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RESUMO

Metarhizium anisopliae é um fungo entomopatogénico biocontrolador de amplo
aspectro. Na etapa infectiva em que atinge a hemolinfa do hospedeiro, a principal
fonte nutricional encontrada é trealose. Para utiliza-la o fungo, secreta uma trealase
acida. Esta enzima (EC. 3.2.1.28) cliva o dissacarideo em subunidades de glicose.
Existem poucos relatos sobre os elementos de regulacdo no promotor deste gene,
mas sugere-se que deve haver elementos de repressdo catabdlica por glicose e
elementos responsivos a trealose. Com base nisso, nosso objetivo é caracterizar a
regido promotora do gene trealase &cida de M. anisopliae. Para isso, as proteinas
reporter GFP e yeCherry foram fusionadas a jusante de trés fragmentos promotores de
diferentes tamanhos, a fim de se obter a menor regido funcional promotora. O
isolamento deste promotor funcional seré utilizado na constru¢cdo de vetores para a
expressdo induzivel de genes alvo.
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INTRODUCAO

M. anisopliae é considerado modelo de estudo das interacdes patdgeno-hospedeiro
e é amplamente utilizado como agente biocontrolador de pragas.' Este fungo
apresenta fatores de viruléncia na etapa infectiva, dentre os quais estdo iniUmeras
hidrolases secretadas. Quando em infeccdo de hospedeiro suscetivel, para nutrir-se
dos nutrientes encontrados na hemolinfa, uma importante hidrolase é secretada em
grandes quantidades, a trealase &cida, tratando-se de uma adaptacdo do fungo em
relacdo ao hospedeiro visto que o aclcar mais abundante (90%) na hemolinfa é a
trealose.”®

A trealose é um dissacarideo formado por dois residuos de alfa glicose ndo redutor,
um carboidrato encontrado em varios organismos, incluindo bactérias, fungos, plantas,
insetos e alguns invertebrados.*

Ha poucos estudos relativos a regido promotora do gene da trealase acida de M.
anisopliae. Sugere-se que deve haver elementos de repressao catabdlica por glicose
bem como elementos responsivos a trealose.?® Com base nos dados apresentados até
0 presente momento, este trabalho objetivou caracterizar a regido promotora do gene
da trealase &acida de M. anisopliae, através da utilizagdo de proteinas fluorescentes
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fusionadas a diferentes tamanhos deste promotor para permitir a sua
utilizacdo na elaboracéo de vetores regulaveis por fonte de carbono.

MATERIAL E METODOS

Microrganismos e condigdes de crescimento: A linhagem E6 do fungo
filamentoso Metarhizium anisopliae, utilizada neste trabalho, foi mantida em Meio de
Cove completo (MCc) solido a 28°C até completa esporulacdo. A suspensdo de
esporos foi obtida por coleta dos esporos das placas com solucdo tween 0,001% e
1x10° esporos/mL foram inoculados em MCc liquido a fim de obter micélio e proceder
com extracdo de DNA. A extracdo de DNA foi realizada com tamp&o de lise e método
de fenol/cloroférmio conforme descrito anteriormente.® Para os experimentos de
clonagem utilizou-se E. coli linhagem TG2 e linhagem DH5a mantidas em LB sélido a
37°C.

Isolamento da regido promotora: Apds crescimento do fungo em meio MCc
liguido o DNA fangico foi extraido a partir do micélio e utilizado como molde para o
isolamento da regido de interesse em uma reacdo de PCR. Para isolar diferentes
fragmentos da regido promotora putativa do gene da trealase acida, trés primers
diretos e um reverso foram desenhados. Para fins de uso posterior em clonagem,
estes primers possuem sitios para as enzimas de restricdo Kpnl e EcoRIl em suas
extremidades (sublinhado). As reactes de PCR foram realizadas utilizando Taqg DNA
polimerase de alta afinidade (Invitrogen). Optou-se por isolar trés tamanhos de
fragmentos promotores, objetivando identificar a menor sequéncia promotora
responsavel pela expressédo do gene, com tamanhos de 1.540 pb, 750 pb e 500 pb.
Para a regido de 1.540 pb utilizou-se o primer forward PTreaFor %5
GAATTCTGCGCCATACCGAGAGCTGC 3, para o fragmento de 750 pb o primer
utilizado foi PTrea750For 5 GAATTCCGGTTGGCGATAAGAGA 3 e para a
amplificacdo da regido de 500 pb usou-se o primer PTrea500For &’
GAATTCCCAGCACAGCTTGTTGAG 3'. Para as trés reacbes de amplificacdo o
primer reverso foi o PTreaRev 5° GGTACCGTTGCGAGTCCCGGGCTCGA 3. Estes
primers amplificam uma sequéncia a montante da regiéo codificante da trealase acida
(Atm1) conforme esquematizado."*

