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RESUMO

Metarhizium anisopliae € um fungo entomopatogénico biocontrolador capaz de infectar uma
vasta gama de artropodes, sendo microrganismo modelo para estudos de interagdo patdgeno-
hospedeiro. Este fungo infecta seus hospedeiros de forma direta através da cuticula valendo-se
de um processo multifatorial envolvendo pressdo mecanica e secrecdo de hidrolases. No
processo infectivo, ao atingir a hemolinfa do hospedeiro, as hifas se diferenciam em células
ovaladas (blastosporos) que facilitam a difusdo do fungo sendo a principal fonte de carbono
presente na hemolinfa dos insetos o dissacarideo trealose. Assim, para permitir a utilizagdo da
trealose como nutriente, uma importante hidrolase fungica é secretada, a trealase acida (EC.
3.2.1.28). Em uma analise genémica, um ort6logo putativo do gene que codifica para uma
trealase acida (ATML) foi identificado em M. anisopliae. Porém, existem poucos relatos sobre
estudos com elementos de regulagdo compreendidos no promotor destes genes. E sugerido,
apenas, que devem haver elementos de repressdo catabdlica por glicose, bem como elementos
responsivos a trealose. Um promotor € considerado regulavel quando depende das condigdes
ambientais ou genéticas para promover a indugdo ou repressdo da sintese de mRNA do gene
que o sucede. Vetores induziveis sdo ferramentas que possibilitam a regula¢do do promotor e
permitem melhor controle da expressao génica. Até o momento, dois promotores homologos
foram descritos para M. anisopliae (PTef e PMa-icl), sendo ambos considerados de natureza
constitutiva em condicdes predefinidas. O promotor da trealase acida foi descrito por regular
0 gene a jusante induzindo sua expressdo apenas na hemolinfa de hospedeiros e seu potencial
de regulacdo permite uma otimizacdo da expressao de genes de interesse a serem analisados.
Com base nisso, este trabalho objetivou isolar a regido promotora do gene da trealase &cida de
M. anisopliae e elaborar potenciais vetores regulaveis por fonte de carbono. Isolaram-se, por
PCR, diferentes fragmentos do promotor (1.540, 750 e 500 pb) a fim de identificar a regido
promotora minima funcional da trealase &cida de M. anisopliae, e estes foram utilizados na
construcdo de vetores para expressdo regulavel de genes repdrter (GFP — Proteina Verde
Fluorescente e yeCherry — Proteina Vermelho Fluorescente) através de sucessivas clonagens e
subclonagens. ApoOs obtencdo dos construtos, estes foram integrados ao genoma de M.
anisopliae por agrotransformagdo mediada por Agrobacterium tumefaciens. Os construtos
foram obtidos com sucesso e houve alta taxa de transformantes positivos isolados por se tratar
de recombinacdo ectopica do genoma do fungo.

Palavras-chave: Promotor. Trealose. Indugdo. Repressdo. Metarhizium anospliae.



ABSTRACT

Metarhizium anisopliae is an entomopathogenic biocontrol fungus capable of infecting a wide
range of arthropods, and a microorganism model for host-pathogen interaction studies. This
fungus infects its hosts directly through the cuticle making use of a multifactorial process
involving mechanical pressure and hydrolases secretion. In the infective process, upon
reaching the hemolymph of the host, hyphae differentiate into oval cells (blastospores) which
facilitate the spread of the fungus being the main source of carbon present in the hemolymph
of insects is the disaccharide trehalose. Thus, to allow the use of trehalose as a nutrient, an
important fungal hydrolase, acid trehalase (EC. 3.2.1.28), is secreted. In a genomic analysis, a
putative ortholog of the gene encoding an acid trehalase (ATM1) was identified in M.
anisopliae. However, there are few reports on studies with regulatory elements included in the
promoter of these genes. It is suggested only that there must be evidence of catabolite
repression by glucose and trehalose responsive elements. A promoter is considered to be
regulated when dependent on environmental or genetic conditions to promote the induction or
repression of gene mMRNA synthesis succeeds. Inducible vectors are tools that enable the
promoter regulation and allow better control of gene expression. To date, two homologous
promoters have been described for M. anisopliae (PTef and PMa-icl), both considered
constitutive nature in predefined conditions. The promoter from the acid trehalase has been
described to regulate downstream gene expression induced only in the hemolymph and its
regulated nature allows an optimization of the expression of genes of interest. Based on this,
this paper aims to isolate the promoter region of the acid trehalase gene of M. anisopliae and
develop potential vectors adjustable by carbon source. Different promoter fragments were
isolated by PCR (1540, 750 and 500 bp) in order to identify the functional minimal promoter
region of M. anisopliae acid trehalase and these were used in the construction of vectors for
controlled expression of reporter genes (GFP - green fluorescent protein and yeCherry - red
fluorescent protein) through successive cloning and subcloning techniques. After obtaining
the constructs, these were integrated into the genome of M. anisopliae via agrotransformation
mediated by Agrobacterium tumefaciens. The constructs were obtained successfully and there
was a high rate of positive transformants isolated due to ectopic recombination in the fungus
genome.

Keywords: Promoter. Trehalose. Induction. Repression. Metarhizium anisopliae.
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1.  INTRODUCAO

Uma ferramenta importante na investigacdo de genes e suas funcbes é a
disponibilidade de promotores fortes e passiveis de regulacdo para elaboracdo de vetores de
expressao. Tais vetores sdo necessarios para, por exemplo, a elucidacéo de funcdes isoladas
de genes, metodologias de superexpressdo e para estudar a relacdo existente de genes com
processos bioldgicos (GARI et al., 1997; ST LEGER et al., 1996; FRANCHESCHINI, 2005).
A pesquisa de regides promotoras para elaboracdo de vetores eficientes tém forte contribuigédo
na ciéncia, a citar os promotores dos genes Pmagpd e Tef-/a (NAKAZATO et al., 2006; CAO
etal., 2011).

Microrganismos controladores de pragas de interesse econdmico sdo constantes alvos
de estudo, como o fungo filamentoso M. anisopliae, e cada vez mais busca-se tornar tais
microrganismos mais virulentos. Entretanto, para tornd-los mais eficientes no controle de
pragas, o entendimento da funcdo de genes importantes para a patogenia se torna necessario e
vetores aperfeicoados com promotores regulados facilitam este processo.

