases de fungos fitopatógenos, muitos estudos de 

quitinases ortólogas em entomopatógenos também demonstram a forte 

participação desta classe de enzimas em interações patógeno-hospedeiro. 

Linhagens superexpressando a quitinase Bbchit1 aumentaram a virulência de 

Beauveria bassiana em bioensaios contra afídeos (Fang et al., 2005). 

Posteriormente, utilizando este mesmo gene de quitinase foi construída outra 

linhagem superexpressando uma quitinase recombinante contendo um domínio 

de ligação a quitina do inseto Bombix mori. Essa quitinase apresentou maior 
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atividade na degradação de quitina, e também uma maior virulência em relação à 

proteína nativa (Fan et al., 2006).  

 Estudos iniciais de uma quitinase (NrCHI) de Nomuraea rileyi revelaram 

uma alta similaridade (74%, 71% e 69%) com glicosil hidrolases da família 18 de 

Metarhizium flavoviride, Aphanocladium album and M. anisopliae, 

respectivamente.  A expressão desta quitinase (NrCHI) apresentou atividade em 

meios contendo glicol quitina, no entanto, sua caracterização ainda está sendo 

investigada (Wattanalai et al., 2004). E ainda, estudos de uma quitinase do fungo 

Paecilomyces javanicus PjChi-1 evidenciaram um aumento no nível de transcritos 

dessa quitinase em presença de quitina como substrato e a inibição do 

crescimento de diferentes hospedeiros fitopatógenos (Chen et al., 2007). 

 

4.1.2.  Quitinases de M. anisopliae 

 Estudos em escala genômica demonstram uma enorme diversidade quanto 

ao número de quitinases em M. anisopliae. Recentemente nosso grupo de 

pesquisa identificou 23 quitinases putativas no genoma de M. anisopliae da 

linhagem E6 (Junges, 2010). Da mesma maneira outros autores identificaram 30 

e 21 quitinases putativas no genoma de M. anisopliae linhagem ASERF23, e de 

M. acridum, respectivamente (Gao et al., 2011). 

 Entretanto, muito antes do sequenciamento do genoma de M. anisoplie, a 

atividade de quitinases de M. anisopliae em sobrenadantes de culturas que 

mimetizam infecção, já tinha sido descrita (ST Leger et al., 1986). Posteriormente 

duas quitinases com massas moleculares de 33 e 110kDa, e com atividade de 

endoquitinase e quitobiase, respectivamente, foram purificadas a partir de cultivos 

contendo quitina como único substrato (St Leger et al., 1991a). Em sequência, 

foram identificadas isoformas de quitinases acídicas de M. anisopliae, através de 

zimogramas, sendo que uma destas proteínas com massa molecular de 43,5kDa 

revelou alta identidade com a quitinase (42kDa) de Trichoderma harzianum. E 

esta proteína foi imunolocalizada em estágios tardios da penetração, posterior à 

secreção de proteases (St Leger et al., 1996a). 

 O gene referente a uma quitinase de 42kDa foi clonado e caracterizado 

pelo nosso grupo, sendo nomeada de chit1 (Bogo et al., 1998). Através de 
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análises da proteína recombinante, esta quitinase apresentou atividade de 

endoquitinase (Baratto et al., 2003). Apesar de muitos estudos relacionados a 

esta quitinase (CHIT1 ou CHIT42), o estudo funcional deste gene em estágios de 

infecção, através da construção de transformantes com expressão constitutiva, se 

mostrou questionável, ou seja, a sua função no processo de infecção ainda não 

está completamente elucidada (Screen et al., 2001).  Outras quitinases de 

Metarhizium anisopliae foram identificadas em géis de atividade (zimogramas) 

contendo glicol quitina como substrato, onde foram observadas ao menos cinco 

bandas diferentes de possíveis quitinases, oriundas de sobrenadantes de cultivos 

sob condições que mimetizam o processo de infecção (Da Silva et al., 2005). 

Além da quitinase CHIT1 outras duas quitinases de M. anisopliae linhagem E6 

foram caracterizadas pelo nosso grupo.  

 A partir de cultivos contendo quitina como única fonte de carbono, nosso 

grupo de pesquisa purificou e caracterizou a primeira quitinase de M. anisopliae 

com atividade de endo-exo quitinase, com massa molecular de aproximadamente 

30kDa, e sendo nomeada de CHIT30 (Pinto et al., 1997). O gene chi3 que codifica 

essa proteína de 30kDa foi isolado, e a endo-exo-quitinase correspondente foi 

detectada, através de ensaios de imuno-histoquímica, apenas em presença de 

fontes indutoras como quitina, cutícula de carrapato e em baixas concentrações 

de N-acetilglicosamina. No entanto, foram detectados maiores níveis desta 

quitinase acumulados após 48 horas de infecção em cutícula de B. microplus 

sugerindo que a produção da CHIT30, como na CHIT42, é dependente da 

acessibilidade de seu substrato (Da Silva et al., 2005).  

