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ESTUDO MOLECULAR DE QUITINASES DE Crinipellis perniciosa (Stahel)
Singer

Autor: MAIZA ALVES LOPES

Orientador: Dr2. FABIENNE MICHELI

EXTRATO

Quitina, um homopolimero de [ 1-4 N-acetilglicosamina, € o principal
constituinte da parede celular da maioria dos fungos, do exoesqueleto de artrépodes
e da cuticula de nematodas. Muitos destes organismos s&o causadores de doengas
graves em plantas cultivadas, fazendo do metabolismo de quitina um alvo potencial
para o controle seletivo destas pragas. Quitinases s&o enzimas que atuam na
degradacéao de quitina e pertencem a duas familias de glicosil hidrolases, familias 18
e 19, distribuidas em cinco classes. Genes codificando para estas enzimas tém sido
isolados e clonados principalmente de plantas, bactérias e fungos. Dependendo do
organismo, tais enzimas tém diferentes fungbes. As quitinases bacterianas
desempenham funcgéo nutricional liberando carbono e nitrogénio para as células a
partir da hidrélise de quitina. Em plantas, atuam principalmente na defesa contra
ataques de patégenos. A atividade quitinolitica também €& encontrada em virus,
artropodes, nematodas e outros animais, mesmo naqueles que ndo possuem quitina
na sua composi¢cao. Em fungos, as quitinases estdo envolvidas em uma variedade
de fungdes tais como digestdo da parede celular, germinacédo e diferenciacdo de
esporos, crescimento e autolise da hifa, assimilagéo de quitina e micoparasitismo.

Com o objetivo de caracterizar em nivel molecular quitinases de C. perniciosa,
sequéncias de clones genémicos de quitinases disponiveis no banco de dados do
fungo foram analisadas utilizando programas computacionais acessiveis em sites
gratuitos. A partir destas analises 17 contigs foram montados e quatro diferentes
classes de enzimas envolvidas na degradacéo de quitina, incluindo uma quitinase da
familia 19 das glicosil hidrolases até aqui nunca descrita para fungos, foram

identificadas. A analise dos contigs permitiu o desenho de primers especificos que
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foram utilizados para a amplificacdo de dois fragmentos génicos denominados
CpQUIT1 e CpQUIT2. Em CpQUIT1 foram identificados dois possiveis sitios de
glicosilacédo e em CpQUIT2 foram encontradas regides conservadas de quitinases
classe V e um sitio ativo comum entre as quitinases da familia 18 das glicosil
hidrolases. CpQUIT2 foi utilizado como sonda na determinagdo do numero de copias
por transferéncia de Southern que revelou a existéncia de apenas uma copia deste
gene. A expressado de CpQUITZ2 foi analisada por RT-PCR, partindo de RNA total
extraido a partir das diferentes fases de desenvolvimento do fungo cultivado em
sistema artificial (bolachas). O RT-PCR foi normalizado a partir da amplificagdo do
gene de actina, que é constitutivamente expresso. A analise da expressao génica de
CpQUIT2 por RT-PCR aponta para uma maior expressao durante a fase em que
provavelmente ocorreu a reducado dos nutrientes no meio de cultura e nas fases

finais do desenvolvimento, onde o processo de autdlise esta claramente ocorrendo.

Palavras chave: Crinipellis perniciosa; quitinases; metabolismo de quitina; autdlise.
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ABSTRACT

Chitin is an homopolymer of B 1-4 N-acetylglucosamine and it is the main
component of the cell wall of various species of fungi, of the arthropod exoskeleton,
and of the nematodes cuticle. Most of these organisms are responsible for drastic
diseases in crop plants, and chitin become a good metabolic target for pest control.
Chitinases are chitin-degrading enzymes which belong to five classes of two glycosyl
hydrolases families, namely 18 and 19. Genes encoding chitinases have been
isolated and cloned from plants, bacteria and fungi. Depending of the organism, they
have different functions: bacterial chitinases have a nutritional role by releasing
carbon and nitrogen to the cell; in plants, these enzymes play a role mainly in
defense against pathogens. The chitinase activity was also found in virus,
arthropods, nematodes and animals, even in those that do not have any chitin in their
composition. In fungi, the chitinases are involved in various functions like cell wall
digestion, spore germination and differentiation, growth and hyphen lyses, chitin
assimilation and mycoparasitism.

Aiming to characterize chitinases from Crinipellis perniciosa, genomic clones
available in the fungus genome databank were analyzed using bioinformatic tools.
Seventeen contigs were obtained and four different classes of enzymes involved in
chitin degradation were identified, including a chitinase from the family 19 which was
detected in fungi for the first time. Primers, designed according to the contig analysis,
were used for amplification of two genomic fragments, namely, CpQUIT1 and
CpQUIT2. CpQUIT1 presents two putative glycosylation sites, and CpQUIT2 contains
conserved regions characteristic of the class V chitinase as well as a conserved

active site specific of the family 18. Southern blot experiment showed that CpQUIT2
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is present in the C. perniciosa genome in only one copy. The expression of the
CpQUIT2 gene was analyzed by RT-PCR using total RNA extracted from different
developmental stages of C. perniciosa cultivated in artificial system (bolachas). RT-
PCR was normalized using a constitutive actin gene. Expression analysis showed
that CpQUIT2 was more expressed during the stage with a reduction of nutrients in
the culture medium, as well as in the final stages of the fungus development, where

the autolyses process is clearly occurring.

Keywords: Crinipellis perniciosa; chitinases; chitin metabolism; autolyses.
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1. INTRODUCAO

O cacaueiro (Theobroma cacao) é uma espécie nativa da Amazoénia, e até o
inicio do século XX, as maiores regides produtoras de cacau do mundo eram o litoral
do Equador e o Estado da Bahia, no Brasil (LASS, 1985). Ambas as regides, no
entanto, sofreram um declinio significativo da produgdo devido a devastagéo
causada pela doencga vassoura-de-bruxa, fazendo com que o Brasil passasse da
condi¢cao de maior exportador de cacau para a de maior importador do produto na
ultima década (PEREIRA et al., 1996; PURDY; SCHMIDT, 1996). Atualmente, os
maiores produtores mundiais de cacau sdo Costa do Marfim e Gana. Entretanto, o
foco da producéo global tem se deslocado para paises do Extremo Oriente, como
Malasia e Papua Nova Guiné, onde tem ocorrido crescimento da producao, além de
plantagcbes experimentais estarem sendo estabelecidas no norte da Australia
(GRIFFITH et al., 2003).

A doenca vassoura-de-bruxa do cacaueiro € causada pelo Crinipellis
perniciosa (Sthael) Singer, um fungo hemibiotréfico que se transformou no maior
problema fitopatoldgico das regides produtoras de cacau nas Américas (PEREIRA et
al. 1996). Assim como o cacaueiro, a vassoura-de-bruxa também tem sua origem na
regidao Amazonica tendo chegado ao Sul da Bahia em 1989 (PEREIRA et al., 1989),
onde encontrou condi¢cdes favoraveis ao seu desenvolvimento transformando-se em
uma epidemia que atingiu quase a totalidade das lavouras. A grande incidéncia da
doenga juntamente com a queda do prego do cacau no mercado internacional
resultou em grandes prejuizos econémicos, levando muitos produtores a abandonar
a cultura. Em consequéncia deste éxodo ocorreram sérios problemas sociais,

econdmicos e ecoldgicos para a regiao que tinha na cacauicultura a principal



atividade econdmica, gerando empregos diretos e indiretos para milhares de
familias, além de permitir a conservagdao da Mata Atlantica, ja extremamente
degradada.

O manejo recomendado para reduzir os efeitos deletérios da vassoura-de-
bruxa inclui o controle fitossanitario, a aplicagao de fungicidas quimicos e o uso de
plantas resistentes (DE MARCO et al., 2000). Entretanto os gendétipos resistentes
utilizados nas lavouras apresentam niveis médios de resisténcia e carecem de
muitos tratos culturais. Diante da importédncia econémica do fungo e do pouco
conhecimento da sua genética, foi implantado um consércio para o seqlenciamento

do genoma do C. perniciosa (http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura). A partir do

sequenciamento do genoma do fungo, podera ser gerado importante conhecimento
sobre o funcionamento dos seus genes, o que contribuira para um melhor
entendimento de sua biologia possibilitando o estabelecimento de novas medidas
para impedir a sua propagacao.

Ja foram identificados entre as sequéncias génicas de C. perniciosa genes
envolvidos em rotas metabdlicas importantes como a da quitina, principal
componente da parede celular do fitopatdgeno. O conhecimento relacionado a
aspectos funcionais destes genes podera levar ao desenvolvimento de formas mais
eficientes de combate a doenca, considerando que a interferéncia no metabolismo
da quitina é uma estratégia utilizada para o controle de inumeros fungos
fitopatogénicos. Os genes codificando enzimas envolvidas na degradagao da parede
celular do fungo, quando bem caracterizados quanto a sua expressao e regulagao e
quanto a forma de agao dos produtos génicos, poderao ser alvos de interferéncia,
promovendo a instabilidade das paredes celulares do fungo, possibilitando a
autodestruicdo das hifas e, consequentemente, a inibicdo do crescimento do
patdgeno. Objetivou-se neste trabalho a caracterizagdo molecular de genes de

quitinase, recentemente identificado pelo Projeto Genoma do Crinipellis perniciosa.


http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Crinipellis perniciosa, o agente etioldégico da vassoura-de-bruxa.

O agente causador da vassoura-de-bruxa do cacaueiro € um patégeno
bastante destrutivo, representando um dos maiores limitantes a producédo de cacau
na América do Sul e Caribe (THOROLD, 1975). Primeiramente chamado de
Marasmius perniciosus, foi renomeado Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, quando
Singer revisou o Género Marasmius (GRIFFITH et al., 2003; PURDY; SCHMIDT,
1996). C. perniciosa esta na Ordem Agaricales, Familia Tricholomataceae, e é
endémico da Bacia Amazbnica, sendo o unico patdégeno do cacau que se
desenvolve concomitantemente com o cacaueiro (PURDY; SCHMIDT, 1996).

Além do cacaueiro o C. perniciosa também ¢é capaz de infectar outras
espécies e tem sido encontrado em associagao com varias plantas hospedeiras das
familias Malvaceae, Solanaceae, Bignoniaceae, Bixaceae e Malpighiaceae, que nao
s&o relacionadas ao cacau. Sintomas similares aos encontrados no cacaueiro estao
presentes em uma variedade de hospedeiros arbéreos e herbaceos pertencentes a
Solanaceae e Malpighiaceae (Heterpterys acutifolia) por todo Brasil. No caso dos
hospedeiros solanaceos, os sintomas aparecem em uma grande variedade de
plantas incluindo tomate, batata, pimenta e berinjela, embora a morfologia dos
orgaos infectados seja dependente do padrdao de crescimento do hospedeiro
(GRIFFITH et al., 2003).

Varios biotipos de C. perniciosa foram descritos por Griffith e Hedger (1994).
Estes autores subdividiram esta espécie em trés discretos biotipos: o biotipo-C que
infecta espécies de Theobroma e Herrania (Malvaceae); o biotipo S, que afeta varios

membros da familia Solanaceae; e, o biotipo-L, que pode ser encontrado em cipods.
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Os biotipos C e S causam os sintomas caracteristicos da vassoura-de-bruxa em
seus respectivos hospedeiros, mas nao existem evidéncias de que o biotipo-L esteja
ligado a qualquer um dos sintomas da doenga.

