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RESUMO

O controle biolégico é considerado uma ferramenta natural e alternativa
ecoldgica para superar os problemas causados pela utilizacdo de métodos
guimicos no controle de pragas. Além disso, os biocontroladores apresentam
inUmeras vantagens quando comparados aos seus analogos quimicos,
principalmente quanto ao impacto ambiental, custo, manuseio, especificidade e
desenvolvimento de resisténcia. Entre os diversos microrganismos utilizados no
controle bioldgico, os fungos se destacam e, entre estes, o fungo filamentoso e
patdgeno de artropodes Beauveria bassiana estad entre os mais estudados e
aplicados. Neste estudo, utilizando protedémica e ferramentas de bioinformética,
foram identificadas um total de 256 proteinas. Proteinas envolvidas em
diferentes processos importantes para o biocontrole como degradacdo da
cuticula (proteases, lipases), defesa/antioxidantes (catalases, oxidoredutases)
e efetoras (glicosil hidrolases) foram observadas. A maioria destas proteinas
parecem ser secretadas, seja por rotas classicas como ndo classicas. A
identificacdo dos mecanismos moleculares de infeccdo do fungo em pragas
especificas possibilita o entendimento mais refinado do biocontrole e,
consequentemente, no desenvolvimento de estratégias para otimizar este
processo. A identificacdo de proteinas em um sistema que mimetiza as
condi¢cBes de infeccdo possibilita a busca orientada de microrganismos mais
eficientes com maior viruléncia e especificidade no controle biol6gico do
artropode R. microplus.

Palavras chave: Controle bioldgico, Beauveria bassiana, Rhipicephalus
microplus, Protéomica.



ABSTRACT

The biological control is considered a natural and ecological alternative tool to
overcome the problems caused by the use of chemical methods in pest control.
In addition, the biocontrol presents several advantages when compared to its
chemical analogues, regarding to environmental impact, cost, handling,
specificity and resistance development. Among microorganisms used in
biological control, fungi stand out and, the filamentous fungus and arthropod
pathogen Beauveria bassiana. This fungus is one of the most studied and
applied worldwide. In this study, using proteomics and bioinformatics
approaches, a total of 256 proteins were identified. Proteins involved in different
important processes for the biocontroling, including degradation of the cuticle
(proteases, lipase), defense/antioxidants (catalases, oxidoreductases) and
effectors (glycoside hydrolases) were observed. The identification of the
molecular mechanisms involved in the fungal infection on specific pests
provides understanding of biocontrol and consequently helping to develop
strategies to optimize this process. The identification of proteins in a model that
mimics the infection condition enables the oriented search for more efficient
micro-organisms with greater virulence and specificity in the biological control of
R. microplus tick.

Keywords: Biological control, Beauveria bassiana, Rhipicephalus microplus,
Proteomics.
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1 INTRODUCAO

Nos dias atuais, a busca por produtos organicos que utilizam tecnologias
limpas e que ndo acarretam em riscos a saude humana, animal e ao ambiente,
sdo de extrema importancia e alvos de varios estudos no campo da
biotecnologia. O aumento da demanda por alimentos organicos e pela reducao
das perdas na produgdo agricola ocasionada por pragas reforcam a
importancia do controle biolégico de pragas. Por conta do apelo por uma
producdo alternativa e ecologicamente viavel, o estudo e aplicacdo do controle
bioldgico de pragas artropodes vem crescendo anualmente (BUENO, 2009). Os
biopesticidas desenvolvidos a base de microrganismos sdo promissores devido
ao baixo impacto que ele causa. O uso preferencial destes organismos ocorre
por diversos fatores, tais como a facilidade de producdo e manipulacéo, custo,
eficiéncia, especificidade e ndo desenvolvimento de resisténcia pela praga
alvo.

A utilizagdo de fungos filamentosos no controle biologico tem grande
destaque, uma vez que podem ser aplicados para diversas pragas. Estes
biopesticidas, especialmente a base de fungos, poderdo substituir parcial ou
completamente seus correspondentes quimicos que Sao responsaveis por
causar resisténcia nas pragas-alvo, possivel contaminacdo humana e animal,
além de diversos danos ambientais. Entretanto, varios estudos sdo necessarios
para viabilizar seu uso comercial, incluindo a otimizacdo do biocontrole de
pragas especificas. Neste contexto, o entendimento do processo molecular da
interacdo patdgeno-hospedeiro e o0 mecanismo de biocontrole, per se, é
fundamental.

Dentre os fungos mais utilizados no controle biolégico, especificamente
no controle de pragas artropodes, Beauveria bassiana se destaca, inclusive por
ja constituir produtos para o controle de pragas no mercado nacional e
internacional (QIN et al.,2014).

A aplicacdo deste fungo artropodopatogénico no controle especifico do
carrapato bovino Rhipicephalus microplus vem sendo estudada e mostra-se

bastante promissora. Avancos importantes na compreensao do processo de
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infeccdo vem sendo realizados. Porém, muitas lacunas ainda existem para o
entendimento global deste processo, especificamente para o carrapato. Assim,
a andlise do secretoma relacionado com a infecgédo de R. microplus representa
um importante passo para compreensao geral da infeccao e identificacdo de

proteinas especificas envolvidas na interacdo patégeno-hospedeiro.

1.1Tema

Controle bioldgico do carrapato bovino Rhipicephalus microplus.

1.2 Hipotese
A secrecado de proteinas de Beauveria bassiana induzidas pela presenca
da cuticula do carrapato bovino Rhipicephalus microplus esta relacionada com
a infeccdo do mesmao.
1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo Geral

Identificar e caracterizar o secretoma relacionado a infeccdo de Beauveria

bassiana no carrapato bovino Rhipicephalus microplus.

1.3.2 Objetivos especificos

- ldentificar as proteinas diferencialmente expressas em condi¢cdes de
infeccédo in vitro comparadas com uma condicao controle;
- Caracterizar, através de ferramentas de bioinformatica, o secretoma da

infecgéo de B. bassiana.
1.4 Justificativa
O controle biolégico é considerado uma alternativa promissora no controle

de pragas por acarretar inUmeras vantagens quando comparado ao uso de

pesticidas quimicos. Neste contexto, 0 uso de fungos no controle biolégico de
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artropodes é de grande interesse por sua eficiéncia e atestado sucesso para
diversas pragas, especialmente de importancia agropecuaria e de saude
publica (FARIA & WRAIGHT, 2007; FERNANDES et al., 2008; STAFFORD &
ALLAN, 2010, GRELL et al., 2011; BITTENCOURT et al., 2015; RODRIGUES
et al., 2016). Porém, € de suma importancia entender o processo de infec¢ao e
todos os mecanismos envolvidos para sua otimizagdo. O grande entrave para
consolidacéo do controle biologico é que este, na maioria das vezes, demanda
mais tempo que 0s seus correspondentes quimicos para controlar a populacao
alvo. Para contornar esta situacdo, estudos utilizando diferentes técnicas vem
sendo realizados para entender o processo molecular de infeccdo do
hospedeiro. Especificamente para carrapatos, avancos consideraveis vém
sendo realizados em relacdo ao seu biocontrole utilizando fungos filamentosos
como Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana.

O termo secretoma refere-se as proteinas secretadas em um determinado
momento em uma determinada situagdo. No caso do fungo M. anisopliae,
trabalhos avaliando secretomas ja foram publicados, contribuindo muito para a
identificacdo de proteinas que controlam e participam da infeccdo (MANALIL et
al., 2010; BEYS-DA-SILVA et al., 2014; RUSTIGUEL et al., 2016). Entretanto,
nenhum secretoma relacionado a infeccédo foi realizado para B. bassiana até o
momento. Infelizmente, apesar dos avancos ja alcancados, o processo de
infeccdo ndo esta totalmente elucidado e, talvez por isso, a aplicacdo comercial
de fungos no controle de pragas ainda € muito inferior ao seu potencial,
especialmente para carrapatos.

O carrapato bovino Rhipicephalus microplus é considerado um dos
ectoparasitas de maior impacto na agropecuaria, afetando a producédo de
couro, carne e leite no Brasil. Além disso, no RS, ja existem cepas de carrapato
bovino resistentes a todos acaricidas quimicos disponiveis comercialmente
(KLAFKE et al., 2016). Assim, o controle biolégico desta praga deixa de ser
uma alternativa promissora e ecologicamente interessante, passando a ser,
talvez, a Unica alternativa possivel. Por tudo isso, este trabalho apresenta a
identificacdo e a caracterizacdo do secretoma de B. bassiana relacionado a
infeccdo do carrapato bovino R. microplus. Os resultados apresentados aqui
contribuirdo para o entendimento molecular da infec¢cao e, consequentemente,

do biocontrole.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Controle Biolégico

A utilizacdo de microrganismos para o controle bioldégico de pragas e
vetores de doencas foi proposta pela primeira vez na metade do século XIX
(SCHRANK & VAINSTEIN, 2011). Entretanto, um grande aumento nos estudos
de organismos patogénicos relacionados ao controle de pragas e o aumento do
potencial biocontrole, comecgou a ser explorado comercialmente nas ultimas
décadas (BUENO, 2009).. Muitos fatores ainda dificultam uma utilizacdo mais
diversificada das estratégias de controle bioldgico, como a dificuldade em isolar
e identificar potenciais agentes no controle e no desenvolvimento de formulas
adequadas para maximizar a eficiéncia destes produtos (SCHRANK &
VAINSTEIN, 2011; BEYS-DA-SILVA et al., 2012).