Figura 1. Representacdo esquematica da regido promotora putativa da trealase
acida de Metarhizium anisopliae e a estratégia para sua caracterizacao.
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Construcdo dos cassettes: Neste estudo, optou-se por manter como genes
reporter dos constructos a regido codificante da proteina fluorescente verde (GFP) e
da proteina vermelho fluorescente (yeCherry), esta ultima devido a sua melhor
estabilidade. Todos vetores foram construidos por sucessivas subclonagens de
fragmentos isolados por clivagens ou amplicons de PCR. Os vetores elaborados e
sitios enzimaticos utilizados sdo demonstrados no esquema abaixo."?

O vetor pPZP::BAR utilizado contém a sequéncia responsavel por conferir
resisténcia a herbicidas que apresentam principio ativo ao glufosinato de amoénio e
codifica uma fosfinotricina acetiltransferase (PAT), servindo de marcador de selecdo
de transformantes. A agrotransformacdo de M. anisopliae, foi realizada segundo
protocolo estabelecido no laboratério anteriormente.” A triagem dos transformantes
estd sendo feita por PCR com primers que amplificam o gene reporter, e por
observacao da fluorescéncia por microscopia.

Figura 2. Diagrama esquematico da elaboracdo dos vetores contendo diferentes
tamanhos para o promotor da trealase acida (azul) fusionados a GFP (verde) ou
yeCherry (vermelho).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtidos os fragmentos promotores por PCR, estes, foram clonados em vetor
pUC18 e confirmados por clivagem com as enzimas de restricAo EcoRI e Kpnl
clivando nas extremidades do fragmento promotor clonado. A estes vetores
pUC18::PTrea foram adicionados, por subclonagem, os fragmentos do gene reporter -
GFP - e terminador - TrpC - também confirmados por clivagem com enzimas
especificas, sendo Kpnl na extremidade inicial de GFP e Xbal na extremidade final de
TrpC.

O gene reporter yeCherry foi amplificado por PCR e posteriormente subclonado
substituindo GFP através de clivagem com as enzimas Kpnl e BamHI.

Apbs confirmacéo, dos cassettes contendo GFP em pUC18 estes foram removidos
clivando com as enzimas contidas nas extremidades EcoRI e Xbal, purificados e
subclonados no vetor binério, de resisténcia a glifosinato de amonio, pPZP::BAR.
Depois da confirmacdo dos cassettes contendo yeCherry em pUC18, estes, foram
amplificados por reagdo de PCR, purificados e subclonados em vetor pPZP::BAR.
Para ambas construgfes, a confirmacéo da disposicéo correta dos insertos foi obtida
por clivagem enzimatica.

Os plasmideos pPZP::BAR::PTrea::GFP e pPZP::BAR::PTrea::yeCherry contendo
trés diferentes tamanhos de promotor foram utilizados para transformar células
competentes de Agrobacterium tumefaciens. Obtidas as confirmagdes, as células de
A. tumefaciens contendo os vetores acima descritos estdo sendo utilizados em
experimentos de agrotransformacao de M. anisopliae.

Obteve-se transformantes desenvolvidos em meio contendo glifosinato de aménio,
estes possiveis transformantes estdo sendo analisados para confirmar a presenca da
insercdo do cassette de interesse por PCR, utilizando-se os primers que amplificam a
regido codante do gene repérter GFP ou yeCherry, além da observacdo da
fluorescéncia por microscopia em meio com indugéo por trealose.

CONCLUSOES

Foram construidos seis vetores contendo a regido promotora do gene da trealase
acida fusionados a GFP ou yeCherry, os quais estédo sendo utilizados para transformar
M. anisopliae utilizando A. tumefaciens. Este trabalho ainda tem por perspectivas: (l)
realizar a agrotransformacdo para o plasmideo pPZP::BAR::PTrea750::yeCherry; ()
analisar a fluorescéncia de GFP e yeCherry em cultivos com os fungos transormados
em meio indutor com trealose e repressor com glicose por microscopia; (lll) realizar
estudos de bioensaios.
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