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RESUMO

SOARES, Marcos Antbnio, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2007.
Genes determinantes de patogenicidade e viruléncia e analise parcial do
genoma mitocondrial de Colletotrichum lindemuthianum, agente causal da
antracnose do feijoeiro comum. Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz. Co-
Orientadores: Elza Fernandes de Araljo, Everaldo Gongalves de Barros e Sérgio
Herminio Brommonschenkel.

Colletotrichum lindemuthianum é um dos principais patdgenos do feijoeiro
comum (Phaseolus vulgaris) em regides tropicais. Nesse trabalho sdo descritos trés
mutantes de C. lindemuthianum obtidos por mutagénese insercional usando a técnica
REMI (Integracdo Mediada por Enzima de Restri¢cdo), com a capacidade alterada de
infectar o hospedeiro, e a caracterizacdo parcial dos genes mutados; € determinado o
papel do gene pacCl no crescimento vegetativo e na patogenicidade; além da
caracterizacdo parcial do genoma mitocondrial desse fitopatdgeno. A utilizacdo de
enzima de restricio Narl na transformacdo de C. lindemuthianum aumentou
aproximadamente 10X a eficiéncia de transformacéo com o plasmideo pAN7.1. Os
mutantes mut5, mut29 e mut 65, isolados do banco de 580 transformantes,
apresentaram alteracdo na capacidade de infec¢do do feijoeiro. Ndo foi observada a
penetragdo das linhagens mut29 e mut65 no tecido do hipocotilo, apesar dessas
linhagens causarem sintomas da antracnose nas folhas do feijoeiro. Esse resultado
indica que as linhagens mut29 e mut65 apresentam fenotipo variavel de acordo com
o tecido vegetal utilizado nas observacGes de infecgdo. Apos 0 sequenciamento dos
plasmideos recuperados de mut29 e mut65, pdde-se comprovar que a integracdo do
vetor pAN7.1 foi mediada pela enzima Narl, o que caracteriza eventos REMI. As
analises das seqliéncias mostraram que o gene que codificam tetrahidrofolato sintase
(tIsCl) foi interrompido pelo vetor no mut65. Um putativo gene codificador para
fosfolipaseC (plcCl) estd etiquetado no mut29. Essa ultima linhagem possui uma
segunda integracao na regido terminal 3’ do gene com homologia ao transportador do
tipo MSF (msfCl). Esse € o primeiro relato desses genes em C. lindemuthianum. Os
fatores de transcricdo da familia PacC/Rim101 de fungos e leveduras sdo
responsaveis pela ativacdo ou repressao de genes em resposta ao pH extracelular. A
ativagdo desses fatores de transcricdo depende de uma via de transducdo de sinal
capaz de perceber variacdes do pH externo, e transmitir esse sinal até a ativacdo do

fator de transcricdo. Foi descrita a sequéncia do cDNA do gene pacCl, isolada a



partir de uma banco gendémico de EST de C. lindemuthianum. A proteina predita de
581 aminoacidos possui alta similaridade com proteinas da familia de reguladores de
transcricdo PacC/Rim101 e sua regido N-terminal possui 3 motivos dedo de zinco, do
tipo Cys;Hys,. A transcricdo de pacCl aumentou a medida que o pH ambiental
tornou-se mais alcalino. O crescimento do mutante nulo mutpac2 foi inibido em
ambientes mais alcalinos, apresentando secrecdo de pequena quantidade de lipase, e
este ndo foi capaz de causar maceracdo do tecido do hospedeiro, indicando o seu
papel na patogenicidade de C. lindemuthianum. A transcrigéo de pacCl foi detectada
por RT-PCR na linhagem selvagem, 18 h apds a inoculacdo de plantas de feijoeiro e
aumentou progressivamente com a biomassa fungica durante a cinética de infeccao.
Outros dois cDNAs, codificando proteinas homologas as familas protéicas
PalA/Rim20 e PalF/Rim8 de fungos e leveduras, que fazem parte da via de
transducdo de sinais, também foram descritos. A deteccdo de genes regulados
positivamente por PacCl, na transicdo da fase biotrofica para a necrotréfica, podera
auxiliar o entendimento dos mecanismos moleculares que levam a essa transicdo em
fungos hemibiotrofico, e, consequentemente, a proposicdo de estratégias de controle
da doenca. Utilizando-se uma técnica de hibridizacao diferencial capaz de identificar
DNA altamente repetido, foi isolado um fragmento de 9.456 pb correspondendo a
sequéncia parcial do genoma mitocondrial de C. lindemuthinum. Esse fragmento
possui alto contedo A+T (66%), e nele estdo presentes 0s genes cox1, cox3, nad6,
rnl, rns, e 12 outros genes codificando para tRNA. Os genes codificadores de
proteinas nesse fragmento utilizam codons preferenciais. Somente o gene coxl foi
interrompido por um intron do grupo | contendo uma ORF para endonuclease do tipo
LAGLIDADG, envolvida no processo de “homing”. A comparacdo da sintenia dos
genes presentes nesse fragmento e analise filogenética utilizando-se trés proteinas
mitocondriais concatenadas de diversos fungos agrupou C. lindemuthianum com

outros fungos da ordem Filacorales.



ABSTRACT

SOARES, Marcos Antonio, D.Sc., Universidade de Vigosa, March, 2007.
Pathogenicity and virulence determinant genes and partial analysis of the
mitochondrial genome of Colletotrichum lindemuthianum, causal agent of
anthracnose of common bean. Adviser: Marisa Vieira de Queiroz. Co-Advisers:
Elza Fernandes de Araujo, Everaldo Gongalves de Barros and Sérgio Herminio
Brommonschenkel.

Colletotrichum lindemuthianum is one of the main pathogens affecting
common bean (Phaseolus vulgaris) in tropical regions. In the present work we
describe three mutants of C. lindemuthianum obtained by insertional mutagenesis
using the REMI technique (Restriction Enzyme-Mediated Integration). The mutants
were selected based on their lower virulence/pathogenicity and the partial
characterization of the mutated genes is presented. In addition, the mitochondrial
genome of this phytopathogen was partially characterized. The results show that the
gene pacCl plays a role in vegetative growth and pathogenicity. The use of the
restriction enzyme Narl in the transformation of C. lindemuthianum increased
approximately 10-fold the transformation efficiency using plasmid pAN7.1. Mutant
strains mutb, mut29, and mut65 were isolated from a total of 580 transformants
based on their altered ability to infect susceptible bean plants. Strains mut29 and
mut6e5 failed to penetrate hypocotyl tissues of the common bean, but caused
anthracnose symptoms on mature leaves. This result indicates that strains mut29 and
mut65 show a phenotype that varies according to the type of vegetal tissue used in
the infectivity tests. The sequence of the plasmids recovered from strains mut29 and
mut65 showed that the integration of vector pAN7.1 was indeed mediated by the
restriction enzyme Narl, thus characterizing REMI events. Sequence analysis
showed that the gene coding for the enzyme tetrahydrofolate synthase (tIsCl) was
interrupted by the transformation vector in strain mut65. On the other hand, a gene
putatively coding for a phospholipase C (plcCl) was tagged in strain mut29. In
addition, strain mut29 showed a second integration event at the 3* terminal region of
a gene showing sequence similarity to a MSF transporter (msfCl). This constitutes
the first report of these genes in C. lindemuthianum. The third mutant, mutpac2, was
tagged to an interruption of gene pacCl, showing sequence similarity to a
transcription factor of the family PacC/Rim101 of fungi and yeast. This family of

transcription factors is responsible for gene activation or repression in response to

Xi



extracellular pH. The activation of these transcription factors depends on a signal
transduction pathway capable of detecting external pH variations and then transmits
the signal until the activation of the transcription factor. The cDNA sequence of gene
pacCl was obtained from a C. lindemuthianum EST data bank. Its predicted protein
has 581 amino acids and shows high sequence similarity to proteins from the family
of transcription regulators PacC/Rim101; its N-terminal region has three Zinc-finger
motifs of the type Cys,Hys,. We show that the level of pacCl transcript accumulation
increased with more alkaline extracellular pH. Growth of the pacCl null mutant,
mutpac2, was inhibited in alkaline environments and secreted small amounts of
lipases. This mutant proved unable to macerate host tissues, thus indicating the role
of this gene in the pathogenesis of C. lindemuthianum. Trascription of pacCl was
detected by RT-PCR in the wild-type strain 18 hours after the inoculation of
susceptible host plants and was progressively increased accompanying fungal
biomass during infection Kkinetics. Another two cDNAs coding for proteins
homologous to members of the protein family PalA/Rim20 and PalF/Rim8 of fungi
and yeast were described as well. These proteins also participate in signal
transduction pathways. The detection of genes positively regulated by PacCl during
the transition from the biotrophic to the necrotrophic stages of the C.
lindemuthianum’s life cycle may aid in understanding the molecular mechanisms
involved in the switch process of hemibiotrophic fungi, and may consequently lead
to the discovery of alternative control methods for anthractnose. Using a technique of
differential hybridization able to identify highly repetitive DNA, we isolated an
sequenced a 9,456 bp fragment corresponding to part of the mitochondrial genome of
C. lindemuthianum. This fragment showed a high A+T content (66%) and contained
the genes cox1, cox3, nad6, rnl, rns, and 12 tRNA genes. The genes coding for
proteins in this fragment showed preferential codon usage. Only the gene cox1 was
interrupted by a group | intron containing an ORF for an endonuclase of the type
LAGLIDADG, involved in the homing process. A synteny comparison of the genes
present in this fragment and their phylogenetic analysis using three concatenated
mitochondrial proteins of several fungal species grouped C. lindemuthianum with

other fungi of the order Phylachoralles.
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REVISAO DA LITERATURA

1. Feijoeiro: origem e importancia econémica

O feijoeiro comum pertence a divisdo Angiospermae; classe Dicotyledoneae;
subclasse Rosidae; ordem Rosales; familia Fabaceae; subfamilia Faboideae; tribo
Phaseoleae, género Phaseolus e espécie Phaseolus vulgaris L. O género Phaseolus
compreende aproximadamente 55 espécies, das quais apenas cinco séo cultivadas: o
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.); o feijao de lima (P. lunatus var. lunatus); o
feijdo Ayocote (P. coccineus); o feijdo tepari (P. acutifolius Gray var. latifolius
Freem) e a espécie P. polyanthus (Vieira, 1988; Zimmermann et al., 1996).

O Novo Mundo é o local mais aceito para a origem do feijoeiro comum
baseando-se em trabalhos arqueoldgicos, dados fitogeograficos e analises da
variabilidade das isoenzimas de faseolina, principal proteina de reserva do feijdo.
Achados arqueoldgicos demonstraram que o feijoeiro era cultivado na América do
Sul, regido onde atualmente é o Peru, a 10.000 a.C. reforcando a hipétese da sua
origem nas Americas. A localizacdo exata de sua domesticacdo ndo é certa. Kaplan,
baseando-se em dados arqueoldgicos datados de 7.000 a.C, prop6s que ela teria
ocorrido na Mesoamérica e posteriormente seu plantio teria sido disseminado para a
América do Sul. Por outro lado, dados mais antigos, 10.000 a.C., apdiam que seu
cultivo iniciou-se na América do Sul, e em seguida foi conduzido a Mesoamérica.
N&o se pode descartar a possibilidade de que os primeiros cultivos tenham ocorrido
em diferentes pontos ao longo de toda area de ocorréncia do feijoeiro selvagem
(Kaplan citado por Zimmermann et al., 1996). Com a descoberta das Américas, seu
cultivo e consumo dispersaram-se para todas as regides do mundo. Atualmente, o
feijdo é cultivado praticamente em todos os paises pela sua capacidade de adaptacao
as mais diferente condi¢des edafoclimaticas (Zimmermann et al., 1996).

O feijdo destaca-se na alimentagdo humana por ser uma fonte rica néo
somente em proteinas, mas também pelo alto teor de lisina, carboidratos, sais
minerais e fibras alimentares. Essa leguminosa representou em 2004 a 6° fonte de
proteinas dos brasileiros, perdendo apenas para soja, trigo, carne de ave e bovina e
leite (FAO). No Brasil, culturalmente esse alimento constitui um prato quase que



obrigatorio para a populagédo rural e urbana (Lajolo et al., 1996), destacando-se a
regido nordeste como maior consumidora no periodo de 2002-2003 (IBGE).

No Brasil, o cultivo do feijoeiro era realizado praticamente por pequenos
produtores sendo considerada de subsisténcia. Dessa forma, sua producdo era
destinada ao consumo familiar e o excedente comercializado. Cerca de 90% da
producdo de feijdo no Brasil era proveniente dos cultivos das “aguas” e da “seca”,
ambos de elevado risco sendo o principal fator que desestimulava a producéo de
feijdo por grandes produtores (Borém et al., 1998).

Recentemente, essa cultura passou a ser cultivada no inverno principalmente
por medios e grandes agricultores, que geralmente empregam uma forte mecanizagéo
e novas tecnologias, obtendo maior produtividade dessa lavoura (Yokoyama et al.,
1996).

Durante todo o ano é possivel encontrar regides no Brasil nas quais havera
producdo dessa cultura. Atualmente, o feijoeiro é plantado em todo territorio
nacional, sendo colhidas trés safras anuais. As sementes do feijdo de primeira época,
conhecida como safra das aguas, sdo semeadas entre 0s meses de agosto de
dezembro e o feijdo é colhido entre 0os meses de dezembro a margo, a colheita
coincide com o periodo chuvoso. Esse cultivo é encontrado principalmente na
Regido Sul atingindo uma producdo de 1.149.000 t na safra 2005/2006 (CONAB), e
estima-se um aumento de 39,8% para o ano de 2007 (IBGE).

Na safra da seca ou de segunda época, o feijdo é semeado entre os meses de
janeiro e abril e colhido entre abril e agosto, periodo de seca no qual as chuvas sdo
escassas, 0 que pode levar a um déficit hidrico nessa cultura (Borém et al., 1998).
Esse cultivo abrange todos os estados brasileiros, rendendo 1.469.700 t no periodo
2005/2006 (CONAB) com uma projecdo de aumento de 4,6% para 0 préximo ano
(IBGE).

Por fim, a terceira safra, também chamada de inverno, a semeadura ocorre
preferencialmente em meados de abril até final de maio, porém este cultivo amplia-se
de meados de margo até final de julho, e a colheita ocorre entre os meses de agosto e
outubro. Essa safra gerou 854.500 t para o Brasil no periodo 2005/2006 (CONAB), e
no ano de 2007 espera-se um aumento de 7,2% na sua producdo (IBGE).

Os rendimentos médios (Kg/ha) das safras das aguas e seca foram 724 e 866
no ano de 2006, respectivamente; sendo o rendimento da safra de inverno mais do

que o dobro das safras anteriores, chegando a 1997 Kg/ha (IBGE). De forma



generalizada, as safras das aguas e o da seca sdo cultivados de forma tradicional por
pequenos e médios produtores, ao contrario da cultura de inverno, na qual 0s
produtores sdo altamente tecnificados, o que explica a diferenca sensivel de
rendimento entre as diferentes culturas (Yokoyama et al., 1996.). Devido a
possibilidade de obtencdo de feijdo com alta sanidade, o cultivo de inverno deveria
ser direcionado a producdo de sementes. Deve-se ressaltar que, historicamente, essa
safra tem obtido os melhores precos do mercado.

As regides Nordeste, Sul e Sudeste sdo as maiores produtoras de feijéo no
Brasil. O estado de Minas Gerais contribuiu com aproximadamente 15 % da
producéo nacional de feijao, sendo o segundo maior produto brasileiro, produzindo
536.600 t no periodo 2005/2006, o que demonstra a importancia desse grdo na
economia do estado (CONAB).

O Brasil, a India e a Nigéria sdo os maiores produtores mundiais de feijao,
mas com indices de produtividade bem diferentes. Paises como Irlanda e Paises
Baixos obtiveram produtividade maior que 4000 Kg/ha em 2005, possivelmente
influenciada por fatores como o grau de tecnologia aplicada ao cultivo (FAO).

Diversos aspectos interferem positivamente ou negativamente na producao
desse grao, como: extensao da area plantada; sistema de armazenamento, métodos de
cultivo, utilizacdo ou aplicacdo incorreta de fertilizantes, além do emprego de
variedades com caracteristicas melhoradas para que possam suportar bem
adversidades abidticas e sejam resistentes aos fitopatdgenos. A falta de nutrientes no
solo seja por caréncia, ou mesmo por adubacdo inadequada; cultivo associado a
outras culturas; ataque de pragas, e incidéncia de diversas doencas sdo as principais
variaveis que concorrem para a baixa produtividade do feijoeiro no Brasil (Vieira,
1988).

2. Antracnose do feijoeiro

As doencas causadas por patdgenos sdo uma das principais variaveis
responsaveis pelo baixo rendimento da cultura do feijoeiro no Brasil. A cultura esta
sujeita as perdas causadas por fungos, bactérias, virus e nematdides associados ou

ndo. Os prejuizos serdo maiores ou menores em funcdo de diversos fatores, entre



eles, temperatura, umidade relativa do ar e condicdes inerentes a propria planta,
podendo certas doencas causar maiores danos que outras.

A antracnose é uma das doencas mais comuns e severas do feijoeiro,
acarretando grandes perdas na producdo. Sob condi¢Ges ambientais favoraveis ao
desenvolvimento dessa doenca, tais como alta umidade e temperaturas entre 18 a 20
°C, a produtividade é drasticamente reduzida (Vieira, 1998). Além de ocasionar
perdas durante o transporte e armazenagem dos grdos, abatendo substancialmente o
valor econdmico dos mesmos, torna-os inadequados para 0 consumo humano. Essa
doenca esta presente em todos os continentes, e no Brasil ocorre nos Estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&o Paulo, Minas Gerais, Bahia,
Pernambuco, Espirito Santo, Alagoas, Sergipe e Paraiba (Pria et al., 1999).

O agente causal da antracnose é um fungo filamentoso, cuja forma assexuada
recebe 0 nome de Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e Magnus) Briosi &
Cavara, pertencente ao reino Fungi, divisdo Ascomicota, do subfilo Pezizomicotina e
classe Sordariomicetos. Sua forma sexuada, Glomerella cingulata f sp. phaseoli
(sinénimo G. lindemuthiana Shear), é capaz de formar peritécios férteis em meio de
cultura (Roca et al., 2003).

Esse patogeno afeta plantas de feijdo em todos os estagios de
desenvolvimento, atacando folhas, caules, ramos, vagens e sementes (Aradjo, 1988).
Plantas mais jovens geralmente sdo mais susceptiveis ao ataque desse fungo do que
plantas adultas, assim como tecidos da planta menos lignificados.

Apds a germinacdo das sementes infectadas, podem-se observar lesdes
escuras nos cotilédones e no hipocotilo das plantulas. As lesGes ocorrem com maior
frequéncia nos peciolos, na superficie inferior das folhas e nas nervuras. Tais regifes
apresentam manchas de coloracdo marrom-escuras ou pardas, que atingem
inicialmente as nervuras principais até as nervuras secundarias a medida que a
doenca progride. Nas vagens, as manchas sdo arredondadas, deprimidas e pardo-
escuras com bordas salientes parda-avermelhadas. Quando as condi¢Ges ambientais
sdo favoraveis, forma-se uma massa de coloracdo rdsea, no centro das lesbes, que
contém conidios (Pria et al., 1999).

A doenca surge na lavoura pela presenca do patdgeno nos restos culturais ou
pela utilizacdo de sementes infectadas (Machado, 1994); quanto mais cedo a doenga
aparece no campo, maiores serdo as perdas na produtividade. Praticas como rotacdo

de cultura e utilizacdo de sementes de boa procedéncia sd@o formas eficazes de



controle da doenca (Vieira, 1988). As perdas causadas na lavoura podem chegar a
100% em condicGes ambientais favoraveis ou quando sdo utilizadas sementes
infectadas pelo patdgeno (Guzman et al., 1979; Chaves, 1980).

Diferentes métodos podem ser utilizados no controle dessa doenca. (Canteri
et al.,, 1999). A utilizacdo de variedades de feijoeiro resistentes a infeccdo por C.
lindemuthianum é a forma menos onerosa em relacdo a aplicacdo de fungicidas na
lavoura. O controle da qualidade e tratamento das sementes semeadas impede a
entrada do patdgeno nas areas antes livres do fungo, diminuindo, conseqlientemente,
o potencial de in6culo primério, levando a redugdo do uso de fungicidas na parte

aérea. A rotacdo de cultura auxilia na reducao do in6culo do patdgeno no solo.

3. Processo de infeccdo do Colletotrichum lindemuthianum

Desde o contato inicial entre o hospedeiro e o patdgeno até o aparecimento
dos sintomas da doenca, ocorrem diversas fases no processo de infeccdo, como a
deposicdo do propagulo, germinacdo, penetracdo, estabelecimento das relacGes
parasitarias estaveis e a colonizacdo propriamente dita.

Pode-se definir o patdgeno de planta como um organismo que completa parte
ou todo seu ciclo de vida dentro da planta e, consequentemente, acarreta algum
prejuizo para a mesma (Hammond-Kosack et al., 2000).

O fungo C. lindemuthianum é um fungo hemibiotrofico justamente por se
comportar no inicio da fase de infeccdo como biotrofico, passando a necrotréfico nas
fases finais da colonizagdo do tecido hospedeiro (O’Connell et al, 1985). O conidio
germina e emite o tubo germinativo cerca de 18h apds a sua deposicéo sobre a folha
do hospedeiro. Um apressorio, de cor escura devido a sua melanizacao, € formado na
ponta do tubo geminativo (Bailey et al., 1992). A partir dessa estrutura, diferencia-se
a hifa peg de penetragcdo que atravessa a parede celular da primeira célula vegetal.
Enzimas hidroliticas devem estar envolvidas nesse processo, ja que ocorrem
modificacbes quimicas nas regides das paredes celulares proximas ao peg. O fungo
deve ter um forte controle na secrecdo de tais enzimas, pois a atuacdo das mesmas é
localizada (O’Connell et al, 1985).

Uma estrutura globosa, chamada de vesicula de infecgdo, € diferenciada entre

a parede celular e a membrana plasmatica da célula epidermal (O’Connell et al,



1985). A formacéo dessa vesicula ndo ocasiona a morte da célula infectada. A sua
funcdo ainda ndo foi elucidada, mas pode estar envolvida com a manutencdo da
viabilidade da célula vegetal infectada e/ou com a supressao das respostas de defesa
do hospedeiro compativel.

A partir da vesicula de infeccdo, diferencia-se uma hifa que tem seu
crescimento entre a parede celular e a membrana plasmatica das células epidermais e
corticais, que permanecem vivas, apesar de sofrerem modificacGes estruturais no
citoplasma. Cerca de 48 h apds a infec¢do, observam-se rupturas no tonoplasto e
plasmalema, culminando na completa desorganizagdo do citoplasma dentro de 60 h,
restando apenas fragmentos da membrana (O’Connell et al, 1985). Esse padrdo de
colonizacdo das células do hospedeiro, no qual a célula vegetal ¢ mantida
inicialmente viva (fase biotrofica) seguida de degeneracdo celular, repete-se a
medida que as hifas primérias vao invadindo as demais células vegetais.

