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RESUMO
PEREIRA, Monalessa Fabia. Universidade Federal dgosd, fevereiro de 2011Estudo

funcional do gene que codifica um transportador deanembrana MFS em Colletotrichum
lindemuthianum. Orientadora: Denise Mara Soares Bazzolli. Coordonees: Elza Fernandes de
Araujo e Marisa Vieira de Queiroz.

O fungoColletotrichum lindemuthianur@ o agente causal da antracnose do feijoeiro comum
Este fungo, assim como outros fungos fitopatogestdo constantemente expostos a uma grande
variedade de compostos toxicos provenientes das/éontes, o que torna imprescindivel para estes
o desenvolvimento de mecanismos de protecdo cestes produtos. Uma dessas estratégias esta
relacionada com a presenca de proteinas transpaatade membrana, como as pertencentes a
Principal Superfamilia Facilitadora (MFS), que poddornecer aos fungos protecdo contra
compostos toxicos evitando ou minimizando a a¢&tedesendo em sua maioria essenciais para a
manuten¢do da viabilidade celular. Este traballve momo objetivo inativar o genafsl que
codifica para um transportador de membrana da iMiFS e investigar as alteracdes fenotipicas
ocasionadas em um mutar@e lindemuthianumsolado LV49 (raca 89) para este gene. Para a
obtencdo do mutante foi necessério confirmar qgeremfsl encontrava-se presente em copia
Unica no genoma d€. lindemuthianumO genemfsl pode estar organizado em um conjunto de
genes com funcdes relacionadas, uma vez que deansi regido 3’ deste foi identificada uma
segunda janela aberta de leitura correspondentmaa proteina da superfamilia de fatores de
transcricdo contendo o dominio2Bys;, identificado comalftl. A analise do promotor do gene
mfsl revelou um putativeis elemento de reconhecimento por proteinas destiidamque sugere
gue esta proteina possa estar relacionada a ragutkc expressdo defsl. A técnica deSplit-
Marker mostrou-se eficiente na inativacdo do gerfel de C. lindemuthianumpossibilitando o
estudo da fungcdo do gendsl, em um mutante com integracdo especifica e theréentegracdes
ectopicas. O mutantemfsl ndo mostrou diferencas no perfil de sensibilidadeogas comumente
empregadas no controle da antracnose e em relagé@bogenicidade, o mutante induziu mais
precocemente os sintomas em folhas de feijoeirceptisel, evidenciando uma situacao de
estresse decorrente da auséncia do produto gé&mcobservado também que o genfsl exerce
um papel primordial na manutencéo da viabilidadril@e de C. lindemuthianum fato este
confirmado pela conidiacdo alterada e pela confifmade que este gene codifica para um
transportador de membrana especifico no transperteexoses, especificamente glicose, manose e
frutose, uma vez que o mutamtenfsl mostrou crescimento reduzido quando cultivadonegios
contendo apenas glicose, manose e frutose comesfate carbono. A andlise filogenética da

proteina Mfsl associada aos outros resultados azbtids sugere que este transportador é um

iX



membro da familia SP, e que as proteinas MFS detéamente relacionadas com o tipo de
substancia que € transportada. Estudos de natlrégi@a sobre transportadores MFS séo
importantes para ampliar os conhecimentos sobr@s gstoteinas e a viabilidade celular em

C. lindemuthianum.



ABSTRACT
PEREIRA, Monalessa Fabia. Universidade Federal igesd, February, 201Eunctional

study of a gene that encodes a MFS membrane trangper in Colletotrichum
lindemuthianum. Adviser: Denise Mara Soares Bazzoli. Co-advis&iga Fernandes de
Araujo and Marisa Vieira de Queiroz.

Colletotrichum lindemuthianuns the causal agent of common bean antracnose. Thi
fungus, like other phytopatogens, is constantlyosegd to several toxic compounds from
many sources, what makes indispensable the develupof protection strategies against
these products. One of these strategies is retat@dembrane transporters proteins like the
Major Facilitator Superfamily (MFS), that could prde protection against toxic compounds
or minimizing its action, being essential for thedal cellular viability maintenance. In this
context, this work aimed to inactivate thdsl gene encoding a MFS membrane transporter
and investigate the phenotypic alterations entaitedn isolateC. lindemuthianunmmutant
LV49 (race 89) for this gene. To obtain the muténivas necessary to confirmnffsl gene
was organized as a single copy in telindemuthianungenome. Themfsl gene can be
organized in a cluster in view that a second opsding frame, which corresponds to a
transcription factor superfamily containing a,Ays domain, identified asclftl, was
observed in 3° downstream region of this gene. ftisl promoter analysis revealed a
putativemfsl element that is recognized by proteins of thimilig what suggests that this
protein could be related to tinefsl expression regulation. Tlsplit-Markertechnique proved
to be efficient inC. lindemuthianum misgene inactivation enabling the study rafsl
function in a mutant by specific integrations with@ctopic integrations. Theemfsl mutant
showed no differences in drug sensibility profildheam commonly drugs employed in
antracnose control was used and in relation toggahicity, the mutant symptoms started
earlier on susceptible bean leaves, showing asssiggation due to the genic product absence.
It was also observed thamfsl presents a primordial role i@. lindemuthianumcellular
viability maintenance, what was confirmed by theer@d conidiation observed, confirming
that this gene encodes for a specific hexose memaliransporter, specifically carbon sources
like glucose, mannose and fructose. The proteinlMfkylogenetic analysis allow us to
conclude that this transporter is a SP family memdred the MFS proteins are strongly
related with the transported substance. Studieduaiad with MFS transporters are important
to broaden the knowledge of these protearsd to understand the cell viability in

C. lindemuthianum
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de feijdo com(Phaseolus vulgar)s Esta
leguminosa apresenta grande relevancia na dietarakileiro, além de ser considerada um
dos produtos agricolas de maior importancia ecocdsocial, devido ao grande nimero de
trabalhadores empregados durante o ciclo da cul@rieijdo ndo apresenta um comércio
internacional intenso, pois a maioria dos paisesdyr para 0 consumo interno e,
eventualmente exporta este produto.

Entre os fatores que afetam a produtividade dodieo, destacam-se as enfermidades
promovidas por patégenos (virus, bactérias, fuegosmatoides). A antracnose do feijoeiro é
uma doenga causada pelo fun@olletotrichum lindemuthianumgque se caracteriza pela
formacé&o de lesdes escuras sobre o tecido veBetat os métodos de controle da antracnose
destaca-se a utilizacdo de variedades de feijoesistentes, uso de fungicidas e rotacédo de
cultura.

Na natureza, os micro-organismos, especificamestefungos fitopatégenos sao
constantemente expostos a uma grande variedadeompostos toxicos endbégenos e
exdgenos provenientes de varias fontes, sendo ,assiimngo requer estratégias para se
proteger contra a exposicdo a esses produtos. @ssagl estratégias esta relacionada com a
presenca de proteinas transportadoras de membcanas,as pertencentes a Superfamilia de
Facilitadores Principais (MFS). As proteinas MF&esenvolvidas no transporte de uma
ampla variedade de compostos, utilizando-se demsnas uniporte, simporte e antiporte. O
transporte destes produtos € dirigido por forcdgordnotora, caracterizando um sistema de
transporte secundario. Dessa forma, os transpoesddFS podem fornecer aos fungos
protecdo contra compostos toxicos presentes emhabitat natural e também evitar o
acumulo de substancias téxicas citoplasmaticasuprdds pelo seu proprio metabolismo
secundario, evitando ou minimizando a sua acagdoxi

O estudo de transportadores MFS €n lindemuthianumpermitirda um melhor
conhecimento dessas proteinas, visto que na litard& poucos trabalhos sobre este tipo de
transportadores em fungos filamentosos fitopatéged@ndo em vista a importancia do
cultivo do feijdo comum no Brasil e principalmemi Estado de Minas Gerais, estudos de
natureza basica sobre estes transportadores pagéliarano entendimento de mecanismos
fisiologicos deC. lindemuthianumncomo o seu papel na manutencédo da viabilidadéacel

Sendo assim, este trabalho teve como objetivowana estudar funcionalmente o genésl



que codifica para um transportador de membranamadiéd MFS e investigar as alteracdes
fenotipicas no mutante @lletotrichum lindemuthianunsolado LV49 (raca 89).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Phaseolus vulgaris: caracteristicas gerais

O géneroPhaseolugdivisdo Angiospermae; classe Dicotyledoneae; raréRosales;
familia Fabaceae) possui cerca de 55 espéciesp smeb cultivaveisPhaseolus vulgaris
(feijdo-comum);P. lunatus(feijao de lima);P. coccineus(feijao Ayocote);P. acutifolius
(feijdo tepari) e d&®.polyanthusDestas espécies, o feijdo comum € a mais imgertpar ser
a espécie cultivada mais antiga e também a mdizadt nos cinco continentes (VIEIRA et
al., 2006).

Segundo um levantamento arqueoldgico feito porlaapl965), o feijdo comum é
uma leguminosa originaria de regides da antigauulinca. Atualmente, acredita-se que o
feijdo-comum teve trés centros de domesticacaori@epo centro localiza-se na regiao
central das Américas, principalmente no México,eose originou a maioria dos cultivares de
graos pequenos. O segundo localiza-se no sul dakesArprincipalmente no norte da
Argentina e no sul do Peru, onde se originaramutis/ares de sementes grandes. A terceira
area de domesticacao situa-se na Colémbia.

Com a descoberta das Américas, o cultivo e o ¢coagio feijao foi disperso por todo
mundo. O feijdo € cultivado em cerca de 107 paidegido a sua grande capacidade de
adaptacao as mais diferentes condi¢des edafodatimsity OKOYAMA, 2000).

Considerando somente o géndétbaseolus o Brasil € o maior produtor de feijao,
seguido do México, com relacdo a producao do fei@mum, o Brasil também ocupa o
primeiro lugar, seguido da China, india, México @AE(FERNANDEZ-LUQUENO et al.,
2009). O feijao é cultivado em praticamente toderdtorio nacional, porém, grande parte da
producdo esta concentrada nos seguintes estadastaPdlinas Gerais, Bahia, S&o Paulo,
Goias, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (EMBRARROZ E FEIJAO, 2011).

Dados de novembro de 2010, mostrados pela Compbhlatianal de Abastecimento
(CONAB), revelam que a producdo nacional de feyj@m aumentando nos ultimos anos.
Com excecao do Rio Grande do Sul e S&o Paulo,imsigais Estados produtores indicam
plantios de areas maiores do que as cultivadasafra anterior. Os bons precos na
comercializacdo atual € um dos fatores mais citados este aumento na area de plantio. E
estimado que a producdo de feijdo primeira safra26fi atinja 1,53 a 1,59 milhdes de
toneladas, representando um crescimento entre 4838% %. Considerando as trés safras,



estima-se que a area total de feijdo, seja de 8,361 milhdes de hectares. Com isso a
producédo nacional de feijao deveré chegar a 3 ddesl de toneladas.

Em Minas Gerais, o segundo maior produtor de feai@grimeira safra (14,6 % do
volume total na safra anterior), estima-se um amesato de 3,1 % a 4,1 % em relacdo a safra
anterior. Os bons pregcos de comercializagdo no aderséo fatores que justificam este
crescimento (CONAB, 2011).

O rendimento da producéo do feijoeiro comum podeataado por diversos fatores
como: falta de nutrientes no solo; predominanciaculévo associado com outras culturas;
atague de pragas e incidéncia de diversas enfalggdahs enfermidades trazem grandes
perdas ao rendimento da cultura do feijdo. Costsenalassificar as enfermidades que
atingem o feijoeiro de acordo com 0 agente cawgaig, bactérias, fungos ou nematoides) e a
importancia econémica. Entre as doencas fungicasaer importancia encontram-se a
antracnose(olletotrichum lindemuthianuypa mancha-angulaPéeudocercospora grisegla
a ferrugem Uromyces appendiculatys o oidio Erysiphe polygoni o mofo branco
(Sclerotinia sclerotioruma podriddo do coloSclerotium rolfsij e o carvao Nlicrobotryum
phaseolj (VIEIRA, 1988).

2.2. A antracnose do feijoeiro

Antracnose € um tipo de doenca que se caractgeizaformacédo de lesdes escuras
sobre o tecido vegetal. Na maioria dos casos, m@mse é promovida por espécies do
géneroColletotrichumos quais sdo classificados taxonomicamente delttreeino Fungi;
Filo Ascomycota; Classe Sordariomycetes; Ordem |&ttybrales e Familia Phyllachoraceae
(BAYLEY & JEGER, 1992).

O géneroColletotrichum apresenta uma ampla gande hospedeiros, incluindo
cereais, hortalicas, leguminosas, culturas perené@svores frutiferas, sendo amplamente
distribuido pelo mundogcorrendo principalmente nas regides tropicais l@rgpicais da
América Latina, onde as condicbes climaticas fasemre o desenvolvimento do patdégeno
(BAYLEY e JEGER, 1992). Neste contexto, esta doemmganete culturas vegetais de grande
importancia econdmica, sendo assim, 0s estudo® dsdilerenciacdo e interacdo planta-
patégeno concentram-se predominantemente nas esgéagicas que ocasionam doencas
em tais espécies vegetais (THAN, 2008).

O agente causal da antracnose no feijoeiroGbltetotrichum lindemuthianur{Sacc
& Magn.) Briosi & Cav., que foi descrito originalmi por Saccardo & Magnus, em 1878,
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como Gloeosporium lindemuthianufBAILEY & JEGER, 1992), em material coletado por

Lindemuth, em Bonn, Alemanha. Posteriormente, 8eribao verificar a presenca de setas,
que sao estruturas filamentosas produzidas entterodioforos e as margens dos acérvulos,
o transferiu para o géne@blletotrichum.

A antracnose, causada pOr lindemuthianumé considerada uma das doencas mais
graves da cultura do feijoeiro no Brasil, uma vee gode ocorrer em toda parte aérea da
planta e raramente nas raizes, e ao encontrarg@asdiavoraveis, pode causar grandes danos
na producdo (RAVA et al., 1994; PAULA JUNIOR & ZAMR.IM, 1998; RAVA, 2002).
Esta doenca é de distribuicdo ampla, ja tendo sithstatada em varios paises da Europa,
Asia, Africa e América. No Brasil, ocorre nos Estadio Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parana, Sao Paulo, Minas Gerais, Bahia, Pernamliismifito Santo, Alagoas, Sergipe e
Paraiba. Esta ampla abrangéncia deve-se provavelrmeruso de cultivares suscetiveis em
regides onde ocorrem temperaturas amenas, vardnd8 a 26 °C, em determinadas épocas
do ano, e alta umidade, o que pode ocasionar rechgProducdo de até 100% (CHAVES,
1980; RAVA et al., 1994).

O agente causal da antracnose no feijoeiro apeeskras fases reprodutivas, uma
assexuada ou imperfeita, onde recebe o nom€.dendemuthianume outra sexuada ou
perfeita, onde € chamado @éomerella cingulatgROCA et al., 2003).

Na fase sexuada, este fungo produz esporos sesuagscosporos dentro de uma
estrutura em forma de saco denominada asco, queuporez, esta localizado em corpos de
frutificacdo chamados peritécios, 0os quais possuemformato levemente arredondado,
aproximando-se do formato de uma pera (BAYLEY & HR51992; KIMATI et al., 1997).

A fase assexuada @& lindemuthianung caracterizada pela producdo de conidios em
uma estrutura especializada denominada de acBAMLEY & JEGER, 1992). Dentro dos
acérvulos, os conidios encontram-se envolvidos pora mucilagem composta por
glicoproteinas de alta massa molecular que impealeyjarminacdo e também protegem o0s
conidios da dissecacdo e da acdo téxica de algetsbaiitos vegetais. Os conidios sao
estruturas unicelulares hialinas, de forma oblangaircular. A fixacao inicial de conidios de
C. lindemuthianuna cuticula do hospedeiro, envolve interacdes fitircas, como € o caso
de muitos outros patdgenos de plantas. A superficge conidios d€. lindemuthianumé
coberta por uma camada de material fibrilar digp@strpendicularmente a parede celular
com uma aparéncia reticular na seccao obliqua,ndiexaalo de capa do conidio. Esta camada

com aspecto de escova que reveste 0s esporosnibema encontrada nos conidios de



Colletotrichum truncatumo que sugere que ela esteja relacionada comsa@de conidio a
superficie vegetal (O"CONNELL et al.,1996).