Segundo Felix (2010), com a utilizacdo de promotores regulaveis para estudos
génicos, mesmo depois de inativado o promotor, a proteina que ja foi expressa persiste na
célula e, portanto, o fenétipo pode continuar por varias horas dependendo da meia vida da
proteina de estudo. Desta maneira, é importante o conhecimento da localiza¢do da proteina
expressa, observada a constante polémica relatada em midias, por exemplo, sobre os
transgénicos. Conhecida a etapa e local exato que se encontra a proteina inserida, talvez
facilitaria, por exemplo, a liberacdo e posterior identificacdo no meio ambiente dos
microrganismos transformados pois, se teria um melhor controle da expresséo do gene
estudado. Este seria 0 caso do promotor em estudo neste trabalho: determinadas proteinas
exdgenas seriam apenas expressas e secretadas na hemolinfa do hospedeiro.

No presente trabalho, buscou-se isolar e caracterizar a regido promotora responsavel
por regular o gene da trealase acida do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae no
intuito de utiliza-la para obtencéo de vetores de expressdo regulaveis por fontes de carbono,
tendo os genes que codificam a GFP e yeCherry como reporter. Este estudo objetiva
contribuir de forma mais eficiente em elucidagdes de questdes envolvendo genes de interesse

permitindo um melhor controle da inducdo/repressdo dos mesmos em local ja conhecido.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Metarhizium anisopliae

Inicialmente isolado e descrito por Metschnikoff em 1879, este fungo filamentoso
possui a capacidade de infectar e ser letal a cerca de 300 espécies de artropodes abrangendo
de insetos a acaros e possui uma distribuicdo geografica mundial (ROBERTS & ST. LEGER,
2004). Este fungo foi descrito por infectar insetos praga de interesse econdémico na agricultura
e pecuaria como Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Schistocerca gragaria, Manduca
sexta, além de vetores de doencas tais como Aedes aegypti, Triatoma infestans, Glossina sp.
(KAAYA & MUNYINYI, 1995; LUZ et al., 1998; SCHOLTE et al., 2007; FRAZZON et al.,
2000; TOUNOU et al., 2008; DUAN et al., 2009).

Por estas razdes M. anisopliae € considerado modelo de estudo das interacGes
patdgeno-hospedeiro e é amplamente utilizado como agente biocontrolador de pragas. Valer-
se de biocontrole, dentre outras vantagens, reduz a probabilidade dos insetos adquirirem
resisténcia, se comparado aos pesticidas, devido ao processo multifatorial infectivo (HE &
XIA, 2008).

De forma eficiente M. anisopliae desenvolveu mecanismos de infeccdo para contornar
as defesas de seus hospedeiros. O ciclo de infeccdo deste fungo é bem descrito e basicamente
compreende as etapas de adesdo dos esporos a cuticula de seu hospedeiro, a germinacdo deste
esporo, diferenciacdo em apressorios, penetracdo da cuticula, colonizacdo da hemolinfa com a
diferenciacdo em blastosporos, extrusdo de novos corpos hifais e disseminacdo dos conidios
formados para nova infeccdo (ARRUDA et al., 2005).

M. anisopliae apresenta fatores de viruléncia que atuam em duas etapas principais: na
adesdo e penetracdo através da cuticula do hospedeiro e nas alteracbes morfo-fisioldgicas com
consequente desenvolvimento em blastosporos na hemolinfa do inseto. A adesina MAD1, as
hidrofobinas e as lipases sdo exemplos de fatores importantes para adesdo do fungo a cuticula
de seus hospedeiros (WANG & ST. LEGER, 2007; WESSELS, 2000; SILVA et al., 2009). A
penetracdo deste fungo se da de forma direta por pressdo mecanica e secrecdo de hidrolases,
algumas determinantes para viruléncia como proteases e quitinases (CLARKSON &
CHARNLEY, 1996; BOLDO et al., 2009; ST. LEGER et al., 1987). Wang e St. Leger (2007)
descrevem uma perilipina envolvida na geracdo da pressdo osmatica durante o processo de

infeccdo.
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Atingindo a hemolinfa, os blastosporos promovem a disseminacéo e burlam o sistema
imune do hospedeiro (ZHANG & XIA, 2009). Para nutrir-se dos nutrientes encontrados na
hemolinfa, uma importante hidrolase é secretada em grandes quantidades, a trealase acida,
tratando-se de uma adaptacdo do fungo em relacdo ao hospedeiro, visto que o aglcar mais
abundante (90 %) na hemolinfa é a trealose. A deplecdo da trealose na hemolinfa é danosa ao
inseto, j& que é fonte energética e regula a pressdo osmatica. Foi mostrado ainda a detec¢do de
trealase na hemolinfa de gafanhotos da espécie Locusta migratoria manilensis quando
infectados por M. acridum (ZHAO et al.,2006; XIA et al., 2002).

2.2 Metabolizacdo da Trealose

A trealose é um dissacarideo formado por dois residuos de alfa glicose ndo redutor,
um carboidrato encontrado em varios organismos, incluindo bactérias, fungos, plantas, insetos
e alguns invertebrados (ELBEIN, 1974). A trealose € encontrada em diversos organismos
capazes de resistir a desidratacdo completa, conhecido por anidrobiose, comum em
tardigrados, nematdides, células de leveduras e esporos de fungos (CROWE et al., 1998).

Na maioria dos fungos, assim como em Saccharomyces cerevisiae, a trealose é
hidrolisada por basicamente duas trealases (E.C.3.2.1.28), que se diferenciam dependendo do
tipo de regulacdo, localizacao e propriedades cataliticas: a trealase neutra, exibindo atividade
méaxima em pH neutro (6,7 a 7,0), citoplasmatica, de menor estabilidade térmica, ativada por
Ca’* e Mn**, dependente de fosforilacdo via CAMP e responsavel pela hidrélise da trealose
intracelular; e a trealase &cida, responsavel pela hidrolise da trealase externa, considerada
mais estavel e altamente especifica, com pH 6timo entre 4,5 a 5,0. Em S. cerevisiae, esta
enzima esta localizada nos vacuolos e sua atividade é independente de cations bivalentes
(THEVELEIN, 1988; DESTRUELLE et al., 1995; XIA et al., 2002; AQUINO et al., 2005).
J& foram descritas trealases em S. cerevisiae, Candida sp., Metarhizium sp., Beauveria sp.,
dentre outros (NWAKA et al., 1996; ROY et al., 2001; GARRE et al., 2008; SANCHEZ et
al., 2009; VEISOVA et al., 2012).