Os basididésporos sao as unicas estruturas em condicdes naturais capazes de
infectar o cacaueiro. Estes sdo produzidos em lamelas na parte inferior do pileo do
basidiocarpo, onde os dois nucleos nas células da hifa dicariética da camada do
himénio migram dentro do basidio enquanto ocorre a fusdo nuclear.
Subsequentemente, ocorre a meiose e, apos a segunda divisdo meidtica, os quatro
nucleos migram através dos quatro esterigmas onde os basididsporos hialinos se
desenvolvem em cada um dos quatro esterigmas (revisado por PURDY; SCHMIDT,
1996; SILVA; MATSUOKA, 1999; SREENIVASAN; DABYDEEN, 1989).

Os basididsporos séo liberados em condicoes ambientais em que a umidade
estd préxima da saturagdo (>99% de umidade relativa) e a temperatura variando
entre 20 e 30° C (ROCHA; WHELLER, 1985). Por serem muito sensiveis a radiacéo
UV-B e facilmente dessecados, perdendo a sua capacidade de germinagdo, é muito
improvavel que estes possam se dispersar a uma distancia superior a 60 km (FRIAS
et al.,, 1991, ANDEBRHAN et al., 1993). Eles séo tipicamente liberados a noite e
dispersados pelo vento e pela chuva. Os basididsporos germinam na superficie da
planta e produzem tubos germinativos que penetram no hospedeiro, atraidos pelos
estdbmatos ou pelas bases dos tricomas injuriados (revisado por PURDY; SCHMIDT,
1996; SILVA; MATSUOKA, 1999; SREENIVASAN; DABYDEEN, 1989) (Figura 1).

ApOs a penetracdo, o micélio biotrofico ramifica entre as células do
hospedeiro. Apenas o micélio biotrofico esta presente nos tecidos infectados verdes,
e a hifa cresce sem grampos de conexao e com diametro entre 5 ym e 20 ym. Apos
trés a nove semanas, comeca o processo de dicariotizacdo e o micélio entra na fase
saprofitica, na qual a hifa apresenta-se mais estreita com um didmetro entre 1-3 ym
e ja apresentando grampos de conexdo. Durante a transicdo dos tecidos infectados
verdes a tecidos necroticos, os micélios biotrofico e saprofitico estdo presentes
dentro do tecido do hospedeiro. Cerca de quatro a oito semanas apds o comego das
chuvas, os basidiocarpos surgem do micélio dicaridtico dos tecidos necroticos, um
estipe é formado e o pileo se desenvolve (Figura 1). O pileo é usualmente
esbranquicado com uma coloragdo rubra no centro e radialmente na superficie
superior, enquanto as lamelas na superficie inferior, onde se desenvolvem os
basidios, sao brancas (revisado por PURDY; SCHMIDT, 1996).

4
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dos basidiosporos
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Figura 1 - Ciclo de vida do basidiomiceto hemibiotréfico Crinipellis perniciosa.

As partes azul e laranja do ciclo correspondem, respectivamente, as fases biotréfica e saprofitica

do fungo durante a sua interacdo com o cacaueiro. Em verde, foi delimitada a parte do ciclo

correpondendo & interagdo com o cacau, em amarelo, a parte do ciclo acontescendo fora do
hospedeiro. De acordo com Silva et al. (2002), Scarpari et al. (2004), Ceita et al. (2005),

Sreenivasan e Dabydeen (1989) e Silva e Matsuoka (1999).

2.2. A doencga vassoura-de-bruxa

A vassoura-de-bruxa foi descrita pela primeira vez na Regido Amazdnica por

Ferreira em 1785, que devido as mas formacdes observadas a denominou de

‘lagartdao”. Mais de cem anos depois, a doenga teve sua ocorréncia registrada no
Suriname (1895), Guiana (1906), Colémbia (1917), Equador (1921), Trinidad (1928)
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Tobago (1939), Granada (1948), Sao Vicente (1988), Panama (1989) e no Estado da
Bahia, no Brasil (1989) (PURDY; SCHMIDT, 1996).

Os sintomas da doenca podem variar dependendo do o6rgao afetado. Os
basididosporos de C. perniciosa sdo capazes de infectar o tecido meristematico de
Theobroma cacao e de varias espécies do género Theobroma e Herrania, todos
membros da familia Malvaceae (GRIFFITH et al., 2003). A infeccao de tecidos
meristematicos do cacaueiro como brotos vegetativos, almofadas florais e flores em
desenvolvimento pelo C. perniciosa causa o intumescimento e ramificacdo do 6rgéao
atingido dando a aparéncia de uma vassoura-de-bruxa. Essas vassouras sao de um
verde vivido quando jovens, mas dados 1-2 meses, ddo uma coloragcdo marrom ao
dossel das arvores severamente infectadas (GRIFFITH et al., 2003). Nos frutos os
sintomas variam com a idade, o tamanho e o modo de infecgédo (SILVA et al., 2002).
Segundo Stahel (1915), existem dois tipos de infeccdo dos frutos: indireta, por
micélio, através do pedicelo de flores infectadas, e direta, por basididsporos, através
da epiderme. Essa infecg&o direta afeta os frutos jovens e desenvolvidos (Figura 2).

Esses sintomas caracteristicos da doencga sao resultantes da hipertrofia e
hiperplasia dos tecidos infectados e da perda da dominancia apical, levando a morte
e subsequente exploragao saprofitica pelo patégeno (WHEELER, 1985). Embora os
sintomas sejam sugestivos de um desequilibrio na regulacado do crescimento, como
por exemplo, a degradagdo de auxinas ou liberagdo de citocininas pelo fungo
(GRIFFITH et al., 2003), os mecanismos que o0s desencadeiam permanecem
desconhecidos (ORCHARD et al.,, 1994). Os fatores que levam a morte o tecido
infectado também sdo pouco conhecidos. Ceita et al. (2005) sugerem que a
degradagéao do tecido causada por C. perniciosa esta ligada a fragmentagdo do DNA
e a morte celular programada (PCD — Programmed Cell Death). Estes processos
estariam relacionados ao acumulo de cristais de oxalato de calcio em altos niveis
nos tecidos de plantas infectadas que, durante a progressédo da doenga, dao lugar a
uma alta concentracédo de H»O, no cértex do tecido infectado disparando o processo
de PCD. A morte do 6rgao infectado pode ser causada por uma cascata de eventos
disparada por alteragdes bioquimicas, como o aumento do conteudo de agucares,
mudangas na composigao de acidos graxos, redugdo de aminoacidos e pigmentos
observados durante o desenvolvimento da doenga. O aumento nos niveis de etileno,

no inicio do desenvolvimento dos sintomas, e o seu declinio com a morte
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do tecido infectado, sugerem que o etileno tenha um papel importante na
coordenacao de mudancgas bioquimicas em resposta ao estresse (SCARPARI et al.,
2004). A presenca de proteinas PRs (relacionadas a patogénese) detectadas na
vassoura verde € sugestiva de uma tentativa de aumento da resposta de defesa do
hospedeiro (GRIFFITH et al., 2003).

2.3. Formas de controle da vassoura-de-bruxa

Apesar do grande numero de pesquisas € um século de registro da doencga
(GRIFFITH et al., 2003; PURDY; SCHMIDT, 1996) nenhuma estratégia de controle
efetivo da doenca foi desenvolvida. O uso de fungicidas tem se mostrado ineficiente
e para arvores € impraticavel em areas de alta incidéncia de chuvas, embora a
protecdo de frutos em desenvolvimento pela aplicagcdo de fungicidas seja
rotineiramente praticada (SOBERANIS et al.,, 1999). A poda sanitaria tem sido
empregada como uma alternativa para o controle da vassoura-de-bruxa, entretanto
tem se mostrado parcialmente efetiva, pois a remocgao de fontes de inéculo deve ser
feita por todos os fazendeiros de uma dada area para ser efetivo, além disso, é
dispendiosa em termos de m&o-de-obra (GRIFFITH et al., 2003).

Em longo prazo, a solugéo para o problema da vassoura-de-bruxa seria o
desenvolvimento de variedades de cacaueiros com alta produtividade e resisténcia
ao patégeno. Algumas variedades resistentes tém sido identificadas por programas
de triagem de variedades “selvagens” da Amazbnia, mas a geragdo desses
programas € lenta, e € dificil combinar em uma mesma variedade resisténcia e
caracteristicas como melhor sabor da semente e alta produtividade. Nos ultimos,
varios clones com elevada tolerancia tém sido desenvolvidos. Entretanto, ainda é
preciso observar como efetivamente estes clones irdo resistir a doenga no campo
(GRIFFITH et al., 2003).

Uma nova estratégia no combate a vassoura-de-bruxa € o controle bioldgico
(KRAUSS; SOBERANIS, 2001). Por exemplo, a linhagem 1051 de Trichoderma
harzianum mostrou a capacidade de afetar drasticamente o crescimento do C.
perniciosa em condi¢des de campo (DE MARCO et al., 2000). Com o avango das
técnicas de biologia molecular, importantes alternativas podem ser obtidas para o

controle da vassoura-de-bruxa a partir do estudo molecular da interagao Crinipellis
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perniciosa-Theobroma cacao e da biologia do fungo. Neste sentido, o
sequenciamento do genoma do C. perniciosa contribui significativamente para a
ampliagdo dos conhecimentos sobre a genética deste patdgeno, identificando genes
envolvidos em processos bioldgicos importantes como, por exemplo, 0 gene de

quitinase que atua nas modificagdes da parede celular do fungo.

2.4. As quitinases e a digestao da quitina

As quitinases sao enzimas que clivam as ligagdes glicosidicas p-1,4
presentes nos polimeros de N-acetilglicosamina (GlcNac), principalmente a quitina
(Figura 3), e que estédo presentes nos mais variados organismos, mesmo naqueles
que nao sao constituidos por quitina. Estas enzimas desempenham um importante
papel fisiolégico e ecoldgico nos ecossistemas, reciclando a quitina, fornecendo
carbono e nitrogénio (COHEN-KUPIEC; CHET, 1998). As quitinases podem ser
divididas em duas categorias: endoquitinases, que clivam randomicamente sitios
internos gerando multimeros de GlIcNac soluveis e de baixa massa molecular
(SAHAI; MANOCHA, 1993), e exoquitinases, que mostram ter atividade apenas para
a extremidade nao reduzida de quitina gerando mondémeros de GlcNac (Figura 4)
(HARMAN et al., 1993).

