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RESUMO

Neste trabalho foi descrita a transformagdo genética da linhagem CG423 de
Metarhizium anisopliae var. acridum mediada pela bactéria Agrobacterium tumefaciens
(AGL-1), sendo também estudada a interagcao destas células durante o co-cultivo. Nos
experimentos de transformacado foram empregados dois vetores binarios distintos,
ambos contendo o gene de resisténcia ao benomil (B-tubulina) como magcador de

selecdo. A eficiéncia de transformacao foi de até 53 transformantes por 10 conidios
alvos. Alta estabilidade mitotica dos transformantes (89-97%) foi demonstrada apos
cinco transferéncias sucessivas em meio nao-seletivo. Transformantes altamente
resistentes foram obtidos, os quais1apresentaram capacidade de desenvolvimento em

concentragbes de até 100 pg.ml de benomil. Neste trabalho foram obtidos trés
possiveis mutantes insercionais com alteracdo na producdo de proteases. Esta
metodologia podera representar uma ferramenta util visando estudos de mutagénese
insercional em M. anisopliae var. acridum.

Palavras-chaves: Aderéncia, Transformagao mediada por Agrobacterium, Metarhizium
anisopliae var. acridum, resisténcia ao benomil, mutantes protease



ABSTRACT

We report that Agrobacterium tumefaciens strain AGL-1 attaches to and genetically
transforms the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae var. acridum strain
CG423. The Agrobacterium-mediated transformation was applied using two distinct
binary vectors carrying a benomyl resistance (B-tubulin) gene as asselection marker. The

efficiency of transformation was up to 53 transformants per 10 target conidia. High
mitotic stability of the transformants (89-97%) was demonstrated after five successive
transfers on non-selective media. Highly resistant transformants were obtained WhICh

showed capacity of growing on increased concentrations of benomyl (up to 100 pg ml ).
We obtained three putative T-DNA-tagged mutants with altered protease production.
Thus, the described protocol could provide a useful tool to tag genes that may be
important for pathogenesis and virulence of this fungus.

Keywords: Agrobacterium attachment, Agrobacterium-mediated transformation,
Metarhizium anisopliae var. acridum, benomyl resistance, protease mutants
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1 INTRODUCAO

Os gafanhotos compreendem uma das maiores pragas da agricultura
desde a antiguidade. No Brasil, a partir da década de 80, os gafanhotos-pragas tém
gerado perdas consideraveis em culturas como cana-de-agucar, milho, arroz e
pastagens. Entre as espécies de gafanhotos mais prejudiciais destaca-se
Rhammatocerus schistocercoides nas regides Nordeste e Centro Oeste. O controle
desta praga vem sendo realizado com inseticidas quimicos que, por sua prépria
natureza, geram problemas de segunda instancia a populacdo. O emprego de
biopesticidas a base de fungos entomopatogénicos tem sido considerado uma
alternativa atrativa no controle de R. schistocercoides.

Em um programa de isolamento e caracterizacdo de fungos
entomopatogénicos visando o controle deste gafanhoto, foram avaliadas diversas
linhagens de Metarhizium anisopliae var. acridum, na qual se destacou a linhagem
CG423. Tanto em bioensaio quanto nos testes em campo, esta linhagem apresentou
alta viruléncia (>85%), tornando-se um candidato promissor para uso no controle
biolégico de gafanhotos-pragas. Os fatores de viruléncia mais caracterizados de M.
anisopliae var. acridum compreendem proteases degradadoras de cuticula, dentre
estas as proteases com atividade tipo-subtilisina (Pr1) e atividade tipo-tripsina (Pr2).

O desenvolvimento de técnicas da engenharia genética e a aplicagao
destas na investigacdo de fendbmenos biolégicos tem propiciado um maior
conhecimento sobre a biologia molecular de fungos entomopatogénicos. A elaboragao
de sistemas de transformagao genética para estes fungos surge como uma ferramenta

adicional nos estudos de viruléncia, permitindo a identificagdo de genes clonados e a
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determinagao de suas funcgdes. Além disso, permite a construgdo de linhagens com
aumento de sua capacidade bioinseticida.

Recentemente, foi descrita a transformacgdo de fungos filamentosos
mediada pela bactéria Agrobacterium tumefaciens (agro-transformacéo). O sistema
Agrobacterium envolve a capacidade natural desta bactéria em transferir parte de seu
plasmidio (T-DNA) para células hospedeiras. Esta metodologia tem permitido a
obtencdo de um maior numero de transformantes para varios fungos, quando
comparado as metodologias de transformacao tradicionais. Além disso, na agro-
transformacao € comum a ocorréncia de integragao aleatéria do T-DNA em sitios unicos
do genoma da célula hospedeira, o que tem estimulado o emprego desta metodologia
como ferramenta na obtencdo de mutantes (mutagénese insercional), facilitando a

posterior caracterizagao de genes relacionados a fatores de viruléncia.

1.1 OBJETIVOS

Os objetivos propostos para este trabalho foram:

» Estabelecer a metodologia de transformagdo para Metarhizium
anisopliae var. acridum (CG423) utilizando o sistema Agrobacterium tumefaciens;

« Gerar um banco de transformantes para posterior analise de
mutagénese insercional;

» Selecionar possiveis mutantes insercionais para sintese de enzimas

proteoliticas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONTROLE BIOLOGICO DE GAFANHOTOS-PRAGAS

Estima-se que a Ordem Insecta possua cerca de 2,5 milhdes de
espécies e seja o grupo mais diversificado além dos microrganismos, correspondendo a
quase 67% das espécies descritas entre plantas e animais (SHAH & PELL, 2003).
Cerca de 10% dos insetos podem ser considerados pragas agricolas ou pragas
urbanas por competirem com a espécie humana por alimento e espago (ALVES, 1998).

Os primeiros relatos de insetos-pragas vem desde a antiguidade,
quando os chineses (2700 a.C.) e egipcios (2200 a.C.) registraram doengas causadas
por Lepidopteras e Hymenopteras, respectivamente. Entretanto, o desenvolvimento de
estratégias de controle de insetos-pragas foi mencionado somente no século XVII,
quando os ingleses utilizaram um macerado de lagartas (provavelmente contendo virus)
para controlar uma praga de floresta (ALVES, 1998).

De todos os insetos-pragas, os gafanhotos (Orthoptera: Acrididae) talvez
sejam o0s mais conspicuos. Eles possuem uma alta taxa reprodutiva e sdo capazes de
responder rapidamente a condi¢des climaticas favoraveis. Muitas espécies, quando ha
um aumento na densidade populacional, desenvolvem um comportamento agregativo e
migratorio, levando a formagdo de grandes enxames (LOMER et al., 2001). Estes
insetos sdo capazes de consumir o0 equivalente a seu proprio peso por dia, e uma
nuvem de gafanhotos-pragas (40 milhdes de individuos por quildbmetro quadrado) pode

chegar a consumir cerca de 80 mil toneladas de produtos agricolas. Sua dieta tem
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como base monocotiledbneas economicamente importantes como a cana-de-agucar,
arroz, milho e pastagens (COSENZA et al., 1994).

Enxames de gafanhotos-pragas sao descritos desde as épocas biblicas
(Exodo 10:12-15), tratando-se provavelmente do “gafanhoto do deserto”, Schistocerca
gregaria (COSENZA et al., 1989). Atualmente esta praga € encontrada em todos os
continentes, sobretudo na Africa do Sul, Australia, Argentina, Brasil, China, Estados
Unidos, Niger, Russia e paises do Oriente Médio (SHOWLER, 1996; LOMER et al.,
2001).

No Brasil existem 23 espécies de gafanhotos-pragas descritas, das
quais trés merecem destaque pelos prejuizos econdmicos causados: Schistocerca
pallens (Nordeste e Distrito Federal), Stiphra robusta (Nordeste) e Rhammatocerus
schistocercoides (Centro-Oeste). Destas trés, R. schistocercoides parece ter uma
distribuicdo geografica bem mais ampla, estando presente em algumas regides da
América do Sul e Central (EMBRAPA, 1997). As estimativas dos prejuizos gerados por
estas espécies sdo pouco precisas, mas calcula-se que R. schistocercoides causou
perdas de 84 milhdes de litros de alcool, 600.000 toneladas de soja, 75.000 toneladas
de arroz e 22.500 toneladas de milho no inicio dos anos 80 (CURTI & BRITTO, 1987).

Desde 1950, diversos produtos quimicos vém sendo utilizados em larga
escala na tentativa de controle desta praga, em que se destacam o fenitrothion e
malathion. O uso indiscriminado destes organofosforados tem revelado grandes
problemas ambientais como o desequilibrio ecoldgico, a selegcdo de insetos resistentes
e a contaminacdo do solo e de lengdis freaticos. Muito embora a populagdo de

gafanhotos seja suscetivel a estes inseticidas, o aparecimento de novos enxames é
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imprevisivel, tornando as medidas de controle preventivo uma estratégia atraente sob
as perspectivas econémica e ambiental (LOMER et al., 2001).

O uso de praticas naturais no controle de insetos-pragas, assim como
medidas culturais para promové-la, consistem a base do Manejo Integrado de Pragas
(MIP). Esta estratégia tem como objetivo manter a populagado de insetos-pragas em
niveis que nao afetem o rendimento econdmico. Entre as diversas estratégias utilizadas
no MIP, o controle biolégico a base de fungos entomopatogénicos torna-se um campo
promissor pelas proprias caracteristicas de diversidade e especificidade destes
microrganismos, além do baixo custo na producdo em larga escala (ALVES, 1998).

Os fungos apresentam vantagens em relagdo a outros microrganismos
entomopatogénicos como grande distribuicdo geografica, alta variabilidade genética,
capacidade de disseminagao horizontal e capacidade de infectar diferentes estagios de
desenvolvimento dos hospedeiros (McCOY & MILANI-TIGANO, 1996). Além disto, na
maioria das doengas causadas por fungos entomopatogénicos a penetragao ocorre via
tegumento, o que os coloca em vantagem quando comparados com outros grupos de
patdgenos que s6 entram no inseto através do meséntero (ALVES, 1998).

Entretanto, o uso de microrganismos no controle de insetos-praga
apresenta algumas desvantagens como a necessidade de cuidados especiais no
armazenamento, o desenvolvimento de técnicas de formulagdes viaveis e condicdes
ambientais favoraveis para a patogenia como temperatura, umidade e luminosidade
(MESSIAS, 1989; ALVES, 1998). Em determinados casos, o controle biolégico pode ser
tardio enquanto o controle quimico apresenta efeito imediato. Neste sentido, o tempo

entre a aplicagdo do produto e a morte do inseto € um dos principais entraves
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para a utilizagcdo de bioinseticidas. Estratégias que permitam diminuir o tempo de a
morte da praga sao alvos de muitas pesquisas na area do controle biolégico por fungos
entomopatogénicos.

Em termos quantitativos, calcula-se que aproximadamente 80% das
doencas de insetos tém os fungos como agentes etioldgicos, abrangendo 90 géneros e
700 espécies. A maioria destes géneros ocorre no Brasil, sendo mais de 20 os
relacionados a pragas da agricultura (ALVES, 1998). Entre os géneros mais estudados
destacam-se Metarhizium, Paecilomyces, Beauveria, Verticillium, Nomuraea, Hirsutella,
Asckersonia e Entomophtora (FARIA & MAGALHAES, 2001).

Muitos paises ja comercializam produtos de controle bioldégico a base
desses géneros, o que reflete o grande interesse na exploragdo dos fungos como

controlador de insetos-pragas (Tabela 1).
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Tabela 1. Fungos entomopatogénicos comercializados ou em processo de
comercializagdo utilizados para o controle biolégico (adaptado de BUTT et al., 2001).

Produto Fungo Inseto-alvo Produtor

Biogresn Metarhizium anisoplae  Larva de escaravelho Biocare Technology,
em pastagens Australia

Metagquino M. anisoplas Cigarrinhas Brasil

Bio-Fath M. anizoplas zafanhotos EcoSciencs, EJA

Bio-Blast M. anizoplas Cuping EcoSciencs, EUA

Cobican M. anizoplas L garrlnha da cana- Probiagro, Venezusla
de-agucar

Green Muscle  Msfarfizium anisopiize  Gafanhotos CAEl Biozcience,

Var. scridum

Inglaterra

Conidia Eeauveria bassiana Broca-do-café Live Systems
Technology, Colombia

Datrimil E. bassiana Broca-do-milho Matural Plant
Protection, Franca

ComGuard E. bassiana Broca-do-milho Myootech, ELIA

europeu

hycotrol GH E. bassiana Zafanhotos Mycotech, EUA

Mycotrol Wp E. bassiana Mosca branca, Wycotech, EUA

& BotaniGard afideos

Maturalis-L E. bassiana Fragas do algodosiro  Troy Biosciences, ELA

Froecol E. bassiana Lagarta Probiagro, Venezusla

Boverin E. bassiana Besouro do Colorado  Antiga LRSS

Boverol e E. bassiana Besouro do Colorado  Antiga Tchecoslovaquia

Boverosi

Engerlingzpilz B, bassiana Besouros Andermatt, Suiga

Schweizer Beauveria brongniartii  Besouros Eric Schweizer, Suica

Melocont E. brongriartii Besouros Kwizda, Austria

FPFR-97 Pascllomycss Mosca branca ECO-tek, EUA

TUMIDSOrossUs

Fae-5in P. fumosoroseus Mosca branca Agrobionsa, México

hycotal Verficillivm fecamil Mosca branca Koppert, Holanda

Yeralec V. lecanii Afideos Koppert, Holanda

Laginex Lagenidivm giganfeum  Larvas d= mosguilo Agratuest ELA
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Embora ndo se destaque na comercializagéo de bioinseticidas, o Brasil
tem tradigdo na area de entomopatdgenos, pois desde a década de 70 comercializa M.
anisopliae como agente controlador das cigarrinhas da cana-de-agucar (Mahanarva
posticata) e de pastagens (géneros Deois e Zulia), além de B. bassiana como
controlador do moleque-da-bananeira (PARRA, 2004).

No contexto do controle biolégico de gafanhotos-pragas, as espécies M.
anisopliae var. anisopliae e M. anisopliae var. acridum vém sendo estudadas por
apresentarem alta viruléncia, resisténcia a diferentes temperaturas, relativa
especificidade de hospedeiros e por ser de facil produgao laboratorial (GOETTEL et al.,
1995; LOMER et al., 2001).

Em 1986 o governo brasileiro deu inicio a um programa nacional de
combate ao “gafanhoto do Mato Grosso” (R. schistocercoides) visando esclarecer seu
ciclo bioldgico e ecologia, além de propor novas estratégias de controle desta praga
(BARRIENTOS, 1995). Vale ressaltar, dada a importancia desta praga, que a
EMBRAPA utilizou recursos de monitoramento via satélite para caracterizar o biétopo
natural dos gafanhotos brasileiros, o que representou o emprego de uma ferramenta
inédita para abordagem de um problema entomolégico de tal importancia econémica
(EMBRAPA, 1996).

Nao obstante, o projeto brasileiro deu grande énfase na busca e
caracterizagao de inimigos naturais dos gafanhotos, onde se destacou o isolado CG423
de M. anisopliae var. acridum (= M. flavoviride). O isolado foi encontrado em cadaveres
de S. pallens (MOREIRA et al.,, 1996) e demonstrou ser altamente virulento para R.
schistocercoides (85% mortalidade) e S. pallens (86%) (MAGALHAES et al., 1997;

XAVIER-SANTOS et al., 1999).