 O gene Chi2 foi isolado e caracterizado, e a expressão deste gene 

apresentou regulação positiva em cultivos contendo quitina, cutícula de carrapato 

e N-acetilglicosamina; no entanto, na presença de glicose este gene apresentou  

regulação negativa (Baratto et al., 2006). O estudo funcional de alguns genes de 

quitinases possibilitou elucidar alguns papéis que estas proteínas têm no ciclo de 

vida e de infecção de M. anisopliae. Boldo et al., (2009) mostraram que linhagens 

superexpressando o gene chi2 foram mais virulentas frente ao inseto-hospedeiro 

D. peruvianus, do que o tipo selvagem. Ao contrário, mutantes inativados para 

este gene apresentaram virulência reduzida, dessa forma confirmando a 
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importância deste gene no processo de infecção. Já em linhagens mutantes 

deletadas para o gene chi3 apresentaram menor virulência em bioensaios contra 

D. peruvianus, no entanto, a superexpressão deste gene foi letal para o fungo. E 

estas linhagens mutantes não apresentaram alterações morfológicas (Staats et 

al., 2007, Staats, 2007). 

 Outro fator que adiciona complexidade a este sistema biológico é a 

regulação pós-transcricional, pois um padrão de processamento diferencial do 

transcrito de chi2 foi caracterizado pela remoção ou retenção do segundo intron, 

sugerindo funções biológicas distintas para cada proteína produzida. Sendo este 

o primeiro estudo reportando a ocorrência de splicing alternativo em M. anisopliae 

(Boldo et al., 2010). Um padrão similar de processamento foi detectado nos genes 

chi18-3 e chi18-13 do fungo ortólogo H. jecorina, no entanto ainda não foi 

elucidado (Seidl et al., 2005) . Contudo, a diversidade tanto em número de 

quitinases quanto em sua regulação demonstra ainda mais a complexidade desta 

classe de proteínas neste sistema biológico. 
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4.2.  OBJETIVO 

Avaliar o perfil transcricional de 23 quitinases de M. anisopliae (20 quitinases 

putativas e 3 quitinases já caracterizadas) nos estágios de diferenciação celular 

de apressório, crescimento vegetativo (hifas) e blastosporos. 

 

4.3. MATERIAL E MÉTODOS 

4.3.1.  Indução in vitro de apressório e blastosporos 

 As induções dos diferentes tipos de diferenciação celular por M. anisopliae 

foram procedidas conforme a otimização demonstrada no item 3.3.5. 

4.3.2.  Preparação das amostras, extração de RNA total e síntese de cDNA 

 A preparação e armazenamento das amostras dos três tipos celulares 

foram procedidos de acordo com o item 3.3.6., e o extração e síntese de cDNA 

conforme o item 3.3.7. 

4.3.3.  Detecção de transcritos de quitinases por RT-PCR 

 O cDNA oriundo das três condições de diferenciação celular [apressório 

(16 horas), crescimento vegetativo (24 horas) e blastosporos (64 horas)] foi 

utilizado como molde para efetuar a detecção de 23 genes que codificam 

quitinases, por PCR. Os oligonucleotídeos para os genes de quitinases foram 

elaborados a partir de regiões que flanqueiam éxons. As sequências dos 

oligonucleotídeos, as temperaturas anelamento, tempo de extensão utilizados nas 

reações de PCR, e o tamanho do amplicon de cada gene são mostrados na 

Tabela 4. O DNA genômico de Metarhizium anisopliae linhagem E6 foi utilizado 

como controle positivo das reações de PCR. Todos os produtos de amplificação 

foram migrados em gel de agarose 1 – 1,5% contendo Gelred como corante 

fluorescente de ácidos nucléicos e foram fotografados através do software 

Quantity one. 
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Tabela 4 – Condições das reações de PCR utilizadas para detectar 

transcritos de quitinases. 

            