A degeneracdo ocorrida no intervalo de 60 a 72 h pode ser observada apenas
microscopicamente. Os sintomas macroscépicos aparecem depois de decorridas 96-
120 h do inicio da infeccdo. Nesse estagio, a hifa priméaria alcanga uma extenséo
maxima de dez células epidermais e quatro camadas celulares do cortex (O’Connell
et al, 1985).

O micélio primario ramifica-se numa hifa secundaria apés 120 h. Além de
possuir um diametro menor, a hifa secundaria é capaz de crescer intercelularmente
(pela parede celular ou pela lamela média), e até mesmo invadir o limen de células
vegetais mortas (O’Connell et al, 1985). Essa ¢ a fase necrotrdfica tipica, na qual as
células infectadas e aquelas situadas a uma distancia de até 250 um, que ainda néo
foram invadidas, possuem o citoplasma modificado e sdo mortas.

O cortex do tecido vegetal estd completamente colonizado pela hifa
secundaria ap6s 6 a 8 dias. Os sintomas macroscépicos da antracnose tornam-se
evidentes e caracteristicos. Acérvulos rompendo a camada da epiderme vegetal sdo
evidentes em aproximadamente 10 dias. Tais estruturas possuem uma massa de
conidios com setas estéreis e melanizadas (O’Connell et al, 1985).

Quando a interacdo patdgeno-hospedeiro € incompativel, a célula da
epiderme, inicialmente infectada pelo peg, é morta juntamente com as estruturas
fangicas invasivas. Interessantemente, a morte celular € localizada; as demais células
que ndo foram invadidas, mas que estdo ao redor daquela infectada, permanecem

viaveis. Ndo é observada a formagdo da vesicula de infeccdo, mas em 10% das



células mortas podem-se detectar estruturas semelhantes a hifa de infeccéo
(O’Connell et al, 1985).

4. Ragas fisiologicas em Colletotrichum lindemuthianum

Em 1911 houve o primeiro relato que diferentes variedades de feijdo reagiam
diferentemente quando inoculadas com isolados de C. lindemuthianum,
demonstrando que esse patdgeno possuia variagdo na sua patogenicidade (Barrus,
1911).

Um isolado obtido de uma regido de New York foi capaz de causar doenca
em um grupo de cultivares, denominadas suscetiveis, mas em outras cultivares, ditas
resistentes, os sintomas da doenca néo apareceram, pois a infec¢cdo de alguma forma
foi abolida. Uma segunda linhagem, isolada de uma outra regido dessa mesma
cidade, foi inoculada nesses dois grupos de cultivares. Observou-se a resposta
contraria em relagdo ao aparecimento ou ndo da doenca. Com esses resultados foram
descritas as duas primeiras racas de C. lindemuthianum denominadas de alfa e beta
(Barrus, 1918). Alguns anos depois, no mesmo pais, foram relatadas duas novas
racas gama (Burkholder, 1923) e delta (Andrus et al., 1942).

Yerkes et al. (1956), trabalhando com diferentes isolados do México,
relataram a presenca da raga beta, ja descrita nos EUA, e descreveu 10 novas ragas.
De acordo com as reacOes das variedades diferenciadoras utilizadas por esse autor
(trés americanas e cinco mexicanas), as novas racas foram divididas em trés grupos:
Mexicano | contendo seis ragas (MA-1, MA-2, MA-3, MA-4,MA-5 e MA-6),
Mexicano Il contendo uma ragca (MA-7) e Mexicano Il contendo trés racas (MA-8,
MA-9 e MA-10). Yerkes (1958) descreveu mais trés racas MA-11, MA-12 e MA-13,
correspondentes a raca alfa, pois respondiam da mesma forma quando inoculadas nas
variedades diferenciadoras. Na Europa foram descritas as ragas epsilon, lambda, capa
e iota (Blondet; Hubbeling; Schnock; Kriiger e Hubbeling citados por Vieira, 1988).

Utilizando-se variedades diferenciadoras americanas, Oliveira et al. (1973)
identificou o grupo Brasileiro | e Oliari et al. (1973) descreve o grupo Brasileiro Il.
Menezes (1985) realizou um trabalho extenso de caracterizacdo de isolados
brasileiros originados de 16 estados. Utilizando-se 201 isolados e 12 cultivares



diferenciadoras de feijoeiro, pode-se confirmar a presencas das racas alfa, beta,
epsilon, capa, lambda, além da descricdo das novas racas eta, teta e mu.

A grande variedade de nomenclatura e a falta de padronizacdo das cultivares
diferenciadores dificultavam a estimativa do nimero de racas existentes e o
desenvolvimento de programas de melhoramento. Em 1988, no Primer Taller de
Anthracnose Del Frijol em América Latina, CIAT, Cali/Colémbia foi sugerida a
padronizacdo universal das cultivares diferenciadores e uma metodologia padrao para
a nomenclatura das ragas fisioldgicas de C. lindemuthianum. Utilizando-se esse novo
metodo, Rava et al. (1994) classificou 25 ragas diferentes no Brasil, pertencentes aos
antigos grupos alfa, delta, gama, Mexicano I, Mexicano Il e Brasileiro I.

Em seis localidades do estado do Parana foram identificadas as racas 7, 31,
65, 69, 73, 81, 87, 89 e 95, sendo que a Ultima raca foi a mais virulenta e encontrada
em cinco das localidades testadas (Thomazella et al., 2000).

Em Minas Gerais, 10 racas foram identificadas de um total de 48 isolados,
sendo que as racas 65, 81 e 73 foram mais freqlientes e ocorreram na maioria das
regifes coletadas (Damasceno e Silva et al., 2007). Esses mesmos autores também
detectaram a raca 337 ainda ndo descrita na literatura.

Devido a patogenicidade de diferentes isolados de C. lindemuthianum ser
especifica a determinadas cultivares de feijoeiro, admite-se sem prova genética direta
que a interacdo entre o feijoeiro e esse fitopatdgeno corresponde ao modelo gene a
gene proposto por Flor (1971). Genes de resisténcia, tais como Col a Co8, ja foram

geneticamente identificados no feijoeiro comum (Geffroy, 1999).

5. Variabilidade genotipica em Colletotrichum lindemuthianum e suas

relacOes filogenéticas

Técnicas como eletroforese em campo pulsado, citometria de fluxo e perfil
telomérico avaliado por hibridizacdo, foram utilizadas na observagdo da variacdo e
organizacdo do cariétipo molecular de C. lindemuthianum (O’Sullivan et al., 1998;
Fierro et al., 1999). O tamanho do genoma dessa espécie é altamente variavel e
quando foram considerados os dados de citometria de fluxo, variagdes de até 59%
foram encontradas. O nimero de cromossomos estimado variou de 9 a 12 dentre os

isolados testados. A analise do genoma por eletroforese em campo pulsado mostrou



que os cromossomos dessa espécie podem ser divididos em duas classes de tamanhos
distintos: um grupo de cromossomos maiores que 7 Mb e outro grupo formado por
um ndmero variavel de pequenos cromossomos menores que 2,5 Mb (O’Sullivan et
al., 1998). Parte dessa variabilidade da organizacdo do genoma pode ser explicada
pela presenca ou auséncia, em uma dada linhagem, de regides genémicas
dispensaveis e/ou de cromossomos inteiros (O’Sullivan et al., 1998). Diferentes
sequéncias presentes no genoma de fungos podem promover reorganizacOes.
Elementos transponiveis podem atuar como substrato para recombinacdo ectdpica,
uma vez que sdo encontrados dispersos em Vvarias copias no genoma. Translocacdes,
duplicacdes, inversdes e delecbes sdo alguns dos efeitos da presenca e transposicao
desses elementos no genoma de diferentes fungos (Fierro et al., 1999).

A classificacdo cléssica de fungos baseia-se em caracteristicas morfoldgicas e
culturais, como a assimilagdo de compostos ou producdo de metabdlitos secundarios.
A especificidade de hospedeiro é outra caracteristica muito utilizada e importante
para a diferenciacdo dos fungos fitopatogénicos, principalmente em espécies de
Colletotrichum (Freeman et al.,, 1998). Com o advento da biologia molecular,
diversas ferramentas tém sido utilizadas para auxiliar na classificagéo e na filogenia
de fungos.

A sistematica dentro do género Colletotrichum é muito controversa, o que €
refletido no numero de espécies que pode variar de 29 a 700, dependendo do autor
considerado (Freeman et al., 1993; Sutton, 1980, 1992).

Sherriff et al. (1994) avaliaram diferentes caracteristicas morfolégicas e as
sequéncias de DNA ribossomal de diversos isolados pertencentes a diferentes
espécies do género Colletotrichum, agrupando-os em trés classes. E sugerido que as
espécies C. lindemuthianum, C. malvarum, C. orbiculare e C. trifolli sejam
classificadas dentro de uma mesma espécie por apresentarem alta identidade na
sequéncia de rDNA e caracteristicas morfologicas distintas das demais espécies
consideradas no trabalho.

Observa-se uma grande quantidade de racas fisiologicas de isolados de C.
lindemuthianum originados de diferentes continentes (Fabre et al., 1995; Sicard et al.,
1997) e mesmo dentro do estado de Minas Gerais-BR (Talamini et al., 2006;
Damasceno e Silva et al.,, 2007). Esses resultados foram obtidos cruzando-se 0s
dados da anélise de marcadores moleculares com os de testes de patogenicidade em

diferentes cultivares diferenciadoras de feijoeiro.



A relacdo filogenética do género Colletotrichum é outro tema de estudo
controverso. Alguns autores consideram esse género pertencente a ordem Filacorales
como grupo préximo aos Hipocreales quando utilizam as sequéncias do rDNA para a
construcdo de arvores filogenéticas (Jacobs et al., 2003; Goodwin, 2004).
Contrariamente, Silva et al. (2003) propdem a retirada do género Colletotrichum da
ordem Filacorales devido a grande distancia filogenética com outros membros dessa
ordem.

Relacdes filogenéticas entre diferentes grupos de fungos sdo propostas pela
analise de sequéncias de genes que codificam rDNA (Berbee et al., 2000), tubulinas
(Begerow et al., 2004; Steenkamp et al., 2006) e a maior subunidade da RNA
polimerase 11-RBP1 (Tanabe et al., 2004), mas nem sempre 0 uso desses genes
conseguem resolver determinadas relacdes filogenéticas (Berbee et al., 2000).

Uma forma eficiente para solucionar relagdes filogenéticas incertas ou
dificeis de revolverem é o uso de seqiiéncias de proteinas concatenadas codificadas
pelo genoma mitocondrial. O uso dessa ferramenta tem gerado arvores filogenéticas
robustas com alta confiabilidade no padrdo de divergéncia dos diferentes grupos de
fungos, inclusive em Chitridiomicetos e Zigomicetos (Forget et al., 2002; Bullerwell
et al., 2003; Kouvelis et al., 2004; Pantou et al., 2006).

6. Genoma mitocondrial de fungos filamentosos

Mitocondria é uma organela composta por dupla membrana plasmatica e esta
presente no citoplasma das células da maioria dos organismos eucaridticos. A sua
funcdo primaria é produzir ATP via fosforilacdo oxidativa gracas a forca
protomotora gerada pelo acimulo de protons entre suas duas membranas. Nado deve
ser desconsiderado que importantes reacGes bioquimicas ocorrem na matriz
mitocondrial, como as reac6es do ciclo do acido citrico (Lister et al., 2005).

Supbe-se que a mitocdndria das células eucaridticas seja derivada de uma
bactéria ancestral endosimbiotica, pertencendo provavelmente ao grupo de alfa-
Proterobactéria. Essa organela contém seu proprio material genético, remanescente
do genoma do organismo endosimbiético, capaz de codificar parte do seu proteoma
(Kurland et al.,, 2000). Em fungos, assim como a maioria dos organismos

eucaridticos, somente um conjunto de genes foram mantidos no genoma mitocondrial
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durante a evolucdo (Gray et al., 1999). A maioria desses genes codificam para
componentes hidrofébicos da cadeia transportadora de elétrons, subunidades
ribossomais e tRNA’s. A maioria das proteinas mitocondriais é codificada por genes
nucleares, traduzidas no citoplasma e importadas para a mitocéndria, requerendo um
complexo protéico para o transporte e reconhecimento de proteinas (Neupert et al.,
1997). Dois complexos protéicos, denominados TOM e TIM, presentes na membrana
externa e interna, respectivamente, sao necessarios ao transporte de proteinas para a
mitocondria em Neurospora crassa (Endo et al., 2003; Mokranjac et al., 2005).

A maioria dos genomas mitocondriais descritos € composto de um Unico
cromossomo circular. Algumas moléculas lineares foram descritas para protista
ciliado (Plasmodium), alguns fungos e alga verde (Chlamydomonas), da mesma
forma que genomas mitocondriais compostos por moléculas de DNA de diferentes
tamanhos foram relatados em organismos como o0 chitridiomiceto Spizellomyces
punctatus e o protista Amoebidium parasiticum (Burger et al., 2003). Diferentemente
do genoma nuclear, 0 genoma mitocondrial esta presente em alto nimero de cépias
na mitocéndria, pois ele pode replicar mais de uma vez por ciclo celular (Barr et al.,
2005).

Atualmente, diversas sequéncias, completas ou parciais, do DNA
mitocondrial de fungos estdo disponiveis gracas ao Projeto Genoma Mitocondrial de
Fungos (FMGP). Esse projeto tem como objetivo principal o sequenciamento do
DNA mitocondrial de diversos representantes dos fungos superiores e inferiores.
Esses dados sdo utilizados na analise comparativa do contetdo e organizacdo do
genoma mitocondrial, o controle da expressdo dos mesmos, além da geracdo de
arvores filogenéticas (Bullerwell et al., 2004).

Os genomas mitocondriais de fungos podem variar de 19,43 Kb em S. pombe
(Bullerwell et al., 2003) a aproximadamente 100 Kb em P. anserina (Cummings et
al., 1990). A grande variagdo no tamanho dos genomas mitocondriais pode ser
explicada pela presenca ou auséncia de um grande numero de introns nos genes
presentes nesses genomas, reducdo do contetdo de genes e variacdo do tamanho das
sequéncias intergénicas (Bullerwell et al., 2003).

Diversas outras caracteristicas sdo compartilhadas entre 0s genomas
mitocondriais de fungos, tais como: alto conteddo A+T; utilizacdo de cddons
preferéncias na tradugdo de suas proteinas; conservagdo de um conjunto minimo de

genes; presenca de introns do grupo | e/ou do grupo Il interrompendo genes
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codificando proteinas; sintenia de determinados blocos de genes; presenca de genes
para RNA’s transportadores e ribossémicos (Paquin et al., 1996; Forget et al., 2002;
Woo et al., 2003; Bullerwell et al., 2003; Kouvelis et al., 2004; Pantou et al., 2006).

7. Genes de patogenicidade e viruléncia na interacdo planta-patégeno

Em geral, plantas sdo resistentes & maioria dos fitopatdgenos existentes.
Poucas interagdes planta-patégeno existem nas quais 0 hospedeiro é considerado
suscetivel, e o microrganismo, patogénico, estabelecendo-se assim um processo
infeccioso (Ebel et al., 1997; Lebeda et al., 1999). Evidéncias indicam que na
natureza a doenca é a excecdo, ao contrdrio do que possa esperar quando
microrganismos e plantas se confrontam (Dangl et al., 1997). Estima-se que somente
10% de todas as espécies conhecidas de fungos cause doengas em plantas (Kahmann,
2001).

De acordo com o0 modelo proposto por Flor (1971), plantas capazes de abolir
0 processo de infeccdo possuem gene R (resisténcia), cujo produto interage com o
produto do gene de aviruléncia Avr do patogeno. Esse modelo gene-a-gene na
interacdo planta-patdgeno foi proposto pela primeira vez entre a planta de linho e o
fungo Melampsora lini (Flor, 1971).

O reconhecimento do patdgeno pelo hospedeiro é muito importante, pois
permite que varias rotas de defesa sejam ativadas para conter o progresso da
infeccdo. Acredita-se que a interacdo entre 0 gene R e 0 Avr desencadeia a expressao
de uma série de genes ligados a resisténcia da planta contra o patdgeno. Quando isso
ndo ocorre, a planta ndo é capaz de ativar seus mecanismos de defesa de forma
eficiente, resultando no estabelecimento da doenca (Briggs et al. 1994; Wit, 1997,
1999).

Patogenicidade e viruléncia sdo termos utilizados por profissionais de
diferentes areas de forma confusa e muitas vezes imprecisa. Shaner et al. (1992)
reine algumas definicbes utilizadas por diversos autores sugerindo algumas
recomendacdes na sua utilizacdo. Neste trabalho, assim como Shaner et al. (1992) e
Idnurm et al. (2001), sera utilizado o termo patogenicidade como a capacidade de um
patdgeno causar doenca num determinado hospedeiro. Dessa forma, a patogenicidade

pode ser entendida como um carater qualitativo. Os genes de patogenicidade néo
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devem ser essenciais para o patogeno completar seu ciclo de vida in vitro (Idnurm et
al., 2001), mas necessarios para a compatibilidade basica entre essas duas espécies
resultando na colonizacéo e incitagdo da doenca num determinado hospedeiro.

Nas discussfes da interacdo patdgeno-hospedeiro é comum a utilizacdo do
termo viruléncia. Esse termo seria um componente importante da patogenicidade e,
portanto, de carater quantitativo (Sharner et al., 1992). Quando sdo utilizados
patdgenos mutantes nos hospedeiros e sao observados sintomas reduzidos, é dito que
a linhagem utilizada é menos virulenta, pois um gene de viruléncia foi afetado, mas
esta linhagem continua patogénica. Essa distincdo é possivel quando se utiliza
variaveis quantitativas, tais como quantidade e/ou tamanho das lesbes, producao de
esporos e dispersao.

Em relacdo ao seu modo de nutricdo, os patdgenos de plantas séo
tradicionalmente divididos em trés grupos: biotréficos, necrotroficos e
hemibiotroficos. A distingéo é feita determinando-se o modo pelo qual sua nutri¢éo €
derivada do seu hospedeiro. Por exemplo, necrotroficos sdo facilmente cultivaveis
em laboratério, produzem abundantes enzimas hidroliticas e toxinas, dificilmente
estimulam a sintese de proteinas no hospedeiro, e causam necrose desde o inicio do
processo de infeccdo nutrindo-se do tecido morto. Em contraste, biotroficos séo
freqlientemente dificeis de serem mantidos em cultura ou até mesmo ndo podem ser
cultivados, produzem poucas enzimas degenerativas ou toxina que sdo importantes
na patogenicidade, possuem estruturas que geram uma grande area de contato com a
célula vegetal, estimulam a sintese protéica do hospedeiro, e assimilam nutrientes do
tecido vivo (Gabriel, 1999). Entre esses dois extremos, temos 0s organismos
hemibiotroficos que possuem inicialmente uma fase biotrofica, e logo em seguida o
processo de colonizacdo do hospedeiro é realizada de forma necrotrofica. C.
lindemuthianum é um excelente modelo de um fitopatdgeno hemibiotrofico (O’
Connell, 1985; Latunde-Dada, 2001).

Desde o contato inicial entre o patdgeno e o seu hospedeiro até os sintomas
da doenca existem diversos passos, como a deposi¢do da unidade propagativa do
patdgeno, pré-penetracdo, penetracdo, estabelecimento das relagdes parasitarias
estaveis e a colonizacdo propriamente dita (Amorim, 1995). Em cada uma dessas
etapas, 0 patdgeno regula a expressao de genes essenciais, de patogenicidade ou de
viruléncia, que vdo possibilitar a supressdo das respostas de defesa da planta, a

sobreposicdo dos obstaculos para a colonizagcdo do tecido vegetal, a absorcdo dos
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nutrientes necessarios a sua sobrevivéncia e, a0 mesmo tempo, a manuten¢éo do seu

hospedeiro vivo.

7.1. Genes envolvidos na adesdo, germinacao e penetracéo

A adesdo do conidio a superficie da planta hospedeira, seguida pela
germinacdo do conidio que resulta no crescimento de uma hifa de germinacdo na
superficie do 6rgdo a ser penetrado, sdo etapas essenciais que determinam
substancialmente o processo de infec¢do. A sua adesdo previne 0s esporos de serem
retirados da superficie do tecido hospedeiro pela chuva ou pelo vento, além de
permitir o contato necessario para a sinalizacdo que desencadeia 0 processo de pré
penetracdo. Em geral, admite-se que o processo de adesdo ocorra de maneira passiva
(o que significa que ndo necessita de sintese de proteinas ou de novos compostos)
pela presenca de matriz extracelular complexa preexistente e/ou de algum
componente presente na parede celular do conidio.

Estudos de microscopia demonstram que esporos e tubos geminativos dos
patégenos Colletotrichum, Magnaporthe grisea, Blumeria graminis e Uromyces
fabae sdo envoltos por uma espessa camada mucilaginosa (Bailey et al., 1992;
Howard et al., 1996; Mendgen et al., 1996: Carver et al., 1999). Em M. grisea, uma
mucilagem pré-formada € secretada, independente da sintese de proteinas,
permitindo esse fitopatdgeno aderir a superficie da planta hospedeira (Howard et al.,
1996). Uma adesdo mais efetiva e secrecdo de mais material mucilaginoso ocorrem
no decorrer da germinacdo. Essa segunda secrecdo de mucilagem é resultado da
ativacdo do metabolismo e sintese protéica (revisado por Mendgen et al., 1996).
Compostos responsaveis pela adesdo dos conidios de C. lindemuthianum
provavelmente sdo pré-formados, e estdo presentes na superficie dos conidios quando
esses sdo depositados sobre a superficie da planta. Os resultados obtidos com a
utilizacdo de técnicas de substituicdo por congelamento demonstraram que 0s
conidios de C. lindemuthianum sdo cobertos por um material denso e fibrilar,
arranjado perpendicular a parede celular, de aparéncia reticular, denominado de capa
do conidio (O’Connell et al., 1996). Essa camada é muito similar as estruturas
encontradas na forma leveduriforme do patégeno humano Candida albicans e supde-
se que esteja envolvida com a adesé@o dessa levedura (Perfect et al., 1999).
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A composicdo da matriz extracelular dos conidios é bastante heterogénea e
complexa, e possivelmente sofre influéncia de fatores abidticos. Os principais
constituintes dessa mucilagem sdo polissacarideos, proteinas e glicoproteinas. Uma
glicoproteina de 110 KD, identificada na parede do conidio de C. lindemuthianum,
possivelmente estd envolvida na adesdo inicial de esporos em superficies
hidrofobicas, como a camada de cutina do tecido foliar do hospedeiro (Hughes et al.,
1999). A aplicacdo de anticorpos monoclonais contra essa glicoproteina interferiu
com a adesdo do esporo em placas de Petri de poliestireno, e a propria glicoproteina
ligou-se a microesferas do mesmo material.