Observou-se que ao longo do ciclo de crescimento de S. cerevisiae as enzimas
apresentam padrdes de atividade distintos. Durante a fase de crescimento celular exponencial
com acgUcares fermentéveis, tais como glicose, manose ou galactose, a atividade da trealase
citosélica é aumentada, todavia, tem-se a queda desta atividade conforme a célula entra na

fase estacionaria ou em culturas que cresceram com substratos respiraveis (glicerol e etanol),
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por exemplo. Entretanto, na fase estacionaria, a trealase &cida passa a ter uma maior atividade
observada, indicando que estd sujeita a repressdo catabdlica por glicose (SAN MIGUEL,
1994). Também em C. albicans observou-se que a atividade da trealase celular durante o
catabolismo da trealose atingiu valores trés vezes maiores dos observados durante o

crescimento em glicose (ZILLI, 2006).

2.3  Sistema de expressao em fungos

Em fungos filamentosos, os vetores de expressdo sdo, geralmente, plasmideos que
foram construidos apresentando caracteristicas em comum no cassette de expressdo: a
sequéncia promotora, sequéncia codante e sequéncia terminadora (BERKA, 1989). O
primeiro vetor de expressdo utilizado em M. anisopliae foi o plasmideo pNOM102 (ST
LEGER et al., 1995), contendo o gene que codifica para PB-glicuronidase (gusA) de
Escherichia coli, utilizado como marcador molecular para estudos microbiologicos
ambientais. Este gene estad sob controle do promotor do gene gliceraldeido-3-fosfato (PgpdA)
e a regido terminadora do gene trpC (TtrpC) de Aspergillus nidulans. Outros vetores, como
PMAPR-1 e p324-Chitl, com os mesmos elementos de regulagdo também sdo citados na
literatura (MULLAMEY et al., 1985; PUNT et al., 1990; ST LEGER et al., 1996; SCREEN
etal., 2001; FANG et al., 2009).

A regido promotora do gene gapdh do fungo Cryphonectria parasitica foi utilizada em
estudo de campo utilizando M. anisopliae para avaliar a capacidade de permanecer e se
estabelecer na rizosfera. Neste estudo, o fungo expressava GFP (HU & ST LEGER, 2002).
Inglis et al. (2000), descreve a transformacdo de M. acridum utilizando o plasmidio pEGFP
que carrega, além da sequéncia reporter para proteina verde fluorescente de Aequorea victoria
(GFP), uma modificacdo, tendo sequéncias teloméricas repetitivas de Fusarium oxysporum e
mostra que, dos transformantes obtidos, houve inserces tanto em regides ndo teloméricas
como em regides teloméricas.

Nakazato et al. (2006) utiliza pela primeira vez em M. anisopliae o promotor
homologo e constitutivo do gene do fator de alongamento de traducéo 1 « (tefl- ) tendo por
genes reporter GFP e BAR expressando os fenétipos de fluorescéncia e resisténcia a
glifosinato de aménio respectivamente. Mais tarde, Boldo et al. (2009) também utilizam para
a construgdo do cassette de superexpressdao do gene chi2 o promotor do gene tefl- o e

terminador trpC.
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Recentemente foi descrito a utilizagdo do promotor gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (Pmagpd) de M. acridum, que, comparado com PgpdA de Aspergillus
nidulans, apresentava menor sequéncia e atividade significativamente maior em M. acridum
(CAO et al., 2011). Estudos foram realizados, também, com o promotor do gene de isocitrato
liase de M. anisopliae (Ma-icl) usando como marcador a proteina fluorescente vermelha
mCherry (PADILLA-GUERRERO et al., 2011).

Como foi mostrado, o uso de sistemas de expressdo em fungos é de longa data
utilizado para diversas abordagens desde uma sondagem funcional a utilizacdo destes sistemas
para manipulagdo genética. Em M. anisoplie, contudo, percebe-se a falta de estudos com
regides promotoras homologas eficientes e a utilizacdo destas na construcdo de sistemas de
expressao que facilitariam tais abordagens. Os dois promotes descritos para serem homologos
de M. anisopliae até o momento sdo os mencionados anteriormente PTef (Nakazato et al.,
2006) e PMa-icl (PADILLA-GUERRERO et al., 2011), ambos de carater constitutivo.
Todavia, ao buscar-se entender um gene, nem sempre é favordvel que este se mantenha
expresso constantemente, da mesma forma, uma delecdo nem sempre é viavel. Promotores
regulaveis permitem um melhor controle desta expressao podendo induzir e reprimir 0 mesmo
gene em momentos diferentes. Da-se ai a importancia de estudos com regides promotoras de

natureza reguléavel.

2.4 Promotor do Gene da Trealase Acida

Hé& poucos estudos da regido promotora do gene da trealase &cida de M. anisopliae.
Esta regido apresenta homologia com a regido promotora da trealase acida de M. acridum
(ZHAO et al., 2006), e sugere-se que deve haver elementos de repressdo catabolica por
glicose (NKAWA et al., 1995) bem como elementos responsivos a trealose (XIA et al.,
2002).

Em predicBes computacionais realizadas por Junges (2010), foi possivel detectar
alguns dos elementos canbnicos presentes em promotores eucaridticos. Utilizando a
ferramenta FGENESH, detectou-se a presenca de um potencial TATA-box localizado a 283
nucleotideos a montante do sitio de inicio da traducdo. A jusante deste sitio, e a 245 nt a
montante do ATG, pode ser encontrado um potencial sitio de inicio da transcri¢do (SIT). Foi
detectada, ainda, a sequéncia CAAT-box, sitio de ligacdo ao fator de transcricdo C/EBP
(CAATT-box/Enhancer Binding Protein). O estudo demonstra ainda a presenca de trés sitios

de ligacdo ao fator CREA (CCCCA/GC) preditos, o qual medeia a repressao catabdlica por
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fonte de carbono, localizados a 575 nt a montante do SIT na fita senso e a 540 nt e 75 nt a

montante do SIT na fita anti-senso

3.  OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Com base nos dados apresentados até o presente momento, este trabalho objetivou
identificar e analisar a regido promotora do gene da trealase acida de M. anisopliae, e sua

potencial utilizacdo para elaboragdo de vetores regulaveis por fonte de carbono.