Oligonucleotídeo Sequência (5'-3') 
Temperatura 

de 
Anelamento 

Tempo 
de 

Extensão 

Tamanho 
do 

amplicon 
Genômico 

Tamanho 
do 

amplicon 
cDNA 

ChiMaA1F atg ccg tcg tta ttt gct cag tc 
58,5°C 1min 652pb 402pb 

ChiMaA1R cca cgt cca ccc tcc aat aga 

ChiMaA2F atg agc tcc cat tct cgt ccg 
59°C 1min 30s 1221pb 980pb 

ChiMaA2R tta gga tgt gtg taa cgc acg aaa gc 

ChiMaA3F gaa att tca cca cga aac gaa ggt cat 
58,5°C 1min 470pb 358pb 

ChiMaA3R cgc ctg ttc aac aag tca tag gtc a 

ChiMaA4F atg agt aac gac ggg tac cga ac 
58,5°C 1min 435pb 322pb 

ChiMaA4R tct tga aat tgg cac tgt agg tcc 

ChiMaA5F atg cgt tca tgc atg ttt ctg 
57°C 1min 30s 1308pb 1109pb 

ChiMaA5R tca cag tga ctt gac gcc agc ttg 

ChiMaA6F atg ccg tct ctc ttc gct tc 
57°C 1min 30s 571pb 373pb 

ChiMaA6R cga tgg aga tga gca gct tca 

ChiMaA7F atg acc gca ttt gcc ccg tca acg gcc ttc 
69°C 1min 604pb 489pb 

ChiMaA7R gtc tcg gcg att cat taa atc gta g 

ChiMaA8F atg gcg ccg ctc ctc cac acg 
66°C 1min 1038pb 1038pb 

ChiMaA8R tca gag ccg ccc ctt gac gtt g 

ChiMaA9F atg cgt ttc gaa tca aca ctc tg 
56°C 1min 30s 1188pb 1188pb 

ChiMaA9R tca ctt gga ccc aaa ctt ctt g 

ChiMaB1F ggc ggc ggt acg atc gaa aat aac 
57°C 1min 40s 1378pb 1094pb 

ChiMaB1R aca cat tgg taa ggg gga AC 

ChiMaB2F gca gct ccc tcg tga agt cca t 
60,5°C 1min 471pb 414pb 

ChiMaB2R tgt tgc agt tgc cgt tgt tg 

ChiMaB3F atg tct tct tct ttc tgg tct ttg gc 
58,0°C 1min 691pb 371pb 

ChiMaB3R gtt gca cca ccg agt gac aag AC 

ChiMaB4F atg acg ttt ccc gtc cag ac 
57°C 1min 10s 592pb 416pb 

ChiMaB4R ccg cca aga gag aga atg att g 

ChiMaB5F atg gga caa cag agc gtc gcc tac 
60,5°C 1min 921pb 921pb 

ChiMaB5R tta gca aat ctt acc att tgt c 

ChiMaB6F atg ccc tcc ttc agc acc ttc 
59,0°C 1min 30s 1023pb 1023pb 

ChiMaB6R cta gca agc gct cgc atc aac 

ChiMaB7F atg tct ttg tca tta ggt ctt g 
57°C 1min 905pb 762pb 

ChiMaB7R aca gct tgg cgt tct tgc tct 

ChiMaC1F ttc gga cga ctt ctg tat tga atc c 
57°C 3min 20s 3076pb 2837pb 

ChiMaC1R tca gac cga ttg gct gca ttt c 
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ChiMaC2F atg cgg cag tgt acg ctg tg 
57°C 4min 20s 4076pb 3268pb 

ChiMaC2R ctc cat cat tat cgt cgt cg 

ChiMaC3F cct tca ttt aaa ggc aaa gca tgc 
56,5°C 1min 20s 1013pb 757pb 

ChiMaC3R tgt acg gga tcc tgt aaa gcg a 

ChiMaC4F atg aag gct ctt gtg gcc ttc AC 
59,5°C 3min 30s 3112pb 2799pb 

ChiMaC4R cag cca gtt tcg gtt tga tgg atc 

ChiMaD1F atg gcg ccg ctc ctc cac AC 
66°C 1min 20s 1038pb 1038pb 

ChiMaD1R tca gag ccg ccc ctt gac gtt g 

ChiMaD2F atg cca ccc ata ccg ccg cac 
61°C 1min 20s 1017pb 1017pb 

ChiMaD2R cta ttc gtg gtg tgt gcc atc 

ChiMaD3F atg ttc aga tca tta tat ttg ctc 
57,1°C 1min 10s 978pb 978pb 

ChiMaD3R tta tat gcc gcc gcc aag ttg 
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4.4. RESULTADOS   

4.4.1.  Análise transcricional de quitinases em diferentes tipos celulares 

produzidos por M. anisopliae 

 Em uma abordagem global, através de estudos de biomineração em escala 

genômica por nosso grupo de pesquisa, revelou 23 quitinases putativas no 

genoma de M. anisopliae, das quais 3 experimentalmente já caracterizadas 

(Junges, 2010). Apesar desta grande quantidade de informações (in silico) sobre 

as quitinases encontradas no genoma de M. anisopliae, são necessárias 

comprovações experimentais das mesmas. Por isso, com o intuito de validar 

estas quitinases encontradas no genoma de M. anisopliae e tentar atribuir função 

a cada uma delas, foi realizada uma análise transcricional das quitinases de 

Metarhizium em diferentes condições de diferenciação celular (formação de 

apressório, crescimento vegetativo e blastosporos). 

 A partir dessas reações de detecção pôde ser observado que todas as 9 

populações de transcritos de quitinases, preditas in silico, pertencentes ao 

subgrupo A foram detectadas em ao menos uma das condições de diferenciação 

celular (apressório, crescimento vegetativo e blastosporos), com exceção do gene 

chimaA7 que não apresentou transcritos em nenhuma das condições (Figura 18). 

