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DONATTI, Ariane Coelho. Estudo de proteses degradadoras de culticula produzidas
por Beauveria bassiana. 2007. 91f. Dissertagdo ( Mestrado em Microbiologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2007.

RESUMO

O fungo entomopatogénico Beauveria bassiana ¢ considerado um promissor agente de
controle microbiano de insetos-praga da agricultura, a exemplo, do gafanhoto Rhammatocerus
schistocercoides que ataca plantagdes economicamente importantes na regido Centro-oeste
brasileira. B. bassiana ¢ capaz de penetrar na cuticula do hospedeiro através de agdo mecanica
exercida pelo apressorio e agdo de enzimas degradadoras de cuticula, como as proteases, que
sdo consideradas fatores de viruléncia. O isolado CG425 de B. bassiana apresenta viruléncia
comprovada contra R. schistocercoides. A produgdo de proteases extracelulares, tipo
subtilisina (Prl) e tipo tripsina (Pr2) pelo isolado CG425 foi analisada apods crescimento em
meio contendo cuticula de R. schistocercoides e substrato ndo cuticular. A producdo de
proteases tipo-Prl e tipo-Pr2 foi superior em presenga de cuticula, sugerindo que estes tipos
proteoliticos sdo induzidos por componentes cuticulares. Os valores superiores de Prl em
relacdo a Pr2 sugerem que o sistema de regulacdo destas enzimas pode ser distinto. A
regulacdao da producao de proteases tipo-Prl e tipo-Pr2 foi analisada apds cultivo do isolado
CG425 na presenga de diferentes aminoacidos. Dos aminodcidos testados, apenas a
metionina, que ¢ um aminoacido pouco encontrado na cuticula de algumas espécies de
gafanhotos, parece ter papel na expressdo destes tipos proteoliticos. Transformantes de B.
bassiana obtidos via transformagdo por Agrobacterium tumefaciens foram analisados quanto
a alteracdes na conidiagdo, uma vez que a producdo de conidios por fungos
entomopatogénicos ¢ uma caracteristica importante no contexto de controle microbiano de
pragas. Dos 179 transformantes analisados, 14 apresentaram alteragdes quanto a conidiagao,
comparativamente ao isolado selvagem. Um dos transformantes com tal alteracao foi
submetido a analise por TAIL-PCR com vistas a identificacdo e etiquetagem de seqiiéncias de
DNA gendmico que flanqueiam a regido de T-DNA neste transformante.

Palavras-chave: Beauveria bassiana. Protease tipo-subtilisina. Protease tipo-tripsina.
Rhammatocerus schistocercoides. Mutantes insercionais.
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bassiana Beauveria. 2007. 91f. Dissertation (Master Dregree in Microbiology) —
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ABSTRACT

The entomopathogenic fungus Beauveria bassiana is considered a promising agent of
microbial control of insects considered pests of agriculture, such as, the grasshopper
Rhammatocerus schistocercoides. This grasshopper attacks economically important
plantations in the center-west Brazil. B. bassiana is capable to penetrate through cuticle of the
host by apressorium formation and production of cuticle-degrading enzymes, such as
proteases, that are considered virulence factors. The isolate CG425 of B. bassiana presents
virulence against R. schistocercoides. The production of extracellular proteases, subtilisin-like
(Prl) and trypsin-like (Pr2) by isolate CG425 was analyzed after growth in medium
supplemented with R. schistocercoides cuticle and non-cuticular substrate. The production of
proteases Prl and Pr2 was higher in presence of cuticle, suggesting that these proteases-types
are induced for components of the cuticle. The higher values of Prl compared to that of Pr2
suggests that the regulation system of these enzymes is distinct. The regulation of proteases
production (Prl and Pr2) by CG425 was also analyzed in cultures contained different amino
acids. Of tested amino acids, only the methionine, that is an amino acid few found in cuticle
of some grasshoppers species, seems to have a role in the expression of these proteoteases.
Transformants of B. bassiana obtained by the employment of Agrobacterium tumefaciens-
mediated transformation had been analyzed concerning alterations conidia production, due to
the fact that the production of conidia by entomopathogenic fungus is an important feature in
the context of microbial control of pests. Of the 179 transformants analyzed, 14 had presented
alterations in production of conidia, compared to that of the wild-type strain. One of the
transformants with such alteration was submitted to the TAIL-PCR analysis aiming at the
identification of genomic DNA sequences spanning the insertion junction of the T-DNA.

Keywords: Beauveria bassiana. Subtilisin-like protease. Trypsin-like protease.
Rhammatocerus schistocercoides. Insertional mutants.
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PARTE I
Regulacéo da producéo de proteases degradadoras de cuticula (Prl e Pr2)

pelo isolado CG425 de Beauveria bassiana
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1 INTRODUCAO

Atualmente, muitas espécies de gafanhotos sdo consideradas pragas da
agricultura em quase todo o planeta. Na regido centro-oeste do Brasil, a espécie
Rhammatocerus schistocercoides representa uma praga de plantas nativas ¢ cultivadas nesta
regido. O fungo entomopatogénico Beauveria bassiana tem se mostrado um promissor agente
microbiano para o controle de gafanhotos. O isolado brasileiro denominado CG425 de B.
bassiana foi virulento e capaz de esporular internamente no gafanhoto R. schistocercoides
(MAGALHAES et al., 2000).

Os fungos entomopatogénicos apresentam varios determinantes de
entomopatogenicidade, incluindo a produgdo de enzimas degradadoras de cuticula, tais como,
proteases e quitinases. Em Metarhizium anisopliae as proteases degradadoras de cuticula mais
amplamente estudadas sdo as proteases do tipo-subtilisina (Prl) e tipo-tripsina (Pr2) (St.
LEGER, 1995).

Quanto a proteases produzidas por B. bassiana, Bidochka e Khachatourians
(1987) identificaram a producdo de uma protease extracelular apds crescimento em meio
contendo gelatina como unica fonte de carbono e nitrogénio. Esta protease apresentou
atividade de endopeptidase e sua inibi¢do por fluoreto de fenilmetil-sulfonil (PMSF) indicou
tratar-se de uma serino protease.

Posteriormente, Urtz e Rice (2000) purificaram e caracterizaram uma
protease extracelular a qual foi denominada BBP (Beauveria bassiana protease), e uma
protease tipo-subtilisina (Prl). Segundo os autores, BBP foi caracterizada como uma serino-
protease com atividade tipo quimotripsina e apresentou ponto isoelétrico € massa menores que
Prl. As duas proteases apresentaram igual atividade degradadora de cuticula, embora Prl seja
sintetizada anteriormente a BBP.

A regulagdo destas proteases ¢ complexa, envolvendo indugdo pelo
substrato e repressdo por carbono e nitrogénio. Campos et al. (2005) observaram que as
maiores atividades proteoliticas de B. bassiana foram observadas quando o fungo foi
cultivado na presenga de substrato cuticular, enquanto o aminodcido alanina, um dos
principais componentes da cuticula de carrapato, inibiu a secre¢ao de proteases.

O estudo da produgdo e regulagdo de proteases por B. bassiana CG425
torna-se importante visando sua futura utilizagdo no controle bioldgico de insetos-praga,

particularmente de gafanhotos.
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1.1 OBJETIVOS

e Avaliar a produ¢do de proteases extracelulares do tipo-subtilisina (Prl)
e tipo-tripsina (Pr2) pelo isolado CG425 de Beauveria bassiana, em presenca e auséncia de
cuticula do gafanhoto Rhammatocerus schistocercoides;

e Analisar a regulacdo da producdo de proteases do tipo-Prl e tipo-Pr2 na
presenga de substratos simples (glucose e aminoacidos) e complexos (cuticula suplementada

com glucose ¢ aminoacidos).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONTROLE MICROBIANO DE GAFANHOTOS POR BEAUVERIA BASSIANA

Os insetos considerados praga da agricultura hd muito tempo causam
grandes prejuizos por atacarem lavouras economicamente importantes. O controle desses
insetos normalmente ¢ feito pelo emprego de agrotoxicos (controle quimico) utilizando
inseticidas que causam grandes danos ao meio ambiente ¢ podem contaminar o agricultor.
Além disso, este tipo de controle causa a selecdo de insetos resistentes fazendo com que uma
quantidade cada vez maior de inseticida seja empregada, elevando os custos da produgao.

Na tentativa de reduzir o emprego de inseticidas, tem-se estudado a
utilizacao de microrganismos que sdo patdgenos naturais desses insetos. Este tipo de controle
apresenta algumas vantagens como a especificidade, ndo prejudicando insetos considerados
ecologicamente importantes, além de diminuir o desenvolvimento de resisténcia. O controle
microbiano também ndo causa danos ao ambiente ¢ é mais duradouro, j& que o fungo
permanece mais tempo no ambiente. Por outro lado, ha algumas desvantagens, como a acao
lenta em matar o inseto, cuidados no armazenamento visando a manuten¢do da viabilidade e
viruléncia e a necessidade de condi¢des ambientais favoraveis para seu emprego, como
temperatura, umidade, luminosidade e radiagdo (ALVES, 1998a).

Dentre os microrganismos, os fungos sao considerados os mais promissores
para o controle de insetos, j& que € o Unico grupo microbiano capaz de invadir o inseto pela
cuticula externa (GOETTEL et al., 1995), enquanto os demais patdogenos precisam ser
ingeridos para iniciar a doenga. Devido a este mecanismo de infec¢do especializado, alguns
fungos podem infectar os hospedeiros em diferentes estagios de desenvolvimento (McCOY e
MILANI-TIGANO, 1996).

Cerca de 80% das doengas em insetos sdo originadas por fungos
entomopatogénicos, os quais se distribuem em cerca de 90 géneros e mais de 700 espécies. Os
principais géneros sdo Beauveria, Metarhizium, Paecilomyces, Nomurea, Verticilium e
Entomophthora (ALVES, 1998b). Segundo este autor, a grande variabilidade genética desse
grupo possibilita a sele¢do de linhagens mais eficientes para pragas especificas, podendo atuar
de forma seletiva preservando popula¢des de insetos ndo alvos. Além disso, estes

microrganismos apresentam alto potencial de dissemina¢do pelo ambiente. Em geral, o
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bioinseticida ¢ capaz de permanecer no ambiente e continuar a mortalidade dos insetos em
geragdes subseqiientes, diminuindo oviposi¢ao, a viabilidade de ovos e aumentando a
sensibilidade da populagdo a outros agentes bioldgicos e quimicos.

O género Beauveria compreende diversas espécies, sendo Beauveria
bassiana a mais empregada como agente de controle microbiano (BUTT et al., 2001). B.
bassiana pertence a divisdo Ascomicota, ordem Hypocrealean (CHO et al., 2006). Esta
espécie apresenta uma forma de vida unica, sendo saprofita facultativo, ou ainda ocorrendo na
forma endofitica em milho (BING; LEWIS, 1992), além de seu potencial patogénico. B.
bassiana produz pelo menos trés estruturas reprodutivas, sendo estas, conidio aéreo,
blastosporos in vitro e conidios submersos, as quais apresentam diferentes propriedades
morfoldgicas e bioquimicas (THOMAS et al., 1987; JEFFS et al., 1999). Os conidios aéreos
sdo produzidos em células conidiogénicas a partir de hifas e micélio em superficies solidas
(HEGEDUS et al.,, 1992), sendo normalmente empregados como agente infeccioso em
praticas de controle bioldgico. Os blastosporos in Vitro representam um estado vegetativo
produzido em meios ricos em nutrientes e sdo liberados a partir da hifa em crescimento
(BIDOCHKA et al., 1987). Ja a producdo de conidios submersos representa uma adaptagdo a
condi¢des de estresse nutricional (BIDOCHKA et al., 1987).

B. bassiana apresenta ampla distribui¢do geografica e é parasita natural de
um grande numero de artrépodes, ocorrendo em mais de 200 espécies de insetos além de
acaros. Em condigdes de laboratério pode colonizar a maioria dos insetos, sendo que no
campo ocorre de forma enzodtica e epizoodtica em coledpteros, lepidopteros e hemipteros, e
em ocorréncias enzooticas sobre dipteros, himenodpteros e ortopteros (ALVES, 1998b).

O potencial de B. bassiana para o controle de gafanhotos ja ¢ conhecido
desde 1936, quando Schaefer reportou que uma grande nuvem do gafanhoto Nomadacris
semptemfasciata (Seville) foi dizimada por este fungo na Africa do Sul (SHAEFER, 1936
apud JEFFS et al., 1997).

Em estudos de campo, Johnson e Goettel (1993) demonstraram pela
primeira vez um controle efetivo do gafanhoto migratério Melanoplus sanguinipes por B.
bassiana. Segundo estes autores, a razdo de colonizacdo foi de 70% apds dois dias de
aplicacdo dos conidios. Em contraste, Inglis et al. (1997) observaram baixa eficicia de B.
bassiana (linhagens GHA92 ¢ GHA94) contra M. sanguinipes. Segundo os autores, as
condi¢des ambientais foram determinantes nos resultados obtidos.

Posteriormente, Delgado et al. (1999) demonstraram a viruléncia de B.

bassiana contra 30 espécies de gafanhotos em campo. Segundo estes autores, a aplicagdo
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integrada de conidios de B. bassiana e um formulado quimico (diflubenzuron) resultou em
maior mortalidade de gafanhotos, pois o emprego do inseticida facilitou a infec¢ao pelo
fungo. Estes resultados refor¢am a possibilidade de utilizagdo de B. bassiana em programas
de manejo integrado de pragas (MIP).

Em 1999 um produto comercial a base de conidios de B. bassiana,
denominado “Mycotrol” foi registrado nos Estados Unidos, e desde entdo tem sido empregado
em campo para o controle de uma grande variedade de insetos-praga, incluindo gafanhotos.
Segundo Wraight et al. (2001), a viabilidade e infectividade dos conidios deste formulado
permanecem inalteradas mesmo apo6s longos periodos de estocagem.

No Brasil, uma das espécies de gafanhoto mais danosas a agricultura ¢
Rhammatocerus schistocercoides que ataca plantagdes e pastagens nativas no Estado do Mato
Grosso. A linhagem CG425 de B. bassiana foi testada contra este gafanhoto, mostrando alta
viruléncia e capacidade de esporular internamente no inseto em condi¢des de alta umidade

relativa, o que mostra seu potencial no controle desta praga (MAGALHAES et al., 2000).

2.2 PROCESsO DE INFECCAO E FATORES DE VIRULENCIA

Existem varios fatores de patogenicidade envolvidos no controle de insetos
por fungos, tornando este mecanismo multifatorial (ALVES, 1998a; CLARKSON et al.,
1998; St LEGER et al., 1991).

A cuticula dos insetos forma uma barreira contra organismos que nao
possuem um mecanismo ativo para a sua penetracao (virus, bactérias e protozoarios). Como ja
mencionado, somente fungos entomopatogénicos podem invadir seus hospedeiros através da
cuticula, rompendo esta barreira por mecanismos enzimaticos e/ou quimicos. A cuticula
compreende uma delgada epicuticula de lipidios e proteinas cobrindo uma compacta
procuticula que ¢ composta por microfibrilas de quitina embebidas em proteina. Sua
resisténcia mecanica deve-se, em grande parte, a sua resisténcia bioldgica pela associagdo
destes componentes (St. LEGER, 1995).