3.2 Objetivos Especificos

i. Isolar diferentes comprimentos da regido promotora do gene da trealase &cida de M.
anisopliae;

ii.  Construir vetores de expressao para 0s genes reporteres GFP e yeCherry sob regulacao
dos fragmentos promotores isolados;

lii.  Realizar agrotransformacdo de M. anisopliae com os vetores gerados.

4. DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Material Biolégico

A linhagem selvagem M. anisopliae var. anisopliae E6 utilizada nos experimentos foi
originalmente isolada de Deois flavopicta (Homoptera: Cercopidea) no estado do Espirito
Santo, Brasil, e gentilmente cedida pelo Prof. Jodo Lucio Azevedo da Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ-USP).

Células de E. coli, linhagem TG2 e DH5a foram preparadas para eletrocompeténcia ou
quimiocompeténcia e utilizadas como hospedeiras dos vetores construidos neste estudo.

Foram utilizados a linhagem EHA105 de A. tumefaciens e o vetor binario pPZP201BK
neste trabalho em protocolos de agrotransformacao. As células EHA105 foram preparadas

para quimiocompeténcia.
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4.2  Meios de cultivo e manipulagio para M. anisopliae

Os meios de cultivo utilizados neste trabalho para repiques e manutencao de M.
anisopliae foram: Meio de Cove completo (MCc) [glicose 1%, nitrato de sodio 0,6%,
casaminodacidos 0,15%, extrato de levedura 0,05%, peptona 0,2%] ¢ Meio de Cove (MC)
[glicose 1%, nitrato de sodio 0,6%]. Estes meios sdo acrescidos no momento de uso de: 2% de
Solugao de Sais [KCI 2,6%, MgS0O4.7H,0 2,6% e KH,PO4 7,6 % (m/V)] e 0,04% de Solucao
de Elementos Tragos [NaB4O7.7H,O 0,004 %, CuSO4.5H,O 0,04 %, FeSO4 0,0001 %,
MnSO4 0,08 %, NaMo4.2H,O 0,08 % ¢ ZnSO4.7H,O 0,08 % (m/V)]. Meios solidos sao
acrescidos de 1,5% de agar. Para suspensdes de esporos do fungo, utilizou-se 3 mL de Tween-
80 diluido em 4gua destilada a 0,01% estéril para cada placa de Petri contendo M. anisopliae
esporulado em MCc; centrifugagdes e lavagens com agua destilada estéril; ressuspensdo dos
esporos em 1 mL e contagem da diluicao foi feita com auxilio da camara de Neubauer. Todos

os cultivos fungicos foram mantidos a 28°C.

4.3 Meios de Cultivo e Manipulacio para E. coli

Inoculos, repiques e manutengao de células de E. coli foram efetuados em Meio Luria-
Bertani (LB) [triptona 1%, extrato de levedura 5%, NaCl 1% (m/V)]. Aos meios solidos

foram acrescidos 1,5% de agar. Todos foram mantidos a 37°C.

4.4 Manipulacio de Acidos Nucléicos

Mini-preparacdes de DNA plasmidial a partir de E. coli por lise alcalina foram conduzidas
como descrito por Sambrook & Russel (2001). Midi-preparacdes foram preparadas por
purificagdo em matriz de silica gel conforme protocolo fornecido pelo fabricante (Invitrogen-
PureLink® HiPure Plasmid Midiprep Kit). Extragdo de DNA flingico foi realizada a partir de
micélio conforme protocolo estabelecido por Nakazato et al. (2006). A extragdo de DNA de
esporos em micro-ondas foi realizada da seguinte forma: uma algada de esporos foi retirada
de placas esporuladas de M. anisopliae e adicionada em tubos Eppendorf de 0,5 mL com furo
na tampa. Os Eppendorfs permaneceram, juntamente com um Béquer de 0,5 L de agua, por 20

min em poténcia maxima. Apds os 20 min, 30 pl de tampao T.E. foram acrescidos ao tubo. Os
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tubos passaram por vortex 30-40 segundos, eram entdo centrifugados por 5 min a 14.000 rpm
e o sobrenadante removido para novos tubos. Foi realizada dilui¢do 1:10 e desta 1 pl era

utilizado como molde para reacao da PCR.
4.5 Solugoes e Enzimas Utilizadas
As solugdes e tampdes foram preparados segundo Sambrook & Russell (2001),
utilizando agua destilada ou MilliQ autoclavadas. As enzimas de restricdo e de modificagdo
foram obtidas das empresas Fermentas, Invitrogen ¢ New England Biolabs (Quadro 1), sendo

utilizadas conforme protocolo fornecido pelo fabricante.

Quadro 1. Lista das principais enzimas utilizadas neste estudo e sua empresa de origem.

Enzima Origem

EcoRl Promega
Kpnl BioLab/Fermentas
BamHI Promega
Xbal Promega

Stul Promega
Smal Promega

Taq DNA polimerase Invitrogen

T4 DNA Ligase Invitrogen
Klenow Fermentas/Invitrogen
T4 PNK Fermentas
SAP Invitrogen

4.6 Isolamento da Regiao Promotora

Ap0s crescimento do fungo em meio MCc liquido o DNA foi extraido a partir do
micélio e utilizado como molde para o isolamento da regido de interesse por PCR. Para isolar
a regido promotora putativa do gene da trealase &cida, trés primers diretos e um reverso foram
desenhados (Quadro 2). Para fins de uso posterior em clonagem, estes primers possuem sitios
para as enzimas de restricdo Kpnl e EcoRI em suas extremidades (sublinhado no Quadro 2).
As reagdes de PCR foram realizadas utilizando Taq DNA polimerase de alta fidelidade
(Invitrogen). Optou-se por isolar trés tamanhos de fragmentos promotores, objetivando

identificar a sequéncia minima funcional promotora, sendo 1.540 pb, 750 pb e 500 pb. Para a
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regido de 1.540 pb utilizou-se o primer forward PTreaFor, para o fragmento de 750 pb o
primer utilizado foi PTrea750For e para a amplificagdo da regido de 500 pb usou-se o primer
PTrea500For. Para as trés reagdes de amplificacdo o primer reverso foi o PTreaRev. Estes
primers amplificam uma sequéncia a montante da regido codante da trealase acida (ATM1)

conforme esquematizado (Figura 1).