As quitinases até agora sequenciadas s&o classificadas, no sistema de
classificacdo de glicosil hidrolases baseado na similaridade de suas sequéncias
aminoacidicas e dominios, dentro de duas familias de glicosil hidrolases, as familias
18 e 19 (HENRISAT, 1991; HENRISAT; BAIROCH, 1993). As quitinases da familia
19 sdo majoritariamente originadas de plantas e sao subdivididas em trés classes |,
Il e IV. As quitinases das classes | e IV possuem um dominio rico em cisteina na
por¢cao N-terminal, que esta envolvido na ligagado ao substrato. Muitas quitinases da
classe | apresentam um sinal de enderegamento vacuolar na sua porgao
carboxiterminal. As quitinases da classe IV sdo menores do que as quitinases da
classe | devido a dele¢des tanto no dominio rico em cisteina quanto no dominio
catalitico. As quitinases da classe Il sdo homodlogas as quitinases das classes | e 1V,
exceto pela auséncia do dominio rico em cisteina (UEDA et al.,, 2003).
Recentemente, quitinases da familia 19, com dominio catalitico homdlogo as

quitinases classes |, Il e IV de plantas, foram descritas em espécies
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Figura 3 - Estrutura da quitina.
A quitina € um polimero de unidades de N-acetilglicosamina (GlcNac)
conjugadas por ligac8es glicosidicas 3-1,4.
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de Streptomyces (OHNO et al. 1996; WATANABE et al.,, 1999) e em espécies de
Aeromonas (UEDA et al., 2003) (Figura 5).

" Classe | [ B

ili [ . |
Familia 19 { s =
- | |
KCIasse N I | | |
p
Classe Il = |
B | |
Familia 18 < ;
Classe ‘ L ' '
[ l e
b

[] Peptideo sinal

Dominio Rica em cisteina

Dominio catalitico Familia 19

Dominio calalitico Classe Nl
[[] Regigo de ligagao
Ei Extens@o carboxiterminal

Dominio catalilico Classe W

OmmO

Dominio de ligagdo a quitina

Figura 5 - Representag&o esqueméatica das diferengas estruturais entre classes de quitinases.
As quitinases das classes |, Il e IV (encontradas em plantas e bactérias)
compartilham alta similaridade exceto por algumas delegdes encontradas no dominio
catalitico das quitinases das classes Il e IV e pela auséncia do dominic rico em
cistelna nas guitinases de classe Il. As quitinases da familia 18 podem ter multiplos
dominios e s&o amplamente distribuidas na natureza sendo encontradas em plantas,

bactérias e animais. Segundo Hamel et al. (1997), Wang et al. (2001) e Cohen-
Kupiec e Chet (1998).

As quitinases da familia 18 sdo muito diversificadas e distribuem-se em duas
classes (classes lll e V) que compartilham pouca similaridade entre si. As quitinases
de classe lll sdo encontradas principalmente em plantas e fungos, as quitinases de
classe V sao encontradas principalmente em bactérias; entretanto, proteinas da

classe V com atividade de endoquitinase semelhante a quitinases de bactérias sao
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encontradas em fungos e em tabaco (COHEN-KUPIEC; CHET 1998; HAMEL et
al.,1997). Um peptideo sinal requerido para secrecao da proteina € um dominio de
ligacdo a quitina estdo usualmente presentes. Muitas quitinases possuem multiplos
dominios, alguns dos quais ainda ndo foram caracterizados (WANG et al., 2001).

As quitinases das familias 18 e 19 ndo compartilham similaridade entre as
suas sequéncias de aminoacidos, apresentando diferencas em sua estrutura
tridimensional (WATANABE et al, 1999). Além da diferenga na estrutura
tridimensional, as quitinases das duas familias mostram diferengcas importantes em
suas propriedades bioquimicas. Por exemplo, as quitinases da familia 18 hidrolisam
as ligacdes glicosidicas com a retencdo da configuragdo anomérica do produto
(KASPRZEWSKA, 2003), enquanto a reagao de hidrdlise realizada por quitinases da
familia 19, apresenta um mecanismo de catadlise acida com a inversdo da
configuragdo anomérica (OHNO et al.,, 1996). As quitinases da familia 18 sé&o
inibidas por alosamidina enquanto, as da familia 19 sao inibidas por amidinas e
amidrazonas, além de diferirem em relacdo a especificidade do substrato, indicando
uma provavel evolugdo a partir de diferentes genes codificando “protoquitinases”
(KASPRZEWSKA, 2003).

2.5. A funcéo das quitinases

Além de insetos, crustaceos, nematoides, fungos e outros organismos onde a
quitina é um componente estrutural, virus, bactérias, peixes, anfibios, mamiferos e
angiospermas e gimnospermas, que nao possuem quitina em sua estrutura também
apresentam enzimas com atividade quitinolitica (COHEN-KUPIEC; CHET, 1998). A
funcdo desempenhada por estas enzimas varia dependendo do organismo (Tabela
1). Em organismos onde a quitina faz parte da composigcéo da parede celular ou de
determinadas estruturas, as quitinases tém principal funcdo nas modificacboes
estruturais. Quitinases bacterianas tém fungao nutricional atuando na degradagao de
quitina que é utilizada como fonte de carbono e nitrogénio para a célula (WIWAT et
al., 2002). Em animais estas enzimas atuam na defesa contra ataques de patégenos
que possuem quitina na sua composi¢cdo (COHEN-KUPIEC; CHET, 1998). Em
plantas, a maioria das quitinases é induzida por fatores de estresse, principalmente

por infecgdes, e algumas isoformas mostram atividades antifungicas em testes in
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vitro. Por isso, o papel das quitinases é usualmente considerado como um
mecanismo de defesa, ativo ou passivo, contra patdogenos (HAMEL; BELLEMARE,
1995; REGALADO et al., 2000; KRISHNAVENI et al., 1999).

Tabela 1 - Fungao de quitinases em diferentes organismos.

Classe Funcgéao Organismo Referéncia
Classe | Associagado com micorrizas Picea abis Salzer et al. (1997)
Leucaena
Classe | Resposta a patogénese Kaomek et al. (2003)
Leucocephala
Classe ll  Processo de crescimento Arabidopsis thaliana Zhong et al. (2002)
Classe Il  Resposta a patogénese Secale cereale Taira et al. (2002)
Peumans et al
Classe Il Estocagem de Proteinas Musa spp.
(2002)
o Saccharomyces Kuranda;  Robbins
Classe lll  Separacao celular ap6s mitose
cerevisiae (1991)
_ _ _ Passarinho et al.
Classe IV Morte celular programada Arabidopsis thaliana
(2001)
Reciclagem de quitina durante a Aspergillus
Classe V Jaques et al. (2003)

autdlise da hifa fumigatus

Entretanto os resultados de investigagcdes recentes indicam que quitinases
podem n&o somente estar envolvidas nos processos relacionados a defesa ou
resposta a estresse, mas também nos processos de crescimento e desenvolvimento
(KASPRZEWSKA, 2003). Tem sido também sugerido que estas enzimas participam
do processo de morte celular programada (PCD) e que podem estar também
envolvidas em outras fungdes, como estocagem de proteinas, resisténcia a
resfriamento e congelamento, inibicdo da atividade de outras enzimas como
protease aspartica e o-amilase e atuagdo na simbiose com fungos micorrizos
(KASPRZEWSKA, 2003). As quitinases produzidas por fungos mostram-se
envolvidas em uma variedade de fungdes. A inativagcdo de um gene de quitinase
(CTS1) de Saccharomyces cerevisae levou a inibicdo da separagao das células
durante a divisdo celular (KURANDA; ROBBINS, 1991) enquanto a inativagdo do
gene ChiA de Aspergillus nidulans levou a um decréscimo na taxa de crescimento e

na frequéncia da germinacao de esporos (TAKAIA et al., 1998a). Estes resultados
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indicam que estas enzimas tenham importante papel nos processos de digestao da
parede celular, germinagao de esporos, crescimento e autdlise da hifa. As quitinases
estdo envolvidas ainda com os processos de diferenciagdo em esporos e nutrigao
(GOODAY, 1990, 1997; FLACH et al., 1992).

Os genes codificando quitinases de T. harzianum tém sido clonados e suas
expressdes durante a infecgdo do hospedeiro monitorada (CHET et al., 1997;
ZELLINGER et al., 1999). Estas enzimas tém sido alvos de intensa investigacéo
devido ao importante papel por elas desempenhado durante a atividade de
micoparasitismo desenvolvida por fungos sapréfitos sobre fitopatégenos como o C.
perniciosa (CHET et al., 1997, DE MARCO et al., 2000). Embora o mecanismo de
micoparasitismo ndo seja completamente entendido, sabe-se que ocorre uma agao
complementar de antibiose, competicdo por nutrientes e enzimas capazes de
degradar a parede celular tais como proteases, quitinases e -1,3-glicanases. Uma
vez que a quitina é o maior componente da parede celular da maioria dos fungos foi
proposto que as quitinases desempenham um papel primario na atividade de
biocontrole de Trichoderma (HARMAN, 2000). Experimentos realizados in vitro
comprovaram que a hidrolise de quitina é sensivelmente aumentada pelo efeito
sinergistico provocado pela combinagdo de duas ou mais enzimas hidroliticas
principalmente entre endoquitinases e f-1,3-glucanase (HARMAN et al., 1993;
LORITO et al., 1994).

2.6. Regulacéo da producéo e da atividade das quitinases

Em plantas sadias, quitinases vacuolares e apoplasticas, sao sintetizadas
constitutivamente. Entretanto, quitinases de plantas podem ser reguladas por uma
variedade de condicdes de estresse bidticos e abidticos e por fitohormdnios como
etileno, acido jasménico e acido salicilico (KASPRZEWSKA, 2003). Em
microrganismos a expressao de quitinases tem sido relatada como um sistema de
controle do tipo indutor-repressor, em que a quitina ou outros produtos de sua
degradagao atuam como indutores (FELSE; PANDA, 1999).

Muitas tentativas de explicar como ocorre a indugao de genes de quitinase em
diversos microrganismos tém sido feitas. St. Leger et al. (1986) encontraram que N-
acetilglicosamina € o mais eficiente indutor de quitinase em Metarhizium anisopilae e
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sugerem que a regulacado do gene de quitinase pode ser afetada pela expressao de
quitobiase, que é constitutivamente expressa e é muito eficiente em degradar
dimeros e trimeros de N-acetilglicosamina que contribuem para liberagdo de
indutores de quitina. Em 1969, Monreal e Reese detectaram que, em Serratia
marcescens uma maior quantidade de quitinase € produzida na presencga de quitina
do que na presenga de N-acetilglicosamina, e sugerindo que os provaveis indutores
sejam oligbmeros soluveis derivados da quitina, mas ndo os monémeros (N-
acetilglicosamina). Aspergillus fumigatus crescido em meio contendo quitina como
unica fonte de carbono apresentou um aumento na atividade quitinolitica
extracelular. O efeito foi reprimido pela adicdo de GlcNac no meio indicando um
mecanismo de regulagdo por retroalimentacdo negativa (ESCOTT et al.,, 1998).
Segundo Ulhoa e Peberdy (1991), a sintese de quitinase em T. harzianum também &
regulada pelos produtos de degradacao de quitina. A alta atividade de quitinase foi
encontrada somente em culturas supridas com quitina, mas ndo com outros
polimeros como celulose e quitosanases, o que € um forte indicativo de indugao por
produtos de degradacéo de quitina. Em meios de cultura com N-acetilglicosamina
nao houve aumento da producdo, ao contrario, houve a inibicdo da sintese de
quitinase. A repressao da expressao do gene também foi observada na presencga de
glicose.