Segundo Alves (1998b) a infecgdo por B. bassiana ocorre normalmente via
tegumento, onde o fungo germina em 12 a 18 horas, dependendo da presenca de nutrientes
(fontes de carbono e nitrogénio). A penetragdo tegumentar (Figura 1) ocorre devido a uma

acdo mecanica (pressdo da hifa que rompe &areas membranosas ou esclerotisadas) e
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enzimatica, resultante da produgdo de enzimas (proteases e quitinases) que facilitam a
penetracao. Como as proteinas sdo os maiores componentes da cuticula do inseto, acredita-se
que proteases extracelulares produzidas por B. bassiana tenham um papel fundamental na
hidrélise da cuticula e entrada do fungo na hemocele do hospedeiro. Decorridas 72 horas da
inoculacdo, o inseto apresenta-se totalmente colonizado. Sobre o inseto morto ocorre
formacdo de grande quantidade de conidioforos e conidios, e internamente, formam-se
estruturas fungicas e produ¢do de toxinas na forma de cristais. Além da presenca das toxinas,
a morte do hospedeiro ocorre devido a alteracdes patologicas na hemocele, agdo histolitica,
bloqueio mecanico do aparelho digestério e outros danos fisicos devido ao crescimento
vegetativo do fungo. Um processo de infec¢do semelhante foi descrito para M. anisopliae var.

anisopliae (St. LEGER et al., 1991).

Apressorio

Conidio
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Epicuticula

Procuticula

Epiderme

| < =— Blastosporos
| © ©
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Figura 1 — Estrutura da cuticula de inseto e modo de penetracdo pelo fungo, reproduzido a
partir de Clarkson & Charnley (1996).

A composi¢ao da cuticula do gafanhoto Schistocerca gregaria foi estudada
por St. Leger e colaboradores (1986) que verificaram que esta € composta principalmente por
proteinas ricas em aminodcidos alanina, glicina e prolina, enquanto fenilalanina foi o
aminoacido encontrado em menor propor¢do. Hackman e Goldberg (1987) ao estudar a
cuticula abdominal de fémeas adultas do gafanhoto Locusta migratoria migratorioides
verificaram que os principais aminoacidos presentes sdo glicina, 4cido glutdmico, prolina e
alanina e que, metionina ¢ o aminoacido presente em menor quantidade. J4 o gafanhoto
Melanoplus sanguinipes apresenta proteinas covalentemente ligadas ricas em alanina e
prolina, sendo que cisteina e metionina estavam ausentes na cuticula deste gafanhoto

(BIDOCHKA; KHACHATOURIANS, 1992).
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Os fungos entomopatogénicos apresentam varios determinantes de
entomopatogenicidade, incluindo a produgdo de proteases degradadoras de cuticula, dentre as
quais, proteases do tipo-subtilisina (Prl) e do tipo-tripsina (Pr2). Proteases do tipo subtilisina
produzidas por Metarhizium anisopliae representam o melhor modelo de determinante de
patogenicidade em fungos entomopatogénicos (St. LEGER, 1995).

As proteases do tipo-subtilisina e tipo-tripsina fazem parte do grupo das
serino proteases por possuirem um residuo serina no sitio ativo. Tripsina e subtilisina sdo
cineticamente muito similares hidrolisando peptideos e substratos ésteres sintéticos. Seus
picos de atividade sdo proximos aos valores de pH 7 e 8, decaindo em pH mais acido
(FERSHT, 1977). A maior diferenca entre as serino proteases ¢ a especificidade, sendo a
tripsina especifica para peptideos e ésteres dos aminoacidos lisina e arginina e a subtilisina
especifica para a fragdo hidrofobica de cadeias de fenilalanina, tirosina e triptofano (FERSHT,
1977).

Proteases do tipo Prl e Pr2 j& foram detectadas em sobrenadante de cultivo
de diversas espécies entomopatogénicas, incluindo B. bassiana (St. LEGER et al., 1987b).
Segundo os autores, as enzimas do tipo Prl produzidas pelos fungos analisados apresentaram
similaridades quanto a especificidade pelo substrato, porém, anticorpos contra proteases de M.
anisopliae var. anisopliae reagiram somente com proteases produzidas por isolados da mesma
espécie, ndo ocorrendo reagdo com as proteases produzidas pelas demais espécies analisadas.

O papel de Prl na degradagdo de proteinas cuticulares foi descrito por St.
Leger et al. (1988). Estes autores verificaram que durante a infecgdo de Manduca sexta por M.
anisopliae var. anisopliae, a presenca de inibidor de Prl ou anticorpos IgG (especifico para
Prl) reduziu a taxa de mortalidade do inseto. Observou-se também que ndo ocorreu
penetracdo do fungo através da cuticula, embora tenha ocorrido germinagdo e formagdo de
apressorios na superficie cuticular. O papel de Prl na degradagdo localizada de proteinas
cuticulares foi corroborado pelo fato de que esta enzima foi a principal protease produzida por
estruturas infectivas (apressorio e tubos germinativos) durante a infeccao (St. LEGER et al.,
1989).

Com relagdo ao papel de Pr2 no parasitismo, Paterson et al. (1994a)
relataram que esta enzima estaria envolvida na ativagdo ou indugdo de Pr1 em M. anisopliae.
Segundo St. Leger et al. (1996) Pr2 foi secretada por estruturas de infec¢do (apressorio) na
superficie da cuticula de M. sexta e pela hifa penetrante, sugerindo que esta enzima deve ter

um papel complementar ao de Prl na degradacdo de proteinas cuticulares.
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Pinto et al. (2002) analisaram a producao de proteases extracelulares (Prl e
Pr2) a partir de sete isolados de M. anisopliae var. acridum apos crescimento em meio
contendo cuticula de R. schistocercoides e substratos nao cuticulares. Estes autores
observaram a ocorréncia de variabilidade natural entre os isolados quanto a producdo das
proteases analisadas, sendo que o substrato influenciou sua expressao. Os maiores valores de
atividade enzimatica foram observados em meio contendo cuticula, sendo que Prl foi
produzida em maior quantidade quando comparada a Pr2.

Um dos primeiros trabalhos sobre a producdo de proteases degradadoras de
cuticula por B. bassiana foi realizado por Bidochka e Khachatourians (1987) que
identificaram a producao de uma protease extracelular pela linhagem GK2016 quando esta foi
crescida em um meio contendo gelatina como Unica fonte de carbono e nitrogénio. Esta
protease possui aproximadamente 35 kDa e apresentou atividade 6tima em pH 8,5 e a 37° C,
sendo rapidamente inativada a 50°C. Estes autores demonstraram a atividade endopeptidase
da protease, ja que hidrolisou elastina, caseina e gelatina, mas foi pouco ativa em soro
albumina bovina e colageno. A inibi¢ao por fluoreto de fenilmetil-sulfonil (PMSF) indicou a
presenga de um residuo de serina no sitio ativo da enzima.

Posteriormente, a comparagdo de uma linhagem selvagem de B. bassiana
com uma linhagem mutante, deficiente na producao de protease, confirmou a importancia das
proteases como fator de viruléncia para esta espécie, ja que a linhagem mutante apresentou
um decréscimo no grau de viruléncia contra o gafanhoto Melanoplus sanguinipes
(BIDOCHKA; KHACHATOURIANS, 1990).

Urtz e Rice (2000) purificaram e caracterizaram uma protease extracelular
de B. bassiana, a qual foi denominada BBP (Beauveria bassiana protease). Esta enzima foi
produzida nos estdgios tardios do crescimento flingico em meio contendo gelatina, sendo
inibida por PMSF e quimostatina. Segundo os autores, BBP ¢ uma serino-protease com
atividade tipo quimotripsina e especificidade pelo substrato meosuc-ala-ala-pro-met-p-
nitroanilina. A BBP apresentou estabilidade a 25°C e valor de pH 6timo alcalino (7,5 - 9,5).
Neste mesmo trabalho foi também purificada uma protease tipo subtilisina (Prl), a qual foi
caracterizada baseando-se no ponto isoelétrico, seqiiéncia amino-terminal, especificidade pelo
substrato (suc-ala-ala-pro-phe-p-nitroanilina) e habilidade em degradar cuticula. Uma analise
comparativa entre as duas revelou que BBP tem um ponto isoelétrico inferior (pI 7,5) quando
comparado com o da Prl (pI > 10) e apresenta um peso molecular menor. No entanto, as duas
proteases tém igual atividade degradadora de cuticula, embora Prl seja sintetizada

anteriormente a BBP.
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A regulacdo dos genes que codificam enzimas degradadoras de cuticula ¢
complexa, usualmente envolvendo uma combinagao de indugdo pelo substrato e repressao por
carbono e nitrogénio. Clarkson e Charnley (1996) relataram que a adigdo de glucose ou
alanina durante a germinagdo do conidio de M. anisopliae in vitro reprime a formacao do
apressorio e a expressao de protease tipo-Pr1, sugerindo a ocorréncia de regulagdo coordenada
por repressao catabolica. O mesmo foi confirmado para Pr2, ocorrendo repressao catabolica
na presenca de glucose ou aminoécidos (St. LEGER et al., 1987a, b; PATERSON et al.,
1994b).

Recentemente, Campos et al. (2005) estudaram a producdo de proteases por
B. bassiana em presenga de cuticula do carrapato Boophilus microplus e de diferentes
aminodcidos. Segundo estes autores, as maiores atividades proteoliticas foram observadas
quando o fungo foi crescido na presenca de substrato cuticular, enquanto o aminoécido
alanina, que ¢ um dos principais componentes da cuticula do carrapato, inibiu a secre¢do de
proteases.

A composi¢do de aminodcidos das proteinas presentes na cuticula do
hospedeiro pode influenciar o desenvolvimento do fungo e o processo de infec¢do. Smith e
Grula (1981) estudaram a influéncia de diversos aminodcidos na germinagao e crescimento de
B. bassiana e observaram que no minimo trés dos aminoacidos testados foram necessarios
para uma boa germinagdo e crescimento, embora tenha sido observada germinagdo em menor
extensdao quando alanina, histidina ou fenilalanina foram testadas individualmente. A auséncia
de alanina sempre resultou em baixa freqiiéncia de germinacdo e crescimento da hifa,
demonstrando que, embora o fungo ndo tenha requerimentos especificos de aminoacidos
individuais, alguns sdo preferencialmente utilizados para o seu desenvolvimento.

Bidochka e Khachatourins (1994) testaram a adsorcdo de proteases de B.
bassiana, M. anisopliae e Verticillium lecanii a cuticula de Galleria mellonella na presenga de
cinco aminoacidos individualmente. Estes autores observaram redu¢do na adsor¢ao de
proteases na presenca de lisina ou acido glutamico, enquanto que na presen¢a de alanina,
prolina ou tirosina ndo houve alteragdo na adsor¢do, quando comparada a cuticula.

A produgdo de Prl e Pr2 também apresenta um padrio diferencial de
expressao em relagdo ao pH do ambiente (St. LEGER et al., 1998). Independente do meio
conter substrato indutivel, ambas as enzimas s6 foram produzidas no pH o6timo de atividade
(pH 8,0), embora o nivel de produgdo tenha aumentado quando induzida por componentes da
cuticula. No processo de penetracdo do fungo no hospedeiro, o pH da cuticula aumentou de

6,3 para 7,7, corroborando com o valor de regulagdo pelo pH na produgao de Prl e Pr2. Os
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autores concluiram que o pH do meio ¢ o fator preponderante para a producao de proteases, ja
que o fungo testado produz muitas categorias de proteases somente em valores de pH em que
elas atuam eficientemente.

Dias (2005) observou que a producdo de proteases do tipo Prl e Pr2 pelo
isolado CG425 de B. bassiana em presenga de cuticula de Hypothenemus hampei (broca do
café¢) foi induzida por componentes da cuticula e que o pH do meio de cultivo foi
determinante na expressao destas enzimas. Este autor avaliou a produ¢do de Prl e Pr2 em
meio de sais (nitrato como fonte de nitrogénio) e meio contendo substrato cuticular tanto em
condi¢gdes tamponantes quanto ndo tamponantes. Em meio ndo tamponado contendo cuticula,
os valores de pH das culturas variaram em fun¢cdo do tempo de cultivo. A atividade
enzimatica foi detectada somente em valores de pH superiores a 5,5. J4 nos experimentos em
que o meio foi tamponado, a atividade de ambas proteases ocorreu em todos os tempos
testados, sendo superior em meio contendo substrato cuticular comparada com a detectada em
meio contendo fonte inorganica de nitrogénio.

Muitos trabalhos tém descrito o emprego de técnicas moleculares no estudo
de determinantes de patogenicidade, particularmente de proteases degradadoras de cuticula,
em fungos entomopatogénicos. St. Leger et al. (1992) isolaram e caracterizaram o cDNA
(DNA complementar) que codifica Prl de M. anisopliae. A analise da seqiiéncia revelou que
a estrutura primaria da Prl ¢ muito similar a serino-endopeptidases da subclasse das
subtilisinas e que os residuos de serina, histidina e aspartato do sitio ativo das subtilisinas
estavam presentes.

Joshi et al. (1995) clonaram um gene que codifica para Prl de B. bassiana a
partir de cDNA obtido de micélio cultivado na presenga de cuticula e quitina. A seqiiéncia do
cDNA revelou que Prl ¢ sintetizada como um precursor que contém um peptideo sinal, um
propeptideo e a proteina madura, da mesma forma que para Pr1A e Pr1B de M. anisopliae.
Deste estudo concluiu-se que a Prl produzida por B. bassiana desempenha importante papel
na degradacdo de cuticula, semelhante ao observado para M. anisopliae.

Joshi et al. (1997) utilizaram a técnica de RT-DD-PCR (Reverse
transcription differential display PCR) para identificar genes diferencialmente expressos por
M. anisopliae na presenga de cuticula. O gene que codifica uma protease tipo-subtilisina
obtido pelos autores foi denominado priB (para diferenciar do primeiro gene encontrado que
passou a ser denominado prlA). A andlise da seqiiéncia de aminoécidos revelou que Pr1B
apresenta similaridade de 54% com PrlA e uma anélise de cari6tipo mostrou que os genes

prlA e prlB estdo em cromossomos distintos.



24

Freimoser et al. (2003) realizaram estudo de ESTs (expressed sequence
tags) de duas variedades de M. anisopliae (var. anisopliae e var. acridum). As bibliotecas de
cDNA foram geradas a partir de cultivo visando maximizar a produ¢do de enzimas
degradadoras de cuticula. Nesse estudo foram encontradas seqiiéncias relacionadas a diversos
fatores de viruléncia em ambas as variedades, dentre as quais vdarias subtilisinas (11 para M.
anisopliae var. anisopliae e 3 para M. anisopliae var. acridum), sendo que 7 destas ndo
haviam sido relatadas anteriormente (Pr1C, Pr1D, Pr1G, Pr1H, Prll, Pr1J, e Pr1G-K).

