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Desenvolvimento de ferramentas para o estudo do fungo entomopatogénico Metarhizium
anisopliae — Augusto B. Penteriche; Orientador Augusto Schrank — Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS)

Metarhizium anisopliae € um fungo entomopatogénico que infecta uma vasta gama de
hospedeiros artrépodes. Diversos dos hospedeiros suscetiveis possuem importancia social e
econbmica, como pragas de lavoura e vetores de doengas animais e humanas. A infeccdo por
M. anisopliae se inicia com a adesdo de esporos a cuticula do hospedeiro, seguido da
germinacdo destes em tubos germinativos, e posterior diferenciacdo destes tubos em uma
estrutura especializada denominada apressorio, a qual realiza a secrecdo de enzimas
hidroliticas e exerce pressdo mecéanica a fim de romper a cuticula do artropode, ocasionando a
infeccdo. Notavelmente, esporos de M. anisopliae compde mais de um terco das formulagdes
de pesticidas biologicos disponiveis comercialmente. No entanto, sua eficicia ainda esta
muito aquém da de pesticidas quimicos, amplamente usados e de impacto conhecido para a
salde e o meio ambiente. Assim, o presente trabalho tem o objetivo de melhorar as
ferramentas moleculares disponiveis para o estudo de M. anisopliae. Para tanto, buscou-se
primariamente a padronizacdo do sistema expressdo da proteina fluorescente TURBOFP635
(Katushka) em M. anisopliae, a fim de utiliz&-la como gene-reporter. Esta proteina tem se
mostrado eficiente para ensaios in vivo, uma vez que ela emite fluorescéncia em
comprimentos de onda capazes de ultrapassar o comprimento de absor¢do da maioria dos
tecidos vivos. Assim, 0s vetores necessarios foram construidos utilizando o método de Hot
Fusion. Todas as construcdes necessarias foram clonadas no vetor binario pPZP201BK para
transformacdo em M. anisopliae utilizando o método de ATMT (A. tumefaciens mediated
transformation). Em um primeiro momento, a fim de verificar se a proteina fluorescente
funcionaria em M. anisopliae, foi construido um cassette de expressdo contendo o gene
Katushka sob controle da regido promotora da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de
Aspergillus nidulans; Esta regido tem sido utilizada em diversos trabalhos, tendo se mostrado
uma 6tima regido promotora para expressao constitutiva em fungos do género Metarhizium.
Os resultados indicaram que a proteina é funcional, tendo sido isoladas diversas linhagens
transformantes de M. anisopliae que apresentaram a fluorescéncia tipica deste gene-reporter.
Na segunda etapa do trabalho, regides de 1000, 750 e 500 pares de base (pb) a montante do
gene da gamma-actina de M. anisopliae (1); regiGes de 1000, 750 e 500 pb a montante do
gene da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de M. anisopliae (2); regiGes de 1000, 750 e
500 pb a montante do gene trpl de M. anisopliae (3) e regides de 500 e 310 pb a montante do
gene da beta-tubulina de M. anisopliae (4) foram clonadas a montante do gene Katushka.
Estas regides promotoras putativas regulam a expressdo de genes housekeeping em M.
anisopliae, e a sua caracterizacdo resultard, putativamente, em sequéncias regulatorias com
expressao constante em diversas condicGes e tipos celulares do fungo. As transformacdes de
M. anisopliae com estas construgdes, bem como ensaios fenotipicos das linhagens
transformantes ainda estdo em andamento.