Ulhoa & Peberdy (1991) também sugerem que o sinal para indu¢do do gene
de quitinase pode resultar do contato fisico entre a superficie celular e o substrato
insoluvel subentendendo que os organismos que produzem quitinase podem possuir
um receptor especifico para quitina na superficie celular. Entretanto, nenhuma
verificacdo experimental tem comprovado o envolvimento de sinalizagdo celular na
expressao dessa enzima. Um mecanismo similar tem sido proposto para sintese de
celulase (BINDER; GHOSE, 1978).

Outra explicagdo para a indugdo de quitinase é que microorganismos
quitinoliticos tém tragos de enzimas constitutivas, que s&o continuamente liberadas
em condi¢des independentes da ativagdao (ULHOA; PEBERDY, 1991). Vasseur et al.
(1990) isolaram um mutante de Aphanocladium album com um alto nivel de
atividade de quitinase constitutiva, o que permitiu a degradacéo inicial de quitina e a
indugado precoce da quitinase. Ulhoa e Peberdy (1991) apresentaram evidéncias de
que T. harzianum produz quitinase em niveis constitutivos de enzima produzidos

incubando-se o micélio com glicose, N-acetilglicosamina, glicosamina, sacarose,
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manose ou xilose, ou todos esses compostos na auséncia de outra fonte de
carbono. Desses resultados, os autores concluiram que os provaveis indutores de
quitinase em T. harzianum sao oligossacarideos soluveis derivados da preparagéo
da quitina ou da acao de quitinase constitutiva.

A repressao da sintese de quitinase por glicose em quase todos os
microrganismos € um indicativo de que a repressao por catabolitos pode estar
envolvida na regulagdo de genes de quitinase microbiana. Limon et al. (1995)
observaram que um gene codificando uma quitinase de 33 kDa (CHIT33) em T.
harzianum foi severamente reprimido por glicose e desreprimido na presencga da
parede celular de fungos contendo quitina. A expressao de CHIT33 nao foi induzida
por quitina ou por oligbmeros de quitina. Embora tenha ocorrido uma elevada
expressao de CHIT33 a nivel transcricional em condi¢cdes de inanicdo, muito pouca
atividade de quitinase pode ser observada, sugerindo uma regulagdo pos-
transcricional do gene. Os autores sugerem que a alta atividade proteolitica relatada
sob condi¢cbes similares pode também ser a razdo para os baixos niveis de
quitinase. Porém, ndo ha nenhum dado experimental para explicar conclusivamente
qualquer regulagdo pods-transcricional ou degradagao proteolitica. Limén et al.,
(1995) também observaram que o nivel intercelular de quitinase foi sempre
constante e em niveis basais. Isto pode indicar que quitinases podem ser requeridas
para fungdes celulares no citoplasma.

Embora as enzimas quitinoliticas de fungos filamentosos, principalmente
daqueles com potencial uso como agentes de biocontrole como, por exemplo, os do
género Trichoderma, tenham sido amplamente caracterizadas nos ultimos anos, os
mecanismos de regulagédo da expressao de quitinases em basidiomicetos como o C.

perniciosa sao quase que totalmente desconhecidos.

2.7. Aspectos biotecnologicos das quitinases e suas aplicacdes para o

controle de pragas

A quitina € um polissacarideo estrutural que ocorre no exoesqueleto de
artropodes, na cuticula de nematdides e na parede celular dos fungos (COHEN-
KUPIEC; CHET, 1998) e, por isso, o metabolismo de quitina € considerado um
excelente alvo para o controle seletivo de pragas (KRAMER; MUTHUKRISHNAN,

16



1997). As quitinases tém a capacidade de dissolver a parede celular de varios
fungos, propriedade que tem sido usada para a geragao de protoplastos de fungos.
Uma quitinase produzida por uma linhagem de Bacillus circulans KA-304 se mostrou,
juntamente com a-1,3 glicanases, ser indispensavel para a produgéo de protoplastos
de Schizophyllum commune (YANO et al., 2004). As quitinases que tém mostrado
maior eficiéncia na geragcdo de protoplastos de diferentes fungos sao aquelas
isoladas de T. harzianum (ANJANI KUMARI; PANDA, 1992).

Genes de quitinases isolados de diferentes espécies de insetos tém sido
aplicados na transformacio de plantas, que passaram a apresentar um aumento na
atividade inseticida. Estas enzimas também potencializam a eficiéncia de toxinas
microbianas com propriedades inseticidas, como a toxina produzida pelo Bacillus
thuringiensis. Genes de quitinases de insetos estdo agora disponiveis para aplicagédo
como biopesticidas em programas de manejo integrado de pragas (KRAMER;
MUTHUKRISHNAN, 1997).

Muitas plantas transgénicas contendo genes de quitinases vegetais tém sido
produzidas visando aumentar a resisténcia a fitopatégenos. Cenoura engenheirada
com uma quitinase classe | de tabaco exibiu um aumento na resisténcia a Botrytis
cinerea (PUNJA et al., 1996), enquanto tabaco transgénico abrigando uma quitinase
classe | de feijao exibiu aumento da resisténcia a Rhizoctonia solani (BROGLIE et
al., 1991). Contudo, plantas de tabaco transformadas com uma quitinase da classe |
de tabaco sob o controle do promotor 35S ndo exibiram aumento na resisténcia a
Cercospora nicotianae, embora apresentassem aumento na atividade de quitinase
(NEUHAUS et al.,, 1991). O aumento da resisténcia de plantas transgénicas a
patogenos depende dos niveis de expressao e da localizagdo do gene de quitinase
na planta (KISHIMOTO et al., 2002).

Muitos microrganismos tém se apresentado como uma importante fonte de
genes de quitinases e sao utilizados na produgdo de plantas transgénicas
resistentes a doencgas provocadas por fitopatégenos. Um gene (ChiC) codificando
uma quitinase da familia 19 de S. griseus foi utilizado na transformacéo de plantas
de arroz. A maioria dos transformantes (90%) teve sua resisténcia aumentada a
Magnaporthe grisea (ITOH et al., 2003). Entretanto, as enzimas quitinoliticas de T.
harzianum parecem ser mais efetivas contra uma grande gama de fitopatdégenos do
que as quitinases de plantas e bactérias. Um gene codificando uma endoquitinase

de 42 kDa de T. harzianum, com uma elevada atividade antifungica, foi transferido
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para tabaco e batata. Altos niveis de expressao do gene de quitinase do fungo foram
obtidos em diferentes tecidos da planta. Diferencas substanciais na atividade de
endoquitinase foram detectadas nos transformantes. Linhagens transgénicas se
apresentaram altamente tolerantes ou completamente resistentes aos patdégenos A.
alternata, A. solani, Botrytis cinerea e R. solani. O alto nivel e o amplo espectro de
resisténcia obtidos com genes de quitinase de Trichoderma podem superar a
limitada eficacia observada pela transformac&o de plantas com genes oriundos de
vegetais ou de bactérias. Estes resultados demonstraram que fungos micoparasitas
podem ser uma fonte rica de genes para uso no controle de doengas de plantas
(LORITO et al., 1998).

Organismos produtores de quitinase s&o usados na agricultura como agentes
efetivos de biocontrole contra inumeros fungos fitopatogénicos. Experimentos
envolvendo transformagdo com genes codificando quitinases de Trichoderma spp
tém sido realizados a fim de aumentar a capacidade de producao destas enzimas
em alguns organismos. Giczey et al. (1998) transformaram T. hamatum com um
gene que codifica uma endoquitinase de 42 kDa, tham-ch, obtido por “screening” de
uma biblioteca genémica de T. hamatum linhagem Tam 61, utilizando uma
sequéncia de quitinase amplificada por PCR a partir do genoma do préprio fungo. O
gene tham-ch, com sua propria sequéncia regulatéria foi reintroduzido dentro de um
hospedeiro da mesma linhagem, mas a integragdo da construgdo no genoma foi
estavel somente para uma copia. Mesmo assim, os transformantes apresentaram
elevados niveis de atividade quitinolitica em comparagao com a linhagem selvagem.
Enquanto Margolles-Clark et al. (1996) isolaram um gene de endoquitinase de T.
harzianum e utilizaram-no para a transformagédo de uma linhagem de T. reesei, que
nao possui qualquer atividade enddgena de quitinase, tornando-a capaz de produzir
elevados niveis de endoquitinase sob o controle do promotor do gene de celulase
cbhl. Devido a grande quantidade de celulases produzidas pelo mutante de T.
reesei, a mistura de enzimas produzidas pelo fungo geneticamente modificado
apresentou grande eficiéncia contra um amplo espectro de fungos fitopatogénicos
em ensaios in vitro, incluindo oomicetos, que possuem celulose como principal
componente da parede celular. Dessa forma, a duplicacdo do numero de cdpias de
genes para endoquitinases podera se constituir em uma excelente estratégia para
aumentar a eficiéncia de espécies de Trichoderma para o controle biolégico de

fitopatogenos.
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3. METODOLOGIA

3.1. Andlise de seqiiéncias

As sequéncias identificadas no banco gendmico de C. perniciosa

(http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura) foram analisadas utilizando softwares

especificos disponiveis em sites gratuitos. Para as analises de similaridade de
sequéncias, foi utilizado o BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). A tradugao

das sequéncias de aminoacidos, analises de dominios e regides conservadas, além
do alinhamento de sequéncias, foram obtidos utilizando ferramentas do Expasy

(http://au.expasy.org/tools/dna.html). O dendograma foi construido com o programa

ClustalX e visualizado no programa Treeview, cujos downloads foram feitos nos

enderecos http://www.crc.dk/dnatools/ e http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/

treeview.html, respectivamente.

3.2. Cultivo de Crinipellis perniciosa

3.2.1. Cultivo de Crinipellis perniciosa em meio liquido

O C. perniciosa foi inoculado em meio liquido contendo 1% (p/v) de glicose,
0,1% (p/v) de NH4H,PO4, 0,02% (p/v) de KCI, 0,02% (p/v) de MgS0,.7H,0, 0,5%
(p/v) de extrato de levedura, 0,001% (p/v) de CuSO4 5H,0 e 0,001% (p/v) de
ZnS04.7 Hy0O, e incubado a 25° C sem agitagdo por um periodo de oito a quinze

dias.
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3.2.2. Cultivo de Crinipellis perniciosa em sistema artificial (bolachas)

C. perniciosa foi cultivado em sistema artificial como descrito por Niella et al.
(1999). O isolado 1189 obtido no CEPEC/CEPLAC foi inoculado em placas contendo
meio BD (batata 20% e dextrose 2%) e incubado em BOD a 25°C por 15 dias. Apés
este periodo de incubacéao, discos de micélio foram utilizados para inocular bolachas
constituidas de vermiculita (38,6%), gesso (11,6%), farelo de trigo (48,4%), calcario
(1,4%) e H20 suficiente para atingir o ponto de saturagdo. A cultura foi mantida a
uma temperatura de 21-25°C, com 100% de umidade e regime de luz de 12 horas
até que o micélio recobrisse toda a bolacha (aproximadamente 15 dias). As bolachas
foram entdo cobertas com terrico de cacau autoclavado, e incubadas por mais 15
dias até que o micélio recobrisse novamente toda a bolacha, e foram penduradas no
vassoureiro nas mesmas condicdes de temperatura, umidade e luz que foram

descritas anteriormente (Figura 6).