Bagga et al. (2004) analisaram a diversificagdo evolutiva das subtilisinas de
M. anisopliae (var. acridum e var. anisopliae). Esse estudo agrupou as subtilisinas em 4
grupos: subtilisinas da classe 1 (Pr1C), que sdo similares as bacterianas e¢ 3 grupos de
subtilisinas de classe II (tipo-proteinase K): subfamilia 1 de subtilisinas extracelulares (Pr1A,
Pr1B, PrlG, Prll e Pr1K); subfamilia 2 de subtilisinas extracelulares (Pr1D, PrlE, PrlF e
Pr1J) e uma subtilisina endocelular (Pr1H). Analises filogenéticas com outros géneros
fingicos mostraram que a subdivisdo de subtilisinas tipo-proteinase K em 3 subfamilias
ocorreu antes da especiagdo da maioria das linhagens, sendo que em M. anisopliae a
diversificagcdo continuou através de eventos de duplicacdo génica apos a separacao das duas
variedades (var. acridum e var. anisopliae).

As varias isoformas de Prl podem ter divergido independentemente,
especializando-se em diferentes fungdes. Presumidamente, as diferentes subtilisinas podem
participar de diferentes processos na patogenicidade, aumentar a adaptagdo e o numero de
hospedeiros, ou ainda, permitir a aquisicdo de novos nichos ecolédgicos. Por exemplo, a
espécie M. anisopliae var. acridum ocupa menos habitats ¢ infecta um menor numero de
insetos que M. anisopliae var. anisopliae. A maior especializagdo 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 comparacdo de alinhamentos e taxas de similaridades das isoformas de
Prl1, dentro da mesma linhagem e entre linhagens de M. anisopliae, mostrou que aminoacidos
envolvidos na catalise das subtilisinas passaram por fortes pressdes seletivas, enquanto as
demais seqiiéncias divergiram de forma neutra. Isto sugere que cada Prl contribui
diferentemente no desenvolvimento da patogenicidade. Além disso, a comparagdo por
homologia de seqiiéncias indica que héa diferengas nas fungdes das subtilisinas, como

especificidade de substratos, estabilidade alcalina e propriedades de adsor¢do a cuticula.
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Muito provavelmente, cada isoforma de Prl constitui um determinante de patogenicidade
(BAGGA et al., 2004).

Até o momento ndo existem relatos da producdo de proteases degradadoras
de cuticula pelo isolado CG425 de B. bassiana em presenca de cuticula do gafanhoto R.
schistocercoides. O estudo da regula¢ao da producdo de proteases por este isolado aumentara
nosso conhecimento sobre o mecanismo de infeccao do hospedeiro, dando subsidios quanto a

utilizacdo do fungo em campo para controle de insetos-praga.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 IsoLADO FUNGICO

Foi utilizado o isolado CG425 de Beauveria bassiana proveniente do banco
de fungos entomopatogénicos do CENARGEN/EMBRAPA — DF. Este isolado foi obtido a

partir de cadaver do gafanhoto Rhammatocerus schistocercoides no estado do Mato Grosso.

3.2 ME10s DE CULTURA E SOLUCOES

3.2.1 Meio minimo solidificado - MM (Pontecorvo et al., 1953)

NANO . e eaeees 6g
KHoPO4.ooiiiiieeee, 1,5¢
MESO4.TH20. ..o 0,5¢g
KCL 0,5¢g
FESO e 0,001 g
ZNS Ottt 0,001 g
GIUCOSEL.....eieiieeiee e 10g
Agua destilada.............oocovovveveeieeeeieeeeeen, 1000 mL
AGAT it 15¢g

O pH do meio foi ajustado para 6,8 com NaOH 4% e em seguida foi

esterilizado sob calor umido a 121°C por 20 minutos.
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3.2.2 Meio completo solidificado - MC (Pontecorvo et al., 1953)

MM solidificado acrescido de:

Extrato de levedura...........cccooceeviieniiiiiiniicene 0,5¢g
Peptona........ccooieeeiiiieieee 20¢g
Caseina hidrolisada............cccceevvieeiiieinieecee 1,5¢g
Solugdo de vitaminas...........cccceevveeeeuveeeerieeenneenns 1,0 mL

O pH do meio foi ajustado para 6,8 com NaOH 4% e em seguida foi

esterilizado sob calor imido a 121°C por 20 minutos.

3.2.3 Solugéo de vitaminas adicionada ao MC

Acido NICOtINICO. ......veveeeeeeeeeeeeeeeeee e 100 mg
Acido p-aminobenzoico............oceveeeueeeeeeeeennn 10 mg
TIAMINA. .. e 50 mg
Biotina.......cooovieiiieiieieceeeee e 0,2 mg
PiridoXina.......cccveevienieiiieeieeieecie e 50 mg
Riboflavina........ccccvveeeiieieiiiecie e 100 mg
Agua destilada e esterilizada..............cccccooee....... 100 mL

A solucdo foi mantida em banho-maria a 98°C por 15 minutos e apos

resfriamento foi mantida a 4°C.
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3.2.4 Suspensdo de cuticula (p/v)

Para a obtencdo de cuticula foram utilizados insetos adultos de R.
schistocercoides. Estes insetos foram secos em estufa a 80°C por 24 horas e, posteriormente,
foram dissecados a fim de separar os exoesqueletos que foram macerados com o auxilio de
um cadinho e pistilo. O pd resultante foi armazenado em freezer a -20°C. Para uso, foi
preparada uma suspensao de cuticula 0,5% em solucao de tetraborato de potassio (1%) que foi
submetida a vapor fluente por 30 minutos. Em seguida, a suspensao de cuticula foi adicionada
ao meio minimo previamente esterilizado, sendo novamente submetido a vapor fluente por 15

minutos.

3.2.5 Reagente de Bradford (Bradford, 1976)

Foram dissolvidos 100 mg de Comassie Brilliant Blue G 250 (SIGMA) em
50 mL de etanol 95%. Em seguida, foram adicionados 100 mL de acido fosforico 85% (p/v).
A solugao resultante foi diluida para um volume de 1 L e filtrada em papel de filtro Whatman.
A concentragdo final dos reagentes na solugdo foi: Comassie Brilhant Blue G 250 0,01%

(p/v), etanol 4,7% (p/v), acido fosforico 8,5% (p/v).

3.2.6 Substrato de protease tipo subtilisina (Pr1) 1ImM

Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilina (SIGMA).............. 12,5 mg

Agua destilada estéril (q.5.p.)...voveeverrerrererreeeeeeereenans 20 mL
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3.2.7 Substrato de protease tipo tripsina (Pr2) 1mM

N-Benzoyl-Phe-Val-Arg-p-nitroanilina (SIGMA)......... 13,6 mg

Agua destilada estéril (q.S.p.) . vevveeveeeeeereeeeeeeeeerereenes 20 mL

Os substratos foram dissolvidos com DMSO (volume suficiente para

dissolver) e, em seguida, o volume foi completado para 20 mL com agua destilada estéril.

3.3 CurRVA PADRAO PARA A DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS

A curva padrdo para a dosagem de proteinas totais foi realizada utilizando-
se concentragdes de 2 a 10 pg de proteina (soro albumina bovina - BSA) (Tabela 1). O
volume foi completado para 100 pLL com 4gua destilada, seguido da adicdo de 1 mL do
reagente de Bradford. A mistura foi homogeneizada com o auxilio de um agitador de tubos

(vortex) e a absorvancia foi medida em 595 nm, num periodo de 2 a 60 minutos.

Tabela 1 — Curva padrio para dosagem de proteina total

Tubos BSA* (0,1 mg/mL) Agua Reagente de Concentracao
Bradford (ng/100uL)

Branco - 100 pl I mL 0

1 20 ul 80 ul 1 mL 2

2 40 pl 60 pl 1 mL 4

3 60 ul 40 pl 1 mL 6

4 80 ul 20 ul I mL 8

5 100 ul - 1 mL 10

* BSA: soro albumina bovina.
- :auséncia.
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3.4 CurVA PADRAO PARA DOSAGEM DE P-NITROANILINA

A curva padrdo para a dosagem de p-nitroanilina foi realizada utilizando-se
concentragdes de 0,1 a 5 pg de p-nitroanilina (Tabela 2). O volume foi completado para 4 mL

com 4gua destilada e, em seguida, a mistura foi homogeneizada com o auxilio de um agitador

de tubos (vortex). A leitura da absorvancia foi realizada a 410 nm, num periodo de 2 a 60

minutos.
Tabela 2 — Curva padrio para dosagem de p-nitroanilina
Tubos p-nitroanilina (20 pg/mL) Agua  Concentragio (ug/mL)

1 - 4,0 mL 0
2 0,02 mL 3,98 mL 0,1
3 0,05 mL 3,95 mL 0,25
4 0,1 mL 3,9 mL 0,5
5 0,2 mL 3,8 mL 1,0
6 0,3 mL 3,7 mL 1,5
7 0,4 mL 3,6 mL 2,0
8 0,5 mL 3,5mL 2,5
9 0,6 mL 3,4 mL 3,0
10 0,8 mL 3,2mL 4,0
11 1,0 mL 3,0 mL 5,0

- : auséncia

3.5 Andlise da producao de proteases

3.5.1 Atividade proteolitica em cultura liquida

Para andlise da producdo de proteases em relacdo a fonte de carbono, o

isolado CG425 foi crescido em MM e MMI + cut (meio minimo de indugdo: MM sem nitrato
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e sem glucose acrescido de cuticula 0,5%) para obten¢do de conidios. Apds 7 dias de
incubagio a 28°C, suspensdo de conidios foi inoculada (concentragdo de 5 x 10° conidios/mL)
em 20 mL de MM liquido e MMI acrescido de cuticula 0,5%. A incubagdo foi a 28°C sob
agitacdo de 180 rpm por 0, 48, 72 e 96 horas. Foram realizadas trés repeti¢des, utilizando um
frasco para cada tempo.

A regulagdo da produgdo de proteases pelo isolado CG425 também foi
analisada em presenca de diferentes aminoacidos. Apos crescimento em MM por 7 dias a
28°C, uma suspensdo de conidios foi inoculada (5 x 10° conidios/mL) em 20 mL de MM
liquido. Os cultivos foram incubados a 28°C sob agitagdo de 180 rpm por 72 horas. A cada
cultivo foram adicionados fontes de carbono simples (glicose e aminoacidos) e substratos
complexos (Tabela 3). Nos tratamentos, os aminoacidos e glucose foram suplementados
(equivalente a concentragdo inicial) a cada 24 h. Foram realizadas trés repeti¢des, utilizando

um frasco para cada tempo.

Tabela 3 — Fonte de carbono e aminoacidos adicionados ao cultivo de B. bassiana (CG 425)

Fonte simples Fonte complexa
Glucose 1% Cuticula 0,5%
D-alanina 0,5% Cuticula 0,5% + D-alanina 0,5%
L-alanina 0,5% Cuticula 0,5% + L-alanina 0,5%
Prolina 0,5% Cuticula 0,5% + prolina 0,5%
Glicina 0,5% Cuticula 0,5% + glicina 0,5%
Metionina 0,5% Cuticula 0,5% + metionina 0,5%

A regulacdo da producdo de proteases foi também analisada em presenca de
diferentes concentragdes do aminodcido metionina. Apds crescimento em MM por 7 dias a
28°C, uma suspensdo de conidios foi inoculada (5 x 10° conidios/mL) em 20 mL de MM e
MMI. Os cultivos foram incubados a 28°C sob agitacdo de 180 rpm por 72 horas. A cada

cultivo foi adicionado metionina nas concentragdes 0,25, 0,5 ¢ 0,75%.
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3.5.2 Preparo das fragdes enzimaticas

Apos cada periodo de incubacdo, o micélio foi separado do sobrenadante de
cultivo por centrifuga¢do a 8000g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante de cultivo foi

mantido a -20°C e utilizado como fragao enzimatica secretada.

3.5.3 Atividades enzimaticas sobre substratos sintéticos

Atividades tipo-Prl (subtilisina) e tipo-Pr2 (tripsina) foram determinadas
utilizando substratos sintéticos especificos: Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilina e N-Benzoyl-
Phe-Val-Arg-p-nitroanilina, respectivamente.

As reagdes enzimaticas foram realizadas como descrito por Tiago et al.
(2004). O método utilizado para a determinagdo enzimadtica baseia-se na hidrolise dos
substratos com a liberagdo de p-nitroanilina, que absorve no comprimento de onda de 410 nm.

A determinacdo da atividade enzimatica dos sobrenadantes de cultivo

(fracdo secretada) foi realizada utilizando tubos em duplicata conforme tabela 4:

Tabela 4 — Determinagao da atividade enzimatica de proteases tipo-subtilisina (Prl) e tipo-

tripsina (Pr2)
Tubos Tris-HCI 15mM pH 8.5 H,O Substrato ImM  Sobrenadante
C- 0,85 mL . 0,05 mL 0,1 mL*
Branco 0,85 mL 0,1 mL 0,05 mL L
Teste 0,85 mL o 0,05 mL 0,1 mL

C- Controle negativo
* Sobrenadante aquecido a aproximadamente 98°C/5 minutos.
- : Auséncia

Apoés incubagdo em banho-maria a 28°C por 30 minutos, a reacdo foi
interrompida adicionando-se 0,25 mL de acido acético 30%, e os tubos foram mantidos em

banho de gelo por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram transferidas para tubos de
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microcentrifuga e submetidas a centrifugacao por 1250g por 5 minutos. O sobrenadante foi
transferido para outros tubos e apdés 10 minutos de repouso foi realizada a leitura

espectrofotométrica a 410 nm.

3.5.4 Atividade enziméatica sobre o substrato natural azocaseina

A atividade enzimatica sobre o substrato natural azocaseina foi determinada
segundo o método descrito por Charnley e Tomarelli (1947). Este método baseia-se na
hidrolise da azocaseina com liberagao de sulfanilamida, mensuravel espectrofotometricamente
a 440 nm. Quando hidrolisada, a azocaseina libera aminoacidos ou oligopeptideos nao
precipitaveis por acidos fortes como o acido tricloroacético (TCA) ou acido perclorico (PCA).

A determinacao da atividade enzimatica do sobrenadante do meio de cultivo

foi realizada utilizando tubos em duplicata, segundo a Tabela 5.

Tabela 5 — Determinagdo da atividade enzimatica sobre o substrato natural azocaseina

Tubos Tris-HC1 0,2 M pH 8,5 H,O Substrato 1 g% Sobrenadante
C- 0,05 mL o 0,0125 mL 0,375 mL*
Branco 0,05 mL 0,375 mL 0,0125 mL
Teste 0,05 mL L 0,0125 mL 0,375 mL

C- Controle negativo
* Sobrenadante aquecido a aproximadamente 98°C/S minutos.
- : Auséncia

Apds incubagdo em banho-maria a 28°C por 30 minutos, a reagdao foi
interrompida adicionando-se 0,25 mL de solucdo de TCA 10%, e os tubos mantidos em banho
de gelo por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram transferidas para tubos de
microcentrifuga e submetidas a centrifugacdo por 12509 por 5 minutos. O sobrenadante foi
transferido para tubos novos e neutralizado pela adi¢cao de 0,25 mL de NaOH 2N, seguido de
repouso por 10 minutos. A leitura espectrofotométrica foi realizada a 440 nm. A atividade

enzimatica foi expressa em pmol de sulfanilamida/mL/h.
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3.5.5 Dosagem de proteinas totais (BRADFORD, 1976)

Para a dosagem de proteinas totais, a partir dos sobrenadantes de cultivo, foi
utilizado 0,1 mL de cada amostra ¢ 1 mL do Reagente de Bradford. A mistura foi
homogeneizada com o auxilio de um agitador de tubos (vortex) e em seguida foi feita a leitura

da densidade oOtica em 595 nm.