O uso de pesticidas quimicos sintéticos esta cada vez mais sendo
discutido devido as legislacbes ambientais recentes serem mais rigorosas, ao
apelo da sociedade por métodos alternativos, além do fato de estes quimicos
levarem ao desenvolvimento de resisténcia por parte das pragas. Assim, a
busca por biopesticidas microbianos ou contendo produtos naturais em sua
composicdo vem aumentando (CHANDLER et al.,, 2011). Os problemas
inerentes a utilizacdo de pesticidas podem ser minimizados através de um
sistema de gestdo do manejo integrado de pragas (MIP) e ou através do uso de
agentes de controle biologico (MARTINS, 2014). O uso massivo de pesticidas
guimicos acarreta em diversos maleficios e danos ambientais imensuraveis,
como risco a saude humana e animal, contaminacdo do solo e reservas de
agua e desenvolvimento de resisténcia, tornando, assim, o controle biolégico
cada vez mais atraente e necessario (SAMISH et al, 2004; POSADAS &
LECUONA, 2009; SILVA, 2009).

O biocontrole prevé o uso racional de organismos vivos (fungos,
bactérias, virus, predadores e parasitoides), visando a reducéo das populacdes

de pragas, sem interferir na populagcéo de inimigos naturais, sendo empregado
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como alternativa para diminuir ou evitar a utilizacdo de inseticidas quimicos
convencionais (FERREIRA et al., 2005; RYAN et al. 2008; ANAND et al., 2009;
BEYS-DA-SILVA et al., 2012). Entre os microrganismos utilizados com este fim,
os fungos ganham destaque no uso e desenvolvimento de programas para
controle de pragas (SAFAVI, 2012). Isto ocorre por inUmeras caracteristicas,
tais como apresentar a capacidade de atacar pragas em todos os estagios de
desenvolvimento (FERREIRA et al., 2005; ANAND et al., 2009), facilidade de
manuseio e aplicacdo, custo e conhecimento do processo de producéo, além
da eficiéncia apresentada por algumas espécies que ja estdo sendo utilizadas
para essa finalidade (SHAH & PELL, 2003).

Fungos artropodopatogénicos sdo capazes de controlar varias espécies
artrépodes, como insetos, acaros e carrapatos, incluindo pragas importantes na
agricultura, ambientes urbanos, florestas, pecuaria e ambientes aquaticos
(FARIA & WRAIGHT, 2007; XIE et al., 2012). Estes fungos apresentam uma
alta variabilidade, considerada uma caracteristica importante no que diz
respeito ao controle de artropodes, pois com técnicas adequadas, € possivel
selecionar isolados especificos e com as caracteristicas desejaveis, além de
obter uma maior eficiéncia nas técnicas de controle (FERNANDES et al., 2012).

De acordo com Ryan et al. (2008), o biocontrole considera que a
diversidade de microrganismos e suas relacbes antagbnicas surgem como
importantes ferramentas para o controle biolégico aplicado, facilitando o
entendimento entre a ecologia e os mecanismos de acdo destas interacoes.
Para que um microrganismo seja utilizado para o controle biologico, algumas
premissas devem ser levadas em consideracdo, tais como: ndo toxicidade,
especificidade, facil manuseio, producdo de propagulos infecciosos em
substratos simples e de baixo custo e estabilidade sob condigcbes ambientais
(SANTI, 2009; SILVA, 2009), ressaltando que o desenvolvimento de
formulagbes eficazes também €& fundamental para a gestdo a campo do
controle bioldgico (SANTI, 2009; BEYS-DA-SILVA et al., 2012).

Existem aproximadamente 1.000 espécies de fungos relatados capazes
de matar insetos, aranhas ou acaros (XIAO et al., 2012). Porém, poucas séo
utilizadas para estudos de controle biolégico destes artrépodes, sendo que em
torno de 20 espécies foram associadas para o controle do carrapato (SAMISH

et al.,, 2004). Faria & Wraight (2007) relataram um numero substancial de
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micoinseticidas e micoacaricidas desenvolvidos em todo o mundo desde 1960:
12 espécies ou subespécies (variedades) de fungos foram empregadas como
compostos ativos destes produtos. Entre os 171 produtos apresentados no
estudo, 33,9% continham B. bassiana na formulacdo, 33,9% M. anisopliae,
5,8% Isaria fumosorosea e 4,1% Beauveria brongniartii. Destes, 28 produtos
sdo direcionados para controlar acaros e carrapatos. Samish et al (2004),
reportou ingredientes ativos comerciais ou tipos de formulacdo baseados em
microrganismos, onde 33 eram bactérias, 36 fungos e 8 nematoides
entomopatogénicos de uma lista de 96 ingredientes ativos comerciais com
base em microrganismos.

Os fungos filamentosos sdo os microrganismos de maior destaque no
controle biolégico devido a sua capacidade em se desenvolver diretamente
sobre o tegumento do hospedeiro, ndo necessitando que seja ingerido para
que possam efetivar o controle (SILVA, 2009; XIAO et al., 2012). Além disso,
constituem um importante grupo de microrganismos com muitos e diferentes
fatores de viruléncia e estratégias para exercer sua patogenicidade (SILVA,
2005). Os primeiros patdgenos a serem utilizados para o controle biolégico
destacadamente sdo os dos géneros Archersonia, Aspergillus, Beauveria,
Entomophthora, Erynia, Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea, Paecillomyces e
Verticillium (SHAH & PELL, 2003).

Ao longo do século XX houve muitas tentativas de explorar o fungo B.
bassiana e algumas outras espécies de fungos patogénicos para controle de
pragas. Alguns isolados de B. bassiana e M. anisopliae se restringem a insetos
hospedeiros especificos, enquanto outras espécies de fungos sdo mais
generalistas e tem uma ampla gama de hospedeiros (CLARKSON &
CHARNLEY, 1996). Estes fungos, devido ao seu uso e pesquisas, podem ser
considerados 0s mais promissores no controle biolégico disponiveis
comercialmente, sendo utilizados como biopesticidas para o controle de uma
variedade de pragas (SAMISH et al.,, 2004; BUENO, 2009; XIE et al., 2012;
MASCARIN, 2015).

No contexto do controle de pragas, sabe-se que o uso de fungos tem
algumas desvantagens, como a necessidade de condicbes ambientais
favoraveis (SILVA, 2009). Estes organismos precisam de alta umidade, sao

suscetiveis a radiacdo UV, e algumas cepas podem afetar potencialmente
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artropodes nado alvos (GINSBERG, 2002; SAMISH et al., 2004). Além disso, 0
tempo necessério entre a aplicacdo e a morte dos hospedeiros, em relagcdo ao
controle quimico, muitas vezes € maior (SANTI, 2009). Isto se deve ao fato de
gue o mecanismo de infeccdo do fungo € um processo relativamente lento em
causar a morte do hospedeiro, o que tem impedido uma ampla aplicacdo e
utilizacao destes agentes de biocontrole (KIM et al., 2013).

A interacdo do fungo com artropodes € uma abordagem relativamente
nova (STAFFORD & ALLAN, 2010) e um sistema modelo emergente se faz
necessario para examinar aspectos unicos do desenvolvimento, patogénese, e
a diversidade de estilos de vida fungicas (ZHANG, 2011). Para tanto, estudos
dos aspectos moleculares especificos para espécies e diferentes isolados sao

necessarios.

2.2 O Fungo Beauveria bassiana

O género Beauveria compreende fungos entomopatogénicos bem
conhecidos que podem ser utilizados como potenciais alternativas para diminuir
0 uso de pesticidas quimicos para o controle de insetos-praga, especialmente
onde a umidade ¢€ alta (QIN et al., 2014; KORDI, 2015).

Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin (1912) (Ascomycota:
Cordycipitaceae) (Figura 1) € um fungo patogénico para varias pragas
artrépodes (ZHANG et al., 2011; SAFAVI, 2012), possuindo destaque por ser
uma espécie cosmopolita (BITTENCOURT et al., 1996; ALVES, 1998; SHANG
et al.,, 2012; KOCACEVIK, 2015; COUTINHO et al., 2016). Este fungo infecta
ndo s6 um amplo espectro de insetos, mas também outras pragas agricolas,
como os acaros e os carrapatos (BITTENCOURT et al., 1996; XIE et al., 2012;
KORDI et al., 2015; COUTINHO et al.,, 2016). Este fungo foi relatado pela
primeira vez sobre as espécies de carrapatos Ixodes ricinus (SOUZA et al.,
2011).
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Figura 1: O fungo Beauveria bassiana, cultivado em meio sélido para producéo
de conidios.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2015.