22

2.2 O FUNGO ENTOMOPATOGENICO METARHIZIUM ANISOPLIAE

O fungo Metarhizium anisopliae € um ascomiceto da Classe
Sordariomicete, Ordem Hipocreales e Familia Clavicipitaceae (LIU et al., 2001). Foi
identificado pela primeira vez na Russia em 1879, quando o zoologista llya Metchnikoff
o isolou de larvas de um curculionideo Anisopliae austriaca (Coleoptera: Scarabaeidae),
importante praga da beterraba. Metchnikoff classificou-o como Entomophtora anisopliae
e mais tarde, por volta de 1883, foi reclassificado por Sorokin como Metarhizium
anisopliae (ALVES, 1998). Baseando-se em caracteristicas bioquimicas e morfologicas,
como o tamanho e forma de conidios, Tulloch (1976) classificou 0 género nas espécies
M. anisopliae (var. anisopliae e major) e M. flavoviride. Mais recentemente, Driver e
colaboradores (2000) propuseram uma nova classificagdo para o género através de
analises moleculares de sequéncias ITS (“Internal Transcribed Spacers”), DNA
ribossomal (5,8S e 28S) e RAPD-PCR (“Random Amplification of Polymorphic DNA —
PCR”). De acordo com estes autores, sua classificagdo compreende as espécies
Metarhizium anisopliae (var. anisopliae, var. majus, var. lepidiotum e var. acridum),
Metarhizium flavoviride (var. flavoviride, var. minus, var. novazealandicum e var.
pemphingum) e Metarhizium album.

A morfologia do género Metarhizium € caracterizada por um micélio
hialino e septado. Os conidios variam de cilindricos a ovéides, com dimensdes variando
de 3 a 18 uym (var. anisopliae) ou 4 a 7-11 um (var. acridum e var. flavoviride). A cor dos
conidios varia do verde-oliva ao verde-amarelado e geralmente sdo uninucleados
(TINLINE & NOVIELLO, 1971), com pequena propor¢do de binucleados (LUNA &

AZEVEDO, 1985). A variagdao na forma e tamanho dos conidios parece ser uma
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caracteristica do género, ndo se relacionando as condigdes de cultura (LUNA &
AZEVEDO, 1985). Em condigbes laboratoriais, o crescimento 6timo ocorre em pH 6,9 e
temperaturas entre 24 e 30°C (ALVES, 1998). Na presenca de alta umidade e substrato
adequado, os conidios iniciam a germinacdo em ~16-20 horas (LOMER et al., 2001). A
reprodugcdo pode ser assexual, caracterizada pelo crescimento vegetativo, e
parassexual, onde ocorrem 0s processos de recombinagcdo mitdtica e heterocariose
(MESSIAS & AZEVEDO, 1980). Andlises através da eletroforese de campo alternado
(PFGE - “Pulsed Field Gel Eletrophoresis”) revelaram variagbes no numero de
cromossomos, sendo encontrado de 7 a 8 cromossomos na maioria dos isolados. O
tamanho do genoma foi estimado entre 23,39 e 31,88 Mb (VALADARES-INGLIS &
PEBERDY, 1998) e a presenga de micovirus (RNA fita dupla) na forma livre-
citoplasmatica ocorre em varios isolados (MARTINS et al.,, 1999). Sdo conhecidos
teleomorfos, tais como Cordyceps taii (= Metarhizium taii)) e Cordyceps
brittlebankisoides (= Metarhizium anisopliae var. majus) (LIU et al., 2001).

O género Metarhizium é capaz de infectar mais de 300 espécies de
insetos, incluindo 43 familias dentre as ordens Orthoptera, Dermaptera, Hemiptera,
Lepdoptera, Diptera, Hymenoptera, Coleoptera e Homoptera. O controle destes insetos-
pragas por Metarhizium vem sendo analisado em varios paises (FARGUES et al., 1975;
ALVES, 1998).

A espécie M. anisopliae var. anisopliae tem sido a melhor estudada,
sendo considerada um modelo dentro do género. Isolados desta espécie tem sido
testados com sucesso em ensaios de campo em varios paises da América, Europa,
Asia, Africa e Oceania (LOMER et al., 2001). No Brasil, esta espécie é utilizada no

controle da cigarrinha da cana-de-agucar (Nordeste) e tem potencial para o controle de
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pragas do arroz, soja e alface (LOPES et al., 2000). Além de pragas da agricultura, M.
anisopliae var. anisopliae também apresenta alta viruléncia contra

pragas urbanas como o vetor da doenga de Chagas, Triatoma infestans
(LUZ et al., 1998). Outros hospedeiros do género Metarhizium, com relevante

importancia para a economia e saude, estao relacionados na Tabela 2.

Tabela 2. Principais pragas agricolas e urbanas do Brasil suscetiveis a Metarhizium

anisopliae.

Cultura ou doenca

Praga agricola / urbana

Referéncias

Monocotilieddneas
{arroz, milho, cana-de-
aglcar e pastagens)

Soja
Culturas variadas
Algodao
Café
Cana-de-aglcar
Cana-de-aglcar

Paztagens

Camrapato
Coenca de Chagas
Cengue & Febre amarsla
Malaria

\farias doengas
infecciosas

Gafanhotoz-praga (Rhammatocerus
schisfocercoides, Schistocerca pallens

g Sfiphra robusta)

Percevejo-da-soja (géneros Nezara

Fiezodorus)

Formigas {Alfta sexdens)

Curuqueré-do-algodosiro (Alsbama
argillacea)

Broca-do-café (Hypothenemus
hamper)

Broca da cana-de-agucar (Diatrasa
saccharals)

Cigarrinha da cana-de-aglcar
(Mahanarva posficata)

Cigarrinha-da-pastagem (géneros
Depiz e Zulia)

Boophiius microplus
Trigtomideos ( Trafoma infestans)
Aedes aegypti
Anopheles gambige

Baratas (Pernplaneta americana e
Blatzila germanica)

ALVES, 1998;
MAGALHAES &t al., 2001

S054-GOMEZ &
MOSCARDI, 1998

LOUREIRO & MONTEIRD,
2004

FILHC =t al., 2002
SAMUELS et al., 2002
DESTEFAND et al_, 2004

MARDIUES & VILAS-
BOAS 1973

CMOFRE etal., 2002

CORREIA etal, 1998
LUZ et al., 1993

SAMDHU =t al., 1993
SCHOLTE etal., 2003

CIUESADA-MORAGA et al,
2004

Os hospedeiros da espécie M. anisopliae var. acridum sao restritos a

gafanhotos-pragas do grupo dos acridideos (Orthoptera: Acridoidea), como por exemplo
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R. schistocercoides, S. pallens, S. gregaria e S. robusta (LOMER et al., 2001). A analise
da dosagem e tempo de mortalidade para varias espécies de gafanhotos demonstrou
que isolados de M. anisopliae var. acridum s&o mais virulentos a estes insetos quando
comparados a M. anisopliae var. anisopliae e B. bassiana (NOWIERSKI et al., 1996).

Ja existem produtos comerciais a base de M. anisopliae var. acridum
(Tabela 1) e varios programas de pesquisa relacionados a aspectos basicos e aplicados
estao sendo desenvolvidos com isolados desta espécie.

O produto comercial “Green Muscle”, a base de conidios de M.
anisopliae var. acridum, vem sendo aplicado com éxito no controle de S. gregaria na
Africa (SHAH et al., 2003). A eficiéncia desta espécie foi comparada & acdo de
inseticidas no controle de gafanhotos africanos e, a excegao do tempo necessario para
a morte da praga, M. anisopliae var. acridum superou o inseticida padrao (fenitrothion)
em todos os aspectos analisados (LANGEWALD et al., 1999). Ainda nos ensaios em
campo africano, foi comparado o efeito de M. anisopliae var. acridum e de fenitrothion
sobre insetos nao-alvos. Os resultados obtidos demonstraram que M. anisopliae var.
acridum péde ser tao efetivo quanto o organofosfato sem ameacar insetos que nao os

ortopteros (PEVELING et al., 1999).

2.2.1 Processo de infeccéo e fatores de viruléncia

O desenvolvimento da patogenia nos insetos € caracterizado por etapas

bem definidas, sendo elas: adesdo a cuticula do hospedeiro, germinagdo do conidio,

formagdo do apressorio e grampo de penetragao, penetragao através da cuticula por
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acao mecanico-enzimatica, colonizagdo do corpo do inseto, producdo de toxinas,
exteriorizagao, conidiogénese e disseminacgao (ST. LEGER et al., 1991b; ALVES, 1998;
CLARKSON et al., 1998). A adesao do conidio é dependente da hidrofobicidade da
superficie. A camada superficial da cuticula dos insetos € denominada epicuticula e tem
natureza hidrofébica, constituindo-se de proteinas com um revestimento lipidico (acidos
graxos e esterois). A camada subsequente, denominada procuticula, tem composigao
protéica (61%), quitinosa (30%) e lipidica (7%), sendo responsavel pela maior parte da
cuticula (CLARKSON & CHARNLEY, 1996; BIDOCHKA et al., 1997). O processo de
adesao depende ainda da presenga de enzimas (esterases e proteases) presentes na
superficie dos conidios, favorecendo a sua nutricdo e germinagao (ST. LEGER et al.,
1991b).

Na extremidade do tubo germinativo, para a maioria dos fungos, ocorre
uma dilatagcdo da hifa denominada de apressério. Esta estrutura inicia o processo de
penetracdo através da cuticula. O evento da penetragdo parece ser dependente de
elementos fisicos (pressdao mecanica da hifa sobre areas membranosas) e quimicos
(acdo enzimatica de proteases, N-acetilglicosaminidases, lipases e quitinases) (ST
LEGER et al., 1988b).

O processo quimico depende da agado primaria destas enzimas na
hidrélise dos componentes cuticulares, permitindo a posterior atividade de enzimas
quitinoliticas (BIDOCHKA et al., 1997). Em seguida, ocorre a colonizagdo da hifa na
cavidade interna do hospedeiro, e posteriormente a diferenciagdo destas em
blastésporos na hemocele. Esta, por constituir um ambiente rico em nutrientes, permite
a producado de metabdlitos secundarios (dextruxinas e citocalasinas) que levam a

paralisia muscular e inibicdo da atividade de hemdcitos do hospedeiro (KERSHAW et
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al., 1999). Estas toxinas, juntamente ao estrangulamento dos 6rgaos internos causado
pela presenca das hifas, parecem ser os responsaveis pela morte do hospedeiro em
poucos dias. @] patdgeno inicia entao, um processo de
exteriorizagdo a cuticula do cadaver com subsequente producdo de estruturas
reprodutivas. Os conidios exteriorizados podem ser dispersos pelo vento, chuva e
animais, dando inicio a um novo ciclo de infeccao (ALVES, 1998; CLARKSON et al.,
1998). A aparéncia mumificada do inseto causada pela produg¢do de conidios em sua
superficie € responsavel pela denominacdo popular da doenga como “muscardine
verde” (ALVES, 1998). Uma caracteristica particular da espécie M. anisopliae var.
acridum é a ocorréncia da conidiogénese no interior da cuticula do hospedeiro. Esta
propriedade parece estar relacionada a protecdo dos conidios contra a luz ultra-violeta
do sol (LOMER et al., 2001).

O estudo detalhado das enzimas produzidas pelo género Metarhizium
revelou uma série de proteases com atividade sobre a cuticula. Foram purificadas duas
proteases alcalinas a partir do sobrenadante de cultivo de M. anisopliae var. anisopliae,
denominadas Pr1 (atividade tipo subtilisina) e Pr2 (atividade tipo tripsina). Analises
através de inibidores enzimaticos indicaram que ambas possuem residuos de serina e
histidina no centro ativo. Apesar desta semelhanga, Pr1 apresenta afinidade por
aminoacidos aromaticos (fenilalanina e tirosina) e apolares (alanina e glicina),
enquando Pr2 possui atividade sobre caseina e substratos sintéticos contendo arginina
ou lisina (ST. LEGER et al., 1987).

A atividade da enzima Pr1 de M. anisopliae var. anisopliae sobre
proteinas cuticulares de Manduca sexta foi demonstrada através de estudos com

inibidores de Pr1 e anticorpos IgG (especificos para Pr1). A presenca destes inibidores
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reduziu a taxa de mortalidade do inseto (ST. LEGER et al., 1988a). Posteriormente,
utilizando o mesmo modelo de infeccdo, foi verificado que Pr1 foi a principal protease
produzida por tubos germinativos e apressorios (ST. LEGER et al., 1989).

A atividade de Pr1 sobre diferentes tipos cuticulares também foi
analisada, utilizando como modelo isolados de M. anisopliae var. anisopliae e M.
anisopliae var. acridum cultivados em cuticula de M. sexta e S. gregaria. A cuticula foi
extraida de diferentes partes do tegumento destes insetos, as quais compreendem tipos
cuticulares com composicao protéica e grau de esclerotizagao distintos. A hidrdlise dos
componentes cuticulares ocorreu em diferentes niveis, sugerindo uma hierarquia das
diferentes partes dos insetos quanto a susceptibilidade a agao enzimatica. A atividade
de Pr1 na degradacgdo nao foi a mesma entre as cuticulas de M. sexta e S. gregaria,
sugerindo uma possivel participagdo de Pr1 na especificidade de hospedeiros
(GILLESPIE et al., 1998).

O papel da protease Pr2 no processo de infeccdo ainda nédo é bem
compreendido. Em cultivo liquido de M. anisopliae var. anisopliae foi verificado que a
produgao de Pr2 ocorre anteriormente a Pr1, sugerindo que Pr2 atue precocemente na
cuticula com liberagdo de peptidios indutores de Pr1 (PATERSON et al., 1994b;
GILLESPIE et al., 1998).

A regulagdo da expressao das proteases Pr1 e Pr2 de M. anisopliae var.
anisopliae também foi estudada. Em substratos contendo fontes simples de carbono e
nitrogénio a atividade de Pr1 foi reprimida enquanto a atividade de Pr2 ocorreu em
niveis basais. Quando induzido o crescimento em substrato contendo cuticula de S.
gregaria, sem qualquer outra de fonte de carbono e nitrogénio, a produ¢ao de Pr1 foi

cerca de dez vezes maior. Isto sugere que a regulagcdo das proteases cuticulares é
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dependente da fonte de carbono e nitrogénio, e € induzida quando na presenca de
cuticula do hospedeiro (ST. LEGER et al., 1988b; PATERSON et al., 199%ag;
PATERSON et al., 1994b; ST. LEGER et al., 1998).

A producédo de Pr1 e Pr2 também apresenta um padrao diferencial de
expressao em relacdo ao pH do ambiente. Independente do meio conter substrato
indutivel, ambas as enzimas s6 foram produzidas no pH que elas atuam (pH 8,0),
embora o nivel de produgdo tenha aumentado quando induzida por componentes da
cuticula. No processo de penetragcdo do fungo no hospedeiro, o pH da cuticula
aumentou de 6,3 para 7,7, corroborando com o valor de regulagao pelo pH na produgao
de Pr1 e Pr2 (ST. LEGER et al., 1998). Muito provavelmente a alcalinidade da cuticula
representa um sinal fisiolégico para a expressao destes fatores de viruléncia.