InteracGes hidrofébicas também sdo importantes na aderéncia de esporos de
fitopatdgenos. Conidio de M. grisea e de certas espécies de Colletotrichum e de
Uromyces sdo capazes de aderirem as superficies hidrofébicas de materiais inertes
como teflon e polietileno. Essa caracteristica leva a suposicdo de que interacGes
hidrofobicas sejam importantes na adesdo dos esporos desses fitopatdgenos na
superficie hidrofdbica do tecido hospedeiro (Tucker et al., 2001).

Uma classe de proteina, abundantes na parede celular de fungos, chamada
hidrofobina tém um papel importante na adesdo por formar uma camada anfipatica
entre a parede celular do fungo, constituida de polissacarideos, e a camada de
cuticula hidrofébica do tecido vegetal. Mutantes de M. grisea contendo o0 gene
codificador para hidrofobina (MPGL1) inativado mostra forte reducdo na habilidade
de diferenciar apressorios e sdo menos virulentos em folhas de arroz (Talbot et al.,
1996).

Interessantemente, atividades enzimaticas foram detectadas na mucilagem
que envolve conidios de determinados fungos fitopatogénicos. Diversas enzimas
foram detectadas na mucilagem dos conidios de C. graminicola (Epstein et al.,
1997), inclusive uma esterase (Pascholati et al., 1993). Segundo Pascholati e
colaboradores (1993), a presenca de esterases e cutinases na mucilagem desse fungo
possivelmente estd mais relacionada com a degradacdo da cuticula, para auxiliar a
penetracdo do fitopatdgeno no tecido hospedeiro, do que com o processo de adesao
dos conidios.

A germinacdo dos conidios ocorre ap6s sua adesdo na superficie da planta. O
inicio desse processo pode ser estimulado por diferentes fatores fisicos e/ou quimicos
e varia de espécie para espécie. Sabe-se que ceras presentes na epiderme do tecido

hospedeiro e etileno produzido pelo abacate sdo capazes de induzir a germinacéo e
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diferenciacdo do apressorio em Colletotrichum gloeosporioides (Flaishman et al.,
1994, 1995).

Além de fatores quimicos, caracteristicas fisicas do ambiente sdo percebidas
pelos fungos e atuam como um sinal no controle da expressédo de genes. O simples
contato com a superficie rigida da planta pode ser um sinal para a mudanca na
expressao de genes. Os genes chip de C. gloeosporioides sdo expressos nos conidios
quando estes estdo em contato com superficies rigidas (Liu et al., 1998; Kim et al.,
2000). O gene chipl é capaz de complementar um mutante de levedura deficiente em
protedlise, sugerindo o papel da degradacdo de proteinas durante a germinagédo de
conidios (Liu et al., 1998).

O fitopatdgeno precisa penetrar no tecido hospedeiro para obter seus
nutrientes. Assim, dois modos de penetracdo sdo possiveis. A penetracdo pode
ocorrer de forma direta, na qual o fungo fitopatogénico penetra o tecido hospedeiro
por meio de aberturas naturais como estdmatos e/ou ferimentos. No segundo caso, a
penetracdo ocorre de forma indireta, sendo necessario o fitopatdgeno atravessar a
camada de cuticula e a parede celular da célula epidermal do tecido hospedeiro.

Para a penetracdo indireta, o fungo fitopatogénico tem trés alternativas para a
penetracdo do tecido vegetal: crescimento apical do tubo germinativo e/ou de hifas,
secrecdo de enzimas hidroliticas da parede celular (forca enzimatica) e pressao
mecanica (Bechinger et al., 1999).

Certos fungos fitopatogénicos penetram o tecido vegetal por meio de
ferimentos, aberturas naturais ou diretamente sem modificacédo evidente das hifas ou
do tubo germinativo. Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani sdo capazes de
penetrar o tecido de raizes dos seus hospedeiros sem que ocorram mudancas na
morfologia da hifa de penetracdo (Mendgen et al., 1996).

Outros fungos formam estruturas na ponta dos tubos germinativos ou de
hifas, normalmente chamadas de apressérios, a partir dos quais diferenciam hifas
especializadas na penetracdo do tecido hospedeiro. Apressorios tipicos podem ser
visualizados no processo de infecgdo dos fungos M. grisea e C. lindemuthianum.

O tubo germinativo de C. lindemuthianum diferencia um apressorio que se
prende firmemente a epiderme do hospedeiro (O’Connell et al., 1985). A adesdo
dessa estrutura na superficie da planta é essencial para o sucesso da penetracdo da
cuticula e da parede celular. Essa adesdo permite que o patdgeno permaneca em

contato com o hospedeiro em tempo suficiente para que a penetracdo ocorra,
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localizando a hifa de infeccdo no sitio especifico para que a invasdo quimica e/ou
fisica aconteca. Obviamente, caso a penetracdao necessite de forca fisica, a aderéncia
firme é essencial para que o apressorio possa exercer a forga mecénica requerida para
a penetracdo sem deslocar o fungo da superficie a ser penetrada (Bailey et al., 1992).
A sua formacdo é freqlientemente acompanhada pela secrecdo de uma matriz
mucilaginosa que o envolve. Em C. lindemuthianum essa matriz estende-se para as
regibes de cuticula proximas ao apressorio, e parece colaborar para a sua adesdo
(O’Connell et al., 1985; Bailey et al., 1992). Interessantemente, essa mucilagem esta
ausente na regido da parede do apressorio que fica firmemente aderida a cuticula.

Os resultados obtidos a partir do uso de lecitinas e anticorpos revelaram que
as matrizes extracelulares do tubo germinativo e apressorio sdo muito similares na
composi¢do, mas diferem daquelas secretadas no conidio e hifa de C.
lindemuthianum (O’Connell et al.,, 1996). Diferencas claras existem entre as
glicoproteinas da parede celular do apressorio comparadas as do micélio desse
patdgeno (Hutchison et al., 2000). Esses resultados demonstram claramente a
expressao diferencial de genes durante o desenvolvimento do processo de infeccéo
dos fitopatdgenos.

Tetraspaninas sdo proteinas envolvidas em complexos na membrana
plasmatica que controlam adesdo, diferenciacdo e mobilidade. Foi detectada apenas
uma copia de um gene que codifica tetraspaninas, plsl, no genoma de M. grisea e foi
observado que a proteina PLS1 é essencial para a penetracdo mediada pelo
apressorio nas folhas de seu hospedeiro, possivelmente por ser capaz de reorganizar
o0 citoesqueleto de actina durante a formacdo do peg de penetracdo (Clergeot et la.,
2001). Mutantes de C. lindemuthianum, contendo o gene de tetraspanina
interrompido, ndo sdo capazes de penetrar o tecido vegetal, e, portanto, ndo sdo
considerados patogénicos (Veneault-Fourrey et al., 2005). Essas linhagens, assim
como em M. grisea, ndo sdo capazes de diferenciar o peg de penetracdo a partir do
qual se desenvolve a hifa de penetracdo. Um segundo gene em M. grisea é necessario
para a formacao do peg de penetracdo. Esse gene denominado de MST2 é ort6logo ao
fator de transcricdo STE2 das leveduras (Park et al., 2004).

Outros genes desempenham diferentes funcbes na diferenciacdo e/ou
funcionalidade do apressério em fungos fitopatogénicos. Genes relacionados com a
modificacdo da composicdo da membrana plasméatica durante a formacdo do

apressorio foram identificados, tais como um putativo gene codificador de uma
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ATPase tipo-P PDE1 em M. grisea (Balhadere et al., 2001) e o gene CHIP6 de C.
gloeosporioides, codificando glicosilesterol transferase (Kim et al., 2002). Em M.
grisea, a funcionalidade do apressorio é controlada por uma proteina cinase
dependente de AMPc CpkA a uma MAP cinase (MPS1) (Xu et al., 1997, 1998),
assim como o gene MgFus3 que codifica uma MAP cinase em Mycosphaerella
graminicola (Cousin et al., 2006).

Dufresne et al. (1998) obteveram um mutante de C. lindemuthianum com sua
habilidade de penetrar a camada de cuticula alterada, possivelmente pelo
desenvolvimento de um apressorio ndo funcional. Essa linhagem, quando inoculado
no feijoeiro, apresentou diminui¢do da viruléncia resultando em poucas lesées. O
gene clonado, clkl, responsavel pelo fenétipo codifica para um cinase cuja expressao
é constitutiva, sendo o primeiro gene isolado desse patdgeno envolvido com o
processo de infecgao.

Outros genes sdo expressos exclusivamente no apressorio e possivelmente a
funcdo dos mesmos seja importante no processo de infeccdo. Em C. gloeosporioides,
0 gene cap2 é expresso unicamente no apressorio, e mutantes incapazes de
expressarem CAP2 mostraram um decréscimo drastico na viruléncia quando
inoculados em abacate (Hwang et al., 1995).

A melanizacdo dos apressorios é necessaria para a funcdo dos mesmos na
penetragdo do tecido vegetal. Melaninas sdo macromoléculas formadas pela
polimerizacdo oxidativa de compostos fendlicos e indolicos; apresentam coloracGes
marrom ou preta, podendo adquirir outras tonalidades; possuem carater hidrofébico e
sdo carregadas negativamente (Langfelder et al., 2003).

A ultraestrutura de apressorios de diferentes espécies de Colletotrichum
demonstra algumas caracteristicas em comum. Normalmente, a parede do apressério
possui uma ou trés camadas, com melanina preferencialmente depositada dentro de
uma delas (Bailey, 1992). A deposicdo de melanina no apressorio diminui a
permeabilidade e, desta forma, o fungo pode aumentar a pressao de turgor interna
produzindo grandes quantidades de glicerol (De Jong et al., 1997). Patdégenos que
possuem apressorios melanizados demonstram reducdo da viruléncia, até perda da
patogenicidade, quando a sintese dessa substancia € interrompida. Genes envolvidos
com a melanizacdo do apressorio sdao fundamentais para a patogénese nos fungos
Colletotrichum lagenarium, C. lindemuthianum e M. grisea (Kubo et al., 1991,
Thompson et al., 2000; Parisot et al., 2002).
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Mutantes para o gene clapl em C. lindemuthianum sdo incapazes de
induzirem sintomas de antracnose em feijoeiros. Esses mutantes desenvolvem um
micélio claro e com uma reducédo na formacéo de apressorio in vitro. Essas estruturas
sdo morfologicamente diferentes dos apressorios da linhagem selvagem, além de ndo
possuirem deposicdo de melanina. Constatou-se que esse gene codifica uma enzima
transportadora de cobre, essencial para atividade da fenol oxidase responsavel pela
biosintese de melanina (Parisot et al., 2002).

O sucesso da penetracdo do fitopatdbgeno ndo depende apenas da
diferenciacdo e da funcionalidade de estruturas como o apressorio. A capacidade de
producéo e secrecdo de enzimas hidroliticas da camada de cutina e da parede celular
das células vegetais é importante na penetracdo indireta. A cutina é a primeira
camada a ser penetrada por um fitopatdgeno incapaz de penetrar de forma direta. O
papel das cutinases na penetracdo das células vegetais é controverso (Schafer, 1993).
A interrupcdo do gene codificador para cutinase Pbcl de Pyrenopeziza brassicae
resulta em um mutante ndo patogénico incapaz de penetrar o tecido hospedeiro (Li et
al., 2003). Em Nectria haematococca, o gene de cutinase € um fator de viruléncia,
pois as linhagens mutantes para esse gene sao menos virulentas do que a linhagem
selvagem (Rogers et al., 2000). O mesmo resultado foi obtido em linhagens mutantes
de F. solani f. sp. pisi deficientes na sintese de cutinase (Rogers et al., 1994).
Commeénil et al (1998) sugeriram que uma lipase capaz de hidrolisar cutina era
requerida para a penetracdo de Botrytis cinerea no tecido da planta hospedeira. A
obtencdo de uma linhagem mutante para o gene dessa lipase lipl e de uma cutinase
cutA demonstrou que as atividades dessas enzimas ndo sdo requeridas para a

patogenicidade nem para a viruléncia desse fitopatdgeno (Reis et al., 2005).

7.2 Genes envolvidos no crescimento biotréfico e necrotrofico

Os fungos biotroficos caracterizam pela capacidade de absorgao de nutrientes
do seu hospedeiro sem que suas células sejam mortas. O controle da interacdo
patogeno-hospedeiro é realizado por trocas de sinais quimicos entre esses parceiros
que resultard na ativacao ou repressdo de determinados genes. A manutencdo dessa
relacdo necessita de um fino controle genético dos dois parceiros, principalmente do
patégeno que suprime as respostas de defesa, a0 mesmo tempo em que mantém a

célula vegetal viavel para suprir suas necessidades nutricionais.
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A hifa ou haustorio de fungos biotroficos sdo envolvidos numa matriz
extracelular quando penetram a parede celular vegetal e entram em contato intimo
com a membrana plasmética da célula hospedeira. A vesicula de infeccdo, assim com
a hifa priméria de C. lindemuthianum possuem uma matriz extracelular amorfa,
parcialmente composta de polissacarideos e glicoproteinas (O’Connell et al., 1986;
1987). Essa matriz correlaciona-se com o crescimento biotréfico desse fungo, pois
essa camada ndo foi observada no crescimento das hifas secundérias tipicas da fase
necrotréfico dessa espécie (O’Connell et al., 1985).

Uma glicoproteina presente nessa matriz foi identificada, e o seu gene isolado
— CIH1 (Pain et al., 1994; Perfect et al., 1998). Homdlogos desse gene estdo
presentes em outras espécies do género Colletotrichum e sdo expressos somente na
fase biotrdfica desses fungos (Perfect et al., 2000). Apesar de CIH1 ser de origem
fangica, a proteina predita assemelha-se com polipeptidios da parede celular de
plantas. Supde-se que CHI1 seja uma glicoproteina estrutural, substituindo ou
mimetizando glicoproteinas da parede celular vegetal, que contribua para a
manutencdo da fase biotréfica (Perfect et al., 2000).

Durante a passagem do modo de nutricdo biotrofico para o necrotrofico,
ocorrem grandes modificacdes no padrdo de crescimento do fungo e nos genes
expressos pelo patdgeno. Essa transicdo € pouco entendida por que existem raros
trabalhos focados especificamente no seu controle.

Em C. lindemuthianum, foram identificados dois mutantes envolvidos na
transicdo da fase biotrofica para a necrotrofica. O primeiro mutante desenvolve todas
as estruturas de infeccdo até a fase da hifa primaria, sendo incapaz de diferenciar
hifas secundarias tipicas da fase necrotrofica. Dessa forma, os sintomas tipicos da
antracnose nao podem ser observados. A reacdo é semelhante ao que ocorre quando
uma cultivar resistente € inoculada com a linhagem selvagem. O gene identificado,
CLTAL, mostra alta homologia com um grupo de ativadores transcricionais de
fungos. Provavelmente esse fator de transcrigdo controla a expressao de genes que
permitem o crescimento necrotréfico no tecido hospedeiro (Dufresne et al., 2000).

O segundo mutante, também ndo patogénico, diferencia algumas hifas
secundarias, mas ndo ocorre a fase necrotrofica. O gene envolvido nesse fenétipo é
um regulador geral da assimilacéo de nitrogénio (clnrl), sendo o mutante incapaz de
usar uma variedade de fontes de nitrogénio (Pellier et al., 2003). Essa proteina

demonstra alta similaridade com reguladores gerais AREA e NIT2, envolvidos com
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0 metabolismo do nitrogénio. Durante o crescimento na planta, o fungo tem que se
adaptar as condic¢des nutricionais, inclusive com situac@es de escassez de nutrientes.
Genes que sdo expressos em condicOes limitantes de carbono e/ou nitrogénio
também sdo ativados durante a patogenicidade possuindo um papel crucial na
manutencdo da infeccao.

O crescimento dos patégenos no interior do tecido hospedeiro necessita da
acao de enzimas hidroliticas capazes de degradar a parede celular das células
vegetais. A fase necrotrofica é marcada pela degradagdo macica do tecido vegetal
provocada principalmente pelo aumento na secregéo de tais enzimas.

Até o presente momento foram isolados dois genes, clpgl e clpg2, em C.
lindemuthianum que codificam para endopoligalacturonases (endoPGs) (Centis et al.,
1996; 1997). Apesar da mesma funcéo, esses sdo expressos diferencialmente. clpgl
contribui em maior parte para a atividade de endoPGS, tanto em cultura axénica
quanto na fase necrotrofica; enquanto clpg2 é transcrito transitoria e rapidamente in
vitro e sob presenca de pectina, mas ndo durante a fase necrotrofica (Centis et al.,
1997). Utilizando-se o gene repérter gfp sob controle do promotor do clpg2,
observou-se que o gene que codifica endoPG (clpg2) é expresso nos estagios iniciais
da germinacdo do conidio e durante a formacdo do apressorio, tanto in vitro, em
meio contendo pectina, quanto na planta hospedeira (Dumas et al., 1999). Atividade
de endoPGs no meio de cultura deve-se principalmente a atividade de CLPG1, ja que
CLPG2 ndo ¢ secretada para o meio extracelular. CLPG2 ndo acumula no meio de
cultura, mas é depositada na parede celular do fungo durante seu crescimento em
pectina e durante a formacdo do apressorio, indicando que essa isoenzima auxilia a
fase de penetracdo de C. lindemuthianum (Herbert et al, 2004).

Foram identificadas seqiiéncias no promotor de clpg2 homdélogos a cis
elementos de respostas a filamentacdo e invasdo de leveduras. Esses resultados
levaram a proposicdo de que o controle dos genes de viruléncia em fungos
filamentosos envolve a formacdo de complexos de ativadores de transcrigéo
similares aqueles encontrados no crescimento invasivo de leveduras (Herbert et al.,
2002).

Na fase biotrofica, e principalmente na necrotréfica, a secrecdo de diferentes
proteinas, tais como enzima hidroliticas dos componentes da membrana celular
vegetal, lipases e proteases tém um papel essencial na patogénese. Um dos genes que

controlam o trafego de vesiculas em C. lindemuthianum foi isolado, e o seu papel na
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patogenicidade confirmado pela obtencdo de mutantes nulos (Dumas et al., 2001;
Siriputthaiwan et al., 2005)

8. Influéncia do pH ambiental na patogénese

Os microrganismos que vivem em ambientes aquosos sdo influenciados
diretamente pelo pH externo. Além de atuar sobre a superficie celular, o pH
influéncia nas atividades de enzimas extracelulares que sdo importantes para a
sobrevivéncia desses organismos.

A adaptacdo ao pH externo € importante para que 0 organismo consiga
colonizar diferentes habitats, como Aspergillus nidulans que é capaz de crescer sob a
variacdo de pH 2,5 a 9,0. A sobrevivéncia em diferentes valores de pH ocorre devido
a expressdo diferencial de genes e/ou secrecdo de metabolitos modificadores do pH
externo. Logo, a célula possui mecanismos de percepcao do pH externo e controla 0s
genes necessarios para essa adaptacao.

Tilburn et al. (1995) isolaram o gene pacC cujo produto resulta numa
proteina de 678 aminoacidos (aa) que capacita A. nidulans a adaptar-se a diferentes
valores de pH. Essa proteina, dominada de PacC, € um fator de transcricdo
caracterizado pela presenca de trés motivos denominados Dedos de Zinco do tipo
Cys;His,. Esse dominio reconhece a seqliéncia consenso 5’GCCARG3’ presente nos
promotores de genes sobre 0s quais esse fator de transcri¢do atua. O dedo de zinco 1
estd mais relacionado com a estabilizacdo do dedo 2, do que com a ligacdo
propriamente ao DNA. Contrariamente, os dedos de zinco 2 e 3 atuam de forma ativa
na interacdo com as regides 5’ e 3 do DNA, respectivamente, na sequéncia consenso
na qual PacC liga-se (Fernandez-Martinez et al., 2003).

Genes ortdlogos foram isolados em diferentes fungos, como nos ascomicetos
filamentosos A. niger (MacCabe et a., 1996), F. oxysporum (Caracuel et al., 2003), S.
sclerotiorum (Rollins et al., 2001), Fusarium verticillioides (Flaherty et al., 2003) e
nos basidiomicetos Ustilago maydis (Aréchiga-Carvajal et al., 2005), Crinipellis
perniciosa (Silva. G. F., comunicacdo pessoal). Os genes ortélogos presentes em
leveduras, como Y. lipolytica (Lambert et al., 1997) e C. albicans (Ramon et al.,
1999), recebem a denominacdo RIM101. A regido de dedo de zinco presente na

sequéncia N-terminal de proteinas da familia PacC/Rim101 é altamente conservada
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entre os diferentes organismos. Outras regides presentes na seqiéncia de
aminoéacidos de PacC/Rim101 podem ser conservadas entre proteinas de organismos
filogeneticamente mais proximos.

A proteina PacC de A. nidulans é traduzida na sua forma inativa, denominada
PacC’® e ativada por um processamento pés traducional por duas clivagens
proteoliticas que ocorrem somente em pH alcalino. PacC’® em pH acido est4 em uma
conformacdo chamada fechada. Nessa conformacdo, trés regides chamadas A, B e C
interagem entre si tornando indisponivel uma sequéncia de aminoacidos que é
reconhecida pela protease PalB. Quando o pH ambiental muda para valores alcalinos,
PacC’® muda de conformacéo gracas a uma cascata de sinalizacéo, ocasionando a sua
clivagem proteolitica, que resulta na proteina Pac™ inativa. Essa forma de PacC sofre
um segundo processamento proteolitico independente do pH ambiental, que por sua
vez resulta na forma ativa PacC?’ que contém cerca de 250 residuos de aminoécidos
da regido N-terminal, na qual estdo presentes os trés dedos de zinco (Arst et al.,
2003).

Tanto PacC> quanto PacC?’ sdo encontrados no ndcleo da célula, mas
somente a forma PacC?’ é funcional. A regido do terceiro dedo de zinco de PacC se
sobrepde a um Sinal de Localizacdo Nuclear necessario a sua translocacdo do
citoplasma em direcdo ao nicleo (Fernandez-Martinez et al., 2003). PacC>® possui
ainda um segundo Sinal de Localizagdo Nuclear Bipartido na regido A dessa
proteina, que é possivelmente funcional (Fernandez-Martinez at al., 2003).

A proteina PacC esta envolvida diretamente com a ativacdo e repressao de
genes cuja transcri¢cdo depende do pH ambiental. Esta proteina age como ativadora
ou repressora da transcri¢do de genes, e, como visto anteriormente, a sua forma ativa
estd presente apenas em condi¢cdes ambientais alcalinas. A passagem de sua forma
inativa, presente em ambientes acidos, para a forma ativada depende de um grupo de
proteinas responsaveis por uma via de transducdo de sinal capaz de perceber as
variagbes de pH externo e transmitir esse sinal até a ativacdo de PacC. Em A.
nidulans, esse sistema é composto pelos genes palA, palB, palC, palF, palH e pall. A
via de regulacédo de genes pelo pH externo &, provavelmente, conservada e ortélogos
a esses genes ja foram descritos em diferentes organismos (Pefialva et al., 2002).