Atualmente, B. bassiana pode ser encontrado comercialmente no Brasil
através do biopesticida Boveril®, primeiro micoinseticida registrado no pais para
o controle de algumas pragas. Este produto foi desenvolvido a partir de uma
interacdo entre a ESALQ-USP e as empresas ITAFORTE
(http://www.itaforte.com/) e KOPPERT (http://www.koppert.com.br). Alguns

isolados deste fungo encontram-se comercialmente registrados em outros
paises, incluindo o Reino Unido e os Estados Unidos, para o controle de
pulgbes e outras pragas (KIM et al., 2013).

Na natureza, os conidios disseminados no ambiente constituem a forma
infectiva. O ciclo de infec¢do se inicia pelo contato e fixacdo dos conidios na
superficie de um hospedeiro susceptivel. Esta fixacdo pode ser influenciada por
condi¢cdes ambientais favoraveis, sendo temperatura e umidade relativa do ar,
primordiais para o desencadear dos processos mecanicos e enzimaticos
associados (GOETTEL et al., 2005; KIM et al., 2013). Nesse contexto, a
resisténcia ao estresse, persisténcia e viabilidade sédo caracteristicas
importantes que definem a eficiéncia da infec¢cdo de cada isolado (QIN et al,
2014). Entre os varios componentes dos fungos relacionados a patogénese, 0s
conidios, as hifas, enzimas e outras proteinas e os metabdlitos produzidos
contribuem para a morte dos insetos de varias maneiras (KIM et al., 2010).


http://www.itaforte.com/
http://www.koppert.com.br/
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2.3 O Carrapato Rhipicephalus microplus

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Arachnida: Acarina)
(Figura 2), € um ectoparasita hematéfago do gado de corte que provoca graves
perdas econdmicas em rebanhos em areas tropicais e subtropicais devido ao
parasitismo e transmissdo da doenca, tornando-se um dos principais alvos de
programas de controle e erradicacdo em rebanhos comerciais em todo o
mundo (FURLONG, 2004; 2006; SANTI, 2009; SILVA, 2009; BEYS-DA-SILVA
et al., 2012, MONTEIRO et al., 2014). As perdas causadas por este carrapato
no Brasil sdo estimadas em mais de US$3,24 bilhdes de dolares por ano,

conforme relatado por GRISI et al. (2014).

Figura 2: O carrapato bovino Rhipicephalus microplus.(A) bovino com
infestacdo de carrapatos; (B) Fémea de R. microplus em processo de
oviposicao (esquerda), evidenciando o grande numero de ovos liberados, com
consideravel diminuicdo de tamanho em relacdo a fémea ingurgitada (direita);.
Fonte: Santi, 2009.

O carrapato € um parasita monoxeno, que usa um unico hospedeiro em
todo seu ciclo de vida parasitaria. O hospedeiro natural de R. microplus € o
gado de corte, embora possa ser encontrado em outros mamiferos,
especialmente outros ruminantes, animais domeésticos, selvagens, e seres
humanos como hospedeiros (GRISI et al., 2014; GONCALVES et al., 2016).

Durante a fase parasitaria, o carrapato € capaz de absorver grandes
guantidades de sangue a partir do seu hospedeiro, levando a diminui¢cdo na

producdo de leite, carne, baixa conversédo alimentar, prejuizo na producao de
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couro e transmissao de patdogenos (MELO et al., 2006; GRISI et al., 2014;
GONCALVES et al., 2016).

O controle de carrapatos é realizado atualmente com produtos acaricidas
quimicos (SANTI, 2009; PERINOTTO et al.,, 2012; BEYS-DA-SILVA et al.,
2012; MONTEIRO et al., 2014). Devido a resisténcia de muitas cepas de R.
microplus a diversas categorias de acaricidas quimicos (SANTI, 2009; BEYS-
DA-SILVA et al., 2012; PERINOTTO et al., 2012), técnicas de controle biolégico
sao alternativas promissoras (SAMISH et al., 2004; WEBSTER et al., 2015).
Beys-da-Silva et al. (2012) relataram que, nos ultimos 10 anos, foram
realizadas pesquisas in vitro e a campo para controlar carrapatos bovinos.
Estudos mostraram que B. bassiana tem agdo patogénica sobre R. microplus
(BITTENCOURT et al.,, 1996; FERNANDES et al., 2006; PERINOTTO et al,
2012; ANGELO et al., 2015), incentivando a investigagdo para 0 seu uso no
controle biolégico do carrapato. Além disso, a preocupacdo e 0 aumento da
preferéncia do consumidor por produtos organicos, que nao contenham
residuos quimicos (como carne e leite), vem ao encontro com a proposta do
controle biologico (SOUZA et al., 2011; BEYS-DA-SILVA et al., 2012).

A busca por cepas de fungos mais eficientes e novas formulacdes para o
uso em larga escala, assim como elaborar estratégias de producao e aplicacéo,
poderdo viabilizar uma forma econdbmica e ambientalmente mais segura de
controle do carrapato (SAMISH et al., 2004; BEYS-DA-SILVA et al., 2012).

2.4 O Processo de Infeccao

A patogénese dos fungos é definida como um processo bioquimico,
fisiolégico e genético, resultando em morte do hospedeiro alvo, devido a
infeccdo e estabelecimento da doenca. A habilidade que os fungos
artropodopatogénicos tem em infectar seus hospedeiros é um processo
complexo que envolve a expressao diferencial de numerosos genes, alguns
dos quais séo altamente regulados quando o fungo estd em contato ou exposto
a componentes das cuticulas dos insetos (CHANTASINGH et al, 2013).

Estudos avaliando a capacidade de fungos artropodopatogénicos para
penetrar a cuticula, a capacidade de um determinado isolado de matar uma

praga e a viruléncia relativamente especifica de um isolado a um pequeno
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grupo de pragas estdo associados aos principais fatores para a escolha de
candidatos como agentes de biocontrole (GINSBERG, 2002; SAMISH et al.,
2004). De acordo com este cenério, o uso de fungos, incluindo B. bassiana,
para o biocontrole de carrapatos € uma ferramenta eficiente, importante e
pouco explorada (BEYS-DA-SILVA et al.,, 2012). Assim, estratégias bem-
sucedidas de controle biolégico utilizando fungos artropodopatogénicos,
exigem uma compreensdo bem detalhada da dindmica da interacao
patogeno/hospedeiro e dos efeitos que as condicbes ambientais tém sobre
essa interacdo, como forma de prevenir e controlar a prevaléncia do dano
causado (FERNANDES et al., 2012). Os agentes fungicos devem ser bem
adaptados a espécie alvo e ao meio ambiente de aplicacdo para que sua acéo
seja bem-sucedida.

Beys-da-Silva et al. (2014) descreve o processo de infeccdo de fungos
filamentosos, resumidamente, em trés fases: (1) adesdo da cuticula, (2)

penetracdo da cuticula, e (3) colonizacdo dos tecidos internos (Figura 3).

Desenvolvimento do

tubo germinativo Desenvolvimento de

Adeséo e

. _ Germinagédo dos Docamravimenta do aoressorio
‘

Figura 3: Processo de infeccdo do fungo Metarhizium anisopliae sobre o
carrapato Rhipicephalus microplus. Microscopia eletrbnica de varredura
mostrando o ciclo de infeccéo, que comeca com a adesdo e a germinacao de
esporos, terminando com a morte do hospedeiro, emergéncia flungica e
disperséo de conidios no meio ambiente. CO — conidio; GT — Tubo germinativo;
AP — apressorio; PP — penetracéo; H — hifa.

Fonte: Beys-da-Silva et al., 2012.

O contato do conidio com a superficie do hospedeiro € o primeiro passo
para o sucesso da infeccdo (SANTI et al, 2010; ZHANG, 2011). A cuticula do



22

hospedeiro é a principal barreira contra infec¢des e apresenta natureza quimica
complexa nos artrépodes, sendo formada por duas camadas: a epicuticula e a
procuticula (CLARKSON & CHANRLEY, 1996; SOUZA et al., 2012; KORDI et
al., 2015) (Figura 4).

Camada cerosa
externa

= oo |
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Epicuticula

Procuticula

‘ Endocuticula

Epiderme

Figura 4: Constituicdo basica do tegumento de um artrépode.
Fonte: Beys-da-Silva et al. (2012).

A procuticula compreende a maior parte da cuticula, sendo sua
composicdo basicamente de natureza proteica e quitinosa (CLARKSON &
CHANRLEY, 1996). Nesta por¢cdo encontram-se, portanto, sitios especificos
para acdo de proteases e quitinases. Porém, para que o fungo alcance esta
camada do tegumento é necessario que este transponha a epicuticula, camada
superficial, composta majoritariamente por lipideos esterificados, substratos
especificos para a acao de lipases (SILVA, 2009; BEYS-DA-SILVA et al. 2010;
SOUZA et al.,, 2012; KORDI, 2015). Nos fungos filamentosos, os conidios
aderidos a superficie do inseto se diferenciam para formar o apressorio,
estrutura que exerce pressdo mecanica sobre a cuticula. E neste local que
inicia a secrecdo de enzimas hidroliticas que irdo auxiliar na penetracdo
(BEYS-DA-SILVA et al., 2012) (Figura 5).
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Figura 5: Processo inicial de infeccdo fungica: adeséo e penetracdo. Em (1):
adesdo do conidio mediada por diferentes enzimas. Em (2): secrecao de
enzimas hidroliticas cujos papéis incluem a aquisicdo de nutrientes e a
degradacdo dos componentes do tegumento hospedeiro. Uma seccdo
microscopica da cuticula de R. microplus & mostrada.

