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Os chlorovirus sdo grandes virus de DNA nucleocitoplasmaticos (NCLDV) que infectam algas da
familia Chlorellaceae. Esses virus possuem genomas complexos que codificam uma diversidade
de enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos, como as glicosil hidrolases da familia
GH18. Neste estudo, investigamos a abundancia e a diversidade de quitinases em genomas de
chlorovirus como potenciais moléculas para controle bioldgico. Para as andlises estruturais, as
sequéncias de aminoacidos obtidas de 128 genomas virais foram analisadas com ProSiteExpasy e
HHPred, e as estruturas 3D foram modeladas com AlphaFold2. Os potenciais sitios de interacao
foram previstos com FTSite e PrankWeb. Os genes dos virus PBCV-1 e FR483 foram clonados
em plasmideos pSUMO e expressos em bactérias BL21, seguidos de purificagdo em coluna de
niquel. Analises de tolerancia a temperatura, pH e curva cinética de Michaelis-Menten (afinidade)
foram realizadas utilizando o substrato 4-metilumbeliferil N-acetil-B-D-glucosaminideo. Os dados
de predi¢do mostraram baixa identidade de aminoécidos dessas enzimas comparadas com genes
conservados, como a topoisomerase II. A presenca de aminoacidos polares conferiu maior
variabilidade entre Alphachlorovirus. Trés dominios GH18 foram clonados e demonstraram
atividade enzimatica. O primeiro dominio do GH18 do PBCV-1 atua como endoquitinase, com
atividade 6tima em pH 7, enquanto o segundo dominio das enzimas do PBCV-1 e do FR483
apresenta atividade exoquitinase em pHs mais baixos. Além disso, esses dominios apresentam
notavel atividade antialgas em Chlorella variabilis NC64A, Chlorella variabilis Syngen e
Micractinium conductrix, com valores de IC50 em escala de nanogramas, sendo altamente
especificas para estas algas. A quitinase foi cristalizada e sua estrutura obtida com 0.92 angstrons
de resolucdo, como a primeira proteina de alta resolucao obtida destes virus. Nossos resultados
mostram que os chlorovirus sdo uma rica fonte de quitinases ativas, com dominios GH18 distintos
apresentando diferentes propriedades enzimaticas, com potencial biotecnoldgico promissor para o
controle de algas.
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