A germinacao do conidio ocorre ap0s sua adesaapenficie vegetal. O inicio desse
processo pode ser estimulado por fatores fisiopgraicos, que podem variar de acordo com
as espécies. Estudos realizados por Flaishman @98l5), mostram que a cera presente na
epiderme do abacate, e também a producdo de et@mdatores capazes de induzir a
germinacao e a formacéo do apressorioGathetotrichum gloeosporiode#\lém dos fatores
quimicos, caracteristicas fisicas do ambiente s#icepidas pelo fungo e podem atuar como
um sinal no controle da expressado génica, por elkeropsimples contato com a superficie
rigida do vegetal pode ser um sinal para o conttalexpressao de genes (LIU et al., 1998).

Quando em condicdes favoraveis para o desenvoltimandoenca, a esporulacao e
abundante, formando uma massa de conidios de catoredseo-alaranjada. Durante a
germinacdo, o conidio pode emitir um ou mais tujpEsninativos ou continuar crescendo,
levando a formacao de hifas septadas e ramifiq@dAVES, 1980).

O fungoC. lindemuthianumassim como outras espécies do gé@mibetotrichumé
considerado um fungo hemibiotrofico, pois se congaop inicio da fase de infeccdo como
biotréfico, onde os nutrientes sdo obtidos a pdditecido ainda vivo dos vegetais, por meio
do desenvolvimento de estruturas especializadatfetzdo, como o apressorio, a vesicula e
as hifas primérias; e uma fase necrotrofica nd filmacolonizacdo, onde as hifas secundarias
penetram no tecido do hospedeiro entre ou mesmtrodelas ceélulas, possibilitando a
obtencdo de nutrientes essenciais, caracterizandweceose tecidual tipica da doenca
(MUNCH et al., 2008).

Quando as condi¢cbes sdo favoraveis, os conidiosimggmn e emitem o tubo
germinativo em aproximadamente 18 horas apés deu@sicdo sobre a folha do hospedeiro.
Um apressorio melanizado € formado na extremidadéubo germinativo, a partir de tal
estrutura, uma hifgpeg de penetracdo é diferenciada, podendo entdo ssa@ve parede
celular da primeira célula vegetal. Este processee dser acompanhado por uma forte e
controlada secrecao de enzimas hidroliticas (BAYIEYEGER, 1992).

Entre a parede celular e a membrana plasmaticaéhllda cepidérmica ocorre a
formacdo de uma vesicula de infeccdo, cuja fung@ foi totalmente esclarecida, mas
existem evidéncias que a formacéo de tal estrptogla estar envolvida com a manutencgéo da
viabilidade da célula vegetal infectada, ou aindtarerelacionada com a supressdo das

respostas de defesa do hospedeiro compativel.tk garvesicula de infeccéo, diferencia-se



uma hifa que cresce entre a membrana plasmatiqgaeede celular de células epidérmicas e
corticais. A presenca das hifas promovera mudaeeasiturais no citoplasma, porém as
mesmas permanecerdo vivas. Apos aproximadamenteors do inicio da infeccdo, é
possivel observar rupturas no tonoplasto e no @lEsna, promovendo uma desorganizacao
do citoplasma dentro de 60 horas (O'CONNELL etl&85; PERFECT et al., 1999).

Cerca de 120 horas apés o inicio da infec¢ao, @lmiprimario ramifica-se em hifas
secundarias, estas hifas apresentam um menor dianeetsdo capazes de crescer
intercelularmente através da parede celular oamalh média, e até mesmo invadir o [imen
de células vegetais mortas, caracterizando assfase necrotréfica tipica. Os sintomas
macroscopicos da antracnose, como por exemplo,rginento de manchas necroticas
amarronzadas, tornam-se evidentes e caracteristcos de 8 dias apos o inicio da infeccéo,
quando as hifas secundarias ja colonizaram conmpégtie o cértex vegetal (PERFECT et al.,
1999).

As caracteristicas da antracnose podem ser observach todas as fases do
desenvolvimento da planta, atacando folhas, carde®s, vagens e sementes. Nas folhas, as
lesbes estabelecem-se preferencialmente sobre rearagwe da superficie abaxial e dos
peciolos. Com o colapso dos feixes vasculares itachls nas nervuras, ocorre uma
interrupcdo do fluxo normal de 4gua e fotoassirogagara as diversas regides da folha. Na
vagem, ocorrem lesdes arredondadas de coloraca@edeprimidas e de tamanho variavel e
nas plantulas, € possivel observar lesées nogaoties ou hipocatilo, o que pode entéo levar
a morte destas (SCHWARTZ, 1991).

O patdégeno sobrevive de uma estagdo a outra, amdwiltivo a outro, como micélio
dormente no interior do tegumento da semente nlagasédos cotilédones ou em restos
culturais, na forma de esporos. A transmissao galatistancia € realizada pela semente
contaminada e a curta distancia, pelos respingagjda de chuva, insetos, animais, homens e
implementos agricolas. Condi¢des favoraveis patesenvolvimento do patégeno, como a
temperatura moderada, entre 13 °C e 26 °C, asssciadalta umidade relativa do ar,
acompanhado de chuvas moderadas e ventos, saciasspara a disseminacao local do
conidio e desenvolvimento de epidemias, podendsacagrandes perdas no rendimento da
cultura. Quanto mais cedo a doenca aparece naragultnaiores sdo as perdas na
produtividade (VIEIRA, 1988).



2.3. Racas Fisiologicas d€olletotrichum lindemuthianum

O fungoC. lindemuthianunpossui ampla variabilidade em relacédo a capacidade
causar doencas em varios cultivares de feijdo canmanvariabilidade é identificada como
diferentes racas fisiol6gicas. A mutacéo e a redcoagho sdo responsaveis pela variabilidade
genética em fungos. Com esses fenbmenos surgems nowabinacdes alélicas nas
populacdes, as quais sofrem selecéo e dispers@adaoaorrem migracdes de individuos de
um local ao outro (LESLIE & DICKMAN, 1991; citadoop ROCCA 2002). Devido a esta
ampla variabilidade torna-se essencial o monitordmeonstante deste patégeno, para que
sejam descobertas novas fontes de resisténciansegitentemente, o desenvolvimento de
novas cultivares resistentes, com o proposito deaar a doenca (RAVA et al., 1994).

No Brasil, o primeiro estudo de identificacdo @éeas emC. lindemuthianunfoi
realizado em 1966, por Kimati, a partir de isoladesSao Paulo, no qual foram identificadas
duas ragas pertencentes aos grupos Alfa Mexicaadklta. A partir de isolados coletados
no Rio Grande do Sul, nas safras de 1965 e 196&&nfadentificadas as racas Alfa e Beta
(AUGUSTIN & COSTA,1971). As racas Brasileiro |, Meano I, Alfa (70 % de freqiéncia)

e Beta foram encontradas em isolados do Rio Grdod&ul e de Santa Catarina; a raca Gama
em isolados de Santa Catarina (OLIVEIRA et al.,3)9¥ o grupo Brasileiro Il, em Minas
Gerais (OLIARI et al., 1973).

Em 1988, durante a conferén&amer Taller de Anthracnose Del Frijol em América
Latina, foi sugerida uma padronizacdo universal das veults diferenciadoras e uma
metodologia padrdo para a nhomenclatura de ragatficas deC. lindemuthianummcomo
forma de facilitar o desenvolvimento de programasryélhoramento. Utilizando esta nova
metodologia Rava e colaboradores (1994) classifima?5 racas d€. lindemuthianummo
Brasil, pertencentes aos antigos grupos alfa, ,dgana, Mexicano |, Mexicano I, e
Brasileiro I. Mais de 50 racas fisioldgicas @e lindemuthianunja foram identificadas nas
diversas regifes produtoras de feijdo no Brasildses racas 64, 65, 73, 81, 87 e 89 as de
maior freqiiéncia no pais (ALZATE-MARIN & SARTORATQ004).

Estudos realizados no Estado de Minas Gerais, rowain queC. lindemuthianum
apresenta a patogenicidade altamente variavele E&strlO racgas fisiolégicas encontradas, a
raca 65 foi a mais frequente, sendo distribuiddaetn estado de MG, seguido pelas racas 81
e 73(DAMASCENO et al., 2007). A raca 89 apresemtande capacidade de dispersao e alta
agressividade, podendo reduzir a colheita de feifa@té 100 % (ANSARI et al., 2004).



2.4. Transportadores MFS

Os fungos fitopatégenos sédo constantemente expasto®a grande variedade de
compostos toxicos provenientes de varias fontesctano antibioticos produzidos por outros
micro-organismos, produtos de defesa das plantagididas sintéticos e também substancias
toxicas de origem enddgena, como antibioticos eotmiinas que fornecem ao organismo
uma vantagem competitiva em seu habitat ecolo@eando assim, o fungo requer estratégias
para se proteger contra a exposicdo a produtosog»axogenos e também contra a auto
toxicidade das toxinas enddégenas (DE WAARD, 199¥.mecanismos de protecdo dos
fungos fitopatdgenos podem ser de origem qualgatu quantitativa, onde os fatores
qualitativos estéo relacionados com a presencéids especificos para componentes toxicos
em organismos sensiveis, ja os fatores quantigmtierminam a concentracao efetiva do
agente citotoxico no sitio especifico (STERGIOPOL£D al., 2002).

Os fatores quantitativos que influenciam no acund@substancias toxicas dentro da
célula s6 foram descobertos nas ultimas duas deaadsio descritos como membros da
familia de transportadores de membranas do tipo AB@a Superfamilia Facilitadora
Principal (MFS). Estes transportadores apresent#mststos extremamente amplos, sendo
capazes de transportar uma grande variedade datpsotbxicos naturais ou sintéticos, de
origem enddgena ou exdgena. Desta forma, evitaraduzem o acumulo desses produtos no
interior das células e consequentemente, evitanmmimizam a sua acao toxica (DEL
SORBO et al., 2000).

Uma superexpressdo de proteinas transportadorasistiomna ABC e MFS pode
ocasionar um fendémeno de resisténcia a multiplagadr (MDR). Este fenbmeno permite que
o transportador funcione como uma bomba de eflaaz de expelir da célula uma grande
variedade de compostos toxicos ndo similares gaiménte, sendo uma séria ameaca contra
a eficicia de drogas (FLING et al.,1991; DEL SOR&Ql., 2000). Ao longo dos ultimos
anos, 0 uso generalizado de compostos antifungiessltou no desenvolvimento de
resisténcia em varias espécies de fungos. Um gdgpdungicida comumente usado na
agricultura sdo os azois, que atuam na desmetildg@oesterdis. Sendo assim os fungos
desenvolveram mecanismos de resisténcia, por noesfluko dos agentes desmetilantes, por
meio de transportadores MFS e passaram a ter umaaale reduzida pelo fungicida
(HAMAMOTO et al., 2000). Mecanismos MDR também forabservados no fitopatdgeno
Botrytis cinerea agente causal da podriddo cinzenta, onde estgceresulta na selecao de
populacdes resistentes, gerando grandes perda@neicas (KRETSCHMER et al., 2009).
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O fenbmeno MDR é bastante comum em fungos patédamosanos com&@andida
albicans onde a grande exposicdo a compostos antifungleosso clinico favorecem o
aumento de populacdes resistentes, representastds para a saide humana (KAPOOR et
al., 2010).

Os transportadores MFS compf6em a familia mais gbrda de proteinas de
membrana, presentes nos trés dominios da vidafdgliéisam o transporte uniporte, simporte
ou antiporte de varios compostos, utilizando emaedy gradiente eletroquimico através das
membranas, sendo por este motivo, classificadosocsisiema de transporte secundario
(PAULSEN et al., 1996; PAO et al., 1998; LAW et a008).

De acordo com Saier et al. (2000), dentro da sapdlii MFS estdo incluidas 28
familias de transportadores. Dezesseis dessasdarfifam reconhecidas em 1998 (PAO et
al., 1998). Cada familia MFS inclui membros quegaral sdo especificos para uma classe de
compostos diferentes. Assim, das 28 familias elablas, trés apresentam especificidade
por drogas e outras substancias hidrofobicas, sdto transportadores de aglcares e seus
derivados, 11 familias geralmente sé@o especifiaas @nions organicos e inorganicos, duas
estdo relacionadas com o transporte de organmesatima é especifica para o transporte de
complexos ferro-sideréforo, uma é especifica pateansporte de peptideos e trés sao de
especificidade desconhecida.

As proteinas MFS estdo provavelmente entre as amiigas familias de proteinas.
Supostamente todas as formas de vida atuais qesempam estas proteinas tiveram um
progenitor procaridtico a aproximadamente 3,5 l@thde anos que apresentava seis dominios
transmembréanicos (DTMs), que apds uma duplicacAzg@&mtandem passou a apresentar
doze dominios transmembréanicos (SAIER, 1996).

Em geral, os transportadores MFS consistem de I2@iTMs, conectados ptyops
hidrofilicos, com suas por¢des C-terminal e N-teahiocalizadas no citoplasma. Os DTMs
encontram-se organizados em duas metades homoélogdas por um grandeop entre o
DTM 6 e 7. Semelhancas entre as duas metades aa$nps sugere que os transportadores
MFS com 12 DTMs evoluiram a partir de um eventaldglicacdo de um gene que codifica
uma proteina com 6 DTMs, enquanto os transportadmme 14 DTMs surgiram por meio da
aquisicdo adicional de 2 DMTs no dominio C-termidal proteina. Das 28 familias de
transportadores MFS, trés apresentam 14 DTMs (RAD,d.998, YIN et al., 2006).

Analise mutacional com relacdo a funcionalidade dlms dominios dessas proteinas

sugere que o dominio N-terminal esta envolvidogipaimente na translocacéo de prétons,
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enquanto o dominio C-terminal estd envolvido nadép e reconhecimento do substrato
(GRIFFITH et al., 1992).

A partir do alinhamento de sequéncias de amino&dcito transportadores MFS foi
possivel identificar a presenca de um motivo caaskr de 13 aminoacidos entre os DTMs 2
e 3 [G-[RKPATY]-L-[GAS] - [DN] - [RK] - [FY]-G-R - [RK] - [RKP] - [LIVGST] - [LIM]].
Acredita-se, que este motivo possa estar envolvido promocdo de mudancas
conformacionais na proteina sobre substrato dedmapermitindo que ocorra o trafico de
substratos através da membrana. O motivo também @stdr relacionado com a regulacéo
do transporte de substrato para o citoplasma. &stawhis recentes sobre a identificacao e
funcionalidade de importantes residuos das prae¥tizs, revelam que a conservacéo destes
esta fortemente relacionada ao reconhecimento rsldGacdo de substratos especificos,
enguanto um outro conjunto de residuos conservestésrelacionado com a manutencao da
estrutura da proteina. Estes encontram-se na clvidentral da mesma e apresentam uma
taxa de evolugao mais lenta (PAO et al., 1998; JOUN et al., 2009).

Proteinas MFS apresentam de 400-600 aminoacid@sabses de sua estrutura
primaria revelam que dentro de uma unica familia tiensportadores encontram-se
sequéncias com grande similaridade. Em contraste nizel de superfamilia, membros
individuais de transportadores MFS compartilhanxdaientidade ou similaridade em suas
sequéncias, e sdo unidas apenas por dominios atmrnenservados presentes em toda
superfamilia MFS. Embora exista uma divergéncisseguéncia das proteinas MFS, estas
compartilham a estrutura tridimensional (LAW et 2008).

Embora a andlise funcional da maioria dos tratadores MFS ainda esteja em seus
estagios iniciais, relatos sugerem que a funcdespecificidade de substrato destas proteinas
possa ser impressionantemente amplo. TransporeadtifS estdo envolvidos no trafico de
acucares, drogas, poliois, vitaminas, neurotrarsores, derivados do ciclo de Krebs,
intermediarios fosforilados da via glicolitica, aw#cidos, peptideos, ferro-sideréforos,
nucleosideos, anions e cétions organicos e inargénDesta forma, eles facilitam fungdes
celulares, tais como a absorcdo de nutrienteseg@erde metabolitos do ciclo celular,
protecdo contra compostos toxicos enddgenos e e@sge manutencdo de um gradiente
eletroquimico através das membranas. Eles tambédo emvolvidos na esporulagdo de
fungos e leveduras, comunicagao celular e patoigeie (STERGIOPOULOQOS et al., 2002).