Tempo de cultura
(dias)

——
Isolado 1189 de C. perniciosa

Inoculagao em meio BDA Preparagao das bolachas | cultura in vitro
(vermiculita, gesso,
Incubagao em BOD farelo de trigo, agua)

Inoculagdo em bolachas 115 —— )

Incubagao: 21-25°C, umidade >99%, 12h de luz
Até o micélio reco?rir toda a bolacha

Adigao de terrigo de cacau nas bolachas

Incubagao: 21-25°C, umidade =99%, 12h de luz
Até o micélio recobrir toda a bolacha
Bolachas penduradas no vassoueiro m—pe 35

Fase branca Cultura

no vassoueiro

=f=37 (bolachas)

T

Estresse hidrico e 44

Fase rosa escuro e 45

| Fase de formagao dos primordios|

Y
Yo

Figura 6 - Processo de cultura de Crinipellis perniciosa in vitro e
em bolachas. Em azul sdo representadas as fases de
coleta do C. pemiciosa.
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Seis diferentes fases do desenvolvimento do fungo foram estudadas: i) fase
branca:corresponde a fase inicial de cultivo quando as bolachas apresentavam um
micélio de cor branca (35 dias); ii) fase amarela: quando o micélio apresentou a
primeira mudanga na coloragéo passando a exibir uma cor amarela (37 dias); iii) fase
rosa: em que ocorreu a segunda mudanga de cor com o micélio apresentando uma
cor rosa (40dias); iv) fase rosa escuro: logo apdés o estresse hidrico; v) fase de
primérdio: quando as bolachas apresentaram a formagado de primérdios; e vi)
basidioma; quando os corpos de frutificacdo estavam completamente desenvolvidos
(Figura 7).

Figura 7 - Fases do desenvolvimento do Crinipellis perniciosa cultivado em sistema artificial (bolachas).
A. Bolachas antes da inoculagéo com o C. perniciosa. B & G. Fases do desenvolvimento do C.
perniciosa em bolachas penduradas no vassoueiro. B. Fase micelial branca. C. Fase micelial amarela
(setas). D. Fase micelial rosa (seta). E. Fases micelial rosa escuro, dos primordios e do inicio da
frutificacéo (seta). F. Primordios e basidiocarpos em formacg&o (seta). G. Basidiocarpos formados. Fotos:

Acéssia Benjamin Leal Pires.
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3.3. Extragéo de DNA gendmico

O DNA foi extraido como descrito por Zolan e Pukkila (1986). O micélio de C.
perniciosa foi macerado em nitrogénio liquido e adicionou-se 500 uL de tampéao de
extracdo (CTAB 1%, NaCl 0,7 mol.L™", Tris-HCI 20 mmol.L"', pH 8,0, EDTA 10
mmol.L”, pH 8,0, p-mercaptoetanol 1%) as aliquotas de 40 mg do macerado. Em
seguida, foram adicionados 500 pL de cloroférmio:alcool isoamilico 24:1 (v/v),
centrifugado a 20.000 x g por 5 minutos e a fase aquosa contendo o DNA foi
recolhida. O DNA foi precipitado por adicdo de um volume de isopropanol, incubado
por 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugado por 1 minuto a 20.000 x g. O
precipitado de DNA foi ressuspenso em 300 puL de TE (Tris-HCI 10 mol.L™", pH 8,0,
EDTA 1 mmol/L) com 100 ug/mL de RNAse (livre de DNAse) e incubado por 30
minutos a 37 °C para degradar os RNAs presentes. A solugédo de DNA foi limpa com
a adicdo de 300 pL de cloroférmio:alcool isoamilico 24:1 (v/v), agitada, e
centrifugada por 5 minutos a 20.000 x g. A fase aquosa foi recolhida adicionando-se
75 pL de CH3COONH, 7,5 mol.L™'e 750 pL de etanol 95%, e incubando-se por 20
minutos a -20 °C a fim de precipitar o DNA. Apds centrifugagdo por 1 minuto a
20.000 x g, o DNA precipitado foi lavado com etanol 70%, seco a temperatura
ambiente e solubilizado em 50 yL de agua milli-Q. O DNA foi quantificado em gel de
agarose 1% por comparagdo com um padréao de concentragao conhecida do DNA do
fago A (50, 100, 200 e 300 ng).

3.4. Extracdo de RNA

A extracdo de RNA total foi feita utilizando-se o RNeasy Midi Kit da QIAGEN
segundo as recomendacgdes do fabricante. O micélio foi macerado em nitrogénio
liguido e foram adicionados 5 mL de tampao RLT (fornecido pelo fabricante,
contendo guanidina tiocianato e ao qual foi adicionado - mercaptoetanol na
proporgao de 10 yL para cada 1 mL de tampao RLT) as aliquotas de 500 mg do
macerado. A mistura foi homogeneizada vigorosamente em vortex por 5 segundos e
levada ao banho-maria a 56 °C por 3 minutos. Em seguida a mistura foi centrifugada
a 3.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo frasco no
qual foi adicionado meio volume de etanol 96%, sendo imediatamente
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homogeneizado por vigorosa agitacdo. A amostra foi entdo aplicada a coluna
RNeasy midi spin, colocada em um tubo de centrifuga de 15 mL e centrifugada a
5.000 x g por 5 minutos. O liquido foi descartado e foram adicionados a coluna 4 mL
do tampédo RW1 (fornecido pelo fabricante, contendo sais de guanidina e etanol). A
coluna foi centrifugada a 5.000 x g por 5 minutos para lavagem. O liquido filtrado foi
descartado e 2,5 mL do tampao RPE (fornecido pelo fabricante e ao qual foram
adicionados 4 volumes de etanol 96%) foram adicionados a coluna. A coluna foi
centrifugada a 5.000 x g por 2 minutos para uma nova lavagem; o liquido foi
descartado e mais 2,5 mL do tampdo RPE foram adicionados a coluna que
novamente foi centrifugada a 5.000 x g por 5 minutos para secar a membrana da
coluna. Para a eluigdo, a coluna foi transferida para um novo tubo de centrifuga de
15 mL. Agua livre de RNAse foi adicionada & coluna, que foi centrifugada a 5.000 x

g por 3 minutos. A eluigcao foi entao repetida mais uma vez.

3.5. Transferéncia de Southern do gene CpQUIT2

A técnica de transferéncia de Southern foi realizada segundo Sambrook et al.
(1989). Para marcacdo da sonda e detecgdo do sinal, utilizou-se o kit Gene
Images™ AlkPhos Direct™ Labelling and Detection System (Amersham
Biosciences), conforme as recomendagdes do fabricante.

Duas aliquotas de 6 uyg de DNA gendmico de C. perniciosa foram clivadas
com 12 unidades das enzimas de restricdo BamHI| ou Pstl. O DNA digerido foi
fracionado por eletroforese em gel de agarose 0,8% e corado com brometo de
etideo 0,25 pg.mL™". Apos eletroforese, o gel foi incubado sob leve agitagdo na
solugdo de depurinagdo (HCI 0,2 mol.L™") por 15 minutos, seguido de duas
incubacdées de 30 minutos na solugdo de desnaturacdo (NaOH 0,5 N, NaCl 1,5
moI.L'1) e duas incubagdes de 30 minutos na solugado de neutralizagéo (Tris-HCI 0,5
mol.L™", pH 7,2, NaCl 1,5 mol.L™"). O DNA foi transferido para membrana de nailon
(Hybond N - Amersham Biosciences) por capilaridade. Para tal, nos reservatorios de
uma cuba de eletroforese horizontal foram colocados SSC 20X (NaCl 3 mol.L™,
citrato de sodio 0,3 mol.L™", pH 7,0). Sobre a plataforma da cuba foram colocadas
trés folhas de papel de filtro (3M) embebidas em SSC 20X, formando uma ponte.

Sobre a ponte foram colocados, na seguinte ordem: o gel; a membrana de nailon;
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trés pedacos de papel de filtro umedecidos em SSC 20X; uma camada de papel
toalha de 10 cm de espessura; uma placa de vidro; e um peso de aproximadamente
1 kg. Apos 16 h de transferéncia, o aparato de transferéncia foi desmontado e a
membrana foi lavada em SSC 2X (NaCl 0,3 mol.L™ e citrato de sédio 0,03 mol.L™,
pH 7,0). O DNA foi fixado na membrana por incidéncia de luz UV usando o Spectro
Linker™ XL-1000 UV Crosslynker.

A sonda foi obtida pela amplificagdo por PCR (Polymerase Chain Reaction)
de um fragmento de quitinase de 688 pb tendo como molde o DNA gendémico de C.
perniciosa e utilizando-se dois oligonucleotideos especificos, CHITBamHIF (5'-
CCGGATCCTTTGCAAGCATTAATC-3’) e CHITXholR (5-
AGCTCGAGCCGCCATAAAGATTGG-3’) nas seguintes condi¢des: 94°C por 2
minutos; 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55 °C por 45 segundos e 72°C por 1
minuto; 72°C por 7 minutos e 4 °C forever. O fragmento amplificado foi separado por
gel de agarose 1%, contendo brometo de etidio 0,1 pg.mL". Em seguida, o
fragmento de DNA de interesse foi isolado e purificado em gel de agarose,
utiizando-se o Kit Prep-A-Gene (BIORAD), segundo as recomendagdes do
fabricante. Apos a separacgao eletroforética, a regido do gel de agarose que continha
o fragmento de interesse foi cortada e dissolvida em perclorato de sédio 4,5 moI.L'1,
a 50°C. A matriz Prep-A-Gene foi adicionada na relacéo de 5 uL de matriz para cada
HMg de DNA e incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. Apos a adsorgéo do
DNA a silica, a amostra foi lavada duas vezes com tampao de lavagem (BIORED)
contendo etanol 70%. O DNA foi eluido em agua a 50°C por 10 minutos.

A marcagédo da sonda foi realizada com o kit Gene Images Alkphos Direct
Labelling and Detection System (Amersham Biosciences), seguindo as
recomendacgdes do fabricante. Na reagao foram usados 200 ng do fragmento de 688
pb contendo uma regido altamente conservada do gene CpQUIT2 desnaturado por
aquecimento. A marcagao ocorreu via ligagao covalente da enzima fosfatase alcalina
ao DNA fita simples.

A membrana foi pré-hibridizada com 0,2 mL.cm™ de tampao de hibridizagdo
do fabricante, com NaCl 0,5 mol.L™" e reagente de bloqueio do kit 4% (p/v), por 1
hora a 55°C. Em seguida, a sonda foi adicionada ao tamp&o procedendo a
hibridizagdo por 16 horas a 55°C. As lavagens da membrana foram realizadas a
55°C por duas vezes de 10 minutos em tamp&o contendo uréia 2 mol.L”", SDS 0,1%
(p/v), NaH,PO4 50 mmol.L™, pH 7,0, NaCl 150 mmol.L", MgCl; 1 mmol.L" e

24



reagente de bloqueio 0,2% (p/v) e por duas vezes de 5 minutos a temperatura
ambiente em Tris base 50 mmol.L™', NaCl 0,1 mol.L™" e MgCl, 2 mmol.L™, pH 10,0.