Fonte: Beys-da-Silva et al., 2012.

Tal como acontece com patégenos de plantas, a penetracdo no
hospedeiro envolve tanto a degradacdo enzimatica quanto pressao mecanica
(CLARKSON & CHARNLEY, 1996), e esta combinacdo de mecanismos fisicos
e enzimaticos € usada para atravessar a cuticula do hospedeiro. Em B.
bassiana e M. anisopliae, bem como em muitos fungos patogénicos, a
formacdo do apressorio é fundamental no estabelecimento inicial de uma
relacdo patogénica com o hospedeiro (SOUZA et al., 2012). Posterior a
penetracdo da cuticula do hospedeiro, ocorre a colonizagdo do micélio nas
partes internas (hemocele), com a producdo de metabdlitos secundarios
toxicos e a consequente morte do organismo alvo (BEYS-DA-SILVA et al.,
2012; SOUZA et al., 2012).

Em geral, a potencialidade do fungo em secretar diferentes proteinas e
enzimas no processo de infeccdo em artropodes € essencial, uma vez que
proteinas especificas podem determinar a viruléncia em pragas diferentes.
Proteases, quitinases, lipases e esterases ja sdo conhecidas por estarem
envolvidas no processo de infeccdo do fungo sobre o artropode (KIM et
al.,1999; SILVA et al., 2010; SANTI et al., 2010). Outras proteinas ainda podem

atuar como cofatores do processo patogénico. Por isso, a identificacdo das
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proteinas diferencialmente expressas e atividades enziméticas que participem
do processo de infeccdo, utilizando tecnologias adequadas € um passo
importante no entendimento do processo como um todo (SANTI, 2009; BEYS-
DA-SILVA et al., 2014).

A compreensdo dos mecanismos moleculares da interagdo fungo e
hospedeiro durante a infeccdo sao passos fundamentais para otimizar o
biocontrole (BEYS-DA-SILVA et al., 2014). Considerando a aplicacao de fungos
no controle de artropodes, a elucidacdo de seus determinantes de
patogenicidade, fatores de viruléncia e mecanismos infectivos constitui um
passo importante para melhorar sua eficiéncia (SILVA, 2009). Tudo isto
contribuird na producdo de biopesticidas mais eficientes, seja pela selecdo de
fungos com determinantes de viruléncia e patogenicidade especificos ou
através do desenvolvimento de formulacfes e estratégias de aplicacdo para

potencializar estas caracteristicas e aumentar a viruléncia.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Manutencao e cultivo de Beauveria bassiana

As proteinas secretadas de Beauveria bassiana, isolado 986, cultivado
em condicdo de infeccdo experimental artificial foram gentilmente cedidas pela
professora Dra. Vania Bittencourt da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ). Os extratos proteicos foram preparados como descrito a
seguir: o fungo foi mantido em placas de meio BDA (extrato de batata 0,4%,
glicose 2%, agar 1,5%), 28 °C, 7 dias. ApoOs este periodo, os esporos foram
removidos por raspagem com adicdo de uma solucdo de Tween 80 0,01%. A
solucdo foi centrifugada e os esporos lavados com agua estéril. Apos, o0s
esporos foram ressuspendidos com agua e contados em camaras de Neubauer
para preparo da suspensdo de conidios na concentracdo de 10’.mL™l. A
suspensao (1mL) foi inoculada em 70 mL de meio basal (0,6% NaNOs, 0,2%
glicose, 0,2% peptona, 0,05% extrato de levedura) contendo 0,05% estereato
de colesteril do fabricante Sigma e 0,7% cuticula de R. microplus (RM) (como
condicao artificial de infeccéo) ou 1% glicose (G) (como condi¢éo controle). Os

frascos foram incubados a 28 °C com agitag&o (150 rpm) por 48 h.

3.2 Preparacao dos extratos proteicos de Beauveria bassiana

Apods o cultivo do microrganismo, como descrito acima, 0,25% (v/v) Triton
X-100 foi adicionado ao frasco e manualmente misturado para extracdo das
proteinas (BEYS-DA-SILVA et al., 2014). O sobrenadante foi separado por
filtracdo e fervido por 15 min para inativacdo das proteases, seguido por
congelamento a -80 °C e liofilizacdo. As culturas foram realizadas em triplicata

(3 réplicas bioldgicas).
3.3 Quantificacao das proteinas
O sobrenadante liofilizado foi ressuspendido em um pequeno volume de

agua purificada (JTBaker, USA) e precipitado utilizando o método

metanol/cloroférmio. Apos a precipitacdo, as amostras foram secas a 37 °C e
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ressuspendidas em agua. A concentracdo de proteinas foi determinada pelo
método de BCA (Pierce, Rockford, IL), com albumina bovina como padréo.

3.4 Preparacao da amostra para espectrometria de massas

Aproximadamente 100 ug das proteinas secretadas de B. bassiana em
meio RM ou G, tratadas como descrito acima, foram ressuspendidas em
tampédo de digestdo (8 M ureia, 100 mM tris-HCI pH 8,5) conforme descrito
previamente (BEYS-DA-SILVA et al., 2014). As proteinas foram reduzidas com
5 mM tris-2-carboxietil-fosfina (TCEP) por 20 min a temperatura ambiente, e
alquiladas com 10 mM iodoacetamida por 15 min a temperatura ambiente e
abrigo da luz. Apos a adicdo de 1 mM CacClz, as proteinas foram digeridas com
2 pg de tripsina (Promega, Madison, WI) e incubadas a 37 °C, 16 h. A
protedlise foi parada adicionando-se acido formico a uma concentracédo final de
5%. As amostras foram centrifugadas (14.000rpm, 20 min) e o sobrenadante foi
coletado e congelado a -80 °C. O experimento foi realizado em triplicata. Na
preparacdo das amostras para protedmica, as triplicatas das culturas foram
agrupadas em pools (cada triplicata foi agrupada e realizada duas corridas de

espectrometria, totalizando 6 corridas/condicao).

3.5 Espectrometria de massas

Os peptideos tripticos foram carregados em colunas previamente
empacotadas para MudPIT (contendo 2,5 cm de resina de troca ibnica e 2 cm
de resina para fase reversa), conforme descrito por Beys-da-Silva et al. (2014).
Os peptideos foram separados em uma coluna de 11 cm (fase reversa) e
analisados em espectrobmetro de massas do tipo LTQ-XL (Thermo Finnigan,
Palo Alto, CA) com 12 passos de separacao com diferentes concentracdes de
sal (BEYS-DA-SILVA et al., 2014). Os tampdes utilizados foram os seguintes:
tampao A (5% acetonitrila, 0,1% &acido formico), tampéo B (80% acetonitrila,
0,1% acido formico) e tampéo C (500 mM acetato de amodnio, 5% acetonitrila,

0,1% &cido formico).
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A identificacdo de proteinas e analises de quantificacdo foram feitas
utilizando o] software Integrated Proteomics Pipeline (P2,

www.integratedproteomics.com/). A busca para identificacdo das proteinas foi

realizada contra o banco de dados contendo o genoma de B. bassiana

disponivel no NCBI.

3.6 Analises de bioinformatica

O software PatternLab foi utilizado para identificar proteinas
diferencialmente expressas (modulo TFold) ou exclusivas (médulo AAPV) das
condi¢cdes analisadas. Para as proteinas diferencialmente expressas foram
utilizados os seguintes parametros: proteinas que ndo foram detectadas em,
pelo menos, 4 das 6 corridas por condi¢cao foram desconsideradas; p < 0,001; e
fold change maior ou igual a 2. (BEYS-DA-SILVA et al., 2014).

O software Blast2GO (http://www.blast2go.org) foi usado para

categorizar as proteinas de acordo com o Gene Ontology

(http://www.geneontology.org), nos niveis: atividade biolégica e funcédo

molecular. Outras ferramentas de bioinformatica também foram utilizadas para
investigar caracteristicas das proteinas identificadas por MudPIT: TargetP 1.0 e
TMHMM 2.0 foram utilizados para predicdo da localizagdo subcelular, e
SignalP 4.1 para predicéao de secrecao (disponiveis em
http://www.cbs.dtu.dk/services/). OrthoMCL (http://orthomcl.org/orthomcl/) foi

utilizado para buscar proteinas ortélogas em outras espécies fungicas.


http://www.integratedproteomics.com/
http://www.blast2go.org/
http://www.geneontology.org/
http://www.cbs.dtu.dk/services/
http://orthomcl.org/orthomcl/
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4 RESULTADOS

O fungo B. bassiana, assim como outros fungos filamentosos ja
estudados para controle biolégico, possui como parte da estratégia de infec¢édo
a secrecdo de enzimas e outras proteinas. Neste estudo, utilizando o fungo
artropodopatogénico B. bassiana, diversas proteinas foram identificadas: de um
total de 256 proteinas, 50 foram identificadas exclusivamente quando o fungo
foi cultivado em meio contendo cuticula de carrapato, mimetizando a condicéo
de infeccdo, e 72 em meio contendo glicose como Unica fonte de carbono
(Figura 6).