Embora os componentes da superfamilia MFS apresemtea imensa variedade em

suas sequéncias, estudos baseados exclusivamesitailaaidade dessas proteinas sugerem
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uma classificacdo de acordo com as relagbes fiwgas, onde todos os membros
conhecidos encontram-se divididos dentro de 28 lii@nij& citadas anteriormente. A
classificacao filogenética de proteinas MFS em lfamfevelou uma estreita relacdo entre a
estrutura e funcdo. Assim, os membros de diferdatedias tém especificidade de substrato
especifico e previsdes sobre a funcdo dos novosbrosnde uma familia especifica podem
ser feitas (PAULSEN et al., 1996; PAO et al., 1998JER, et al., 2000).

A este respeito, os transportadores de acucarexjasiconstituem, de longe, a maior
familia. Por exemplo, a anotacdo do genomaSdecharomyces cerevisiaevelou 186
transportadores MFS. Um total de vinte e oito degsateinas podem desempenhar papéis
essenciais em fenétipos de mudltipla resisténciaogas, enquanto 34 foram classificados
como transportadores de acgucar (NELISSEN et @.7;19AIER, et al., 2000).

No fungo filamentosdNeurospora crassa transporte de glicose é realizado por meio
do produto do gene&co-3, pertencente a superfamilia MFS. Este gene apeessna
sequéncia aberta de leitura (ORF) composta de b8@atideos, sendo interrompida por dois
introns, o primeiro com 188 e o segundo com 62emtideos. A partir do alinhamento dessa
sequéncia com outras que codificam proteinas toatasjpras em fungos, foi possivel
identificar a presenca de 12 dominios de membriamante conservados. Com a obtengéo
de mutantes para o genep-3, foi possivel observar que este gene esta rekdmoom o
transporte do carbono e no controle fisiolégicocdaidiacdo deN. crassa(MADI et al.,
1997).

Entre outros exemplos podemos citar o fitopatogestiago maydis um fungo
biotrofico que requer o carbono orgéanico do segpédsiro para o seu desenvolvimento. Um
gene codificador de uma proteina MFS transportadtgaacicar com 12 DTMs foi
caracterizado como um fator de viruléncia nestgdupois € expresso exclusivamente apos a
infeccdo do tecido vegetal. Mutantes para este geostraram uma drastica reducdo na
patogenicidade, corroborando com a hipotese qeegesie ndao estd somente relacionado com
a aquisicao de carbono pelo patégeno, mas tambi@nligesdo com outros mecanismos que
previnem a inducao da defesa da planta infectadeH\&t al., 2010).

Transportadores MFS podem estar envolvidos na geEzrde toxinas hospedeiro
especificas, tal capacidade foi relatada primeirdengpor Pitkin et al. (1996). Estes
pesquisadores descobriram que o gene TOXACdehliobolus carbonumcodifica um
transportador MFS com 12 DTMs, que secreta a toxinapedeiro-especifica HC -

Tetrapeptideo especifica. Curiosamente, 0 gene T@¥&re em duas coOpias ligadas
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acompanhada do gene HTS1 que codifica a enzimaateat biossintese HC-toxina, o que
demonstra que estes genes estdo agrupados atusterresponsavel pela producédo de HC-
toxina. O Gene TOXA s0 foi encontrado em cepas it@sgque produzem HC-toxina.
Mutantes com Unica copia do TOXA interrompido aipgeduzem a HC-toxina e é virulento
ao milho. No entanto, as tentativas de interrongserduas copias do gene TOXA foram
infrutiferas, sugerindo que a proteina seja caatific em auto-defesa contra o HC-toxina.
Assim, TOXA é essencial para a sobrevivéncia elémaia em plantas hospedeiras do HC-
toxina.

Muitas espécies de fungos do gén€mycospora spp incluindo um patégeno da soja
Cercospora kikuchji produzem o compostditotdxico denominado cercosporina. Estes
fungos apresentam um gene que codifica uma prateinsportadora de cercosporina com 14
DTMs chamado CFPQercosporin Facilitator Protein Mutantes deste gene reduziram a
viruléncia em soja, mostrando um significativo antoeda sensibilidade a cescosporina.
Esses resultados indicam que CFP é um transpordadoercosporina, estando envolvido na
viruléncia e na protecdo do fungo contra a toxirealpzida por ele mesmo (CALLAHAN et
al., 1999; UPCHURCH et al., 2001).

Transportadores MFS responsaveis pelo transporteedmsporina, também foram
encotrados no fitopatdgeri@ercospora nicotiangeeste transportador com 12 DTMs quando
interrompido, conferiu ao fungo novas caractemstiéenotipicas, incluindo uma drastica
reducdo no acumulo de cercosporina, diminuicdo indéncia do fungo e aumento na
susceptibilidade a cercosporina exdgena (CHOQUER,e2007).

Transportadores MFS podem estar envolvidos taml@secrecdo de micotoxinas. A
maioria dos genes envolvidos na biossintese detddenos porFusarium spp., estao
localizados dentro de urdluster de genes. Enfrusarium sporotrichioideseste conjunto
inclui Tril2 um gene que codifica um transportador MFS comDIMs. Mutantes de
S. cerevisiaetransformados conilril2 diminuiram a sensibilidade para tricotecenos,
mostrando que o transportaddiril2 desempenha um papel de auto-protecdo em
F. sporotrichioidescontra tricotecenos (ALEXANDER et al., 1999).

O geneaflT, um transportador MFS d&spergillus flavusfoi identificado em um
clusterde genes envolvidos na biossintese de aflatofimaoteina codificada pelo geaé T
€ altamente homodloga a HC-toxina, proteina tranagora TOXA de Cochliobolus
carbonum Estas observacbes sugerem @@ffl codifica um transportador de drogas

especifico para aflatoxina (CHANG et al. 1999).
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Transportadores MFS com outras funcdes foram ifilgados emBotrytis cinerea
tais genes foram denominado Bemfs]l Bcmfs2e Bcmfs4 Neste sentidoBcmfslcodifica
uma proteina com 14 DTMs, o que tem maior homolpgia os transportadores MRABafll
de Aspergillus parasiticusCFP1 de C. kikuchij e TOXA deC. carbonum O genebcmfd,
gue codifica para um transportador de membrana MBE&, envolvido com mecanismos de
tolerancia frente a compostos toxicos produzidas qudros fungos como camptotecina e
cercosporina e ainda fungicidas. Estes transpadadpodem ainda estar envolvidos na
autoprotecdo dos micro-organismos produtores frantexinas por eles mesmos produzidas,
como emAspergillus flavugjue produz aflatoxina (HAYASHI et al., 2002).

Em muitos casos, os transportadores MFS de fungeslwdos com toxinas
especificas estdo localizados em conjuntos de gersp®nsaveis pela biossintese desses
produtos. No entanto, ndo se trata de uma regta gge o genesmt que codifica um
transportador MFS de&Gibberella fujikuroj que esta localizada adjacente aos genes
envolvidos na via biossintética de giberelina (Gigas ndo estdo envolvidos na secre¢do de
GAs a partir deste fungo. O gersmnt € provavelmente um membro de familia de
transportadores de acgucar, sendo a expressaogigssanduzida por alcoois de acucar, como
o0 sorbitol, manitol, e mioinositol (VOSS et al. 029.

O isolamento e caracterizacdo de um gene codificdelaima proteina MFS com 12
DTMs em C. lindemuthianumfoi realizado por Santos (2010), apés a clonagem e
sequenciamento de um fragmento de 6,5 kb. Neshballw@ verificou-se que a proteina
constituida por 541 aminoacidos codificada por gsige apresenta homologia com outros
transportadores da familia SBu@ar Portey. Um exemplo da relacdo de transportadores
MFS com a patogenicidade em fungos fitopatégenbsefatada por Soares (2007) com a
caracterizacdo de um gene que codifica para untaipsoputativa de 539 aminoacidos da
superfamilia MFS en€. lindemuthianumEsta caracterizacao foi realizada apos a indac
de genes com a aplicacéo da técnica de REMI (ex¢égrmediada por enzimas de restricdo) e
posterior triagem nos mutantes obtidos que apragamt deficiéncia na infecgéo do feijoeiro.
Resultados como este, evidenciam a importanciastiel@s com transportadores MFS no
sentido de ampliar os conhecimentos destas pretedna fitopatdbgenos e por fornecer
subsidios para o desenvolvimento de novas estatégicontrole da antracnose no feijoeiro.

A partir de todas as informac¢des supracitadas staresportadores MFS pode-se
verificar que em fitopatdgenos ainda ha uma eszadseinformacdes sobre a estrutura e

funcao destas proteinas nestes organismos, o sfifecegunovos estudos com estas proteinas.
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2.5. Estudo da funcao de genes

O isolamento de um gene nado permite a atribuic@uliema da funcdo do mesmo. No
entanto, muitas vezes, de posse dessas sequégcigmssivel recorrer as analises
computacionais, onde a similaridade entre as se@g£depositadas nos bancos de dados
permite inferir a funcionalidade de um gene. Porémaioria das informacdes disponiveis
sobre a funcédo desses genes anotados nos bandadaieé inteiramente especulativa sem
nenhuma comprovacéa vivo. Para identificar a funcdo de um gene, uma dasored
estratégias consiste no estudo de organismos ragtanie possuam a expressao desse gene
alterada. Numerosas ferramentas moleculares té&rusablas para estudo da funcéo de genes
em fungos, entre estas, destacam-se as técnicatedapcdo de genes, como a mutagénese
direcionada por recombinacdo homodloga e mutagéradsatéria, e recentemente o
silenciamento da expresséo de um gene por RNAteidaréncia (KIM, 2001).

A técnica deSplit-markeré uma estratégia de inativacdo do gene alvo pov dee
insercdo de um cassete de genes contendo um madeaselecdo. Esta técnica é baseada em
duas rodadas da reacdo da polimerase em cadeia),(B@de quatro oligonucleotideos
universais sao utilizados para o marcador de seleg&uatro oligonucleotideos gene
especificos sdo necessarios para cada supressaativacao do gene alvo e a substituicdo
por um marcador intacto € realizada a partir damdinacdo homaéloga entre as regides de
sobreposicdo de um gene marcador de selecédo easnegides flanqueadoras do gene alvo.
Esta técnica foi utilizada com sucesso por Cattettl. (2003), mostrando alta eficiéncia na
delecdo de numerosos genes em espécies perteneentBl® Ascomycota, tais como
Cochliobolusheterostrofug Gibberella zeae.

A técnica deSplit-markerfoi utilizada para a interrupcdo de cinco genésreintes em
Cryptococcus neoformanépos a transformagéo deste fungo, foi observadia aita taxa de
integracdes homoélogas (60%), sugerindo que estéctepossa ser eficiente na manipulacao
molecular deCryptococcus neoformangjue apresentou uma alta taxa de integracdes
ectopicas e telomerizacdo em outras técnicas deuptao génica (FU et al., 2006).

A eficiéncia da técnica d8plit-markerna prevencdo de integracbes ectopicas foi
comprovada por Colot et al. (2006), em trabalhadizados com o fungo filamentoso
N. crassa com 0 objetivo de interromper um grupo de genas cqodificam fatores de
transcricdo e posteriormente analisar seus fersdtigon tal trabalho foi obtido 44% de

transformantes por substituicdo, dos quais 68%vastaivres de integracdes ectdpicas.
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Sendo assim a técnica &plit-markertorna-se uma grande aliada no estudo da funcdo do
genemfsl deC. lindemuthianumagente causal da antracnose no feijoeiro comum.

Estudos sobre a funcionalidade de genes, princgraknem micro-organismos
patogénicos podem fornecer subsidios para a cong#ieelo sistema de interacdo patdégeno-
hospedeiro, imprescindivel ao estabelecimento @agoe ainda aumentar as informacdes

sobre as fungdes das proteinas-alvo.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratdeédsenética Molecular de Micro-
organismos do Departamento de Microbiologia, laealo no Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuéaria/BIOAGRO, da Universidadeddral de Vicosa, Vigosa, MG,

Brasil.

3. 1. Micro-organismos e condi¢des de cultivo

O fungo C. lindemuthianum isolado LV49 (raca 89), gentiimente cedido pelo
Laboratério de Genética Molecular de Plantas, BI®&G Universidade Federal de Vicosa,
foi utilizado como linhagem selvagem durante o expento. A linhagem selvagem,
juntamente com os transformantes obtidos foram id@sem meio de cultura BDA (Agar
Batata Dextrose) pH 6,8 a 22 °Car® estocagem a longo tempo, as culturas de
C. lindemuthianunforam conservadas como uma suspensdo concentradandtios (18
conidios/mL) em glicerol 25 % e estocados a -80 °C.

Para a propagacao de plasmideos, foi utilizadahadem bacteriana descherichia
coli DH5a, pertencentes a Bacterioteca do Laboratério deét@anMolecular de Micro-
organismos, a qual encontrava-se estocada a -&n°@licerol 40 %. Quando necessario, a
cultura estoque foi ativada a 37 °C por esgotamemtaneio de cultura LB (Luria-Bertani)

solido.

3. 2. Sequéncia do genefsl e analise da regido flanqueadora 3’

O isolamento e a caracterizacdo do gaifgl que codifica um transportador putativo
de membrana da Superfamilia MFS, foi realizado $antos (2010) a partir do banco
gendmico deC. lindemuthianunLV 49 (raca 81) construido por Soares (2007). Rsta
isolamento foi utilizada uma sonda homologa de D#&A408 pb, que representava uma
sequéncia parcial de um transportador MFS, isgiad®liveira et al. (2006).

A sequéncia completa de nucleotideos do gefisk foi depositada no GenBank com o
namero de acesso HQ541322. Para caracterizar @réigngueadora 3’ do gemefsl, uma
sequéncia de nucleotideos obtida a partir do segmaanto de um fragmento de DNA de 6,5
kb onde estava o gemefsl foi analisada utilizando ferramentas como o BLRYNCBI) e
Expasy. O resultado desta analise nos permitiuiinrdebre o agrupamento de genes com
funcbBes relacionadas, como j4 relatado para ougeses que codificam proteinas
transportadoras de membrana em fungos e bactérias.
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3. 3. Organizacéo do genmfsl no genoma deC. lindemuthianum

A organizacdo e o numero de copias do gefs# no genoma d€. lindemuthianum
foram investigados inicialmente para posteriormesgtgoroceder a inativacdo do gene. Para
esta andlise o DNA total do fungo foi extraidoyatio, e os fragmentos de DNA obtidos
foram posteriormente detectados pela técniceSdethern Blotting(SAMBROOK et al.,
2001).

3. 3. 1. Obtencao de massa micelial

Para obtencdo de massa micelial da linhagem seivaigagmentos do micélio foram
transferidos para tubos de ensaio contendo vagdeijde fixadas em 4gar-agua previamente
esterilizados, e incubados a 22 °C durante 14(8ikd/A et al., 2007). ApOs a esporulacéo,
uma suspensdo com aproximadamentecb@idios/mL foi preparada em solucdo de Tween
80 20 %, sendo posteriormente inoculada em plaea®alri contendo 25 mL de meio
GPYECH liquido (ANSARI et al.,, 2004). As placas dor incubadas em camara de
crescimento por aproximadamente sete dias a tetnpede 22C. Em seguida, o micélio foi
coletado, lavado com agua destilada, congeladoiog@nio liquido e mantido a - 80 °C até

sua utilizacao.