A deteccgao do sinal foi realizada por degradagao do substrato dioxetano, CDP
Star (Amersham Biosciences), pela acdo enzimatica da fosfatase alcalina. A energia
luminosa emitida foi observada por sensibilizagao do Hyperfilm ECL apds 24 horas

de exposicao, seguida de revelagao do filme auto-radiografico.

3.6. RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction)

Os cDNAs foram sintetizados utilizando a transcriptase reversa RevertAid™H
Minus M-MuLV (Fermentas). As aliquotas de RNA total foram tratadas com DNAse |
(Fermentas) e as reagdes de transcricdo reversa foram feitas utilizando-se 10uL de
RNA total como molde, 2,5 mmol.L”' de cada dNTP, 20u de inibidor de RNAse, 0,5
ug de primer oligo(dT) e 200u de RevertAid™H Minus M-MuLV. A reacdo foi
incubada a 42°C por 60 minutos. A transcriptase reversa foi inativada a 70°C por 10
minutos.

Com o objetivo de padronizar os volumes de cDNA a serem utilizados nas
analises de expressdao do gene, 1uL de cada da reagao foi utilizado para
amplificagdo por PCR do gene de actina (gene constitutivo obtido do
sequenciamento do genoma do C. perniciosa) utilizando primers especificos:
ActinaCPF  (5- CCACAATGGAGGACGAAGTCG-3') e  ActinaCPR (5-
CCCGACATAGGAGTCCTTCTG-3’) nas seguintes condi¢des: 94°C por 3minutos;
30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 50°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto e 20
segundos; 72°C por 5 minutos e 15°C forever. A analise quantitativa foi feita por
densitometria, utilizando o software Kodak Digital Science™ ID Image Analysis
através da captura de imagem dos produtos de RT-PCR. Os produtos de RT-PCR
de actina das amostras de RNA total foram utilizados como controle interno do RT-
PCR. O numero de ciclos empregado para a amplificagdo do gene de actina foi
testado em reagdes independentes variando o numero de ciclos (Figura 8). Apds a
padronizagao, os primers CHITBamHIF (5-CCGGATCCTTTGCAAGCATTAATC-3)
e CHITXholR (5-AGCTCGAGCCGCCATAAAGATTGG-3’), foram utilizados para
detectar os niveis de expressdo de CpQUIT2 durante as diferentes fases de

desenvolvimento de C. perniciosa.
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Figura 8 - RT-PCR semi-guantitativo: normaliza¢éo pela amplificacéo do gene da actina.
O numero de ciclos utilizado para a normalizacéo do RT-PCR (30 ciclos) foi escolhido
baseado nas curvas de calibracédo obtidas com 25, 30 e 40 ciclos em trés amostras

(fases branca, amarela e rosa do desenvolvimento do fungo).
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4. RESULTADOS

4.1. Analise de seqliéncias de quitinases de Crinipellis perniciosa

Dentro do banco de dados montado a partir do sequenciamento de uma
biblioteca genémica e da anotagdo de genes de C. perniciosa

(http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura) foram identificadas sequéncias de possiveis

fragmentos de genes de quitinases. O alinhamento destas sequéncias permitiu a
formagdo de 17 contigs (sequéncias maiores formadas pelo agrupamento de
sequéncias que apresentaram sobreposicdo), que apds a comparagdo de suas
sequéncias nucleotidicas com sequéncias ja depositadas em banco de dados

publico GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov) utilizando o programa BLAST,

confirmaram a similaridade com sequUéncias de quitinases de outros organismos
(Tabela 2). Os contigs foram em média formados por 4 sequéncias e alcangaram
entre 647 e 1983 pb. Cerca de 76,5% dos contigs apresentaram similaridade com
quitinases de fungos, sendo 53,8% destes similares a uma endoquitinase de
Amanita muscaria. Um contig apresentou similaridade com uma quitinase de classe |
pertencente a familia 19 das glicosil hidrolases até aqui s6 encontrada em plantas e
em algumas espécies de bactérias. Dois contigs apresentaram similaridade com
hexosaminidases que sdo enzimas que degradam oligdmeros de quitina.

Nenhum dos contigs formados representou um gene de quitinase inteiro, e em
apenas dois contigs foram encontradas regides sem codons de terminagdo. Esses
contigs, n°17 e 7, foram escolhidos para posterior estudo de genes de quitinase de
C. perniciosa. Os primers ChitSall F(5-GCCGTCGACACGGCTAACTTGC-3’) e
ChitHindlll R (5’- GTGAAGCTTCCTAAAAGAACTG-3’) foram desenhados a partir da

analise do contig 17 e amplificaram um fragmento de 559 pares de bases que foi
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Tabela 2 — Resultado da analise do BLAST para os 17 contigs de quitinase de
Crinipellis perniciosa. *Contig que deu origem a CpQUIT1. **Contig que deu origem

a CpQUIT2.
N° de o
Contig seqiiéncias Tamanho Gene / Organismo E-value Classe N° de
) (pb) acesso
por contig
1 02 970 Endoguitinase / 2e-11 v AJ276119.1
Amanita muscaria
Precursor beta-
2 02 1625 hexosaminidase / 9e-49 - AE017346.1
Cryptococcus neoformans var.
neoformans
02 1295 Endoquitinase/ A. muscaria 2e-32 \Y, AJ276119.1
02 898 Endoquitinase/ A. muscaria 9e-08 v AJ276119.1
5 02 1045 Endoquitinase/ A. muscaria 9e-30 \% AJ276119.1
6 03 1022 N-acetilhexosami_nidase / 2e-33 ) AY615427 1
Hypholoma fasciculare
7 03 973 Quitinase / Ge-64 v D87063.1
Aspergillus nidulans
8 03 1011 thmage/ 1e-14 v U78320.1
Entamoeba invadens
9 04 647 Endoquitinase/ A. muscaria 5e-18 \% AJ276119.1
10 04 1159 Endoquitinase/ A. muscaria 2e-32 v AJ276119.1
11 04 908 Quitinase / S_treptomyces 3e-4 | JC7535
thermoviolaceus
12 04 1084 Quitinase / Rhizopus niveus 1e-29 i $36931
13 05 1284 Quitinase / A. nidulans 2e-32 \% D87063.1
14 06 677 Quitinase / A. nidulans 1e-29 \% D87063.1
15 06 872 Quitinase / A. nidulans 2e-65 v D87063.1
16 10 1164 Endoquitinasg-P__/ T. 6e-39 v AB041756.1
pseudokoningii.
17+ 10 1083 Endoquitinase / A. muscaria 5e-52 v AJ276119.1

denominado  CpQUIT], enquanto os  primers  Chitbamh1 F (5-
CCGGATCCTTTGCAAGCATTAATC -3’) e Chitxho1 R (5-
AGCTCGAGCCGCCATAAAGATTGG-3’) foram desenhados a partir do contig 7 e
amplificaram um fragmento de 688 pb denominado CpQUIT2. CpQUIT1 codifica uma
sequéncia de 177 aminoacidos de 21 kDa e ponto isoelétrico putativo de 5,02
enquanto CpQUIT2 codifica uma sequéncia de 183 aminoacidos de 18,87 kDa e
ponto isoelétrico putativo de 7,91. Em CpQUIT1 foram identificados dois supostos
sitios de N-glicosilagdo do tipo Asn-X-Ser/Thr (onde X representa qualquer amino
acido exceto a prolina e acido aspartico (LEROUGE; FAYE, 1996), e em CpQUIT2
um sitio ativo caracteristico das quitinases da familia 18 das glicosilhidrolases
(Figuras 9, 10 e 11).
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1 GCCGTCGACACGGCTAACTTGCTGCTGTTCCTTCAGGARACTCCGARAGGALC
1 AV D TANTL UL L F L @ E L R K D
52 CCTGTTGGCGCTAAAATGATTTTGAGTGCTACTGGCAATATCGTGCCCTGG
18 P VvV G A KM I L S A T GDNTI V P W
103 ACCGATGCCAATGGCAACCCTTCAGCCGACGTTTCTGCCTTCGGARARAAGTC
35 T D A N GNP S A DV S A F G KV
154 TTGGATCACGTCACCCCTCTACTCTACGACGTCTGGGGAAGCTGGAGTGAC
52 L b H WV T P L L Y D V W G S W S D
205 TCCGTTGGCCCCAATTCCCCTCTGAACGACACTTGCGCTGCTCCCGACAAA
69 s v G P N S P L NDTCAA AP D K
256 CAGCAAGGATCCGTCGTTTCAGCTGTAGCCAAGTGGARACAAGGCCGGTATC
86 Q ¢ G 5 V.V s AV A KWNI KA AG I
307 CCACTCGAGAAGATTGTGCTCGGCGTCGGTGCATACGGACACGCATTCAGC
103 P L E K I VvV L 6V G A Y G H A F 5
358 GTTAACAAGACAAAAGCATACGTCAACGGGACCAAAGAACTTGCTGCTTAC
120 vV N K T K A Y V N G T K E L A A Y
409 CCACCTTTCAACAAGGACATCCATCCCAAGGGCGACAAGTGGTATGACCCC
137 P P FN K DI HUPKGD KW Y D P
460 GCCGGTGTTGACCCATGTGGTGCTGTTACTCCTGATGGTGGTAAGTATATA
154 A G VvV D P C G A VT P D G G K Y I
509 GCTACTACATATCGTAGACGCTCTTAACAGTTCTTTTAGGARGCTTCAC
171 A T T Y R R R S * Qg F F * E A S

Figura 9 - Seqiiéncias nucleotidica e protéica do gene CpQUITT.
Os potenciais sitios de N-glicosilagdo sdo indicados em vermelho. Os simbolos * representam os
codons de parada.