Quadro 2 - Lista de Primers utilizados

Primer Sequéncia (5" - 3')* Utilizacdo
PTreaFor GAATTCTGCGCCATACCGA Amplific,agéo da regido promotora da
GAGCTGC trealase acida de 1.540 pb
PTrea750For gﬁé’I\TCCGGTTGGCGATAA ﬁgﬁ)alllsz(;aggc; gi ;esgéa;bpromotora da
PTrea500For _(?_,?\(,SAAI'C'BI'CCCAGCACAGCTTG ﬁgﬁ)alllsz(;aggc; gi geog 0|aF())bpromotora da
PTreaRev GGTACCGTTGCGAGTCCCG Amplific,agéo da regido promotora da
GGCTCGA trealase acida
GGTACCACTAGTATGGTAA Amplificacdo da regido codante do gene
yeCherryFor GTAAG reporter yeCherry
GGATCCTTATTTGTA Amplificacdo da regido codante do gene
yeCherryRev CAATTCGTC reporter yeCherry
GEP CDS A GGATCCGGGTTACTTGTAC Amplificagéo da regido codante do gene
- - AGCTCG reporter GFP
GEP CDS S GGATCCGGAATGGTGAGCA Amplificaqéo da regido codante do gene
- - AGGGCG reporter GFP
GEP Rfusion CTGCAGGATTACCTCTAAA  Amplificacdo dos cassettes
- CAAGTGTACCTGTGCAT Trea::yeCherry::TrpC

* A regido sublinhada de cada primer representa o sitio de clivagem das enzimas de restri¢do utilizadas.
Fonte: WEYH, 2015

4.7 Construcao dos cassettes

Neste estudo, optou-se por manter como gene reporter dos constructos a regido
codante da proteina fluorescente verde (GFP), ou a regido codante da proteina vermelho
fluorescente (yeCherry), esta ultima devido a sua melhor estabilidade.

Os fragmentos promotores amplificados por PCR foram purificados a partir de gel de
agarose com o quite de purificagdo de acidos nucléicos PureLink (Life Technologies), em
seguida clonados em vetor pUCI18 clivado com as mesmas enzimas de restrigdo contidas em

suas extremidades (EcoRI e Kpnl). As constru¢des foram confirmadas por clivagem e PCR.
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Isolou-se a regido contendo a sequéncia codificadora de GFP ligada ao terminador TrpC
do vetor pPZP::GFP::BAR, clivado com Kpnl, localizado no inicio de GFP, e Xbal, no final
de TrpC. Este fragmento foi igualmente purificado e subclonado em pUC18::PTrea utilizando
as enzimas Kpnl e Xbal. Esta construcao foi realizada para os trés fragmentos promotores,
resultando em trés vetores, que apds confirmacdo por PCR e clivagem passaram a ser
chamados: TreaG (para o fragmento promotor de 1.540 pb), Trea750G (750 pb) e Trea500G
para 500 pb (Quadro 3).

Figura 1 - Representacdo esquematica da regido promotora putativa da trealase acida de Metarhizium
anisopliae e a estratégia para sua caracterizagdo. As setas indicam a posicéo e os sitios de anelamento dos
primers e é demonstrado os trés fragmentos de diferentes comprimentos gerados: de 1540 pb, 750 pb e 500 pb.
Estes fragmentos foram clonados a montante da sequéncia codante repdrter, seja da proteina verde fluorescente
(GFP) — representada no esquema - ou vermelho fluorescente (yeCherry) para regular sua transcri¢do de modo a
avaliar a regido promotora e caracterizar a sequéncia minima funcional. Nesta imagem também sdo mostradas as
localizac6es dos elementos reguladores preditos.

PTrea For PTrea750For PTrea500For

> - —
PTrea Trealase acida CDS (Atm1)
. PTreaRev .

1.540 pb \‘.\GFP_CDS_S GFP_CDS_A  GFP_Rfusion
R oy —> €« -
PTrea II Il || sGFP TtrpC
EC(IJR| Klpn[ Ba!'nHI Xbal

750 pb
—
| ||| seFP  Ttrpc
I
EcoRI
500 pb
 —
Il sGFP  TtrpcC
| H
EcoRI 100 pb

I Sitio CREA predito
I CAAT-box predito

I 2 possibilidades de TATA-box
e SIT preditos

Fonte: WEYH, 2015
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Quadro 3 - Lista de cassettes construidos neste estudo.

Nome da Construgéo Construcao
TreaG PTrea::GFP::TrpC
TreaG750 PTrea750::GFP::TrpC
TreaG500 PTrea500::GFP::TrpC
Trea_yeC PTrea::yeCherry::TrpC
Trea_yeC750 PTrea750::yeCherry::TrpC
Trea_yeC500 PTrea500::yeCherry::TrpC
TreaGB pPZP::BAR::PTrea::GFP
Trea750GB pPZP::BAR::PTrea750::GFP
Trea500GB pPZP::BAR::PTrea500::GFP
Trea_yeCB pPZP::BAR::PTrea::yeCherry
Trea750_yeCB pPZP::BAR::PTrea750::yeCherry
Trea500_yeCB pPZP::BAR::PTrea500::yeCherry

Fonte: WEYH, 2015

Para amplificacdo da regido codante de yeCherry, utilizou-se como molde o plasmideo
YAP1 mantido no laboratério do CBiot/UFRGS e os oligonucleotideos yeCherryFor e
yeCherryRev contendo sitios para as enzimas de restricdo Kpnl e BamHI (Quadro 2). O
fragmento amplificado foi purificado, clonado em pUC18 e apds confirmado, foi novamente
clivado com as enzimas Kpnl e BamHI para ser purificado, agora contendo as regides para
subclonagem coesiva.