Trabalhando com o modelo de infeccdo de M. anisopliae var anisopliae
sobre o carrapato Boophilus microplus, Moraes e colaboradores (2003) estudaram a
requlacdo da producédo de proteases e quitinases em meios de cultura contendo
diferentes fontes de carbono e nitrogénio. Os maiores niveis de atividade das proteases
secretadas (tipo-tripsina) foram determinados quando o fungo foi cultivado em meio
contendo cuticula de carrapato como unica fonte de carbono e nitrogénio. As quitinases
secretadas demonstraram um padrao diferente de regulagdo quando comparado as
proteases. Os maiores niveis de atividade quitinolitica foram encontrados em substratos
contendo N-acetilglicosamina suplementado com quitina ou cuticula de carrapato. Na
auséncia de N-acetilglicosamina, niveis basais de atividade quitinolitica foram
detectados, indicando que este mondémero participa na indugdo das enzimas
quitinoliticas. O papel das quitinases na patogenicidade ainda é pouco conhecido, mas

sugere-se que participem tardiamente no processo de penetragao através da cuticula
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do hospedeiro (ST. LEGER et al., 1996b; NAHAR et al., 2004). Varias quitinases de M.
anisopliae ja foram estudadas e caracterizadas quanto ao mecanismo de acéo,
especificidade de substratos e massa molecular (ST. LEGER et al., 1991a; ST. LEGER
et al., 1996a; PINTO et al., 1997; BOGO et al., 1998; KANG et al., 1999; SCREEN et al.,
2001; BARATTO et al., 2003; NAHAR et al., 2004).

Recentemente foi analisada a producéo de proteases extracelulares (Pr1
e Pr2) de sete isolados de M. anisopliae var. acridum, a partir do cultivo em meio
contendo cuticula de R. schistocercoides e substratos nao cuticulares (PINTO et al.,
2002). O estudo revelou alta variabilidade entre os isolados quanto a produgao das
proteases e a influéncia do substrato cuticular na regulagdo das mesmas. Niveis de
atividade enzimatica mais elevados foram observados em meio contendo cuticula,
principalmente proteases tipo Pr1. Estes resultados sugerem que a Pr1 produzida por
M. anisopliae var. acridum desempenha um papel relevante na degradagao de
proteinas cuticulares, sendo provavelmente um determinante de patogenicidade,
semelhante ao observado para M. anisopliae var. anisopliae (ST. LEGER et al., 1988a).

A atividade de proteases de dois isolados de M. anisopliae var. acridum
(CG423 e CG442) também foi caracterizada na presenga de inibidores de proteases e
diferentes valores de pH e temperatura (PINTO, 1999). A analise revelou que o
conjunto de proteases produzido por estes isolados tem atividade 6tima em pH neutro e
temperatura de 28°C. A partir da analise com inibidores proteoliticos, o conjunto de
proteases ficou caracterizado por enzimas dos tipos serino-proteases, tripsina e
cisteina-proteases.

Outras proteases também parecem estar envolvidas no processo de

infeccdo. Para a espécie M. anisopliae var. anisopliae foi observada a produgado de
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duas aminopeptidades (CHARNLEY & ST. LEGER, 1991), uma metaloprotease (ST.
LEGER et al., 1994), uma cisteina protease designada Pr4 (COLE et al., 1993), uma
aspartil protease (ST. LEGER et al.,, 1998), uma carboxipeptidase (JOSHI & ST.
LEGER, 1999), além de quatro isoformas da enzima Pr1 (Pr1A, Pr1B, Pr1iE e Pr1F) e
trés isoformas de Pr2 (ST. LEGER, 1994).

Recentemente foi caracterizado o padrao de expressao génica por ESTs
(“Expressed Sequence Tags”) de M. anisopliae var. anisopliae e M. anisopliae var.
acridum em condi¢des de indugdo de enzimas envolvidas na patogenicidade. O padréao
de ESTs revelou uma grande quantidade de proteases produzidas em ambas as
espécies, incluindo subtilisinas, tripsinas, quimotripsinas, metaloproteases,
aspartilproteases, aminopeptidases e carboxipeptidases (FREIMOSER et al., 2003).

Entre as subtilisinas produzidas por M. anisopliae var. anisopliae, foram
caracterizadas 7 novas isoformas de Pr1: Pr1C, Pr1D, Pr1G, Pr1H, Pril, Pr1J e Pr1G-
K. Além das subtilisinas, foram caracterizadas proteinas de transporte, sinalizagao e
toxigénicas, que possivelmente participam na defesa contra microrganismos
oportunistas durante o processo de infecgdo. A andlise quantitativa das sequéncias
expressas por M. anisopliae var. anisopliae indicou as subtilisinas e tripsinas como as
enzimas mais abundantes nas condi¢des de inducdo. Entretanto, foi caracterizado um
padrao diferente de seqléncias expressas por M. anisopliae var. acridum. Esta espécie
produziu quitinases e proteases tipo subtilisina como as enzimas mais abundantes,
além da auséncia de ftripsinas (FREIMOSER et al., 2003). Mesmo nao sendo
expressas, os genes de tais proteases foram amplificados por PCR (BAGGA et al.,

2004). Isto sugere que as diferengcas nos fatores de patogenicidade entre essas
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espécies podem existir devido a regulacao diferente do mesmo conjunto de genes, ao
invés de variagdes no numero e tipos de genes.

Diferengas claras nos perfis metabodlicos também foram observadas a
partir da analise das ESTs. Em geral, os genes necessarios para a sintese e
degradacdo da parede celular, metabolismo de carboidratos, resposta a stress
ambiental, desintoxicacado e transporte transmembrana foram comumente encontrados
no perfil metabdlico de M. anisopliae var. acridum. Por outro lado, as sequéncias
expressas mais abundantes de M. anisopliae var. anisopliae foram de sintese de
toxinas e controle do ciclo celular. Estas variagdes refletem as diferentes estratégias
ecoldogicas das duas espécies. M. anisopliae var. acridum tem como caracteristica
invadir todos os tecidos do hospedeiro, levando o inseto a morte (INGLIS et al., 2001).
A espécie M. anisopliae var. anisopliae mata o hospedeiro pela produgao de toxinas,
seguido de crescimento saprofitico no interior do inseto (SAMUELS et al., 1989).

A quantidade e diversidade de subtilisinas encontradas em M. anisopliae
tem gerado novas concepg¢des a cerca da interagdo Metarhizium-hospedeiro. Até o
momento foram identificadas 11 e 7 subtilisinas em M. anisopliae var. anisopliae e M.
anisopliae var. acridum, respectivamente. De acordo com analises de similaridade de
sequéncia e estrutura de intron-exon, estas subtilisinas podem ser agrupadas em
quatro grandes grupos: (I) Classe I, (II) Classe Il subfamilia-extracelular 1, (lll) Classe Il

subfamilia-extracelular 2, e (IV) Classe Il subfamilia-endocelular (Tabela 3).
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Tabela 3. Grupos de subtilisinas de M. anisopliae (adaptado de BAGGA et al., 2004).

Classe Subclasse Subtilisinas

Classe | Pric
—— r
(tipo “bacteriana”)

Subfamilia-extracelular 1 Pri1A, Pr1BE, PriG, Pril, Prik
Subfamilia-extracelular 2 FriD, PriE, PriF, Pr1J

Classe ||

(tipo “proteinase K")
Subfamilia-endocelular PriH

O alinhamento das sequéncias das subtilisinas (Pr1A a Pr1K) permitiu
separar Pr1C das demais, uma vez que possui mais similaridade com subtilisinas de
procariotos (Bacillus spp.). As demais subtilisinas apresentam maior similaridade com
enzimas da familia da proteinase K (BAGGA et al., 2004). As analises de sequéncias
destas subtilisinas suportam a idéia de que tenha ocorrido duplicagdo de genes ao
decorrer da historia evolutiva do género Metarhizium.

As varias isoformas de Pr1 podem ter divergido independentemente,
especializando-se em diferentes fungdes. Presumidamente, as variadas subtilisinas
podem participar de diferentes processos na patogenicidade, aumentar a adaptacao e o
numero de hospedeiro, ou ainda, permitir a aquisicdo de novos nichos ecoldgicos. Por
exemplo, a espécie M. anisopliae var. acridum ocupa menos habitats e infecta menos
insetos que M. anisopliae var. anisopliae. A maior especializacdo de M. anisopliae var.
acridum é coerente com o numero reduzido de subtilisinas, sugerindo a perda da
plasticidade patogénica desta espécie. M. anisopliae var. anisopliae, por outro lado,
possui maior variedade de subtilisinas e também de hospedeiros (BAGGA et al., 2004).

A comparacao de alinhamentos e taxas de similaridades das isoformas

de Pr1, dentro da mesma linhagem e entre linhagens de M. anisopliae, mostrou que
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minoacidos envolvidos na catalise das subtilisinas passaram por fortes pressdes
seletivas, enquanto as demais sequéncias divergiram de forma neutra. Isto sugere que
cada Pr1 contribui diferentemente no desenvolvimento da patogenicidade. Alem disso,
a comparacgao por homologia de sequéncias indica que ha diferengas nas fun¢des das
subtilisinas, como especificidade de substratos, estabilidade alcalina e propriedades de
adsorcdo a cuticula. Muito provavelmente, cada isoforma de Pr1 constitui um

determinante de patogenicidade (BAGGA et al., 2004).

2.3 TRANSFORMACAO GENETICA DE FUNGOS FILAMENTOSOS

Por transformac&do genética compreendem-se 0s processos de
insercao de moléculas de DNA exdgeno em células hospedeiras, com a finalidade de
alteragao genotipica do organismo receptor e/ou expressdo deste DNA exdgeno. A
transformacao genética permite o estudo de determinados aspectos da biologia
molecular de praticamente qualquer organismo vivo. Os procariotos (incluindo Gram-
positivos, Gram-negativos e algumas espécies de Archaea) e fungos leveduriformes
sdo, até o momento, os Unicos organismos conhecidos a apresentarem naturalmente o
processo de transformacgao (SMITH & DANNER, 1981; SOWERS & SCHREIER, 1999).
Entretanto, mesmo dentro de um género, apenas algumas linhagens sdo capazes de
efetuarem transformacao.

No contexto dos fungos entomopatogénicos, o desenvolvimento de
metodologias de transformagdo € atraente, por exemplo, para a elaboragcao de

estratégias efetivas de melhoramento genético, capazes de gerar resultados de
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interesse no controle biolégico (AZEVEDO, 1998). Através da transformacao genética, é
possivel incorporar genes reporteres que permitam a distingdo entre microrganismos
aplicados e populagbes endodgenas. Pode-se alterar determinadas caracteristicas
fenotipicas de um microrganismo tornando-o mais efetivo como agente de controle
bioldgico, principalmente através da alteragdo do fendtipo de determinantes de
viruléncia.

Hinnen e colaboradores (1978) propuseram, a partir da analise de
fragmentos de restricdo, trés modelos para explicar os eventos de integracdo do DNA
exdgeno (marcador auxotréfico para leucina) no genoma de Saccharomyces cerevisiae:
(I) Integracédo homaéloga ou do tipo I: quando o transformante contém o alelo selvagem
e mutante juntamente com o vetor que carrega o DNA exdgeno, arranjados em tandem;
(1) Integracao heterdloga (ilegitima, ectépica) ou do tipo Il: quando os transformantes
nao apresentam modificagcoes de restricdo nas proximidades do alelo mutante, assim a
sequéncia de DNA contendo o alelo selvagem é integrado em regides aleatérias do
genoma, através da permuta simples entre esta sequéncia e o sitio ndo-homalogo; (lll)
Integracdo por substituicdo homéloga ou do tipo lll: quando os transformantes nao
apresentam modificagbes no fragmento de restricdo, mas simplesmente substituem o
alelo mutante pelo selvagem, através de recombinagbes homodlogas entre o
cromossomo e o DNA transformante. Estes trés tipos de integragédo tém sido relatados
em transformantes de diversas espécies de fungos filamentosos, independente da
metodologia de transformacgdo utilizada (WADA et al., 1996; ULHOA et al., 1992;
FUNGARO et al., 1997, dentre outros).

O primeiro relato de transformacgéo genética em fungos filamentosos foi

para o ascomiceto Neurospora crassa (CASE et al., 1979) utiizando o gene que
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confere prototrofia para quinonas (ga-2+). Alguns anos mais tarde, Aspergillus nidulans

foi transformado com o gene codificador para acetamidase (TILBURN et al., 1983).

2.3.1 Marcadores de selecéo

O desenvolvimento de uma metodologia de transformacgédo genética
envolve vetores contendo genes marcadores, 0s quais permitem a selegao das células
que receberam o DNA exégeno. Existem varios genes marcadores utilizados na
transformacdo genética, sendo eles divididos em dois grupos: (I) marcadores
auxotréficos, e (II) marcadores de resisténcia a inibidores de crescimento (VAN DEN
HONDEL & PUNT, 1990).

O fundamento dos marcadores de auxotrofia consiste no uso de genes
para complementar mutagdes ou outras deficiéncias naturais em processos bioquimicos
na linhagem a ser transformada. Este principio implica que haja um gene tipo selvagem
no vetor de transformacdo e a mutagdo correspondente na linhagem receptora. Os
genes mais utilizados como marcadores auxotroficos sdo de enzimas do metabolismo
primario, como pyrG e pyr-4 (biossintese de pirimidinas), trpC (metabolismo do
triptofano) e argB (biossintese de arginina) (OAKLEY et al., 1987; YELTON et al., 1984,
JOHN & PEBERDY, 1984; D’ENFERT, 1996). Apesar disso, genoétipos naturalmente
mutantes para caracteristicas basicas nem sempre sdo comuns, exigindo a obtengao de
mutantes naturais ou induzidos para tais caracteristicas. Uma alternativa a este
contexto compreende a selegdo de mutantes espontaneos para o gene da nitrato

redutase (niaD). Os mutantes sdo obtidos por selegdo natural em meio contendo clorato
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(um analogo funcional do nitrato), cujo produto de degradacéo é extremamente toxico
para a célula. Ainda assim, nem todas as espécies sdo sensiveis ao clorato, tornando
este método pouco conveniente para algumas espécies de fungos.

Os marcadores de resisténcia, também conhecidos como marcadores
dominantes, atuam aumentando o nivel de resisténcia da linhagem contra antibiéticos e
outras drogas. Este sistema dispensa a laboriosa obtencdo de mutantes para
caracteristicas nutricionais do sistema auxotrofico, mas exige que a linhagem seja
sensivel, ou parcialmente sensivel, a determinado antibiético (RUIZ-DIEZ, 2002).

Os marcadores de resisténcia mais empregados consistem de genes
clonados de procariotos, onde se destacam genes de resisténcia a bleomicina (bleo),
fleomicina (ble) e higromicina-B (hph) (AUSTIN et al., 1990; DROCOURT et al., 1990;
GRITZ & DAVIES, 1983). Este ultimo vem sendo amplamente utilizado para transformar
fungos filamentosos através do sistema Agrobacterium tumefaciens. Marcadores
provenientes de eucariotos também sado conhecidos, como o gene de resisténcia a
oligomicina (0liC31) e ao fungicida benomil (bml) (WARD et al., 1988; ORBACH et al.,
1986).

O benomil (Figura 1), assim como outros benzimidazois, atua inibindo a
polimerizagdo dos microtubulos e, consequentemente, impedindo a divisdo mitética da
célula. Os microtubulos sao constituidos de dimeros das proteinas globulares a-tubulina
e B-tubulina, unidas por ligagdes nao-covalentes. O benomil tem afinidade pela B-
tubulina e quando ligado impede a formacgao do heterodimero. A mitose de mamiferos e
plantas tem demonstrado sensibilidade ao composto colchicina, mas nao ao benomil, o

que tem estimulado o uso deste ultimo como fungicida na agricultura (GRIFFIN, 1994).
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Figura 1. Férmula estrutural do fungicida benomil.