5'-CCGGATCCTTTGCAAGCATTAATC-3"
1 CCGAATCCTTTGCAAGCATTAATCCCGAAACGGGCGAGGTCCAGCTTTCTG
1 E S F A S I NUPZETGTEV Qg L S D
52 ATAAATGGGCTGATCAAGAAATCCACTACGACGGTGATACATGGGATGAAG
8 K W A D @ E I H Y D G D T W D E E
103 AAGGAAATAACCTATACGGGAATTTGAAGGCTCTCTACAACTTGAAGAAGG
3% 6 N N L ¥ G N L KA L Y N L K K E
154  AACATCGTCATTTGAAGGTTATGATCTCTATTGGTGGATGGTCATATTCCT
52 H R H L KV M I S I G G W S Y S S
205 CTTCCCTTCACCCTGTCGTTGTCTCTCCTGAGCGCAGGAGAAAGTTTGTGG
69 & L H P V V V. S P E R R R K F V E
256 AGAGCGCAGTGGCCCTATTGGARGATTACGGTCTAGATGGCCTCGATGTCG
8 5 A V A 'L E DX G L D6 L D VvV D
307 ACTATGAATTTCCTCAGGATGATGAACAGGCGTTGGGATATGTACAGCTAC
03 Y E F P @ D D E @ A L G Y V @ L L
358 TCAAAGAGCTCAGAGAGGCTTTGGACGAGCATGCGAGAACCAAGGARATCG
120 K E L R E A L D E H A R T K E I D
409 ACTATCGCTTTTTGCTCACGGTTGGTTTCCCTTCCCARAGGTTAGTATTTG
3% Y R F L L T VvV 6 F P S Q@ R L V F G
460 GTTCGTCTCAATATCTTTACAGATCGCTGCACCGTGCGGTTCAGACAATTA
154 s S ¢ Y L Y R S L H R A V @ T I I
511 TAATCGACTTCGTATCAGCGAGATGGATCAGTATCTCGATTTTTGGAACAT
779 I D F V S A R W I 8 I S8 I F G T *
562 GATGGCGTACGACTTTGGTAGGTGTTCGTAATGTCTTGCTGGCAGTTCTCT
188 W R T T L V G V R N V L L A V L F
613 TTTGACATGGCAAGTCCAGCTGGTTCCTGGGACAGTGTTTCTGGACACCAA
205 * H G K S $ W F L G Q C F W T P I
3'-GGTTAGAAATACCGCCGAGCTCGA-5"
664 TCCAATCTTTATGGCGGCTCGAGCT
222 Q S L W R L E

Figura 10 - Seqiiéncias nucleotidica e protéica do gene CpQUIT2.
O sitio catalitico conservado € indicado em vermelho. Em azul sdo indicados os primers
utilizados para o RT-PCR e para a amplificagdo da sonda utilizada no experimento de

transferéncia de Southemn.
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A comparagao das sequéncias nucleotidicas de CpQUIT1 e CpQUIT2 com
sequéncias do GenBank confirmou a similaridade com sequéncias de quitinases de
fungos que guardam semelhanga com quitinases bacterianas (classe V), sendo a
maior similaridade encontrada com quitinases de outros basidiomicetos. CpQUIT1
apresentou similaridade de 60% com uma endoquitinase de Amanita muscaria
(numero de acesso AJ276119) enquanto CpQUIT2 apresentou 80% de similaridade
com uma quitinase de Grifola umbellata (numero de acesso AF380832). O
alinhamento das sequéncias de aminoacidos deduzidas de CpQUIT1 e CpQUIT2
com quitinases de outros fungos permite observar que CpQUIT2 apresenta um
dominio catalitico com regides conservadas (Figura 11).

A construgdo de um dendograma baseado nas sequéncias de quitinases que
apresentaram similaridade com as sequéncias de C. perniciosa utilizando o
programa ClustalX (THOMPSON et al., 1997) mostrou o agrupamento de CpQUIT1
e CpQUIT2 com as quitinases de basidiomicetos, confirmando assim a similaridade
existente entre elas, enquanto dois outros grupos foram formados com quitinases de

ascomicetos (Figura 12).

4.2. Deteccdo do numero de copias génicas de quitinase de Crinipellis

perniciosa

O DNA genbdmico de C. perniciosa foi digerido com enzimas de restricao que
nao clivam a sequéncia do gene CpQUIT2 de C. perniciosa. Apds fracionamento em
gel de agarose 0,8% e transferéncia para membrana de nailon, o DNA foi sondado
com um fragmento de 688 pb de CpQUIT2 que apresenta regides conservadas do
dominio catalitico de quitinases. A hibridizagdo em condi¢gdes de baixa estrigéncia
conduziu a identificagdo de apenas uma banda de diferentes tamanhos em cada
digestdo do DNA o que indica que C. perniciosa deve possuir apenas uma copia do
gene CpQUIT2 (Figura 13).
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Figura 11 - Alinhamento de quitinases de fungos.

O alinhamento foi construido usando o programa Multialin. Os numeros de acesso (EML-Genbank) das
sequencias utilizadas sdo: AAP804521, Coccidioides immitis, AATA77131, Ajellomyces dermatitidis,
BAA35140, Aspergillus nidulans; AADB1686, Aspergillus fumigatus, AATA771311, Hypocrea lixii,
AAF196211, Trichoderma viride, AAO42981, Grifola umbellata, AJ276119, Amanita muscaria. A regiao
sublinhada em vermelho corresponde ao sitio ativo da enzima.
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Coccidioides immitis

Ajellomyces dermatitidis

Aspergilius nidufans

Aspergiflus fumigatus

Hypocrea lixi

Trichoderma viride

Grifola umbeliata

Crinipellis perniciosa
CpQUITZ

Amanifa muscarfa

Crinipellis pernicicsa
CpQUITT

0.1

Figura 12 - Dendrograma de guitinases de fungos.
O dendrograma foi construido usando o programa ClustalX e foi visualizado no
programa Treeview. Os numeros de acesso (EML-Genbank) das sequencias
utilizadas séo: AAP804521, Coccidioides immitis, AAT477131, Ajellomyces
dermatitidis, BAA35140, Aspergilius niduians; AAOBG1686, Aspergillus
fumigatus AATA771311, Hypocrea lixii, AAF196211, Trichoderma viride,
AAQ42981, Grifola umbellata; AJ276119, Amanita muscaria.
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3775 pb

2752 pb

Figura 13 - Transferéncia de Southern do gene CpQUITZ2.
O DNA foi digerido com as enzimas de restricéo
BamHI| e Pstl. O tamanho dos fragmentos & indicado &

esquerda.

4.3. Andlise da expressao do gene CpQUIT2 em diferentes fases de

desenvolvimento de Crinipellis perniciosa.

O padrao de expressao do gene de quitinase CpQUIT2 durante as diferentes
fases de desenvolvimento do C. perniciosa foi determinado a partir da amplificagédo
por PCR de cDNA especifico de cada fase de desenvolvimento do fungo cultivado
em sistema artificial (bolachas). Uma banda de 688 pb foi observada em gel de
agarose em todas as fases de desenvolvimento analisadas (Figura 14A). Observou-
se que nas fases iniciais do desenvolvimento (fases branca e amarela) a intensidade
da banda foi menor do que a observada na fase rosa, que € a fase que apresentou a

banda de maior intensidade enquanto nas fases finais do desenvolvimento (fase

33



rosa escuro, primordios e basidioma) ha uma reducdo na intensidade das bandas
observadas em relacdo a intensidade observada na fase rosa. A analise por
densitometria dos produtos de PCR confirma que a expressao de CpQUIT2 aumenta
com o decorrer das fases do desenvolvimento e atinge o maior nivel de expresséo
durante a fase rosa e decai nas fases finais do desenvolvimento, mas mantendo-se,

contudo, maior do que durante as fases branca e amarela. (Figura 14B).

2
&
Actina
sem normalizagao
Actina
apds normalizag&o
CpQuUIT2
< 300 A
. 244
250
o £
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%8 200 + 165 172
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o O
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|g g 50 .
23
) 0 r . . : . )
x O T st
s Branco Amarelo Rosa Rosa Primérdio Basidioma
® €scuro
T
g Fases do desenvolvimento do C. perniciosa

Figura 14 - Expressao do gene CpQUITZ na diferentes fases do desenvolvimento do
Crinipeliis perniciosa.
A. RT-PCR do gene CpQUIT2. A quantidade de cDNA usada para a
amplificacéo do gene CpQUITZ foi hormalizada pela anélise densitométrica do
gene da actina. As amplificacbes PCR foram feitas usando 30 ciclos. B.
Quantificacdo da expresséo do gene CpQUIT2 por densimometria utilizando o
software Kodak Digital Science ID™image Analysis.



5. DISCUSSAO

5.1. O sistema quitinolitico de Crinipellis perniciosa € constituido por quatro

diferentes classes de quitinase

Todas as quitinases ja descritas para fungos pertencem a familia 18 das
glicosil hidrolases de acordo com a classificacdo de Henrissat e Bairoch (1993).
Analises recentes mostram que os produtos dos genes de quitinases fungicas
podem ser divididos em duas subclasses baseadas em suas estruturas primarias e
na similaridade entre as sequéncias de outras quitinases da familia 18, quitinases da
classe de plantas (Classe lll) e quitinases da classe de bactérias (Classe V). As
quitinases da classe de plantas estdo presentes em todos os fungos ja estudados
até aqui, exceto em Aphanocladium album. As quitinases da classe de bactérias tém
sido relatadas em fungos filamentosos, mas n&o em leveduras (TAKAYA et al,,
1998a). Dentro do sistema quitinolitico de T. harzianum, genes codificando trés
diferentes classes de enzimas envolvidas na degradacdo de quitina tém sido
relatados: ech42 que codifica uma endoquitinase de classe V, Chit33, que codifica
uma quitinase similar a quitinases de plantas relacionadas a patogénese (LIMON et
al., 1995; DANA et al., 2001) e nagl, que codifica uma N-acetil-B-D-glicosaminidase
(MACH et al.1999). As N-acetil--D-glicosaminidases sao hexosaminidases que
pertencem a familia 20 das glicosil hidrolases (HENRISSAT, 1991; HENRISSAT;
BAIROCH, 1993), e que clivam oligbmeros de quitina originados de uma degradagao
previa de quitina por endoquitinases. Por isso sdo muitas vezes também chamadas
de quitinases (COHEN-KUPIEC; CHET, 1998).
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O sistema quitinolitico de basidiomicetos € pouco conhecido e poucas
enzimas tém sido caracterizadas. Quatro classes de quitinases foram identificadas
no banco genémico de C. perniciosa. Apenas um dos contigs formados apresentou
similaridade com quitinase da classe Ill. Genes que codificam quitinases desta
classe como CTS1 em S. cerevisiae € ChiA em A. nidulans tiveram fungdo no
crescimento e na morfogénese dos fungos comprovado por Kuranda & Robbins
(1991) e por Takaya et al (1998b). A grande maioria dos contigs de C. perniciosa
apresentou similaridade com quitinases da classe V de diversos organismos
principalmente com uma endoquitinase do basidiomiceto A. muscaria. A similaridade
das quitinases de classe V de C. perniciosa com quitinases de outros basidiomicetos
€ confirmada pelos resultados da analise de similaridade de CpQUIT1 e CpQUIT2.
(Figura 13). Nenhum papel morfogenético foi descrito para quitinases de classe V.
Contudo, o nocaute de genes que codificam enzimas desta classe como ChiB1 em
A. fumigatus, ndo afetou o crescimento e a morfologia dos mutantes. Linhagens
“selvagens” cultivadas em meios com 4MU-(GIcNac), e 4MU-(GIcNac); como
substrato apresentaram, contudo, niveis de atividade litica muito superior a atividade
detectada em culturas de mutantes. Isto sugere claramente que ChiB1 é secretado
no meio de crescimento em resposta a diminuigdo de nutrientes indicando que o
principal papel destas enzimas € a degradagéo e a reciclagem da quitina durante a
autdlise do fungo (JAQUES et al., 2003). Dois contigs apresentando similaridade
com hexosaminidases indicam que estas enzimas também estdo presentes em C.
perniciosa, assim como em outros fungos. As hexosaminidases sao enzimas
citosdlicas que se acumulam intercelularmente durante a fase estacionaria do
desenvolvimento dos fungos e degradam polissacarideos durante a diminuigdo das
reservas nutricionais (WHITE et al., 2002). Uma das sequéncias de quitinases de C.
perniciosa apresentou similaridade com uma quitinase de classe | que pertence a
familia 19. Quitinases de familia 19 ocorrem quase exclusivamente em plantas
exceto por poucas quitinases descritas para algumas espécies de Streptomyces
como a quitinase C de S. griseus (OHNO et al., 1996). Até o presente momento
nenhuma quitinase desta familia foi descrita para fungos.