3.5.6 Analise das proteinas totais secretadas em SDS-PAGE

As proteinas secretadas foram analisadas em gel desnaturante de
poliacrilamida segundo Laemmli (1970). Um volume de 25 mL dos sobrenadantes de cultivo
foi concentrado até o volume aproximado de 1,5 mL em liofilizador. A concentracdo de
proteinas totais das amostras foi determinada como descrito no item 3.5.5. A cada amostra
(17,0 ng de proteina) foram adicionados 10 pL de tampdo de amostra 3X concentrado
(Tris/SDS 0,5M pH 6.8/ 2-mercaptoetanol 8% (p/v)/ SDS 4%/ glicerol 20% (v/v)/ tragos de
azul de bromofenol), seguido de incubagdo a 100°C por 5 minutos e aplicagdo no gel.

A solucdo do gel de separagdo (15%) compreendeu: 2,03 mL Tris/SDS
1,5M pH 8.8/ 1,95 mL agua destilada/ 4 mL acrilamida/bis (31/0,9)/ 3,2 uL TEMED/ 80 pL
persulfato de amonio (25%). A solugdo do gel de empilhamento (5%) compreendeu: 0,75 mL
Tris/SDS 0,5M pH 6.8/ 1,68 mL agua destilada/ 0,54 mL acrilamida/bis (31/0,9)/ 1,5 pL
TEMEDY/ 15 pL persulfato de amonio (25%). Apos a polimerizagdo o sistema foi montado em
cuba apropriada, preenchida com tampao de corrida 1X [Tris 0,3% (p/v)/ glicina 1,44% (p/v)/
SDS 0,1% (p/v)].

A corrida eletroforética foi realizada a 4°C por 2 horas a 16 Volts/cm. Ao
término da corrida, o gel foi corado em solugdo de Comassie Brilliant Blue R 250 (SIGMA)
0,1% por 2 h e descorado com solucdo de acido acético 10% (v/v)/ metanol 30% (v/v) até a
revelagdo das bandas protéicas. O padrio de massa molecular utilizado foi “protein ladder”

(10— 220 KDa) (Invitrogen).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ATIVIDADE PROTEOLITICA EM PRESENCA E AUSENCIA DE SUBSTRATO CUTICULAR

A producdo de proteases por fungos entomopatogénicos em meios de
cultivo contendo substrato cuticular t€ém sido relatada para M. anisopliae var. anisopliae (St.
LEGER et al., 1986, 1987a, b, 1989, 1996; PATERSON et al. 1994a; de MORAES et al.,
2003), M. anisopliae var. acridum (TIAGO et al., 2002; PINTO et al., 2002) ¢ Nomurea rileyi
(ELSAYED et al.,1993).

Quanto a B. bassiana a producao de proteases em presenca de cuticula dos
hospedeiros ja foi descrita por St. Leger et al. (1986), Bidochka e Khachatourians (1987,
1990), Gupta et al. (1992, 1994) e Campos et al. (2005).

Neste trabalho, a atividade proteolitica extracelular a partir de cultivo
liquido do isolado CG425 de B. bassiana foi analisada ap6s diferentes tempos de incubagdo
em meio minimo (MM) e meio minimo (sem nitrato e sem glucose) acrescido de cuticula de
R. schistocercoides (MMI + cut).

Para determinacdo da atividade proteolitica foram utilizados substratos
sintéticos especificos para atividade tipo-Prl (subtilisina) e tipo-Pr2 (tripsina), como descrito
por Tiago et al. (2004) (item 3.5.3). A atividade proteolitica foi determinada também
utilizando-se o substrato natural azocaseina, segundo Charnley e Tomarelli (1947) (item
3.5.4).

Proteases extracelulares do tipo-Prl foram detectadas a partir de 24 horas de
cultivo em ambos meios testados (Tabela 6, Figura 2).

Na auséncia de cuticula (meio minimo), observou-se que a atividade de
proteases do tipo-Prl foi crescente até o ultimo tempo testado (96 horas). Ja em presenga de
cuticula de R. schistocercoides, a atividade de Prl foi crescente até 48 horas. A atividade de
proteases do tipo-Prl em meio contendo cuticula foi superior a observada em MM em todos
os tempos testados. Este dado sugere que a producdo destas proteases pelo isolado CG425 foi
provavelmente induzida por componentes da cuticula de R. schistocercoides.

Este dado concorda com os obtidos anteriormente por outros autores. Gupta
et al. (1992) analisaram a producdo de enzimas degradadoras de cuticula, incluindo proteases,

por isolados de B. bassiana e observaram que altos niveis de atividade ocorreram em presenca
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de substrato cuticular. Além disso, segundo os autores, a variabilidade entre os isolados
refletiu diferencas na quantidade de enzimas produzidas, bem como no padrao de expressao
destas enzimas frente a diferentes meios de cultivo testados.

Mais recentemente, Campos et al. (2005) descreveram que os maiores picos
de atividade proteolitica (protease tipo-Prl), a partir do sobrenadante de cultivo de B.
bassiana, ocorreram em presenga de cuticula do carrapato Boophilus microplus. Além disso,
Urtz e Rice (2000) demonstraram que duas proteases extracelulares purificadas a partir do
cultivo de B. bassiana (BBP e tipo-subtilisina-Prl) apresentaram atividade degradadora de
cuticula.

Quanto a espécie M. anisopliae, Paterson et al. (1994a) descreveram que Prl
foi especificamente induzida em presenga de cuticula do gafanhoto Schistocerca gregaria.
Pinto et al. (2002) analisaram a produgao de Prl a partir de sete isolados de M. anisopliae var.
acridum apoés crescimento em meio contendo cuticula de R. schistocercoides e substratos nao
cuticulares. A produgao de Prl foi observada em todos os sobrenadantes analisados, porém,
os maiores niveis enzimaticos foram observados em meio contendo cuticula, sugerindo
também a ocorréncia de inducdo da producdo de Prl por componentes da cuticula de R.
schistocercoides.

Quanto a atividade proteolitica do tipo-Pr2, foi observado niveis basais a
partir de sobrenadante de cultivo em MM (nitrato como fonte de nitrogénio), em todos os
tempos analisados (Tabela 6, Figura 3). J4 em MMI acrescido de cuticula (0,5%) a atividade
proteolitica foi detectada a partir de 24 horas de cultivo, sendo superior a detectada em MM,
em todos os tempos testados. Estes dados sugerem que a produgao de Pr2 pelo isolado CG425
de B. bassiana também parece ser induzida por componentes cuticulares. Para M. anisopliae
var. acridum, Pinto et al. (2002) demonstraram que a producao de proteases tipo-Pr2 foi maior
em meio suplementado com cuticula de R. schistocercoides quando comparado a produgio
em substrato ndo-cuticular (caseina e nitrato).

Em contraste, niveis elevados de Pr2 foram observados no sobrenadante de
cultivo da mesma linhagem de M. anisopliae var. acridum tanto em MM quanto em meio
acrescido de cuticula do gafanhoto Schistocerca pallens (TTAGO et al., 2002).

Como mostrado na Tabela 6, a atividade de protease do tipo tripsina (Pr2)
ndo foi detectada anteriormente a atividade do tipo subtilisina (Pr1), sugerindo que, para este
isolado de B. bassiana, a producdo de ambos tipos proteoliticos ndo deve ocorrer de forma
coordenada. Para Metarhizium spp a produgdo de Pr2 ocorreu previamente a produgao de Prl,

tendo sido sugerido seu papel na inducao ou ativac¢ao de Pr1 (GILLESPIE et al., 1998).



37

A auséncia de atividade no tempo zero de incubagdo, em presenca de
substrato cuticular, sugere que embora os conidios utilizados como in6culo nos experimentos
tenham sido obtidos a partir de meio contendo cuticula, ndo ocorreu indugdo prévia da
produgdo destas proteases.

A partir dos perfis de produg¢do de Prl e Pr2 pode-se observar algumas
caracteristicas comuns como a auséncia de atividade no tempo zero e atividade superior em
meios contendo substrato cuticular. Porém, os valores de Prl foram superiores aos de Pr2, em
ambos meios testados, sugerindo que o sistema de regulacdo destas enzimas ¢ distinto,

refletindo, provavelmente, fungdes diferentes durante o processo de infecgao.
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Tabela 6 — Atividade proteolitica do isolado CG425 de Beauveria bassiana cultivado em meio minimo (MM) e meio de indugdo (MMI acrescido
de cuticula de Rhammatocerus schistocercoides)

Meio minimo

Meio minimo de indugao

Incubagao (h) Prl’ Pr2' Azocaseina’ Prl’ Pr2' Azocaseina’
0 0 0 0,008+0,001 0 0 0

24 0,661+0,186 0 0 7,706+1,083 6,505+3,781 0,274+0,055

48 3,184+1,771 1,677+0,904 0,026+0,011 19,077+1,369 11,679+2,500 0,533+0,116

72 5,143+1,630 0 0,191+0,030 19,899+1,885 11,036+1,766 0,525+0,084

96 12,843+4,248 1,398+0,225 0,263+0,140 18,740+1,966 12,564+1,157 0,557+0,037

Os resultados sdo médias de trés experimentos independentes.

! nmol p-nitroanilina/mL'min
* umol de sulfanilamida/mL/min
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Figura 2 — Atividade Prl extracelular do isolado CG425 de B. bassiana apods diferentes
tempos de incubacdo em MM (meio minimo) ¢ MMI (meio de indugdo)
acrescido de cuticula. Os resultados representam a média de trés experimentos
independentes.
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Figura 3 — Atividade Pr2 extracelular do isolado CG425 de B. bassiana apods diferentes
tempos de incubacdo em MM (meio minimo) e MMI (meio de indugdo)
acrescido de cuticula. Os resultados representam a média de trés experimentos
independentes.

A atividade proteolitica também foi determinada empregando-se o substrato
natural azocaseina. Em MM (nitrato como fonte de nitrogénio) valores basais de atividade
proteolitica foram detectados em todos os tempos analisados, exceto em 24 horas (Tabela 6,

Figura 4). J4 em MMI acrescido de cuticula (0,5%) a atividade proteolitica foi detectada a
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partir de 24 horas de cultivo e em valores superiores aos observados no sobrenadante de
cultivo em MM.

Na auséncia de cuticula, observa-se que a atividade sobre o substrato
azocaseina foi crescente até o ultimo tempo testado (96 horas), sugerindo uma expressao
aumentada em fun¢do do tempo de cultivo. J4& em presenca de cuticula a atividade foi
crescente até 48 horas, permanecendo constante apos este periodo.

Quando comparamos o perfil de atividade sobre o substrato azocaseina com
os das atividades do tipo-Prl e tipo-Pr2, podemos observar que o perfil de atividade em
azocaseina foi semelhante ao de proteases do tipo-Prl, em ambos meios testados, sugerindo
que seja provavel que este tipo proteolitico seja prevalente nos sobrenadantes de cultivo

analisados.
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Figura 4 — Atividade proteolitica sobre o substrato natural azocaseina do isolado CG425 de
Beauveria bassiana apds diferentes tempos de incubagdo em MM (meio
minimo) ¢ MMI (meio de inducdo) acrescido de cuticula. Os resultados
representam a média de trés experimentos independentes.

4.2 ATIVIDADE PROTEOLITICA EM PRESENCA DE AMINOACIDOS DISTINTOS

O isolado CG425 de B. bassiana foi cultivado por 72 horas em meio
minimo adicionado de fonte simples de carbono e nitrogénio (glucose e aminoacidos) e

substratos complexos (Tabela 3). Estes experimentos foram direcionados para verificar o
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efeito regulatorio destas fontes de carbono e nitrogénio na secreg¢do de proteases dos tipos-Prl
e Pr2.

A Tabela 7 e a Figura 5 mostram que os menores valores de proteases do
tipo-Prl ocorreram na presenga dos aminoacidos L-alanina, prolina e glicina, enquanto que
em presenca do aminoacido metionina e nos cultivos contendo cuticula ocorreram os maiores
valores de atividade enzimatica. Os sobrenadantes contendo glucose e D-alanina apresentaram
atividade tipo-Pr1 intermedidria de acordo com o teste de Tukey (p< 0,05).

Em presenca de glucose (1%) e de aminoacidos individuais, exceto
metionina, ndo ocorreu inducdo significativa de proteases do tipo-Prl, comparativamente ao
observado em meio contendo substrato cuticular. Interessante notar que estes aminoacidos
foram detectados como componentes de proteinas cuticulares de gafanhotos (ST. LEGER et
al. 1986; HACKMAN e GOLDBERG, 1987).

Ja4 em cultivos contendo metionina, a secre¢do de proteases do tipo-Prl foi
estatisticamente semelhante ao observado no cultivo contendo cuticula de R. schistocercoides
(Tabela 7). Interessante ressaltar, que segundo alguns autores, este aminoacido estd ausente ou
ocorre em pequenas quantidades em cuticula de artropodes, particularmente de gafanhotos
(HACKMAN e GOLDBERG, 1987; BIDOCHKA e KHACHATOURIANS, 1992).

Nos cultivos contendo substratos complexos (cuticula 0.5% e aminoacidos
individuais 0,5%) ndo foi observada repressdo catabolica, pela adicdo de aminoacidos, uma
vez que ndo houve diferengas significativas na producdo de subtilisinas, comparativamente ao
observado em meio contendo cuticula (Tabela 7).

Campos et al. (2005) analisaram a producao de véarias proteases e quitinases
produzidas por B. bassiana e Beauveria amorpha na presenca da cuticula do carrapato B.
microplus e de alguns aminoacidos e observaram repressdo da atividade tipo subtilisina em
cultivos adicionados de alanina e glicina, sendo que os maiores picos de atividade ocorreram
na presenga da cuticula do carrapato. Paterson et al. (1994b) também relataram a ocorréncia
de repressdo da producdo de Prl em cultivos de M. anisopliae na presenca de alanina, prolina

e glicina.
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Tabela 7 — Atividade proteolitica do isolado CG425 de Beauveria bassiana apos cultivo por
72h em substratos simples (glucose e aminoéacidos individuais) e complexos
(cuticula e substratos simples).

Atividade proteolitica

Substrato
Pri! pr2! Azocaseina’

Glucose 1% 5,883" 10,456"% 0,067
D-alanina 0,5% 5,577 5,0922 0,123°
L-alanina 0,5% 2,1528 5,1872 0,066
Prolina 0,5% 2,331° 8,612 0,035°
Glicina 0,5% 2,458° 8,465 0,037
Metionina 0,5% 15,526° 9,118 0,258"
Cuticula 0,5% 15,441° 12,648° 0,357
Cuticula 0,5% + D-alanina 0,5% 15,199° 11,331 0,400
Cuticula 0,5% + L-alanina 0,5% 16,284° 12,701° 0,271°
Cuticula 0,5% -+ prolina 0,5% 15,831° 11,763% 0,295
Cuticula 0,5% + glicina 0,5% 15,599¢ 13,038° 0,432¢
Cuticula 0,5% + metionina 0,5% 15,494° 12,174 0,370

Os resultados sdo médias de trés experimentos independentes. Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna
nao apresentam diferenca significativa de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

! nmol p-nitroanilina.mL".min™

2 umol de sulfanilamida.mL™".h™!