Os genes que conferem resisténcia ao benomil foram clonados de varias
espécies fungicas. A resisténcia foi caracterizada como mutagdes que levaram a
alteragao de aminoacidos em sitios de ligagcdo com o benomil, como os sitios 6 (His —
Leu/Tyr), 165 (Ala — Val), 167 (Phe — Tyr), 198 (Glu — Asp/GIn/Lis/Ala/Gly) e 200
(Phe —»Tyr) (ORBACH et al., 1986; JUNG & OAKLEY, 1990; SEIP et al., 1990; JUNG et
al., 1992; KOENRAADT et al., 1992; COOLEY & CATEN, 1993; GOLDMAN et al.,
1993). O gene de resisténcia ao benomil clonado de Neurospora crassa (bml, 167 Phe
— Tyr) vem sendo utilizado com sucesso nos sistemas de transformacdo de muitos
fungos filamentosos (ORBACH et al., 1986; BERNIER et al., 1989; BOGO et al., 1996;

FURLANETO et al., 1999).

2.3.2 Metodologias de transformacgao genética

O processo de transformagao genética pode ser dividido em trés etapas

principais: (1) indu¢do da competéncia da célula hospedeira; (IlI) introdugcdo do DNA
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exdgeno e (lll) selecao das células transformadas (MULLINS & KANG, 2001). A
metodologia utilizada na introducdo do DNA exdgeno esta diretamente vinculada ao tipo
de célula hospedeira. Para fungos filamentosos, as metodologias de transformagao
compreendem a obtencdo de protoplastos, seguido de tratamento quimico ou
eletroporagdo; ou o emprego de conidios intactos através da biobalistica e, mais
recentemente, o uso da capacidade natural de transferéncia genética da bactéria
Agrobacterium tumefaciens.

Os protoplastos sao células desprovidas de parede obtidas
artificialmente a partir da digestdo enzimatica da parede celular. Parte-se do principio
que a entrada do DNA exdgeno é facilitada pela auséncia da parede, como acontece na
transformacao de células vegetais (GAD et al., 1990). Sem a parede os protoplastos
estdo sugeitos a lise osmoética, e assim faz-se necessario a presenca de um
estabilizador osmético. Apds a entrada do DNA exdgeno, os protoplastos devem ser
incubados em meios seletivos especificos, adicionados do estabilizador osmético para
promover a regeneracao da hifa. Uma série de compostos podem ser utilizados como
estabilizadores osmaéticos e os mais comuns sao sais organicos, carboidratos e alcoois
de acucares (PEBERDY, 1979). Os estabilizadores mais comuns sao o KCI 0,7 M,
sorbitol 1,2 M e a sacarose 0,6 M. O composto estabilizador é preparado em solugao
tampao, sendo Tris-HCI 50 mM (pH 7,5-8,0) um dos agentes tamponantes mais
empregados (BOGO et al., 1996; BARRETO et al., 1997; SOUZA et al., 2000; SUN et
al., 2001).

A entrada do DNA transformante &€ promovida pelo tratamento dos
protoplastos com ions calcio (CaCl2) e pela agédo caotropica do composto

polietilenoglicol (PEG). A suspensdo de protoplastos (em estabilizador osmético e
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tampao) é misturada ao cloreto de calcio, PEG e o DNA exdégeno. O cloreto de calcio é
capaz de neutralizar a carga negativa da membrana celular, enquanto o PEG
proporciona a interagdo das moléculas de DNA com os protoplastos (BALLANCE &
TURNER, 1985). E comum ocorrer a fusdo de protoplastos em solucdo, e acredita-se
que é neste momento que o DNA é incorporado. Opcionalmente, pode-se incluir na
mistura o acido aurintricarboxilico (ATA), com a finalidade de inibir a acdo de nucleases
do hospedeiro (CANTONE & VANDENBERG, 1999).

Um procedimento adicional ao sistema protoplasto-PEG €& a
incorporacado de endonucleases de restricdo a mistura de transformacao. Descrito pela
primeira vez por Schiestt e Petes (1991) em Saccharomyces cerevisae, este
procedimento é conhecido como Integragdo Mediada por Endonuclease de Restricao
(Restriction Enzyme-Mediated Integration — REMI). As endonucleases clivam o
cromossomo do hospedeiro em sitios especificos, assim como o vetor que contém o
DNA transformante (em sitios externos ao gene de interesse), facilitando a integracao
do DNA no genoma do hospedeiro. Em cada sistema, existem condi¢des 6timas para a
obtencdo de maior numero de transformantes. No caso do REMI, o tipo e a quantidade
de endonuclease de restricdo (medido em Unidades) sao variaveis criticas para o
sucesso da técnica.

A eletroporagao baseia-se na agao da corrente elétrica de alta voltagem
para formar poros na membrana dos protoplastos, faciltando a entrada do DNA
transformante. Quando o pulso de voltagem é aplicado ao protoplasto, os componentes
da membrana ficam polarizados, gerando uma diferengca de potencial através da
membrana. Quando este potencial ultrapassa um limiar de voltagem, ocorrem

microrupturas na membrana celular. A célula torna-se permeavel a compostos
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exdgenos como o DNA transformante, desde que excedam repulsdes eletrostaticas
presentes no momento do pulso (WATTS & STACEY, 1990). Os primeiros relatos da
transformacao de fungos filamentosos via eletroporagao séo do final da década de 80,
sendo Fusarium solani e A. nidulans as primeiras espécies transformadas (RICHEY et
al., 1989). Sao varios os trabalhos que descrevem este sistema de transformagédo em
diferentes espécies fungicas (GOLDMAN et al., 1990; CHAKRABORTY et al., 1991;
PFEIFER & KHACHATOURIANS, 1992; ST. LEGER et al., 1995; BOGO et al., 1996).
Embora tenha permitido a obtengdo de um maior numero de transformantes em relagao
ao PEG/CaClz, o sucesso da técnica de eletroporagao exige otimizagcbes na voltagem
de transformacdo. Pardmetros a serem analisados incluem ainda o tamanho da célula
alvo, a viabilidade apds o choque elétrico e a condutividade do meio de eletroporacao
(GOLDMAN et al., 1990).

As estratégias de transformagdo que envolvem protoplastos fungicos
tém sido as mais utilizadas, entretanto possuem uma série de desvantagens
metodoldgicas. A protoplastizagdo € um processo demorado e laborioso, exigindo a
otimizagao de varias etapas. As variaveis mais relevantes sao o tipo de composto litico,
o estabilizador osmético e o tempo de digestdo da parede celular. Além disto, nem
sempre o estabilizador osmotico € adequado para ambas obtencéo e regeneracéo dos
protoplastos. Ainda mais, o PEG exibe um comportamento citotoxico para células e sua
concentracdo pode impedir a regeneragao dos protoplastos. Para o REMI, a maior
desvantagem estd na aplicagdo desta técnica para a obtencdo de mutantes
insercionais. Apesar de descrita com este objetivo para varias espécies fungicas, uma
fracdo consideravel dos mutantes (20 — 100%) parecem advindos de rearranjos no

cromossomo pelo efeito das endonucleases (MULLINS & KANG, 2001). No caso da
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metodologia de eletroporacéo, além das otimizagdes de voltagem e protoplastizagao, os
eletroporadores sao equipamentos caros e nem sempre viaveis para todos os
laboratorios.

A eficiéncia dos sistemas de transformacdo foi aumentada quando
Sanford e colaboradores (1987) propuseram uma nova metodologia de transformacéo,
posteriormente denominada de biobalistica. Seu fundamento baseia-se na aceleragao
de particulas de alta densidade (ouro ou tungsténio), envoltas por DNA exdgeno, contra
as células hospedeiras. Como o microprojétil ultrapassa a parede da hifa ou conidio,
este método dispensa a obtengdo de protoplastos. Além disto, o projétil é capaz de
atingir diretamente o nucleo e, portanto, ndo estaria sujeito a agdo de nucleases
citoplasmaticas (BARRETO et al.,, 1997). Entre os fatores fisicos envolvidos na
eficiéncia da biobalistica, pode-se citar a constituicio da microparticula, tamanho,
concentragdo e o procedimento utilizado para ligar o DNA a ela. Os parametros
biolégicos que afetam a eficiéncia incluem o gendtipo da célula alvo, a fase de
crescimento, densidade no meio e a composicdo osmotica do meio durante o
bombardeamento (ARMALEO et al., 1990). O primeiro relato da transformagao de
fungos por biobalistica foi com a levedura S. cerevisiae (ARMALEO et al.,, 1990) e
posteriormente foi aplicada com sucesso para transformar diversos fungos filamentosos
(HILBER et al., 1994; ST. LEGER et al., 1995; FUNGARO et al., 1995; BOGO et al.,
1996; CHAURE et al., 2000; INGLIS et al., 2000; SUNAGAWA & MAGAE, 2002).

Recentemente foi demonstrada a capacidade da bactéria Agrobacterium
tumefaciens em transferir DNA para leveduras (BUNDOCK et al., 1995) e fungos

filamentosos (DE GROOT et al., 1998).
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2.4 O SISTEMA DE TRANSFORMACAO GENETICA MEDIADA POR AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

Agrobacterium ¢é um bacilo aerdbico, gram-negativo, flagelado,
pertencente a classe das a-proteobactérias e familia Rhizobiaceae que inclui, entre
outros, géneros de bactérias fixadoras de nitrogénio como Rhizobium, Bradyrhizobium e
Phyllobacterium (LIPP-NISSINEN, 1993). No género Agrobacterium, as espécies A.
tumefaciens e A. rhizogenes destacam-se por serem patégenos de diversas espécies
de vegetais, causando a doenga popularmente conhecida como “galha da coroa” e a
sindrome da “raiz em cabeleira”, respectivamente. O sintoma mais caracteristico destas
doencas é a formagao de um tumor na regido infectada por Agrobacterium. A formagao
deste tumor é causada, a principio, através da capacidade natural de transformacao
genética do Agrobacterium (GELVIN, 2003).

Em condi¢des naturais, a bactéria transfere parte de seu plasmideo Ti
(“Tumor inducing”) para a célula vegetal infectada. Esta sequéncia de DNA que é
transferida (T-DNA) é capaz de se integrar eficientemente no genoma da planta
hospedeira. O fragmento de T-DNA contém genes que codificam enzimas envolvidas na
sintese de opinas e de fitohormbnios (NAM et al., 1997; TINLAND, 1996), responsaveis
pela formagao do tumor e sobrevivéncia da bactéria.

Os hormbnios vegetais sintetizados — acido indol acético (auxina) e
isopentenil-AMP (citocinina) — induzem um desequilibrio hormonal, que tem como
consequéncia uma multiplicagdo descontrolada das células vegetais, resultando na

formagao do tumor (GELVIN, 2003).
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As opinas produzidas no processo de infecgao sao utilizadas como fonte
de carbono e nitrogénio para o Agrobacterium, e estdo especificamente relacionadas
com a linhagem bacteriana inoculada. Desta forma, a bactéria cria para si um nicho
favoravel pela modificagdo genética das células da planta, sendo este processo
denominado “colonizacdo genética” (HOOYKAAS & BEIJERSBERGEN, 1994). As
linhagens de Agrobacterium sao classificadas de acordo com o tipo de opina produzida.
As opinas estdo agrupadas em quatro familias: octopina, nopalina, manopina e
agrocinopina. Ja foram identificados mais de 20 tipos diferentes de
opinas, sendo a octopina [N2-(1,3-dicarboxietil)-L-arginina] e nopalina [N2-(1,3-
dicarboxipropil)-L-arginina] os tipos mais comuns (WEISING & KAHL, 1996).

O mecanismo natural de transferéncia de genes entre Agrobacterium e
plantas ainda nao é totalmente compreendido, mas grande parte da base molecular
envolvida neste processo ja foi caracterizada.

As linhagens de A. tumefaciens sao divididas em trés grupos principais,
que variam entre si quanto as espécies de plantas hospedeiras, caracteristicas
metabdlicas e estrutura gendbmica, sendo que o grupo da linhagem C58 é o mais
estudado. Seu genoma é formado basicamente por um cromossomo circular (2,84
Mpb), um cromossomo linear (2,07 Mpb), e dois megaplasmideos: pAtC58 (542,8 Kpb)
e pTiC58 (214,2 Kpb). Os genes envolvidos na transformagao e na tumorigénese estao
localizados nos quatro elementos genéticos (WOOD et al., 2001).

O plasmideo Ti (pTiC58) pode ser dividido em duas regides principais: a
regido de viruléncia (vir) e a regido de T-DNA (“Transferred DNA”). Além destas duas

regides, o plasmideo Ti possui genes de replicacdo e incompatibilidade (ori e inc),



45

catabolismo de opina (opc) e fungcdo de conjugacdo (tra), sendo nenhuma destas
sequéncias necessarias a viruléncia (HOOYKAS & BEIJERSBERGEN, 1994).

A regiao de viruléncia é composta por um cluster génico (denominados
de genes vir) e é responsavel pela regulagcao da transferéncia do T-DNA. Esse conjunto
de operons possui aproximadamente 40 Kpb e estd localizado adjacente a borda
esquerda do T-DNA (HOOYKAS & BEIJERSBERGEN, 1994). As unidades
transcricionais dos genes vir sdo denominadas VirA, virB, virC, virD, virE, virF, virG e
virH. Somente quatro locos vir sdo essenciais para a formagdo do tumor (virA,
virB,).virD e virG), enquanto os outros afetam somente a eficiéncia da transferéncia
(WEISING & KAHL, 1996).

A regiao de T-DNA é a unica parte do plasmideo transferida para a
célula hospedeira. E esta regido que abriga os oncogenes (onc) responsaveis pela
producao de fitohormoénios. O tamanho do T-DNA varia de 10 a 30 Kb e é limitada por
duas sequéncias de 25 pb denominadas borda direita (RB — “Right Border”) e borda
esquerda (LB — “Left Border”). Estas bordas sao sequéncias altamente homdlogas e

estdo orientadas de forma diretamente repetida (GELVIN, 2003).

RB=5-TGACAGGATATATTGGCGGGTAAAC-3
IB=5-TGGCAGGATATATTGTGGTGTAAAC-3

Figura 2. Sequéncias flanqueadoras do T-DNA. RB — borda direita; LB — borda
esquerda; A — adenina; T —timina; C — citosina; G — guanina. Em vermelho:
nucleotideos homologos
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A presenca destas sequéncias é que define o tamanho do T-DNA, e
experimentos demonstraram que a borda direita € essencial para que a transferéncia

ocorra (WANG et al., 1984).

2.4.1 Mecanismo de transferéncia do T-DNA

O processo de infecgao e transferéncia do T-DNA ocorre por uma série
de etapas: quimiotaxia, adesao, indugéo da expressao dos genes vir, processamento
do T-DNA, transferéncia do T-DNA, direcionamento do T-DNA até o nucleo e integragao
do T-DNA no genoma (SHENG & CITOVSKY, 1996; ZIEMIENOWICZ, 2001; GELVIN,
2003).

O primeiro evento do processo de transferéncia ocorre quando um
tecido da planta sofre injuria, liberando diferentes moléculas para o ambiente. Algumas
destas moléculas sao capazes de atuar como sinalizadoras, promovendo quimiotaxia
positiva para o Agrobacterium. Estes sinalizadores foram identificados principalmente
como compostos fendlicos tais como acetoseringona, acido p-hidroxibenzéico e
vanilina, embora existam relatos que alguns agucares e aminoacidos também possam
atuar como quimiotaticos (HAWES et al., 1988). Independente da molécula
sinalizadora, o processo de reconhecimento e quimiotaxia do Agrobacterium é
dependente dos genes VirA e virG, presentes no plasmidio Ti (SHAW et al., 1988).