(1) Cuticula: 184
(2) Glicose: 206

(182) 124

Total : 256

Figura 6: Distribuicdo das proteinas do secretoma de B. bassiana quando
cultivado em meio contendo cuticula de R. microplus - condicdo de infeccéo
(circulo verde escuro) e em glicose - condicdo controle (circulo amarelo).
Dados foram gerados pelo modulo AAPV do programa PatternLab.

Entre estas 50 proteinas identificadas exclusivamente em meio com

carapaca de carrapato, pode-se observar proteinas relacionadas com a
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adesdo, degradacdo da cuticula (proteases, lipases/ceramidases), defesa e
estresse (catalase e oxidorredutase), entre outras (Tabela 1).

Tabela 1: Perfil de proteinas identificadas exclusivamente no secretoma do
fungo B. bassiana em condicao artificial de infecgcdo sobre o carrapato bovino
R. microplus.

Numero de acesso Spec count Descri¢do da proteina
gi|400597335|gh|EJP65068.1| 934 glycosyl hydrolase family 2
gi|[400593017|gb|EJP61028.1| 395 dihydrolipoyl dehydrogenase
gi|[400600426|gh|EJP68100.1| 217 antigenic cell wall galactomannoprotein,
putative
0i|400595444|gb|EJP63245.1| 134 peptidase family M28
gi|400595333|gbh|EJP63138.1| 85 glycerophosphoryl diester phosphodiesterase
gi|400595035|gb|EJP62860.1| 37 carboxypeptidase-like protein
gi|400597723|gb|EJP65453.1| 33 chaperonin 10 kDa subunit
gi|[400600704|gb|EJP68372.1| 30 metalloprotease-like protein
gi|400595803|gb|EJP63593.1| 28 glucose sorbosone dehydrogenase
gi|400597322|gb|EJP65055.1| 26 secreted glucosidase
gi|400597387|gb|EJP65120.1| 25 branched-chain amino acid aminotransferase
0i|400593914|gb|EJP61804.1| 25 hypothetical protein BBA_09224
gi|400603021|gb|EJP70619.1| 21 PA domain-containing protein
gi|400599275|gb|EJP66979.1| 20 single-strand binding protein family
gi|[400597126|gb|EJP64861.1| 19 spermidine synthase
gi|400599905|gb|EJP67596.1| 18 glutaminase GtaA
gi|[400597193|gb|EJP64928.1| 18 myo-inositol-1-phosphate synthase
gi|400593007|gb|EJP61021.1| 17 histone H4.1
gi|[400597794|gb|EJP65518.1| 17 FAD binding domain-containing protein
gi|400598496|gb|EJP66205.1| 16 hypothetical protein BBA_04698
0i|400598313|gb|EJP66030.1| 15 carbonic anhydrase
gi|400599035|gb|EJP66739.1| 15 hydrolase, alpha/beta fold family protein
gi|400596531|gb|EJP64302.1| 14 WSC domain-containing protein
gi|400593888|gh|EJP61782.1| 13 amidohydrolase-like protein
0i|400597578|gb|EJP65308.1| 12 neutral/alkaline non-lysosomal ceramidase
gi|400601343|gb|EJP68986.1| 11 nucleoside diphosphate kinase
gi|[400603386|gb|EJP70984.1| 11 fasciclin domain-containing protein
gi|[400600211|gb|EJP67885.1| 11 WSC domain-containing protein
gi|400593056|gb|EJP61063.1| 10 FAD binding domain-containing protein
0i|400594324|gb|EJP62179.1| 10 transcriptional regulator

gi|400592888|gb|EJP60927.1| 9 extensin-like protein
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gi|[400596103|gb|EJP63887.1| 8 hypothetical protein BBA_07211
gi|[400600233|gb|EJP67907.1| 8 fumarylacetoacetase-like protein
gi|400598321|gbh|EJP66038.1| 8 formamidase-like protein
gi|[400597381|gbh|EJP65114.1| 8 magqesium-translocating P-type ATPase family
protein
gi|[400603397|gb|EJP70995.1| 8 glycoside hydrolase, catalytic core
gi|400601462|gb|EJP69105.1| 7 hypothetical protein BBA 02140
gi|[400602944|gb|EJP70542.1| 7 glycoside hydrolase family 38
0i|400601443|gb|EJP69086.1| 6 hypothetical protein BBA_ 02121
gi|[400600446|gb|EJP68120.1| 6 peptidase family protein
gi|400598640|gb|EJP66349.1| 5 CIA30 family protein
gi|[400601625|gb|EJP69268.1| 5 coproporphyrinogen Il oxidase
gi|400600820|gb|EJP68488.1| 5 FAD dependent oxidoreductase
gi|400596996|gb|EJP64740.1| 5 putative glutamine synthetase
gi|400601859|gb|EJP69484.1| 4 aminotransferase class | and Il
0i|400601204|gb|EJP68847.1| 4 AAA family ATPase
gi|[400595632|gb|EJP63424.1| 3 hypothetical protein BBA_ 07600
0i|400601225|gb|EJP68868.1| 3 Adenosylhomocysteinase
gi|400597276|gb|EJP65011.1| 3 Catalase-like domain, heme-dependent
gi|[400597473|gb|EJP65206.1| 3 Peptidase S33, tripeptidyl-peptidase

Quando analisadas as proteinas diferencialmente expressas, 26 foram
detectadas (Tabela 2). Destas, 10 foram consideradas positivamente reguladas
na condicdo de infeccdo, enquanto 16 proteinas foram reguladas
negativamente. No primeiro grupo também pode-se observar proteinas
relacionadas especialmente com a degradacédo de cuticula (bassiasina, lipase,

quitinase), entre outras.

Tabela 2: Proteinas diferencialmente expressas, presentes nas duas
condicles, identificadas no secretoma de B. bassiana quando cultivado em
condicao artificial de infeccéo sobre o carrapato R. microplus (RM), comparado
ao controle (glicose = G).

N. de acesso Fold change* Valor de p Descri¢do da proteina
gi|[400603215|gb|EJP70813.1| 196,00 0,0240 cuticle-degrading protease
bassiasin |
gi|400595882|gb|EJP63670.1| 75,75 0,0434 extracellular dipeptidyl-peptidase
Dpp4
0i|400594426|gb|EJP62270.1| 72,21 0,0347 secreted lipase 1 precursor

gi|[400600932|gb|EJP68600.1| 17,90 0,0013 cell wall protein
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gi|[400597426|gb|EJP65159.1| 7,74 0,0117 WSC domain-containing protein
gi|[400593788|gb|EJP61698.1| 7,33 0,0005 CFEM domain-containing protein
0i|400595691|gb|EJP63483.1| 6,93 0,0014 sulphydryl oxidase
0i|400597388|gb|EJP65121.1| 5,78 0,0015 hypothetical protein BBA_05891
gi|[400594099|gbh|EJP61973.1| 4,79 0,0206 glycoside hydrolase, family 47
gi|[400596984|gh|EJP64728.1| 3,87 0,0447 chitinase-like protein
gi|[400599543|gb|EJP67240.1| -2,05 0,0266 chitinase-like protein
gi|[400603297|gb|EJP70895.1| -3,13 0,0046 GPI anchored cell wall protein
gi|[400595554|gb|EJP63349.1| -3,17 0,0129 serine peptidase, putative
0i|400601454|gb|EJP69097.1| -3,45 0,0312 DUF985 domain protein
gi|[400593850|gh|EJP61747.1| -3,86 0,0135 ubiquitin family protein
gi|[400603200|gb|EJP70798.1| -4,86 0,0356 ribonuclease T2 family protein
0i|400595663|gb|EJP63455.1| -5,23 0,0259 family S53 protease
gi|400593632|gb|EJP61558.1| -9,77 0,0083 WSC domain-containing protein
gi|400598993|gb|EJP66700.1| -10,29 0,0320 glucanosyltransferase-like
protein
gi|[400595644|gb|EJP63436.1| -10,57 0,0011 FAD binding domain-containing
protein
0i|400599266|gb|EJP66970.1| -11,55 0,0045 Bys1 family protein
gi|400597260|gb|EJP64995.1| -11,59 0,0006 Cry3Aa protein
gi|[400594403|gb|EJP62247.1| -14,20 0,0133 phosphorylcholine phosphatase
gi|400599627|gb|EJP67324.1| -20,92 0,0007 small secreted protein
0i|400598912|gb|EJP66619.1| -32,50 0,0005 hypothetical protein BBA_04559
gi|400595334|gb|EJP63139.1| -42,00 0,0219 PAF acetylhydrolase

Proteinas foram classificadas como diferencialmente expressas utilizando o
programa PatternLab, modulo TFold, com fold change maior ou igual a 2.
*baseado nos valores de spectral counts.