De todas as proteinas da via de sinalizagdo, a funcdo de PalC ainda néo foi
determinada, apesar de seu papel na transducdo do sinal ser essencial. PalH,

possivelmente auxiliado por Pall, é capaz de perceber a variacdo do pH ambiental.
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Ambas as proteinas possuem varios dominios transmembranas e estdo em contato
tanto com o ambiente extracelular quanto com o citoplasma (Negrete-Urtasun et al.,
1999; Herranz et al., 2005). PalF é uma proteina da familia das arrestinas, contendo
dois desses dominios, que interagem com a regido C-terminal de PalH (Herranz et
al., 2005). Em pH alcalino, a interacdo de PalH com PalF é favorecida, acarretando a
sua fosforilacdo e ubiquitinacdo independente de PalA, PalB e PalC. PalA possui
motivos relacionados com a interacdo proteina-proteina. Um desses motivos é o
consenso PXXP que pode reconhecer e ligar-se a proteinas que possuam o dominio
SH3 (Negret-Urtasun et al., 1999). PalA também é capaz de ligar-se ao motivo
YPX(L/1) (Vincent et al., 2003). Interessantemente, PacC’® possui dois motivos
YPX(L/I) que ladeiam o sitio de sinalizacdo da protease requerido para a primeira
clivagem dependente de pH. A interacdo de PalA e PacC’?, dependente de pH, é
necesséria para a atuacio da protease PalB para a geragdo da forma PacC™, e para o
processamento dessa forma para a forma ativa PacC?'.

Mutantes contendo a perda de funcdo em algum dos seis genes PalA ou em
PacC mimetizam um crescimento em meio com pH acido. Essas linhagens quando
séo cultivadas em pH alcalino, ocorre a diminui¢do da expressao de genes que no
tipo selvagem seriam ativados em ambiente alcalino (chamados genes alcalinos), e
aumentam a expressdo de genes que no tipo selvagem sofreriam inibicdo da
transcri¢do (chamados genes cidos) (Arst Jr. et al., 2003).

MutacBes que levem a ativacdo de PacC independente do pH (pacC®)
resultam no fendtipo que mimetiza crescimento em meio com pH alcalino, contrario
aquele que mimetiza crescimento em acidez. MutacGes nos genes pal ndo resultam
nesse ultimo tipo de fenotipo. O terceiro tipo de mutacdo resulta em linhagens que
mimetizam o crescimento em ambientes de pH neutro (pacC®,), que resultam na
expressao tanto de genes acidos quanto de genes alcalinos (Arst Jr. et al., 2003).

Metarhizium anisopliae € um fungo patdégeno de insetos. Sua infeccdo é
acompanhada da secre¢do de enzimas que atuam como fatores de viruléncia, como
quitinases e proteases. A expressdo dessas enzimas responde ao pH externo. Leger et
al. (1998) demonstraram que a alcalinidade da cuticula infectada representa o sinal
gue culmina na sintese e secrecao desses fatores de viruléncia.

Botrytis cinerea € um dos poucos fungos que exibem baixa especificidade de
hospedeiro atacando mais de 200 espécies de plantas. A infeccdo causada por esse

patdogeno € acompanhada da expressdo de diversas enzimas hidroliticas que
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degradam os constituintes da parede celular vegetal e das defesas quimicas da planta.
A producdo de fatores de patogenicidade (polissacarideos extracelulares, acido
oxalico, protease acida, poligalacturonase e lacase) nesse organismo é regulada pelo
pH ambiental, sendo méxima nos valores de pH 3,1 e 6,0, que sdo préximos aos
valores de pH de frutos e folhas de diferentes hospedeiros, respectivamente (Manteau
etal., 2003).

Em diferentes espécies de Colletotrichum, a producdo de amobnia é
considerada como um fator de viruléncia. Esse ion no ambiente externo acarreta o
aumento do pH para valores proximos aqueles no qual a atividade de pectato liase é
méaxima. Essa enzima é importante na patogenicidade desse género (Prusky et al.,
2001).

O gene pelB de C. gloeosporioides codifica uma pectato liase considerada
fator de viruléncia durante a colonizagédo de frutos de abacate. A sua expressdo nao
foi detectada em pH 4,0; mas a sua transcricdo e secrecdo aumentaram com a
alcalinizacdo do pH externo, atingindo valores maximos em pH 6,0. Nove provaveis
sitios de ligacdo do fator de transcricdo PacC de A. nidulas foram encontrados na
regido promotora de pelB (Drori et al., 2003). Nesse mesmo patogeno, foi isolado o
gene pacl ortdlogo ao pacC. Sua transcricdo é influenciada pelo pH ambiental,
seguindo 0 mesmo padrdo demonstrado pelo gene da pectato liase (Drori et al.,
2003).

O isolamento do gene pacC de F. oxysporium permitiu verificar que o seu
padrdo de transcricdo é semelhante ao seu ortdlogo pacC de A. nidulans, sendo
preferencialmente transcrito em ambientes mais alcalinos (Caracuel et al., 2003%). O
mutante com perda de funcdo cresce pobremente em meios de cultura com pH
alcalino, apresenta a atividade aumentada de protease acida e da transcricdo de
genes de poligalactorunase transcritas preferencialmente em pH acido. Esse mutante
foi mais virulento do que a linhagem selvagem quando raizes de tomateiros foram
inoculadas com o mesmo. Sendo assim, PacC de F. oxysporum atua como um
regulador negativo de genes de viruléncia, possivelmente prevenindo a transcri¢éo de
genes expressos em ambientes &cidos, que sdo importantes para sua viruléncia. PacC
também é capaz de controlar o estresse osmatico permitindo que F. oxysporum seja
capaz de suportar ambientes contendo alta concentracdo de Li* e Na' gracas a
ativacdo do gene enal(Na*-ATPase tipo P) (Caracuel et al., 2003").
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Em S. sclerotiorum, acido oxalico e poligalacturonases sdo considerados
fatores de viruléncia durante sua infeccdo no hospedeiro. A producdo e secrecao
desses fatores sofrem influéncia do pH externo, assim como a transcricdo do seu
gene ortologo ao gene pacC de A. nidulans denominado pacl (Rollins et al., 2001).
O gene pacl € importante para a regulacdo apropriada de processos fisiologicos
importantes para a viruléncia e desenvolvimento em S. sclerotiorum (Rollins, 2003).
A obtencdo de um mutante nulo para o gene pacl demonstrou a sua importancia para
0 crescimento vegetativo de S. sclerotiorum em ambientes alcalinos. O crescimento
do mutante foi progressivamente inibido com o aumento do pH ambiental, chegado a
inibicdo completa em pH 6,2. O gene pgl capaz de codificar uma
endopoligalacturonase, preferencialmente transcrito em pH mais acido, € transcrito
nesse mutante em valores de pH nos quais sua transcricdo € reprimida na linhagem
selvagem. Esse resultado demonstra que Pacl é capaz de inibir a transcri¢do de pgl
em S. sclerotiorum quando esse fitopatogeno estd crescendo em ambientes com
valores de pH proximos da neutralidade. A sintese de acido oxalico, considerado um
fator de viruléncia desse patdgeno, foi drasticamente reduzida nesse mutante, da
mesma forma que o desenvolvimento e maturacdo dos esclerdcios em cultura foram
afetados. Quando os mutantes com perda de funcdo no gene pacl foram inoculados
em tomateiro e Arabidopsis, observou-se uma reducdo drastica da viruléncia,
indicando que pacl é um determinante de viruléncia para esse patdgeno.

PacC em A. nidulans regula positivamente a expressdo de fatores de
viruléncia necessarios a infeccdo desse patégeno no tecido pulmonar (Bignell et al.,
2005). Mutantes com perda da funcdo dos genes pacC ou palB demonstraram ser
menos é virulentos nos testes de patogenicidade, levando a conclusdo que a via de
sinalizacdo de em resposta ao pH é necessaria para a aspergilose pulmonar invasiva.
Linhagens contendo PacC na sua forma processada, mutante apresentando ganho de
funcdo, sdo mais virulentas em relacdo a linhagem selvagem, corroborando com a
hipotese de que PacC tem um papel crucial em infecgdes causadas por A. nidulans.

Candida albicans, uma das leveduras patogénica de humanos mais
frequentemente encontrada, € um fungo dimorfico cuja transicdo do crescimento
unicelular para o micelial é critica para a sua patogénese (De Bernardis et al., 1998).
Pelo menos in vitro, fatores como pH e temperatura controlam a transicéo dimorfica.
Foi demonstrado que CaRiml1 tem um papel crucial na viruléncia. Mutantes com

perda de funcdo demonstraram reducdo da viruléncia e linhagens contendo CaRim1
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processada na sua forma ativa independente do pH foram mais virulentas (Davis et
al., 2000).

O gene RIM101, ortélogo ao gene pacC, foi isolado no basidiomiceto U.
maydis (Aréchiga-Carvajal et al., 2005). Mutantes nulos para o gene RIM101
apresentaram a transicdo dimdrfica in vitro que normalmente € induzida por pH, e
ndo diferiram da linhagem selvagem em relacdo a taxa de crescimento, resisténcia a
estresse osmdtico causado por altas concentracdes de sorbitol e KCI, e
patogenicidade. Assim como relatado para outras espécies de fungos, esse mutante
apresenta alteragio na secrecdo de proteases e aumento na sensibilidade a Na" e Li".

Esses resultados indicam que o papel do fator de transcri¢cdo PacC/Rim101 na
viruléncia de fungos e leveduras patogénicas depende da espécie avaliada. De acordo
com a influéncia de PacC/Rim101 na viruléncia de organismos patogénicos, 0s
fungos podem ser divididos em trés grupos: O primeiro grupo retine os fungos nos
quais genes de viruléncia ndo estdo sobre o controle do fator de transcri¢éo
PacC/Rim101, com é o caso de U. maydis. O segundo grupo reune organismos cujos
fatores de viruléncia séo ativados pelo fator de transcricdo PacC/Rim101, como A.
nidulans, S. sclerotiorum e C. albicans. E o terceiro grupo é formado por espécies
nas quais PacC/Rim101 atuaria como um repressor de genes de viruléncia, como
observado em F. oxysporum.

O pH ambiental parece ser um fator importante na viruléncia dos organismos
do segundo grupo, correlacionando-se melhor com o papel de PacC na viruléncia dos
mesmos. A secrecao de diversas enzimas como lipase, celulase, amilase, pectinase e
proteases por diversos isolados fitopatogénicos e endofiticos de Colletotrichum foi
afetada pelo pH do ambiente (Maccheroni et al., 2004). Todas essas enzimas estdo
relacionadas com a hidrolise de componentes da parede celular vegetal e podem
contribuir para a viruléncia nesse género. O isolamento do gene pacC e a obtencéo
de mutantes nulos poderao esclarecer a relacdo do pH ambiental na secrecdo dessas

enzimas, inclusive o papel das mesmas na patogénese e/ou viruléncia.

9. Isolamento de genes de patogenicidade via mutagénese

Os estudos baseados em analises genéticas permitiram a identificacdo de um

grande numero de genes relacionados com a patogenicidade e/ou viruléncia de
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patogenos. Dois fatores contribuiram para esse sucesso. Primeiramente, a maioria
dos estudos foi realizada in vitro gracas aos métodos de mutagénese disponiveis na
literatura. E segundo, os metodos de selecdo de mutantes deficientes na
patogenicidade e/ou viruléncia muitas vezes sdo rapidos, precisos e vidveis para
analise um grande nimero de mutantes.

Para a aplicacdo eficiente da técnica de mutagénese visando ao isolamento de
genes é necessaria a obtencdo de mutantes com um fendtipo facilmente detectavel,
por exemplo, ndo patogénico, para subseqliente isolamento do gene cuja inativacgao é
responsavel pelo fendtipo. A grande vantagem dessa técnica é o isolamento de genes
cuja funcédo e sequéncia ndo sdo conhecidas a priori. As mutacfes etiquetadas pela
integracdo de plasmideos permitem isolar o gene mutado pelo procedimento de
recuperacdo do vetor. Os genes FRP1, APH1 e MgFus3 foram isolados por essa
técnica nos fitopatdgenos F. oxysporum (Duyvesteijn et al., 2005), C. lagenarium
(Takano et al., 2006) e Mycosphaerella graminicola (Cousin et al., 2006),
respectivamente.

Nem todos os mutantes obtidos apresentaram as mutagdes etiquetadas. Nesse
caso, 0 gene mutado pode ser isolado, com um pouco mais de trabalho, por
complementacdo da linhagem mutante com um banco gendmico. Trés linhagens
mutantes, do fungo ectomicorrizico Hebeloma cylindrosporum, deficientes na
capacidade de micorrizacdo foram isoladas a partir de um banco de transformantes
obtidos por mutagénese insercional (Combier et al., 2004). Ap6s 0 cruzamento
sexual e analise da segregacdo, verificou-se que em nenhum dos mutantes o gene
mutado responsavel pelo fendtipo estava etiquetado pela integracéo do vetor. Kunz et
al. (2006) descreveram um mutante de B. cinerea obtido a partir de um banco de
transformantes gerado por mutagénese insercional, mas que o gene mutado néao foi
etiquetado pelo plasmideo utilizado na transformacéo.

A estratégia de mutagénese insercional normalmente requer uma metodologia
de transformacéo eficiente, cuja integracdo do plasmideo seja aleatoria. Schiestl et al.
(1991), ao transformarem S. cerevisiae, propuseram que a adicdo de enzima de
restricdo a mistura de transformacdo aumentava a eficiéncia de transformacgdo em
sete vezes. O evento de integracdo mediado pela enzima de restri¢do foi denominado
de REMI (Restriction Enzyme-Mediated Integration”). Esses autores sugeriram que a
enzima de restricdo, utilizada durante a transformacao, induziria quebras duplas no

DNA gendmico nos seus sitios de clivagem, gerando extremidades coesivas
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compativeis com o vetor linearizado com a mesma enzima. Por meio de sistemas de
reparo de quebra dupla, o vetor é integrado no genoma, podendo regenerar o sitio de
clivagem. Dessa forma, quando o DNA total dos transformantes é clivado com a
mesma enzima utilizada na transformacao, pode-se detectar um fragmento de DNA
de mesmo tamanho que o vetor. Isso evidencia que os dois sitios de clivagem,
presentes nas extremidades do vetor, foram perfeitamente regenerados durante a
integracdo, esse evento é chamado “REMI verdadeiro”. No entanto, o sistema de
reparo de quebra dupla pode ndo regenerar um dos sitios de clivagem, e até mesmo
os dois, resultando em perda dos sitios de restrigao.

Mutantes gerados a partir da transformacéo utilizando enzimas de restricao
podem ser obtidos por outro mecanismo diferente da mutagénese insercional. As
quebras provocadas no DNA gendmico podem ser corrigidas erroneamente, sendo
que em alguns casos, delecOes e rearranjos foram observados. Quebras de fita dupla
podem surgir como conseqiiéncia da acdo de enzimas de restricdo, além da acéo de
topoisomerases, radiacfes e agentes quimicos. O reparo de quebras duplas no DNA
de leveduras pode ocorrer via um processo reconhecido como reparo por ligagao de
terminais ndo homdlogos (Schiestl et al., 1991; Moore et al., 1996; Zhu et al., 1996;
Manivasakam et al., 1998; Lewis et al, 1999).

A integracdo de vetores lineares, sem a presenca de enzima, ocorreria por
outro mecanismo de recombinacdo ndo homdlogo no qual regides de
microhomologia dos terminais fita simples do vetor atuariam na integragdo. Enzimas
como topoisomerase | (Topo 1) pode estar envolvida nesse tipo de recombinacdo em
S. cerevisiae (Zhu et al., 1996).

Kuspa et al. (1992) obtiveram 20 a 60 vezes mais transformantes de
Dictyostelium discoideum na presenca da enzima de restricdo utilizada na clivagem
do plasmideo. A integracao do plasmideo no genoma preservou, em mais de 70% dos
transformantes, o sitio de restricdo da enzima utilizada; sugerindo que os terminais
compativeis entre o plasmideo e o0 genoma, gerados pela mesma enzima, sdo
eventualmente reparados pela maquinaria de reparo da célula. Isso estd de acordo
com os resultados obtidos quando a enzima utilizada para a clivagem do plasmideo
foi diferente da utilizada durante o procedimento de transformacdo. Enzimas que
geram terminais coesivos, por exemplo, BamH1 e Sau3A1, acarretaram aumento na

transformac&o, ao contrario do que ocorreu quando EcoR1 foi utilizada.
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A transformacéo de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli (C. lindemuthianum)
foi obtida utilizando-se os genes marcadores amdS™, que codifica para acetoamidase
e permite o crescimento em acetamida como Unica fonte de nitrogénio, e hygB~®
conferindo resisténcia a higromicina (Rodriguez et al., 1987). Apesar da baixa
eficiéncia de transformacdo, 0,2 transformantes/ug, os transformantes foram estaveis
apos passarem por ciclos de repicagem em meios ndo seletivos.

Os genes clkl, CLTA1, clapl, foram isolados via mutagénese insercional em
C. lindemuthianum e codificam proteinas consideradas fatores de patogenicidade
e/ou viruléncia (Dufresne et al., 1998; Dufresne et al., 2000; Parisot et al., 2002).
Estima-se que a porcentagem de obtencdo de mutantes deficientes na patogenicidade
seja 0,65% nessa espécie utilizando-se mutagénese insercional, 0 que demonstra a
sua potencialidade na descobertas de novos genes envolvidos com esse processo.

Redman et al. (1994), trabalhando com essa mesma espécie de fungo, obteve
de 1000 a 5000 transformantes/ug de vetor circular. A utilizagdo do vetor linear e
Hindlll durante o procedimento de transformacéo dos protoplastos ndo modificou a
eficiéncia de transformacdo; pelo contréario, reducdes de até 5 vezes ocorreram
utilizando-se 30U da enzima.

A clonagem do gene Tox1 de Cochliobolus heterostrophus (Lu et al., 1994)
foi realizada utilizando-se 0 REMI, sendo que de um total de 1310 transformantes,
dois eram deficientes na sintese da toxina T e a mutacdo estava ligada ao marcador
de selecédo contido no plasmideo usado na transformacéo. Foi verificado que a forma
ativa ou inativa da enzima de restricdo adicionada a suspensdo de protoplastos
influenciava a eficiéncia de transformagao. A enzima contida na reagdo de clivagem
foi capaz de aumentar cerca de 20 vezes a eficiéncia de transformacéo, e a adi¢do
posterior de enzima acabou por decrescer esse valor. Os dois mutantes Tox1 foram
gerados pela integracdo do plasmideo em diferentes posi¢cBes nesse locus e foi
observada a regeneragdo do sitio de restricdo da enzima utilizada durante a
transformacéo, sendo, portanto um evento REMI verdadeiro.

Em M. grisea, foi relatado um aumento de aproximadamente 10 vezes na
eficiéncia de transformacdo utilizando-se REMI (Shi et al., 1995). A eficiéncia
variou com a concentragdo e a enzima utilizada, geralmente concentracdes
relativamente altas acabaram por diminuir a eficiéncia. Esse decréscimo ndo esta
relacionado com possiveis danos ao genoma, ja que a viabilidade dos protoplastos

ndo foi alterada. A utilizacdo de enzimas que geram terminais abruptos causa um
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pequeno efeito na eficiéncia de transformacdo, indicando que terminais coesivos
compativeis presentes no plasmideo e no genoma sdo regenerados com maior
eficiéncia. Apo6s a analise de 600 transformantes, foram isolados dois mutantes
morfolégicos, um auxotréfico e dois relacionados com a patogenicidade.

Ja em U. maydi, ndo se observou diferenca na eficiéncia de transformacéo
utilizando enzima de restricio no momento da transformacdo com o plasmideo
circular (Bolker, 1995). Apos a analise do padrdo de integracdo, pode-se concluir que
a presenca da enzima de restricdo propiciou, em 90% dos transformantes, integragfes
Unicas; ao contrario dos transformantes obtidos sem adicdo de enzima, onde o vetor
teve integrac6es em tandem. Os resultados obtidos por esses autores demonstram que
REMI é uma técnica eficiente para a etiquetagem génica em U. maydis, sendo que de
1000 transformantes analisados, 1 a 2% foram incapazes de produzir os sintomas de
patogenicidade nos testes realizados.

REMI foi aplicado para diversos fungos como Alternaria alternata, Coprinus
cinereus, Mycosphaerella zeae-maydis, Glomerella graminicola, Dictyostelium
discideum, Colletotrichum magna, Paecilomyces fumosoroseus, Aspergillus
nidulans, A. oryzae e A. fumigatus, Cochliobolus heterostrophus, Bipolaris oryzae,
U. maydis, M. grisea (Akamatsu at al., 1997; Granado et al., 1997; Sanchez, et al.,
1998; Yun. et al., 1998; Epstein. et al., 1998; Barth et al., 1998; Tanaka. et al., 1999;
Cantone. Et al., 1999; Yave. et al., 2000; Thon. et al., 2000; Souza et al., 2000; Lu et
al., 2003; Moriwaki et al., 2004; Leuthner et al.,2005; Schirawski et al., 2005;
Marchi et al., 2006) com os objetivos de aumentar a eficiéncia de transformacao;
isolar mutantes, principalmente deficientes na fitopatogenicidade, ou etiquetar genes
para sua subsequente clonagem.

Esses trabalhos tém corroborado com a observacdo de que REMI é uma
técnica muito eficiente para a etiquetagem de genes porque, em geral, leva a um
aumento da eficiéncia de transformacéo, propicia integracdes aleatorias no genoma
da espécie transformada e favorece integragdes Unicas do vetor, diminuindo
integracGes em tandem, o que facilita a futura clonagem do gene mutado.

Alguns requerimentos sdo essenciais para a utilizacio eficiente do REMI. E
necessario que o plasmideo possua capacidade de replicacédo e selecdo em E. coli, o
que facilitara a recuperacdo do plasmideo de um possivel mutante de interesse; para
selecionar as células transformantes deve ser utilizado um marcador dominante ou

um marcador que complemente uma mutacdo auxotréfica, nesse caso, é preferivel
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que a sequéncia do marcador ndo seja homdloga para propiciar integragdes
heterdlogas; o vetor precisa ter sitios Unicos de restricdo; é necessario padronizar a
melhor concentracdo de enzima que resulte na maxima eficiéncia.