O gene chimaA1 que codifica a quitinase CHIT42, anteriormente caracterizado 

por nosso grupo de pesquisa, apresentou uma população de transcritos com o 

tamanho de 402pb somente nas condições de crescimento vegetativo e formação 

de blastosporos, não apresentando transcritos na condição de diferenciação a 

apressório. O gene chimaA2 apresentou transcritos com o tamanho de 980pb em 

todas as condições de diferenciação celular, no entanto, na condição de 

crescimento vegetativo ocorreu a amplificação de uma segunda população de 

transcritos com um tamanho maior em comparação a primeira (aproximadamente 

1060pb). Esta população de transcritos possivelmente pode ser produto do 

processamento diferencial do splicing (Boldo et al., 2010), porém a ocorrência de 

tal fenômeno deve ser melhor avaliada por outras metodologias. Os genes 

chimaA3, chimaA4, chimaA6 e chimaA9 apresentaram populações de transcritos 

com os respectivos tamanhos de 358pb, 322pb, 373pb, 1188pb, assim como nas 
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predições in silico, estes estão presentes em todas as condições de diferenciação 

celular. 

  As quitinases codificadas pelos genes chimaA8 e chimaA9, caracterizadas 

pela ausência de íntrons apresentaram transcritos de tamanhos referente às 

predições in silico com 1038pb e 1188pb, respectivamente (Figura 18). O gene 

chimaA8 apresentou transcritos somente na condição de diferenciação em 

apressório enquanto que o gene chimaA9 apresentou transcritos em todas as 

condições de diferenciação celular. E por fim, a quitinase codificada pelo gene 

chimaA5, apresentou uma população de transcritos com o tamanho de 1109pb 

tanto na condição de crescimento vegetativo como em blastosporos, porém, esta 

é ausente na condição de diferenciação a apressório.  

 Nas quitinases do subgrupo B pôde ser observado um padrão de 

distribuição variado de transcritos presentes nos diferentes tipos celulares de 

Metarhizium, pois apenas transcritos de dois genes estão presentes em todas as 

condições de diferenciação celular (Figura 19). A população de transcritos do 

gene chimaB7 está presente em todas as condições de diferenciação celular com 

um tamanho de 762pb. E o gene chimaB2 (originalmente caracterizado por nosso 

grupo como chi3) apresentou duas espécies de transcritos, a primeira com um 

tamanho de 414pb presente em todas as condições de diferenciação celular, e a 

segunda com um tamanho de aproximadamente 470pb, presente apenas em 

apressório e crescimento vegetativo. Esta segunda espécie de transcritos de 

chimaB2, assim como ocorreu na quitinase chimaA2, possivelmente podem ser 

produto do processamento diferencial do splicing, como a retenção de intron. A 

população de transcritos dos genes chimaB1 (chi2- caracterizado 

experimentalmente por nosso grupo) e chimaB4 estão presentes somente na 

condição de diferenciação a blastosporos apresentando um tamanho de 1094pb e 

416pb, respectivamente. Sendo estas proteínas caracterizadas por apresentar o 

domínio de ligação à celulose. Na chimaB3 não foi detectada nenhuma população 

de transcritos, sendo apenas detectado o gene no genoma de Metarhizium. Os 

genes chimaB5 (921pb) e chimaB6 (1023pb) não apresentam íntrons, espécies 

de transcritos destes genes foram detectadas em condições de diferenciação a 
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apressório, blastosporos; e de crescimento vegetativo, blastosporos, 

respectivamente.  

 Os genes que codificam quitinases do subgrupo C foram detectados no 

genoma de Metarhizium; no entanto nas condições de diferenciação celular 

propostas não foram detectados transcritos de nenhum dos 4 genes (Figura 20). 

Tanto as quitinases pertencentes ao subgrupo C como ao D (proposto 

recentemente por nosso grupo) não apresentam quitinases já estudadas 

anteriormente. Diferentemente das quitinases do subgrupo C, as do subgrupo D 

(caracterizados pela ausência de íntrons e de domínios funcionais) apresentaram 

populações de transcritos oriundos do gene chimaD1 (1038pb) na condição de 

diferenciação a apressório; e do gene chimaD2 (1017pb) em crescimento 

vegetativo e formação de blastosporos. Transcritos do gene chimaD3 não foram 

detectados em nenhuma das condições (Figura 21). 
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Figura 18 – Estrutura de domínios e análise transcricional de quitinases do 

subgrupo A em diferentes condições de diferenciação celular de M. anisopliae. CN: 

controle negativo; CP: controle positivo; AP: apressório; CV: crescimento vegetativo; BL: 

blastosporos; (+): presença de transcritos; (-): ausência de transcritos. 

 

 

 

 

 



| 97 

 

 

 

Figura 19 – Estrutura de domínios e análise transcricional de quitinases do 

subgrupo B em diferentes condições de diferenciação celular de M. anisopliae. CN: 

controle negativo; CP: controle positivo; AP: apressório; CV: crescimento vegetativo; BL: 

blastosporos; (+): presença de transcritos; (-): ausência de transcritos. 
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Figura 20 – Estrutura de domínios e análise transcricional de quitinases do subgrupo C em diferentes condições de 

diferenciação celular de M. anisopliae. CN: controle negativo; CP: controle positivo; AP: apressório; CV: crescimento vegetativo; BL: 

blastosporos; (+): presença de transcritos; (-): ausência de transcritos. 
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Figura 21 – Estrutura de domínios e análise transcricional de quitinases do 

subgrupo D em diferentes condições de diferenciação celular de M. anisopliae. 