Para categorizacdo das proteinas diferencialmente identificadas, o
programa Blast2Go foi utilizado (Figura 7). De acordo com 0 processo
biolégico, proteinas relacionadas a metabolismo e processos celulares foram
mais abundantes. Quando classificadas de acordo com a funcdo molecular, a
maior parte esta relacionada com atividade de hidrolases (onde se incluem as
enzimas degradadoras de cuticula) e ligagdo a compostos organicos ciclicos.
Estes resultados eram esperados, visto o grande namero de glicosil hidrolases
encontradas. Dentro deste grupo encontram-se proteinas de ligacdo a
acucares, como glicose e N-acetil-glicosamina (monémero de quitina), por

exemplo.
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Figura 7: Categorizagdo das proteinas diferencialmente reguladas no
secretoma da infec¢do de B. bassiana, cultivado em meio contendo cuticula de
carrapato (RM) de acordo com o Gene Ontology. (A) Classificacdo por
processo bioldgico e (B) fungcao molecular.

Utilizando mudltiplas ferramentas de bioinformatica (TargetP, SignalP e
TMHMM), as proteinas identificadas e classificadas como diferencialmente
reguladas foram avaliadas quanto a possiveis sinais de secrecao e localizacao
sub-celular, a fim de validar a amostra como secretoma. De acordo com 0s
resultados, mais de 50% das proteinas foram sugeridas como secretadas ou
contendo peptideo sinal (Tabela 3).

A Tabela 4 mostra a correspondéncia das proteinas identificadas com
possiveis ortdlogos. Das 76 proteinas diferencialmente reguladas (positiva e
negativamente e exclusivas em meio RM), 68 obtiveram correspondéncia com

sequéncias ortélogas em outros fungos. A grande maioria (84%) corresponde a
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fungos patogenos de plantas (Fusarium graminearum, Neurospora crassa,
Aspergillus oryzae). Outros fungos, incluindo patdégenos de animais
(Coccidioides immitis e Cryptococcus neoformans) e nao patogénicos (Laccaria

bicolor) apresentam ortologos as proteinas do secretoma de B. bassiana.
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Tabela 3: Predicdo da localizacdo das proteinas diferencialmente expressas no secretoma de B. bassiana quando cultivado em
meio contendo cuticula de carrapato.

N° de acesso

Proteina

Signal P2 Target P° TMHMM®

0i|400603297|gb|EJP70895 1]
gi|400603215|gb|EJP70813.1]
gil400603200|gb|EJP70798.1]
gi|400601454|gb|EJP69097.1]
gil400600932|gb|EJP68600.1]
0i|400599627|gb|EJP67324.1]
0i|400599543|gb|EJP67240.1]
0i|400599266|gb|EJP66970.1]
0i|400598993|gb|EJP66700.1]
0i|400598912|gb|EJP66619.1]
gi|400597426|gb|EJP65159.1]
gi|400597388|gb|EJP65121.1]
gi|400597260|gb|EJP64995.1]
0i|400596984|gb|EJP64728.1]
0i|400595882|gb|EJP63670.1]
0i|400595691|gb|EJP63483.1]
gi|400595663|gb|EJP63455.1]
0il400595644|gb|EJP63436.1]
0i|400595554|gb|EJP63349.1]
0i|400595334|gb|EJP63139.1]

GPI anchored cell wall protein

cuticle-degrading protease bassiasin | precursor

ribonuclease T2 family protein

DUF985 domain protein

cell wall protein

small secreted protein

chitinase-like protein

Bys1 family protein
glucanosyltransferase-like protein
hypothetical protein BBA_04559

WSC domain-containing protein
hypothetical protein BBA_05891
Cry3Aa protein

chitinase-like protein

extracellular dipeptidyl-peptidase Dpp4
sulphydryl oxidase

family S53 protease

FAD binding domain-containing protein
serine peptidase, putative

PAF acetylhydrolase

Y

< < < < <X < << <=<ZzZ<<=<=<=<=<Kx<

S

nu nu nun no n n n

*

*

n nu nu no n no nono nn

S
S



gi|400594426|gb|EJP62270.1]
0i|400594403|gb|EJP62247.1]
0i|400594099|gb|EJP61973.1]
0i|400593850|gb|EJP61747.1]
0i|400593788|gb|EJP61698.1]
0il400593632|gb|EJP61558.1]
gil400597578|gb|EJP65308.1]
gil400597473|gb|EIP65206.1]
gil400597322|gb|EJP65055.1]
0i|400594324|gb|EJP62179.1]
0i|400603021|gb|EJP70619.1]
0i|400601625|gb|EJP69268.1]
0i|400597794|gb|EJP65518.1]
0il400597381|gb|EJP65114.1]
0il400602944|gb|EJP70542.1]
0il400601859|gb|EJP69484.1]
0il400601343|gb|EJP68986.1]
gi|400601225|gb|EJP68868.1]
gi|400601204|gb|EJP68847.1]
gi|400600820|gb|EJP68488.1]
gi|400600233|gb|EJP67907.1]
gi|400599275|gb|EIP66979.1]
0i|400598640|gb|EJP66349.1]
0i|400598496|gb|EJP66205.1]

secreted lipase 1 precursor
phosphorylcholine phosphatase
Glycoside hydrolase, family 47
ubiquitin family protein

CFEM domain-containing protein
WSC domain-containing protein
neutral/alkaline non-lysosomal ceramidase
Peptidase S33, tripeptidyl-peptidase
secreted glucosidase

transcriptional regulator

PA domain-containing protein
coproporphyrinogen Ill oxidase

FAD binding domain-containing protein
magnesium-translocating P-type ATPase family protein
glycoside hydrolase family 38
aminotransferase class | and Il
nucleoside diphosphate kinase
Adenosylhomocysteinase

AAA family ATPase

FAD dependent oxidoreductase
fumarylacetoacetase-like protein
single-strand binding protein family
CIA30 family protein

hypothetical protein BBA 04698

< < < < X < < << <<=<=<<<<=<=<=<2z22z222z2<H*<

*
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0il400598321|gb|EJP66038.1]
0i|400598313|gb|EJP66030.1]
0i|400597723|gb|EJP65453.1]
0i|400597387|gb|EJP65120.1]
0i|400597276|gb|EJP65011.1]
gi|400597193|gb|EJP64928.1]
gi|400597126|gb|EJP64861.1]
gi|400596996|gb|EJP64740.1]
gi|400593914|gb|EJP61804.1]
0i|400593888|gb|EJP61782.1]
0i|400593017|gb|EJP61028.1]
0i|400593007|gb|EJP61021.1]
0i|400592888|gb|EJP60927.1]
0il400603397|gb|EJP70995.1]
0il400603386|gb|EJP70984.1]
gi|400601462|gb|EJP69105.1]
gi|400601443|gb|EJP69086.1]
gi|400600704|gb|EJP68372.1]
gi|400600446|gb|EJP68120.1]
gi|400600426|gb|EJP68100.1]
gi|400600211|gb|EJP67885.1]
gi|400599905|gb|EJP67596.1]
gi|400599035|gb|EJP66739.1]
0i|400596531|gb|EJP64302.1]

formamidase-like protein

carbonic anhydrase

chaperonin 10 kDa subunit
branched-chain amino acid aminotransferase
catalase-like domain, heme-dependent
myo-inositol-1-phosphate synthase
spermidine synthase

putative glutamine synthetase
hypothetical protein BBA_09224
amidohydrolase-like protein
dihydrolipoyl dehydrogenase

histone H4.1

extensin-like protein

glycoside hydrolase, catalytic core
fasciclin domain-containing protein
hypothetical protein BBA_02140
hypothetical protein BBA_02121
metalloprotease-like protein

peptidase family protein

antigenic cell wall galactomannoprotein, putative
WSC domain-containing protein
glutaminase GtaA

hydrolase, alpha/beta fold family protein

WSC domain-containing protein

Zz2 Z2 2 2 2 Z2 Z2 2 Z2 Z2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 <

nw nu nu vl

nu nu nu n
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gi|400596103|gb|EJP63887.1]
gi|400595803|gb|EJP63593.1]
gi|400595632|gb|EIP63424.1]
0i|400595444|gb|EJP63245.1]
0i|400595333|gb|EJP63138.1]
gi|400595035|gb|EJP62860.1]
gi|400593056|gb|EJP61063.1]
gi|400597335|gb|EJP65068.1]

hypothetical protein BBA_07211
glucose sorbosone dehydrogenase
hypothetical protein BBA_ 07600

peptidase family M28

glycerophosphoryl diester phosphodiesterase

carboxypeptidase-like protein

FAD binding domain-containing protein

glycosyl hydrolase family 2

Zz Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z
*

a(Y) rota de secrecao; (N) ndo secretada
b(S) rota de secrecéo; (M) mitocondria; () outra localizagdo; (*) ndo identificado

c (S) transmembrana
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Tabela 4: Proteinas do secretoma de B. bassiana cultivado em meio contendo cuticula de carrapato e seus correspondentes

ortélogos.