O locos virA é constitutivamente expresso e o seu produto (VirA),
localizado na membrana interna das células de Agrobacterium, funciona como um

quimioreceptor para as moléculas sinalizadoras da planta. Apés a aproximagao da
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bactéria até a regiao onde ocorreu a injuria no tecido vegetal, da-se inicio a adesao
entre as células.

O processo de adesao envolve moléculas receptoras tanto na planta
como na superficie do Agrobacterium. O receptor bacteriano € um polissacarideo rico
em B-glucanas ancorado no lipopolissacarideo da parede celular, enquanto os
receptores de superficie na planta foram caracterizados como pectinas, proteinas tipo-
vitronectina e tipo-germina (MATTHYSSE & KINJE, 1998). A vitronectina € um
componente da matriz extra-celular de células animais e € utilizada como receptor de
superficie por varias linhagens de bactérias patogénicas (PAULSSON & WADSTROM,
1990). E provavel que as proteinas tipo-vitronectina das plantas estejam envolvidas na
adesao celular de Agrobacterium-planta, uma vez que a adesao entre estas células foi
inibida em presenga de anticorpos anti-vitronectina (WAGNER & MATTHYSSE, 1992).
Curiosamente, embora as vitronectinas vegetal e animal estejam imunologicamente
relacionadas, elas ndo compartilham similaridades na sequéncia de aminoacidos (ZHU
et al., 1994).

Os genes envolvidos na adesao de A. tumefaciens a planta estdo
localizados no cromossomo circular bacteriano, e incluem chvA, chvB, pscA, attA-Z e
celABCDE (ZIEMIENOWICZ, 2001; MATTHYSSE et al., 2000). O produto dos genes
chvA e chvB promovem a sintese de [-1,2 glucanas e o gene pscA (exoC) codifica
enzimas responsaveis pela sintese de exopolissacarideos. A fungcédo exata do produto
dos genes attA-Z ainda ndo é conhecida, mas a presengca de um grande numero de
genes envolvidos no processo de adesao sugere que a habilidade de A. tumefaciens
em ligar-se as células hospedeiras seja importante para a transferéncia do T-DNA

(MATTHYSSE et al., 2000).
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Uma vez aderida a célula hospedeira, a bactéria sintetiza microfibrilas de
celulose (genes celABCDE) que formam uma rede para ancorar o Agrobacterium a
regido de injuria no tecido vegetal. Esta rede de microfibrilas promove a agregacao de
muitas células bacterianas na superficie do hospedeiro (MATTHYSSE, 1983). O evento
de adesao a célula hospedeira é essencial para ocorrer a transferéncia de genes
(MATTHYSSE et al., 2000). Esta etapa marca o inicio da transferéncia do T-DNA para a
planta, através de uma série de reagdes sinalizadoras para a expressao dos genes de
viruléncia bacteriano.

Ao se ligar a molécula indutora, a proteina VirA é autofosforilada e torna-
se “ativada”. Nesta condicéo, a proteina VirA modifica a proteina VirG (que também é
expressa constitutivamente, mas em menor escala) através da fosforilagdo da mesma.
A proteina VirG fosforilada atua como ativador transcricional dos genes vir, através da
ligacdo no vir-box, uma sequéncia de 12 pb presente nos promotores desses genes
(GELVIN, 2003). Recentemente foi investigado a fungcédo do plasmideo pAtC58 sobre a
viruléncia de A. tumfaciens C58. A participacdo deste plasmideo na viruléncia de A.
tumefaciens era supostamente nula, mas ficou comprovado que genes do pAtC58 estao
envolvidos na regulagao da expressao dos genes vir de pTiC58 (NAIR et al., 2003).

Com a indugao da expressao dos genes vir, da-se inicio a montagem do
“‘complexo-T” (a molécula final de T-DNA associada a diversas proteinas), a partir da
sintese de uma cépia fita simples do T-DNA. Este processo é dependente das proteinas
VirD1 e VirD2, duas proteinas do operon virD. Estas proteinas sao capazes de
reconhecer as bordas esquerda e direita do T-DNA. A proteina VirD2 hidrolisa a ligagao
fosfodiéster da fita inferior, entre o 3° e 4° nucleotideo de cada borda, e

consequentemente gera um segmento fita simples do T-DNA. Este fragmento de T-DNA
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fita simples € removido do plasmideo Ti, que por sua vez € reparado através da
incorporagdo de novos nucleotideos. Em seguida, a proteina VirD2 permanece
covalentemente ligada a extremidade 5’ do T-DNA. A presenca desta proteina esta
relacionada com a polarizagao do complexo-T. A fungao exata da proteina VirD1 ainda
€ desconhecida, mas é sugerido que tenha atividade semelhante a topoisomerase |
(GHAI & DAS, 1989), A etapa final no processamento do T-DNA envolve as proteinas
VirC1 e VirC2. VirC1 é capaz de ligar-se ao sitio “overdrive”, localizado adjacente a
borda direita, aumentando a atividade enzimatica de VirD1/VirD2 (GELVIN, 2003).

A montagem do complexo-T é finalizada com a associagao de proteinas
VirE2 ao conjunto T-DNA/VirD2. Varias cépias desta proteina ligam-se ao longo da
molécula de T-DNA, sem especificidade de sequéncias (ZUPAN & ZAMBRY SKI, 1995).
Diversas fungdes foram associadas a esta proteina, incluindo protecao da fita de T-DNA
contra nucleases do hospedeiro e formagao do canal de transporte de T-DNA (GELVIN,
2003). Analises do complexo-T através de microscopia eletrénica revelou que esta
molécula exibe uma estrutura helicoidal semelhante a um solendide (CITOVSKY et al.,
1997; ABU-ARISH et al., 2004).

A transferéncia do complexo-T até a planta € mediada por um pilus do
Agrobacterium, semelhante ao encontrado no sistema de conjugacéo bacteriana
(FULLNER et al.,, 1996). Esse pilus € formado por proteinas VirB, sendo VirB2 a
subunidade maior. O pilus é ancorado a membrana externa da célula bacteriana
através da proteina VirB7. O complexo-T € acoplado ao pilus através da proteina VirD4,
localizada na membrana interna da bactéria, e é transferido até o citoplasma da célula

hospedeira.
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No citoplasma do hospedeiro, o complexo-T € direcionado para o nucleo
através de sinais de localizagdo nuclear (SLN). Estes sinais, presentes nas proteinas
VirD2 e VirE2, sdo reconhecidos por proteinas da membrana nuclear, como a importina-
a e proteinas Ran. Uma vez reconhecido, o complexo-T é incorporado para o interior do
nucleo da célula hospedeira (ZIEMIENOWICZ, 2001).

A internalizacdo do complexo-T € um evento ainda n&o esclarecido. A
proteina VirD2 supostamente confere polarizagao para o complexo-T interagir com as
importinas. O papel de VirE2 no transporte nuclear do T-DNA ainda é bastante
controverso. No interior das células de Agrobacterium, VirE2 provavelmente interage
com a chaperonina VirE1, tornando-se incapaz de se ligar a fita simples de T-DNA.
Contudo, quando VirE2 esta ligada ao T-DNA, este assume a forma estrutural de um
solenodide-helicoidal. Suspeita-se que esta conformagdo possa ser necessaria para a
internalizagdo do complexo-T no nucleo do hospedeiro. A molécula do complexo-T é
um conjunto nucleoprotéico extremamente grande, uma vez que o T-DNA pode conter
até 150 Kb de extensao (HAMILTON, 1996). Além disso, aproximadamente 600
moléculas de VirE2 ligam-se ao longo do T-DNA, conferindo a este um comprimento de
aproximadamente 3600 nm. A molécula final do complexo-T possui cerca de 5 x 107
Daltons de massa e 60 vezes a espessura da membrana nuclear. No contexto de toda
a estrutura desta molécula, € possivel que a proteina VirE2 seja fundamental para a
internalizacao do complexo-T. Além de estabelecer a ultraestrutura helicoidal ao T-DNA,
a presenga de VirE2 ao longo de todo o seu comprimento permite que os poros da
membrana nuclear estejam abertos em ambos os meios nucleo e citoplasmatico

(ZUPAN & ZAMBRYSKI, 1995).
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No nucleo da célula vegetal, o T-DNA ¢é integrado ao genoma por
recombinagao ilegitima (GHEYSEN et al., 1991; ZIEMIENOWICZ, 2001) ou, menos
frequentemente, por recombinacdo homoéloga (LEE et al., 1990). De acordo com o
modelo atual (TINLAND & HOHN, 1995), a integracao tem inicio quando a regiao 3" do
T-DNA encontra homologia e forma um pareamento em algum sitio do DNA vegetal. Os
nucleotideos pareados sofrem restricdo por nuclease(s). Em seguida, a extremidade 5°-
VirD2 também pareia com o DNA vegetal e é ligado na terminagdo 3°-OH deste. A fita
superior do DNA vegetal é degradada e a maquinaria de reparo do DNA sintetiza a fita
complementar do T-DNA, finalizando o processo de integragéo. As proteinas envolvidas
na integracéo do T-DNA ainda ndo séo conhecidas, mas ha evidéncias para que VirD2
atue como integrase ou ligase (ZIEMIENOWICZ, 2001). Fatores da célula hospedeira
também participam do evento de integracédo, a exemplo da histona H2A (MYSORE et
al., 2000). O processo de interagdo Agrobacterium-planta, assim como as principais

proteinas envolvidas, esta resumido na Tabela 4.
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Tabela 4. Resumo dos processos celulares envolvidos na interagdo Agrobacterium-
planta (adaptado de SHENG & CITOVSKY, 1996).

Processo celular

Evento da interacdo
Agrobacterium-planta

Proteinas de Agrobacterium
envolvidas no processo’

Reconhecimento célula-
célula

Transducao de sinal
Ativagao transcricional
Metabolismo de

conjugacdo do T-DNA

Transporte celular *

Importe nuclear

Integracao do T-DNA

Adesdo do Agrobacterium a
receptores de superficie do
hospedeiro.

Reconhecimento de moleculas
sinalizadoras da planta e ativacdo
da via de transporte do T-DMNA_

Expressdo dos genes vir apos
fosfarilagdo do ativador
transcricional

Mick nas bordas do T-DNA e
mobilizacdo da cdpia de T-DNA
fita-simples

Formacgdo do complexo-T
(proteinas/T-DMNA) e do canal
transmembrana; transporte do
complexo-T para o citoplasma da
célula hospedeira

Interacdo com receptores da
membrana nuclear da celula
hospedeira e transporte do
complexo-T através de poros da
membrana nuclear.

Integracdo do T-OMNA no genoma
da celula hospedeira e sintese da
fita complementar

ChvA, ChvB, PscA, Att

ChvE, VirA, VirG [P21, P10]

VirG

VirD1, VirD2, VirC1, [VirD3]

VIrg2, Vire1, virD2, VirD4,
VirB4, VirB7, VirB9, VirB10,
VirB11, [VirB1, e outras
proteinas VirB]

Virbz, vire2

[VirD2, Vire2]

1 As proteinas cuja participagéo é proposta, mas ainda ndo comprovada, estédo indicadas entre colchetes.
2 Proteinas VirB estdo envolvidas na formagdo de um canal transmembrana e possivelmente na
transferéncia do complexo-T. Proteinas VirE e VirD estdo envolvidas na formagdo do complexo-T e
provavelmente participam no transporte do complexo-T através do canal de VirB.

2.4.2 Agrobacterium tumefaciens como ferramenta de transformacao genética

O principal avango que permitiu a utilizagdo de Agrobacterium como

mediador de transformacdo genética foi a descoberta que a substituicdo dos oncogenes
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do T-DNA por genes de interesse nao inibe o mecanismo natural de transferéncia.
Desta forma, a primeira demonstragdo real de que a interagdo Agrobacterium-planta
poderia resultar em sistemas eficientes de transformacéo foi a introdugcaéo do gene que
confere resisténcia ao antibidtico canamicina em plantas de fumo (HERRERA-
ESTRELLA et al., 1983), confirmando a possibilidade de manipulagao do plasmideo de
Agrobacterium. Desde entéo, esta metodologia foi aplicada com sucesso para inumeras
espécies vegetais (GELVIN, 2003).

Os plasmideos utilizados para sistemas de transformacdo via
Agrobacterium sdo chamados de vetores desarmados, isto é, ndo possuem o0s
oncogenes do T-DNA, mas conservam os genes de viruléncia (regiao vir). Os vetores
podem ser divididos em dois sistemas: sistema cointegrado (sistema in cis) no qual os
genes vir e o T-DNA modificado estdo no mesmo replicon (ZAMBRYSKI et al., 1983) e
sistema binario (sistema in trans), onde o T-DNA modificado € mantido em um
plasmideo distinto do Ti (HOEKMA et al., 1983).

O sistema de vetores binarios tem sido a estratégia mais utilizada na
transformacao via Agrobacterium. Estes vetores apresentam tamanho muito reduzido
quando comparado ao plasmideo Ti desarmado, facilitando sua manipulagao in vitro.
Além disto, possuem sequéncias ori (origem de replicagdo bacteriana), marcadores de
resisténcia a antibidticos e sitios Unicos para endonuclases de restricdo dentro da
sequéncia de T-DNA. Estas caracteristicas permitem a manipulagao do vetor binario em
Escherichia coli contendo praticamente qualquer seqiéncia clonada entre as bordas
esquerda e direita. Atualmente existem varias construgoes de vetores binarios, os quais
variam em tamanho, sitios de restricdo, marcador de selecéo, origem de replicacéo e

outras propriedades (Tabela 5).
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Tabela 5. Vetores binarios utilizados no sistema de transformacdo mediado por
Agrobacterium tumefaciens (adaptado de KLEE, 2000).

T . Sitios " dor d Origem de replicagao

amannhe unicos arcador de

Vetor (Kb) de Lacz selegio’ Agrobacterium E. coli

restrigao

pBINTS 1M.777 9 Sim  Canamicina (EB) pREZ pREZ
pC22 17,500 2 Ndo  Ampicilina (RB) pRi ColE1
pGA482 13,200 7 N3o Tetraciclina (RB) pRK2 ColE1
pPCV001 9200 6 Ndo  Ampicilina (RB) pRK2 ColE1
pCGN1547 14,440 5 Sim  Gentamicina (LB) pRi ColE1
pJJ1881 25700 4 N3o Tetraciclina (LB) pRK2 pRK2
pPZP111 8,909 9 Sim  Clorafenicol (LB) pVST ColE1
pGREENDD29 48632 18 Sim  Canamicina (LB) pSa pUC

! Sitios anicos de restricdo entre as bordas esquerda e direita.
? Em parénteses esta indicado a borda adjacente ao marcador de selecéo.

Legenda: LacZ - gene da subunidade o da enzima f-galactosidase para selecdo de clones
por ci-complementagdo; LB - borda esquerda; RE - borda direita.

A escolha do vetor binario adequado, assim como da linhagem
bacteriana, pode ser decisiva para uma transformacao genética eficiente.

A eficiéncia das linhagens de Agrobacterium esta diretamente associada
ao background cromossdmico e ao plasmideo Ti desarmado. As linhagens C58 sao as
mais utilizadas na transformacéao de plantas e atualmente existem muitas variantes com
plasmideos Ti selvagem e desarmado (KLEE, 2000).