CN: controle negativo; CP: controle positivo; AP: apressório; CV: crescimento 

vegetativo; BL: blastosporos; (+): presença de transcritos; (-): ausência de transcritos. 
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4.5. DISCUSSÃO 

 Com o objetivo de caracterizar as quitinases do entomopatógeno M. 

anisopliae foi realizada uma ampla busca no genoma do fungo por esta classe 

de proteínas (Junges, 2010), e no presente estudo foi efetuada a primeira 

tentativa de validar experimentalmente estas quitinases putativas. Como as 

quitinases são provavelmente reguladas positivamente e podem ser expressas 

apenas em estágios de desenvolvimento específicos do fungo, foram utilizados 

diferentes tipos celulares (apressório, crescimento vegetativo e blastosporos) 

para verificar transcritos de quitinases. A obtenção dos diferentes tipos 

celulares foi otimizada e utilizada nas análises transcricionais para o estudo de 

genes putativos de quitinases de M. anisopliae. 

 A pesquisa de transcritos de quitinases putativas em M. anisopliae pode 

fornecer indicativos para compreender as possíveis funções destes genes 

durante as fases de pré e pós-penetração. Neste estudo, observamos a 

presença de transcritos de quitinases do subgrupo A em todos os estágios de 

diferenciação celular do fungo analisado. Oito das nove quitinases putativas do 

subgrupo A, foram validadas pela detecção de seus transcritos por RT-PCR. 

Transcritos de chimaA7 não foram detectados nos tipos celulares analisados, 

no entanto a funcionalidade deste gene, em alguma fase do ciclo de vida ou de 

infecção do fungo, não pode ser descartada.  A falha na detecção de algumas 

quitinases pode ser explicada possivelmente devido à baixas quantidades de 

transcritos que não foram representativas para a detecção, ou provavelmente 

os tipos celulares utilizados neste estudo não induzem a expressão de alguns 

genes de quitinases, portanto pode ser dependente das condições de 

diferenciação celular. 

 Transcritos do gene chimaA1 (originalmente descrito por Bogo et al. 

(1998) como chit1 que codifica uma proteína com 42kDa, quitinase CHIT42) 

estão presentes em estágios tardios de diferenciação celular na fase de 

penetração e nos estágios posteriores da penetração como crescimento 

vegetativo e formação de blastosporos. Estudos anteriores sugerem que a 

função de quitinases pertencentes ao sugrupo A (antes descrito como classe V) 

está associada à morfogênese, sem envolvimento na aquisição de nutrientes 



| 101 

 

pela degradação de quitina exógena (Hamel et al., 1997, Fukamizo, 2000, 

Jaques et al., 2003).  

 St Leger et al., (1996a) detectaram por imunolocalização a presença de 

uma quitinase, com massa molecular de 42kDa, em estágios tardios da 

penetração (após secreção de proteases), e nas estruturas de apressórios esta 

proteína apresentou um nível de expressão basal, o que sugere um papel na 

liberação de indutores de quitinases através da quitina quando esta está 

acessível. Esses estudos podem explicar a ausência de transcritos de chimaA1 

em eventos de formação do apressório. Linhagens mutantes de M. anisopliae 

superexpressando CHIT1 não apresentaram aumento na virulência frente às 

lagartas de Manduca sexta. Entretanto, o elevado nível de atividade quitinolítica 

permitiu uma degradação de quitina mais prematura do que o normal, quando 

comparado ao tipo selvagem (Screen et al., 2001). Estes autores sugerem um 

modo de regulação que não é limitante para a penetração na cutícula.  

 Uma abordagem funcional diferente demonstrou que plantas de Tobacco 

expressando altos níveis de CHIT42 (superexpressão de chit1) de M. 

anisopliae foram consistentemente resistentes a Rhizoctonia solani, reduzindo 

lesões foliares causadas pelo fitopatógeno (Kern et al., 2009). Além disso, uma 

pesquisa de transcritos de quitinases, no fitopatógeno Hypocrea jecorina, 

demonstrou que o gene ortólogo chi18-5 (chimaA1 em M. anisopliae) apresenta 

um nível transcricional mais evidente quando o fitopatógeno é cultivado na 

ausência de seu hospedeiro (Seidl et al., 2005). Assim, chimaA1 que  é 

conservado em todos ascomicetos, provavelmente tem uma importante função 

associada à morfogênese.  

