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Introducao

O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae é considerado
modelo para estudos das interacoes entre patdogenos e seus hospedeiros
devido a sua alta capacidade de infectar diferentes artropodes [3]. Para
Infectar seus hospedeiros M. anisopliae deve primeiramente romper a
cuticula do inseto, composta majoritariamente por quitina, um
componente comum a insetos e fungos. Para romper a cuticula, o fungo
produz diversas enzimas hidroliticas, dentre as quais estao as quitinases
[3]. As quitinases nao atuam somente em processos nutricionais, mas
também apresentam funcbes morfogénicas e autoliticas, atuando em
diferentes etapas do desenvolvimento do fungo e na manutencao do seu
ciclo de vida [4][7]. Estas enzimas s&o caracterizadas pela presenca do
dominio de glicosil hidrolase 18 (GH18) [4]. Atribuir a funcdo dessas
quitinases em cada um desses processos € um dos objetivos de estudo
em fungos entomopatogénicos [3]. Uma analise genOmica realizada em
nosso laboratorio, na linhagem E6 de M. anisopliae, identificou vinte e
guatro quitinases que foram categorizadas em quatro subgrupos, sendo
nove pertencentes ao subgrupo A, sete ao B, quatro ao C e quatro a um
novo subgrupo D [2]. As quitinases do subgrupo D (chimaD1, chimaD?2,
chimaD3 e chimaD4) sao as que mais diferem em relacao as vinte e
guatro. Estudos de genes ortdlogos a esses em outros fungos mostraram
gue, mesmo possuindo o dominio GH18 que caracteriza as quitinases,
sua funcao € diferente das outras, ndo atuando diretamente na hidrolise
de quitina, tendo sua funcao ligada a modificacoes e degradacao de
glicoproteinas [1][5][6]. Considerando que a funcao dos genes do
subgrupo D em M. anisopliae ainda € desconhecida, o presente estudo
visa avaliar, através da construcdo de mutantes funcionais, a funcéao das
quitinases do subgrupo D. Outro objetivo é avaliar a conservacao destes
genes em outros 23 isolados do fungo.

Resultados e Conclusdo

Para a construcao dos cassettes de delecao dos genes do subgrupo
D foram amplificadas regioes de 1.000 pb que flanqgueiam os respectivos
genes. Utllizado a metodologia de PCR de sobreposicao foram
fusionadas as regioes flanqueadoras 5° e 3’ com 0 cassette de resisténcia
a Glifosinato de amonio, o gene bar. Estas construcoes foram
posteriormente clonadas no vetor pCR2.1-TOPO e subsequentemente
clonadas no vetor pPZP201BK. Por essa metodologia os cassettes para
0s 4 genes foram corretamente clonados no vetor pCR2.1-TOPO e os
cassettes para os genes chimaD1 e chimaD3 foram clonados no vetor
pPZP201BK. O vetor pPZP201BKAchimaD1 foi usado para a obtencao
de mutantes funcionais AchimaD1 através da transformacao mediada por
Agrobacterium tumefaciens, sendo selecionados 148 coldnias resistentes
a Glifosinato de amoOnio. A analise dos mutantes estd em andamento,
sendo identificados a partir de uma primeira analise 8 mutantes
funcionais com correta recombinacao homologa, porém esses resultados
devem ser confirmados.

A analise da presenca dos genes em outras linhagens mostrou que 0s
genes chimaDl e chimaD2 estao presentes em todas o0s isolados
analisados, existindo uma provavel pressido seletiva para sua
manutencao. O gene chimaD3 estad ausente em alguns isolados, o que
nos leva a questionar quais vantagens e desvantagens a presenca ou
auséncia desse gene teria no ciclo de vida do fungo. Os experimentos
para verificacao da presenca do gene chimaD4 ainda estao em
andamento. Quando comparado estes dados com estudos semelhantes
realizados para as outras quitinases de M. anisopliae, o subgrupo D
apresenta a maior conservacao. Embora nao seja possivel afirmar que a
auséncia do gene nesse experimento implique na auséncia do ortologo,
visto que o0s primers utilizados no trabalho foram embasados em uma
linhagem especifica, o trabalho identificou linhagens com um caminho
evolutivo diferente do modelo E6, demonstrando assim a diversidade
dessa familia génica no fungo. Tais resultados, quando confirmados,
serao de grande utilidade na caracterizacao desses genes.

Perspectivas

* Identificacdo dos mutantes funcionais com correta recombinacao
homologa oriundos da transformacao do vetor pPZP201BKchimaD1.

e Terminar a construcao e transformar os vetores portando 0s cassettes
AchimaD2, AchimaD3 e AchimaD1.

*Analise dos mutantes e caracterizacdo dos genes chimaD1, chimaD2,
chimaD3 e chimaDA4.
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Fig.1. pCR2.1-TOPOAchimaD4 e pPZP201BKchimaD1l dois dos vetores
construidos neste trabalho.
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