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Estratégias de geracao de mutantes para estudos funcionais em Metarhizium anisopliae:
Construcao de linhagens AKu7o
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O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae é um organismo-modelo para o
estudo das interacoes patdgenos-hospedeiros. A caracterizacao da funcao génica pela
construcao de mutantes nulos é uma das abordagens mais utilizadas para caracterizar a
infeccdo, realizada a partir da interrupcao do locus de interesse via recombinacao
homologa [1]. No entanto, a geracao de mutantes nulos por recombinacao homologa
exibe baixa eficiéncia em fungos filamentosos uma vez que a recombinacao nao
homologa é a principal via de reparo [2]. Entre as proteinas envolvidas neste processo
estao o heterodimero Ku, proteina quinase dependente de DNA e o complexo ligase IV-
Xrce4. Sabe-se que mutantes na via de recombinacao nao homologa aumentam a
frequéncia de recombinacao homologa [3].

O objetivo deste trabalho é construir linhagens mutantes para o gene ku7o a fim de
aumentar a taxa de recombinacio homologa para que, posteriormente, possam ser
construidos com maior eficiéncia mutantes funcionais para genes alvo em M.
anisopliae.
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. Construcao do cassette de delecio do gene kuyo, contendo um cassette de
expressao da marca de resisténcia ao antibidtico nourseotricina (gene nat)
flanqueada por sequéncias homologas as sequéncias adjacentes do locus ku7o.
Clonagem do cassette de delecao AKu70 e obtencao do vetor pPZP::AKu70::nat,
utilizado na transformacao de A. tumefaciens e posterior agrotransformacao de M.
anisopliae.

. Obtencao de 385 transformantes resistentes a nourseotricina, com insercao do
cassette de delecio, selecionados por PCR negativa, amplificando uma regiao
interna do gene ku70, que devera estar ausente caso a recombinacao homologa
tenha ocorrido com eficiéncia.

. Obtencao de seis mutantes com o gene ku70 interrompido, confirmados por

Southern blot.
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Fig. 1 Representacao da hibridizacao entre o DNA da linhagem selvagem e Aku70 digeridos com as enzimas
EcoRV e Ncol e a sonda utilizada no Southern blot.

= N 12 13 T4 15 16

2560 pb —> |

1560 pb —

Fig. 2 Confirmacao dos transformantes por Southern blot. E6=linhagem selvagem de M. anisopliae,
com hibridizacao em 2.560 pb. T1-T6=mutantes com o locus do gene ku70 interrompido, com hibridizacao em
1.560 pb.

«  Auséncia de diferenca fenotipica entre os mutantes AKu70 e a linhagem selvagem
na presenca de estressores abidticos.

(a) CaCls (b) Calcofltior (c)
104 103 102 104 103 102 104 103

Congo Red

—

02
T1
12

13
T4

15
16

&
9
o
o
9
©
O

E6

(d) H20: (e) KCl () NaCl

102 104 103 102 104 103 102

Fig. 3 Toleriancia dos mutantes a estressores abio6ticos. 104, 103 e 102 esporos cultivados a 28 °C
durante 7 dias em Meio de Cove acrescido de 2 % de solucoes de sais, 0,04 % de elementos tracos e
estressores: (a) 0,6 M CaClz2, (b) 50 ug/mL Calcofltor, (¢) 450 ug/mL Congo Red, (d) 40 mM H202, (e) 1 M
KCl, (f) 1 M NaCl. E6 = linhagem selvagem, T1-T6= mutantes com o locus do gene ku70 interrompido.

Aumento na taxa de recombinacao homologa de 1 % na linhagem selvagem para
12,5 - 37,5 % na linhagem AKu7o.

AKu70 T1 17 23,53
AKu70 T2 16 12,5
AKu70 T4 16 37,5
AKu70 T5 12 -
AKu70 T6 16 25

A linhagem AKu70 de M. anisopliae nao reduz sua capacidade de infeccio em
Ulomoides dermestoides quando comparada com a linhagem selvagem em
nenhum dos tempos analisados, mesmo ap6s 15 dias de infeccao.
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A taxa de recombinacao homologa no mutante Aku70 de Metarhizium anisopliae
para a delecao do gene chimaDi aumentou de 1 % na linhagem selvagem para
aproximadamente 40 % na linhagem AKu70, demonstrando a eficiéncia deste
mutante em facilitar a obtencao de mutantes funcionais neste organismo.

« A taxa de crescimento e morfologia das linhagens AKu70 sao similares a da
linhagem selvagem, mesmo em presenca de estressores abioticos.

« A eficiéncia de infeccao em Ulomoides dermestoides nao é afetada.

. Avaliar se os mutantes AKu70 sao mais suscetiveis a mutacoes por exposicao a
mutagénicos, como a radiacao UV.
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