 Uma quitinase de Aspergillus nidulans ChiB (classe V), que é 

filogeneticamente mais próxima a ChimaA1 e ChimaA4 (69% e 74% de 

similaridade, respectivamente), parece ter uma potencial participação na 

autólise. Linhagens mutantes deletadas para ChiB não apresentaram 

morfologia alterada, no entanto, foi observada uma redução considerável nas 

atividades quitinolíticas intra e extracelulares. Durante a fase de autólise as 

linhagens mutantes ΔChiB apresentaram uma redução mais lenta no peso seco 

de hifas em comparação ao tipo selvagem, o que pode indicar um possível 

papel na autólise. Ainda, estes autores detectaram por análises de Western 
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Blot, uma quantidade aumentada desta quitinase (ChiB) secretada pelo tipo 

selvagem em condições de privação de fontes de carbono, confirmando a sua 

função nesta fase de diferenciação celular (Yamazaki et al., 2007, Shin et al., 

2009). A grande similaridade de sequências entre as quitinases de A. nidulans 

(ChiB) e de M. anisopliae (ChimaA4), pode indicar função gênica similar em M. 

anisopliae, pois nosso grupo de pesquisa detectou transcritos de chimaA4 em 

cultivos  de M. anisopliae linhagem E6 no processo de autólise (não publicado). 

 Além disso, transcritos dos genes putativos chimaA2, A3, A4, A6 and A9 

foram detectados nos três tipos celulares testados (apressório, crescimento 

vegetativo e blastosporos). Análises transcriptômicas comparativas 

demonstraram que o gene que codifica a quitinase GH18(7) de M. anisopliae 

ARSEF23 (Gao et al., 2011) (homólogo a chimaA4 de M. anisopliae linhagem 

E6) é regulado negativamente em presença de asas do hospedeiro. Por outro 

lado, os genes que codificam as quitinases GH18(3) e (4) (homólogos a 

chimaA2 e A3, respectivamente) foram regulados positivamente sob as 

mesmas condições de cultivo (Gao et al., 2011). Os genes das quitinases de H. 

jecorina (chi18-3 e chi18-4, genes ortólogos) foram expressos 

constitutivamente, embora seus transcritos variarem em algum grau sob as 

diferentes condições de cultivo testadas (Seild et al., 2005). Apesar dos 

resultados demonstrarem a detecção destas quitinases (chimaA2 e A3) de M. 

anisopliae tanto em condições in vitro de crescimento vegetativo e como em 

condições in vitro que mimetizam infecção no hospedeiro (apressório e 

blastosporos), é possível que a regulação destes genes possa variar em algum 

grau dentre os diferentes tipos celulares testados. Transcritos de chimaA5 

estão presentes apenas em eventos de pós-penetração (crescimento 

vegetativo e blastosporos), no entanto, Gao et al., (2011) observou uma 

expressão constitutiva do gene homólogo GH18(11) durante a penetração em 

asas de Periplaneta americana. 

 Durante nossos estudos, observamos mais de uma espécie de mRNA 

com provável retenção do íntron em chimaA2 (na condição de crescimento 

vegetativo) e em chimaB2 (chi3) (na condição de crescimento vegetativo e 

formação de apressório). Similarmente Seidl et al., (2005) observaram um 

padrão similar de bandas em dois genes de quitinases em diferentes condições 
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de cultivo, chi18-3  e chi18-13 de H. jecorina que são filogeneticamente 

próximos de chimaA2 (86% similaridade) e chimaB2 (83%similaridade), no 

entanto não foi evidenciado quaisquer tipo de processamento diferencial do 

mRNA. Por outro lado, a presença de processamento diferencial do mRNA tem 

sido reportada em M. anisopliae (Boldo et al., 2010) e também em outros 

organismos (Ebbole et al., 2004). A evidência de splicing alternativo pela 

retenção de íntrons nos transcritos de chimaB1 (chi2) em meios de cultivo 

contendo quitina cristalina como única fonte de carbono sob diferentes tempos 

de cultivo foi verificada em M. anisopliae por Boldo et al., (2010).   

 Apesar desse padrão de processamento diferencial de chimaB1 

observado por Boldo et al., (2010), em nossas análises foi observada a 

presença de transcritos de chimaB1 com um padrão normal de splicing na 

condição de formação de blastosporos. Isto reforça ainda mais a teoria de que 

o padrão de transcritos com splicing alternativo pode ser dependente das 

condições de cultivo, podendo induzir ou não a ocorrência deste fenômeno 

(Seidl et al., 2005; Boldo et al., 2010). Mesmo que esse padrão de 

processamento de mRNA em transcritos de chimaA2 e chimaB2 indique um 

possível mecanismo pós-transcricional por splicing diferencial, confirmações 

experimentais são necessárias. 

 Estudos funcionais demonstraram a influência de chi2 na patogênese de 

M. anisopliae, pela construção de mutantes nulos, que apresentaram virulência 

diminuída quando comparados ao tipo selvagem (Boldo et al., 2009). O gene 

chimaB2 (chi3 que codifica uma proteína com 30kDa, CHIT30) já descrita por 

Da Silva et al. (2005) foi identificada na presença de fontes indutoras como 

quitina, cutícula de carrapato e baixas concentrações de N-acetilglicosamina. 