Ja a produgdo de proteases do tipo-Pr2 foi significativamente inferior em
meios contendo os aminodcidos individuais, comparativamente ao observado em meio
contendo substrato cuticular, sendo os menores valores observados em meios contendo D- e
L-alanina (Tabela 7). A producdo de proteases nos cultivos onde foram adicionados glucose
(1%) e substratos complexos (cuticula 0,5% e aminoacidos 0,5%) ndo diferiu
significativamente do observado no cultivo contendo somente cuticula (Tabela 7), sugerindo
também a ndo ocorréncia de repressao catabodlica, nas condigdes testadas.

Campos et al. (2005), ao analisar a produgao de proteases por um
determinado isolado de B. bassiana, apds cultivo em presenca de diferentes aminoacidos, ndo
observaram atividade do tipo-Pr2. Esta diferenca em relacdo aos resultados obtidos em nosso
trabalho pode estar relacionada com a variabilidade natural encontrada entre diferentes

1solados de uma mesma espécie, como descrito por Gupta et al. (1992).
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Figura 5 — Atividades do tipo-Prl ¢ Pr2 do isolado CG425 de Beauveria bassiana apos
cultivo por 72h em substratos simples (glucose e aminoécidos individuais) e
complexos (cuticula e substratos simples). Os resultados representam a média de
trés experimentos independentes.

Nos ensaios com o substrato natural azocaseina (Tabela 7, Figura 6) os
menores valores de atividade proteolitica também ocorreram nos cultivos contendo os
aminodcidos alanina, glicina e prolina. Ja no cultivo contendo metionina ndo houve diferenca
significativa quanto a producdo de proteases comparativamente ao obtido em meio contendo
cuticula, assim como nos cultivos contendo substratos complexos (cuticula acrescido de
aminoacidos). O perfil de regulagdo de proteases detectadas pelo emprego do substrato
azocaseina foi semelhante ao perfil de regulagdo de proteases do tipo-Prl reforcando que este
tipo proteolitico seja prevalente nos sobrenadantes de cultivo analisados, em relagdo a outros

tipos de atividade proteolitica.
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Figura 6 — Atividade proteolitica sobre o substrato natural azocaseina do isolado CG425 de
B. bassiana apo6s cultivo por 72h em substratos simples (glucose e aminoacidos
individuais) e complexos (cuticula e substratos simples). Os resultados
representam a média de trés experimentos independentes.

4.3 ATIVIDADE PROTEOLITICA EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE METIONINA

O aminoacido metionina foi a Unica fonte simples testada que resultou em
atividade proteolitica estatisticamente semelhante aos cultivos contendo cuticula. Além disso,
metionina difere dos demais aminoacidos testados no que se refere a baixa ocorréncia ou
auséncia em cuticula de gafanhotos (HACKMAN E GOLDBERG, 1987; BIDOCHKA e
KHACHATOURIANS, 1992). A metionina ¢ um aminoacido hidrofébico e possui uma
cadeia lateral apolar com um 4tomo de enxofre. Sua rota degradativa ¢ complexa produzindo
propionil-coA que € convertido a succinil-coA por uma série de reagdes.

Para verificar o efeito do aminodcido metionina na regulacao da secre¢do de
proteases, o isolado CG425 foi cultivado em meio minimo (MM) e MMI suplementado com
cuticula (0,5%) e diferentes concentragdes de metionina.

A Tabela 8 e a Figura 7 mostram que somente nos cultivos contendo
metionina nas concentracdes de 0,25% e 0,75% a atividade do tipo-Prl foi significativamente
inferior a das demais condigdes testadas.

Podemos observar que a adicdo de metionina na concentracdo de 0,25%

resultou em atividade basal de proteases tipo-Prl, ocorrendo indu¢do somente a partir da
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concentracdo de 0,5%. Ja na presenga de cuticula, as concentragdes de 0,25% e 0,5% nao
alteraram a atividade tipo-Prl, sendo que na concentracdo de 0,75% houve repressdo de sua
expressdo. Estes dados sugerem que a metionina, apesar de ocorrer em pequenas quantidades
na cuticula de alguns gafanhotos, tem papel na regulacdo da producao de protease do tipo-Prl
por B. bassiana. Como mencionado anteriormente, alguns autores ja demonstraram a
influéncia de alguns aminoacidos, normalmente presentes em grande quantidade em cuticula
de gafanhotos, na produgdo de proteases do tipo-Prl por B. bassiana (PATERSON et al.,
1994b; CAMPOS et al., 2005).

Tabela 8 — Atividade tipo-Pr1 do isolado CG425 de Beauveria bassiana apos cultivo por 72h
em diferentes concentragdes de metionina, na auséncia e presencga de cuticula de
Rhammatocerus schistocercoides.

Substrato Protease tipo-Prl

(nmol p-nitroanilina.ml™.min™")

Metionina 0,25% 3,743°
Metionina 0,5% 14,461°
Metionina 0,75% 14,619°
Cuticula 0,5% + metionina 0,25% 14,577°
Cuticula 0,5% + metionina 0,5% 14,651°
Cuticula 0,5% + metionina 0,75% 2,510%
Cuticula 0,5% 15,441°¢

Os resultados sdo médias de trés experimentos independentes. Médias seguidas pela mesma letra
ndo apresentam diferenca significativa de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 7 — Atividade tipo-Prl do isolado CG425 de B. bassiana apos cultivo por 72h em
diferentes concentracoes de metionina na auséncia e presenca de cuticula de
Rhammatocerus schistocercoides.

4.4 Anélise das proteinas totais secretadas em SDS-PAGE

O perfil de proteinas secretadas nos cultivos em presenga de cuticula
(0,5%), cuticula (0,5%) acrescido de metionina (0,5%) e metionina (0,5%) foi analisado em
gel de poliacrilamida (Figura 8).

Como pode-se observar, o padrdo de proteinas secretadas diferiu com as
condigdes de cultivo analisadas. O perfil eletroforético do sobrenadante de cultivo em
presenca de cuticula foi mais complexo comparativamente ao obtido nas outras condi¢des de
cultivo. Nos cultivos em que foi adicionado metionina, observa-se a auséncia da maioria das
proteinas. No entanto, o perfil eletroforético das trés culturas demonstrou a presenga de uma
proteina comum de aproximadamente 30 kDa. Considerando que Urtz e Rice (2000)
caracterizaram uma protease do tipo Prl de B. bassiana com atividade degradadora de
cuticula e peso molecular estimado em 32 kDa e que no nosso trabalho ndo foi observada
diferenca significativa na producdo de proteases, nestas condi¢cdes de cultivo, € possivel que a
presenga desta proteina nos cultivos analisados possa corresponder a uma protease do tipo-

Prl.
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Figura 8 — Analise eletroforética das proteinas totais secretadas pelo isolado CG425 de B.
bassiana na presenca de: 1 — cuticula (0,5%), 2 — cuticula (0,5%) + metionina
(0,5%), 3 — metionina (0,5%). Foi aplicada 17 pg de proteina de cada amostra.
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PARTE Il
Selecdo de agro-transformantes de Beauveria bassiana quanto a producéo

de conidios



55

1 INTRODUCAO

O fungo entomopatogénico Beauveria bassiana é considerado um promissor
agente de controle bioldgico de insetos-praga da agricultura. Para sua utilizacdo, porém, ¢
importante o conhecimento das etapas envolvidas no processo de infec¢ao do hospedeiro, bem
como dos fatores de viruléncia envolvidos neste processo. Além de enzimas degradadoras de
cuticula, a producdo de conidios também tem papel na a¢do patogénica do fungo, pois ¢
através do conidio que ocorre a germinacdo e¢ formagdo do apressério que promove a agao
mecanica para a penetragao da cuticula do hospedeiro.

Para um melhor entendimento dos fatores de viruléncia de fungos
entomopatogénicos, vdarias técnicas de transformacdo genética vém sendo empregadas
atualmente. Dentre elas, destaca-se a transformagdo genética que faz uso da bactéria
Agrobacterium tumefaciens (AMT — Agrobacterium-mediated transformation). 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 obtenc¢do de
um maior nimero de transformantes para varios fungos, quando comparado as metodologias
de transformacao tradicionais.

Na AMT ¢ comum a ocorréncia de integracdo aleatéria do T-DNA em sitios
unicos do genoma da célula hospedeira (COMBIER et al. 2003), o que tem estimulado o
emprego desta metodologia como ferramenta na obtengdo de mutantes (mutagénese
insercional). Além disso, a conservagao parcial das bordas esquerda (LB) e direita (RB) apos
a incorporagdo do T-DNA no genoma da célula hospedeira t€ém permitido a identificagdo de
seqiiéncias de DNA gendmico que flanqueiam o T-DNA pelo emprego da técnica de “TAIL-
PCR” (“Thermal Asymmetrical Interlaced-Polymerase Chain Reaction””) (COMBIER et al.,
2003; ROLLAND et al., 2003; TSUJI et al. 2003).
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1.1 OBJETIVOS

e  Analisar agro-transformantes do isolado CG26 de B. bassiana quanto a
alteracdo na produgdo de conidios;
e Amplificar o genoma fungico que flanqueia o T-DNA de agro-

transformantes que apresentam conidiacdo reduzida.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TRANSFORMACAO GENETICA VIA AGROBACTERIUM TUMEFACIENS COMO

FERRAMENTA NO ESsTubo DE MUTAGENESE INSERCIONAL

A transformacdo genética compreende um sistema de recombinagdo via a
incorporacdo de DNA exogeno no interior de células hospedeiras. A elaboragdo de sistemas
de transformacao genética para fungos entomopatogénicos representa uma ferramenta nos
estudos de viruléncia, pois possibilita a expressdo de genes de interesse com a obtencdo de
linhagens geneticamente manipuladas, apresentando aumento de sua capacidade bioinseticida
(St. LEGER et al., 1996). Além disso, permite a obtengdo de mutantes para determinantes de
entomopatogenicidade, através de mutagénese insercional.

As técnicas empregadas em mutagénese insercional t€ém como objetivo a
disrupcao de genes de forma eficiente e aleatdria em um organismo alvo, provocando nos
organismos transformantes alteragdes fenotipicas. Através da sele¢do dos organismos que
apresentam estas alteracdes, pode-se resgatar o gene nocauteado do genoma. Esta
metodologia tem sido amplamente empregada para fungos patogénicos e permitido a
identificagdo de genes relacionados a patogenicidade (COMBIER et al., 2003).

A principal vantagem da mutagénese insercional sobre outras técnicas de
mutagénese ¢ o fato da mutagdo estar associada a integracio do DNA transformante,
permitindo o resgate e/ou identificagdo de DNA gendmico que o flanqueia (THON et al.,
2000).

O sucesso do emprego de estratégias de mutagénese randémica mediada por
transformagao, independente da técnica empregada, ¢ dependente de como a metodologia ¢
delineada e otimizada. No geral, trés parametros sdo fundamentais para a geragao e selecao de
mutantes insercionais. O primeiro corresponde a obtencdo de transformantes que exibam uma
alteragdo fenotipica, a qual seja preferencialmente resultante de inser¢des Unicas no genoma
hospedeiro. O segundo relaciona-se a existéncia de uma metodologia simples de andlise de
transformantes que permita a identificagdo do fendtipo desejado, ou seja, paralelamente a
obtengdo de um banco de transformantes, devera ser desenvolvido um sistema de analise

rapida, sensivel e reproduzivel. E, uma vez que os transformantes tenham sido selecionados, o
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terceiro parametro relaciona-se a forma com que o gene alvo sera recuperado a partir do
genoma da linhagem mutante (MULLINS e KANG, 2001).

Uma das metodologias de transformacdo comumente empregada em estudos
de mutagénese insercional ¢ baseada no emprego de Agrobacterium tumefaciens (AMT,
“Agrobacterium tumefaciens Mediated Transformation”).

Esta metodologia de transformacgdo genética tem sido empregada para
transferéncia e etiquetagem de genes em uma grande variedade de plantas hd algumas
décadas, sendo amplamente empregada como ferramenta para mutagénese insercional em
Arabidopsis thaliana (CHANG et al., 1994).

A. tumefaciens é um bacilo Gram-negativo aerdbico encontrado no solo e é
responsavel por causar tumores em células vegetais (KADO, 1991). Durante a formagdo do
tumor, a bactéria transfere parte do seu plasmidio Ti (tumor inducing), o T-DNA, para a
célula vegetal. O plasmidio Ti tem cerca de 200 kilobases e nele se encontram os genes Vir
que codificam proteinas essenciais envolvidas na transferéncia do T-DNA para a célula
hospedeira. Essas proteinas detectam a presenga de interrupg¢do ou perda da integridade na
célula vegetal, pela liberacdo de compostos fendlicos como acetoseringona (AS) produzidos
pelas plantas, e também promovem a transferéncia do T-DNA para a célula hospedeira. A
regido de T-DNA ¢ flanqueada por duas seqiiéncias curtas, de aproximadamente 25 pares de
bases, denominadas de borda direita (RB) e borda esquerda (LB), que sdo essenciais para o
processo de infeccdo. O plasmidio Ti das linhagens de A. tumefaciens utilizadas para a
transformag@o in vitro ndo apresentam a regido de T-DNA ¢ as bordas (LB ¢ RB), ndo
ocorrendo a transferéncia de material genético para a célula hospedeira. Neste caso, o
plasmidio Ti passa a ser denominado de “plasmidio desarmado ou helper”. Por outro lado, a
regido de T-DNA ¢ modificada pela remog¢ao dos oncogenes sendo substituidos por genes de
interesse (a serem expressos na célula hospedeira) e inseridos em um segundo vetor. Este
vetor hibrido, denominado vetor binario, é re-introduzido numa linhagem de A. tumefaciens
contendo o plasmidio Ti desarmado a qual readquire a capacidade de transformar células
hospedeiras (MICHIELSE et al, 2005).

Além de seu hospedeiro natural (células vegetais), A. tumefaciens apresenta
também a capacidade de transferir parte de seu DNA para leveduras, fungos filamentosos e
células humanas (BUNDOCK et al., 1995; De GROOT et al., 1998; KUNIK et al., 2001). A
metodologia para fungos consiste em co-cultivar células alvo do hospedeiro e células de A.
tumefaciens (contendo o vetor binario). O co-cultivo ¢é realizado em presenga de

acetoseringona, a fim de simular o ambiente vegetal ¢ induzir a expressido dos genes Vir. Apos
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o periodo de co-cultivo, as células sdo transferidas para meio seletivo contendo antibiotico,
para inibir o desenvolvimento bacteriano, além de selecionar células alvo transformadas (De
GROOT et al., 1998).

Virias espécies fungicas tém sido transformadas pelo emprego de A.
tumefaciens (MICHIELSE et al., 2005). Nesta metodologia de transformagdo é comum a
ocorréncia de integragdo aleatéoria de T-DNA em sitios unicos no genoma da célula
hospedeira o que tem estimulado o seu emprego como ferramenta na obten¢do de colecdes de
mutantes insercionais. Esta forma de integracdo e a conservagdo parcial das bordas esquerda
(LB) e direita (RB) apds a incorporacdo do T-DNA no genoma da célula hospedeira tém
permitido a identificagdo de seqiiéncias de DNA gendmico que flanqueiam o T-DNA pelo
emprego da técnica de “TAIL-PCR” (“Thermal Asymmetrical Interlaced-Polymerase Chain
Reaction”) (COMBIER et al., 2003; ROLLAND et al., 2003; TSUJI et al. 2003).

