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ANALISE FUNCIONAL DO GENE CHIT 1 DO FUNGO ENTOMOPATOGENICO
215 METARHIZIUM ANISOPLIAE. Marcel Machado Valério, Tatiana Soares Ferreira de Souza,
Marilene Henning Vainstein, Augusto Schrank (orient.) (UFRGS).

Metarhizium anisopliae € um biocontrolador de diversas pragas da agricultura. O fungo infecta seus hospedeiros via
combinacdo de atividades enzimaticas, como proteases, quitinases e lipases; e pressdo mecanica. Em fungos as
quitinases podem participar tanto no crescimento e morfogénese quanto nos processos de aquisi¢do de nutrientes e
patogénese. Varias enzimas com atividade quitinolitica em Metarhizium foram caracterizadas, trés genes (genes
chitl chi2 chi3) foram isolados e parcialmente caracterizados. Visando analisar a fun¢do do gene chitl, este foi
clonado e caracterizado e a sua ORF foi clonada em um vetor para superexpressar a quitinase em M. anisopliae. Em
outra construcdo a ORF chitl foi clonada no sentido inverso para gerar uma construcdo anti-senso.Para a
confirmac&o das construcfes dos transformantes de M. anisopliae E6 foi utilizado PCR com primers que flanqueiam
um dos introns permitindo diferenciar o gene selvagem (472pb) do cDNA (230pb). Para a producéo de quitinases, M.
anisopliae E6 e os transformantes foram cultivados em MC acrescidos com diferentes fontes de carbono: glicose 1%;
quitina cristalina, 1% e cuticula de carrapato Boophilus. microplus 1%, durantes os tempos: 24, 48, 72, 96, 120 e
144h. Ensaios enzimaticos foram realizados para a detecgdo de atividade de quitinase. Para testar as construgdes em
bioensaio, foram utilizadas teledginas de carrapato. O objetivo deste trabalho é determinar a funcdo do gene chitl em
M. anisopliae. As construcdes dos transformantes de M. anisopliae foram confirmadas quanto a presenca do cDNA
(230pb). Resultados parciais mostram um aumento na expressdo da endoquitinase de um transformante em relagédo
ao fungo selvagem. Nao foi observada diferenca do efeito da superexpressdo e do antisenso no processo de infeccéo
no carrapato B. microplus. Serdo verificadas possiveis alteracdes no desenvolvimento, morfologia e producdo de
esporos nos dois transformantes.
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