3. 3. 2. Extrac&o do DNA total deC. [indemuthianum
A extracdo de DNA total foi realizada segundo SPECet al. (1982) com

modificacdes. Os micélios congelados foram macerado nitrogénio liquido até a obtencgéo
um po fino. Com o auxilio de uma espatula, aproganaente 400 mg do macerado foi
transferido para dois microtubos de 1,5 mL contefd® pL de tampéo de extracdo (Tris-
HCI 50 mM pH 8,0; NaCl 150 mM; EDTA 20 mM; SDS 2 %)mantidos no banho-maria a
70 °C por 15 minutos. Em seguinda foram adicion&ifspL de acetato de potassio 5M e
procedeu-se a incubacdo no gelo durante 30 minA®samostras foram centrifugadas a
10000 g por 10 minutos, o sobrenadante foi transferidoa pautros tubos de 1,5 mL e
acrescido de igual volume de fenol-cloroformio 1Ak amostras foram deixadas no gelo,
sendo agitadas alternadamente durante 5 minutoslo sposteriormente centrifugadas a
150009 por 10 minutos, sendo a fase aquosa cuidadosameetada e transferida a outros
tubos de 1,5 mL, previamente resfriados. Postegate) foi adicionado igual volume de
cloroférmio e repetiu-se o procedimento realizadm® fenol-cloroférmio. A fase aquosa
foram acrescidos 0,2 M de NaCl e um volume de ugomol a temperatura ambiente. As
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amostras foram deixadas por duas horas a -20 t@€losposteriormente centrifugadas a
15000g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartadsedonento foi lavado com 100 pL
de etanol 70 %, e deixado secar a temperatura atepsendo posteriormente ressuspendido

em TE. Os tubos contendo DNA foram armazenadd0e€.

3. 3. 3. Clivagem do DNA total de&€. [indemuthianum

O DNA total extraido do fungo foi clivado com aszenas de restrica®8anHl,
Ecarl, Kpnl, Notl, Xba que ndo apresentam sitios de restricdo no fragmda DNA
utilizado como sonda, Elindlll, que apresenta um Unico sitio de restricdofragmento
correspondente a sonda. As reacfes de clivagem fmoastituidas do DNA do fungo (5 ug),
tampéao da enzima (10X), enzima (10 U/ uL) e agtrapura autoclavada para completar o
volume de 40 pL. Essas reacOes foram incubada®@ Ba@r aproximadamente 12 horas. Os
produtos da digestdo foram submetidos a eletradoees gel de agarose 0,8%, juntamente

com os marcadores de tamanfio174MHadll e o fagoA clivado comHindlll.

3. 3. 4. Obtencdo da membrana para hibridizacéo

Apéds a separacdo dos fragmentos de DNA obtidoglp@agem (item 3. 3. 3.), o gel
foi submerso em solucdo de desnaturacdo (NaCl 1,8a@H 0,5 M) e posteriormente em
solucdo de neutralizacdo (Tris-HCI 0,5 M pH 7,0,CN4,5 M) sendo cada tratamento
realizado por uma hora, sob agitacdo branda. Logoseguida, o gel foi depositado no
aparato de transferéncia para a membrana de r@idrond- N Amersham Bioscienc®}
por capilaridade em SSC 20X (Citrato de Sodio 0,NsICl 3M) (SAMBROOK et al., 2001)
por um periodo de 12 horas. Ao final da transfaeéndDNA foi fixado a membrana com o
aparelho UMCrosslinkerUVC 500, Roefer.

3. 3. 5. Obtencdo e marcacéao da sonda

A hibridizacéo foi realizada utilizando uma sondenidloga de 408 pb (sonda 1), que
representa a sequéncia parcial de um gene queceodih transportador de membrana MFS,
isolada por Oliveira et al. (2006). A sonda foi nata com o Kit PC®ig Probe Synthesis
(Roche®) seguindo as instrucdes do fabricanteizamitio os oligonucleotideos MFS1L e
MFS1R mostrados na Tabela 1. O seguinte program@GR foi utilizado: Desnaturacao
inicial a 94 °C por 1 minuto, seguido de 35 ci@dd34 °C por 1 minuto, 57 °C por 1 minuto,
72 °C por 1 minuto, com um passo de extensaodiidal °C por 7 minutos.
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados neste tralab.

Nome Sequéncia (5'- 3) Finalidade
MFSI1L  GAGCTCTGGAACACCCACTC
MFSIR  AAGGCTATGGTGGTG TTTGC Sonda 1

NLC37 GGATGCCTCCGCTCGAAGTA

Split-Marker
NLC38 CGTTGCAAGACCTGCCTGAA
M13R AGCGGATAACAATTTCACACAGGA Split-Marker
M13F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC
FP1 GCATCGTCTTTGCCATGTAA gg'r'];';"grker
RP1 TCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTAGCTGTACGATTGGGTGGTC
FP2 GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTAGATGCGCATGTGCTTACGPlit-Marker
RP2 GCGCTAAACACTTCCTCCAG
CIF GTGCCCTCAATGGCTATGAC
CIR TTCAAGCCGGTTTTTCTTTG Controle de inativagao
HPH1 CAGCGAGAGCCTGACCTATTG
HPH2 GCCATCGGTCCAGACGGCCGCGC Sonda 3
FT1L CATTCTCGAGGGCGTGCT Fator de transcricdo
FT1R AGCATCCACATGAGGTACGG

3. 3. 6. Condicoes de hibridizacao

A hibridizacéo foi realizada com o Kitig High Prime DNA Labeling and Detection
Starter Kit Il (Roche®). A sonda utilizada na hibridizagao foi rdgarada e rapidamente
resfriada no gelo, antes de ser adicionada a solig&ibridizacdo previamente aquecida a 37
°C. A membrana foi exposta a uma solucéo de pmédirbcdo por 30 minutos sob agitacédo
suave, em seguida esta solucéo foi descartaday setdb adicionada a membrana a solucéo
de hibridizacao contendo a sonda desnaturada.

A hibridizacdo foi conduzida em condi¢cdes de ak&imgéncia, a temperatura de
43 °C (calculada de acordo com as instrucdes duicéaibe) durante aproximadamente 12
horas.As lavagens pés- hibridizacdes foram feitas com @8CSDS 0,1% por 5 minutos,
SSC 0,5X, SDS 0,1% por 5 minutos, ambas a temparatmbiente. Posteriormente novas
lavagens foram realizadas com SSC 0,5X, SDS 0,1fd paninutos a 65 °C e com SSC
0,1X, SDS 0,1% por mais 15 minutos a 65 °C. Toadegsso de deteccao foi feito conforme
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as instrucoes do fabricante e as membranas forposts ao filme de Raio X BioMax Light
Film (Kodak®) e este revelado ap6s 30 minutos ¢msixao.

3. 4. Inativacao do genenfsl

O mutanteAmfsl de C. lindemuthianumraca 89 foi obtido por meio da metodologia
de Split-Markerdescrita inicialmente por Catlett et al. (2003).

A técnica deSplit-Marker foi executada a partir de duas rodadas de PCRantio
quatro oligonucleotideos universais para o marcddoselecdo de resisténcia a higromicina
(M13R, M13F, NLC37 e NLC38), e quatro oligonucléetbs especificos para o ganésl
(FP1, RP1, FP2 e RP2) mostrados na Tabela 1.

Para execucéo da técnica os oligonucleotideosagmeeificos foram construidos com
o auxilio do programa PRIMER 3 (http://biotools.wssmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi).
A partir de cada fragmento de DNA foram desenhaplagonucleotideos (F e R) que
amplificam um fragmento de DNA de aproximadamen@® 6pb. Foi acrescentado a
extremidade 5’ dos oligonucleotideos RP1 e FP2 segaéncia flanqueadora com 24 pb que
apresenta complementariedade aos oligonucleotidensersais M13R e MI13F,
respectivamente.

Os fragmentos de DNA do cassete de higromicinaotasisferase (HYG) “HY” e
“YG” foram amplificados a partir do plasmideo pAN7(PUNT et al., 1987) usando os
oligonucleotideos M13R /NLC37 e M13F/NLC38 respeutiente. As reagdes de PCR foram
realizadas com a enzima Gaq DNA polimerase Rromeg®), conforme as instrugdes do
fabricante. As amplificacbes foram realizadas emaeiclador programado para realizar
uma desnaturacao inicial de 94 °C por 1 minutcsi8®s de 94 °C por 30 segundos; 55 e 60
°C para os programas que usam o0s oligonucleotii¢b3R /NLC37 e M13F/NLC38
respectivamente por 30 segundos e 72 °C por 2 agndepois uma extenséo final de 72 °C
por 7 minutos. As regides especificas do gef@ foram amplificadas a partir do DNA total
de C. lindemuthianunusando os oligonucleotideos iniciadores FP1/RIFPZRP2 em um
programa com desnaturacéo inicial de 94 °C por dutaj 35 ciclos de 94 °C por 30
segundos; 59,7 °C por 1 minuto e 30 segundos € {f 2 minutos, e uma extensao final de
72 °C por 10 minutos.
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Para realizar a segunda rodada de PCR, os moltdieaddas foram os produtos das
reacbes de PCR anteriores e o0s oligonucleotideoNER37 e RP2/NLC38. As
amplificacbes foram realizadas com a enzima Plat®dTaq DNA polimerase High Fidelity
(Invitrogen™), conforme as instrucdes do fabricante, em urmdeiclador programado para
realizar uma desnaturacéo inicial de 94 °C porrutoi 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos;
55 e 58 °C por 45 segundos e 68 °C por 4 minu® gegundos, e uma extensao final de 68

°C por 7 minutos (Figura 1).

Segunda rodada (fragmento V)

FP1 -~

Primeira rodada
I <—\\\/RPL i (fragmentos | — IV)
M13R |\ NLC3E |V
. | AvVG | |
1] NLC37 M\ M13F
P2 M
3"’ mfsl

%
Il RP2

Vv Segunda rodada (fragmento VI)
X Vi
Recombinagdo in vivo I _

| .

o
5
X

Il

Figura 1. Estratégia de inativacdo génica pela téma de Split-Marker. Os retangulos sem
preenchimento representam os fragmentos de DNAcquespondem ao cassete de resisténcia a
higromicina presente no plasmideo pAN7-1. Os retlisg preenchidos (preto) representam o0s
fragmentos de DNA referentes ao genfsl deC. lindemuthianumA primeira etapa da técnica de
Split-Marker recebe destaque no esquema, onde sdo evidenciados bs oligonucleotideos
utilizados, assim como os fragmentos de DNA geradogjuatro reacdes de PCR independentes, que
foram utilizados na etapa seguinte. A segunda edapsécnica consistiu em duas reacdes de PCR
independentes, gerando os fragmentos de DNA V gu¥ foram utilizados na transformagéo de
C. lindemuthianumA recombinacdo especifica dos fragmentos de DNA @omenemfsl de

C. lindemuthianunselvagem recebe destaque, com o esquema do mesmangerrompido pelo
cassete da higromicima fosfotransferase, obtidds aptransformacéo e confirmados por uma nova
PCR, com os oligonucleotideos CIF e CIR.
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3. 5. Transformacao deC. lindemuthianum

A transformacéo foi realizada com os cassetesateatao construidos como descrito
no item 3.4. O fungcC. lindemuthianum(raca 89) foi cultivado por dez dias em vagem
estéril, visando uma maior producdo de esporosomadamente 1xf@onidios/mL foram
inoculados em meio GPYECH (20g de glicose, 59 q¢ope, 1g de extrato de levedura e 1g
de caseina hidrolizada™). mantidos a 22 °C durante cinco dias. Ap6s o0 Bresto, o
micélio foi lavado com agua destilada e colocadd=elenmeyer de 125 mL, contendo 20 mL
do tampéo fosfato suplementado com 7 mg/mlLykng EnzyméSigma) e 15 mg/mL de
Soro Albumina Bovina (BSA). A protoplastizacao feita a 30 °C sob agitacao de 80 rpm
durante 3-4 horas. Os protoplastos obtidos foramdias duas vezes em solucédo ST (Sorbitol
1M, Tris-HCI 100 mM pH 7,5) e uma vez em STC (Smibl M, Tris-HCI 100 mM pH 7,5,
CaChL 50 mM) por meio de centrifugacdes sucessivas 8 §08 4 °C, durante 10 minutos e
foram ressuspendidos em 5 mL dessas solu¢gbesnalodias lavagens, os protoplastos foram
centrifugados a 300§ a 4 °C durante 10 minutos e ressuspendidos em8$@tando numa
concentracdo de i(protoplastos por mL. Neste contexto, & suspensapratoplastos foi
adicionado a solucdo de DNA contendo os fragmegéoados a partir da técnica 8elit-
Marker, e 50 pL de solucéo de polietilenoglicol (PEG 6@80%, CaCGl 50 mM) e incubados
a 0 °C durante 20 minutos. Posteriormente forarmesaentados mais 500 pL de solugcéo de
PEG e o tubo foi incubado a temperatura ambiemt@@aninutos. Ao final desse periodo, os
protoplastos foram plagueados pelo métod®der Plateem meio BDA contendo sacarose
0,56 M que funciona como um estabilizador osmQ@piara regeneracdo dos protoplastos. As
placas foram incubadas a 22 °C durante 24 hora®s Apegeneracao dos protoplastos, 5 mL
de meio BDA semi-solido contendo higromicina (Sigatdrich) foram adicionados sobre o
meio de cultura de cada placa de transformacaccéotracéo final de higromicina de 60
ug/mL). As placas foram incubadas, novamente, 822até o aparecimento das colonias
transformantes.

Os transformantes resistentes a higromicina forlet®nados e purificados por meio

do isolamento monospdérico.
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3. 6. Estabilidade mitética dos transformantes

Para avaliar a estabilidade mitotica dos transfatesa os mesmos foram cultivados
em placas de Petri contendo meio BDA sem antilwpcincubados por sete dias a 22 °C.
Apoés este periodo os mesmos foram transferidos qara placa contendo BDA, e assim
sucessivamente por cinco geragfes. Apos as tréansfas seriadas, foi testada a capacidade

de crescimento dos transformantes em meio BDA odnt&@00 pg de higromicina/mL.

3. 7. Triagem dos transformantes com integracao esgifica
Para selecionar um transformante com integracéc#iga ao I6cus do gemafsl, foi

realizada uma reacdo de PCR, com oligonucleotidepscificos (CIF e CIR, Tabela 1), que
amplificam a partir das regides flanqueadoras doegefsl. Os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8%,gconfirmacdo do gendtipo mutante.
As amplificacbes foram realizadas com a enzimairRiadt® Taq DNA polimerase High
Fidelity (Invitroged™), conforme as instrucdes do fabricante, em um deictador
programado para realizar uma desnaturacao iniei@dd’C por 2 minutos, 35 ciclos de 94 °C
por 30 segundos; 59 °C por 45 segundos e 68 °Copminutos e 30 segundos, e uma

extensao final de 68 °C por 10 minutos.

3. 8. Caracterizacdo molecular dos transformantes

Para caracterizacdo molecular, os micélios dosfamantes obtidos e confirmados,
juntamente com a linhagem selvagem, foram obtid®wsacbrdo com o item 3.3.1, e em
seguida procedeu-se a extracdo do DNA total dastaascseguindo o método supracitado no
item 3. 3. 2.

As preparacdes de DNA dos fungos foram submetidasragens por endonucleases
de restricdo, estas foram escolhidas de acordo aomitios de restricdo encontrados nas
sequéncias do gemafsl e hyg As enzimas usadas forarBal (ndo apresenta sitio de
reconhecimento no interior do gemésl resultando no DNA fangico selvagem um fragmento
de DNA de 6352 pb). A enzinfacd foi utilizada para verificar a integracdo do géryg no
genoma dos transformantes (apresenta dois siticmcdahecimento flanqueando o géyg,
gerando um fragmento de DNA de 1089 pb).

As reacdes de clivagem continhanudg do DNA do fungo, tampé&o da enzima (1X),
endonuclease de restricdo (10U) e agua ultrapuczlauada para completar um volume de
40 uL. Essas reagdes foram incubadas a 37 °C por apadamente 12 horas. Os fragmentos
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de DNA gerados foram analisados por eletroforesg@nde agarose 0,8 %, juntamente com
o marcador de tamanho DNAdder Mix Fermentas Life Scienc®s

Desta forma foram preparados dois geéis para substgtransferéncia a membranas,
e a hibridizacéo foi feita com cada sonda de fomakependente. A transferéncia para a
membrana de nailon foi feita conforme descritotemi3.3.4 Posteriormente, a hibridizacéo
foi feita com o kitDig High Prime DNA Labeling and Detection Starteit K (Roch®). A
membrana obtida com as clivagens $al foi submetida a hibridizagcdo com a sonda de 760
pb (sonda 2) referente ao genésl, amplificadas pelos oligonucleotideos FP1 e RRbdla
1). Enquanto a membrana obtida com as clivagenSgarfoi hibridizada com a sonda de
712 pb (sonda 3) referente ao gene de higromi@stotransferase presente no plasmideo
pAN7.1, amplificadas pelos oligonucleotideos HPHHRH2 (Tabela 2). As sondas foram
marcadas em reagOes de PCR independentes comPRECRiDig Probe SynthesiRoch®)
seguindo as instrucdes do fabricante. As hibridizagoram conduzidas em condi¢des de alta

estringéncia, a temperatura de 48 °C (calculadecdelo com as instrucdes do fabricante).