2.2 AGRO-TRANSFORMAGAO DE BEAUVERIA BASSIANA

Como ja mencionado, para o melhor entendimento do processo de
colonizacdo de insetos alvos por fungos entomopatogénicos € necessdrio conhecer o
mecanismo de infec¢do e os fatores de viruléncia envolvidos nesse processo. Neste sentido, a
transformagdo genética via A. tumefaciens pode ser uma ferramenta util ja que apresenta
como caracteristica a inser¢do do T-DNA de forma aleatéria no genoma podendo levar a
nocaute de genes relacionados a viruléncia, propiciando posterior identificacdo de genes
envolvidos neste processo.

Dentre os fatores de viruléncia de B. bassiana, a eficiéncia de conidiagdo ¢
importante uma vez que os conidios correspondem ao tipo celular empregado como agente
microbiano de controle. E o conidio, que em condi¢des ambientais favoraveis, ird germinar
formando o apressorio que, por acdo mecdnica € enzimatica, podera penetrar no inseto
causando a doenga e posterior morte deste. Apds a morte do inseto o fungo produz conidios
que poderdo ser disseminados e colonizar outros insetos. O conhecimento do mecanismo de
conidiagdo €, portanto, uma importante variavel no estudo de fungos entomopatogénicos

visando uma futura aplicagdo em campo.
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Até o momento, a transformacdo de B. bassiana empregando-se AMT foi
descrita por trés grupos de pesquisa (REIS et al., 2004; LECLERQUE et al., 2004 ¢ FANG et
al., 2004).

Leclerque et al. (2004) obtiveram um banco de mutantes insercionais de B.
bassiana, denominando essa estratégia de mutagénese insercional mediada por A. tumefaciens
(AIM). Neste trabalho, cerca de 90% dos transformantes analisados apresentaram integragao
heterdloga do T-DNA em copias Unicas.

Fang et al. (2004) também produziram um banco de mutantes insercionais
de B. bassiana utilizando o gene de resisténcia ao glifosinato de amoénio como marcador
seletivo. Apesar do baixo nimero de transformantes analisados (4), quanto ao numero de
copias, todos apresentaram copias Unicas do T-DNA em diferentes locais do genoma do
hospedeiro. Estes autores obtiveram um banco de aproximadamente 800 transformantes,
dentre os quais 01 apresentou alteragdes fenotipicas visiveis além de drastica diminui¢do na
viruléncia contra larvas de Pieris rapae.

Reis et al. (2004) descreveram a metodologia de AMT para o isolado CG26
de B. bassiana, empregando a linhagem AGL-1 de A. tumefaciens. Estes autores
demonstraram alta eficiéncia na transformag¢do quando comparada a outras metodologias
previamente utilizadas, como a de protoplasto-PEG (DABOUSSI et al.,, 1989) e a
eletroporacdo (PFEIFER e KHACHATOURIANS, 1992). Reis et al. (2004) obtiveram um
banco de aproximadamente 600 transformantes que foram analisados quanto a produgdo de
proteases (DONATTI, 2004), sendo que dois apresentaram produgdo estatisticamente inferior

a linhagem selvagem.

2.3 THERMAL ASYMMETRIC INTERLACED — POLYMERASE CHAIN REACTION (TAIL — PCR)

A identificacdo de genes mutados em decorréncia da insercdo do T-DNA
tem sido feita através do seqiienciamento de regides que flanqueiam o inserto. Métodos
baseados em PCR tém sido utilizados para amplificar seletivamente as regides que flanqueiam
as bordas direita e esquerda do T-DNA. Dentre estes métodos, destaca-se a “Thermal
Asymmetric Interlaced — Polymerase Chain Reaction (TAIL — PCR)” descrita por Liu et al.
(1995). A estratégia para amplificar as regides que flanqueiam o T-DNA faz uso de

oligonucleotideos iniciadores especificos que reconhecem o T-DNA e oligonucleotideos
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iniciadores degenerados nao especificos que anelam em regides desconhecidas do genoma da
c¢lula hospedeira. Para atenuar a amplificacdo de produtos nao especificos sao utilizados um
conjunto de oligonucleotideos iniciadores especificos longos (temperatura de anelamento alta)
e um oligonucleotideo iniciador arbitrario degenerado curto (temperatura de anelamento
baixa). Trés reacdes de PCR sdo realizadas para atingir o objetivo final. Na primeira reacao
(PCR primaria) utiliza-se um oligonucleotideo iniciador especifico para o reconhecimento do
T-DNA e um oligonucleotideo iniciador degenerado. Cinco ciclos de amplificagdo de alta
estringéncia sdo realizados para que sejam formadas, de forma linear, fitas especificas. Em
seguida ¢ realizado um ciclo de PCR em baixa estringéncia para facilitar o anelamento inicial
de bases mal combinadas do oligonucleotideo iniciador degenerado com a seqiiéncia alvo ndo
conhecida. Logo depois, sdo realizados cerca de 15 ciclos alternados de alta e baixa
estringéncia.

Uma segunda reacdo de PCR (PCR secundaria) ¢ realizada utilizando-se
uma aliquota do produto (produto diluido) obtido na PCR primaria. Como oligonucleotideos
iniciadores sdo empregados um oligonucleotideo iniciador especifico mais interno € 0 mesmo
oligonucleotideo iniciador degenerado usado na PCR primaria. Finalmente, a terceira reagao
de PCR (PCR terciaria) ¢ realizada utilizando-se como molde uma aliquota do produto
(produto diluido) obtido na PCR secundéria e como iniciadores um oligonucleotideo iniciador
especifico mais interno que o usado na PCR secundéria e o mesmo oligonucleotideo iniciador
degenerado usado nas reagdes anteriores.

A TAIL-PCR tem se mostrado eficiente para a identificagdo de genes
nocauteados de algumas espécies fungicas. MULLINS et al. (2001) e ROLLAND et al.
(2003) obtiveram sucesso de 90-100% de isolamento das bordas de T-DNA e do DNA
fingico que as flanqueia através da TAIL-PCR, porém nenhuma similaridade foi encontrada
entre 0 DNA do hospedeiro e as seqiiéncias depositadas em banco de dados (NCBI). Estes
autores também nao encontraram extensiva homologia entre o T-DNA e o local de integragdo
ou entre os locais de integracdo dos diferentes transformantes, indicando que a integracdo do
T-DNA no genoma fungico ocorre de forma aleatoria.

Pelo emprego da TAIL-PCR, Tsuji et al. (2003) obtiveram oito seqiliéncias
de DNA gendmico de agro-transformantes do fungo Colletotrichum lagenarium, sendo que
quatro destas seqiiéncias correspondiam a de aminoédcidos com significante homologia
aquelas presentes em banco de dados. Isto indica que a TAIL —PCR ¢ uma ferramenta

eficiente na identificacdo das seqiiéncias do DNA do hospedeiro que flanqueiam o T-DNA.
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Baseado nestas informagoes, a selecao de transformantes do isolado CG26
de B. bassiana (REIS et al., 2004) quanto a determinantes de entomopatogenicidade,
particularmente quanto a producdo de proteases e alteracdo na conidiagdo, poderd aumentar

nosso conhecimento sobre os genes envolvidos na patogenia deste fungo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL BloLOGICO

Agro-transformantes do isolado CG26 foram obtidos por REIS et al. (2004),
empregando o vetor binario pPK2 (COVERT et al., 2001) que contém o cassete de resisténcia
ao antibiotico higromicina-B. Um total de 179 transformantes (TP1-TP179) foram analisados

quanto a alteracao na conidiagao.

3.2 SOLUCOES

3.2.1 Tampao de extracdo de DNA

Tris-HCI IM pH 8,0.....coiiiiiiiiieeeeeeee 40 mL
NaCI SMu.ciiiiieceeeeeeeee e 10 mL
EDTA 0,5M pH 8,0....cccuiiiiiiiiiiiinieniieieneeene 10 mL
SDS T0%0. et 20 mL
Agua destilada............oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 120 mL

3.2.2 Clorofil

ClOrofOrmIO. .....cccveeeiieiieeiieiie et 24 partes

Alcool iS0-aMIlICO........vveveeeeeeeeeeeeeee e, 1 parte



3.2.3 Clorofane

3.2.4 Tampao de corrida TEB (10X)

TTiSMA DASE...ccvveeerieiieeiieiie et 121,14 g
EDTA. ..o 372 g
H3BO3 ............................................................... 51,3 g

64

O volume foi completado para 1000 mL com agua destilada e diluido 10

vezes na hora do uso.

3.3 DETERMINACAO DE CONIDIACAO

Para a determinagao da produgdo de conidios, a linhagem selvagem CG26 e

um total de 179 agro-transformantes foram inoculados (indculo de ponto) em MC

(PONTECORVO et al., 1953) e incubados a 28°C por 15 dias. Apds este periodo, foi

analisada a presenca de conidios com auxilio de microscopio esterioscopio (aumento de 40x),

além do tamanho da colonia. Baseado nesta selecdo inicial, os transformantes que

apresentaram producdo de conidios reduzida em relagdo ao selvagem (CG26) foram

inoculados em MC (in6culo de ponto) e incubados a 28°C por 17 dias.

Apo6s este periodo, foram retirados 3 blocos circulares de agar de cada

coldnia (com o auxilio de um cilindro de metal de 7 mm de diametro) e colocados em frascos
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estéreis contendo 1mL de solugdo Tween 20 (0,5%). A suspensdo foi agitada em vortex para o
desprendimento dos conidios dos blocos de agar. A partir da suspensao de conidios resultante
foi estimado o niimero de conidios com auxilio de uma cdmara de Neubauer. Os experimentos

. A , 71 2
foram repetidos trés vezes. Os resultados foram expressos em numero de conidios por cm”.

3.4 MICROCULTIVO

O microcultivo foi realizado para a visualizagao de estruturas de reproducao
assexuada (conidioforos) e conidios da linhagem selvagem CG26 e agro-transformantes que
apresentaram redug¢do significativa na producao de conidios.

Blocos de meio completo solidificado foram colocados sobre ldminas de
microscopia esterilizadas. Em seguida, conidios da linhagem selvagem e de cada um dos
transformantes testados foram inoculados em duas das extremidades do bloco. Por fim, foi
colocada sobre os blocos uma laminula esterilizada. As laminas foram acondicionadas
individualmente em placas de Petri esterilizadas contendo algoddo umedecido e incubadas a
28°C por 7 dias. Apos este periodo, os blocos de dgar foram separados das laminas e das
laminulas, e estas foram coradas com o corante lactofenol para facilitar a visualizacdo dos

conidios, conidioforos e hifas.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

O teste t de Student (Teste t pareado) foi utilizado para a comparacao da

producdo de conidios entre linhagem selvagem CG26 e cada um dos transformantes testados.
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3.6 EXTRAGAO DE DNA (AZEVEDO ET AL., 2000)

Os agro-transformantes que apresentaram crescimento semelhante (para
excluir a possibilidade de serem transformantes auxotroficos) e reducdo na conidiacdo,
comparativamente ao isolado selvagem, foram submetidos a extracdo de DNA com vistas a
analise de TAIL-PCR.

Uma suspensdo de conidios (1x10° conidios/mL) dos transformantes foi
inoculada em 30 mL de meio completo (MC) liquido e incubada por 48 horas a 28°C sob
agitacdo (180 rpm). O micélio obtido foi coletado por filtracdo a véacuo, lavado com agua
destilada estéril para remocdo dos restos de cultura e macerado em presenca de nitrogénio
liquido até obtencdo de um po fino. A este pd foi adicionado 500 puL de tampao de extracao.
A mistura foi incubada por 15 minutos em banho-maria a 65°C. Em seguida, foi adicionado
500 uL de fenol. Ap6s homogeinizacdo, a mistura foi centrifugada a 12000 rpm por 15
minutos. A fase aquosa foi transferida para um tubo limpo adicionando-se 500 pL de
clorofane seguido de centrifugagdo a 12000 rpm por 15 minutos. O procedimento foi repetido
substituindo-se o clorofane por clorofil. A fase aquosa foram adicionados 30 uL de NaCl 3M
e 800 pL de etanol absoluto gelado. A mistura foi colocada a -20°C por 18 horas. O DNA foi
sedimentado por centrifugacdo (12000 rpm por 5 minutos) e lavado com 300 pL de etanol
70% seguido de centrifugacdo (12000 rpm por 10 minutos). Apds seco a temperatura

ambiente, 0 DNA foi ressuspendido em 60 pL de agua MilliQ.

3.7 QUANTIFICAGAO DE DNA

O DNA foi quantificado em gel de agarose 0.8% utilizando-se como
marcador DNA A com concentragdes conhecidas (50, 75 e 100 ng/uL). A eletroforese foi
realizada na presenga de tampao TEB (1X) a 50V por aproximadamente 2 horas. O gel foi
corado com brometo de etideo e 0 DNA foi quantificado por comparacdo da fluorescéncia da

banda dos transformantes com as bandas dos marcadores.
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3.8 ANALISE MOLECULAR DOS TRANSFORMANTES POR PCR ASSIMETRICA (TAIL-PCR)

A TAIL-PCR dos transformantes selecionados foi realizada como descrito

por Combier et al. (2003).

Tabela 1 — Primers utilizados na TAIL-PCR

Nome do primer Seqiiéncia nucleotidica (5’ a 3”) Nivel de degenerescéncia®
RB1 GGCACTGGCCGTCGTTTTACAAC -
RB2 AACGTCGTGACTGGGAAAACCCT -
RB3 CCCTTCCCAACAGTTGCGCA -
ADI1 WGTGNAGWANCANAGA" 256

* —nivel de degenerescéncia do primer degenerado.
W=AouT;N=A,T,CouG;S=GouC.

As reagdes de amplificagdo foram realizadas em volume final de 20 pl,
contendo 1x tampao, 0,2mM dNTPs, 0,4 uM do primer RB-1, 10 uM do primer ADI1 e 1,25
unidades de Taq polimerase (primeira reagdo). A segunda reagdo consistiu de: 1 uL do
produto da primeira reacdo (diluicdo de 50x), 1x tampao, 0,2mM dNTPs, 0,4 uM do primer
RB-2, 8 uM do primer ADI1 e 1 unidade de Taq polimerase em volume final de 20 puL. A
terceira reagdo consistiu de: 1 pL do produto da segunda reagdo (diluicdo de 50x), 1x tampao,
0,2mM dNTPs, 0,6 uM do primer RB-3, 6 uM do primer AD1 e 0,75 unidades de Taq
polimerase em volume final de 100 pL.

As reagdes foram submetidas ao termociclador programado como descrito
na Tabela 2. Os trés ciclos de amplificagdo foram realizados em termociclador (Eppendorf,
Mastercycler gradient). Os produtos de amplificagdo da segunda e terceira reacdo foram
analisados em gel de agarose (0,8%) e o produto de amplificacdo da terceira reacdo foi
retirado do gel e purificado empregando o kit CONCERT™ Rapid Gel Extraction System

(Invitrogen).