Os vetores contendo o cassette para a expressdo de GFP foram clivados com Kpnl e
BamHI para posterior substituicdo da regido codante reporter GFP pela yeCherry. As
construgdes realizadas neste estudo totalizaram seis diferentes cassettes: trés que possuem
GFP como gene reporter e trés que possuem yeCherry. Portanto, cada tamanho de fragmento
promotor em estudo apresenta duas construgdes com genes repOrter diferentes, conforme
demostrado nas Figuras 2 e 3. Os vetores yeCherry foram nomeados Trea yeC (para o
fragmento promotor de 1.540 pb), Trea750 yeC (750 pb) e Trea500 yeC (500 pb) (Quadro
3).
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4.8 Construcio dos cassettes para Agrotransformacio

Os cassettes expressando GFP foram isolados de pUC18 por clivagem com as enzimas
EcoRI e Xbal, purificados, e subclonados em vetor pPZP::BAR préclivado com as mesmas
enzimas. O vetor pPZP::BAR contém a sequéncia responsavel por conferir resisténcia a
herbicidas que apresentam como principio ativo glifosinato de amoénio e codifica uma
fosfinotricina acetiltransferase (PAT), servindo de marcador de selecdo de transformantes.
Estes vetores passaram a ser chamados TreaGB, Trea750GB e Trea500GB para os promotores
PTrea de 1.540, 750 e 500 pb respectivamente conforme demonstrado na Figura 4 e Quadro 3.

Nos cassettes para promover a expressdo de yeCherry, o isolamento da regido de
interesse foi realizado por amplificacdo com os primers senso da regido promotora de
interesse e com o primer antisenso GFP-Rfusion (ver Quadro 2) que anela no final do
terminador TrpC. O cassette amplificado foi purificado, tratado com as enzimas de
modificacdo Klenow e T4 DNA polimerase (Fermentas) para entdo ser subclonado em vetor
pPZP::BAR préclivado com Stul, de sitio Unico, e tratado com a enzima SAP (Shrimp
Alkaline Phosphatase, Fermentas).

Estes vetores, apds confirmag¢do por PCR e clivagem, passaram a ser chamados
Trea yeCB (para o fragmento promotor de 1.540 pb) Trea750 yeCB (para 750 pb) e
Trea500_yeCB (500 pb) conforme demonstrado na Figura 5 e Quadro 3.

Os vetores construidos, foram entdo, transformados por eletroporagdo ou
quimiotransformagdo em células de Agrobacterium tumefaciens eletrocompetentes ou

quimiocompetentes e reconfirmados por clivagem da extragdo de DNA plasmidial.

4.9 Agrotransformacao de M. anisopliae

A transformacdo de M. anisopliae mediada por A. tumefaciens foi realizada conforme
descrito anteriormente (STAATS et al., 2007). Basicamente, a linhagem de A. tumefaciens
contendo o vetor binario recombinante gerado foi co-cultivada com M. anisopliae em igual
proporcdo. Utilizou-se acetoseringona (200 uM) para permitir a inducdo dos genes de
viruléncia da bactéria. As linhagens transformantes se caracterizam pela insercao do cassette
de expressdo: gene reporter € do gene de resisténcia a glifosinato de amonio. A inser¢ao
ocorre geralmente em copia Unica em regides aleatérias do DNA do fungo. Apds o periodo do
co-cultivo, adicionou-se sobre este aproximadamente 10 mL de MC (Meio de Cove) acrescido

de 200 pg/mL de glifosinato de amonio seguido de outro periodo de incubacdo em torno de
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10-15 dias a 28 °C. As placas foram observadas diariamente para o aparecimento de
transformantes. Conforme os transformantes surgiam, foram isolados em placas com meio
solido MC mantendo a selecdo com glifosinato de amonio. Atingindo a esporulagdo, os
transformantes passam por triagens através da PCR utilizando-se os primers para

amplificacdo do gene reporter e microscopia de fluorescéncia.

4,10 Triagem e confirmacio da insercao dos cassettes

Para confirmacdo da insercdo dos cassettes nos transformantes gerados, foi realizada
extragdo de DNA de esporos por micro-ondas (item 4.4.) seguido da PCR utilizando os
oligonucleotideos iniciadores que amplificam os genes reporter (GFP e yeCherry).
Transformantes que apresentaram amplificacdo positiva na primeira triagem foram cultivados
em meio MCc para proceder com extracdo de DNA micelial. Apos extracdo, esta foi utilizada
como molde de nova PCR para amplificagdo das mesmas regides previamente utilizadas.
Outra forma de triagem realizada em paralelo a PCR foi a observacdo da fluorescéncia

emitida das hifas e esporos dos transformantes positivos para amplificagao.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Construcdes dos cassettes

O fungo M. anisopliae foi cultivado em MCc liquido a fim de se obter micélio para
extracdo de DNA genémico por método padrdo de fenol e cloroférmio conforme descrito
anteriormente (NAKAZATO et al., 2006). O DNA foi utilizado como molde nas reagdes de
PCR para amplificacdo dos fragmentos promotores. Apds obtencdo dos fragmentos, estes,
foram clonados em vetor pUC18 e confirmados por clivagem com as enzimas de restricdo
EcoRI e Kpnl clivando nas extremidades do fragmento promotor clonado. A estes vetores
pUC18::PTrea foram adicionados, por subclonagem, os fragmentos do gene reporter GFP e
terminador TrpC, também confirmados por clivagem com enzimas especificas, sendo Kpnl na

extremidade inicial de GFP e Xbal na extremidade final de TrpC (Figura 2).
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Figura 2. Modelo esquematico e confirmagéo das construgdes GFP em pUC18. Em azul esta representada a
regido promotora putativa da trealase acida de Metarhizium anisopliae isolada, em verde a regido codante da
proteina verde fluorescente GFP, em cinza a regido de terminagdo TrpC. No esquema sdo demonstrados 0s
comprimentos de cada fragmento. Abaixo da nomenclatura de cada vetor gerado estd seu tamanho em pb
putativo. Em amarelo estd representado vetor pUC18 com 2.686 pb. Sitios para enzimas de restri¢do sdo
indicados no esquema. A) a esquerda, confirmagdo por clivagem enzimética do vetor Trea::GFP:TrpC e a
direita, esquema da construgdo do vetor. B) confirmacfes por clivagem enziméatica dos vetores
Trea500::GFP::TrpC (a esquerda) e Trea750::GFP::TrpC (a direita). C) Esquemas dos construtos TreaG500 e
TreaG750 mostrando os sitios enzimaticos utilizados para a construgdo. Marcador de DNA por tamanho em pb
(DNA Ladder 1kb Plus) é representado como M.
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Trea750::GFP::TrpC
(4.896 pb)

Trea500::GFP::TrpC
(4.646 pb)

Fonte: WEYH, 2014

O gene reporter yeCherry foi amplificado por PCR usando como molde o plasmideo
YAPL. O fragmento amplificado foi clonado em pUC18 objetivando grande quantidade do
mesmo, reisolado e purificado para posterior subclonagem onde substituiu GFP por clivagem

com as enzimas Kpnl e BamHI (Figura 3).