O isolamento de genes de patogenicidade pode ser realizado pela técnica do
gene candidato. Essa técnica baseia-se no conhecimento prévio e bem estabelecido
do papel de um determinado gene na patogenicidade e/ou viruléncia de um
determinado fitopatdgeno. Dessa forma, busca-se o gene ortdlogo na espécie de
interesse e verifica-se 0 seu papel na patogenicidade pela geracdo de mutantes.
Primeiramente, é necessario o isolamento do gene ortélogo seja por PCR com
oligonuclotideos degenerados, ou por meio de hibridizacdo de bancos gendmicos ou
de cDNA usando sondas heterdlogas. Os genes CLNR1 (Pellier et al., 2003) e
CIPLS1 (Veneault-Fourrey et al., 2005) relacionados com a patogenicidade de C.
lindemuthianum foram isolados gracas aos seus ortdlogos areA/nit-2 de A.

nidulans/N. crassa e PLS1 de M. grisea, respectivamente.
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CAPITULOI

ISOLAMENTO DE MUTANTES DE Colletotrichum
lindemuthianum DEFICIENTES NA INFECCAO DO FEIJOEIRO
POR MEIO DE REMI (INTEGRACAO MEDIADA POR ENZIMA

DE RESTRICAO) E CARACTERIZACAO PARCIAL DOS
GENES INATIVADOS
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1. RESUMO

Mutantes de Colletotrichum lindemuthianum deficientes na patogenicidade e
viruléncia foram isolados a partir de um banco de transformantes obtidos por meio de
REMI (integracdo mediada por enzima de restricdo). A utilizacdo da enzima de
restricdo Narl e do plasmideo, previamente, linearizado aumentou 10X a eficiéncia
de transformacdo desse fitopatdégeno. Uma linhagem ndo patogénica, denominada
mut5, e outras duas com viruléncia reduzida, mut29 e mut 65, foram isoladas num
total de 580 transformantes testados em folhas de feijoeiro excisadas. O resultado da
observacdo citoldgica da cinética de infeccdo demonstrou que a linhagem mutante
mutb penetra, raramente, no tecido do hipocotilo de feijoeiro, pela observacdo de
hifas priméarias, mas foi incapaz de desenvolver hifas secundérias caracteristicas da
fase necrotréfica. Ndo foi observada a penetracdo das linhagens mut29 e mut65 no
tecido do hipocotilo, apesar destas linhagens causarem sintomas da antracnose nas
folhas do feijoeiro. Este resultado indica que as linhagens mut29 e mut65 variam o
fendtipo, de acordo com o tecido vegetal utilizado nas observagdes. Os genes
inativados foram recuperados por meio de transformacéo de Escherichia coli com o
DNA total das linhagens mutantes clivado com a enzima Hindlll. O seqiienciamento
dos plasmideos, recuperados dos mutantes 29 e 65, mostrou que eventos REMI séo
possiveis durante a integracdo de plasmideos no genoma de C. lindemuthianum. As
analises das seqliéncias mostraram que 0s genes que codificam tetrahidrofolato
sintase (mut 65) e fosfolipaseC (mut29) foram interrompidos pela insercdo do vetor
durante a transformacdo, denominados respectivamente de tIsCl e plcCl. O gene para
0 transportador do tipo MSF (mut29), denominado msfCl, ndo foi interrompido mas
0 vetor inseriu-se na regido 3’ do mesmo. Os genes plcCl e mdfCl sdo expressos
constitutivamente em C. lindemuthianum durante a infeccédo no tecido do feijoeiro. A
mutagénese direcionada desses genes, em C. lindemuthianum, podera confirmar seus

papéis na patogenicidade deste importante fitopatdgeno.
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2. INTRODUCAO

O fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e Magnus) Briosi & Cavara,
agente causal da antracnose do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), tem seu
processo de infeccdo bem conhecido. Esse fungo é capaz de se nutrir no hospedeiro
de duas formas (O’ Connell et al., 1985; Latune-Dada, 2001). A primeira fase, 0s
conidios germinam sobre a camada de cuticula pelo langcamento do tubo germinativo
que, em seguida, diferencia-se formando o apressorio melanizado, necessario a
penetracdo da primeira célula vegetal. Ap6s a penetracdo da primeira célula do tecido
hospedeiro, as hifas priméarias crescem entre as células vegetais sem ocasionar a
morte das mesmas, caracterizando a fase biotrofica da infeccdo. Depois de quatro
dias da germinacdo do conidio, sintomas tipicos da antracnose podem ser
diferenciados macroscopicamente. Isto coincide com a diferenciagdo de hifas, ditas
secundarias, mais finas do que as primarias, mas que, ao contrario destas, séo
capazes de matar as células vegetais para obtencdo de nutrientes, caracterizando a
segunda fase, conhecida como necrotréfica. Ao final de 10 dias, pode-se observar a
diferenciacéo de acérvulos no tecido vegetal, fechando o ciclo de vida assexual deste
fitopatdgeno. Por apresentar as fases de nutricdo biotrofica e necrotrofica, este fungo
é considerado um fitopatdgeno hemibiotrofico.

No processo de infecgdo, considerando desde a deposic¢éo do conidio sobre o
tecido vegetal até a formacdo de acérvulos, ocorre diferenciacdo de diversas
estruturas como o tubo germinativo, apressorio, hifa peg de penetracdo, vesicula de
infeccdo, hifas primarias e secundarias. A formacao dessas estruturas € controlada,
temporalmente, pois ocorre sequencialmente, como também espacialmente durante o
processo de colonizacdo do hospedeiro, sendo necessario um fino controle da
expressao de genes, que promovam a diferenciacdo dessas estruturas no
fitopatégeno. O fungo C. lindemuthianum é um excelente modelo para estudo
genético de determinantes de patogenicidade. Além de ser facilmente cultivavel em
condigdes de laboratorio, ele apresenta as fases biotrofica e necrotrofica durante a
sua infeccdo no hospedeiro.

Técnicas de mutagénese por insercdo, empregando plasmideos, tém sido
utilizadas para o isolamento de mutantes e deteccdo de genes, que codificam fatores
de patogenicidade. Os genes clkl, clapl e CLTAL foram isolados da selecdo de

mutantes ndo patogénicos e,ou com viruléncia reduzida, a partir de um banco de
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transformantes obtidos por mutagénese insercional de C. lindemuthianum (Dufresne
et al., 1998, 2000; Parisot et al., 2002). Uma das grandes vantagens desta técnica é a
descoberta de novos genes relacionados com a patogénese sem conhecimento prévio
da funcdo dos mesmos.

A técnica conhecida como REMI (Integracdo mediada por enzima de
restricdo) constitui uma modificacdo das técnicas de mutagénese, usando plasmideos.
Foi utilizada, pela primeira vez por, Schiestl et al. (1991) em Saccharomyces
cerevisiae. O uso de REMI levou a um aumento significativo na eficiéncia de
transformacéo de diversos fungos filamentosos como: Magnaphorthe grisea (Shi et
al.,, 1995; Marchi et al., 2006); Alternaria alternata (Akamatsu et al., 1997);
Aspergillus nidulans (Souza et al., 2000), Colletotrichum graminicola (Thon et al.,
2000) e Monacrosporium sphaeroides (Jin et al., 2005). A utilizacdo de REMI
possibilita a geracdo de maior nimero de transformantes com integracdes Unicas, 0
que facilita a recuperacdo da seqiiéncia interrompida; aliada a aleatoriedade do
processo de integracdo do vetor no genoma da célula, além de aumentar a freqliéncia
de transformacéo (Brown et al., 1998; Casas-Flores et al., 2004).

REMI baseia-se na adicdo de enzima de restricdo aos plasmideos e as células
que serdo transformadas. Ainda ndo é bem conhecido o mecanismo de atuacdo da
mesma, mas supde-se que essa enzima entraria em contato com o DNA genémico da
célula receptora, gerando quebras na dupla fita de DNA no seu sitio de restri¢éo.
Essas quebras seriam reparadas com os terminais livres do plasmideo utilizado na
transformacéo e também linearizado com a mesma enzima de restricdo, levando a
interrupcao da sequiéncia génica.

Apbs o isolamento de um transformante com o fendtipo desejado, pode-se
clivar o DNA dessa linhagem com enzima de restricdo que ndo clive dentro da
sequéncia do plasmideo integrado, ou mesmo que clive uma vez, para recupera-lo.
Espera-se que o plasmideo recuperado contenha seqiiéncias flanqueadoras de DNA
gendmico. Este DNA pode ser sequenciado para a identificagio do gene
interrompido que levou ao fendtipo observado, e ainda usado como sonda no
isolamento do gene de um banco genémico. O préprio plasmideo recuperado pode
ser introduzido na linhagem selvagem para que, por meio de recombinagédo
homdloga, 0 gene seja novamente interrompido, confirmando sua fungdo pela

obtencdo de mutantes com o mesmo fen6tipo observado inicialmente.
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O objetivo deste trabalho foi identificar e isolar novos genes determinantes de
patogenicidade ou de viruléncia em C. lindemuthianum, por meio de mutagénese
insercional. Neste trabalho, s@o descritos o isolamento de trés linhagens com
alteracdo no padrdo de infeccdo do feijoeiro comum e a andlise dos plasmideos

recuperados dessas linhagens.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismos e condicdes de cultivo

O fungo C. lindemuthianum, isolado LV49 (raca 81) pertencente a Micoteca
do Departamento de Genética da Universidade Federal de Lavras, foi utilizado como
linhagem selvagem em todos os experimentos. A linhagem selvagem e o0s
transformantes obtidos foram mantidos em meio de cultura BDA a temperatura de
21°C.

Culturas de sete dias crescidas em vagens autoclavadas, foram utilizadas para
obtencdo da suspensdo 1 x 10° conidios/mL. Para extracdo de DNA total e RNA
total, um mL dessa suspensdo foi inoculado em meio GPYECH (20g de glicose, 5¢
de peptona, 1g de extrato de levedura e 1g de caseina hidrolisada L™) mantidos &
21°C, durante 48h. Apés o crescimento, o micélio foi lavado com &gua destilada,

congelado em nitrogénio liquido e mantido a —-80°C até sua utilizag&o.

3.2. Isolamento de acidos nucléicos

Plasmideos, propagados em Escherichia coli (Invitrogen), foram isolados
usando o kit QIAprep Spin (Qiagen, Hilden, Alemanha). A extracdo do DNA total de
C. lindemuthianum foi realizada conforme descrito por Specht et al. (1982).

RNA total foi extraido do micélio usando o reagente Extract-All (Eurobio,
Lés Ulis, Franca). RNA total das folhas de feijoeiro, inoculadas com a linhagem
selvagem de LV49, foi isolado por meio do método de extragdo com fenol quente
(Veneault-Fourrey et al., 2005). O RNA total extraido foi quantificado por

espectrofotometria.

3.3. Transformacéo do C. lindemuthianum

O vetor pAN7-1 (Punt et al., 1987), contendo o gene que confere resisténcia a
higromicina, foi utilizado nos experimentos de transformacdo. O micélio crescido em
meio GPYG liquido durante 48h, foi lavado e colocado em Erlemmeyer de 100 mL,
contendo 20 mL de solucéo de protoplastizacéo (glucanex 200 mg, tampao fosfato 10
mM, KCI 0,8 mol/L). Os protoplastos obtidos foram lavados 3X em solucdo STC
(sorbitol 1 mol/L, CaCl, 50 mM, tampéo TrisHCI 10 mM). Ao final das lavagens, os
protoplastos foram ressuspendidos em STC numa concentracdo de 1 x 10°

protoplastos/mL. Em um tubo, foram adicionados 200 pL da suspensdo de
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protoplastos, 5 pg do vetor pAN7.1 e 50 pL de PEG 6000 60% preparado em STC e
mantidos no gelo. Apds 20 min, foram acrescentados 500 pL da solucdo de PEG
6000 e o tubo foi mantido a temperatura ambiental durante 20 min. Ao final desse
periodo, os protoplastos foram plaqueados em meio BDA, contendo sacarose 0,56
mol/L como estabilizador osmotico. Apds 48 h de regeneracdo dos protoplastos, um
novo meio BDA contendo higromicina 100 pug/mL de meio de cultura foi adicionado
sobre as placas de Petri. Os micélios transformantes resistentes a higromicina foram
repicados para placas contendo meio de cultivo, acrescidas de 50 pg/mL de
higromicina, sendo posteriormente, purificados pelo isolamento monospoérico. A
estabilidade da resisténcia foi testada, repicando-se repetidamente o transformante
em meio ndo seletivo e, posteriormente, passando para meio seletivo contendo
higromicina.

Os efeitos do estado fisico do plasmideo (linear ou circular) e a presenca ou
auséncia da enzima de restricdo ativa foram testados em relacdo a eficiéncia de
transformacéo de C. lindemuthiaum. A enzima Narl, que apresenta apenas um sitio
de restricdo dentro da seqiiéncia do pAN7.1, foi escolhida para a linearizagéo do
plasmideos e para os experimentos de transformacdo. Os seguintes experimentos
foram realizados: C — plasmideo circular, sem presenca de enzima de restricdo; L —
plasmideo linearizado com Narl mantendo-se a enzima ativa apds a clivagem do
pAN7.1; L-IN — plasmideo linearizado, sendo a enzima de restri¢do, utilizada na sua
clivagem, inativada por calor; L + E — tratamento L acrescido da enzima Narl no

momento da transformacao.

3.4. Testes de patogenicidade

Plantas do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) cv. Rosinha foram
utilizadas, como cultivar susceptivel, nos ensaios de patogenicidade. Sementes foram
germinadas e as plantulas de feijoeiro foram mantidas em camara de crescimento por
sete dias. A superficie das folhas cotiledonares excisadas foi inoculada com uma
suspensdo de 1 x 10° conidios/mL. Essas folhas foram mantidas em placas de Petri,
contendo discos de filtro de papel embebidos em &gua e incubadas a 19°C, em
camara de luz com 8h de escuro e 16h de luz (166 uE.s .m?). Seis folhas foram
utilizadas para cada linhagem transformante testada. Os sintomas foram observados

de 5 a 7 dias ap6s a inoculacdo. Os isolados, que demonstraram reducdo na
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viruléncia ou perda de patogenicidade, foram posteriormente inoculados em plantas

mantidas em casa de vegetacdo, para confirmacéo do fenétipo.

3.5. Observacao do processo infeccioso por microscopia de fluorescéncia

As estruturas fungicas presentes no tecido vegetal foram coradas com azul de
anilina e observadas em microscépio de fluorescéncia. O tecido epidermal foi
destacado com auxilio de um estilete, clarificado duas vezes durante 10 min em
KOH 1M a 70°C e montado em K;HPO, 67 mM pH 9,0 contendo azul de anilina
0,1%. Foi realizada microscopia de epifluorescéncia em microscépio Axioskop
(utilizando-se os filtros BP365, FT 395, LP397 com luz UV no comprimento de onda
de 340 a 380 nm) (Zeiss, Oberkochen, Alemanha) e as fotografias digitais foram

realizadas em camara de video (Sony, Koélen, Alemanha), acoplada ao computador.

3.6. Recuperacéo do plasmideo

O DNA total das linhagens mutantes foi clivado com as enzimas de restricdo
Kpnl, que ndo apresenta sitio dentro da sequéncia do vetor pAN7.1 ou ainda com
Hindlll que apresenta um Unico sitio nesse plasmideo.

Os fragmentos totais, obtidos nessa clivagem foram religados por meio de T4
DNA ligase (Invitrogen). A reacdo de ligacdo foi utilizada para transformar células
ultracompetentes de E. coli DH5a. Células transformantes foram selecionadas em

meio LB, suplementado com 50 pg/mL de ampicilina.

3.7. Sequenciamento de DNA e analise das sequéncias

O DNA foi sequenciado pelo procedimento de terminacdo de cadeia por
didesoxinucleotideos (Sanger et al., 1977), usando o kit ''Sequencing (Pharmacia
Biotech S.A., Saint Quentin-en-Yvelines, Roissy, France) ou o kit ABI PRISM
(Perkin Elmer, Roissy, France) e diferentes oligonucleotideos iniciadores (Tabela 1).

A busca por sequéncias homologas foi realizada no banco de dados do

National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

utilizando-se os programas BlastN e BlastP (Altschul et al., 1997). A traducédo de
sequéncias foi realizada por meio do programa DNAMAN. Os alinhamentos de
sequéncias nucleotidicas e polipeptidicas foi possivel com o auxilio do ClustalWw
(Thompson et al., 1994), sendo estas formatadas pelo programa BIOEDIT. Pesquisas

por dominios conservados nas sequéncias polipeptidicas foram realizadas pelo
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programa InterProScan, disponibilizado pelo Instituto de Bioinformatica Europeu -

EBI (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/). A localizacdo celular de polipeptideos foi

inferida com 0 auxilio dos programas ProtComp6.1
(http://www.softberry.com/berry.phtml) e LOCtree

(http://cubic.bioc.columbia.edu/cgi/var/nair/loctree/query). A predicdo de dominios

transmembranas  foi obtida, utilizando-se 0 programa  TopPred

(http://bioweb.pasteur.fr/seganal/interfaces/toppred.html).

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados em experimentos de seqiienciamento e RT-PCR.

Oligonucleotideo | Matriz utilizada Sequiéncia (5° —3’)

pRescue2 GCAGGCATGCAAGCTTGGCACTGGC
Olacl pRescue? Seqlienciamento
pRescul6
RTres2a RNA CGTGCACGAAGACGGGGGTTCCC RT-PCR
RTres2b RNA GGGCCCGCCGCCGTGGACCTTGA RT-PCR
Res7.1 pRescue? TCTTGTGGTTCTGGTATGCCCGGGAG | Seqiienciamento
Res7.2 pRescue? AGGCGGGAATACGGGAACACGACC | Segienciamento
Res7.3 pRescue? ACATCGCTACCCTGACGGGTCT Sequenciamento
Res7.4 pRescue? TGCGAATCGGCCGATGCGCACG Sequenciamento
MSF1 RNA CTTTGTTGCCGCGGTTGTCTA RT-PCR
MSF2 RNA TATGCCCGGGAGAATAGGA RT-PCR
Res16.1 pRescuel6 GGCCTCGCGCTTCCCGTGGCCCTTT Seqlienciamento
Res16.2 pRescuel6 AGGAGCCGAATTCGTCGTTGTCGT Seqlienciamento
RTResl6a RNA ACGACGGCCGCGAGCAGG RT-PCR
RTRes16b RNA CAGGTTCGTGCATCTCATGGACTG RT-PCR
GPD1 RNA CGCTGTCGAGCACCCCGACG RT-PCR
GPD2 RNA GCCTTGGCCTTGTCGATGGTGG RT-PCR

3.8. Experimentos de RT-PCR

Para estudar a transcri¢do dos genes isolados durante o crescimento do fungo
in planta e in vitro, foram realizados experimentos de RT-PCR. A primeira fita de
cDNA e sua amplificagdo em moléculas de DNA foram obtidas com o Kit
SuperScript™ Il One-Step System with Platinum® Tag DNA Polymerase
(Invitrogen). As sequéncias dos oligonucleotideos, utilizados em cada experimento
de RT-PCR, estdo disponiveis na Tabela 1. Foram utilizados 100 ng de RNA total
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como matriz, para a sintese do cDNA em todos os experimentos de RT-PCR. A
sintese da primeira fita do cDNA dos genes thfCl e gpd foi feita a 55°C durante 30
min, seguida da sua amplificacdo de 30 ciclos com os seguintes passos: desnaturagéo
a 94°C/15s, anelamento a 55°C/30s e polimerizagdo a 68°C/30s. No final um passo
de extensdo a 68°C durante 5 min foi realizado. Para os genes msfC1l e plcCl a
primeira fita do cDNA foi sintetizada a 50°C e 58°C, respectivamente, durante 30
min, seguindo-se sua amplificacdo de 35 ciclos sob as mesmas condic¢des utilizadas
para thfC1.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Eficiéncia da transformacéo de C. lindemuthianum

As colbnias transformadas de C. lindemuthianum LV49, resistentes a
higromicina, foram observadas ap6s 5 dias de inoculagdo. A sua contagem foi
realizada durante cinco dias, apds surgimento das primeiras coldénias em meio
seletivo, uma vez que o aparecimento destas ndo foi sincronizado. Trés experimentos
de transformacdo foram realizados e os resultados obtidos estdo representados na
Tabela 2. Apesar da variagdo no numero de transformantes, foi observada a mesma
tendéncia em todos 0s experimentos.

O estado fisico do vetor pAN7.1 e a presenca ou auséncia de enzima de
restricdo na mistura de transformacgéo influenciaram a eficiéncia da transformacéo
em C. lindemuthianum LV49. A utilizacdo do vetor pAN7.1 linear (tratamento
L+IN) foi mais eficiente (~2,2x) do que a utilizacdo do vetor circular. Apenas o
estado fisico do vetor deve ter influenciado a transformacdo, pois a enzima Narl,
utilizada para a linearizagdo do mesmo, foi inativada pelo calor antes do
procedimento de transformacdo (Tabela 2). Resultado semelhante foi obtido por
Redman et al. (1994) utilizando o vetor pHA1.3.

A eficiéncia do uso de vetores lineares durante a transformacdo é bem
documentada, para diversos fungos filamentosos e leveduras como Ustilago maydis,
Agaricus bisporus, M. grisea e S. cerevisiae (Wang et al., 1988; Shi et al., 1995; van
de Rhee et al., 1996; Manivasakam et al., 1998; Marchi et al.,, 2006). Em
Cochliobolus heterostrophus, o estado fisico do vetor, utilizado na transformacao, foi
crucial e foram obtidos transformantes, apenas, quando o vetor foi usado na sua
forma linear (Lu et al., 1994). Por outro lado, o nimero de transformantes de
Colletotrichum graminicola ndo variou, utilizando-se o vetor circular ou linear,
demonstrando que, neste organismo o estado fisico do vetor ndo influencia a
eficiéncia de transformagéo, embora o uso de enzima de restrigdo no momento da
transformacdo tenha aumentado o ndmero de transformantes obtidos (Thon et al.,
2000). Em Cercospora nicotianae, o uso de vetor linear ou de enzima de restri¢cdo no
procedimento de transformacdo decresceu a eficiéncia de transformacdo e ndo
favoreceu integrac@es Unicas (Chung et al., 2003).

A utilizagéo de enzima de restricdo, no momento da transformagao, aumentou

a obtencédo de transformantes. Utilizando a enzima Narl, remanescente da reacao de
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hidrolise do pAN7.1 (tratamento L), foi obtido um aumento de 2,5X no ndmero de
transformantes, em relacdo ao tratamento L+IN, em que a mesma foi inativada
termicamente. Quando 10U da mesma enzima foi acrescida a mistura de
transformacéo, esse aumento chegou a 4,5X (tratamento L+10U). Indiscutivelmente,
a enzima de restricdo Narl influenciou, diretamente, a eficiéncia em que o vetor
pANT7.1 foi capaz de se integrar no genoma de C. lindemuthianum (Tabela 2).