A gama de hospedeiros que o Agrobacterium pode infectar pode variar
de acordo com a linhagem bacteriana. A base molecular que envolve a especificidade

de hospedeiros ainda nao foi completamente determinada, entretanto existem trabalhos
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indicando que genes do plasmideo Ti tenham um papel mais relevante no
reconhecimento de hospedeiros (LOPER & KADO, 1979; THOMASHOW et al., 1980).
Os genes virC, virF e virH foram fundamentais para determinar as espécies vegetais
susceptiveis a infeccdo e formagdo do tumor. Outros genes vir, incluindo virG,
contribuem para a hiperviruléncia de algumas linhagens bacterianas. Entretanto, o
processo de especificidade de hospedeiros é controlado por multiplos fatores genéticos,
tanto da bactéria quanto da planta (GELVIN, 2003).

Algumas linhagens de Agrobacterium foram modificadas para aumentar
a eficiéncia de transformacdo. A principal alteragcao pode ser relacionada a expressao
do gene virG, que é responsavel pelo controle de todos os outros genes vir. Outra
modificagdo importante foi o aumento na expressao de virEl, cujo produto € capaz de
ligar-se ao T-DNA, protegendo-o da agao de endonucleases do hospedeiro (KLEE,

2000).

2.4.3 Transformacéo genética de fungos via Agrobacterium tumefaciens

Em meados de 1995, Bundock e colaboradores descreveram o primeiro
relato de transformacado genética de fungos via A. tumefaciens (agro-transformacéo).
Simulando in vitro o sistema natural de transformac&o vegetal, estes pesquisadores
conseguiram transformar eficientemente a levedura S. cerevisae com o gene ura3
(biossintese da uracila). Posteriormente, De Groot e colaboradores (1998) estenderam
a agro-transformacgao para varias espécies de fungos filamentosos. Desde entdo o
numero de espécies fungicas transformadas via Agrobacterium vem crescendo

progressivamente (Tabela 6).



Tabela 6. Espécies de fungos filamentosos transformadas via A. tumefaciens.

Espécie fingica

Autores

Saccharomyces cergvigias
Aspergilus awsmon

Aspergiius niger
Cioletolricum gloszponioides
Fusanm venafum
Neurospora crasss
Trichodermma reessl
Fluyveromyces lachs
Agaricuz bispons

Coccidioides immifia
Calonecing mongani
Fusanim circinafum
FLISEnNLm CxpSDorUm
\agnaporthe gnzea
\ycosphaeralls graminicola
EBlaziomyces dermmafifidiz
Hebeloma cyfindrogponm
Histoplsama capawlaium
Paxilius involufus
Paniciliitem chry=ogenum
Swiifue bovinua

Vercilium fungicola
Aspergiius giganteus
Cairylis cinerea
Coletodricum lagenanum
Hedminthosponum funcicum
Monascus purpureus
Mucor mighei
Phytfophthora infestans
Veniunz insequalz
Besuwveria bassiana
Ceratocysiis reainfers
Colletotricum frifoli
Conicthynum mintans
Hypholoma sublatentium
Leptosphasria macu'ans

FParacocoigioides brasiiensis

Rhizopus aryzaes
Trichodama afrovinide
Varbicilum daliae

BUMDCCH ot al. (1995, 1808, 2002); PIERS et al. (1988); VAN
ATTIHUM et al. {2001 e 2003)

DE GROOT et al(1088); GOUKA ot al.{1200); MICHIELSE =t al.
(2004a, 2004k, 2008)

DE GROOT et al. (1282)

DE GROOT et al. (1282)
DE GROOT et al. (1282)
DE GROOT et al. (1282)
DE GROOT et al. (1282)
BUMDCCE =t al. (1998
CHEM et al. (2000%; MIKODSCH et al. (2001); DE GROOT et al.

{1598)
ABUODEH et al. (2000)

MALDMEK & MEIMHARDT (2001
COVERT et al. (2001)

MULLIMNS et al. (2001)

RHO et al. (2001}

ZWIERS & WaARD (2001)

SULLINAM et al. (2002)

PARDO et al. (2002); COMBIER et al. (2003)
SULLINAM et al. (2002)

PARDOD ot al. (20027

SUM et al. {2002

HAMIF et al. (2002); PARDO et al. (2002)
AMEY =t al. (2002)

MEYER =t al. (2003}

ROLLAMD et al. (2003)

TSUJI &t al. (2003)

DEGEFU & HAMIF (2003)

CAMPOY et al. (Z003)

MOMNFORT et al. (2003)

VIJN & GOVERS (2003)

FITZGERALD ot al. (2003}

FAMNG et al. (2004); LECLERQUE et al. (2004); REIS et al. (2004)
LOPPHAL =t al. (200£)

TAKAHARA =t al. (2004)

ROGERS et al. (2004)

GODIO et al. (2004)

GARDIMNER & HOWLET (2004)

LEAL et al. {2004)

MICHIELSE et al. (2004c)

ZEILINGER (2004

DOBIMSOM et al. (2004)

56
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A metodologia para fungos consiste em co-cultivar células alvo do
hospedeiro e células de A. tumefaciens (contendo o vetor binario). O cultivo é realizado
em meio de cultura contendo acetoseringona, a fim de simular o ambiente vegetal e
induzir a expressdao dos genes vir. Apos este periodo (co-cultivo), as células sao
transferidas para meio seletivo, que contém antibidtico para inibir o desenvolvimento da
bactéria além de selecionar células transformadas (DE GROOT et al., 1998).

O sistema Agrobacterium exibe uma série de vantagens como método
para transformacao de fungos, incluindo: (I) alta eficiéncia de transformacéao, (II)
versatilidade quanto ao tipo de célula alvo, (lll) baixo numero de cépias do T-DNA no
genoma hospedeiro, e (IV) simplicidade metodoldgica.

O numero de marcadores de selegcao para a transformacgédo de fungos
via Agrobacterium ainda é relativamente restrito, sendo o gene hph de E. coli
(resisténcia a higromicina-B) o marcador mais utilizado. Entre os marcadores mais
raramente utilizados encontram-se os genes ura3, pyrG (CTP sintetase), npt (gene de
resisténcia a geneticina) e Shble (resisténcia a fleomicina) (MICHIELSE et al., 2004b).

Quando comparada ao protoplasto-PEG, a transformacéo via
Agrobacterium gerou um maior numero de transformantes, mesmo quando empregadas
condigdes otimizadas do sistema protoplasto-PEG (AMEY et al., 2002; CAMPOQY et al.,
2003; FITZGERALD et al.,, 2003; MEYER et al., 2003; LOPPNAU et al., 2004;
MICHIELSE et al., 2005). Uma possivel explicagdo € o baixo rendimento na produgéo e
regeneragao dos protoplastos, assim como a instabilidade do DNA exdgeno
(FITZGERALD et al., 2003; MEYER et al., 2003). As eficiéncias de transformacao via

Agrobacterium também foram superiores quando comparadas ao emprego de REMI
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(ROGERS et al., 2004), eletroporagcdo (BUNDOCK et al., 1999; MEYER et al., 2003;
LOPPNAU et al., 2004) e biobalistica (MEYER et al., 2003; LOPPNAU et al., 2004).

A transformagdo mediada por Agrobacterium tornou-se também uma
ferramenta de mutagénese insercional em leveduras e fungos filamentosos (MULLINS
& KANG, 2001). Esta estratégia baseia-se na propriedade natural do T-DNA de integrar-
se, na maioria das vezes, como coOpia uUnica e em sitios aleatérios do genoma
hospedeiro. Transformantes com copia unica facilitam a identificacdo de sequéncias de
DNA genbmico que flanqueiam o T-DNA. O uso da transformagao via Agrobacterium,
associada a técnicas moleculares como “TAIL-PCR” (“Thermal Asymmetrical Interlaced-
Polymerase Chain Reaction”), ja foi aplicado com sucesso no estudo de mutantes
insercionais para algumas espécies fungicas (COMBIER et al., 2003; ROLLAND et al.,
2003; TSUJI et al. 2003).

A mutagénese dirigida a genes especificos também pode ser
desenvolvida através da transformacéo via Agrobacterium. Quando sequéncias do T-
DNA apresentam homologia (total ou parcial) com sequéncias do genoma hospedeiro, a
integracdo pode ocorrer por recombinacdo homodloga. A aplicagdo da agro-
transformacado para gerar mutantes por conversao génica (“‘inativagdo génica”) foi
demonstrado pela primeira vez em A. awamori com o gene pyrG. Varios vetores
binarios contendo genes ou sequéncias homodlogas ao genoma hospedeiro foram
utilizados com o objetivo de inativagao génica (BUNDOCK et al. 1999; GOUKA et al.,
1999; VAN ATTIKUM et al. 2001; ZWIERS & WAARD, 2001; DOBINSON et al. 2004;
GARDINER et al. 2004; HOFFMAN & BREUIL, 2004; LOPPNAU et al. 2004;

MICHIELSE et al. 2004b; ZEILINGER, 2004).
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2.4.3.1 Variaveis do sistema Agrobacterium na transformacéao de fungos

Independente do objetivo, o sucesso da aplicagdo do sistema
Agrobacterium na transformacao de fungos pode ser atingido através do uso adequado
de variaveis inerentes a metodologia. Embora os processos envolvidos na transferéncia
do T-DNA para fungos ainda seja desconhecido, algumas variaveis metodoldgicas ja
foram estudadas. A alteragdo de algumas variaveis pode influenciar a eficiéncia do
sistema para a obtengdo de um maior numero de transformantes, integracédo do T-DNA
em sitios aleatdrios ou especificos e maior probabilidade de integragcdo em cépia unica
ou multipla. As varidveis mais estudadas sédo o tipo de célula alvo (protoplastos,
conidios, micélio, e outros), linhagem de A. tumefaciens, tempo e temperatura de co-
cultivo, razdo entre células doadoras e receptoras, pré-tratamento das células de A.
tumefaciens com acetoseringona e, por fim, a estrutura do vetor binario.

A variedade de tipos celulares que A. tumefaciens pode transformar é
tido como uma das principais vantagens sobre outras metodologias de transformacéo.
Células como leveduras, protoplastos, conidios, conidios germinados, basidiésporos,
micélio e fragmentos do corpo de frutificagdo ja foram transformados com esta
metodologia. A agro-transformacgao de protoplastos e conidios da mesma espécie foi
comparada e resultou em eficiéncias equivalentes, fato que realga ainda mais a nao
necessidade de obtencdo de protoplastos (DE GROOT et al.,, 1998; ZWIERS &
WAARD, 2001). Entretanto, o numero de transformantes obtidos via agro-transformagéao
pode variar quando empregado diferentes tipos células alvo. Para espécies como o
basidiomiceto A. bisporus, por exemplo, o numero de transformantes obtidos foi

aumentado 7 vezes quando as células alvo foram substituidas de basidiésporos por
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tecido do corpo de frutificacdo (CHEN et al., 2000). Para algumas espécies, como
Coniothyrium minitans, a agro-transformacgao so foi possivel quando utilizados conidios
germinados como células receptoras (ROGERS et al., 2004).

A viruléncia de determinadas linhagens de A. tumefaciens pode ser um
fator determinante para a obtengcdo de um maior numero de células transformadas. As
diferencas de viruléncia entre as linhagens bacterianas estdo relacionadas tanto a
genes cromossomais quanto ao tipo de plasmidio Ti desarmado. Em geral, a linhagem
AGL-1 (C58) tem sido relatada como a mais virulenta para fungos filamentosos,
gerando mais transformantes que GV3850, LBA1126 e LBA1100 (CHEN et al., 2000;
CAMPOQY et al., 2003; ROGERS et al.,, 2004). Em basidiomicetos, AGL-1 e EHA105
exibiram viruléncia equivalentes (CHEN et al., 2000).

A alteragdo de fatores fisicos no co-cultivo, como o tempo e
temperatura, também tem revelado variacdo na eficiéncia da transformagao. Para a
maioria das espécies fungicas o co-cultivo por 48 horas tem resultado em uma melhor
eficiéncia de transformagdo (MULLINS et al.,, 2001; RHO et al., 2001; LEAL et al.,
2004). Entretanto, a extensdo do tempo de co-cultivo pode resultar em um maior
numero de transformantes, como observado para a espécie Hebeloma cylindrosporum
(COMBIER et al., 2003). O periodo de co-cultivo para algumas espécies tem sido mais
restrito, a exemplo de Aspergillus giganteus, cuja transformag¢ao ocorreu apenas em 48
horas (MEYER et al., 2003). O efeito da temperatura no co-cultivo foi estudado para
poucas espécies, sendo que a temperatura 6tima de transformagao variou entre 22 e
23°C (ROLLAND et al., 2003; COMBIER et al., 2003; GARDINER et al., 2004).

A interagcdo entre A. tumefaciens e células hospedeiras € um fator

determinante na eficiéncia de transformacao. Esta interacdo depende, a principio, da
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razao bactéria:fungo durante o co-cultivo. Normalmente, aumentando o numero de
células fungicas obtém-se um maior numero de transformantes (ZWIERS & WAARD,
2001; ROLLAND et al., 2003; REIS et al., 2004; ROGERS et al., 2004; ZEILINGER, S.
2004). Entretanto, este maior numero de transformantes ndo corresponde ao aumento
proporcional de células alvo, indicando uma relacdo n&o-direta entre estes dois
parametros (COVERT et al.,, 2001; REIS et al., 2004). O aumento no numero de
bactérias também tem gerado maior eficiéncia na transformacdo (ABUODEH et al.,
2000; MULLINS et al., 2001; RHO et al., 2001; LECLERQUE et al., 2003; MEYER et al.,
2003). Em contrapartida, para algumas espécies fungicas, determinadas concentragdes
de A. tumefaciens ndo aumentaram o numero de transformantes, revelando uma
saturacao do sistema (COMBIER et al., 2003; FANG et al., 2004; GODIO et al., 2004).
A inducao dos genes vir, pela presenga de acetoseringona durante o co-
cultivo, € um fator necessario para a agro-transformagédo (DE GROOT et al., 1998). O
pré-tratamento das células de A. tumefaciens com acetoseringona antes do co-cultivo &
uma estratégia utilizada para garantir a expressdo dos genes vir antes da
transformacdo. Embora o acetoseringona seja necessario durante o co-cultivo, o pré-
tratamento das células com este composto ndo € um requisito. Apesar disso, foram
observadas diferengas na eficiéncia de transformancédo e no numero de integragbes do
T-DNA se as células de A. tumefaciens sofreram o pré-tratamento. Na maioria dos
casos, o pré-tratamento com acetoseringona gerou um maior numero de transformantes
(DEGEFU & HANIF, 2003; LECLERQUE et al., 2003), e a analise molecular revelou
maior proporgdo de transformantes com multiplas integracées (MULLINS et al., 2001;
RHO et al., 2001). Um resultado controverso foi observado na agro-transformacgéo de

Hebeloma cylindrosporum, onde o pré-tratamento com acetoseringona gerou menos
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transformantes e com maior proporgao de integragcdes unicas do T-DNA (COMBIER et
al., 2003).

A estrutura do vetor binario, em termos de tamanho, tipo de promotor e
homologia da sequéncia do T-DNA, também pode influenciar na eficiéncia de
transformacao. O uso de promotores homdlogos, ou de suposta homologia filogenética,
para a expressao do gene marcador gerou maior numero de transformantes (CHEN et

al., 2000; CAMPQY et al., 2003; GODIO et al., 2004).

2.5 TRANSFORMACAO GENETICA DE METARHIZIUM ANISOPLIAE

Para M. anisopliae var. anisopliae ja foram descritos trés métodos de
transformacao: protoplasto-PEG (BERNIER et al., 1989; GOETTEL et al., 1990; BOGO
et al., 1996), eletroporagao (ST. LEGER et al., 1995; BOGO et al., 1996) e biobalistica
(ST. LEGER et al., 1995; BOGO et al., 1996).