Estudos funcionais, pela construção de mutantes nulos (Δchi3), revelaram 

virulência reduzida contra o inseto hospedeiro Dysdercus peruvianus em 

comparação ao tipo selvagem de M. anisopliae. Entretanto, linhagens 

superexpressando este gene foram letais para o fungo (Staats, 2007). O gene 

chimaB2 (chi3) parece ter um papel importante na virulência, e ainda na 

formação de estruturas especializadas como apressório e blastosporos 

(produzidas durante a infecção por M. anisopliae). 
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 As quitinases ChimaB3 e B4 são filogeneticamente relacionadas entre si, 

e ambas apresentaram relação filogenética com genes ortólogos de H. jecorina 

(chi18-12) e de H. lixii (Chit33). Alguns estudos associam essas quitinases de 

Hypocrea à papéis nutricionais (saprofítico ou micoparasítico), que são 

reprimidos por glicose e por condições de privação nutricional, os autores 

sugerem que funções dessas quitinases podem ser específicas para cada 

espécie (Limon et al., 1995, Kim et al., 2002, Seidl et al., 2005). A ausência de 

transcritos de chimaB3 tanto em apressório (condições de baixas 

concentrações de fontes nitrogenadas) como em crescimento vegetativo e 

blastosporos (condições de altas concentrações de glicose), e a presença de 

transcritos de chimaB4 apenas em condições de formação de blastosporos, 

pode sugerir que a regulação destes genes provavelmente é ativada por 

condições de cultivo específicas. 

 Transcritos de chimaB5 e B6 estão presentes nas condições de 

apressório, blastosporos; e crescimento vegetativo, blastosporos, 

respectivamente. Apesar destes genes de quitinases de M. anisopliae 

apresentarem proximidade filogenética aos genes chi18-14 e 18-16 de H. 

jecorina que são associados ao micoparasitismo e biocontrole (Seidl et al., 

2005), análises por microarranjo destes genes em M. anisopliae ARSEF23 

demonstraram expressão constitutiva sob condições de interação com inseto 

hospedeiro (asas de P. america) (Gao et al., 2011).  Nossos análises 

mostraram transcritos de chimaB7 presentes em todos os tipos celulares de M. 

anisopliae linhagem E6 testados, no entanto este gene na linhagem ARSEF23 

de M. anisopliae (chi18-18) apresentou expressão regulada negativamente sob 

condições de infecção sobre asas de inseto (Gao et al., 2011), reforçando a 

influência de condições específicas de cultivo na expressão gênica. 

 Alcazar-Fuoli et al., (2010) estudaram o papel funcional pela deleção de 

uma família inteira de quitinases do tipo fúngicas/planta, classe III (subgrupo B) 

de Aspergillus fumigatus (homólogas ás chimaBs de M. anisopliae). Um 

mutante quíntuplo (Δ chi1:chi2:chi3:chi4:chi5) de A. fumigatus não apresentou 

defeitos no crescimento ou na germinação, mesmo apresentando uma baixa 

taxa de atividade quitinolítica em relação ao tipo selvagem. Baseado nestes 

estudos funcionais, estes autores sugerem que as quitinases do subgrupo B 
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não são essenciais na morfogênese do fungo, embora possam desempenhar 

um papel nutricional durante a autólise, devido a uma sutil redução do 

crescimento fúngico durante esta fase do ciclo. 

 Em nosso trabalho, transcritos de quitinases do subgrupo C não foram 

detectados nos tipos celulares testados. Entretanto, estudos de genes que 

codificam quitinases ortólogas em organismos como H. jecorina (Gruber et al., 

2010) demonstraram a indução da expressão de genes do subgrupo C no 

micoparasitismo contra um hospedeiro específico. Isto sugere o envolvimento 

não somente em micoparasitismo, mas também apresenta diferentes funções 

no ciclo de vida do fungo. Além disso, em análises por microarranjo de 

GH18(9) de M. anisopliae ARSEF23 (homóloga a chimaC3 de M. anisopliae 

E6), foi observada uma expressão constitutiva deste gene em condições de 

infecção sobre asas de inseto (Gao et al., 2011). 

 Os genes de quitinases de M. anisopliae pertencentes ao novo subgrupo 

(D), proposto por Junges (2010), são caracterizadas principalmente pela 

ausência de íntrons. E este subgrupo é composto por três genes (chimaD1, D2, 

D3). Transcritos de chimaD1 estão presentes somente em condições de 

formação de apressório (privação de fontes nitrogenadas), e chimaD2 em 

condições de crescimento vegetativo e blastoporos (altas concentrações de 

solutos). Entretanto, nenhum transcrito de chimaD3 está presente nos tipos 

celulares testados. Estes dados podem sugerir uma dependência das 

condições de cultivo, que podem induzir ou não a expressão gênica, como 

observado por Seidl et al., (2005). Quitinases ortólogas do novo subgrupo (D) 

também estão representadas em diversos fungos, tais como H. jecorina (Chi18-

15), H. lixii (Chit36Y) e Beauveria bassiana (BbChit1), sendo estas 

filogeneticamente relacionadas à ChimaD1 de M. anisopliae (Viterbo et al., 

2002; Fang et al., 2005; Seidl et al., 2005).  