Os resultados da analise das sequéncias de quitinases indicam que C.
perniciosa pode possuir um sistema quitinolitico diferente do encontrado em outros

fungos. Para entender o sistema quitinolitico deste fungo é preciso esclarecer as
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funcgdes individuais das enzimas envolvidas na degradacdo de quitina, a relagcéao

entre estrutura e fungao e a regulagcao da expressao destes genes.

5.2. Crinipellis perniciosa possui uma unica copia do gene CpQUIT2

Genes de quitinase estao presentes em multiplas cépias no genoma de varios
fungos. Dois diferentes genes de quitinase ja foram isolados e clonados em R.
oligosporus por Takaya et al. (1998b). Em Candida albicans existem pelo menos
quatro genes de quitinases, enquanto S. cerevisiae possui apenas um
(SELVAGGINI et al., 2004).

As quatro diferentes classes de enzimas envolvidas na degradagao de quitina
encontradas no banco gendmico de C. perniciosa contém pelo menos uma copia
génica para cada classe de quitinase no genoma deste fungo. A transferéncia de
Southern realizada utilizando CpQUIT2 (que possui regides conservadas de
quitinases de classe V) (Figura 10), como sonda detectou a presenga de apenas
uma banda, revelando a existéncia de apenas uma copia do gene CpQUIT2 (Figura
13). A auséncia de outras bandas muito provavelmente deve-se a baixa similaridade
entre as sequéncias das diferentes classes de quitinases encontradas dentro do
sistema quitinolitico de C. perniciosa, embora a transferéncia de Southern tenha sido
realizada em condi¢cdes de baixa estrigéncia. Uma outra transferéncia de Southern
esta sendo feita com enzimas que clivam dentro do gene CpQUIT2, visando verificar
a possibilidade de existéncia de copias deste gene organizadas em tandem no

genoma do C. perniciosa.

5.3. A expressdao do gene CpQUIT2 de Crinipellis perniciosa pode ser
disparada por reducao de carbono e nitrogénio.

Em C. perniciosa, a expressao do gene CpQUIT2 de quitinase foi observada
no fungo cultivado em bolachas. As fases iniciais do cultivo foram denominadas
branca, amarela e rosa referente a cor que o micélio apresenta em cada uma destas
fases. A fase rosa escuro, também uma referéncia a cor do micélio, representa uma

fase de transigdo entre as fases iniciais e as fases finais do desenvolvimento,
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caracterizadas pela formagao de primordios e basidiomas. A analise da expressao
de quitinase a partir da amplificacdo por RT-PCR de cada uma das fases do fungo
(Figura 14A) mostrou que a expressdao do gene aumentou durante a fase rosa e
sofreu um decréscimo durante as fases rosa escuro, primérdio e basidioma, mas
manteve-se ainda maior que a expressao observada nas fases branca e amarela
(Figura 14B). Durante as fases branca, amarela e rosa, o fungo encontra-se em
crescimento saprofitico e a hifa ndo sofre alteragdes estruturais. Durante a fase rosa
escuro, a hifa comega a se modificar para dar origem aos primordios e ao basidioma
(Acassia Pires, comunicagao pessoal).

A expressao de CpQUIT2 foi mais baixa durante as fases branca e amarela
porque durante estas fases o micélio cresce regularmente e quitinases poderiam
atuar apenas para a extensao da hifa, que neste estagio do desenvolvimento n&o
sofre alteragbes na parede celular (GOODAY, 1990, 1997; FLACH et al., 1992).
Durante a fase rosa, o crescimento ainda se da apenas pela extensdao das
extremidades da hifa. Esta fase € atingida 40 dias apds as bolachas terem sido
penduradas no vassoureiro. E possivel que apds este longo periodo de cultura
ocorra uma escassez de nutrientes no meio. O maior nivel de expressdo de
CpQUIT2 observado nesta fase nao estaria relacionado a extensao da hifa, mas sim
com uma possivel redu¢do na disponibilidade dos nutrientes na cultura como ja tem
sido observado em outras espécies.

O aumento da expressao de quitinase em resposta a indisponibilidade de
nutrientes tem sido relatada para genes de quitinase de Trichoderma. Linhagens
mutantes de T. atroviride (T. harzianum P1) transformadas com uma constru¢do do
gene ech42 (codificando uma endoquitinase CHIT42), fusionado ao gene goxA de A.
niger, cultivados em meios suplementados com 0,1 e 1% de glicose ou glicerol
respectivamente, apresentaram um aumento na expressao de ech42 apdés 48 horas,
enquanto apenas uma fraca atividade foi detectada apds 24 horas. Um baixo nivel
de atividade foi detectado tanto apds 24 horas quanto apds 48 horas, quando as
linhagens foram crescidas em altas concentragdes destas fontes de carbono.
Resultados semelhantes foram obtidos quando 0,5% de quitina coloidal foi
adicionada a cada uma das fontes de carbono sem considerar a sua concentragao
(0,1 e 1% p/v), sugerindo que a indugdo de ech42 nao € alcangada com quitina, mas
sim com diminuigdo da fonte de carbono (MACH et al., 1999). Resultado analogo foi

obtido por Dana et al. (2001) para expressdao do gene chit33 de T. harzianum,
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quando o fungo foi cultivado em meio contendo baixas concentragdes de glicose
(0,2%), enquanto a expressao do gene nao foi percebida durante o crescimento em
meio com 2% de glicose ou 2% de glicerol. O aumento da expressdo de Chit33
também foi observada em resposta a reducéo de nitrogénio. T. harzianum cultivado
em meio com 2% (p/v) de glicose na presenca de baixas concentragdes de sulfato
de aménio (0,38 mM) apresentou elevada abundancia do transcrito Chit33 que
esteve ausente durante a incubacdo em meio contendo altas concentragdes de
nitrogénio. Estes genes também tém sua expressdo aumentada em resposta a
estresse fisioldgico: ech42 tem sua transcricdo disparada por baixas temperaturas,
por aumento da pressao osmotica ou pela adicao de etanol (MACH et al., 1999).
Chit33 também teve sua expressdo aumentada muito rapidamente quando a cultura
de T. harzianum foi colocada a 40° ou a 4° C (DANA et al., 2001).

O aumento da expressao de quitinase em resposta a redugao dos nutrientes
no meio de cultivo pode estar relacionada ao processo de autdlise. A autdlise € uma
parte natural do processo bioldgico de fungos filamentosos, que tem inicio e pode
avancar ou ser retardada por fatores bioticos e abioticos (Figura 15) (WHITE et al.,
2002). Em muitos casos, a autdlise é também um meio de sobrevivéncia com parte
do fungo existindo pela reciclagem de produtos liticos liberados por hidrolases, que
podem ser utilizados por areas com crescimento efetivo, que estdo estendendo as
extremidades das hifas. Este tipo de crescimento € chamado de crescimento oculto
(cryptic growth) e pode ocorrer como um resultado da redugéo de nutrientes (Figura
16). Embora a ativacao e a regulacao de hidrolases autoliticas sejam complexas, os
maiores grupos de hidrolases autoliticas sdo as proteases, glicanases e quitinases
(WHITE et al., 2002).

A hipétese de o aumento na expressao de quitinase em C. perniciosa estar
relacionado a diminuicdo dos niveis de nutrientes no meio de cultura pode ser
confirmada pela dosagem do teor de carboidratos e nitrogénio e por cortes
histolégicos para observacdo das hifas durante as fases estudadas. Esses
experimentos estdo sendo realizados.

Durante a fase rosa escuro, observa-se que expressdao de CpQUIT2 ainda
permanece em niveis elevados. Durante esta fase a hifa comecga a se modificar para
dar inicio a formacao do basidioma. A formacéo do corpo de frutificagcdo (basidioma)
€ 0 processo mais complexo no ciclo de vida de basidiomicetos. O desenvolvimento

do basidioma descrito em Cuprinus cinereus envolve uma dramatica mudanga no
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Causas da autdlise fungica
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Figura 15 - Visao geral da autdlise fungica segundo White et al. (2002).
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Figura 16 - Eventos associados com a autdlise induzida pela reducao de nutrientes,
segundo White et al. (2002).
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modelo de crescimento, em que a hifa passa de um crescimento tri-dimensional
relativamente regular, onde se encontra como uma malha frouxa indiferenciada, para
uma compacta estrutura multihifal composta de tipos celulares muito diferentes que
se associam em distintas interagdes hifa-hifa (revisado por KUES, 2000). Durante a
fase rosa escuro ocorre o primeiro sinal de frutificacdo, com a ramificacdo da hifa e a
formagao de nédulos denominados de ndé hifal (Acassia Pires comunicagao pessoal).
Em C. cinereus é observada uma notavel reducdo no conteudo de quitina nesta fase
em relacdo a hifa vegetativa (revisado por KUES, 2000). Os niveis de expresséo de
CpQUIT2 também sao significativos durante as fases de primordio e no basidioma.
Durante estas fases ocorrem modificacbes importantes como o alongamento da
estipe e maturagcdo do pileo. Durante o alongamento, o conteudo de quitina no
estipe permanece constante. Neste processo, as quitinases atuariam juntamente
com as glicanases para dar plasticidade ao estipe por meio da alternancia das
ligagbes entre quitina e glicanos (revisado por KUES, 2000). A autdlise esta
claramente presente no processo de maturagado do corpo de frutificagdo (revisado
por KUES, 2000), sendo assim justificada uma maior expressdo de CpQUIT2 em
niveis ainda significativos no basidioma.

Pouco se conhece sobre a biologia e principalmente sobre a genética de C.
perniciosa que possibilite entender o seu desenvolvimento. Estudos visando
identificar genes envolvidos na formacdo do corpo de frutificagcdo do fungo estao
sendo realizados pelo grupo do Genoma do C. perniciosa. Poucos trabalhos tém
descrito quitinases de basidiomicetos e nenhum estudo foi desenvolvido até o
momento com quitinases de C. perniciosa. A curto prazo, o isolamento do cDNA
completo de QuitCp2 e a expressao da proteina ativa correspondente em sistema
heterdlogo poderdo contribuir para o estudo de atividade da enzima sobre o
desenvolvimento do proprio fungo. A longo prazo, a identificacdo das fungdo das
demais classes de quitinases no desenvolvimento do C. perniciosa e dos
mecanismos que envolvem sua regulacdo serdo de grande importancia para um

melhor entendimento do desenvolvimento do fitopatégeno.
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6. CONCLUSOES

O sistema quitinolitico de Crinipellis perniciosa é constituido por quitinases
das classes lll, V e uma quitinase de classe | s6 encontradas em plantas e bactérias,
além de uma hexosaminidase.

CpQUIT1 e CpQUITZ2 pertencem a classe V das quitinases.

Crinipellis perniciosa possui apenas uma copia do gene QuitCp2.

QuitCp2 pode estar envolvido no processo de autdlise do fungo, em
consequéncia de escassez de nutrientes como também durante a formacido do

basidioma.
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