3. 9. Andlise fenotipica do mutantémfsl

3. 9. 1. Teste de patogenicidade

O teste de patogenicidade do isolado selvagem mutanteAmfsl com integracdo
especificamfsl de C.lindemuthianunfoi realizado, de acordo com o método previamente
publicado por Dusfrene et al., 1998.

Sementes de feijdo comum do cultivar Rosinha Epigsel) foram colocadas em
papel Germ Test® umedecido com agua destilada miggdas em estufa Umida a 37 °C
durante dois dias. Apds este periodo, as semeatam ftransplantadas para vasos e as
plantulas crescidas em camara de crescimento aulapiurante 10 dias. Posteriormente, as
folhas de feijoeiro foram excisadas, e em sua $iggernbaxial foi inoculada uma suspenséo
de 1x16 conidios por mL, obtida a partir do isolado LV @@8C. lindemuthianunmaca 89, e
também do mutantAmfsl. Para a obtencao destes conidios, o fungo faiagp em tubos de
ensaio contendo vagem de feijao fixadas em aga-pgaviamente esterilizados, e incubados
a 22 °C durante 10 dias (SILVA et al., 2007). Esldisas inoculadas foram mantidas
individualmente em placas de Petri forradas comodislie papel Germ Test® umedecidos em
agua ultrapura autoclavada e incubadas a uma tatapede 22 °C, com um fotoperiodo de
16 horas de luz e 8 horas de escuro. Ao longo e dias consecutivos, as folhas foram

observadas e fotografadas a cada 24 horas, corfetivolde representar todas as etapas do
25



processo de infecgéo pGr lindemuthianumUm controle negativo foi realizado inoculando-
se agua ultrapura autoclavada na superficie abalealalgumas folhas, sendo estas

acompanhadas ao longo do processo.

3. 9. 2. Avaliacdo da sensibilidade micelial deC. lindemuthianum a

diferentes fungicidas

O bioensaio foi realizado incorporando-se os fudgs ao meio de cultura, adotando-
se a técnica descrita por Edgington et al. (19&1partir da solucédo estoque, procedeu-se a
diluicdo em série, de tal maneira que cada mL deslsgao, quando adicionada a 99 mL de
BDA fundido (45 °C — 50 °C), atingiu-se a concegditadesejada. Apds adicionar o fungicida
ao meio de cultura, realizou-se a agitacao paraogeneizacdo do mesmo. Em seguida, o
meio foi vertido em placas de Petri. Discos de 6 mendiametro do micélio do fungo
selvagem e do mutantAmfsl foram colocados no centro das placas de Petri aem
respectivos fungicidas. As placas foram incubadas@&mara de crescimento, a 22 °C, com
fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de esGucomponente ativo dos fungicidas, modo
de acdo e concentracbes usadas encontram-se nka Pab& escolha dos fungicidas foi

baseada em sua utilizagdo normalmente no conteatamipo da antracnose do feijoeiro.

Tabela 2. Fungicidas utilizados nos bioensaios doomtrole in vitro de Colletotrichum
lindemuthianum (raca 89) selvagem e mutantAmfsl.

Nome comercial Componente ativo Tipo de acdo CCA
Dithane Mancozeb Protetora 800 gKg
Folicur Tebuconazole Sistémico 2007gL
Cobre Sandoz Oxido Cuproso Protetora 500 gKg

" Concentracdo do componente ativo.

O experimento foi realizado de forma independenta o fungoC. lindemuthianum
selvagem e mutantemfslcom 31 tratamentos, sendo cada parcela constipoidxés placas
de Petri. Os tratamentos foram feitos com os se&ggiifungicidas: Dithane (mancozeb),
Folicur (tebuconazole) e Cobre Sandoz (6xido cugres cinco concentracdes (1, 10, 100,
500, 1000 ppm) e o controle sem fungicida.
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Os resultados foram avaliados medindo-se diaritenerdiametro micelial, usando
uma régua graduada em milimetros (mm), ao long&Qddias de incubagéo. O efeito dos
diferentes tratamentos foram comparados segundi® BesTukey ao nivel de 0,05 % de
significancia. Foi determinado também o indice des@mento micelial e também a
concentracdo minima inibitéria (CMI), ou seja, deimalo entre as concentracdes dos
fungicidas capaz de inibir totalmente o crescimenielial do fungo.

CMI = crescimento do controle — crescimento do tratamento X 100

crescimento do controle

3. 9. 3. Avaliacdao do crescimento micelial de&. lindemuthianum em

diferentes acucares como fontes de carbono
Para investigar a funcionalidade do transportddfsd, culturas d&. lindemuthianum

selvagem e também do mutaimfslforam cultivadas em placas contendo 25 mL de meio
minimo (MM) suplementado com diferentes aclUcaresocctontes de carbono, os reagentes
utilizados foram obtidos de fabricantes com altaugde pureza (glicose, frutose, xilose,
manose, mioinositol, sorbitol, lactose e sacar@m®)uma concentracdo de 5 %. Apds a
solidificacdo do meio, discos de 6 mm de diame&r@al6nia do fungo foram colocados no
centro das placas de Petri. As placas foram in@asatirante 10 dias em camara de
crescimento, a 22 °C, com fotoperiodo de 16 hogdsizie 8 horas de escuro. Os resultados
foram avaliados medindo-se diariamente o diameteelial, usando uma régua graduada em
milimetros (mm). O efeito dos diferentes tratamsrftram comparados segundo Teste de

Tukey ao nivel de 0,05 % de significancia.

3. 9. 4. Avaliacédo da germinacéo de conidios @elindemuthianum

A germinacgdo dos conidios dos isolados selvageim mutanteAmfsl foi avaliada
em suspensdo com concentracdo de 5°yegporos/ml adicionada ao meio GPYECH e MM
suplementado com glicose e manose (5%). As langéisesvadas contendo os conidios foram
incubadas a 22 °C. Apés 96 horas, as amostras falbaervadas em microscopio Optico para
avaliacdo da germinagao.
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3. 9. 5. Avaliacao da conidiacao dé. [indemuthianum

Para a avaliacdo da conidiacdo da linhagem setvaggo mutantdmfsl, fragmentos
de micélio de mesma idade e de mesmo tamanho foraeridos em tubos de ensaio
contendo vagem de feijao fixadas em agar-agua grernte esterilizados, e incubados a

22 °C durante 15 dias. Foram preparados 10 tulvascpda linhagem.

3. 10. Andlise filogenética do genafsl

Para a realizacdo da andlise filogenétia, feita uma busca por sequéncias de
aminoacidos de membros representativos de diferciaimilias de transportadores MFS,
listados nas Tabelas 3 e 4. A busca de tais sei@séioc feita no banco de dados Mational
Center for Biotechnology InformatiofNCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). O
programa MEGA 4.0 (TAMURA et. al., 2007) foi utiéido inicialmente para o alinhamento
das sequéncias.

As arvores de Maxima Parciménia (MP) foram condas, sendo os testes realizados
pelo programa PAUP * 4.0b10 (SWO VORD, 2002). Oadétde busca heuristica escolhido
para construcdo da arvore de foi o de bissecdoomerdo de arvorgd BR). Para avaliar a
confiabilidade das arvores filogenéticas, foi agudic umbootstrapde 1000.

Para visualizacdo das arvores obtidas pelos el Maxima parcimonia, foi

utilizado o programa Tree View (PAGE, 1996).
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Tabela 3. Espécies fungicas, numeros de acesso nenBank e familia das proteinas
transportadoras MFS, cujas sequéncias de aminoaciddoram utilizadas neste trabalho.

Espécie NUmero de acesso Familia
Aspergillus niger XP_001391702.1
Aspergillus nidulans XP_681809.1 IST (Transportador Ferro Sideréforo)
Botryatinia fuckeliana XP_001550120.1
Gibberella zeae XP_380715.1
Cochliobolus carbonum Q00357.1
Botryatinia fuckeliana AAF64435.2 DHA14 (Drogas H Antiporter 14 DTMs¥)
Cercospora kikuchii AAC78076.1
Cercospora nicotianae ACD42873.1

Colletotrichum lindemuthianum SOARES (2007)

Glomerella graminicola EFQ34170.1 DHA12 (Drogas H Antiporter 12 DTMs)
Aspergillus fumigatus XP_747804.1
Aspergillus nidulans XP_658597.1

Colletotrichum lindemuthianum HQ54132.2

Chaetomium globosum XP_001220480.1

Neurospora crassa XP_964352.1 SP (Transportador de agucar)
Magnaporthe oryzae XP_369575.2

Penicillium chrysogenum XP_002566754.1

Aspergillus nidulans XP_658612.1

Botryotinia fuckeliana XP_001561284.1

Glomerella graminicola EFQ26386.1 NNP (Transportador de nitrito/nitrato)
Magnaporthe oryzae XP_001404223.1

Neurospora crassa CAD71077.1

Neurospora crassa AAAT74899.1

Neosartorya fischeri XP_001262447.1

Saccharomyces cerevisiae ~ BAA14358.1 PHS (Fosfato FSimporter)
Candida albicans EEQ42091.1

Chaetomium globosum XP_001223897.1

Ustilago maydis XP_761749.1 Grupo exeer

*DMTs: Dominios transmembranicos.
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Tabela 4. Espécies fungicas, niumeros de acesso nenBank e tipo de acuUcares
transportados por proteinas da familia SP Sugar Porter), cujas sequéncias de
aminoacidos foram utilizadas neste trabalho.

Espécie NUmero de acesso
Colletotrichum lindemuthianum HQ54132.2

Acucar transportado

Aspergillus furmigatus
Neosartorya fischeri
Glomerella graminicola

Neurospora crassa
Chaetomium globosum

Aspergillus clavatus
Aspergillus furmigatus
Pyrenophora tritici-repentis
Aspergillus flavus

Neurospora crassa
Aspergillus nidulans

Aspergillus oryzae
Botryatinia fuckeliana

Neurospora crassa
Glomerella graminicola
Chaetomium globosum

Podospora anserina
Sordaria macrospora

Aspergillus nidulans
Magnaporthe oryzae
Botryatinia fuckeliana

Penicillium chrysogenum
Aspergillus flavus

Ustilago maydis

XP_753203.1
XP_001259225.1
EFQ25994.1

XP_964352.1
XP_001220480.1

XP_001270350.1
XP_747891.1

XP_001937764.1
XP_002383101.1

XP_959616.1
XP_658742.1

XP_001825209.1
XP_001547488.1

AAA99806.1
CBA11545.1
XP_001220604.1

XP_001912883.1
CBI57503.1

XP_660398.1
XP_363447.1
XP_001555197.1

XP_002563779.1
XP_002378351.1

XP_761749.1

Hexoses indefinidas

Lactose

Quinato

Glicose

Frutose

Grupo externo
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4. RESULTADOS
4. 1. Sequéncia do genafsl e analise da regido flanqueadora 3’

O genemfsl com uma sequéncia codificadora de 1623 pb féadeoe caracterizado
por Santos (2010). Com o objetivo de verificar &te gene estava proximo de outro gene com
funcdo relacionada, o restante do fragmento dekKb,%5al/Sal onde o genanfsl estava
inserido, foi sequenciado e analisado. A regidndgileeadora 3’ foi analisada, sendo possivel
identificar além do genefsl uma sequéncia aberta de leitura (ORF) correspomde um
gene da superfamilia de fatores de transcrigid@ finger especificamente da familia
Zn[ll].Cys;, notavelmente, apenas encontrada em fungos. Ar&igumostra o mapa de
restricdo do fragmento de 6,5 Kb, a orientacdoggomesmfsl e o gene putativo que codifica
um fator de transcricdo, denominéth

Sall Hindlll EcoRI Sall

mfsl ftl
Regido intergénica

1kb

I:> ORF I Intron

Figura 2. Mapa de restricdo do fragmento de DNA dé,5 Kb. O esquema representa as regides que
correspondem as janelas abertas de leitura dos genativosmfsl e ftl, com o0s seus respectivos
introns. A barra a direita representa a escala #b. 1As setas indicam as ORFs e o sentido de
transcricdo dos genedsl eftl, respectivamente.
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A ORF do gendtl é flanqueada por uma sequéncia 5’ de 561 pb amarsequéncia
3’ de 445 pb. A regido promotora desse gene apiesisrelementos putativos envolvidos no
controle da sua expresséo, como o elem&AiDAbox, CAATbox e ilhas de pirimidinas. Nas
regides promotoras de genes de organismos eucgregees elementos podem atuar como
sinais basicos para a transcricdo, determinand@tasnuezes a eficiéncia do processo. Na
regidao 3’ ndo codificadora, foi encontrado a 323lptwnstreando cédon de parada um sinal
de poliadenilacdo ATAA, sequéncia tipicamente etreala em fungos filamentosos.

A analise da sequéncia permitiu a identificacdarma proteina putativa contendo 634
aminoacidos, sendo, portanto codificada por uma QR apresenta 1905 pb. Na regiao
codificadora foram identificados quatro possivaitsons com 41, 97, 17 e 78 pb e 5 éxons,
que apresentam os tamanhos de 192, 636, 432, 242 gb. Sitios envolvidos no mecanismo
de splicing foram encontrados flanqueando os 4 introns, semdsitio GT(A/G)NGT
encontrado na extremidade 5'e o sitio (CT)AG naesxidade 3'(KUPFER et al., 2003)
(Figura 3). A proteina deduzida apresenta uma mmasetecular de aproximadamente 70 kDa.

Com o auxilio da ferramenta de busca por domiotrservados do NCBI, aliada a
ferramenta BLASTP, foram encontrados dominios pegrtes a superfamilia de fatores de
transcricdo. Foi observada também, a organizacdgedeftl em diferentes genomas ja
sequénciados, sendo relatada a ocorréncia dedaterranscricdo desta familia agrupados a
genes que codificam proteinas transportadoras B89 0 genenfsl(Figura 4).