Tabela 2 — Condigdes a serem utilizadas no protocolo de PCR assimétrica (TAIL-PCR)

Primeira reacgao/ciclos

Programas

1

94°C, 1 min; 95°C, 1 min

5

94°C, 20 seg; 65°C, 5 seg; 74°C, 30 seg

1

94°C, 20 seg; 30°C, 30 seg; 41°C, 55 seg

13

52°C, 55 seg; 63°C, 55 seg; 74°C, 30 seg
94°C, 20 seg, 68°C, 5 seg; 74°C, 30 seg
94°C, 20 Seg; 68°C, 5 seg; 74°C, 30 seg
94°C, 20 Seg; 44°C, 5 seg; 74°C, 30 seg

1

74°C, 1 min

Segunda reagao/ciclos

1

94°C, 1 min; 95°C, 1 min

10

94°C, 20 seg; 68°C, 5 seg; 74°C, 30 seg
94°C, 20 seg; 68°C, 5 seg; 74°C, 30 seg
94°C, 20 seg; 44°C, 5 seg; 74°C, 30 seg

Terceira reagao/ciclos

1 74°C, 1 min
1 94°C, 1 min; 95°C, 1 min
94°C, 20 seg; 68°C, 5 seg; 74°C, 30 seg
10 94°C, 20 seg; 68°C, 5 seg; 74°C, 30 seg
94°C, 20 seg; 44°C, 5 seg; 74°C, 30 seg
1 74°C, 1 min
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE DA CONIDIACAO

A producdo de conidios foi inicialmente analisada empregando-se a
linhagem CG26 e 179 agro-transformantes de B. bassiana. Um total de 14 agro-
transformantes (TP17, TP18, TP25, TP26, TP34, TP46, TP53, TP87, TP97, TP104, TP105,
TP113, TP121 e TP125) apresentaram reducao na producao de conidios comparativamente ao
do isolado selvagem.

Os 14 agro-transformantes foram entdo testados quanto a producdo de
conidios apos crescimento em meio completo (dados expressos em nimero de conidios por
cm?). Todos os transformantes apresentaram producéo de conidios significativamente inferior

comparativamente ao do isolado CG26 (Teste t pareado, p<0.05) (Tabela 3).

Tabela 3 — Produgdo de conidios da linhagem selvagem e dos agro-transformantes de B.
bassiana. Os resultados representam a média de dois experimentos.

Linhagem  Nuamero de conidios por cm’ Teste t
CG26 1,1 x 108
TP17 1,6 x 107 0,026*
TP18 22x 10’ 0,041*
TP25 1,9 x 10’ 0,046*
TP26 1,8 x 107 0,049%*
TP34 1,3x 10’ 0,04*
TP46 1,9x 107 0,037*
TP53 1,5x 10’ 0,032*
TP87 1,7x 107 0,048%*
TP97 2,1x 10’ 0,04*
TP104 1,2x 107 0,036*
TP105 1,0 x 10’ 0,038%*
TP113 6,0 x 10° 0,037*
TP121 1,0 x 10’ 0,034*
TP125 1,5x 107 0,028*

* Diferenga significativa (Teste t - p<0.05) (duas amostras em par para médias)
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4.2 ANALISE DE MICROCULTIVO

Alteragdes na produgdo de conidios foram também evidenciadas através da
técnica de microcultivo seguida do exame direto em lamina. Esta analise demonstrou que os
14 transformantes testados possuem alteracdes na conidiagdo, particularmente no que se
refere ao nimero de conidios e a presenga de conidiéforos. A Figura 1 ilustra a andlise de
microcultivo da linhagem selvagem e do transformante TP125, apds coloragdo com
lactofenol. Como pode-se observar, no microcultivo da linhagem selvagem (Fig.la) foi
possivel evidenciar grande produgdo de conidios através da relagdo: densidade de
conidios/densidade de hifas. J4 no microcultivo do transformante TP125 ndo se observou a
presenca de conidios e conidiéforos (Fig.1b).

A obtengdo de mutantes com conidiogénese reduzida ou mesmo quanto a
formacdo de estruturas de reproducdo assexuada (conidioforos) indica que o emprego desta
metodologia pode ser promissor na busca de mutantes insercionais para este fendtipo em B.

bassiana.
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Figura 1 — Microcultivo da linhagem selvagem (CG26) de Beauveria bassiana (a) e
transformante TP125 (b). Aumento de 40x.

4.3 ANALISE POR TAIL-PCR

O transformante TP125 foi selecionado para analise por TAIL-PCR. Como

observado na Figura 2, o produto da terceira reacdo da TAIL-PCR resultou em duas bandas
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com massa molecular aproximadamente 100 pb menor do que as obtidas na segunda reagdo
(setas), como esperado de acordo com a posi¢cao de anelamento dos oligonucleotideos
iniciadores RB2 e RB3 na regido de T-DNA.

Estas bandas provenientes da terceira reagdo foram eluidas do gel de
agarose e, posteriormente, serdo submetidas a seqiienciamento e analise junto ao banco de

dados do NCBI, visando a identificagdao das seqiiéncias de DNA genomico que flanqueiam a

regido do inserto (T-DNA).
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Figura 2 — Gel de agarose 0,8% dos produtos da TAIL-PCR do transformante TP125. 1 —
primeira reagdo, 2 — segunda reacdo, 3 — terceira reagao.



72

REFERENCIAS

AZEVEDO, A. C. S.; FURLANETO, M. C.; SOSA-GOMEZ, D. R.; FUNGARO, M. H. P.
Molecular characterization of Paecilomyces fumosoroseus (Deuteromycotina: Hyphomycetes)
isolates. Scientia Agricola, v. 57, p. 729-732, 2000.

BUNDOCK, P.; den DULK-RAS, A.; BEIJERSBERGEN, A.; HOOYKAAS, P. J. J. Trans-
kingdom T-DNA transfer from Agrobacterium tumefaciens to Saccharomyces cerevisiae.
EMBO Journal, v. 14, p. 3206-3214, 1995.

CHANG, S. S.; PARK, S. K.; KIM, B. C.; KANG, B. J.; KIM, D. U.; NAM, H. G. Stable
genetic transformation of Arabidopsis thaliana by Agrobacterium inoculation in planta. Plant
Journal, v. 5, p. 551-558, 1994.

COMBIER, J. P.; MELAYAH, D.; RAFFIER, C.; GAY, G.; MARMEISSE, R.
Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation as a tool for insertional mutagenesis in
the symbiotic ectomycorrhizal fungus Hebeloma cylindrosporum. FEMS Microbiological
Letters, v. 220, p. 141-148, 2003.

COVERT, S. F.; KAPOOR P.; LEE M-H.; BRILEY A. Agrobacterium tumefaciens-mediated
transformation of Fusarium circinatum. Mycological Research, v. 105, p. 259-264, 2001.

DABOUSSI, M. J.; DJEBALLI, A.; GERLINGER, C.; BLAISEAU, P. L.; BOUVIER, L;
CASSAU, M.; LEBRUN, M. H.; PARISOT, D.; BRYGOO, Y. Transformation of seven
species of filamentous fungi using the nitrate reductase gene of Aspergillus nidulans. Current
Genetics, v. 15, p. 453-456, 1989.

De GROOT, M. J. A.; BUNDOCK P.; HOOYKAAS P. J. J.; BEIJERSBERGEN A. G. M.
Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of filamentous fungi. Nature
Biotechnology, v. 16, p. 839-842, 1998.

DONATTI, A. C. Estudo de proteases degradadoras de cuticula produzidas pelo fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana. Monografia de Conclusao de Curso em Ciéncias
Biologicas. Universidade Estadual de Londrina, 48 p., 2004.

FANG, W.; ZHANG, Y.; YANG, X.; ZHENG, X.; DUAN, H.; LI, Y.; PEL, Y.
Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of Beauveria bassiana using an
herbicide gene as a selection marker. Journal of Invertebrate Pathology, v. 85, p. 18-24,
2004.



73

KADO, C. I. Molecular mechanisms of crown gall tumorigenesis. Critical Review in Plant
Science, v. 10, p. 1-32, 1991.

KUNIK, T.; TZFIRA, T.; KAPULNIK, Y.; GAFNI, Y.; DINGWALL, C.; CITOVSKY, V.
Genetic transformation of Hela cells by Agrobacterium. Proceedings of the National
Academy of Science of the United States of America, v. 98, p. 1871- 1876, 2001.

LECLERQUE, A.; WAN, H.; ABSCHUTZ, A.; CHEN, S.; MITINA, G. V.;
ZIMMERMANN, G.; SCHAIRER, H. U. Agrobacterium-mediated insercional mutagenesis
(AIM) of the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana. Current Genetics, v. 45, p. 111-
119, 2004.

LIU, Y. G.; MITSUKAWA, N.; OOSUMI, T.; WHITTIER, R. Efficient isolation and
mapping of Arabidopsis thaliana T-DNA insert junctions by thermal asymmetric interlaced
PCR. The Plant Journal, v. 8, p. 457-463, 1995.

MICHIELSE, C. B., HOOYKAAS, P. J. J., van den HONDEL, C. A. M. J. J.; RAM, A. F. J.
Agrobacterium-mediated transformation as a tool for functional genomics in fungi. Current
Genetics, v. 48, p.1-17, 2005.

MULLINS, E. D.; KANG, S. Transformation: a tool for studying fungal pathogens of plants.
Cellular and Molecular Life Sciences, v. 58, p. 2043-2052, 2001.

MULLINS, E. D.; CHEN, S.; ROMAINE, P.; RAINA, R.; GEISER, D. M.; KANG, S.
Agrobacterium-mediated transformation of Fusarium oxysporum: an efficient tool for
insertional mutagenesis and gene transfer. Phytopathology, v. 91, p. 173-180, 2001.

PFEIFER, T. A.; KHACHATOURIANS, G. G. Beauveria bassiana protoplast regeneration
and transformation using electroporation. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 38,
p. 376-381, 1992.

PONTECORVO, G.; ROPER, J. A.; HEMONS, L. M.; Mac DONALD, K. D.; BUFFON, A.
W. J. The genetics of Aspergillus nidulans. Advances in Genetics, v. 5, p. 141-148, 1953.

REIS M. C.; FUNGARO, M. H. P.; DUARTE, R. T. D.; FURLANETO, L.; FURLANETO,
M. C. Agrobacterium tumefaciens-mediated genetic transformation of the entomopathogenic
fungus Beauveria bassiana. Journal of Microbiological Methods, v. 58, p. 197-202, 2004.



74

ROLLAND, S.; JOBIC, C.; FEVRE, M.; BRUEL, C. Agrobacterium-mediated
transformation of Botrytis cinerea, simple purification of monokaryotic transformants and
rapid conidia-based identification of the transfer-DNA host genomic DNAflanking sequences.
Current Genetics, v. 44, p. 164-171, 2003.

St. LEGER, R. J.; JOSHI, L.; BIDOCHKA, M. J.; ROBERTS, W. D. Construction of an
improved mycoinseticide overexpressing a toxic protease. Proceedings of the National
Academy of Science of the United States of America, v. 93, p. 6349-6354, 1996.

THON, M. R.; NUCKLES, E. M.; VAILLANCOURT, L. J. Restriction enzyme-mediated
integration used to produce pathogenicity mutants of Colletotrichum graminicola. Molecular
Plants-Microbe Interactions, v. 13, p. 1356-1365, 2000.

TSUIJIL, G.; FUJIL S.; FUIIHARA, N.; HIROSE, C.; TSUGE, S.; SHIRAISHI, T.; KUBO, Y.
Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation for random insertional mutagenesis in
Colletotrichum lagenarium. Journal of General and Plant Pathology, v. 69, p. 230-239,
2003.



75

5 CONCLUSOES

e A producdo de proteases do tipo-subtilisina (Prl) e do tipo-tripsina
(Pr2) produzidas pelo isolado CG425 de Beauveria bassiana parece ser induzida por
componentes cuticulares de Rhammatocerus schistocercoides, a semelhanga do observado

para outros fungos entomopatogénicos;

o A producdo de proteases tipo-Prl e tipo-Pr2, em presenga de cuticula,
parece ndo ocorrer de forma coordenada, ja que ambas foram detectadas a partir de 24h de

cultivo;

e O aminoacido metionina parece exercer papel na regulagdo da

expressao de proteases tipo-Prl ¢ tipo-Pr2 em Beauveria bassiana;

e A metodologia de transformacdo baseada no emprego de
Agrobacterium tumefaciens (AMT) parece promissora em estudos de mutagénese insercional

em B. bassiana, uma vez que permitiu a obten¢do de mutantes com alteragdes na conidiacao;

e O emprego da metodologia de TAIL-PCR parece ser promissor para a
identificacdo e etiquetagem de seqiiéncias de DNA gendmico que flanqueiam a regido de T-

DNA neste transformante.
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Abstract

Extracellular proteases have been shown to be virulence factors in fungal pathogenicity
towards insects. We examined the production of extracellular proteases, subtilisin-like activity
(Prl) and trypsin-like activity (Pr2) by Beauveria bassiana CG425, which is a fungus of
interest for the control of the grasshopper Rhammatocerus schistocercoides. To access the
role of these proteases during infection of R. schistocercoides we analyzed their secretion
during fungus growth in either in nitrate-medium or in cuticle-containing medium
supplemented with different amino acids. The enhancing effect of cuticle on Prl and Pr2
production suggests that these proteases-types may be specifically induced by components of
the grasshopper cuticle. In medium supplemented with methionine high level of Pr1 was
observed. The remaining amino acids tested did not induce the protease to the levels seen with
cuticle. The amino acid methionine seems to play a regulatory role on Prl secretion by B.
bassiana, since both induction and repression seems to be dependent on the concentration of

the amino acid present in the culture medium.
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Introduction

Grasshoppers are one of the major pests of agricultural crops worldwide. In Central-Brazil
the grasshopper, Rhammatocerus schistocercoides, is a serious pest of several crops and
native pastures. The entomopathogenic fungus, Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, has
been described as one of the promising species for development as a biological control agent
for grasshoppers (Bidochka et al., 1997). B. bassiana-based mycoinsecticide has already been
developed and registered for the control of grasshoppers (Butt et al., 2001).

In a survey for fungal pathogens of grasshoppers, Moreira et al. (1996) found an isolate of
B. bassiana (CG425) which has been successfully demonstrated to elicit high mortality in
Rhammatocerus schistocercoides (Magalhaes et al., 1997).

The first physical barrier to insect infection is the insect cuticle which is composed
primarily of proteins. To transpose this barrier, entomopathogenic fungi utilize a combination
of mechanical and enzymatic mechanisms, and the secretion of proteases is believed to be
important pathogenic factor for fungal attack on cuticle (St. Leger, 1995).

The best known determinant of fungal entomopathogenicity is based on subtilisin-like
serine protease (designated Prl) of Metarhizium anisopliae, where its role in host invasion has
been clearly demonstrated (St. Leger et al., 1988). This enzyme is adapted to extensively
degrade insect cuticular protein (St. Leger et al., 1987) and has been ultrastructurally located
in the host cuticle during the early stages of penetration (Goettel et al., 1989). A trypsin-like
enzyme (Pr2) belonging to the serine protease group also occurs during the early stages of
cuticle colonization suggesting that it has some role in degrading extracellular proteins
complementary to that of Pr1 (St. Leger et al., 1996).