Proteina Cédigo OrthoMCL  Organismo Proteina ortéloga Valor de E
cell wall protein OG5_135066 Aspergillus fumigatus antigenic cell wall galactomannoprotein,putative ~ 3,00E-08
Bys1 family protein OG5_155858 Aspergillus fumigatus BYS1 domain protein 5,00E-35
Peptidase S33, tripeptidyl-peptidase OG5 137955 Aspergillus nidulans uncharacterized 2,00E-75
secreted lipase 1 precursor OG5 163503 Aspergillus nidulans n/a 1,00E-114
Glycoside hydrolase, catalytic core OG5_127620 Aspergillus oryzae alpha-galactosidase 1,00E-136
GPI anchored cell wall protein OG5_155257 Aspergillus oryzae predicted protein 2,00E-61
glutaminase GtaA OG5_163514 Aspergillus oryzae predicted protein 1,00E-181
hypothetical protein BBA_ 09224 OG5 126619 Bombyx mori n/a 1,00E-07
magnesium-translocating P-type OG5_127253 Coccidioides immitis magnesium-translocating P-type ATPase 1,00E-181
ATPase family protein

histone H4.1 0G5 126573 Coccidioides immitis histone H4 1,00E-52
WSC domain-containing protein OG5 137956 Cryptococcus neoformans WSC domain-containing protein 2,00E-57



fasciclin domain-containing protein
cuticle-degrading protease bassiasin |
PA domain-containing protein
glycoside hydrolase family 38
aminotransferase class | and Il
coproporphyrinogen Il oxidase
hypothetical protein BBA_02140
DUF985 domain protein

nucleoside diphosphate kinase

AAA family ATPase

FAD dependent oxidoreductase
peptidase family protein

antigenic cell wall galactomannoprotein,
putative

small secreted protein

single-strand binding protein family
hydrolase, alpha/beta fold family protein
glucanosyltransferase-like protein
CIA30 family protein

formamidase-like protein

FAD binding domain-containing protein
chaperonin 10 kDa subunit

hypothetical protein BBA_ 05891
branched-chain amino acid
aminotransferase

secreted glucosidase

Catalase-like domain, heme-dependent
myo-inositol-1-phosphate synthase
putative glutamine synthetase
extracellular dipeptidyl-peptidase Dpp4
glucose sorbosone dehydrogenase
sulphydryl oxidase

FAD binding domain-containing protein

OG5_140192
OG5_128249
0OG5_128101
0OG5_130172
OG5_126737
OG5_128228
OG5_131653
0OG5_131531
OG5_126708
OG5_126926
OG5_144614
0G5_127974
OG5_176018

OG5_169722
OG5_127389
OG5_169806
OG5_134260
OG5_159465
OG5_133542
0G5_155912
OG5_126769
OG5_195850
OG5_159247

OG5_130926
OG5_127182
OG5_128316
OG5_127086
0G5_128614
OG5_140527
OG5_136067
OG5_140231

Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum

Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum

Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum

conserved hipothetical protein
proteinase R precursor

similar to prostate-specific membrane antigen
similar to alpha-mannosidase

similar to aspartate aminotransferase
coproporphyrinogen Il oxidase
conserved hipothetical protein
conserved hipothetical protein
nucleoside diphosphate kinase

cell division cycle protein 48
conserved hipothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

single-strand binding protein family domain
conserved hypothetical protein
1,3-beta-glucanosyltransferase gell precursor
conserved hypothetical protein

formamidase
3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
branched-chain amino acid aminotransferase

endo-1,3(4)-beta-glucanase

catalase A

inositol-3-phosphate synthase isozyme 2
glutamine synthetase

antigenic dipeptidyl-peptidase Dpp4
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein

1,00E-74
1,00E-103
1,00E-181
1,00E-181
1,00E-181
1,00E-169
1,00E-108
5,00E-37
1,00E-76
1,00E-181
1,00E-131
1,00E-128
1,00E-26

6,00E-28
2,00E-47
1,00E-101
1,00E-149
5,00E-51
1,00E-181
1,00E-181
9,00E-51
6,00E-87
1,00E-181

1,00E-109
1,00E-181
1,00E-181
1,00E-181
1,00E-181
1,00E-181
1,00E-105
1,00E-150
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peptidase family M28
glycerophosphoryl diester
phosphodiesterase
phosphorylcholine phosphatase
transcriptional regulator
amidohydrolase-like protein
ubiquitin family protein

WSC domain-containing protein
dihydrolipoyl dehydrogenase
extensin-like protein

WSC domain-containing protein
PAF acetylhydrolase
Adenosylhomocysteinase
metalloprotease-like protein
fumarylacetoacetase-like protein
hypothetical protein BBA_ 04698
carbonic anhydrase
neutral/alkaline non-lysosomal
ceramidase

WSC domain-containing protein
glycosyl hydrolase family 2
spermidine synthase
chitinase-like protein

serine peptidase, putative
carboxypeptidase-like protein

Glycoside hydrolase, family 47
CFEM domain-containing protein
family S53 protease

0G5_209004
0G5_155948

OG5_165097
OG5_149849
OG5_138057
0G5_127221
OG5_187015
OG5_126968
0G5_152770
OG5_169099
OG5_155742
0OG5_127233
OG5_137925
0G5_130701
NO_GROUP
0G5_127503
OG5_129670

OG5_190552
OG5_132459
0G5_127074
OG5_130746
0G5_127207
0OG5_132369

OG5_149768
OG5_180741
0OG5_130135

Fusarium graminearum
Fusarium graminearum

Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Fusarium graminearum
Laccaria bicolor
Magnaporthe grisea
Neurospora crassa
Neurospora crassa
Neurospora crassa
Neurospora crassa
Neurospora crassa
Neurospora crassa

Neurospora crassa
Neurospora crassa
Neurospora crassa
Neurospora crassa
Neurospora crassa
Neurospora crassa

Neurospora crassa
Neurospora crassa
Phanerochaete
chrysosporium

conserved hypothetical protein
glycerophosphoryl diester
phosphodiesterase family
phosphorylcholine phosphatase
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
ubiquitin/S27a fusion protein
conserved hypothetical protein
dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial
conserved hypothetical protein
n/a

hypothetical protein
adenosylhomocysteinase
metalloprotease 1
fumarylacetoacetase
hypothetical protein

carbonic anhydrase 2
neutral ceramidase

hypothetical protein
beta-galactosidase

spermidine-3

chitinase

serine peptidase

carboxypeptidase Al
mannosyl-oligosaccharide alpha-1,2-
mannosidase

hypothetical protein

n/a

1,00E-149
1,00E-155

1,00E-139
1,00E-181
1,00E-181
2,00E-75
1,00E-181
1,00E-181
1,00E-62
2,00E-20
2,00E-61
1,00E-181
3,00E-55
1,00E-146
1,00E-07
1,00E-103
1,00E-181

1,00E-61
1,00E-181
1,00E-151
1,00E-105

3,00E-97
1,00E-141
1,00E-149

3,00E-12
1,00E-114
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5 DISCUSSAO

Os fungos artropodopatogénicos vém recebendo grande atencdo como
agentes de controle para uma diversidade de pragas (FARIA & WRAIGHT,
2007; FERNANDES et al., 2008; STAFFORD & ALLAN, 2010, GRELL et al.,
2011; BITTENCOURT et al., 2015; RODRIGUES et al., 2016). A avaliagdo da
secrecdo de proteinas mimetizando o processo de infeccdo pode revelar
estratégias utilizadas e componentes secretados pelo fungo que possam ser
responsaveis pelo sucesso da colonizagdo do hospedeiro. O emprego de
técnicas especificas que visem elucidar a interacdo patdgeno-hospedeiro a
nivel molecular € de grande interesse, uma vez que ajudam na obtencéo de
isolados com maior eficiéncia no processo de patogenicidade contra pragas
alvos.

Neste trabalho, mais de 200 proteinas secretadas durante a condicao
indutora do sistema de infeccdo do fungo filamentoso B. bassiana foram
identificadas. A analise mais detalhada destas proteinas quanto a sua provavel
funcdo no processo patogénico e de reconhecimento e manipulagcdo do
hospedeiro é descrita a seguir.

Os fungos patogénicos de artropodes secretam enzimas hidroliticas para
que possam transpor a cuticula do hospedeiro, primeira barreira a ser vencida,
iniciando o ciclo de infe¢do (GRELL et al., 2011; KORDI et al., 2015). Além de
conter proteinas, a cuticula do hospedeiro contém quitina e uma camada
lipidica, mais externa (CLARKSON & CHANRLEY, 1996; SILVA et al., 2010).
Portanto, o sucesso da infeccdo depende da acdo sinergistica de diversas
enzimas, incluindo lipases, proteases e quitinases.

Dentre as proteinas identificadas como exclusivas e positivamente
reguladas no secretoma da condi¢do artificial de infeccdo, proteases com
diferentes mecanismos de acdo puderam ser identificadas, tais como:
peptidases, carboxipeptidases e metaloproteases. As proteases sao
fundamentais para a infeccdo, uma vez que a cuticula apresenta uma camada
espessa de proteinas. Assim, estas enzimas sao responsaveis ndo sé por
auxiliar a transpor a carapacga, mas também pela absor¢do dos nutrientes na

hemolinfa (KORDI et al., 2015). A protease bassiasina | foi identificada como
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positivamente regulada na condicdo de infecgdo. Esta enzima pertence ao
grupo das serino proteases, homologa as proteases Prl de M. anisopliae e B.
bassiana e a proteinase K de Tritirachium, todos fungos entomopatogénicos
(KIM et al., 1999). Em outro trabalho de secretoma de M. anisopliae, Beys-da-
Silva et al. (2014) identificou a protease Prl também como positivamente
regulada em condi¢cdo de infec¢do, corroborando os resultados apresentados
agui. Isto sugere que os padrbes de expressao destas diferentes proteases
identificadas aqui resultam como fortes indicativos do importante papel que
estas enzimas tém em degradar a cuticula (GRELL et al.,, 2011; BEYS-DA-
SILVA et al., 2014; KORDI et al., 2015).