Em muitos outros fungos, o uso de vetores lineares associados ao emprego de
enzima de restricido no momento da transformagdo, aumentou a frequéncia de
transformacgédo (Lu et al., 1994; Shi et al., 1995; Akamatsu et al., 1997; Granado et
al., 1997; Soares et al., 2000; Marchi et al., 2006). No presente estudo, 0 maior
numero de transformantes foi obtido utilizando-se o vetor pAN7.1 linearizado e
acrescentando-se 10U da enzima Narl a mistura de transformacdo. O aumento de
10X foi obtido nesse tratamento em relagéo ao uso do vetor circular (Tabela 2). Esses
resultados sugerem que a enzima de restricdo estd de alguma forma mediando o
processo de transformacdo, caracteristico do evento conhecido como REMI. Em
eventos REMI, o mecanismo pelo qual a enzima de restricdo media a integragédo do
vetor ainda ndo é bem estabelecido. Entretanto, alguns autores supdem que a enzima
de restricdo causaria quebras na fita dupla de DNA no genoma do fungo gerando
sequéncias coesivas entre o terminal linear do vetor e do genoma. Essas regifes
seriam reparadas pelo sistema de reparo de quebras duplas no DNA que, em
leveduras, € conhecido como reparo por ligacdo de terminais ndo homoblogos
(Schiestl et al., 1991; Moore et al., 1996; Zhu & Schiestl, 1996; Manivasakam &
Schiestl, 1998; Lewis et al, 1999).

A integracdo de vetores lineares, sem a presenca de enzima, ocorreria por
outro mecanismo de recombinacdo ndo homodlogo, em que regides de micro
homologia dos terminais fita simples do vetor atuariam na integracdo. Enzimas como
topoisomerase | podem estar envolvidas neste tipo de recombinacdo em S. cerevisiae
(Zhu & Schiestl, 1996).

A quantidade de enzima de restricdo necessaria, para otimizar a eficiéncia de
transformacédo, varia de acordo com a enzima escolhida. Thon et al. (2000),
utilizando algumas enzimas de restricdo na transformacdo de C. graminicola,
observaram que Hind I1l e Bam HI foram as enzimas mais eficientes na obtencao de
transformantes quando utilizou-se 60 e 20 unidades, respectivamente, no momento

da transformacdo. A utilizacdo da enzima Hind Il na transformacdo de C.
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lindemuthianum resultou num decréscimo do nimero de transformantes (Redman et
al., 1994), diferentemente do que observamos nesse trabalho, onde foi utilizada a
enzima Nar .

Obviamente a atuacdo de enzima de restricdo no genoma do organismo a ser
transformado pode acarretar em eventos de mutacdo, tais como delecbes e/ou
rearranjos, que nao sejam causados pela integracdo do vetor. Grandes delecdes no
DNA genémico podem ocorrer em procedimentos de transformacdo por REMI,
dificultando a recuperacdo do gene inativado (Maier et al., 1999). Lewis et al. (1999)
demonstraram que quando uma enzima de restricéo é expressa na célula de leveduras
acarreta a morte celular da mesma, possivelmente por causar inimeras quebras
duplas no genoma, que ndo podem ser reparadas eficientemente pelo sistema de
reparo desse organismo. Mas a utilizacdo de quantidades moderadas de enzimas de
restricdo na transformacdo de fungos parece ndo ter um efeito significativo na
viabilidade dos protoplastos ou outros tipos de células utilizadas (Granado, 1997,
Manivasakam et al., 1998; Thon et al., 2000).

As linhagens obtidas dos experimentos de transformacdo foram
posteriormente testadas em plantas de feijoeiro para a detec¢do de possiveis mutantes
na patogenicidade ou viruléncia. Foram testadas inicialmente as linhagens obtidas
nos tratamentos L+IN e L (Tabela 2), nos quais se utilizou menor quantidade de
enzima de restricdo, minimizando a probabilidade de selecionar possiveis mutantes

gerados a partir de delecOes e/ou rearranjos.

TABELA 2. Eficiéncia de transformacdo em C. lindemuthianum utilizando-se o vetor pAN7.1 em

diferentes estados fisicos, na auséncia ou presenca de enzima de restri¢éo.

EXPERIMENTO CEa! L+INEgs LECE L +2U NarlEES L + 10U Nar IEes

A 91 164 373 280 680
B 54 100 315 262 500
C 35 nd® 295 190 602
Média 60 132 3276 244 594
EFICIENCIAY 12 264 656 48,8 118,8

__________________________________________________________________________________________________________|]
Resultado de trés experimentos independentes. (a) pAN7.1 circular; (b) pAN7.1 linearizado com Nar
I, e posterior inativacdo térmica da enzima; (c) pAN7.1 linearizado com Nar |, e sem inativagdo
térmica da enzima; (d) e (e) pAN7.1 linearizado com Nar I, sem inativacdo térmica da enzima, mais
adicdo de 2U e 10U de Nar I, respectivamente, no momento do protocolo de transformacéo; (f)
nimero de transformantes ndo determinado; (g) nimero de transformantes/ug de pAN7.1/ 10’
protoplastos.
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4.2. Detecgéo de linhagens mutantes

A maioria dos transformantes inoculados em folhas excisadas ndo apresentou
diferenca na expressao dos sintomas da antracnose, em compara¢do com 0s causados
pela linhagem selvagem LV49.

Do total de 580 transformantes testados, foram isoladas trés linhagens
mutantes, resultando numa taxa de mutantes de 0,5%. Dufresce et al. (1998),
utilizando a mesma técnica de selecdo de mutantes para C. lindemuthianum, obteve
aproximadamente 0,6% de linhagens mutantes. Em M. grisea, a porcentagem
relatada para obtencdo de mutantes deficientes na infeccdo do hospedeiro tem sido
0,49% (Sweigard et al., 1998), sendo que, em U. maydis esse valor chega a 1,4% dos
transformantes testados (Bolker et al., 1995).

A técnica de mutagénese insercional, utilizando plasmideo ou T-DNA, foi
eficiente para obtencdo de linhagens com alteragcdo na patogenicidade em diversos
fungos, possibilitando o isolamento de diferentes genes, tais como AMY1l no
patdgeno humano Histoplasma capsulatum (Marion et al., 2006), assim como FRP1
de F. oxysporum (Duyvesteijn et al., 2005), MGG1 de M. grisea (Shen et al., 2006),
APH1 de C. lagenarium (Takano et al., 2006) e diferentes genes no género
Colletotrichum (Thon et al., 2000; Dufresne et al., 1998, 2000; Parisot et al., 2002).

Os fenotipos mutantes desses trés transformantes nomeados mut5, mut29 e
mut65 foram confirmados, por meio de trés testes independentes em folhas
excisadas. Além dos testes de patogenicidade, o comportamento dessas trés
linhagens mutantes em cultura axénica foi comparado ao da linhagem selvagem
LV49. Foram avaliados o crescimento radial e a esporulacdo. Nenhuma diferenca
significativa foi evidenciada entre os mutantes e o isolado selvagem.

O isolado selvagem LV49 produziu os sintomas macroscépicos tipicos da
antracnose nas folhas excisadas de feijoeiro. As primeiras lesdes de cor marrom
surgiram nas nervuras primarias, 4 a 5 dias ap0s inoculacdo. A area de tecido vegetal
atingida por essas lesdes atingiu, durantes as 48 h seguintes, as nervuras secundarias
alcangando, praticamente, todo o limbo da folha. Neste est&dio, o tecido foliar sofreu
intensa maceracgéo (Figura 1A).

Sob as mesmas condi¢fes de incubacdo, a linhagem mut5 ocasionou raros e
pequenos pontos escuros na nervura principal, apés cinco dias de inoculacdo nas

folhas excisadas (Figura 1D e E). No entanto, essas pequenas lesdes ndo evoluiram
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em extensdo da area afetada, mesmo apds os sete dias de incubacdo, quando foi
evidente a maceracao, ocasionada pela linhagem selvagem.

As linhagens mut65 e mut29 produziram manchas escuras na nervura
principal, apds cinco dias e outras de menor extensdo nas nervuras secundarias.
Entretanto, em nenhum desses dois mutantes testados, sobre folhas excisadas, as
lesGes ocasionaram a maceracao do tecido, como ocorreu na linhagem selvagem apds
sete dias de inoculagdo (Figura 1IE a I).

Quando os conidios do isolado selvagem LV49 foram inoculados em plantas,
0s sintomas tipicos também surgiram quatro a cinco dias ap6s a inoculacéo. Aos sete
dias, as manchas marrons atingiram as nervuras principal e secundaria, além de areas
do limbo. Sobre as areas lesionadas, presentes nas nervuras, acumulou-se uma
secrecdo liquida de cor marrom. Por fim, a planta morreu devido & maceracdo do
tecido vegetal. Esta fase coincide com a producdo de um conjunto de enzimas
hidroliticas da parede celular do hospedeiro (Wijesundera et al., 1989; Knogge,
1998).

A inoculacdo de conidios do muts5 em plantas de feijoeiro resultou no
aparecimento de pequenas lesbes, nas nervuras primarias das folhas.
Consequentemente, a planta ndo sofreu maceracdo e manteve-se viva, mesmo apés
sete dias de inoculacdo dos conidios. Por esta razdo, essa linhagem foi considerada
né&o patogénica.

No caso das linhagens mut65 e mut29, as lesbes macroscopicas, que surgiram
apos cinco dias, na nervura principal, estenderam-se para as nervuras secundarias
apos sete dias de inoculacdo. Sobre essas lesdes, acumulou-se um liquido de cor
marrom, assim como observado nas plantulas inoculadas com o isolado selvagem
LV49. As plantas mantiveram-se vivas e sofreram pouca macera¢do, mesmo apos
nove dias de inoculacdo (dados ndo mostrados). Devido a estes fatores, os dois
mutantes foram considerados patogénicos, mas com menor viruléncia.

A técnica de selecdo de mutantes, em folhas excisadas, demonstrou ser rapida
e eficiente. Os resultados, obtidos nas folhas excisadas, foram semelhantes aqueles

dos testes em plantas de feijoeiro.
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Figura 1. Teste de patogenicidade das linhagens selvagem e dos mutantes mut5, mut65 e mut29
em folhas excisadas de Phaseolus vulgaris, da cultivar susceptivel Rosinha. Folhas excisadas
foram pulverizadas com &gua (B e C) ou com a suspensao de conidios das linhagens: LV49 (A), mut5
(D e E), mut 29 (F e G) e mut65 (H e I). A foto foi realizada aos 7 dias ap6s a inoculagéo.

4.3 . Cinética da infeccdo dos mutantes mutb, mut29 e mut65 em

hipocétilos excisados de plantas de feijoeiro

Foi investigado, por meio de microscopia de fluorescéncia, o fenétipo dos
mutantes ao longo da infeccdo do tecido vegetal. Os conidios, do isolado selvagem
LV49 e dos mutantes, foram inoculados em hipocétilos de feijoeiro susceptivel a
antracnose. Dois e sete dias ap0s a inoculacao foram feitos cortes e a coloracdo dos
tecidos para observacdo dos estagios da colonizagao.

Observa-se conidios germinados dois dias ap6s inoculagdo da cultivar
susceptivel Rosinha. Além disso, distinguem-se tubos germinativos crescendo sobre
a camada de cuticula do tecido vegetal e a diferenciacdo de apressorios marrons
devido a producdo e acumulo de melanina (Figura 2A e B). A formacdo dessa
estrutura € necessaria para a penetracdo na célula epidermal para o desenvolvimento
das hifas primérias, a partir da vesicula de infeccdo (O’Connell et al., 1985). Né&o foi
possivel a observagdo dessa vesicula, mas as hifas primarias foram bem evidentes 2

dias apds inoculacdo (Figura 2C e D). Nota-se que estas hifas sdo de espessura grossa
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e pouco ramificadas. O crescimento dessa hifa ocorre intracelularmente entre a
parede celular e a membrana plasmatica vegetal. Pode-se inclusive notar a constricdo
da hifa quando esta atravessa a parede celular vegetal de uma célula para outra
(Figura 2C). Essa ¢ a fase de nutri¢do fangica conhecida como biotréfica, pois nesse
periodo, C. lindemuthianum obtém seus nutrientes do tecido vegetal sem ocasionar a
morte celular, mantendo-as vivas (O’Connell et al., 1985).

Apls sete dias de inoculacdo, os sintomas macroscopicos da antracnhose
foram observados, caracterizado pela maceracdo do tecido vegetal.
Microscopicamente, essa fase € caracterizada pela presenca de hifas secundarias,
mais finas e ramificadas em relacéo as hifas primarias (Figura 2 E a H). Mesmo aos
dois dias de inoculacdo, o inicio da diferenciacdo das hifas secundérias, a partir das
hifas primarias, € observado (Figura 2D). As hifas secundarias produzem um arsenal
enzimatico capaz de degradar a parede celular vegetal, ocasionando a morte das
mesmas, correlacionando, macroscopicamente, com a maceracdo do tecido vegetal.
O fungo C. lindemuthianum absorve nutrientes gerados dessa maceracdo, 0 que
caracteriza a fase necrotréfica da patogénese.

Na fase necrotréfica, o ciclo de vida assexuado do C. lindemuthianum é
concluido com a diferenciagdo do acérvulo (Figura 2 G e H). Esta estrutura é
formada por um conjunto de hifas subepidérmicas e subcuticulares no tecido vegetal
hospedeiro. No estégio final de sua diferenciagdo, ocorre a formacgéo de conidioforos

e conidios, ocasionando o rompimento da epiderme vegetal.
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Figura 2. Analise citologica do isolado LV49 aos 2 (A a D) e 7 (E a H) dias ap6s a
inoculacdo de hipocétilos excisados de feijoeiro. Conidios foram inoculados em hipocétilos, e
amostras foram coradas com azul de anilina. (c) conidio, (a) apressério, (tg) tubo germinativo,
(HP) hifa primaria, (HS) hifa secundaria, (AC) acérvulo. Barra de escala representa 25 um. G e
H representam o mesmo campo observado com e sem fluorescéncia, respectivamente. *
representa constricdo da hifa primaria ao passar de uma célula vegetal a outra.
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4.3.1. Cinética da infeccdo da linhagem mutante mut5

Conforme discutido anteriormente, a inoculagdo da linhagem mut5 nas folhas
excisadas da cultivar susceptivel Rosinha resultou em raras e pequenas manchas
marrons na nervura principal (Figura 1 D-E).

O desenvolvimento dessa linhagem no tecido vegetal foi acompanhado
citologicamente. Observou-se que os conidios do mutante mut5 foram capazes de
germinar, emitir tubos germinativos, bem como desenvolver apressérios melanizados
apos dois dias de inoculacgdo de hipocotilos (Figura 3, A-D).

Aléem da observacdo de um numero menor de apressorios diferenciados,
também ndo foi observado infeccdo no tecido vegetal em comparagdo ao
desenvolvimento de hifas secundarias observado no isolado selvagem (Figura 2D).
Portanto, 0 mutante mut5 teve um retardo na germinacdo, diferenciagcdo do
apressorio e penetracdo do tecido vegetal em relacdo a linhagem selvagem.

Um maior numero de conidios diferenciou apressorios somente apds 7 dias de
inoculacdo (Figura 3G). Raramente, foi encontrada a formacéo de hifas primarias que
caracteriza a penetracdo do tecido vegetal (Figura 3H). A maioria dos conidios
germinados desenvolveu hifas vegetativas, que cresceram superficialmente no tecido
vegetal (Figura 3, E, F-G), ao invés de diferenciar apressorios e, em seguida, penetrar
no tecido hospedeiro. As hifas secundarias, tipicas da fase necrotréfica, ndo foram
observadas, correlacionando com um menor nimero de lesées macroscopicas.

As hifas vegetativas diferenciadas na superficie do tecido foliar foram
capazes de formar conidiéforos que produziram conidios (Figura 3, E e F). Os
nutrientes utilizados por essas hifas, provavelmente vieram das reservas estocadas
nos proprios conidios e de possiveis nutrientes presentes na superficie da cuticula.

O isolado selvagem LV49 também diferenciou conidiéforos, apds sete dias de
inoculacdo, mas essas estruturas reprodutivas desenvolveram-se a partir de hifas
secundarias, resultando no acervulo.

Portanto, o mutante mut5 é bloqueado na fase de penetracdo, ndo pela
incapacidade de desenvolver um apressério, mas, possivelmente, por esse ndo ser
funcional ou devido a incapacidade de diferenciacdo das hifas primarias. Esta
linhagem comportou-se de forma saprofitica, obtendo nutrientes armazenados no
conidio e,ou da superficie da planta para germinar, lancar hifas vegetativas, e fechar
seu ciclo assexual, diferenciando conidioéforos produtores de conidios. Tanto o
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mutante mut65 quanto o mut29 foram incapazes de diferenciar conidiéforos na

superficie do tecido vegetal.
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Figura 3. Andlise citoldgica da linhagem mutante mut5 aos 2 (A a D) e 7 (E a H) dias ap6s
inoculagdo de hipocoétilos excisados de feijoeiro. Conidios foram inoculados em hipocotilos, e
amostras foram coradas com azul de anilina. (c) conidio, (a) apressorio, (tg) tubo germinativo, (H)
hifa vegetativa, (Cf) conidiéforo. Barra de escala representa 25um.
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4.3.2. Cinética da infec¢éo da linhagem mutante mut29

A maioria dos conidios do mutante mut29 germinaram dois dias apds
inoculagdo no hipocotilo da cultivar susceptivel Rosinha. N&o foram observados
conidios pelo mutante mut29 e, conseqiientemente, nenhuma hifa secundaria (Figura
4, A-D).

Os tubos germinativos, lancados pelos conidios do mutante mut29,
rapidamente ramificaram-se em hifas; apresentando um padrdo bem diferente do
observado durante a germinacdo dos conidios do isolado LV49, no qual a partir dos
tubos germinativos ndo ramificados ocorreu a diferenciacdo do apressorio (Figura
2A), em acordo com a descricdo de O’Connell et al. (1985). Além da rapida
ramificacdo do tubo germinativo a partir de um mesmo conidio, observou-se o
desenvolvimento de varias dessas estruturas (Figura 4A). Este padrdo de germinacao
foi exclusivo do mutante mut29.

A formacdo de apressorios foi observada somente, ap0s sete dias de
inoculacdo e em menor numero em relacdo a linhagem selvagem (Figura 4, E a H).
Dentre os trés mutantes isolados neste trabalho, o mutante mut29 foi o Gnico no qual
a diferenciacdo de apressorios ocorreu apenas cinco dias apos a inoculacdo. Nao foi
possivel detectar hifas priméarias, o que caracteriza a penetracdio de C.
lindemuthianum no tecido vegetal. Isso leva a crer que este mutante é bloqueado na
fase entre a diferenciacdo do apressorio e a penetragéo.

Este mutante ndo tem o mesmo comportamento saprofitico apresentado pelo
mutb5. Ele ndo foi capaz de fechar o ciclo de vida assexual sobre o tecido vegetal,
com o desenvolvimento de conidiéforos maduros produzindo conidios, pelo menos

dentro do periodo de tempo avaliado.
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Figura 4. Analise citoldgica do mutante mut29, 2 (A a D) e 7 (E a H) dias apds inoculacédo de
hipocotilos excisados de feijoeiro. Conidios foram inoculados em hipocotilos, e amostras foram
coradas com azul de anilina. (c) conidio, (a) apressorio, (tg) tubo germinativo, (H) hifa vegetativa.
Barra de escala representa 25um.
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4.3.3. Cinética da infeccéo da linhagem mutante mut65

Os conidios da linhagem mut65, assim como do isolado selvagem LV49,
foram capazes de formar tubos germinativos e apressorios melanizados ap6s dois
dias de inoculacdo (Figura 5, A-B). Neste mutante, assim como LV49 e mut5, cada
conidio desenvolveu apenas um tubo germinativo (Figura 5A), diferente do
observado no mut29. Ndo foram detectadas hifas primarias no tecido hospedeiro
nesse periodo, o que indica que este mutante nao foi capaz de penetrar nas células do
tecido vegetal. Mesmo ap0s sete dias de inoculacdo, hifas primarias ou secundarias
ndo foram observadas. Entretanto, 0 nimero de apressorios diferenciados aumentou,
com alguns conidios apresentando tubos germinativos longos (Figura 5, C-D).

Esta linhagem, assim como o mut29, ndo foi capaz de fechar seu ciclo de vida
assexual no tecido vegetal, como observado na linhagem mut5. Isto reforca a idéia de
que a capacidade de crescimento saprofitico foi ocasionada por alguma mutagdo
presente, apenas, no mut5. Assim como no mutante mut29, o mutante mut65 nao foi
capaz de penetrar no tecido do hipocétilo, devido a auséncia de hifas primarias,

caracteristicas de uma colonizagdao biotrofica.
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Figura 5. Estudo citoldgico da linhagem mutante mut65, 2 (A e B) e 7 (C e D)dias apo6s
inoculacdo. Conidios foram inoculados em hipocétilos, e amostras foram coradas com azul de
anilina. (c) conidio, (a) apreensorio, (tg) tubo germinativo. Barra de escala representa 25 pm.

4.3.4. Sintomas macroscopicos X microscopicos

Apds 7 dias de inoculagéo, o isolado selvagem LV49 desenvolveu manchas
marrons macroscépicas sobre as nervuras das folhas excisadas de feijoeiro (Figura
1A). O aparecimento macroscopico dessas leses coincidiu com o estabelecimento
necrotrofico de C. lindemuthianum pela diferenciagdo de suas hifas secundarias
(Figura 2, E-F) (O’Connell et. al., 1985).

E interessante notar que os mutantes mut5, mut29 e mut65 foram capazes de
causar lesdes marrons macroscopicas nas folhas excisadas, mas ndo formaram as
hifas secundarias no tecido vegetal, conforme discutido anteriormente.

Esta diferenca pode ter sido causada pela utilizagdo de diferentes 6rgdos
vegetais do feijoeiro nos experimentos. Para as observacdes macroscopicas, foram
utilizadas folhas excisadas, enquanto, para as observages citoldgicas, utilizou-se o
hipocétilo excisado. Dufresne & Osbourn (2001) relatam que alguns mutantes néo-
patogénicos de M. grisea exibiram especificidade em relacdo a parte da planta
testada, haja visto que uma mesma linhagem transformante pode comporta-se como
mutante ou como tipo selvagem. Outro trabalho também relaciona este mesmo
fenotipo em C. lindemuthianum, sendo que as lesdes causadas no feijoeiro pelo
mutante clnrl” variaram de acordo a parte da planta inoculada (Pellier et al., 2003).
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4.4. Recuperacdo do plasmideo das linhagens mutantes

Para identificar os genes interrompidos, que possivelmente foram
responsaveis pelos fenotipos mutantes, foi utilizada a estratégia de recuperacdo dos
plasmideos integrados no genoma dos transformantes. Com esta estratégia, além de
recuperar o plasmideo, é possivel obter também seqiiéncias adjacentes ao sitio de
integracdo, que correspondem ao gene mutado.

O DNA total dos mutantes mut5, mut29 e mut65 foi clivado com as enzimas
de restricdo Kpnl ou Hindlll. Os fragmentos totais, obtidos nesta clivagem, foram
circularizados com a enzima T4 DNA ligase, e este DNA foi utilizado para
transformar células competentes de E. coli. Col6nias de bactérias transformantes
surgiram em meio LB+ampicilina, somente quando o DNA total das linhagens
mut29 e mut65 foram digeridos com HindlllI.

Todos os plasmideos recuperados foram clivados com a mesma enzima de
restricdo utilizada no procedimento de recuperacdo. Dessa forma, eliminou-se 0s
plasmideos que possuiam mais de um fragmento ligado, sendo escolhidos aqueles
originados da circularizagdo de apenas um fragmento. A maioria dos plasmideos
recuperados originou-se da circularizacdo de apenas um fragmento.

