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RESULTADOS

1) Confirmacao da construcao de 4 mutantes nulos para o gene chimaA4 :
Dos 11 transformantes analisados por PCR, 4 (T1, T2, T3 e T4)
apresentaram sinal de amplificacao positivo para a presenca do cassette
de delecdo do gene chimaA4 e do cassette de expressao do gene bar
(marca de selecao).

INTRODUCAO

A quitina &€ um dos principais componentes da parede celular de
fungos e do exoesqueleto de artropodes. As quitinases, enzimas que
clivam o polimero de quitina liberando subunidades de N-
acetilglicosamina, estao presentes em organismos que, ou nhecessitam
remodelar a sua propria quitina ou dissolver a quitina exdgena de outros
fungos ou animais [1]. O fungo entomopatogénico Metarhizium

anisopliae € um agente biocontrolador de artropodes praga e tambem um o o sae
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: ¢ ticas e atuam em diferentes etapas do Figura 2. Representacdo esquematica do locus selvagem e mutante do gene chimaA4 . Os
Ior ~ : . primers indicados na figura foram utilizados para confirmar a presenca do cassette de delecao
(8) Ingos € na manutencao do seu ciclo de vida, no do gene chimaA4 (em laranja) e do cassette de expressdo do gene bar (em vermelho). As
_, oo T cifica de cada uma delas ainda é desconhecida. enzimas Ncol e Sacl e a sonda (em verde) foram utilizadas no Southern blot.

Estudos funC|ona|s sS40 necessarios para atribuir a funcdo a cada uma
dessas quitinases durante o ciclo de vida do fungo. Caracterizar a funcao
da quitinase ChiMaA4 pela construcao de mutantes nulos para o gene
chimaA4 elucida a questdao da atuacao dessa enzima no processo de
Infeccao.

2) Confirmacdo dos mutantes por Southern blot: A analise de Southern
blot confirmou trés transformantes positivos (T2, T3 e T4) para delecao
do gene chimaAd4.

1) Confirmar a obtencdo de mutantes nulos para o gene chimaA4
OBJETIVOS

2) Construir a linhagem complementada, utilizando um vetor contendo o
cassette para expressao de chimaA4 e uma segunda marca de selecao
(gene sur).

3) Analisar o fenotipo dos mutantes e complementados construidos,
caracterizando as alteracdes morfologicas e o processo de germinacao,
crescimento de hifas, esporulacédo, formacao de apressorio e formacao de
blastosporos.

Previamente, o cassette de delecdo do gene chimaA4 foi construido por PCR

METODOLOGIA

obtidos indicou 11 potenciais mutantes nulos para o gene de interesse.
1) Confirmacao dos transformantes com delecao do gene chimaA4 por reacao de

PCR: os 11 transformantes foram cultivados em MCc liquido e a extracao de
DNA micelial foi realizada. Uma nova confirmacédo pelo método de PCR foi
realizada, utilizando oligonucleotideos que amplificam (1) 460 pb referentes a
regiao interna do gene chimaA4, (2) 1880 pb referentes ao gene bar e (3) 2880
pb referentes a um fragmento que contem regides dos dois cassettes. Os
transformantes que apresentaram sinal de amplificacdo positivo na reacao 3,
foram posteriormente confirmados em relacao a inser¢cao do gene bar na regiao
Interna do gene chimaA4 .

2) Confirmacdo dos transformantes de pelo método de Southern blot: DNA
gendmico dos transformantes e que apresentaram sinal de amplificacao positivo
para a reacdo 3 e da linhagem selvagem foi digerido com as enzimas de restricao
Sacl e Ncol. A sonda obtida por PCR (800 pb) e clivada com enzima Sacl.
Procedimento foram realizados de acordo com protocolo AlkPhos (Amersham).

3) Construcdo do plasmideo pPZP::Sur::A4+ para obtencdo da linhagem
complementada: o gene chimaA4 foi clonado no vetor pCR2.1TOPO e
subclonado em pPZP::SUR a fim de obter pPZP::SUR::A4+. O vetor obtido foi
transformado em células de Escherichia coli quimiocompetentes e cultivadas
em placas com diferentes concentracoes. Posteriormente, 0 DNA plasmidial foi
extraido e a insercdo foi confirmada por multiplas clivagens com enzimas de
restricao.
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Figura 3. Confirmacao da construcao
de mutantes nulos por Southern blot.

1800pb M. anisopliae E6 foi utilizada como
linhagem selvagem controle e
apresenta banda com tamanho
esperado de 1000 pb. Mutantes nulos
apresentam banda esperada del800

1000pb pb. Os sitios para as enzimas de
restricdo utilizadas (Ncol e Sacl) e a
regido da sonda estdo demonstrados
na Figura 2.

3) Construcao de vetor para obtencdo da linhagem complementada: o
gene chimaA4 contendo suas regides reguladoras endogenas (3300 pb) foi
clonado no vetor pCR2.1TOPO e sera subclonado no vetor pPZP::SUR
para obtencdo de pPZP::SUR::Ad+, o qual apresentara uma segunda
marca de resisténcia (resisténcia a clorimuron-etil).

PERSPECTIVAS

Apos confirmacdes, sera efetuada a agrotransformacédo da linhagem AA4
com o plasmideo pPZP::SUR::A4+, e linhagens complementadas serao
selecionadas. Analises fenotipicas e bioensaios comparando a eficiéncia
da infeccdo das linhagens mutantes, da complementada e do tipo
selvagem serdo realizadas utilizando os hospedeiros artropodes Dysdercus
peruvianus (percevejo manchador-do-algodao) e Rhipicephalus microplus
(carrapato bovino).
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