Utilizando a sequéncia deduzida da protdihdoi realizada uma busca de sequéncias
similares em bancos de dados, usando a ferramé®8B° na pagina do NCBI e também
na pagina do BROAD Institute (http://www.broadinge.org) As espécies, assim como o
namero de acesso e similaridade com a sequéntia sfio especificadas na Tabela 5.
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-560 gat gct t t ggacaat gagacgaat t t cgagccagcgaggaagagact ccgaaccagccat gct gt aagtttggtttacttttacttcgegt cgt cgccaaaacaaccgtttcctatgtga

- 440 tcgcaccat gggaaact gt att ccat ctt ct gggaagggt gacct cggcaacgact cggt cct aggagt aaggagt t cagaccgaat ccgaaccgat ggtt cacgat at ccct cgaccgt
-320 gcat gcgt ccagcat ggt t gaacgcat ctttact cact ct gaccat ct cacgaccggcatt gt cccat cagcgacgat acct ct cagagct ccgggt gt ctcatcct gttt gaccaaacc
-200 aagttggagctaacgaacaccccttctgcagtgcgacacatgtcgtgctaggaaaataaggtattcacgcgcgaacagcctctggactcttgtccca%?_ctcccgg%rc%a%aaatggag
- 80 aact gacgt agat gcat cat cct agat gcaacggcaacacgcct t gcgcat cgt gct cggcgt cgcagcaagaat gt acct ATGEGT CCGAl

—llvr R P TRESPPPT

+
+40 CCCCGGECGCCGT GATCCCCGECGAGT CAAAGACGT GCACGT CTCGGACCAAAAGCAAGCAAGATGCAAAACCAAGAT TCTGACCAT CCATGCGCGT CGGCAT GT CACCAGACGCGGECAAG
14 R CKTKI1 L TI HARRHVTRRGKWPRRRDZPRRVKDVHV SDOQK QA
+160 ACI:GATCTCATTCTCGACIII:GTCI:TCI:GCI;Tth_gggaagtttctccatgagatgagggccaccatcgt agt CCCGCCTCCGCGTCCTCCTCGT TTCGCT TCTCGCCGAACCCGEECT
53 S DL I L EGVLR P AS ASSSFRFSPNUPA
+279 TCGCCGATCACCGGCCGGCGGT CATCTCGCCGGECGT TGCGCT CGGECT TCGCGEEGEGET CCT T T TCCGGAT CGCCGCT CGCCGAGATGCAT
79 P AL RS ASR F L AEMHHDGETFKGAAPF D H R | S
ﬁg9 CATCCGCAA C CT GACGCAGT ACCAGAAOAQCT ETGéGAﬁCGCGGA VGC'II_' GGSCT gOA;\FAGZA};OA_IQGAgDACOACCGAGT CCG CC'II_' GCAATGGECCTCACTTTGACGTG
+519 TTTCCCAGCAT GAGGGATGGCTACGT TTCCATCT TCCACCT CGAGCAGT CTCGGCCGECT! GACGCGCTCGACGACCATGTATCCATACGT GACGGCCGAAGACATTGATGGCATC
159 F P S MRDGYV S I F HL E S RPAVKTRSTTMYPYVTATETDI D GI
+639 CTTGACTCTTTCGAGAACACCATCAACTTCTGGT ATCCGACOATGT CGCGGECCAGCTGGCGCAGGT ACGGAGT CT GATATCCGATGGCATCCCCGAAGAAGACAGCATTCTGGECGTGC
199 L DS FENTI NFWYPT RGC&\LAGSCAV | S D GI P EEDSI L AC
+759 CTGGCCCTCCTGACCATGGECCT TGEGATGCGCCGGT CAAGT TACT CACT GAGT GACGAAGAGCGAAGCGGAGGGCGT CTAGGAAGCCATgggt gacgt
239 L ALLTMALU GCAGQQVTAALAPGATIULSDEEIRSG GGRTL G S H
+879 gtactttgacagcgt gct caagaagct gcat gt cgt gcat accaacgt ggggagcacggcaacgcact gctattattcttcacggcgtga GCTGCCCA LTGSCCCGAP gTGéGTgTT‘FI'TCSA
+997 TCGCGAAACT GACGCGCCGCAACT GCCAGGATGTACT TTGCCT TTCT GAGACGACCGCT GCAGGCAT GCGAGT ATAT CAACGCAGCCT CTGCCAAAT GCCTGCTGCTGCTGT CGTACCCTCCA
286 S ETDGRNCRMYFAFLIRRPLOAWETZYI NAASAKT CLILLLSY PP
+1117 GAGT CGGAGT CGGCCCGAGACCAGGAGCGTAT TCGCAGGATCTTCTGGTCATGT TACATCCTCGAGAGGT TCGGT TTGATCTCGCATTACT TTCCTTTTGT CGCGCGACT CACTGACGAC
326 S AR D ERI RRI FWSOCY Il L FGLI SHYFPFVARTLTDD
+1237 ATCAGCGATTACCT CGCCGAGCT CT CAGECCT CCCGCAAT CCGECAT CGCGCCGACCGAGAT CAGCGAT TACCT CGCCGAGCT CT CAGECCT CCCGCAAT CCGECAT CGCGCGGACCGAG
366 E L SGLPQQSGI ARTEI SDVYLAELSGLZPOQOSGI ARTE
+1297 TCGT CAA( GTACAACACGCACCACAAGACGCCAGGTCGAGGAACAGTCGTCCCTCTACTTCCTCGCTGCATCTCGATGCGCCGCT(II gaaccgcgt ccaccag
386 S S TPLPGEYNTHHIKTWPGRGTUVVPLLPRCI SMRIR
+1416 CTCCTCTA CGCCCGCTTCCCCTACGT CGT CGCCGAGCT GGACCACCAACT CGACGAGT GGCGCGAGGT CCCGCCCGCCTTCG:CTTC
420 L LYARGT GAALUDHAREFZPY VV AE H QL DEWREVL PP AF
+1536 AGCGT CCEGT CCGACGAGA( scceceel GCGGCAGAGATACCT CACCT GCCGCAGCGT CGTCTACCGCCCGTACCTCATGTGGATGCTG
460 S VGSDETDGR S G GF L RQRYLTCRSV Y R P L M
+1659 AGCGGECAT GECCEECEECAACCECCCGAGCT CGGAAT TAT TGGT GAGCGGEGEGA CGAGAAGT GCAAGGECGT GCT TGGATGCGTGTCTGCTGCATATTCTCAACCTCAGGEECGTTT
500 S GMAGGNSGASSETLLVSGDALIEI KT CKACLUDACLILMHI L NL RAF
+1776 GGECAGACGGTCATGGT TGATACGTGGATCTGCTCGT TGTCG gagt aat at gcccccattttccttct act acccagecat gcgagcet gt t at gat aacat ggcgct gt t acgaat agt
540 G QT V MVDTWI CS L S
+1896 ATGCCCAGCGEECCATGCTGGT TCTCCT GECGECGT GT CGCAT CCCGECACT TAAAGAGAT GAT CGGCCCGGAGGT AT TGGGGEGECT GGT GATCACCT! GCGGCAACT CCT CCAAGGCT GGCAA
555 MAGAMLVLLAACRIPALKEMIGPEVLGAGDHLR& ?
+2016 GCCGT GATGGGECGAACCGACT TCGCCGAGT GT GCAGCAGAGCAT TAGAACCAT TAGCGAAGCGGATCGT TTTATCCAAGAAGT GTAT CGGGCCGGECGACT TATTCGA GAGAAGT
595 AV MGEPTSPSVQQSI RTI SEADRFI QEVYRAGDS SYSMRSR
+2136 TACgagcaggat t t caagct gt gaat aagacgggcagat gt t t gagaagggaact agt gt at cgaaat ggcgagct t cggt ggacggt t ccggt gaagt ct gccactttatt gacgaat g
635 *
+2256 ggcaagaaaggcaat cgaaccgcggt cct gggaagcgtt ccat gcgt agcccaatgtttattttatgattctat ggctctctggcagttct gcagaaacccacaaagt at gt at t cagat
+2376 cgagccaacat cggat caacccgt acccagaagat gct gt t cgt cgt caacagcagcat ccat ggaccgcggcgcgact ggaccagat aacct aagat gt gct ggaagggggaaat ggcg
+2496 gaat ggcggcacaact ggctt ct cgagt cgt ct gat caacaagt cgt at ggttt cgcat t gcaaacagct cgaaat ctt gcactt agt

Figura 3. Sequéncia de nucleotideos do gefi¢ e sequéncia deduzida de aminoécidos da proteintilFle C. lindemuthianum. Duas séries de numeros
sdo mostradas: a primeira: -560 a 2496 represestg@EéEncia de nucleotideos; a segunda: de 1 aefBEsenta a sequéncia de aminoécidos. A sequéncia
codificadora esta representada em letras mailsailas regides flanqueadoras 5’ e 3’, bem comatosns, estao representados em letras mindscutas. A
demais regides importantes e alguns elemeritoslementos estéo destacados conforme descritaxti @s possiveis residuos de cisteina envolvidos n
dominio especifico Zn[lJCys finger estdo identificados em vermelho. As possiveisnagsias envolvidas no enderegcamento nuclear daipeoestdo
grifadas e ressaltadas em amarelo
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Figura 4. Familia de reguladores transcricionais de fungos.(A) Dominio caracteristico ¢
superfamilia de fatores de transcricdo de fur Zn[ll] .Cys finger. (B) Ocorréncia de genes q
codificam fatores de transcricio em fungos assosiad genes que codificam protei
transportadoras de membrana da familia MFS emedifes fungos do filo Ascomycota, coros

génerosAspergilluse Penicilliunr.

Tabela 5. Espéciesle fungos, nimeros deacesso no GenBank e similaridade da protei ft1 com
outras proteinaspertencentes damilia de reguladorestranscricionais de ungos filamentosos.

Espécie N° de Acesso

Banco de dados Similaridade (%)

Colletotrichum graminicola EFQ34883.1

Gibberella zeae XP_383447.1
Penicillium chrysogenum XP_002565376.1
Aspergillus fumigatus XP_753204.1
Neurospora crassa XP_964351.1
Magnaporthe oryzae XP_369573.2
Podospora anserina XP_001912721.1
Aspergillus nidulans XP_663412.1

Botryotinia fuckeliana XP_001554307.1

GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank

92
90
90
89
83
79
77
68
65
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Com o objetivo de investigar a possivel relacéveeaste fator de transcricdo e o
genes que codificam transportadores MFS, o promdtogenemfsl foi analisado para
verificar a presenca das elementos de reconhecimento de proteinas reguldardamilia
Zn[ll] .Cyss finger de fungos, cuja sequencia é 5 CG&-NyCCG3'. Este elemento foi
encontrado na posicao -229 no promotor do gefg. Outroscis elementos encontrados
foram o de reconhecimento da proteina CreA (endalebm represséo catabdlica em fungos,
5SYGGRGZ3) localizado a -204, sobreposto @s elemento de ligacdo para um fator de
transcricdo contendo o dominio Znjlyss finger e outro cis elemento para ligacdo da
proteina PacC (85CCARG3’), envolvida no controle da expressédo gédie acordo com o
pH do ambiente, foi detectado proximo ao ponto #&ltrdducdo, sendo detectado a — 13
(Figura 5). A partir desta analise podemos sugprég o genanfsl pode ser regulado pelo
fator de transcricdo Ftl, o que justifica a orgacéio destes genes no genoma de
C. lindemuthianumalém de poder ser regulado pelo pH ambientalrfqrdes de carbono

preferenciais no ambiente.

-381 tcgtcaatagtttccct ggct agt gt gggcaaaacaagact cgaagcgct cct gt gt t gt
-321 t ggt cgacgacct accgagt acaggt cat ct gt gt cacccccaggtttttttcaaacccg
-261 ttcgtctggttggcat gat gat ggcccgaat gcggggagagcet ct t gt ct ggat ggoSilld
-201 B8t ct cgaggccgcageat t t aaagagggct gegt t at cgecct ct ccatcttttcgt
-141 ct ccat cgacggt cacggaacccat cccagact cgat ct cgcccgect ct ccacgt ct ct
-81 ccactgtttcttgaccagtcggtccacttggtttgagactgtgtgtgtgtttggaaccgt

-21 at ctt gct gccaaat cccacaATG |

Figura 5. Caracterizacdo da regido promotora do geaimfsl. A sequéncia destacada em amarelo e
sublinhada nas extremidades correspondeciacelemento de ligacdo a proteinas de regulacéo
transcricional contendo dominiasnc finger A sequéncia em vermelho representa um possisel
elemento de reconhecimento de uma protéikeaCreA e em verde o possivels elemento de
reconhecimento por uma proteiite PacC.
4. 2. Organizacao do genmfsl no genoma deC. l[indemuthianum

Na analise da organizacdo do genisl foi observado que este gene esta presente em
cOpia unica no genoma €@ lindemuthianunselvagem Raga 89 pois, um unico fragmento de
DNA especifico foi constatado na analise do pedirestricdo quando foram usadas enzimas
gue néo clivam dentro da sequéncia usada como ¢$8odda 1), sendo que dois fragmentos
de DNA foram observados quando o genoma do fungdi¥@do com a enzimBlindlll, que
apresenta um unico sitio de reconhecimento no fatmmde DNA utilizado como sonda

(Figura 6).
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Figura 6. Organizacdo do genenfsl no genoma deC. lindemuthianum raca 82 (A) Eletroforese

em gel de agarose 0,8 % do DNA@dindemuthianunsubmetido a clivagens com as endonucleases
de restricddBanHl (B), EcaRlI (E), Kpnl (K), Notl (N), Xbd (X), Hindlll (H). Controle positivo:
fragmento de DNA de 408 pb utilizado como sonda (B) Auto-radiografia. (M) DNA do fago
lambda digerido com a enzirktindlll e DNA do fagodX174MHadll.

4. 3. Inativacdo do genenfsl

A funcdo do genenfsl foi avaliada por meio da estratégia de inativagénica
denominad&plit-marker Neste sentido, na primeira rodada de PCR, fdizesta utilizando-
se o0 plasmideo pAN7.1 como molde, e como produent obtidos os fragmentos de DNA
de 3101 e 1584 pb, amplificados pelos oligonudieas M13R /NLC37 e M13F/NLC38,
respectivamente, que representam a primeira rodad@CR. Ainda nesta primeira rodada,
utilizando-se o DNA gendémico como molde, foram i dois fragmentos de 761 e 608 pb,
amplificados pelos oligonucleotideos iniciadoresl/RP1 e FP2/RP2, respectivamente. A
segunda rodada de PCR teve como produtos dois éragsmde DNA com 3862 e 2192 pb
que foram utilizados para transformacdo de prosbpéa de C. lindemuthianum Os

fragmentos de DNA obtidos pela técnicaStait-Markerpodem ser observados na Figura 7.
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Figura 7. Confirmacéo dos fragmentos de DNA obtidopor PCR. Eletroforese em gel de agarose
0,8 %. B e C — Fragmentos amplificados a partigdoe de resisténcia a higromicina presente no
plasmideo pAN7.1. D e E — Fragmentos amplificadparéir da regido flanqueadora do gemial de

C. lindemuthianumF e G fragmentos finais da técnica 8plit-Marker, F tem como molde os
fragmentos presentes em B e D, enquanto G tem coofde os fragmentos presentesem Ce Ee o
marcador de tamanho usado faseneRule!™ Express DNA Ladde).

4.4. Transformacéo de protoplastos d€. lindemuthianum

Apo6s a transformacao dos protoplastosCddindemuthianuntom os fragmentos de
DNA obtidos por PCR foi possivel isolar 29 transfantes, dez foram purificados

monosporicamente.

4. 5. Estabilidade mitética dos transformantes

O teste de estabilidade mitética foi realizado cdez transformantes tomados ao
acaso. Todos os transformantes foram capazes deecrem meio seletivo contendo

higromicina apds cinco geracdes em meio de cultdmseletivo.
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4. 6. Triagem dos transformantes: identificacdo dmutante Amfsl

A confirmacao da interrupcéo génica foi realizpdéa técnica de PCR utilizando os
oligonucleotideos CIF e CIR. De todos os transforesm analisados, apenas em um foi
identificada a ocorréncia de integracdo gene-ebpecpois a amplificacao feita a partir do
DNA genbmico do fungo selvagem revelou um fragmet@oDNA com 2015 pb (que
corresponde ao gemefsl), enquanto a amplificacdo feita a partir do DNén@mico do
transformante com integracdo especifica apresamodragmento de DNA com 6234 pb,
produto da juncéo das regides flanqueadoras dorgishecom o0 gene que confere resisténcia
a higromicina. Apdés a triagem de transformantes PGR (Figura 8), o transformante
identificado comaAmfsl foi escolhido para a realizacdo das analisediféoa por apresentar

a interrupcéo especifica do genésl.

M S T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 Ti0 B

(pb)

6000

5000

2000

1000

500

Figura 8. Confirmacdo do mutante para o genenfsl. Eletroforese em gel de agarose 0,8 %. (S)
Produtos de PCR obtidos a partir da amplificaca®Né gendmico deC. lindemuthianunselvagem
com oligonucleotideos que anelam na regiéo flardpraado genenfsl; (T1 a T10) Produtos de PCR
obtidos a partir da amplificacdo do DNA gendmicotidasformantes resistentes a higromicina. Em
(T1) é possivel confirmar a obtencdo Mfsl, onde o produto de PCR apresentou o tamanho
referente ao genafsl interrompido com o cassete de resisténcia afnigioa; (B) Controle negativo

da reacdo de PCR, branco. (M) Marca@eneRulel" 1 Kb DNA Ladder Plus
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4. 7. Caracterizacdo molecular dos transformantes

Uma caracterizagcdo molecular da integracdo dosniatps de DNA gerados por
Split-Markerno genoma dos transformantes foi realizadoSmuthern blottingutilizando-se,
como sonda um fragmento de DNA de 760 pb refer@mier¢do inicial do gemafsl (Sonda
2), e também um fragmento de DNA com 712 pb do ggume confere resisténcia a
higromicina presente no pAN7.1 (Sonda 3). Esta ismafoi realizada com oito
transformantes, sendo um deles o mutamiésl. Na Figura 9, quando foi utilizada a sonda 2
e a enzim&al a qual ndo cliva dentro do gemdsl, mas possui um sitio de clivagem em sua
regido flanqueadora e também no gene que condsistgncia a higromicina é possivel
verificar varias integracfes ectopicas em setestoamantes, com excecdo do mutante
Amfsl(T1), confirmando a integracdo especifica, e agurga de uma Unica copia do gene.
Nesta primeira analise foi possivel observar urgnfrento de DNA de 6,3 kb nos genomas
dos transformantes que ndo apresentaram integresg@ecifica e também do selvagem.
Enquanto os transformantes com integracdo espedficesentaram um fragmento com

aproximadamente 3,7 kb, inclusive o mutakrefsl.