Em geral, nas transformagdes utilizando o sistema protoplasto-PEG, as
frequéncias de transformacdo obtidas pelos autores foram baixas. Bernier e
colaboradores (1989) conseguiram apenas 0,08 transformantes/ug de DNA, enquanto
Goettel e colaboradores (1990) obtiveram 9 transformantes por 50 ug de DNA para
cada 2.106 protoplastos viaveis. Bogo e colaboradores (1996) descreveram de 0,8 a 6,9
transformantes/ug de DNA.

Utilizando a eletroporagao e a biobalistica, Bogo e colaboradores (1996)
obtiveram uma maior frequéncia de transformacdo quando comparado ao sistema

protoplasto-PEG. As frequéncias de transformagdo variaram de 1,3 a 1,8
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transformantes/ug de DNA através da eletroporacao, e de 32 a 201 transformantes/ug
de DNA com a biobalistica.

Valadares-Inglis e Inglis (1997) relataram a transformacéo genética de
M. anisopliae var. acridum (CG423) (= M. flavoviride) através do método de protoplasto-
PEG e utilizando a resisténcia ao fungicida benomil como marca seletiva. Estes autores
obtiveram 15,2 a 84,4 transformantes/ug de DNA. Posteriormente, Furlaneto e
colaboradores (1999) transformaram este mesmo isolado de M. anisopliae var. acridum
e obtiveram transformantes estaveis com alto nivel de resisténcia ao fungicida benomil
(até 200 pg.mL-1), embora a frequéncia de transformacgédo tenha sido menor que a
descrita anteriormente (2,1 a 3,6 transformantes/ug de DNA).

O isolado CG423 foi recentemente co-transformado com o gene que
confere resisténcia ao glifosinato de amoénio (bar) e o gene da proteina verde
fluorescente (egfp), através da metodologia de biobalistica (INGLIS et al., 2000). As
freqUuéncias de transformacgao foram comparaveis as obtidas para este isolado através
de protoplasto-PEG (4 a 88 co-transformantes/ug de DNA). Entretanto, esta eficiéncia
de transformacéao foi maior quando comparada ao uso da biobalistica em M. anisopliae
(5 transformantes/ug de DNA) (ST. LEGER et al., 1995).

A aplicagado das técnicas de transformacao genética pode ser util no
desenvolvimento de um bioinseticida. Por exemplo, a incorporacdo de genes de
resisténcia ou genes reporteres em agentes de controle microbiano pode auxiliar nos
estudos de triagem em campo, facilitando a distingdo entre microrganismos aplicados e
as populagdes enddgenas, permitindo desta forma, estudos acerca de sua persisténcia
e efetividade no campo. Além disso, essas técnicas representam uma ferramenta no

estudo da expressao de genes de interesse, propiciando a obtencdo de linhagens
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geneticamente modificadas com melhor efetividade no controle biolégico (BARRETO et
al. 1997).

Através da introdugao de genes relacionados a viruléncia, M. anisopliae
var. anisopliae apresentou eficiéncia melhorada contra Manduca sexta (ST. LEGER et
al., 1996c¢). Estes autores inseriram varias copias do gene homadlogo prl, sob controle
da sequéncia promotora do gene gpd (gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase) e
sequéncia de término de transcricdo trpC, ambos de Aspergillus nidulans. Os
transformantes foram capazes de reduzir em 25% o tempo de morte do inseto, além de
reduzir o consumo de alimentos, ao redor de 40%, quando comparado a linhagem
selvagem. Por outro lado, quando transformantes de M. anisopliae contendo multiplas
cépias do gene chitl (quitinase de M. anisopliae var. acridum) foram testados quanto a
viruléncia sobre M. sexta, ndo foi observado efeito significativo no tempo de morte do
inseto (SCREEN et al., 2001). A caracterizagdo das proteases e quitinases de M.
anisopliae, tanto ao nivel génico quanto molecular, € de notavel importancia para a
compreengao da relevancia que apresentam sobre a entomopatogenicidade.

Metodologias de transformagao genética que possibilitam a obtengao de
um banco de mutantes insercionais, como a agro-transformacdo, representam uma
ferramenta adicional para o isolamento e a caracterizagdo de genes relacionados a
fatores de viruléncia, tais como esporulacdo, producdo e regulacdo de enzimas
degradadoras de cuticula, formagao de apressorio e produgao de toxinas. Entretanto,
até o momento, ndo existem relatos do emprego da agro-transformacdo em M.

anisopliae.
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Abstract

We report that Agrobacterium tumefaciens strain AGL-1 attaches to and
genetically transforms the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae var.
acridum strain CG423. The Agrobacterium-mediated transformation was applied using
two distinct binary vectors carrying a benomyl resistance (B-tubulin) gene as a selection
marker. The efficiency of transformation was up to 53 transformants per 105 target
conidia. High mitotic stability of the transformants (89-97%) was demonstrated after five
successive transfers on non-selective media. Highly resistant transformants were
obtained which showed capacity of growing on increased concentrations of benomyl (up
to 100 pg ml-1). We obtained three putative T-DNA-tagged mutants with altered
protease production. Thus, the described protocol could provide an useful tool to tag
genes that may be important for pathogenesis and virulence of this fungus.

Keywords: Agrobacterium attachment, Agrobacterium tumefaciens-mediated
transformation, Metarhizium anisopliae var. acridum, benomyl resistance, protease
mutants
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1 INTRODUCTION

The entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae var. acridum is
regarded as one of the most promising species known in the development of practical
insect biological control agents of grasshoppers (Prior et al. 1992; Butt et al., 2001). In
Brazil, a biocontrol program has been assembled for the purpose of developing a native
strain (CG423) of M. anisopliae var. acridum as a bioinsecticide against the grasshopper
Rhammatocerus schistocercoides (Magalhdes 1997) which until recently has been a
major problem in Central Brazil causing severe agricultural losses.

Entomopathogenic fungi exhibit many attributes, which determine
virulence towards their hosts. Proteases are involved in insect cuticle degradation during
pathogenesis, assisting penetration and providing nutrients for further growth. Recent
studies based on the analysis of expressed sequence tag (EST) revealed the
expression of several proteases by M. anisopliae var. acridum during growth on
cockroach cuticle (Freimoser et al. 2003). The production of cuticle-degrading proteases
by strain CG423 after growth on grasshopper cuticle has been examined (Pinto et al.
2002; Tiago et al. 2002).

The development of efficient transformation systems for
entomopathogenic fungi is essential for testing candidate genes responsible for
pathogenicity and virulence making possible target improvements for the purpose of
biological control. Gene transfer systems have previously been reported for the strain
CG423 using a conventional method (protoplast-PEG) (Valadares-Inglis and Inglis,
1997; Furlaneto et al. 1999) and particle bombardment (Inglis et al. 2000).

Transformation efficiencies were low when using the PEG-method (Furlaneto et al.
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1999) while the biolistic method has shown to increase the transformant yield
considerably (Inglis et al. 2000).

In recent years, fungal transformation has progressed substantially due
to the development of a new approach based on the ability of the phytopathogen
Agrobacterium tumefaciens to transfer DNA to filamentous fungi (De Groot et al. 1998).
A. tumefaciens is a soil bacterium, which has the ability to transfer part of plasmid borne
DNA (T-DNA) to plants. This mechanism requires the presence of the virulence (vir)
region located on the Ti (tumor-inducing) plasmid which encodes most components of
the protein apparatus for T-DNA transfer and several chromosomal virulence genes
(chv) involved in the early stages of Agrobacterium attachment to the plant cells
(reviewed in Tzfira and Citovsky, 2000). The A. tumefaciens-mediated transformation
approach has been shown to be a good alternative to other fungal transformation
methods rendering in higher number of transformants (Amey et al. 2002; Campoy et al.
2003; Fitzgerald et al. 2003; Meyer et al. 2003). Furthermore, agro-transformation
represents a useful method for insertional mutagenesis studies since it generates a high
percentage of transformants with single T-DNA integration at random chromosomal sites
in the fungal genome (Mullins et al. 2001; Combier et al. 2003; Tsuji et al. 2003;
Leclerque et al. 2004). This transformation method has also been successfuly applied
for fungal gene replacement (Dobinson et al. 2003; Michielse et al. 2005).

In this paper, we report for the first time the attachment of Agrobacterium
to fungal host cells and an efficient protocol for the A. tumefaciens-mediated
transformation of M. anisopliae var. acridum. Mitotic stability and resistance levels of the
transformants were examined. We also evaluated transformants for changes in protease
production. This transformation approach would represent an useful tool for insertional

mutagenesis studies in M. anisopliae var. acridum.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Strains and plasmids

The M. anisopliae var. acridum strain CG423 was obtained from the
Cenargen/Embrapa collection of entomopathogenic fungi (Cenargen. Brasilia/DF -
Brazil). Agrobacterium tumefaciens strain AGL-1 was kindly provided by Dr. C. Peter
Romaine (Department of Plant Pathology. The Pennsylvania State University, USA).
The binary vectors pBINT6 and pCAB3100 were constructed by insertion of a 3.1-Kb
Hindlll fragment from pBT6 (Orbach et al. 1986), between T-DNA border sequences of
the backbones pBIN19 (Bevan 1984) and pPZP-201BK (Covert et al. 2001),
respectively. This fragment contains the structural B-tubulin gene (bml) from a benomyl-

resistant strain of Neurospora crassa.

2.2 Electron microscopic analysis of the co-cultivated pair

Initially, A. tumefaciens strain AGL-1 was transformed with the binary
vectors by a heat-shock method (Bowyer, 2001). A. tumefaciens transformants were
isolated on LB agar (Sambrook and Russel 2001) plates supplemented with 50 ug ml-1
of kanamycin and 50 pg ml-1 of streptomycin.

The co-cultivation of A. tumefaciens and M. anisopliae var. acridum was
analysed under scanning electron microscopy (SEM). An overnight culture of AGL-1
harboring the vector pBINT6 was grown at 28°C in liquid LB medium supplemented with

appropriate antibiotics. The mid-log phase culture (OD660 = 0,6) was centrifuged at
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9000g for 5 min at 4°C and cells resuspended in induction medium (IM) (Reis et al.
2004) to a final concentration of 108 cells mL-1. Fungal conidia were harvested from
sporulated cultures grown on agar plates with complete medium (CM) (Pontecorvo et al.
1953) and resuspended in the same liquid medium to a final concentration of 106
conidia ml-1. The co-cultivation was performed by addition of 100 ul of each suspension
in 24-wells plate containing 13-mm diameter cover glasses. The mix volume was
adjusted to 1 ml by addition of IM medium with or without 200 uM acetoseryngone (AS).
After co-cultivation at 28°C for 9 h the cover glasses were washed twice with sterile
distilled water followed by 2.5% glutaraldehyde fixation at room temperature for 2 h.
Post-fixation was carried out for 30 min at 280C with 1% osmium tetroxide in cacodylate
buffer containing 0.8% potassium ferricyanide and 5 mM CaCl2. Subsequently, the
samples were dehydrated in graded ethanol, critical point-dried in CO2, coated with
carbon in a Balzers system (MED 010) and viewed in a JEOL-JSM-6340F Field
Emission Scanning Electron Microscope. Images were obtained using secondary

electrons.

2.3 A. tumefaciens-mediated transformation

Transformation of M. anisopliae var. acridum was carried out as
described by Reis et al. (2004) with modifications. A. tumefaciens strain AGL-1
harboring the binary vectors was grown at 28°C for 18 h in liquid LB medium
supplemented with appropriate antibiotics. The culture was diluted to OD660 of 0.15 in

20 ml of IM medium added of 200 uM AS. The cells were grown under the same
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conditions until an OD660 of 0.6-0.8 was reached, corresponding to of approximately
108 ml-1. Co-cultivation between A. tumefaciens and M. anisopliae var. acridum was
performed by addition of 100 ul of bacterial culture in 100 pl of fungal conidia
suspension (1x106 conidia ml-1). This mix was plated on nitro-cellulose filters (0.45 uym
pore and 90 mm diameter, MFS-Japan) on a co-cultivation medium (same as IM
medium, except containing 5 mM instead of 10 mM glucose) with or without 200 uM AS.
Following co-cultivation at 28 °C for 36 h, 5 ml of molten CM agar supplemented with
benomyl (13 ug ml-1) and mefoxin (150 ug ml-1) were poured over the plates as an
overlay for the selection of fungal transformants and to inhibit growth of A. tumefaciens
cells, respectively. Each putative transformants was transferred to CM agar added of 13

Mg mi-1 of benomyl and plates were incubated as previously.

2.4 Mitotic stability and resistance analysis

Mitotic stability of the integrated T-DNA was assessed by successively
culturing of putative transformants on CM agar for five generations in the absence of
benomyl, after which transformants were transferred to CM agar added of benomyl (13
Mg ml-1). The resistance to benomyl was tested at different concentrations (13, 25, 50

and 100 pg mi-1). Plates were incubated at 28°C for 7 days.
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2.5 Protease assay

The putative transformants were initially screened for protease
production on agar plates containing minimal medium (MM) (Pontecorvo et al. 1953)
lacking nitrogen source and amended with 0.2% (w/v) skimmed milk. Conidia from wild-
type CG423 and transformants were point-inoculated onto solid media following
incubation at 28°C for 72 h. The plates were flooded with 100% acetic acid. The
unprecipitated zone of clearing showed the hydrolysis of milk due to the production of
protease. Protease secretion was measured as the ratio of diameters of the zone of
clearing plus colony to that of the colony. Protease activity was also determined in
culture supernatants from wild-type CG423 and transformants with altered protease
secretion by harvesting conidia from sporulated cultures grown on agar plates of MM
medium supplemented with 0.5% (w/v) Rhammatocerus. schistocercoides cuticle
(MM+cut), prepared from adult insects using an aqueous solution of 1 % (w/v)
potassium tetraborate. For enzyme production conidia were inoculated into 30 ml of
liquid MM+cut medium at 5 x 106 conidia ml-1 and grown in submerged cultures (180
rpom) at 28°C for up to 96 h. Following growth, mycelium was harvested by centrifugation
at 80009 for 15 min. The supernatants (extracellular fraction) were assayed for protease
activity. Proteolytic activity was quantified using the chromogenic substrate azocasein as
described by Tiago et al. (2004). The values represent the mean of three independent

experiments performed in duplicate.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

A. tumefaciens recognition of and attachment to the host cells is an early
and essential step of the infection process. Thus, we examined the ability of
Agrobacterium strain AGL-1 to attach to M. anisopliae var. acridum strain CG423 under
co-cultivation. As shown in Fig. 1 (A,B) Agrobacterium attaches to Metarhizium conidia-
germ tubes forming bacterial aggregates at and around the host cells, as found in
Agrobacterium-plant interaction (Matthysse et al 1981). We also observed the
occurrence of fibril-like structures connecting neighbouring bacterial-fungal cells (Fig.
1C,D). These structures were observed in both co-cultivations with and without AS, and
measured 82 nm (+ 12 nm) in width. According to Fullner et al (1996) the agrobacteria,
whose vir genes are induced by acetosyringone, can form surface protein structures
which are presumably involved in the transfer of T-DNA to plant cells. Chumakov et al
(2001) described microfibrils production by agrobacteria cells of both when in contact
with plant cells (wheat seedlings) and when in contact with each other. Currently, close
examination of A. tumefaciens cells paired with host cells other than plant cells is limited
to Streptomyces lividans cells (Kelly and Kado, 2002) and human cells (Kunik et al.,
2001). The latter authors described that the binding of Agrobacterium to human cells
requires the same bacterial factors needed for its attachment to plant cells.