A Prl protease from B. bassiana also appears to be a virulence factor given its ability to
degrade insect cuticle (Bidochka and Khachatourians, 1994) and considering that a protease-

defective mutant was found to have decreased virulence against the migratory grasshopper
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Melanoplus sanguinipes (Bidochka and Khachatourians, 1990). Furthermore, the Prl gene
from B. bassiana which resembles the M. anisopliae Pr1 was cloned and sequenced (Joshi et
al., 1995), indicating that similar proteases may be widespread among entomopathogenic
fungi.

According to Bidochka and Khachatourians (1988a) the regulation of extracellular protease
synthesis in B. bassiana is consistent with a multiple control model. These authors described
that B. bassiana synthesizes and secretes an extracellular protease into its growth medium
when an exogenous protein serves as its source of nitrogen and carbon. Furthermore, free
amino acids generated from the hydrolysis of gelatin did not repress protease synthesis
(Bidochka and Khachatourians,1988b).

To help understand the role of proteases in R. schistocercoides cuticle penetration, it is
desirable to determine how their synthesis is regulated in B. bassiana. Knowledge of how
proteases production is regulated could be relevant to understanding the mechanisms of
fungal pathogenesis. Therefore, in this study, we examined for the first time the production of
Prl and Pr2 proteases by B. bassiana in the presence of R. schistocercoides cuticle, extending

our knowledge about protease production by this fungus.
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Materials and methods
Organism and culture conditions

Beauveria bassiana CG425 was obtained as a liquid nitrogen-stored stock culture from
the Cenargen/Embrapa-Brazil collection of entomopathogenic fungi, Brasilia —DF.

Conidia were obtained by harvesting sporulated spread plates of minimal medium (MM)
(6g NaNO;, 1.5g KH,PO4, 0.5g MgS04.7H,0, 0.5g KCl, Img FeSO4, Img ZnSO,, 10g
glucose, and 15g agar in 1000ml of distilled water), and MMI (MM without nitrate and
glucose) supplemented with 0.5% insect cuticle prepared from adult Rhammatocerus
schistocercoides using an aqueous solution of 1% potassium tetraborate (Andersen, 1980).
The prepared cuticle was added to previously sterilized MMI and autoclaved for 5 min at
115°C. For enzyme production conidia were inoculated into 20 ml of liquid MM and MMI at
a concentration of 5 x 10° conidia/ml and grown in submerged culture (180 rpm) at 28°C for
0, 24, 48, 72 and 96 h. Following growth, mycelium was harvested by centrifugation at 8000g
for 15 min. The supernatants (extracellular fraction) obtained were stored at -20 °C and
assayed for protease activity.

In another set of experiments, conidia were inoculated into 20 ml of liquid MM
supplemented with glucose (1%) or grasshopper cuticle (R. schistocercoides) (0.5%) as
carbon source. In cultures supplemented with cuticle, D-alanine, L-alanine, proline, glycine,
and methionine (0.5%) were added together with the fungal inoculum and at each 24 h of
growth. After 72 h of incubation at 28°C the mycelium was harvested by centrifugation at
8000g for 15 min.

An additional experiment was performed to determine the effect of the methionine on the

protease activity. Different concentrations of methionine (0.25%, 0.5% and 0.75%) were
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added to MM and MM supplemented with cuticle (0.5%). After 72 h of incubation at 28°C
the mycelium was harvested by centrifugation at 8000g for 15 min.

All experiments were repeated three times, and the results represent mean values + SD.

Enzyme assays

In this paper, subtilisin-like activity and trypsin-like activity of B. bassiana are referred to
as Prl and Pr2, respectively. Prl and Pr2 activities were assayed using succinyl-(alanine),-
proline-phenylalanine-p-nitroanilide and benzoyl-phenylalanine-valine-arginine-p-nitroanilide
as substrates, respectively (St. Leger et al., 1987; Urtz and Rice, 2000). Each assay consisted
of 0.05 ml substrate (1 mM), 0.85 ml 15 mM Tris-HCI buffer (pH 8.5) and 0.1 ml crude
enzyme. The mixture was incubated for 30 min at 28°C and the reaction was terminated by
adding 0.25 ml of 30% acetic acid and left to stand for 15 min in ice, after which samples
were centrifuged at 12509 for 5 min at 4°C. The supernatants were read at 410 nm. Activities
were expressed as nanomoles nitroanilide (NA) released per milliliter per min (St. Leger et

al., 1998). Assays were performed in duplicate for each sample.
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Results and Discussion

Because proteins are the major constituent of grasshopper cuticle (Bidochka and
Khachatourians, 1992) and extracellular proteases are produced in abundance by fungi grown
in liquid cultures containing ground grasshopper cuticles (St. Leger et al., 1986), it has been
postulated that extracellular proteases are involved in cuticle hydrolysis and facilitate hyphal
penetration through the cuticle. Like most fungal pathogens, B. bassiana might use a
combination of enzymes to penetrate the cuticle and access the nutrient-rich host haemocoel.

Beauveria bassiana CG425 produced Prl and Pr2 in minimal medium containing ground
R. schistocercoides whole body cuticle, however, in medium containing nitrate as sole
nitrogen source, lower activities occurred (Table 1). The enhancing effect of cuticle on Prl
and Pr2 production suggests that these proteases-types may be specifically induced by a
cuticular component (s). Similarly, proteases produced by different strains of B. bassiana
were maximally expressed during growth on wax moth (Galleria mellonella) cuticle (Gupta et
al., 1992). According St. Leger et al. (1988) for Metarhizium anisopliae, limitation of carbon
and nitrogen sources in culture supplemented with acridid cuticle derepressed protease
production. Since all proteins contain carbon and nitrogen this finding is consistent with the
idea that a major function of the extracellular proteases is to make nutrients available from the
cuticle. However, Prl-like proteases are also produced, albeit at lower levels, by carbon and
nitrogen derepression alone indicating a substantial basal level of Prl (Table 1). Similar
results were found for Metarhizium anisopliae (St. Leger et al., 1992).

Both proteases activities (Prl and Pr2), in R. schistocercoides cuticle-containing medium,
were detected after 24 h of growth suggesting that these proteases types were not co-
ordinately expressed in this fungus. Different data were observed when desert locust cuticle

(Schistocerca gregaria) was used as growth substrate for Metarhizium strains (Gillespie et al.,



84

1998). These authors found that Pr2 produced by this fungus, in the presence of S. gregaria,
appeared in culture 24 h before Prl, suggesting its role in the induction or activation of Prl.

The effects of different carbon sources on protease secretion by B. bassiana were tested in
medium supplemented with glucose, grasshopper cuticle and amino acids individually or in
combination. As shown in Table 2, B. bassiana produced proteases (Prl and Pr2) in all media
tested; however, the amount of secreted proteases varied. The highest levels of both proteases-
types were found in culture supernatants from grasshopper cuticle. None of the amino acids
tested repressed enzyme secretion. In contrast, Campos et al. (2005) verified that in B.
bassiana, alanine addition to the culture medium supplemented with tick (Boophilus
microplus) cuticle repressed subtilisin secretion.

Some amino acids (alanine, proline) which are abundant in (grasshopper) cuticular
proteins (Bidochka and Khachatourians, 1992) were tested in restricted cultures for their
ability to induce Prl and Pr2. Except in medium supplemented with methionine, where high
level of Pr1 was observed, the remaining amino acids tested did not induce the protease to the
levels seen with cuticle (Table 2).

The possible role of methionine on Prl secretion by B. bassiana, was tested by culturing
the fungus in culture medium containing different concentrations of this amino acid (0.25%,
0.5% and 0.75%) as only carbon source. As shown in Fig. 1, the lowest concentration tested
resulted in a significantly lower Prl activity (p<0.05) compared to that seen with cuticle.
Moreover, in medium supplemented with grasshopper cuticle, the addition of methionine at
concentration of 0.75% (highest concentration tested) repressed protease secretion (Fig. 1).
These data may reflect the possible role of methionine on Prl secretion by B. bassiana, since
both induction and repression seems to be dependent on the concentration of the amino acid

present in the culture medium. Recently, Scully and Bidochka (2006) using a mutant of
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Aspergillus flavus with auxotrophic requirement for methionine showed the role of nutrition
in evolving host-pathogen relationships.

The results presented in this study increase our knowledge about protease production in B.
bassiana CG425, opening new avenues for the study of the role of secreted proteases in
virulence against grasshopper during the infection process. However, the secretion machinery

of this fungus is still to be studied for biological control purposes.
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Table 1 Subtilisin-like (Prl) and trypsin-like (Pr2) activities in culture supernatants from

Beauveria bassiana CG425. Values are the means of three replicates.

Incubation (h) MM? MMI°
Pr1* Pr2 Prl Pr2
0 0 0 0 0
24 0.661+0.186 0 7.706+1.083  6.505+3.781
48 3.184+1.771 1.677£0.904  19.077+1.369  11.679+2.500
72 5.143+1.630 0 19.899+1.885  11.036+1.766
96 12.843+4.248  1.398+0.225  18.740+1.966  12.564+1.157

The results are means of three independent experiments, with two replicates for each

enzymatic assay. *Activities expressed as nmol nitroanilide ml” min™'; mean presented plus

or minus the standard error.

* MM — minimal medium

® MMI - MM without nitrate and glucose plus R. schistocercoides cuticle (0.5%).



Table 2 Effect of carbon sources and amino acids on secretion of subtilisin-like (Prl) and

trypsin-like (Pr2) proteases from Beauveria bassiana CG425

Substrate Pr1* Pr2*
Glucose (1%) 5.883° 10.456™%
D-alanine (0.5%) 5577° 5.0922
L-alanine (0.5%) 2.1522 5.1872
Proline (0.5%) 23312 8.612™
Glicine (0.5%) 2 4582 8.465"
Methionine (0.5%) 15.526° 9.118"
Cuticle (0.5%) 15.441° 12.648°
Cuticle (0.5%) + D-alanine (0.5%) 15.199¢ 11.331%
Cuticle (0.5%) + L-alanine (0.5%) 16.284° 12.701°
Cuticle (0.5%) + proline (0.5%) 15.831¢ 11.763%
Cuticle (0.5%) + glicine (0.5%) 15.599° 13.038°
Cuticle (0.5%) + methionine (0.5%) 15.494° 12.174°

The results are means of three independent experiments, with two replicates for each
enzymatic assay. Means followed by the same superscript letter in each column are not

significantly different according to Tukey test (p < 0.05).
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Fig. 1 Subtilisin-like (Prl) activity in culture supernatants from Beauveria bassiana CG425
grown in presence of methionine at different concentrations. The results are means of three
independent experiments, with two replicates for each enzymatic assay. The asterisk

represents significant differences according to the Tukey test (p<0.05).

12 B Methionine
R Cuticle 0.5% + methionine
] I Cuticle 0.5%

* 1 i *

6
4 S
8~J RIS

0.25 0.5 0.75 0.25 0.5 0.75
Methionine concentration (%)

nmol PNA/mL/min
H
o




	Ariane Coelho Donatti
	Londrina
	2007
	Ariane Coelho Donatti
	ESTUDO DE PROTEASES DEGRADADORAS DE CUTÍCULA PRODUZIDAS POR 
	Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação em Micr


	Orientadora: Drª. Márcia Cristina Furlaneto
	Londrina
	2007
	Ariane Coelho Donatti
	ESTUDO DE PROTEASES DEGRADADORAS DE CUTÍCULA PRODUZIDAS POR 


	BANCA EXAMINADORA
	RESUMO
	ABSTRACT


	LISTA DE FIGURAS
	FIGURAS PARTE I

	LISTA DE TABELAS
	TABELAS PARTE I
	Tabela 5 –  Determinação da atividade enzimática sobre o sub


	SUMÁRIO
	PARTE I
	Regulação da produção de proteases degradadoras de cutícula 
	1.1 Objetivos

	2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	2.1 Controle Microbiano De Gafanhotos Por Beauveria Bassiana
	2.2 Processo De Infecção E Fatores De Virulência

	3 MATERIAIS E MÉTODOS
	3.1 Isolado Fúngico
	Foi utilizado o isolado CG425 de Beauveria bassiana provenie
	3.2 Meios De Cultura E Soluções
	3.2.1 Meio mínimo solidificado - MM (Pontecorvo et al., 1953
	O pH do meio foi ajustado para 6,8 com NaOH 4% e em seguida 
	3.2.2 Meio completo solidificado - MC (Pontecorvo et al., 19
	3.2.3 Solução de vitaminas adicionada ao MC
	3.2.4 Suspensão de cutícula (p/v)
	3.2.5 Reagente de Bradford (Bradford, 1976)
	3.2.6 Substrato de protease tipo subtilisina (Pr1) 1mM
	3.2.7 Substrato de protease tipo tripsina (Pr2) 1mM

	3.3 Curva Padrão Para A Dosagem De Proteínas Totais
	3.4 Curva Padrão Para Dosagem De P-Nitroanilina
	3.5 Análise da produção de proteases
	3.5.1 Atividade proteolítica em cultura líquida
	A regulação da produção de proteases foi também analisada em
	3.5.2 Preparo das frações enzimáticas
	3.5.3 Atividades enzimáticas sobre substratos sintéticos
	3.5.4 Atividade enzimática sobre o substrato natural azocase
	Tabela 5 – Determinação da atividade enzimática sobre o subs

	3.5.5 Dosagem de proteínas totais (BRADFORD, 1976)
	3.5.6 Análise das proteínas totais secretadas em SDS-PAGE


	4 RESULTADOS E DISCUSSÃO
	4.1 Atividade Proteolítica Em Presença E Ausência De Substra
	4.2 Atividade Proteolítica Em Presença De Aminoácidos Distin
	4.3 Atividade Proteolítica Em Diferentes Concentrações De Me
	4.4 Análise das proteínas totais secretadas em SDS-PAGE

	REFERÊNCIAS
	PARTE II
	Seleção de agro-transformantes de Beauveria bassiana quanto 
	1 INTRODUÇÃO
	1.1 Objetivos

	2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	2.1 Transformação Genética Via Agrobacterium Tumefaciens Com
	2.2 Agro-Transformação De Beauveria Bassiana
	2.3 Thermal Asymmetric Interlaced – Polymerase Chain Reactio

	3 MATERIAIS E MÉTODOS
	3.1 Material Biológico
	3.2 Soluções
	3.2.1 Tampão de extração de DNA
	3.2.2 Clorofil
	3.2.3 Clorofane
	3.2.4 Tampão de corrida TEB (10X)

	3.3 Determinação De Conidiação
	3.4 Microcultivo
	3.5 Análise Estatística
	3.6 Extração de DNA (Azevedo et al., 2000)
	3.7 Quantificação De Dna
	3.8 Análise Molecular Dos Transformantes Por Pcr Assimétrica

	4 RESULTADOS E DISCUSSÃO
	4.1 Análise Da Conidiação
	4.2 Análise De Microcultivo
	4.3 Análise Por Tail-Pcr

	REFERÊNCIAS
	5 CONCLUSÕES
	Cuticle-degrading proteases produced by the entomopathogenic
	Materials and methods
	Organism and culture conditions
	Enzyme assays