Figura 3. Modelo esquemético e confirmacdo das construgdes yeCherry em pUC18. Em azul esti
representada a regido promotora putativa da trealase &cida de Metarhizium anisopliae isolada, em cinza a regido
de terminagdo TrpC, em vermelho a regido codante da proteina vermelho fluorescente yeCherry. No esquema
sdo demonstrados os comprimentos de cada fragmento. Abaixo da nomenclatura de cada vetor gerado esta seu
tamanho em pb putativo. Em amarelo esta representado vetor pUC18 com 2.686 pb. Sitios para enzimas estao
representados no primeiro esquema. Acima estd esquematizado as construgdes dos vetores, abaixo é
demonstrada a confirmag&o da construcéo por clivagem com o par enzimatico Kpnl e BamHI. Marcador de DNA
por tamanho em pb (DNA Ladder 1kb Plus) é representado como M.
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Apos confirmacdo dos cassettes contendo GFP em pUC18 estes foram removidos
clivando com as enzimas contidas nas extremidades EcoRI e Xbal, purificados e subclonados
em vetor binério, de resisténcia a glifosinato de aménio, pPZP::BAR. Obtida a confirmacao
dos cassettes contendo yeCherry em pUC18, estes foram amplificados por reacdo de PCR,
purificados e subclonados em vetor pPZP::BAR. Para ambas construcées, a confirmacdo da

disposi¢éo correta dos insertos foi obtida por clivagem enzimética (Figuras 4 e 5).

Figura 4. Modelo esquematico e confirmacdo das construgdes GFP::BAR em pPZP. Em azul esta
representada a regido promotora putativa da trealase acida de Metarhizium anisopliae isolada, em cinza a regido
de terminagdo TrpC, em verde a regido codante da GFP, em roxo o gene marcador que confere resisténcia a
glifosinato de aménio e em laranja o promotor constitutivo de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. No
esquema sdo demonstrados os comprimentos de cada fragmento. Abaixo da nomenclatura de cada vetor gerado
estd seu tamanho em pb putativo. Em amarelo esté representado vetor pPZP com 6.806 pb. Sitios para enzimas
utilizados na confirmacéo estdo representados no primeiro esquema. Acima esta esquematizado as construgées
dos vetores, abaixo estd demonstrada a confirmagdo por clivagem com o par enzimético Kpnl e EcoRlI.
Marcador de DNA por tamanho em pb (DNA Ladder 1kb Plus) é representado como M. Circulos vermelhos
mostram amostras positivas com tamanhos de bandas esperadas. Tamanho dos cassettes esta representado a
direita conforme legenda da figura.
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Figura 5. Modelo esquematico e confirmagdo das construcgdes yeCherry::BAR em pPZP. Em azul esta
representada a regido promotora putativa da trealase acida de Metarhizium anisopliae isolada, em cinza a regido
de terminacdo TrpC, em vermelho a regido codante da yeCherry, em roxo o gene marcador que confere
resisténcia a glifosinato de amdnio e em laranja o promotor constitutivo de gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase. No esquema sdo demonstrados os comprimentos de cada fragmento. Abaixo da nomenclatura de
cada vetor gerado esta seu tamanho em pb putativo. Em amarelo, esta representado vetor pPZP com 6.806 pb.
Sitios para enzimas utilizados na confirmacdo estdo representados no primeiro esquema. A) Acima estdo
esquematizadas as costrucdes dos vetores e abaixo estd demonstrada a confirmacdo por clivagem com o par
enzimético Kpnl e EcoRI para os fragmentos promotores de 1.540 e 500 pb. Circulos vermelhos mostram
amostras positivas com tamanhos de bandas esperadas. Tamanho dos cassettes estd representado a direita
conforme legenda da figura. B) Gel da clivagem de confirmacéo da construgdo com o fragmento promotor com
750 pb de comprimento. Marcador de DNA por tamanho em pb (DNA Ladder 1kb Plus) é representado como M.
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5.2 Agrotransformacio de M. anisopliae

Os plasmideos finais obtidos foram utilizados para transformar células competentes de
Agrobacterium tumefaciens (cada plasmideo em um evento de transformacédo). Confirmadas,
as células de A. tumefaciens contendo o vetor foram utilizadas em experimentos de
agrotransformacéo de M. anisopliae.

Para cada agrotransformacédo foram isolados transformantes desenvolvidos em meio
contendo glifosinato de aménio (Tabela 1). Estes possiveis transformantes passaram por
triagem para confirmar a presenca da insercdo do cassette de interesse por PCR (Figura 6),
utilizando-se os primers de amplificagéo da regido codante da GFP ou yeCherry, e observacao
da fluorescéncia por microscopia. O numero de transformantes isolados foi inicialmente
superior a 100 por agrotransformacdo, onde observou-se que destes quase a totalidade (mais
de 50 % do total de transformantes obtidos) apresentava confirmagdo quando passados por
triagem da PCR (Figura 6), isso se deve ao fato de se tratar de uma recombinacdo ectopica no
genoma, 0 que torna a eficiéncia de transformacdo maior quando comparada a recombinacéo

homologa, cuja eficiéncia mostrou ser de aproximadamente 2 % (STAATS, 2007).

Tabela 1 - Relacio de isolados por agrotransformacao.

Nome da Construcéo Construcéo istlfazzs
TreaGB pPZP::BAR::PTrea::GFP 163
Trea750GB pPZP::BAR::PTrea750::GFP 50
Trea500GB pPZP::BAR::PTrea500::GFP 50
Trea_yeCB pPZP::BAR::PTrea::yeCherry 166
Trea750_yeCB pPZP::BAR::PTrea750::yeCherry 50
Trea500_yeCB pPZP::BAR::PTrea500::yeCherry 150
Total 629

Fonte: WEYH, 2014

Inicialmente buscou-se isolar um grande numero de possiveis transformantes, acima
de 100, observadas para as primeiras agrotransformagdes (TreaGB, Trea yeCB e

Trea500 yeCB). Contudo, como obtivemos confirmagdes j4 nos vinte primeiros isolados
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(Figura 6) optou-se por isolar 50 transformantes nas demais agrotransformagoes (Trea750GB,
TreaS00GB e Trea750 yeCB) (Tabela 1).

