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Estudo Funcional da Quitinase ChiMaA4 do fungo entomopatogénico Metarhizium
anisopliae
Eliara Assis Mauzolf, Augusto Schrank - Universidade Federal do Rio Grande do Sul

A quitina é um dos principais componentes da parede celular de fungos e do exoesqueleto de
artrépodes. As quitinases, enzimas que clivam o polimero de quitina liberando subunidades de
N-acetilglicosamina, estdo presentes em organismos que, ou necessitam remodelar a sua
prépria quitina ou dissolver a quitina exdgena (de outros fungos ou animais). O fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae € um agente biocontrolador de artropodes praga e
também um modelo para o estudo dessas interagdes entre patdgenos e hospedeiros, pois
apresenta a capacidade de penetrar ativamente pelo exoesqueleto rico em quitina dos seus
diversos hospedeiros. Em uma andlise do genoma de M. anisopliae foi possivel detectar a
presenca de 24 genes que codificam quitinases. Essas enzimas apresentam fungdes
morfogénicas, nutricionais e autoliticas e atuam em diferentes etapas do desenvolvimento do
fungo e na manutengdo do seu ciclo de vida, no entanto, a fungdo especifica de cada uma
delas ainda é desconhecida. Portanto, estudos funcionais sdo necessarios para atribuir a
funcdo a cada uma dessas quitinases durante o ciclo de vida do fungo. Este trabalho tem por
objetivo caracterizar a funcdo da quitinase ChiMaA4 pela constru¢do de mutantes nulos para
0 gene chimaA4, pela analise das alteracdes fenotipicas resultantes da delecdo desse gene e
pela avaliacdo da capacidade de infeccdo do mutante em hospedeiros artropodes.
Previamente, o cassette de delecdo do gene chimaA4 foi construido originando o vetor
pPZP::AA4::BAR, o qual foi utilizado para agrotransformacéo de M. anisopliae. A selecéo
por PCR dos transformantes obtidos indicou 11 transformantes com delecdo do gene
chimaA4. Esses foram cultivados em MCc liquido e a extracdo de DNA foi realizada. Apos
analise por Southern blot. foram confirmados 3 mutantes nulos. ApOs a obtencdo dos
mutantes AchimaA4, foi efetuada a construcdo do plasmideo pPZP::Sur::A4+ para obtencédo
da linhagem complementada. O gene chimaA4 foi clonado no vetor pCR2.1TOPO e
subclonado em pPZP::SUR a fim de obter pPZP::SUR::A4+. Apss confirmagdes, sera
efetuada a agrotransformacdo da linhagem AA4 com o plasmideo pPZP::SUR::Ad+, e
linhagens complementadas serdo selecionadas. Analises fenotipicas e bioensaios comparando
a eficiéncia da infeccdo das linhagens mutantes, da complementada e do tipo selvagem serao
realizadas utilizando os hospedeiros artropodes Dysdercus peruvianus (percevejo manchador
do algodao) e Rhipicephalus microplus (carrapato bovino).
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