A partir da linhagem mut29, foram recuperados os plasmideos nomeados
pRescue7 e pRescuel6, enquanto o plasmideo pRescue2 foi obtido da linhagem
mut65. Todos esses plasmideos foram maiores que o vetor pAN7.1, indicando que
eles carregavam alguma sequéncia de C. lindemuthianum. N&o foram recuperados
plasmideos da linhagem mut5.

Quando pAN7.1 sofre clivagem dupla Xbal/Scal, sdo gerados 4 fragmentos
com os respectivos tamanhos de 3900, 1080, 910 e 800 pb. A andlise de restrigdo dos
plasmideos pRescue2, pRescue7 e pRescuel6, clivados com Xbal/Scal, sugere que o
fragmento de 910 pb do pAN7.1 esta ligado a sequiéncia de DNA pertencente ao C.
lindemuthianum, sendo que os outros fragmentos gerados sdo do tamanho esperado
para 0 pAN7.1 (Figura 6). O resultado de restricdo sugere que a integracdo do vetor,
durante a mutagénese insercional, pode ter ocorrido via extremidades do vetor
linearizado com Narl, pois, o sitio de restricdo para esta enzima estd contido,
justamente, no fragmento de 910pb do pAN7.1.

Nao foi possivel realizar a subclonagem das sequéncias fungicas presentes
nos plasmideos recuperados. Dessa forma, para obtencdo das sequéncias dos genes

interrompidos pela insercdo do pAN7.1, os plasmideos recuperados foram
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sequenciados diretamente a partir do oligonucleotidio Olacl (Tabela 1), que anela

proximo ao sitio de clivagem Narl.

Figura 6. Analise de restricdo de alguns plasmideos recuperados a partir de linhagens mutantes.
M — Marcador de tamanho; Canaletas identificadas como 1, 2, 3 e 4 sdo os plasmideos pRescuel6,
pRescue5, pRescue7 e pRescue?2 respectivamente, clivados com a enzima Xbal (a) ou Xbal/Scal (b).
Setas indicam o fragmento de DNA contendo seqiiéncia de origem flingica.
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4.4.1. Plasmideo pRescue2 do mutante mut65

O plasmideo pRescue2 foi recuperado do DNA genémico da linhagem
mutante mut65 (Figura 7). Durante o procedimento de recuperagédo, foram obtidas
coldnias de bactérias transformantes apenas quando foi usada a enzima Hindlll, que
cliva em apenas um sitio no vetor pAN7.1. Dessa forma, foi recuperada apenas uma
regido do DNA fungico que flanqueia 0 pAN7.1.

Pela andlise de restricdo, o fragmento gerado pela digestdo dupla com
Xbal/Scal gera um fragmento de aproximadamente de 4000 pb, contendo parte da
sequéncia do pAN7.1 e do DNA gendmico do C. lindemuthianum interrompido pela

mutagénese (Figura 6).

Figura 7. Esquema de insercdo do pAN7.1 no genoma do mut65 (A) e mapa parcial de restricao
do plasmideo pRescue2 (B) obtido a partir da linhagem mutante mut65. Retangulos cinzas
representam a seqiiéncia do DNA genémico do C. lindemuthianum, interrompida pelo pAN7.1, e os
retangulos claros representam genes presentes no vetor pAN7.1. Hindlll (H), Narl (N), Scal (S) e
Xbal (X). Seta indica o oligonucleotideos Olacl utilizado no seqiienciamento, e os oligonucleotideos
RTRes2a e RTRes2b usados no RT-PCR.

O oligonucleotideo Olacl, obtido a partir da sequéncia do pAN7.1 na regido
do gene lacZ, foi utilizado para iniciar o sequenciamento do fragmento do DNA
fangico. Foi obtida uma seqliéncia de 493 pb, apds retirada de regides pertencentes
ao vetor pAN7.1.

N&o foi detectado o sitio de restricdo para Narl no local de ligacdo entre a

extremidade do pAN7.1 e a sequéncia flanqueadora analisada (Figura 8). O sitio de
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clivagem desta enzima é 5’GGCGCC3’ e a seqiiéncia no local de ligacdo é
5'TGCGCC3’. Portanto, na extremidade analisada, ndo houve um evento REMI
perfeito. Provavelmente, houve uma mutagdo durante o processo de ligagcdo dos
terminais livres do DNA gendmico e do plasmideo.

A utilizacdo de enzima de restricdo, no momento da transformacdo, nem
sempre resulta na regeneracdo do sitio da enzima no momento da integracdo do vetor
no genoma. Nesse caso, é provavel que a integracdo ndo tenha sido direcionada no
sitio da enzima ou, entdo, que a integracdo seja direcionada, mas o sitio de restricao
da enzima ndo pode ser regenerado por erros no sistema de reparo.

Na pesquisa realizada via Blast, demonstrou-se que a sequéncia de 493 pb
codifica parte de uma proteina com alta homologia a proteinas de funcdo ainda
desconhecida e a enzima Tetrahidrofolato Sintase (THS) de varios fungos
filamentosos (Tabela 3). O alinhamento desses 164 aminoacidos, obtido pelo
programa ClustalX, com proteinas de fungos filamentosos demonstrou que esta
regido €, altamente, conservada nesses organismos (Figura 10).

A sequéncia polipeptidica parcial, obtida a partir do pRescue2, contém parte
do dominio catalitico (FTHFS) formato:tetrahidrofolato ligase, de acordo com a
pesquisa de dominios feita no InterProScan (EMBL-EBI) (Figura 10). Este dominio
é responsavel pela primeira reacdo do metabolismo de um carbono, capaz de
transferir uma unidade de carbono do formato para o tetrahidrofolato, as custas de
um ATP, gerando o 10-formiltetrahidrofolato. Dessa forma, esta sequéncia foi
nomeada como tetrahidrofolato sintase de C. lindemuthianum (thsCl).

A enzima Cl-tetrahidrofolato sintase (C1-THF sintase) ou ligase formato-
tetrahidrofolato de eucariotos é uma das enzimas que participa na transferéncia de
unidades de um carbono em varias vias metabolicas importantes. Em eucariotos, ela
é constituida por dois polipeptideos idénticos, formando uma proteina dimérica na
qual cada polipeptideo é trifuncional; apresentando as seguintes func¢des enzimaticas:
formato:tetrahidrofolato ligase (EC 6.3.4.3), 5,10-meteniltetrahidrofolato 5-hidrolase
(EC 3.5.4.9) e 5,10-metilenotetrahidrofolato:NADP™* oxidoredutase (EC 1.5.1.5).
Esse polipeptidio trifuncional catalisa trés reacdes quimicas sequenciais (Shannon &
Rabinowitz, 1988; http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/).

Em S. cerevisiae, assim como em humanos, existem duas isoformas da C1-
THF sintase, sendo uma localizada na mitocéndria e a outra no citoplasma (Shannon
& Rabinowitz, 1988; Sugiura et al., 2004). A delecdo do MIS1, gene codificador da
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C1-THF sintase mitocondrial, ndo tem efeito detectavel no crescimento de S.
cerevisiae (Shannon et al, 1988). Em humanos, o gene que codifica para a proteina
mitocondrial, mtC;-THFS, sofre um aumento da expressdo em tecido coloretal
cancerigeno, levando a crer que esse gene possa participar na progressdo desse tipo
de cancer (Sugiura et al., 2004).

A provavel proteina ThfCl de C. lindemuthianum possivelmente € uma
isoforma presente no citoplasma. Esse resultado foi obtido ap6s a analise da sua
sequéncia primaria obtida pelos programas ProtComp6.1
(http://www.softberry.com/berry.phtml) e LOCtree

(http://cubic.bioc.columbia.edu/cgi/var/nair/loctree/query), capazes de predizerem a

localizacdo celular de diversas proteinas em animais e fungos.

A integracdo do vetor pAN7.1, interrompendo o gene putativo thfCl de C.
lindemuthianum, no mutante mut65 ndo € letal, visto que este mutante é capaz de
crescer in vitro e ndo apresenta alteracdo detectavel no seu crescimento.

Como o mutante apresenta reducdo na viruléncia, quando testada em folhas
excisadas de feijoeiro, pode ser inferido que o gene thfCl é um gene candidato a fator
de viruléncia em C. lindemuthianum. Para a confirmacao dessa hip6tese, é necessario
verificar se o fenotipo observado nesse mutante correlaciona-se com a interrupgao
desse gene ou se foi originado por outro evento de mutacdo. A complementacdo da
linhagem mutante com o gene thfCl funcional e,ou mutagénese direcionada para esse
locus sdo estratégias que deverdo ser realizadas a fim de determinar o real papel

dessa proteina na patogénese.
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1 TTT TCA AAT TTC GTT GCC AGG GAG 45

1 F S N F V A R E 088
46 TGC ATG GCC ATC TTC GCC TTC AGC ACC GAC TTG GCC GAC ATG CGC 90
09 CcC M A I F A F S T D L A D M R 23
91  GAG CGC CTC GGC CGG CAT GTT GTC GCC AGC TCC AGG AGC GGC GAC 135
24 E R L G R H V V A S S R S 6 D 38
136 CCC GTC ACC TGG GAA GAC ATT GGC GCG GGC GGC GCC CTG ACC GCG 180
39 P V T W E D I G A G G A L T A 53
181 CTG ATG AGG GAC GCC ATC AAG CCC AAC CTG ATG CAG ACG CTC GAf 225
54 L M R D A I K P N L M Q T L E 68
226 EEANACCHCCCNCICINCHSHENEABHECG GGC CCC TTT GCC AAC ATC AGC 270
69 G T P V F V H A G P F A N 1 s 83

271  GTC GGC AAC AGC TCC ATC CTG GCC GAC AAG ATG GCC CTC AAG ATC 315
84 v G N S S 1 L A D K M A L K 1 98

316 GTG GGC ACC GAG CCC GAC GAG GAC CAC GCC GAC AAG GCC GGC TTC 360
99 vV G T E P D E D H A D K A G F 113

361 GTC GTC ACC GAG GCC GGC TTC GAC TTC ACC ATG GGC GGC GAG CGT 405
114 v VvV T E A G F D F T M G G E R 128

406 TTC TTC AAC ATC AAG TGC CGC GCC TCG GGC CTC GTC CCG GAC GTC 450

29 F F N I K C R A S 6 L V P D V 143
451  GTC GTC ATC GTC GCG ACC GTC CGC GCC CHCHAACHCICHCAGNGEONGEE 495
144 VvV V 1 V A T V R A L K V H G 6 158

496 [BEEJEEE CTC CAT CGC CCC CGGCGCAatctgctctgatgccgcata 540
159 G P L H R P

541  gttaagccagccccgacacccgccaacacccgctgacgcgcecctg 585

586 acgggcttgtctgctcccggcatccgcttacagacaagctgtgac 630

631 cgtctccgggagctgcatgtgtcagaggttaaccgtcatcaccga 675

676 aacgcgcgagatccgcctaaaagcccattt 705

Figura 8. Seqliéncia de nucleotideos e de amino&cidos obtida pelo seqlienciamento do pRescue2.
Regides marcadas em cinza representam local de anelamento dos oligonucleotideos RTRes2b e
RTRes2a; letras mindsculas representam seqiiéncia do pAN7.1; e a regido sublinhada demonstra o
local de ligacdo entre o vetor e 0 DNA gendmico do C. lindemuthianum.
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Tabela 3. Grau de similaridade e identidade da seqiiéncia de 164 aa, obtida a partir da sequéncia
do plasmideo pRescue2, com diversas seqiiéncias de proteinas flngicas.

)
PROTEINA ORGANISMO IDENTIDADE (%) | SIMILARIDADE (%)

Proteina hipotética 85 89
Magnaporthe grisea (XP_368230)*
Proteina hipotética N. crassa (XP_956550) 83 89
Proteina hipotética Chaetomium globosum (XP_001226602) 84 89
Proteina hipotética Coccidioides immitis (XP_001240508) 81 89
Proteina hipotética Phaeosphaeria nodorum (EAT91241) 81 90
Proteina hipotética Gibberella zeae (XP_390443) 83 88
C1-tetrahidrofolato sintase (THFS) Leptosphaeria maculans (AAM92144) 82 90
C1-THFS Aspergillus fumigatus (XP_754750) 79 85
Putativa C1 THFS Neosartorya fischeri (XP_001263575) 79 85
C1-THFS Aspergillus nidulans (AAK76729) 78 87
Precursor mitocondrial C1 THFS Aspergillus terreus (XP_001208969) 78 85
Putativa C1 THFS Aspergillus clavatus (EAW09459) 79 85

()* Numeros de acesso no GenBank.



Figura 9. Alinhamento da proteina codificada pelo gene putativo thfCl de C. lindemuthianum
com proteinas de outros fungos. Setas indicam a regido amplificada no RT-PCR com os
oligonucleotideos RTRes2a e RTRes2b. Os organismos utilizados nessa analise e seus respectivos
nameros de acesso no GenBank sdo: Nfi, putativa thfC1 de Neosartorya fischeri (XP_001263575),
Acl, putativa thfC1 de Aspergillus clavatus (gh-EAW09459.1), Ate, thfC1 de Aspergillus terreus
(XP_001208969), Cim, proteina hipotética Coccidioides immitis (XP_001240508), Pno, proteina
hipotética de Phaeosphaeria nodorum (EAT91241), Ncr, proteina hipotéitca de Neurospora crassa
(XP_956550; Afu, thfC1l de Aspergillus fumigatus (XP_754750); Mgr, proteina hipotética de
Magnaphorthe grisea (XP_368230); Cgl, proteina hipotética de Chaetomium globosum (EAQ84661);
Gze, proteina hipotética de Gibberella zeae (XP_390443); Lma, thfC1 de Leptosphaeria maculans
(AAM92144); Ani, thfC1 de Aspergillus nidulans (AAK76729) e Cli, Colletotrichum lindemuthianum
(ndo depositada).

CD Length: 524, Pct. Aligned: 27.480916, Bit Score: 248.485832, E-value: 2e-67

10 20 30 40 50 60 70 80
____* ________ Lo Lo Lo L Lo o *____
Cli 5 VARECMAITFAFSTDLADMRERLGRHVVASSRSGDPVTWED IGAGGALTALMRDATKPNLMQTLEGTPVFVHAGPFANISY 84
Consenso 182 VASEIMAILCLATDLEDLKERLGRIVVAYSKDGEPVTAEDLGVAGAMAVLLKDATKPNLVQTLEGTPAFVHGGPFANIAH 261
90 100 110 120 130 140 150
____*____I____*____I____*____I____*____I____*____I____*____I____*____I____*_
Cli 85 GNSSILADKMALKivgtepdedhadKAGFVVTEAGFDFTMGGERFFEN IKCRASGLVPDVVVIVATVRALKVHGGGP 160
Consenso 262 GCNSIIADKIALK---—=————-——— LADYVVTEAGFGADLGAEKFFN IKCRYSGLKPDAVVLVATVRALKMHGGVP 325

Figura 10. Dominio conservado na enzima Tetrahidrofolato Sintase (THF). Os aminoacidos
conservados estdo em negrito. Cli corresponde a proteina ThfC1 de C. lindemuthianum e consenso —
seqliéncia consenso encontrada em proteinas C1 THF.
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4.4.2. Plasmideos pRescue7e pRescuel6 obtidos do mutante mut29

Foram recuperados dois plasmideos, pRescue7 e pRescuel6, do genoma da
linhagem mutante mut29. A sua obtencdo so6 foi possivel, quando o DNA total dessa
linhagem foi digerido com HindlIll. A obtencdo de dois plasmideos diferentes indica
que o mutante mut29 possui, no minimo, duas integracbes do pAN7.1 no seu

genoma.

4.4.2.1. Analise do plasmideo pRescue?
A clivagem dupla Xbal/Scal do pRescue7 originou um fragmento de
aproximadamente 3.300 pb, contendo uma pequena seqtiéncia do pAN7.1, sendo sua

maior parte composta da seqiiéncia do C. lindemuthianum (Figuras 6 e 11).

Figura 11. Esquema de insercao de uma das cépias do pAN7.1 no genoma do mut29 (A) e mapa
parcial de restricdo do plasmideo pRescue7 (B) obtido a partir da linhagem mutante mut29.
Retangulo cinza representa seqliéncia gendmica interrompida em C. lindemuthianum e retangulos
claros representam genes presentes no vetor pAN7.1. Hindlll (H), Narl (N), Scal (S) e Xbal (X). Setas
indicam as regides de anelamento dos oligonucleotideos Olacl, Res7.1, Res7.2, Res7.3 e Res7.4
utilizados no sequienciamento, e 0 conjunto MSF1/MSF2 usados no RT-PCR.

A partir dos oligonucleotideos Olacl, Res7.1, Res7.2, Res7.3 e Res7.4 foram
sequenciados 3.017 nucleotideos utilizando-se o vetor pRescue7. A andlise desta
sequéncia demonstrou que ela contém 2.684 nucleotideos de uma seqliéncia
especifica de C. lindemuthianum. A diferenciacdo entre essas duas sequéncias foi
facilitada pela presenca do sitio de restricdo para a enzima HindlIll, utilizada nos

experimentos de recuperacao do pRescue?. Este sitio foi regenerado pela ligacdo das
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extremidades do fragmento, gerado pela clivagem do DNA total da linhagem mut29
(Figura 12).

Pelo sequenciamento, foi verificado um evento REMI na integracdo de uma
das extremidades analisada do pAN7.1 (Figura 12). O sitio da enzima Narl, utilizada
durante os experimentos de REMI, foi perfeitamente regenerado no local de juncéo
entre o vetor e 0 DNA gendmico de C. lindemuthianum, durante o processo de
integracdo do pAN7.1.

Esta sequiéncia obtida contém uma ORF constituida de 1.725 pb, codificando
um polipeptideo de 539 aminoacidos com uma massa molecular de 60,2 kDa (Figura
13). A regido codificadora € interrompida por dois possiveis introns de 46 e 59 pb,
que possuem a sequéncia consenso 5’ e 3’ de fungos, GTANGT e PyAG,
respectivamente, envolvidas no processamento de retirada de introns e também
descrito para outros introns de C. lindemuthianum (Veneault-Fourrey et al., 2005).
Outros genes isolados de C. lindemuthianum possuem introns, variando de 53pb no
gene clplsl (Veneault-Fourrey et al., 2005) a 227 pb presente no gene cinrl (Pellier
et al., 2003).

A pesquisa, realizada com o emprego do BLAST (Altschul et al., 1997)
demonstrou que o polipeptideo de 539 aminoacidos, deduzido a partir da ORF, foi
conservado em diversas proteinas hipotéticas e em uma proteina transportadora do
tipo MSF de fungos filamentosos e leveduras (Tabela 4). Esta ORF, denominada
msfCl, codifica um transportador putativo do tipo MSF em C. lindemuthianum.

A MSF (“Major Facilitator Superfamily”) é um conjunto de proteinas
relacionadas ao transporte de solutos através da membrana plasmatica das células, de
forma ativa, utilizando energia quimiosmotica. Esses transportadores sdo
constituidos por um Uunico polipeptideo capaz de transportar somente pequenos
solutos em resposta a um gradiente quimiosmotico de ions (Pao et al., 1998). Eles
transportam diferentes tipos de solutos, como ions, acgUcares, acidos organicos,
nucleosideos e até mesmo drogas (Pao et al., 1998). Em fungos patogénicos, esses
transportadores sdo capazes de proporcionar resisténcia a multiplas drogas, pois
atuam como bombas de efluxo, enquanto em fungos fitopatogénicos, eles estdo
relacionados a secrecdo de diversas toxinas que sao fatores de viruléncia (Del Sorbo
et al., 2000).

Pao et al (1998) propuseram a classificacdo dos transportadores MSF em 17

familias, de acordo com o modo de transporte, especificidade do substrato e
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homologia de sequéncias desses transportadores. A proteina MsfCl esta
provavelmente relacionada ao transporte de acUcar, pois, possui uma pequena regido
contendo um dominio conservado em transportadores deste soluto.

De acordo com o resultado obtido com a utilizagdo do programa TopPred

(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/toppred.html), MsfCl possui 12 dominios

(10 dominios com alta significancia e 2 putativos) transmembrana (Figura 14). Esta
estrutura organizacional é caracteristica das proteinas MSF, que apresentam 12 ou 14
desses dominios (Pao et al., 1998). O “loop” citoplasmatico entre os dominios VI e
V11 é maior do que os outros “loops”, sendo consistente para as outras proteinas MSF
relatadas na literatura (Figura 15) (Pao et al., 1998). Weinglass et al. (2000)
propuseram que este “loop” otimiza a insercdo do transportador lac permease na
membrana citoplasmatica de E. coli.

O padréo de insercdo deduzido (Figura 11) pela analise do seqlienciamento do
pRescue7 sugere que o vetor pAN7.1 integrou na regido 3’ apos o gene msfCl. Como
a integracdo ndo ocorreu na regido codificadora desse gene, o fendtipo mutante nao
deve ser resultado desta integracéo.

Na interacdo patogeno-planta, a aquisicdo eficiente de nutrientes pelo
patdgeno € de extrema importancia para a efetiva colonizacdo do tecido vegetal. A
expressao e regulacdo de genes no patdgeno, relacionadas a aquisi¢do de metabdlitos
no hospedeiro, sdo importantes para a adaptacdo as condi¢bes de colonizacéo e
estabelecimento do mesmo no tecido vegetal. Alguns desses genes, codificando
transportadores de aminoacidos e carboidratos, sofrem ativacdo na transcricao
durante a colonizacdo do tecido vegetal pelo fitopatdgeno Uromyces fabae (Voegele
et al., 2001; Wirsel et al., 2001).