Figura 9. Caracterizacdo molecular dos transformargs: determinacdo do niumero de cépias do
gene mfsl e tipo de integracdo.(A) Auto-radiografia da hibridizacdo do DNA total de
C.lindemuthianunselvagem (S) e transformantes (T1 a T8) clivados a enzims&al com a sonda
de 760 pb (Sonda 2(B) Perfil de integragcdes especificas paro o fungeagem e transformantes, e
os tamanhos correspondentes esperados de DNAih#alas.
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Para investigar o perfil de integracdo do gene aqueere resisténcia a higromicina,
foi feita uma andlise poBouthern blottingutilizando-se a sonda 3 e a endonuclease de
restricdoScd a qual ndo cliva dentro do gendsl, mas possui um sitio de clivagem no gene
que confere resisténcia a higromicina, porém nadroedo fragmento de DNA especifico
para o gene da higromicina, utilizado. Na figura éL.@ossivel observar pelo menos um
fragmento de DNA de aproximadamente 1 kb nos geaatoga transformantes, e auséncia do
mesmo no genoma do selvagem. A partir desta anghisérmamos que o mutantenfsl
(transformante T1), apresenta apenas uma coOpia ahe gue confere resisténcia a
higromicina, enquanto os demais transformantesaptaram além do fragmento de DNA de
1 kb, outros fragmentos de DNA de tamanhos difeserttibridizando com a sonda,

demonstrando as integracdes ectopicas ao longerdmta do fungo.

Figura 10. Caracterizacdo molecular dos transformates: determinac¢do do nimero de cépias do
gene hyg e tipo de integracdo. (A) Auto-radiografia da hibridizacdo do DNA totaled
C.lindemuthianunselvagem (S) e transformantes (T1 a T8) clivadwos a enzimécd e hibridizado
com a sonda de 712 pb (Sonda ) Esquema do genmfsl (seta preta) dos transformantes

interrompido com o0 gene que confere resisténcigmricina, mostrando os sitios de restricdo para
Scd.

Os resultados obtidos a partir das andlises dpga 9 e 10 confirmam que o
transformante T1, denominadtdmfsl, é especifico para o gemefsl, apresentando a
integracdo especifica e nenhuma outra cépia adicdos genesnfsl e hyg podendo ser

utilizado para as andlises de inferéncia funcidoajene.
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4. 8. Andlise fenotipica do mutant&amfsl: andlise funcional do genenfsl
4. 8. 1. Teste de patogenicidade

Para investigar a possivel relacdo do gerfel com a patogenicidade do fungo
C. lindemuthianunraca 89 em feijoeiro susceptivel, o mutattesl foi utilizado no teste de
patogenicidade em folhas destacadas de feijoeistnRa.

Assim como no fungo selvagem, no mutante a ocoaéle sintomas na folha iniciou
a partir do quinto dia de inoculacdo, o que € cmmte com o inicio da fase necrotréfica
(Figura 11).
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Figura 11. Andlise da patogenicidade d€. lindemuthianum Amfsl. As letras e os nimeros representam as linhageregyeeh  mutanteAmfslde
C. lindemuthianune os dias apos a inocula¢éo em folhas destacadegogdéro susceptivel, Rosinha, respectivami
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4.8.2.Avaliacao da sensibilidade a diferentes fungicidas

Os dados referentes ao indice de crescimentoiaiidelC. lindemuthianunselvagem
e mutante Amfsl, em diferentes concentracbes de mancozeb, tebudemazixido cuproso
encontram-se na Tabela 6. Para o indice de crestinmmicelial, o fungicida mais eficiente
foi o tebuconazole, apresentando uma concentragéionen inibitéria (CMI) entre 1 a 10
PPM, enquanto para o fungicida mancozeb e o Oxigmoso ndo foram encontrados
resultados satisfatorios nos testesvitro, uma vez que a inibicdo total s6 ocorreria em
tratamentos com concentra¢des acima de 1000 ppmojgaimente para o 6xido cuproso. Os
resultados foram semelhantes para as linhageragssive mutante.

Tabela 6. Porcentagem de inibicdo do crescimento celial de C. lindemuthianum selvagem e
Amfsl, e a concentracdo minima inibitéria (CMI) de caddungicida testado.

Fungicidas/% de inibicdo

Concentracdes —
(ppm) Mancozeb Tebuconazole Oxido cuproso
Selvagem Amfsl Selvagem Amfsl Selvagem Amfsl
1 21,3 19,51 40,3 40,73 7,1 7,32
10 25,8 22,68 100,0 100,0 4,7 4.8
100 33,7 34,15 100,0 100,0 4,9 4,8
500 56,5 55,22 100,0 100,0 14,0 14,6
1000 79,6 79,5 100,0 100,0 29,5 30,0
CcMmI? >1000 >1000 1-10 1-10 >1000 >1000

! Intervalo entre concentrac8es, onde podem-se #acaalores de 100% de inibicdo do crescimenteliaic
2 Inibic&o do crescimento micelial dado em % (Métbarés repeticdes).

Uma tendéncia geral foi observada, uma vez qué&éssfungicidas apresentaram
maior eficiéncia na inibicdo do crescimento midediam maiores concentragdes. A eficiéncia
das concentracbes entre os trés tipos de fungiordasu significativamente, sendo o
fungicida tebuconazole mais eficiente em todas agentracbes quando comparado aos
demais fungicidas.

Em relacéo a eficiéncia dos trés fungicidas zatilos, foi possivel observar que as

diferencas foram significativas, sendo o fungidielauconazole o mais eficiente, e o 6xido
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cuproso o menos eficiente. Os tratntos com o fungicida tebuconazole apresentaram
menor média de crescimento micelial, representandomaior potencial de inibicao ¢
crescimento deste fungo, enquanto os tratamentasogado cuproso apresentaram maic
médias de crescimento micelii um menor potencial de inibicdo. A diferenca no @rasnto

micelial em tais tratamentos foi superior a 50 &énc pode ser observado na Figura

H Selvagem

M Mutante

Crescimento micelial/centimetros

Mancozel Tebuconazole Oxido cuproso

Figura 12. Eficiéncia dos fungicidas mancoze tebuconazole, e 6xido cuproso na inibicao ¢
crescimento micelial deC. lindemuthianum selvagem e mutanteNo eixo Y € possivel observal
crescimento micelial dos fungos em centime enquanto no eixo X estdo distinguidos os
fungicidas utilizado#\s colunas que receberam a mesma letra ndo difgggnificativamente ao nivi
de 0,05 % de significancia pelo Teste de Tt

A partir destas analises foi possivel verificar gossivelmente o germfsl ndo € um
transportador de membrana envolvido com efluxordgas ou com fenétipo de sensibilid:
ou resisténcia a drogas, pelo menos nas testanesyez que o0 comportamentas duas

linhagens, selvagem e mutante, foram semelh:i
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4.8.3. Avaliagdo do crescimento micelial deC. lindemuthianum em

diferentes fontes de acucares

Andlises preliminares realizadas por Santos (26a@griam que a possivel funcéo do
genemfsl era transportar acucares €n lindemuthianum Mediante esta observacao, as
linhagens selvagem e mutante foram analisadas kpéoeao uso de diferentes acgucares,
como Unicas fontes de carbono no meio de cultivo.

Neste sentido, o crescimento micelial @e lindemuthianumapresentou diferencas
significativas, quando foi avaliada a interacao diésrentes tratamentos (o tipo de agucar), e
os fungos selvagem e mutanimfsl.

O fungo selvagem e o mutante apresentaram craswimsignificativamente
diferenciado quando cultivados em meio mineral @otd glicose, frutose e manose, como
Unicas fontes de carbono (Figura 13). A maioragd® nas medias de crescimento ocorreu
nos meios contendo glicose e manose, onde o fuelgagem apresentou o diametro da
colonia 50 % maior quando comparado ao mutantésl (Figura 14).

A partir destes resultados podemos confirmar qgeremfsl codifica uma proteina
transportadora de membrana com pelo menos a futgdoansporte de glicose, manose e
frutose, portanto de monossacarideos, essenciaetadolismo primario do fungo, uma vez
que o crescimento micelial do mutamtenfsl foi drasticamente alterado quando este foi
cultivado em meio mineral contendo apenas glicosanose ou frutose, como fontes de

carbono.
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Figura 13. Crescimento micelial deC. lindemuthianum selvagem e mutanté\mfsl em diferentes
fontes de aclUcares.Apés dez dias de cultivo o fungo selvagem (S) a&mtes crescimento
diferenciado do mutantemfslquando crescido em meio minimo contegticose, manose e frutose.

46



3,5 -

2,5 -

M Selvagem
1,5 4
k4 Mutante

0,5 -

Crescimento micelial/centimetros
N
1

& & o : o
& & D N & O <8 <
i Qﬂo B & ) ) \:bc 2

Figura 14. Crescimento micelial deC. lindemuthianum selvagem e mutanteAmfsl em diferentes
fontes de acgucaresNo eixo Y € possivel observar o crescimento mitelis fungos, enquanto |
eixo X estéo distinguidos os tratamentos com asralites fontes de carbono fungo selvagem e
mutante.As colunas que receberam a mesma letra ndo difergnificativamente a 0,05 %
significancia pelo Teste de Tuk

4.8.4. Avaliacdo da producéo e da germinacéo de ddios

Para investigar a relacdo entre o produto do ¢nfsl e funcdes essenciais
manutencdo da viabilidade fangica, foi determinaddiciéncia na producdo e na germing
de conidios nos fungdS. lindemuthianunmselvagem e o mutantenfs1. Com este propdsito,
apo6s nove dias da inoculacdo do micélio C. lindemuthianumselvagem e mutante, €
vagem estéril, ndo se observou sinais de conidiag@d O inoculos avaliados, enquant
mutanteAmfsl ja apresentava uma densa massa alaranjada deosoeiditodos os in6culs
avaliados (Figura 15). Embora a mastsicelial fosse menor do que do fungo selvagen
conidiacdo do fungo selvagem iniciou 15 dias ap@®eulacdo (dados ndo mostrad

Neste contextoap0s 96 horas de incubacédo a 22 °C os conidiC. lindemuthianum
selvagem apresentaram uma taxa de inacdo de aproximadamente 100 % nos
diferentes meios de cultivo GPYECH (controle), MMplkementado com manose e M
suplementado com glicos5%), enquanto o mutantemfsl ainda ndo apresentavam s
conidios germinados nos trés diferentes meios dtivo (Figura 16) A germinacao fi
investigada apenas em meio contendo glicose ou seanona vez que estes foram

acucares gue apresentaram os maiores efeitos smncemto do fungo mutante. No peric
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de observagdo a linhagem selvagem apresentavaotgeda crescimento na forma de hifas,
com o micélio vegetativo formado.

Desta forma, a partir dos resultados obtidos podesoofirmar que o produto do gene
mfsl esta envolvido com a viabilidade celular@ldindemuthianumuma vez que a producéo
de conidios no mutante se torna mais precoce emaelao selvagem, quando cultivado em
vagem, no entanto o desenvolvimento do micélio tadige € mais lento, em relacdo a
germinacao, esta é afetada bruscamente se o fungmte é cultivado em meio contendo

apenas glicose ou manose como fontes de carboamb&m no meio GPYECH.

Figura 15. Conidiacdo deC. lindemuthianum selvagem e do mutant&mfsl. (A) MutanteAmfsl

(M) esporulando na superficie de uma vagem de eieocomum apos 10 dias de inoculagéo,
enquanto o fungo selvagem (S) ndo apresenta siteissporulacdo(B) Superficie da vagem
inoculada com o fungo selvagem, com o aumento di,2viostrando a presenca de hifas sobre o
tecido vegetal necrosado e auséncia de massa @Boso(C) Superficie da vagem inoculada com o
mutante Amfsl, com o aumento de 27X, mostrando a presenca fde bobre o tecido vegetal
necrosado e a presenca de uma densa camada dexoA&Isetas indicam a massa mucilaginosa
repleta de conidios.
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Figura 16. Germinagéo de conidios d€. lindemuthianum selvagem e mutanté\mfsl. Os conidios

do fungo selvagem (S) apresentaram a germinacde prmacoce nos meios GPYECH, minimo
suplementado com glicose e minimo suplementadomanose, quando comparado aos conidios do
mutanteAmfsl, que apds 96 horas aing@o apresentam germinagao nos trés diferentes.meios

4. 9. Andlise filogenética do genmfsl

Todas as analises realizadas indicam que o gerist é funcional em
C. lindemuthianure esta envolvido com o transporte de monossacariteste fungo, funcéo
esta vital para a viabilidade do fungo no ambieMediante esta informacdo uma analise

filogenética robusta foi realizada com a sequédetuzida de aminoacidos da proteina Mfs1.
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A é&rvore filogenética foi construida com base nmha@mento de sequéncias de
aminodacidos de proteinas pertencentes a supediadfis. Na Figura 19, é possivel observar
transportadores de seis familias distintas, o gefse foi agrupado com membros da familia
de transportadores de acucareSugar Porter SJ incluindo transportadores de
monossacarideos descritos d#n crassa Na andlise também foi possivel observar a
ocorréncia de dois grupos distintos: um contendonibmes da familia de transportadores
DHA14 e IST, ambos apresentando 14 DTMs, e o seggrgpo incluindo todas as familias
com 12 DTMs, onde a proteina Mfsl se encontra. iirpda informacdo de que a proteina
Mfsl se agrupou na familia de transportadores deaa€s, uma nova analise foi realizada
somente com proteina MFS envolvidas com o transpiet agUcares. Na arvore obtida é
possivel observar que os transportadores da faBMge agrupam de acordo com o tipo de
acucar transportado, a proteimafsl encontra-se agrupada com transportadores de
monossacarideos, como ja evidenciado em nossasesnab que corrobora com nossos
resultados, no entanto, ndo no mesmo ramo dasimastgansportadoras de glicose cujo as

sequéncias estao depositadas nos bancos de dados.
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Figura 17. Arvore filogenética de membros da supeaimilia MFS pertencentes ao Filo
Ascomycota, incluindo a proteina Mfs1 deC. lindemuthianum (HQ54132.2)O comprimento dos
ramos horizontais é proporcional a distancia geaé&ntre as espécies. A arvore enraizada com o
fungo BasidiomycotdJ. maydisfoi obtida pelo método de Maxima ParcimbOnia atsagé programa
PAUP * 4.0b10. Os numeros préximos aos ramos indiagporcentagem de repeticbes da analise de

bootstrapnas quais as ramificacdes foram observadas, ceendra 1.000 replicatas.
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Figura 18. Arvore filogenética de membros da famiéi SP pertencentes ao Filo Ascomycota,
incluindo a proteina Mfs1l de C. lindemuthianum (*). O comprimento dos ramos horizontais é
proporcional a distancia genética entre as espégi@svore enraizada com o fungo Basidiomycota
U. maydisfoi obtida pelo método de Maxima Parciménia witido o programa PAUP* 4.0b10. Os
nameros proximos aos ramos indicam a porcentagerapicdes da analise beotstrapnas quais
as ramificacdes foram observadas, com base em fefpifatas.
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5. DISCUSSAO

O genemfsl esta presente em cépia Unica no genom@ tiedemuthianune situado
dowstreama sua ORF foi encontrado um gene que codifica progeina possivelmente
envolvida com a regulacdo da expressdo de genesingio o propriomfsl. O gene
identificado codifica uma proteina regulatéria s@nicional, contendo o dominio ZCys de
ligacdo ao DNA. As proteinas dedo de zinco esté@ididas em trés classes, sendo a classe lli
(Ce) estritamente para fungos. Essas proteinas desbaipe papéis importantes nos
processos de transcricao e traducéo, podendo aitnda como mediadores em interacdes
proteina-proteina e estar relacionadas com complesamodeladores de cromatina
(MACPHERSON et al., 2006).