Os primeiros repiques mantinham a pressdo de sele¢do com glifosinato de amdnia.
Porém, apds confirmacdo da inser¢do no genoma, estes passavam a ser cultivados em MC
sem glifosinato.

Nenhuma alteracao morfolégica foi observada até o momento e os transformantes sao

mantidos a 28°C.

Figura 6. Triagem por PCR da presen¢a do gene reporter nos potenciais transformantes. Foi utilizado
como molde da PCR DNA extraido de esporos em micro-ondas dos transformantes e os primers para
amplificagdo do gene repdrter contido no vetor construido. Como controle positivo tem-se a linhagem E6_GFP+
e como controles negativos a linhagem E6 e auséncia de amostra. Marcador de DNA por tamanho em pb (DNA
Ladder 1kb Plus) é representado como M. A) PCR de amostras da agrotransformacédo do plasmideo TreaGB -
pPZP::BAR::PTrea::GFP.  B) PCR de amostras da agrotransformacdo do plasmideo Trea500 yeCB -
pPZP::BAR::PTrea500::yeCherry. C) PCR de amostras da agrotransformacdo do plasmideo Trea500 yeCB -
pPZP::BAR::PTrea500::yeCherry. D) PCR de amostras da agrotransformacdo do plasmideo Trea750 yeCB -
pPZP::BAR::PTrea750::yeCherry. E) PCR de amostras das agrotransformagdes de todos os plasmideos
pPZP::BAR::yeCherry. 1, 2 e 3 representam respectivamente: pPZP::BAR::PTrea::yeCherry,
pPZP::BAR::PTrea750::yeCherry e pPZP::BAR::PTrea500::yeCherry. GFP* e E6 so utilizados como segundos
controles negativos da reagdo da PCR para yeCherry. F) PCR de amostras das agrotransformagdes de todos os
plasmideos pPZP::BAR::GFP. 1, 2 e 3 representam respectivamente: pPZP::BAR::PTrea::GFP,
pPZP::BAR::PTrea750::GFP e pPZP::BAR::PTrea500::GFP. E6 ¢ utilizado como segundo controle negativo da
reagdo da PCR para GFP. GFP" é utilizado como controle positivo.
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M 20 21 22 23 24 25 32 36 38 42 53 55 57 60 63 GFP E6 Neg

650 pb— < 720pb
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D
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E
M Neg 1 2 3 E6 GFP+
2.000pb —
500 pb — <«— 711pb
(yeCherry)
F
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(GFP)

Fonte: WEYH, 2014

6. CONCLUSOES

Este trabalho possibilitard uma melhor analise da regido promotora do gene da trealase
acida do organismo modelo Metarhizium anisopliae através do isolamento de trés diferentes
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fragmentos da regido, baseados em pré-analises computacionais, no intuito de observar a
regido minima funcional.

Vetores de expressdo tendo por genes reporter as proteinas fluorescentes GFP e
yeCherry para cada fragmento promotor isolado foram obtidos com sucesso, servindo assim,
de ferramentas de estudo tanto da regido promotora como para futuros trabalhos, visto que, as
sequéncias codantes podem ser substituidas por metodologia simples de clivagem.

Para cada molécula construida neste estudo, houve a obtencdo de transformantes
positivos do entomopatdgeno por agrotransformacdo. A triagem realizada mostrou alta
eficiéncia, conforme discutido anteriormente, possibilitando a utilizagcdo dos transformantes
obtidos em estudos qualitativos e quantitativos da regulagcdo do promotor aqui apresentado.
Em testes preliminares, foi observada fluorescéncia em alguns dos transformantes o que
parece confirmar a regulacdo do promotor dependente da fonte de carbono adicionada ao
meio de cultivo (Figura 7). Porém, sdo necessérias observagdes mais precisas, conclusivas e
ensaios de RT-PCR e RT-qPCR para confirmacdo da expressdo regulada dos genes reporter.

Este trabalho mostra ser pioneiro e abre diversas oportunidades de pesquisas
posteriores. Cabe ressaltar que mais estudos sdo necessarios para um melhor entendimento do
mecanismo de regulacdo pelo promotor, e que esta demonstra ser uma ferramenta Gtil para
elucidar questdes envolvendo genes, conhecidos ou ndo, possibilitando melhor controle por
parte do pesquisador de forma faciel, pratica e sem custo elevado.

Até a presente data nenhum vetor de expressdo regulavel foi descrito para M.
anisopliae, logo, com esta ferramenta funcional novas perspectivas de melhoramento genético
deste patdgeno bem como um melhor entendimento do mesmo poderdo ser mais rapidamente

executados.
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Controles Transformante 4 — 1.540::GFP

MaE6 GFP+ Glicose 4% Trealose 4%

1h
2h

5h

Figura 7. Observacdes preliminares de inducdo/repressdo do entomopatdgeno transformado com o
cassette de expressdo TreaGB. Foi realizado um indculo de 10° esporos/ml em placa de Petri com laminulas
submersas em meio MC. Apds 12h adicionou-se glicose 1% e ap6s 24h de cultivo para os controles adicionou-se
1% de glicose, para o teste de repressdo 4% de glicose e para teste de inducdo 4% de trealose. As laminulas
foram observadas ap6s 1h, 2h e 5h p6s inducdo/repressdo. A figura mostra para todas as condi¢des campo claro
(esquerda) e campo escuro (direita). MaE6: linhagem selvagem (controle negativo). GFP+: linhagem de M.
anisopliae contendo o gene reporter GFP sob regulagdo do promotor Tef. (controle positivo).

7. PERSPECTIVAS

Este trabalho ainda possui por perspectivas: i. Analisar os transformantes quanto a
inducdo com trealose e repressao com glicose através da observacdo por ensaios de
fluorescéncia; ii. Realizar ensaios de RT-qPCR na quantificacdo mais precisa da regulacéo
dos diferentes fragmento promotores estudados, através dos genes repdrter; iii. Realizar testes
de bioensaio para verificacdo de possiveis alteragdes quanto a patogenicidade fungica devido
ao inserto, visto que, por se tratar de uma recombinacdo ectopica, pode ocorrer a interrupcao

de genes envolvidos no processo infectivo.
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