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O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae é considerado modelo para estudos das
interagBes entre patdgenos e seus hospedeiros devido a sua alta capacidade de infectar
diferentes artropodes. 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 estdo as quitinases. As quitinases ndo atuam somente em processos nutricionais, mas
também apresentam funcdes morfogénicas e autoliticas, atuando em diferentes etapas do
desenvolvimento do fungo e na manutencdo do seu ciclo de vida. Estas enzimas s&o
caracterizadas pela presenca do dominio de glicosil hidrolase 18 (GH18). Atribuir a funcéo
dessas quitinases em cada um desses processos € um dos objetivos de estudo em fungos
entomopatogénicos. Uma anélise genémica realizada em nosso laboratorio, na linhagem E6
de M. anisopliae, identificou vinte e quatro 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. As quitinases do subgrupo D s&o as que mais diferem em relacgdo as vinte e
quatro. Estudos de genes ortologos a esses em outros fungos mostraram que, mesmo
possuindo o dominio GH18 que caracteriza as quitinases, sua funcéo é diferente das outras,
ndo atuando diretamente na hidrélise de quitina, e sim na maturacdo de glicoproteinas.
Considerando que a funcdo dos genes do subgrupo D em M. anisopliae ainda é desconhecida,
0 presente estudo visa avaliar, através da construcdo de mutantes funcionais, a funcdo das
quitinases do subgrupo D e a conservacdo destes genes em outras linhagens do fungo. Foram
utilizadas amostras de DNA de 23 linhagens de M. anisopliae para avaliar, pela técnica de
PCR, a presenca de cada um dos quatro genes do subgrupo D descritos no genoma da
linhagem E6 nestas linhagens. Os resultados mostraram que 0s genes chimaD1 e chimaD2
estdo presentes em todas as linhagens, enquanto o gene chimaD3 estd ausente em alguns
isolados e a analise de chimaD4 ainda esta em andamento. Utilizando a metodologia de PCR
de sobreposicao (overlapping) foi realizada a construgéo do cassette de delecdo para os quatro
genes, sendo amplificadas e fusionadas as regides flanqueadoras de cada gene com a marca de
resisténcia para glifosinato de amonia, o gene bar. Esses cassettes foram entdo clonados no
vetor pCR2.1-TOPO (TOPO® TA Cloning® Kit, Invitrogen). Posteriormente seré utilizada a
metodologia de Agrotransformacéo para a producdo dos mutantes nulos a partir da insercao
desses cassettes no genoma do fungo. Também serad realizada a analise do fendtipo dos
fungos transformantes, a fim de avaliar possiveis altera¢cGes na morfologia e viruléncia de M.
anisopliae, as quais permitirdo a caracterizacao da funcao das quitinases do subgrupo D neste
fungo.