Para investigar uma possivel relacdo entre este, ggentificado comdtl, e o gene
mfsl foi feita uma analise do promotor aefsl, onde foram encontradass elementos
envolvidos com o controle da regulacdo da expregéaa por repressao catabdlica e pelo
pH do ambiente (DOWZER & KELLY, 1991; TILBURN et.all995). Além do dominio
tipico encontrado na proteina putativa Ftl foi tdmbidentificada uma sequéncia de
enderecamento nuclear da proteinaRRHV TR R&IKL | L E G como identificada em
outros genes cujos produtos atuam no nucleo (KALOERet al., 1984). Outros trabalhos
relatam o envolvimento de proteinas reguladorassérecionais contendo o dominio de
ligacdo ao DNA Zn(2)-Cys(6) na regulacdo da ex@messle genes que codificam
transportadores de membrana, tanto da familia ARt MFS, especificamente envolvidos
com o fendtipo de mdultipla resisténcia a drogas RlDprincipalmente em leveduras, como
em Candida albicansCandida glabrata Saccharomyces cerevisiaKluyveromyces lactis
(COSTE et al., 2008; KUO et al., 2010).

O ativador transcricional Gal4p é a proteina pedate a classe Il ¢ até entéo
melhor caracterizada, estando envolvida na ativagéo genes relacionados com o
metabolismo da galactose &ncerevisiadMARMOSTEIN et al., 1992; BREUNIG, 2000).
No entanto, este ndo é o Unico ativador pertencantgdasse Ill relacionado com o
metabolismo de acgUcares. Ja foi constatado o @nvaivo desta proteina na ativacdo e
repressao de genes que codificam proteinas MF®ne&yeis pelo transporte de hexoses
(OZCAN et al.,, 1999; SOONTORNGUN et al.,, 2007). BEMeurospora crassaum
transportador de glicose, denominado Rco3, funcomnao um sensor de nutrientes, ativando
o transporte de glicose e a conidiacdo do fungtande envolvido com cascatas de

transducdo de sinais que culminam com a expressd@edes, incluindo ativadores
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transcricionais de outros genes transportadoresADIMet al., 1997). Outros ativadores
transcricionais contendo o dominio,Adys; de ligagcdo ao DNA também foram relacionados
com a ativacao de genes envolvidos no metaboligmoaltose (NEEDLEMAN, 1991).

O genemfsl encontra-se presente em coépia Unica no genoma biedemuthianum
de modo semelhante ao que ocorre com outros genkficadores de proteinas MFS em
fungos filamentosos (VAN DEN BERG et al., 2008; LIEESQUE et al., 2010). Devido a
proximidade com o genetl e relacdo esta ja identificada em outros fungoteratura, €
possivel que o genafsl esteja inserido em um conjurde genes com funcgdes relacionadas.
Esta organizagdo ja foi constatada com transpagaddFS de outros fungos filamentosos
entre elesFusarium sporotrichioides onde seus genes envolvidos na biossintese de
tricotecenos estado localizados dentro declusterde genes. Dentro destkisteresta o gene
Tril2 que codifica um transportador MFS com 14 DTMsA4@6pb upstreamde Tril2
encontra-se o gengilé que codifica uma proteina reguladora transaradicequerida para a
expressdo ddril2. Duas copias do genkrilé também foram encontradas na regido
flanqueadora 3’ dé&ril2 (ALEXANDER et al., 1999; PEPLOW et al., 2003).

A técnica deSplit-Marker mostrou-se eficiente na inativacdo do gentsl de
C. lindemuthianumembora tenha apresentado uma baixa eficiénci&rassformacao e
também um alto niUmero de integracdes ectopicas.

Foi observado que 75 % dos transformantes apeesantintegracdo especifica, este
fato pode ser atribuido a interrupgéo ter ocormao recombinacdo homéloga. Mesmo os
transformantes com integracdo especifica apresemtantegracdes ectopicas ou tandem
porém, foi possivel fazer o estudo da funcédo de@ gefisl em um mutante com auséncia de
integracdes inespecificas.

As integracdes ectopicas consistem em um granoldema, quando o objetivo é
interromper um Unico gene, pois estas podem imierie fendtipo do mutante. Embora a
aplicacdo da técnica deplit-Marker ndo tenha sido suficiente para prevenir integagde
ectépicas enC. lindemuthianumela vem sendo aplicada com sucesso em outro®gung
filamentosos. A eficiéncia desta técnica na preflerde integracdes ectopicas foi reportada
por Colot et al.(2006), em trabalhos realizados @fungoN. crassa com o objetivo de
interromper um grupo de genes que codificam fatdeesanscricdo e posteriormente analisar
seus fendtipos. Neste trabalho foi obtido 44 %rdesformantes por substituicdo, dos quais
68 % estavam livres de integracdes ectopicas, ibtansib-se assim em uma forte aliada no

estudo da funcéo de genes em fungos filamentosos.
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Resultados semelhantes aos obtidos neste trab@ifim encontrados com o fungo
fitopatdbgenoCercospora nicotiangena tentativa de interromper oito genes que forrmam
cluster relacionado a via biossintética da toxina cercospo Na caracterizacdo molecular
destes transformantes foi observado que o tamaalsequéncia homologa de DNA presente
nos fragmentos de PCR esta diretamente relaciooaaioa eficiéncia da técnica em obter
integracdes especificas. Melhores resultados fafatidos quando os fragmentos continham
no minimo 0,8 kb em ambas as extremidades. A g@lacda técnica d8plit-MarkeremC.
nicotianaerevelou um alto nimero de integracfes ectopic&s|fiecificas ou etanden), em
adicdo as integracdes especificas. Apesar dasragfes ectdpicas, a frequéncia de
integraces homoélogas foi alta, mostrando a efi@mla técnica de interrupcdo génica
quando comparada a outras técnicas molecularesadpé ao genoma de. nicotianae
(BANG-JAU et al., 2009).

Observagbes macroscopicas da colbénia do mutamésl n&o evidenciaram
diferencas morfolégicas entre este e a linhageragem deC. lindemuthianumPorém, a
conidiacdo do mutant&mfsl mostrou-se mais precoce. Resultados semelhantas for
encontrados em mutantes para o gRiee3, que codifica um transportador de glicose no
fungo filamentosoN. crassa Neste mutante a indugdo do processo de espooufacd
associada ao decréscimo na captacdo de glicoserirglm entdo que a proteina RCO3
funciona como um transportador e sensor de altzsx@as concentragdes de glicose. Sendo
assim, o mutante com o gene inativo néo foi capazprimir o transporte de glicose quando
este fungo se encontrava em meio com baixas os ettacentracbes deste aclcar, o que
ocasionou a conidiagao precoce deste fungo (MARIL.e1997).

A concentracdo de carboidratos sollveis no tegédetal, em geral decresce durante a
colonizacéo, ao iniciar-se a esporulacdo, sendmassnativacdo de um sensor de baixas
concentracdes de acucar pode acelerar o processonidiacdo, que muitas vezes esta
relacionado a situacdes de estresse (PAN et &Q)l1&stas informagdes estdo condizentes
com os dados sobre a expressdo do gefsk obtidos por Santos (2010), sendo detectado
somente nos ultimos dias de infeccdo em folhasegeefro, fase esta necrotrofica, onde
certamente ja ocorre uma escassez de acucareaqlsamxcentracoes).

Em fungos filamentosos, a genética da percepciansporte de agucares ainda é
pouco estudada. No fungo micorrizidmanita muscaridoi descrita a caracterizacdo de um
transportador de monossacarideos AmMstl, visanda omalhor compreensdo em nivel

molecular, do suprimento de carboidratos derivadlbglanta para o fungo. A analise da
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expressdo génica demMstl em diferentes concentracbes de glicose, ingicao gene é
expresso de forma constitutiva em baixos niveiglidese, sendo induzido por concentracdes
acima de 5 mmol t (NEHLS et al., 1998).

A relacdo entre desenvolvimento fungico e captad@ aclUcares também foi
observada no fungo fitopatogénidoomyces fabaeum parasita biotréfico obrigatério. Neste
fungo o transportador de glicose HXT1 foi idenaifio quando se procurava por genes
preferencialmente expressos em haustoérios. Analiségorthern blote imunofluorecéncia
indicam que o0 gene é expresso exclusivamente nstdnas, o que forneceu uma evidéncia
concreta que estas estruturas estdo envolvidasaaptacdo de acucares neste fitopatdgeno,
mesmo ndo se tratando de um gene exclusivamentdvielorcom a viruléncia (VOEGELE
et al., 2001), assim como o ganésl, visto que o fungo mutantenfsl ndo mostrou reducéo
nos sintomas, no entanto aparentemente acelerparecamento destes, indicando este ser
um gene importante na manutecéo de fontes de cap®o fungo.

Os perfis de crescimento micelial d& lindemuthianumselvagem e mutante
apresentaram diferencas significativas quando rgofsi foram cultivados em meio contendo
glicose, frutose e manose. Muitos transportadoesmeémbrana foram identificados em
Saccharomyces cerevisjagerca de 271 (VAN BELLE & ANDRE, 2001), destesop@enos
20 estdo envolvidos com o transporte de hexoseBQEDRK et al., 1999). ErA. nidulans
aproximadamente 17 proteinas ja foram identificad®so sendo transportadores de hexoses
(WEI et al., 2004). Os conidios do mutamenfsl apresentaram a germinacdo mais lenta
guando comparada com o fungo selvagem. Esta cdsdici provavelmente € decorrente da
inativacdo do genenfsl. Na literatura ja foi documentado e nidulans e B. cinerea
ligacdo entre transportadores de hexose sensivdigixas concentracdo de glicose e
germinacao de conidios (DOEHLEMANN et al., 2005;RMENT et al., 2006). Na dltima
década houve um crescente interesse no estudootignps transportadoras de membrana
MFS em fungos patogénicos, especificamedéadida albicans devido ao envolvimento
destas proteinas com fendtipos de mdltipla resistéa drogas (GAUR et al., 2008). Nos
testes de sensibilidade realizados com os fungicit@ncozeb, tebucolnazole e oxido
cuproso, o genenfsl ndo apresentou alguma relacdo com fendtipo detdesia a drogas,
visto que o fungoC. lindemuthianumselvagem e mutante ndo mostraram diferencas
significativas no perfil de sensibilidade entrefosgicidas aplicados em cada tratamento e
também as diferentes dosagens analisadas, no @nambos apresentaram uma maior

sensibilidade ao tebuconazole, um fungicida sistémpertencente ao grupo dos triazdis, cujo
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modo de acdo esta relacionado com a inibicdo dassime esterdis (REIS et al., 2001). A
eficiéncia de fungicidas do grupo quimico dos tiiaza inibicdo do crescimento micelial
vitro deColletotrichumja foi comprovada em outros trabalhos (FREEMAIdIgt1997).

A inativacao de genes que codificam proteinaspamnadoras MFS muitas vezes esta
relacionada com alteracdes no processo MDR, e plrdasisténcia a drogas, como ja foi
verificado no fungd. cinerea onde a inativacdo de um gene que codifica umizipe MFS
resultou na perda de tolerancia a compostos toxiaagais presentes no ambiente, e também
a outros fungicidas (HAYASHI et al., 2002).

O fendmeno MDR também foi comprovado @malbicans onde apdés uma mutacéo
sitio direcionada ao genk®ldrlp, os mutantes passaram a apresentar um aumento na
susceptibilidade a drogas (KAPOOR et al., 2010muanteAmfs1lndo apresentou variacdes
na sensibilidade a fungicida quando comparado agofiselvagem. Evidenciando que o gene
mfsl, ndo esta relacionado com o processo MDRCetindemuthianum

Todos os dados obtidos nos sugerem que o gefise codifica uma proteina
transportadora de membrana, com 12 DTMS, envolvdan o transporte de
monossacarideos, especificamente hexoses, podeartpdrtar preferencialmente glicose,
seguida de manose e frutose em um meio onde hia@sh@oncentracdes destes acucares. A
ocorréncia de transportadores MFS com habilidade trdasportar varios substratos
semelhantes ja é bem documentada (PAULSEN et98l6; FORMENT et al., 2005).

Apoés a analise da sequéncia deduzida de amingadalproteina MFS1, que revela a
presenca de 12 DTMs, uma organizacdo tipica pargasniamilias de proteinas MFS
inclusive da familia SP, e também da similaridadstal com outras proteinas pertencentes a
familia SP descritas anteriormente, a analise dilégjica desta proteina vem corroborar a
hipotese que o gemefsl codifica uma proteina transportadora de acucares.

A idéia de que familias de transportadores MF®ekeionam filogeneticamente de
acordo com a sua funcdo (PALSEN et al., 1996; PA@.£1998) sugere que cada familia
deve reconhecer e transportar uma classe distnt@mpostos estruturalmente relacionados,
devido a presenca de motivos conservados especifim@ cada familia de transportadores
MFS (DEL SORBO et al., 2000; LAW et al., 2008).

A andlise filogenética indicou que a proteina Mfgkta relacionada com
transportadores MFS da familia SP. Esta relacdmrdirmada pelo agrupamento dos

integrantes em um ramo monofilético sustentadaipowalor debootstrapigual a 99.
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A analise realizada com os transportadores daglifiande IST, DHA14, NNP,
DHA12, PHS e SP revela um agrupamento de transjuyvga de 14 DTMs sustentado por um
valor debootstrapigual a 96. A andlise ainda sustenta a hipéteseegtes transportadores
provavelmente se originaram de um uUnico ancestrajue as proteinas com 14 DTMs
surgiram apos a aquisi¢do adicional de 2 DMTs moidim C-terminal da proteina (PAO et
al., 1998,YIN et al., 2006).

A andlise feita somente com transportadores daligai®P foi realizada utilizando
sequéncias de transportadores de acUcares distatnssta analise foi observado que o
transportador MFS encontra-se particularmente icelado com transportadores de hexoses
nao reveladas, esta relagdo € confirmada pelo agemto dos transportadores em um ramo

sustentado por um valor deotstrapigual a 91.
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6. CONCLUSAO

O gene mfsl encontra-se organizado em coépia Unica no genomea d
C. lindemuthianumA presenca deis elementos especificos para genes de repressao na
regido promotora do gemafsl e a proximidade com o gefig, sugere que o genafsl esteja
inserido em um conjunto de genes com fungdes ogladas e que provavelmente possa ter
sua transcricao regulada pela proteina ft1.

O presente trabalho permitiu a caracterizacdoeth®fjl que codifica uma proteina
regulatéria transcricional, contendo o dominia-Bys;, na regido flanqueadora 3’ do gene
mfsl.

A técnica deSplit-Marker mostrou-se eficiente na inativacdo do gentsl de
C. lindemuthianum.

O mutante Amfsl apresenta o genenfsl inativo, estando livre de integracdes
ectopicas. Este mutante apresentou um processonigiazdo precoce quando comparado
com o fungo selvagem, além de apresentar a geréurdigs seus conidios prejudicada.

O mutanteAmfs1ndo mostrou diferenca na resisténcia as drogtedtess sugerindo
que este gene nao tenha ligagdo com o processo MDR.

A analise filogenética com proteinas MFS de furggrsencentes ao Filo Ascomycota,
nos permite concluir que este transportador € umbre da familia SP, e que as proteinas
MFS estdo fortemente relacionadas com o tipo dstdnbia que é transportada.

Este trabalho nos permitiu inferir a provavel faog@ importancia do gemefsl para o
fungoC. lindemuthianum

« Transporte de hexoses, especificamente glicose,osrar/ou frutose, podendo
transportar todas, embora a glicose aparentemprésemte uma maior afinidade.
« Exerce um papel primordial na manutengcdo da viabilidade celular de

C. lindemuthianumfato este confirmado pela germinacéo dos conaltesada. A sua

auséncia no fungo também promove um aparecimerdoo@e dos sintomas da

antracnose.
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