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Avaliacdo dos padrdes de metilacdo no DNA do fungo entomopatogénico Metarhizium
anisopliae em condic¢des de infeccdo mimetizada - Augusto B. Penteriche; Orientador
Augusto Schrank — Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

Metarhizium anisopliae € um fungo entomopatogénico com grande espectro de hospedeiros
artrépodes. Diversos hospedeiros suscetiveis & infeccdo possuem importancia social e
econémica, como pragas de lavoura e vetores de doengas animais e humanas. A infeccéo por
M. anisopliae tem inicio com a ades&o de esporos a cuticula do hospedeiro, seguindo pela
germinacdo dos esporos em tubos germinativos, e a diferenciacdo destes em uma estrutura
especializada denominada apressorio, essencial para a penetracdo da cuticula do hospedeiro
artropode por meio da secrecdo de diversas enzimas que atuam sinergicamente. Durante todo
o ciclo de penetracéo e infecgdo de M. anisopliae, diversas mudancas no padrdo de expresséo
génica do fungo ocorrem. Esta plenamente documentado que a metilacdo de citosinas no
DNA é um importante mecanismo de regulacdo da expressao génica em diversos organismos
eucaridticos. A adicdo do grupamento metil a citosinas em regides promotoras pode silenciar
a transcrig@o do gene correspondente por bloqueio espacial da ligacao de fatores de
transcricdo. Além disso, moléculas de DNA metiladas podem induzir o recrutamento de
proteinas de remodelacdo da cromatina, compactando o locus e silenciando o(s) gene(s)
correspondente(s). No entanto, o impacto e a importancia da metilacdo génica em fungos
filamentosos ainda s&o pouco explorados. Assim, o presente trabalho visa explorar os padroes
de metilacdo génica de M. anisopliae. Para tanto, duas condicdes foram escolhidas: M.
anisopliae cultivado em meio rico (MCc, condigéo controle) liquido por 48 horas (h) e em
meio solido, por 48 h, contendo cuticulas do carrapato-de-boi (Rhipicephalus microplus)
como unica fonte de carbono (condicdo que mimetiza a infec¢do). Resultados prévios
indicaram que 96 genes apresentam um padrao de metilacdo diferencial nas condicdes de
infeccdo mimetizada quando comparado ao meio rico, estando mais metilados na condigéo
testada. Desses, foram escolhidos 5 genes com provavel importancia para o processo de
infeccdo de M. anisopliae para serem analisados e 0s resultados confirmados por métodos
complementares. Estes genes compreendem dois backbone genes envolvidos na biossintese
de metabolitos secundarios (destruxina, xenolozoyenona-like), uma quitina sintase, uma
endoglucanase e uma proteina colageno-like. Além disso, buscou-se avaliar o padrdo de
expressao de duas metil-transferases encontradas no genoma de M. anisopliae. Para tal, 0
fungo foi cultivado em quatro condi¢es diferentes: meio rico (MCc), cuticulas de carrapato
em meio s6lido, cuticulas de carrapato em meio liquido e cuticulas de carrapato em meio
liquido contendo o inibidor de metilagdo 5-azacitina, por 24 h, 48 h e 72 h. Destas amostras
foram extraidos RNA (para gPCR) e DNA (para BS-PCR). A metilacéo de genes que
codificam fatores de viruléncia nas condigdes de infeccdo mimetizada é surpreendente, visto
que estes resultados podem indicar a utilizacdo deste mecanismo de controle da expressdo
génica como uma forma de silenciar fatores de viruléncia dispendiosos quando sua expressao
nédo é mais requerida. Os resultados provenientes dos experimentos de gPCR e BS-PCR estédo
em andamento.