 Estudos anteriores evidenciam que a expressão do gene chit36Y de H. 

lixii é induzida por diversas condições, tais como quitina e seus monômeros, 

privação de nitrogênio e condições de estresse (variação de temperatura e 

desequilíbrio osmótico) (Viterbo et al., 2002). Além disso, linhagens mutantes 

de B. bassiana superexpressando o gene ortólogo Bbchit1 apresentaram uma 
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maior virulência contra afídios, em comparação ao tipo selvagem (Fang et al., 

2005b). 

 Através da pesquisa de transcritos nos diferentes tipos celulares de M. 

anisopliae produzidos durante a infecção, propostos neste estudo, foi possível 

validar 16 quitinases putativas, incluindo as quitinases já caracterizadas. Ainda, 

o perfil transcricional qualitativo pôde nos fornecer indícios em relação à 

diversidade funcional das quitinases de Metarhizium que podem apresentar 

funções específicas e diversas neste organismo. Apesar disso, são necessários 

mais estudos para elucidar o papel de cada proteína e suas diversas funções 

no ciclo de vida e de infecção de M. anisopliae. 
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4.6. PERSPECTIVAS 

 

 Quantificar o nível de expressão de 23 quitinases putativas por qPCR 

nos tipos celulares de apressório, hifas e blastosporos. E adicionar a estas 

análises outras condições de cultivo como autólise, condições indutoras da 

expressão de quitinases como monômeros de quitina, N-acetilglicosamina, e 

fontes repressoras como glicose. 

 Realizar o estudo funcional das quitinases putativas pela geração de 

linhagens mutantes (deleção para mais de um gene ou superexpressão) por 

mutagênese insercional utilizando a metodologia de agrotransformação. 

 Confirmar a possibilidade de ocorrência de modificações pós-

transcricionais de chimaA2 e chimaB2 por sondas de hibridização, e analisar a 

funcionalidade de tais proteínas através de superexpressão e identificação por 

MS/MS. 
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5. CONCLUSÕES 

  

 O rendimento máximo de conídios de M. anisopliae diferenciados em 

apressório foi de aproximadamente 60% no período de 16 horas, em 

experimentos realizados em maior escala; 

 A produção de blastosporos por M. anisopliae atingiu um rendimento de 

108 blastosporos.mL-1 em um período de 64 horas de incubação. 

 O perfil transcricional de emp1 foi mais evidente na condição de 

apressório quando comparado à condições de crescimento vegetativo e 

blastosporos, indicando uma potencial função desse gene no processo de 

diferenciação a apressório. 

 A agrotransformação de M. anisopliae permitiu o isolamento de 216 

colônias fúngicas resistentes a glifosinato de amônio. A freqüência de 

transformação observada foi superior a 60%, porém em apenas 1,5% dos 

transformates parecem ter recombinação homóloga; 

 Através do RT-PCR, foi possível validar 16 genes putativos de quitinases 

incluindo os já caracterizados, do genoma de M. anisopliae. E isto, também 

inclui a validação de dois genes que codificam quitinases putativas do novo 

subgrupo proposto (D); 

 Com as análises qualitativas do perfil transcricional de diferentes genes 

de quitinases, foi possível perceber a correlação entre a dependência de 

condições de cultivo específicas (diferentes tipos celulares) e a expressão dos 

genes de quitinases; 

 O gene chimaA1, anteriormente caracterizado pelo nosso grupo de 

pesquisa, com função relacionada a morfogênese, parece ter também um 

papel funcional associado à estágios posteriores à penetração; 
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 O gene chimaA4 parece ter um função mais relacionada ao processo de 

autólise, no entanto também parece participar na diferenciação de estruturas 

especializadas como apressório e blastosporos. 

 A detecção de mais de uma espécie de mRNA nos genes chimaA2 e 

chimaB2 pode indicar que exista uma provável regulação pós-transcricional 

pela retenção de introns. 

 A não detecção de transcritos de alguns genes de quitinases pode ser 

explicada pela quantidade não representativa de transcritos produzidos pelo 

gene, ou provavelmente pela não indução da expressão do gene devido aos 

tipos celulares testados. 
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ANEXOS 

 

 

Anexo 1 – Integridade do RNA total oriundo de diferentes tipos celulares de M. 

anisopliae. (CV) RNA total da condição de crescimento vegetativo; (BL) RNA total da 

condição de diferenciação em blastosporos; (AP) RNA total da condição de 

diferenciação em apressório; (1 e 2) replicas biológicas de cada condição de cultivo.  

 

 

Anexo 2 – Reação de controle negativo de RNAs total oriundos de diferentes 

tipos celulares de M. anisopliae. (M) Marcador DNA 1kb plus ladder; (CN) controle 

negativo; CP: controle positivo (amplicon com 300pb referente ao gene β-tubulina a 

partir de DNA genômico de M. anisopliae E6); (AP) RNA total extraido a partir de 

células fúngicas diferenciadas em apressório; (CV) RNA total extraido a partir de 

células fúngicas diferenciadas em hifas (crescimento vegetativo); (BL) RNA total 

extraido a partir de células fúngicas diferenciadas em blastosporos. (Os RNAs total 

foram utilizados como molde para a reação de PCR negativo para o gene da beta-

tubulina). 
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