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INTRODUSAO

Metarhizium anisopliae € um dos modelos mais bem estudados de fungo
entomopatogénico. A propriedade do fungo que mais se busca compreender € 0
mecanismo de infeccao que ocorre pela penetracao direta deste na carapaca do
hospedeiro composta por quitina. A quitina € o principal componente estrutural da
cuticula dos artropodes, a qual fornece uma protecédo contra agentes infectivos.
Ela também esta presente como um componente majoritario na parede celular
dos fungos. Sabe-se que este processo de infeccao envolve a combinacao de
varios fatores, dentre eles a secrecao de enzimas hidroliticas, como as quitinases
as quais atuam na dissolucéo do exoesqueleto quitinoso do hospedeiro. Analises
de genomas mostram que entre 10 e 35 genes de quitinases estao presentes em
fungos filamentosos e uma andalise in silico do genoma da linhagem E6 de M.
anisopliae identificou 24 genes que provavelmente codificam para quitinases.
Apesar do numero de quitinases ja isoladas ou descritas em fungos
leveduriformes e filamentosos ser amplo, estudos envolvendo a descricao exata
da funcao dessas quitinases ainda sao escassos. Estudos anteriores do grupo
mostraram que a quitinase ChiMaA4 do subgrupo A de M. anisopliae EG6
apresenta niveis de transcritos similares em diferentes tipos celulares e sob
diferentes meios de cultivo. Nosso objetivo € determinar a funcao desta quitinase
do fungo entomopatogénico M. anisopliae através da construcao de mutantes
nulos e sua posterior caracterizacdo das alteracdes fenotipicas resultantes dessa
delecao, utilizando como metodologia a geracdo de mutantes por Agrobacterium
tumefaciens.

METODOLOGIA

Construcao do
cassette de delecao
de chimaA4 por

Manipulacao do
DNA dos
transformantes

Selecao dos
transformantes
PCR de fusao [1]

Clonagem do
cassette de delecao
AchiMaA4 no vetor

pPZP201bk

Agrotransiormacao
deVietarhizium
ghisopliaei 2]

Confirmacgoes por
clivagens e por
PCRs

lranstormacaoem
Agrobacterium
tumejaciens

RESULTADOS
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Amplificacdo das regides 5’, 3’ do gene chimaa4 em 1.000 pb e do cassette para expressao do
gene de resisténcia bar em 1.880 pb. M- marcador 1Kb Plus DNA Ladder, CN — controle
negativo, 5’, 3’ e bar — regides de interesse amplificadas.

v  Amplificacdo do cassette de delecdo do gene chiMaA4 (3° round).
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Amplificacdo das regides 5’ e 3’ fusionadas ao cassette de expresséo de bar utilizando os primers
Nested. M- marcador 1Kb Plus DNA Ladder, CN — controle negativo, 1 — regidoes de interesse
amplificadas.

* Representacao esquematica da construcao do plasmideo
pPZP::AchiMaA4::bar.
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v Confirmacéo da clonagem e orientacao do cassette de delecéao
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A) Clivagem com as enzimas de restricdo Pstl e Hindlll. M= marcador 1kb plus DNA ladder; 1=
amostra de DNA plasmidial com liberacdo do cassette de delecao (3.880 pb) e do vetor
pPZP201BK (6.794pb). B) Perfil da clivagem do pPZP::AchimaA4::bar com as enzimas de restricao
BamHI e Sacl. 7, 8, 9, 10, 11, 12, e 13= amostras de DNA plasmidial com o cassette clivadas. C)
Confirmacgao por PCR da construcédo. C= cassette de delecdo AchimaA4.
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v Agrotransformacao de M. anisopliae e selecdo dos 300 transformantes
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A) Isolamento das hifas dos possiveis transformantes em meio contendo glifosinato de amaonio.
B) Crescimento de um isolado.

v Selecao dos transformantes com insercao do cassette de delecéao

por PCR negativo 94-100
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Representacao de apenas 7 transformantes. M= marcador 1 Kb plus DNA ladder; CP= controle
positivo (DNA da linhagem E6 de M. anisopliae) com 200 pb; CN= controle negativo; (94-100)=
transformantes testados pela PCR com os primers chiA4gPCR_F1 e chiA4gPCR_R1; (-)= auséncia da
amplificacao de 200 pb (possivel recombinacdo homologa).

PERSPECTIVAS

« Confirmar, pela metodologia de Southern blot, a auséncia da regiao codificante
do gene chimaA4 (recombinacdo homodloga) apos a selecao dos transformantes
pela PCR negativa.

« Analisar o padrao de transcricao dos mutantes do gene chimaA4 por RT-PCR,
utilizando a linhagem E6 como controle positivo.

* Realizar andlises fenotipicas nos mutantes em condicOes de inducao e
repressdao do sistema quitinolitico, bem como analisar 0s processos de
germinacéo, crescimento de hifas, esporulacdo, formacédo de apressorio e
formacéo de blastosporo.

* Analisar os mutantes através de bioensaios quanto a sua capacidade de
infeccao em hospedeiros artropodes como o percevejo manchador do algodao
Dysdercus peruvianus e com o carrapato Rhipicephalus microplus.
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