We showed the applicability of the agro-transformation method for M.
anisopliae var. acridum using conidia as starting cells and benomyl resistance gene as
selective trait. For selection of resistant colonies in transformation experiments, 13.0 ug
ml-1 benomyl (2-fold the minimal inhibitory concentration) was applied as previously

described by Furlaneto et al. (1999).
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Putative transformants emerged from the selective medium as distinct
colonies within 7-10 days incubation, when the co-cultivation was performed in medium
added of inducer acetosyringone (AS). The addition of the inducer AS was essential for
transformation (Table 1). The plant phenolic AS induces expression of the bacterial vir
genes (Gelvin, 2000) and as it is not produced by fungi, its addition is essential for
successful Agrobacterium-mediated fungal transformation (De Groot et al. 1998).

The transformation frequencies achieved for Metarhizium strain CG423
using A. tumefaciens strain AGL-1, harboring vectors pBINT6 and pCAB3100, are given
in Table 1. These frequencies were much higher than previously reported using the
protoplast-PEG method (Furlaneto et al. 1999), particularly if the number of target cells
(conidia) is considered and comparable to the frequency obtained by particle
bombardment (Inglis et al. 2000). Our data demonstrate the advantage of using
Agrobacterium as a tool in M. anisoplaie var. acridum transformation, since this method
circumvents the time-consuming protoplast isolation and the need of the particle
bombardment equipment. The binary plasmid backbone seems to influence the
frequency of transformation since the employment of the plasmid pCAB3100 resulted in
higher number of transformants compared to that of pBINT6 (Table 1). The small
plasmid derived from pPZP201 series, like pCAB3100, possesses a high copy number
and the T-DNA is composed only of right and left borders with the gene of interess in the
multiple cloning site (Hajdukiewicz et al., 1994). Plasmids from pBIN19 are larger and
the replication origin from pRK252 cannot render high copy number. Furthermore, the T-
DNA of pBIN19 derived vectors are composed of genes coding for nopaline synthase,
neomycin phosphotransferase and the region from M13mp19 cloning vector that allow a

complementation screening during cloning steps (Bevan, 1984). This way, the
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differences like plasmid copy number and T-DNA composition appears as parameters
that influence DNA transfer to Metarhizium integration sites.

All putative transformants obtained from each vector were repeatedly
transferred to non-selective medium in order to investigate the mitotic stability of the
integrated T-DNA. Following five rounds of growth on non-selective medium (without
benomyl), clones were transferred to selective medium. High frequencies of mitotic
stability were observed (Table 1). These mitotic stabilities compare favorably with those
obtained for several filamentous fungi using Agrobacterium-mediated transformation
(Covert et al. 2001; Rho, et al. 2001; Fitzgerald et al. 2003; Meyer et al. 2003; Reis et al.
2004). The transformants analysed never formed sectors although variation in growth
rates and colony morphology were observed (data not shown).

In the present study agro-transformation yielded stable transformants of
M. anisopliae var. acridum capable of growing on increased concentrations of benomyl
(up to 100 pg mi-1) (Fig. 2). Highly resistant transformants were also obtained for
Verticillium fungicola (Amey et al. 2002). Since proteases produced by
entomopathogenic fungi are believed to play an important role in cuticle penetration (St
Leger 1995), the transformants were screened for altered protease production on agar
plates containing skimmed milk as the sole nitrogen source. Eight transformants
displayed lower protease secretion than the wild-type CG423 (data not shown). These
mutants were tested for protease production after growth in the presence of
grasshopper cuticle. Three putative T-DNA-tagged mutants (T11, T15 and T17) had a
significantly (Parwise t-Test) lower protease production compared to the wild-type

CG423 (Fig. 3).
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We now concentrate on the determination of the nature of the
transforming T-DNA insertions into the transformants genome and on the recovering of
T-DNA flanking sequences from the M. anisopliae var. acridum mutants by applying a
PCR-based technique named thermal asymmetric interlaced (TAIL)-PCR (Liu and
Whittier 1995). This approach is the major advantage of Agrobacterium-mediated
transformation over conventional plasmid transformation methods and has been
successfuly applied for the identification of melanin biosynthesis genes of Colletotrichum
lagenarium (Tsuji et al.,, 2003). Considering the efficiency and flexibility of the agro-
transformation protocol, this appears to be a highly efficient tool in characterising

virulence genes of M. anisopliae var. acridum.
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Table 1 Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of Metarhizium anisopliae
var. acridum conidia by use of benomyl selection and mitotic stability of transformants.

Plasmid present in 4. Percentage of
fumefaciens strain AS?®  Number of Ben® transformants?  mifotically stable
AGL-1 transformants °
+ 10 07 19 89
pBINTG
- 0 0 0
+ 39 45 33 97
pCAB3100
- 0 0 0

* Co-cultivations were done in the presence (+) or absense (-) of 200 uM acetosyringone
(AS). ® Each number represent an independent transformation experiment. © Mitotic stability
was based on growth in presence of benomyl (13pg ml'l} after five serial transfers on non-

selective medium (CM).
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Fig. 1. A. tumefaciens and Metarhizium anisopliae var. acridum interaction under co-
cultivation at a Field Emission Scanning Electron Microscope. (A,B) show the
attachment of Agrobacterium with aggregates at and around the host cells; (C,D) show
the presence of fibril-like structures (arrow) connecting neighbouring cells. At:
Agrobacterium tumefaciens; C: Metarhizium anisopliae var. acridum conidia; Gt:

Germinative tube; Bars = 1 ym.
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Fig. 2 Growth of wild-type strain (CG423) and 10 putative transformants on CM medium
(a) and selective medium (CM plus 100 ug ml-1 benomyl) (b). Arrows indicate wild-type
CG423 inocula.
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shown. The asterisk represents significant differences (P<0.05) between wild-type
CG423 and transformants according to the Parwise t-Test.
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3 CONCLUSOES

* A interacdo de AGL-1 com M. anisopliae var. acridum no co-cultivo
parece ocorrer através de estruturas semelhantes a fibrilas;

* A obtencado de transformantes de M. anisopliae var. acridum via A.
tumefaciens € dependente da presenga de acetoseringone;

* A linhagem AGL-1 foi efetiva na transformacgéo do isolado CG423;

» Vetores binarios contruidos a partir de backbones distintos influenciou
na eficiéncia de transformacao do isolado CG423;

* A maioria dos transformantes testados apresentaram estabilidade
quanto ao fendtipo de resisténcia ao benomil apds 5 ciclos mitéticos;

* A metodologia de agro-transformagao propiciou a obtencdo de
transformantes altamente resistentes ao benomil;

* A metodologia de agro-transformagao permitiu a obtengdo de mutantes

com alteracéo de atividade proteolitica.
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ANEXO | - Transformacao da linhagem AGL-1 de Agrobacterium tumefaciens com

os vetores binarios pBINT6 e pCAB3100.

Células de A. tumefaciens (AGL-1) foram inoculadas em 5 mL de LB
liquido (REIS et al., 2004) e incubadas por 18 horas a 28°C a 180 rpm. Um volume de 2
mL desta cultura foi transferido para um erlenmeyer contendo 50 mL de meio LB liquido
pré-aquecido. A cultura foi incubada a 28°C/180 rpm até alcancgar a densidade 6ptica
(DO600) de 0,5-1,0. Apos este periodo, a cultura foi mantida em banho de gelo por 15
minutos, seguida de centrifugagcao a 5000 rpm/4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspendidas em 1 mL de CaCl2 20 mM gelado. Foi
adicionado 1 ug de DNA plasmidial (pBINT6 e pCAB3100) a um volume de 100 pL
desta solugédo. A mistura foi incubada por 30 minutos no gelo e em seguida colocada
em nitrogénio liquido até a suspensdo congelar. Apos este periodo, a mistura foi
imediatamente transferida um banho-maria a 37°C e mantida nesta temperatura por 5
minutos. Em seguida, foi adicionado 1 mL de meio LB liquido e as células incubadas
por 2 horas a 28°C sob agitagao (70 rpm). Por fim, as células foram centrifugadas por
30 segundos a 5000 rpm/4°C, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em 100 uL de meio LB liquido. A suspenséo foi plaqueada em meio LB
sélido (REIS et al., 2004) suplementado de canamicina (50 ug.mL-1) e estreptomicina
(50 pg.mL-1), para a selegdo das colénias transformadas (AGL-1::pBINT6 e AGL-
1::pCAB3100) e manutencéo do plasmidio Ti desarmado, respectivamente. A cultura foi

incubada por pelo menos 2 dias a 28°C para o isolamento das coldnias transformantes.
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ANEXO Il - Ensaio de adesdo entre Agrobacterium tumefaciens e conidios de

Metarhizium anisopliae var. acridum (CG423).

A interagao entre Agrobacterium tumefaciens e Metarhizium anisopliae
var. acridum durante o co-cultivo foi analisada sob Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV). Inicialmente foram preparadas as células bacterianas e fungicas, seguido da
montagem do sistema de co-cultivo em laminulas de vidro (Figura 3) e finalmente a
preparagao das laminulas para a microscopia eletrénica (Figura 4).

A linhagem AGL-1 de A. tumefaciens, contendo o vetor pBINT6 (Anexo
1), foi crescida em meio de cultura LB sélido (REIS et al., 2004) suplementado com o
antibiético canamicina (50 pg.mL-1). A cultura foi incubada a 28°C por 48 horas. Uma
colénia desta cultura foi transferida para meio LB liquido (REIS et al.,, 2004)
suplementado com canamicina (50 pg.mL-1) e incubada a 28°C sob agitagao (180 rpm)
por 24 horas. ApoOs este periodo a cultura foi transferida para um novo tubo contendo o
mesmo meio de cultura e incubada nas mesmas condi¢des, até alcancar a metade da
fase logaritmica de crescimento (aproximadamente 6 horas). As células bacterianas
foram centrifugadas a 9000g por 5 minutos a 4°C e ressuspendidas em meio de
indugdo (MI) (REIS et al.,, 2004) suplementado com acetoseringona 200 uM. A
concentragao bacteriana desta suspensao foi ajustada para 108 células.mL-1.

O isolado CG423 de M. anisopliae var. acridum foi inoculado placas
contendo meio completo (MC) (PONTECORVO et al., 1953) e incubado a 28°C por 7
dias. A partir desta cultura, foi preparada uma suspensao de conidios em meio Ml
suplementado com acetoseringona 200 pM. A concentracdo de conidios desta

suspensao foi ajustada para 106 células.mL-1.
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O co-cultivo foi preparado adicionando 100 pL de cada suspensao em
placas de 24 wells contendo laminulas de 13 mm de didametro. A mistura foi ajustada
para 1 mL com meio M| suplementado de acetoseringona 200 uM, sendo de 1:100 a
razao final entre células fungicas e bacterianas. O co-cultivo foi realizado a 28°C por um
periodo de 9 horas. O experimento também foi efetuado na auséncia do composto
acetoseringona em todas as etapas.

Apos o periodo de co-cultivo, o meio de cultura foi removido e as
laminulas lavadas duas vezes em agua destilada esterilizada. Em seguida, as laminulas
foram fixadas com 200 pL de glutaraldeido 2,5% (preparado em paraformaldeido 4%,
acido picrico 0,2% e tampao cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2) por 2 horas a
temperatura ambiente. O fixador foi removido e as laminulas foram pds-fixadas em
tetroxido de 6smio 1% (OsO4 preparado em tampao cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2
suplementado com ferricianeto de potassio 0,8% e CaCl2 5 mM) por 30 minutos a 28°C.
As amostras foram desidratadas em um gradiente de etanol (25%, 50%, 75%, 95% e
100%), realizado o ponto-critico em CO2 liquido, submersas em carbono no Balzer
MED 010, e finalmente analizadas no Microscopio Eletrénico de Varredura modelo

JEOL-JSM-6340F.
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Figura 3. Preparo do sistema de co-cultivo de conidios de M. anisopliae var. acridum e

células de A. tumefaciens em placas de 24 wells contendo laminulas de 13 mm

Eta

Y —-7

Ponto-critico
nol

(gradiente)

OO0 :

300300 . |3neas] . (258080,
QOO0 QOO 90,0000,
COCCO0 oo OOOOC0O

0000
H20 dest Clutaraldeido 2,5% 0s041%
2 hrs 30 min.

| A

Observagdo das
amostras em MEV

Figura 4. Preparo das laminulas para observacdao em MEV.
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ANEXO III - Protocolo de transformacédo de Metarhizium anisopliae var. acridum

(CG423) via Agrobacterium tumefaciens.

A transformacgédo de M. anisopliae var. acridum via A. tumefaciens foi
realizada com modificacbes da metodologia de Reis et al. (2004). As células
bacterianas e fungicas foram preparadas em meio de indugdo com acetoseringona
(Figura 5), seguido da montagem do sistema de co-cultivo e posterior selegdo dos
transformantes em meio de cultura contendo o fungicida benomil (Figura 6).

As linhagens AGL-1::pBINT6 e AGL-1::pCAB3100 de A. tumefaciens
foram inoculadas em 7 mL de meio LB liquido contendo canamicina (50 ug.mL-1) e
estreptomicina (50 pg.mL-1) e incubadas a 28°C sob agitagdo (180 rpm) durante 18
horas. Apds este periodo, as células foram diluidas para a densidade 6ptica (DO660)
de 0,15 em um volume final de 20 mL de meio MI contendo 200 yM de acetoseringone
(MIAS). A cultura foi incubada por aproximadamente 7 horas a 28°C sob agitagdo (180
rom) até a DO660 final de 0,6-0,8.

O isolado CG423 de M. anisopliae var. acridum foi inoculado placas
contendo meio completo (MC) (PONTECORVO et al., 1953) e incubado a 28°C por 7
dias. A partir desta cultura, foi preparada uma suspensao de conidios em meio Ml
suplementado com acetoseringona 200 pM. A concentracdo de conidios desta
suspensao foi ajustada para 106 células.mL-1.

Um volume de 100 pL da suspensao de conidios foi adicionado a 100 uL
de células de AGL-1 contendo os vetores binarios. A mistura foi plagueada sobre
membranas de nitrocelulose esterelizadas (90 mm de didmetro e poros de 0.45 mm,

MFS-Japan), depositadas sobre a superficie de placas de petri contendo meios Ml
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(controle) e MIAS solidificado. O co-cultivo foi incubado a 28°C por 36 horas. Apos este
periodo, foi acrescentado 5 mL de meio seletivo (MC contendo benomil 13 pg.mL-1 e
mefoxina 150 pg.mL-1) sobre a membrana de nitrocelulose. As placas foram
novamente incubadas a 28°C até o surgimento de colénias transformantes sobre o
meio seletivo. As coldnias transformantes foram isoladas em novo meio seletivo e

incubadas por 21 dias a 28°C.

R

CG423 108 conidios.mL""
MC 5 mL MIAS

28°C O/N 28°C/180 rpm (6h)
J = mf i=n

AGL1 DOes0=0,15 0,6 <DOses0 < 0,8
LB+can 50 pg.mL" MI + AS 200 uM

Figura 5. Preparo das células fungicas (10e conidios.mL-1) e bacterianas (DOesso 0,6-0,8)
em meio de indug&o acrescido de acetoseringona 200 uM (MIAS)

/<
=
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(co-cultivo)
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Figura 6. Preparo do sistema de co-cultivo de conidios de M. anisopliae var. acridum e
células de A. tumefaciens em placas de MIAS e selecéo dos transformantes.
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