Outras enzimas relacionadas com a degradacdo de constituintes da
cuticula foram também identificadas: ceramidase e lipase, ambas exclusivas e
positivamente regulada em meio contendo cuticula, respectivamente. Esta
lipase, homéloga a Lipl de Stagonospora nodorum, fungo fitopatogénico,
parece nao ser somente importante para a adeséo de conidios a superficie do
hospedeiro, mas também durante a germinacdo, aquisicdo nutrientes,
sinalizacao e infeccdo (FENG et al., 2011). O fungo M. anisopliae, que também
possui a capacidade de infectar carrapatos, secreta lipases diretamente sobre
o hospedeiro (BEYS-DA-SILVA et al., 2010), comprovando o papel destas
enzimas no processo de infeccdo. Ja as quitinases foram encontradas tanto
reguladas positivamente quanto negativamente. Estas enzimas tém um papel
essencial no remodelamento da parede celular fangica, bem como na
patogénese, como uma estratégia de ataque, aquisicdo de nutrientes e de
defesa contra artropodes (XIAO et al., 2012; JUNGES et al., 2014). E, assim
como M. anisopliae, B. bassiana produz diversas quitinases. Algumas podem
ser importantes para morfogénese, enquanto outras sao importantes para a
patogénese, 0 que explica esta diferenca de expressao.

Proteinas com possivel relacdo com a adesdo e patogénese também
foram detectadas: a proteina contendo o dominio fasciclina e a proteina
antigénica de parede celular. O dominio fasciclina & considerado muito antigo e
esta associado ao processo de adesao celular (XIAOet al. 2012), sendo comum
a diversos organismos. Por exemplo, em Magnaporthe oryzae, fungo
fitopatogénico de arroz, esta proteina estaria envolvida com conidiagdo e

7

patogenicidade (LIU et al. 2009). Ja a proteina antigénica €& considerada
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altamente hidrofébica e possivelmente auxilia o fungo durante a adeséo e
interacdo do fungo com a cuticula (OHTAKI et al., 2006; XIAO et al, 2012).
Outra proteina, que contem o dominio CFEM, rico em cisteina, parece ter
funcdo na patogénese fungica e poderia atuar também como efetora ou
sinalizadora (KULKARNI et al.,, 2003; VAKNIN et al., 2014). Proteinas de
parede celular (CWP) estdo presentes nos conidios e hifas e podem atuar na
morfogénese e no aumento da hidrofobicidade, favorecendo a adesédo e a
patogenicidade fungica (LI et al, 2010). Recentemente, uma CWP de conidio
de M. anisopliae foi clonada em B. bassiana, o que levou ao aumento da
hidrofobicidade e adesao, evidenciando o papel destas proteinas no inicio da
infeccédo (LI et al., 2010).

Uma vez que os fungos iniciam o processo de infeccédo nos artépodes, o
sistema imune do hospedeiro é ativado, provocando a producédo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (DOU et al., 2012). Em contrapartida, o fungo
produz enzimas para protecdo contra estas EROs. Uma vez a parede celular
dos fungos faz o contato inicial com tecidos do hospedeiro, fatores de viruléncia
e proteinas de resposta ao estresse sdo ativados (LIANG et al., 2013; QIN et
al., 2014; TONG et al., 2016). Aqui, diversas proteinas com funcdo de
detoxificacdo e manipulacdo do estado redox foram identificadas no secretoma
de B. bassiana. A proteina dihidrolipolil desidrogenase, exclusiva do secretoma
de infeccao, estaria envolvida no processo de protecédo contra a radiacao UV e
atividade antioxidante (XIAO et al., 2012; MOON et al., 2015). Proteinas com
dominio WSC podem estar associadas a sinais de estresse, bem como
adaptacao fungica a diferentes hospedeiros artropodes e nematoides (LIANG
et al., 2013; SEN-MIAO et al.,, 2016; TONG et al.,, 2016). Proteinas com
dominios conservados — WSC e CFEM - foram identificadas no fungo de
nematoides, Arthrobotrys oligospora, onde foram relacionadas com a
morfogénese e a viruléncia do fungo (LIANG et al., 2013). Proteinas classicas
relacionadas ao processo de detoxificagdo, como catalase e FAD-
oxidoredutases, foram também identificadas exclusivamente no secretoma de
infeccdo, assim como no secretoma de M. anisopliae (BEYS-DA-SILVA et al.,
2014). Aléem de sua funcdo como detoxificadoras e resposta a estresse, ha
evidencias de que estas as enzimas sejam importantes em muitos aspectos da

vida fangica, incluindo infeccédo, formacéo de estruturas especificas, processos
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ecolégicos, comunicagdo celular e sinalizacdo (TUDZYNSKI et al., 2012).
Interessantemente, um mutante de B. bassiana superexpressando uma
catalase apresentou aumento da germinacdo e viruléncia contra larvas de
mariposa (CHANTASINGH et al., 2013), sugerindo que a resposta mediada por
proteinas relacionadas a detoxificacdo ou estresse tem papel importante no
processo de infeccdo e sua manipulacdo poderia aumentar a eficiéncia fungica
no controle biologico.

No trabalho de BEYS-DA-SILVA et al., (2014), foi sugerido que algumas
proteinas sem funcdo aparente no processo patogénico classico poderiam
atuar como efetores . Efetores extracelulares s&o definidos como pequenas
moléculas e proteinas secretadas por patdogenos que atuam diretamente no
hospedeiro, alterando a estrutura, o metabolismo e a funcdo no local da
interacdo (WAWRA et al, 2012). Alguns efetores conhecidos foram
identificados, tanto neste trabalho quanto no secretoma de M. anisopliae
(BEYS-DA-SILVA et al., 2014): glicosil hidrolases (GHSs), proteases, EROs,
entre outras. Este resultado nhovamente mostra que o processo patogénico dos
dois fungos é muito similar. Em relacdo as GHs, foi sugerido que o fungo
patogénico de nematoides, Arthrobotrys oligospora, secreta estas enzimas para
a formacdo do trap, estrutura em forma de anel que agarra o hospedeiro,
sendo, portanto, consideradas efetoras, alterando a dindmica da parede celular
fungica (LIANG et al., 2013).

Para validar as proteinas identificadas no secretoma como sendo
realmente secretadas pelo fungo durante o cultivo em meio indutor, utilizamos
diversas ferramentas de bioinformatica. Aproximadamente 53% das proteinas
diferencialmente reguladas no secretoma de infeccdo (up/down e exclusivas)
parecem ser secretadas por pelo menos um dos 3 programas utilizados de
predicdo. Segundo Beys-da-Silva et al. (2014), este valor est4 de acordo com a
média da maioria secretomas fungicos descritos até o0 momento. Além disso,
algumas proteinas identificadas como nao secretadas, como metaloprotease e
carboxipeptidase, podem estar usando rotas néo classicas, tais como
vesiculas. As vesiculas fungicas sdo conhecidas por conter diversas proteinas
gue nao possuem peptideo-sinal e proteinas tipicamente consideradas como
citoplasmaticas (McCOTTER et al., 2016). A fungcdo destas proteinas no

processo patogénico ainda precisa ser investigada.
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Como o secretoma de B. bassiana apresentou oito proteinas hipotéticas,
foi realizada a busca por ortdlogos, a fim de auxiliar na identificacdo destas.
Diversas proteinas ortélogas foram encontradas com correspondéncias em
fungos, especialmente com Fusarium graminearum, um fitopatégeno. O
processo de infeccao entre fungos fito- e artropodopatogénicos é muito similar,
tanto no aspecto molecular como estrutural, comprovando que o sistema é
conservado evolutivamente (BEYS-DA-SILVA et al., 2014).
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6 CONCLUSAO

Como fungo artropodopatogénico, B. bassiana tem um amplo espectro
de hospedeiros e, talvez, algumas proteinas Unicas identificadas aqui, podem
ter papel importante no reconhecimento por um inseto ou artrépode especifico
gue possam ser requeridos para adaptacdo aos mais variaveis habitats dos
hospedeiros (WANG et al., 2016). Neste trabalho, identificamos de maneira
ampla e inédita, centenas proteinas com potencial diferencial de participacdo
em diferentes aspectos da infeccdo do carrapato bovino. Através destes
resultados, o entendimento molecular da infeccdo de B. bassiana, ainda muito
pouco caracterizado, foi ampliado de forma consideravel, e isso contribuira
futuramente na otimizagdo do biocontrole. Estes dados podem ser utilizados
para selecéo racional de isolados fungicos mais eficientes e desenvolvimento
de melhores formulagcbes para o controle especifico do carrapato bovino R.

microplus.
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