O gene msfCl pode estar envolvido com a patogenicidade de C.
lindemuthianum. A geracdo de um mutante deficiente na expressdo de msfC1, daré a
medida exata de sua participacdo na capacidade deste fitopatogeno em colonizar o

tecido do feijoeiro.
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276l

2881

3001

TGGGTTC DT ATATGCACTGTTCTTCC GAACTC AAGCCTACAGGACACACATTCATC AGGTATAADCCT AAADMTCATTCCTACTAMNG? GGTATACAATAGTAACCH
EEE NN EE SN NS NN NSNS EEE NN NN NN NN NSNS EIESESESESENENEENNEENNNSENNNENENNNSENNSNNEEENNSESEENNNSENNENNNENNNNNNNENNRNENEEENEEESNEESNENNNNEEENEEENERENEENEEEREREEE
GCATGGTTGCCTZ AATGC C AACACCCAATACGCC ALACTTTT ACAMCTCTCCTATGE CGTTTACCCAGAATGCACAG ACACTT TTAGAGGTZ CCTTCT
EEEEEEEEE NN SN NN NSNS NN NSNS NNEESNEENNNNEESESNENNENNENNNESNNNENNESENNENEEENNENESESENEEENSEENNNEESNEENNNEENNNNENENSESENNENNNEEENNEENNENNNEENNENENENEEEEEEEEEEEESR
TTCTAGI TCCTCGTGTACTGTGTAAGCGCCCACTCCACATCTCCACTCGAC GCAGGCAT AAGCTTGACCARAACGAGAGAGACCCTTGTCCCGGCTGCTTCTGTAGTCAGTCCCC
EEEEEEEEEEEEE NN NN NN EEENEE NSNS ENESENNNENENNESENENENNEEEEENNEENNNENNNENENEEEEENEEEEEEE

Hindlll

TGGCCGCAGCTCCGACAGTCTGTTCCAGACCCTGGAGCTTATCTGCGATCCGAGTCTCGAGAAGAACAGTCGAGGGTGTCGTCTGTCGAAGTTAATTCTCTTGTTCTGTACGGAGCATTC

GTGACTGGAT T TCAAATCTCCTGGACTCTCCTTTCTGTCATCCATGACTCATGCAAGCGCCGATTTCCATCTTTATTATAGTGAACCACTGCCGTTAGACATCGTCCTATTGTCCCGCCG

ACAAAGGAACTAGAGGGGTTAAAACAGACCAAGAGAAAAAAATtgcgaatcggccgatgcgcachGCGTTTGATATCTGTACGACACCCCGCCGTCTTTACCAGCACCCCGCCGCGTCG
<

Res7.4
CCGGGCCGCTATTCTTGACTCGACGATCCAGCATCGGATCGGAATCCAAGGGAGTGGCGTTTTGTTTGAGTCACCCCAAGGACCCAACCACCTCTCGTCTCCGGACTCAGCCGCAGCGCT

CTTCTGCGCTAGGAATCCTCACAGACGTTGGTCGCAAAGATCATTTTCCTGTCCGCATTGAGCCAACGCACCTGAAANGCGCAGCAGGTCGTTGCGCAAGTGATCGTGATGGAGCCTTCA
AAGALAGGATGGCATTCGCGACACCGACGCCTACGCCGACGCCGGACCCGGACCCGGTGCGAGCTCACCGGACGTCGATCCCCAAGACCCTGCGTCCGCCGACGACGATGTACAGACACTC
AMAGGAGAAGAAACTGACGCGCAAGCTCGACACCCACCTCATTCCCCTGGTAATGGCTCTTTATCTCTTCAGTTTCCTAGATCGGGCAGTGCCGACCCATCCCCCATCCCCCCGTCTCGTA

ACCGGGACATTCCTGACCGTCTACAGCGTCAACATTGGCAACGCCCGCCTGTATAACCTCGAGCAAGACCTCGGGCTGCAAGGCAACCAGTTCCAAGTCGCCGTTTCCATTCTCTTCGTC

ACCTACATCATCTTCGAGGTCCGGTCCAACCTTGTCCTCAAACTCTTCACCCCCAGTCGCTGGATCGCCTTCATCACCGTGTCGEGTGGGGCAacatogoctacectgacgggtctGGTCGAG
<

Res7.
TGTACGGCTCGCTTGTTGCCTGCCGCCTGCTCCTTGGGCCGTCGAGGCCGGTCTTTCCCCGGGCTGAAGTCTACCTCACATTTTTACAGCAAGCACGAGCTCGCGCTCAGGGTGGGATAC

CTTtcggtggcgccgccatcgcagGTGGTCTGGGGGGGTTGCTTGCGTTGGCATCGGGCACAGGAGGGCGTGGCGGGTTTGAGCGGGTGGCGGTGGATCATGATCATCGAGGGGCTGCCG
»

SF2
ACGGTCATTTTGGTCGTTGCGTACTTTGCGCTCCCCGACGAGTTGAGAGCGCGTACTTTCCTGCCGAGGAGAAAAGCCATCATGGTTTCGAGAGAGaagcgggaatacgggaacacgacc
Res7.2

AGCGCGCAGGAGTTCAGTCGGGAGGACATGTGGAAGGCGTTCAAGGACTGGAGGGTTTGGCTCTTCTCGGTGGCGCAGTTCGGCGTCGACACGATGCTTTACGGCCgtaggtaggtgecayg

4
ctgocaggtggtttggggatttgtocttgaccagCCTTIGACAGGATTCTCGACGTTTCTTCCGACCATCATCAACGGTCTCGGATCGTGGACGACCGCTCAGGTTCAGCTGCTAACCGTGCC

Intron 1 \
GTGTTAEtttgttgccgcggttgtctaCCTCTCCATGGCGTTCTTGTCCGATCGAAGCCAACGGCGAGGCCTCTTCTGCGTCATCTTTGGAAGTCTCAGCGTTATCGGATACGGCGTGCT
<

MSF1
GATTTCCAACACATCTTCCGGCGTCCACTACTTCGGGTGCTTCCTTGTCGCGGCTGGGCTGTATGTCGTTGTTGGCCTGCCACTGGCATGGGgtaggttttgectttettgtgattgaga

(
catgatgtttococggocttacgtgtegttgocagGGCTTCCGAACAACACACCGAGATATGGGAAGAGAACGACTGCAAACGGGATGCAGTTGACCATCGGTAACTGCTCTGGCGTCATGTCG
Intfran 2 \
GCTTTCATCGTCTGCTCGTTCCCGCGCCACCATTTCGTTGACGTGACGGACGACCAGTCAAGCTGTCGACAACCTAGGTATAACCGCGGCCATGCACTTACACTTAGTATGGTAGGTATG
GCCACCTGCATGTATGGTTtcttgtggttoctggtatgecococgggagArATAGGAAGCGCGAGGCTGGTCATCTGGAGGATAAGTACCGCGATATGTCGGACGACGAGCTGGCAGAACTCGGA
>
<

RES7.1
GACGACAGCCCGCGATTCAGATACACCATTTGAAGAACACGTTGATTGGAATGGGGTCTCGAAGCCATACATGGAGCGGAGCAANAGGARANACCGCGGAAGACAGATACAGCTCGGATCGTG
——

TTTTAATGARAA A A TGCCCTTTT AGAACGTAGTCTCAACTACTTATGACTACGGATGATCTTACTATATGGAGCAGTTTACACATAGCCTCGGGAATGAATCTGAAATTGTTCTCTACTCC

CAL A TGAAGAATATTTGTCAGAAALMGCAAA A ATGAAAGGGACGAGACTCGAACTCGCGCGGGTTGCCCCACCAGGAAACAGGTGTTAAGCTGACCTTAACCT GCGCCIE%TGCGGTAT

TTTCTCCTTACGCATCT Narl

Figura 12. Seqiiéncia de 2.976 nucleotideos obtida a partir do seqiienciamento do pRescue2. Regibes pertencentes ao pAN7.1 estdo representadas por linhas
pontilhadas. As setas, sob as letras mindsculas, indicam as regides e o sentido de anelamento dos oligonucleotideos utilizados no seqtienciamento e no RT-PCR. O
primeiro e o segundo retangulo representam os sitios das enzimas HindlIl e Narl, respectivamente. Entre parénteses estdo representados dois introns interrompendo
a seqliéncia do provavel gene mfsCl. E o codon de inicio (ATG) e término (TGA) da tradugdo estdo sublinhados por linhas.
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1 ATG GAG CCT TCA AAG AAG GAT GGC ATT CGC GAC ACC GAC GCC TAC 45

1 M E P S K K D G I R D T D A Y 15
46 GCC GAC GCC GGA CCC GGA CCC GGT GCG AGC TCA CCG GAC GTC GAT 90

16 A D A G P G P G A S S P D V D 30

91  CCC CAA GAC CCT GCG TCC GCC GAC GAC GAT GTA CAG ACA CTC AAG 135
31 P Q D P A S A D D D V Q T L K 45

136  GAG AAG AAA CTG ACG CGC AAG CTC GAC ACC CAC CTC ATT CCC CTG 180
46 E K K L T R K L D T H L 1 P L 60

181  GTA ATG GCT CTT TAT CTC TTC AGT TTC CTA GAT CGG GCA GTG CCG 225
61 V M A L Y L F S F L D R A V P 75

226 ACC CAT CCC CCA TCC CCC CGT CTC GTA ACC GGG ACA TTC CTG ACC 270
76 T H P P S P R L V T G T F L T 9

271  GTC TAC AGC GTC AAC ATT GGC AAC GCC CGC CTG TAT AAC CTC GAG 315
91 V Y S V N I G N A R L Y N L E 105
316 CAA GAC CTC GGG CTG CAA GGC AAC CAG TTC CAA GTC GCC GTT TCC 360
16 Q¢ D L G L Q G N Q F Q V A V S 120
361 ATT CTC TTC GTC ACC TAC ATC ATC TTC GAG GTC CGG TCC AAC CTT 405
121 1 L F Vv T Y 1 1 F E V R S N L 135
406  GTC CTC AAA CTC TTC ACC CCC AGT CGC TGG ATC GCC TTC ATC ACC 450
13 Vv L K L F T P S R W I A F 1 T 150
451 GTG TCG TGG GGC Aac atc gct acc ctg acg ggt ctG GTC GAG TGT 495
%1 v S W 6 N I A T L T G L V E C 165

496  ACG GCT CGC TTG TTG CCT GCC GCC TGC TCC TTG GGC CGT CGA GGC 540
541 CGG TCT TTC CCC GGG CTG AAG TCT ACC TCA CAT TTT TAC AGC AAG 585

586 CAC GAG CTC GCG CTC AGG GTG GGA TAC CTT tcg gtg gcg ccg cca 630
VoA

196 H E L A L R V G Y L S P P 210
631 tcg cag GTG GTC TGG GGG GGT TGC TTG CGT TGG CAT CGG GCA CAG 675
211 s Q v v wW 66 G C L R W H R A Q 225
676  GAG GGC GTG GCG GGT TTG AGC GGG TGG CGG TGG ATC ATG ATC ATC 720
226 E G VvV A G L sS G W R W 1 M I I 240
721  GAG GGG CTG CCG ACG GTC ATT TTG GTC GTT GCG TAC TTT GCG CTC 765
241 E G L P T V 1 L v VvV A Y F A L 255

766  CCC GAC GAG TTG AGA GCG CGT ACT TTC CTG CCG AGG AGA AAA GCC 810

811 ATC ATG GTT TCG AGA GAG agg cgg gaa tac ggg aac acg acc AGC 855
R R G

271 | M VvV S R E E Y N T T S 285
856 GCG CAG GAG TTC AGT CGG GAG GAC ATG TGG AAG GCG TTC AAG GAC 900
286 A Q E F S R E D MW K A F K D 300
901 TGG AGG GTT TGG CTC TTC TCG GTG GCG CAG TTC GGC GTC GAC ACG 945

Q
946  ATG CTT TAC GGC CCC TTG ACA GGA TTC TCG ACG TTT CTT CCG ACC 990

991  ATC ATC AAC GGT CTC GGA TCG TGG ACG ACC GCT CAG GTT CAG CTG 1035

331 1 1 N G L G S W T T A Q V Q L 345
1036 CTA ACC GTG CCG TGT TAc ttt gtt gcc gcg gtt gtc taC CTC TCC 1080
346 L T V P C Y F V A A V V Y L S 360
1081 ATG GCG TTC TTG TCC GAT CGA AGC CAA CGG CGA GGC CTC TTC TGC 1125
31 M A F L S D R S Q R R G L F C 375
1126 GTC ATC TTT GGA AGT CTC AGC GTT ATC GGA TAC GGC GTG CTG ATT 1170
376 Vv I F G S L S V I G Y G V L 1 390

1171 TCC AAC ACA TCT TCC GGC GTC CAC TAC TTC GGG TGC TTC CTT GTC 1215

1216 GCG GCT GGG CTG TAT GTC GTT GTT GGC CTG CCA CTG GCA TGG GGG 1260

1261 CTT CCG AAC AAC ACA CCG AGA TAT GGG AAG AGA ACG ACT GCA AAC 1305

1306 GGG ATG CAG TTG ACC ATC GGT AAC TGC TCT GGC GTC ATG TCG GCT 1350

436 G MoQ L T I G N C S G V M S A 450
1351 TTC ATC GTC TGC TCG TTC CCG CGC CAC CAT TTC GTT GAC GTG ACG 1395
451 F | v C S F P R H H F v D V T 465

1396 GAC GAC CAG TCA AGC TGT CGA CAA CCT AGG TAT AAC CGC GGC CAT 1440
1441 GCA CTT ACA CTT AGT ATG GTA GGT ATG GCC ACC TGC ATG TAT GGT 1485
1486 Ttc ttg tgg ttc tgg tat gcc cgg gag AAT AGG AAG CGC GAG GCT 1530
1531 GGT CAT C¥G GAG GXT AAG TAC cgc GAT ATG TCG GAC GAC GAG CTG 1575

1576 GCA GAA CTC GGA GAC GAC AGC CCG CGA TTC AGA TAC ACC ATT TGA 1620
526 A E L G D D S P R F R Y T | *

Figura 13. Seqiiéncia nucleotidica da ORF encontrada no pRescue7. Os dois introns foram
retirados e a seqiiéncia foi traduzida em uma proteina de 539 aminoacidos.
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Tabela 4. Porcentagem de similaridade e identidade do polipeptideo de 539 aa, obtido a partir da seqiiéncia
do plasmideo pRescue2, com diversas sequéncias de proteinas fangicas.

I
PROTEINA ORGANISMO IDENTIDADE (%) | SIMILARIDADE (%)

Proteina hipotética Magnaporthe grisea (XP_368064.1)* 57 72
Proteina hipotética Gibberella zeae (XP_390985.1) 51 62
Proteina hipotética Phaeosphaeria nodorum (EAT80581.1) 50 63
Transportador do tipo MSF Aspergillus clavatus (EAW08833.1) 51 64
Transportador do tipo MSF Aspergillus fumigatus (XP_747804.1) 48 63
Proteina hipotética Yarrowia lipolytica (XP_505981.1) 34 50

()* NUmeros de acesso no GenBank.

MEPSKKDGIR DTDAYADAGP GPGASSPDVD PQDPASADDD VQTLKEKKLT 50

RKLDTHLIPL VMALYLFSFL DRAVPTHPPS PRLVTGTFLT VYSVNIGNAR 100
LYNLEQDLGL QENQEQVAVSHNSEVININEERVES\. L KLF TPSRIEAEN] 150
VSWENIATEIIGIVES TARLL PAACSLGRRG RSFPGLKSTS HFYSKHELAL 200

RVGHESVARRPESOVVICEEERIN HRAQEGVAG  LSGWRINNINNECERIVEEG 250
BYEABBDELR ARTFLPRRKA IMVSRERREY GNTTSAQEFS REDMWKAFKD 300
WRVWLFSVAQ FGVDTHENGEINCESTEEBINGECS'TT AQVQEEINBE 350
NEVAAVNESEVARESORSOR RGEECVIECSHESVICYEVININSN TSSGVHEE 400
COEBVAACIAVGEBIANG L PNNTPRYGK RTTANGHQEIENENGSSWMSA 450

EIMESEERHH FVDVTDDQSS CRQPRYNRGH SENESHNGHANICHNGEENEN 500
IARENRKREA GHLEDKYRDM SDDELAELGD DSPRFRYTI 539

Figura 14. Predicdo de topologia da proteina MsfCl feita pelo programa TopPred. As regides
marcadas representam os dominios transmembrana. As sequéncias de aminoécidos marcadas e
sublinhadas sdo dominios putativos.



Figura 15. Modelo da insercdo da proteina MsfCl na membrana plasmatica sugerido pelo
programa TopPred. A regido entre os dominios 6 e 7, evidenciada pela chave, é a maior alca
contendo 58 residuos de aminoacidos e direcionada para o lado citoplasmatico.

4.4.2.2. Andlise do plasmideo pRescuel6

A clivagem do pRescuel6 com as enzimas Xbal/Scal, recuperado do mutante
mut29, demonstrou que ele possui sequéncia do DNA gendmico de C.
lindemuthianum, contida no fragmento de 2.440 pb (Figuras 6 e 16).

Apo6s o sequenciamento do pRescuel6, utilizando os oligonucleotideos
Olacl, Resl6.1 e Resl6.2, foi obtida uma sequéncia de 1.656 nucleotideos, que
flanqueava a sequéncia do pAN7.1 (Figura 16). Assim como observado no
pRescue7, o sitio Narl foi perfeitamente regenerado no local de integracdo da
extremidade do vetor pAN7.1 analisada, caracterizando outro evento REMI. Da
mesma forma, o sitio de restricdo de enzima Hindlll, utilizada na recuperacdo do
pRescuel6, foi perfeitamente recuperado durante a ligacdo com a T4 ligase,
facilitando a distincdo entre a seqliéncia do vetor e a do C. lindemuthianum (Figura
17).

88



A andlise da sequéncia por busca de similaridades, utilizando o BLAST
(Altshul et al., 1997), demonstrou uma regido de 309 pb, adjacente ao sitio de
integracdo do pAN7.1, com alta similaridade a proteinas de fungos filamentosos.

A traducdo desta sequéncia corresponde a regido carboxi terminal de
proteinas hipotéticas e a enzima fosfolipase C de fungos filamentosos (Tabela 5),
apresentando um dominio C2 conservado, e responsavel pela ligagdo ao fon Ca*",
presente em algumas proteinas, inclusive em fosfolipase C. Portanto, esse gene foi
denominado plcCl (Figura 17).

Fosfolipase C, especifica para fosfatidilinositol PI-PLC, hidrolisa o
fosfolipidio fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato lancando dois mensageiros secundarios,
o inositol 1,4,5-trifosfatado/IP; e diacilglicerol. O IP; estimula o lancamento de Ca**
do reticulo endoplasmatico, e esse ion por sua vez ativa enzimas calmodulina-
dependente (Ochocka & Pawelczyk, 2003). O diacilglicerol, entretanto, € uma
molécula capaz de ativar uma familia de proteinas cinases fosfolipidios-dependentes
(Nishizuka, 1992). Isto demonstra claramente a importancia da proteina Fosfolipase
C na via de transducéo de sinal, importante para diversos processos celulares.

Existem quatro isoformas de PI-PLC’s em mamiferos (B, y, & e &) com
diferengas em sua organizagdo estrutural, funcionalidade e localizagdo subcelular
(Rhee, 2001). Em eucariotos inferiores, como leveduras e fungos filamentosos,
somente a isoforma & foi descrita, 0 que leva a crer que esta seja a isoforma ancestral
da qual as outras Fosfolipase C divergiram (Flick & Thorner, 1993; Rhee, 2001;
Chung et al., 2006).

A isoforma & é constituida por um Unico polipeptideo, que consiste de quatro
dominios conservados. C2 é um desses dominios, e esta presente na regido carboxi
terminal das PI-PLC &. Neste trabalho, foi recuperada a regido carboxi-terminal de
um polipeptidio, justamente contendo um dominio C2 putativo, corroborando a
hipétese de que o vetor pAN7.1 interrompeu o gene plcCl no mut29.

O dominio C2 estd relacionado a ligacdo da proteina fosfolipase C a
fosfolipidios de maneira dependente de Ca®*, sendo essencial & atividade enzimética
(Essen et al., 1997; Rizo & Siudhot, 1998; Ochocka & Pawelczyk, 2003). Como o
mut29 possui uma integragdo do pAN7.1 na regido desse dominio, possivelmente a

enzima PlcCl ndo é funcional no mesmo.
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Linhagens mutantes de S. cerevisiae para 0 gene plc sdo vidveis, porém
sensiveis a temperatura e estresse osmotico, incapazes de utilizar determinadas fontes
de carbono e apresentam deficiéncia na segregacdo de cromossomos (Flick &
Thorner, 1993; Lin et al., 2000). A proteina PLC também atua em vias diferenciacédo
de pseudohifa em S. cerevisiae, tanto na via dependente de cAMP ou na via
controlada por Ras2 (via MAPK) (Flick et al., 1998; Ansari et al., 1999). Em outros
organismos modelos, como Dictyostelium, foi demonstrada a importancia da PLC 6
na regulacdo da germinacdo dos seus esporos (Van Dijken & Van Haastert, 2001). A
literatura da funcionalidade de fosfolipases C em fungos filamentosos é ainda
escassa. Chung et al. (2006) isolaram o gene codificando uma fosfolipase C & - cplcl
do fungo Cryphonectria parasitica. O fragmento da plcCl de C. lindemuthianum
apresentou 61% e 76% de identidade e similaridade, respectivamente, com 0 gene
cplcl. Este gene € necessario para o crescimento normal e diferenciacdo do micelio e
possui um papel importante na taxa de crescimento e na morfologia do micélio,
assim como na expressdo do gene que codifica a lacase (lacl).

A alteracdo morfoldgica, observada apds a germinacdo dos conidios da
linhagem mut29 (Figura 4), pode ser reflexo da mutacdo no gene plcCl. Conforme
discutido anteriormente, esta linhagem mutante apresenta um diferente padrdo de
germinacdo dos conidios e ramificacdo do tubo geminativo, além do atraso na

diferenciacdo do apressdrio, quando inoculada em hipocoétilo de feijoeiro.
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Figura 16. Esquema da inser¢do da segunda copia do pAN7.1 no genoma do mut29 (A) e mapa
parcial de restri¢cdo do plasmideo pRescuel6 (B) obtido a partir da linhagem mutante mut29.
Retangulos cinzas representam seqiéncias do DNA gendmico do C. lindemuthianum interrompida
pela insercdo do vetor, e retdngulos claros representam genes presentes no vetor pAN7.1. Hindlll (H),
Narl (N), Scal (S) e Xbal (X). Setas indicam as regifes de anelamento dos oligonucleotideos Olacl,
Res16.1 e Res16.2 utilizados no seqiienciamento, e o conjunto RTRes16a/RTRes16b usados no RT-
PCR.

1 gatgcgtaaggagaaaataccgcatcaGGCGCC CGC ATC AAG ABB 45
1 R 1 K N 15
46  [GACHCCCNCCCNCACNCAGHEAGHNEGC GAG TAC AAG GCC AAG ACC AAG TCG 90
16 D G R E Q E G E Y K A K T K S 30

91 AAC CGC GGC GTC GAC CCG GAC TTC AGG GGC GAG GGG CTC AAG TTC 135
31 N R G V D P D F R G E G L K F 45

136 GCG GGC GTC CCC GGC GTC GTG GAG GAG CTC ACC TTT GTG CGC TTC 180
46 A G V P G V V E E L T F V R F 60

181 ACC GTG CGC GAC GAC GAG ATT GGG AGG GAC GAT TTG GCG GCC TGG 225
61 T V R D D E 1 G R D D L A A W 75

226  GCG GCG GTG AGG TTG GAC CGG CTG AGG GCG GGG TAUNAGGHINGHGNE 270
76 A A V R L D R L R A G Y R F V 9

271 SATISISEATSEGASHEC GAG GGG AGG TTG ACC GAG GGC GTC GTC TTG 315
91 H L M D C E G R L T E G V V L 105

316 GTG AGG ATC ACG AAG CGG GTT TAC TGA AGCATAGCATAGCGTGAT 360
106 \% R | T K R \% Y *

361 GGCATCGTGGCATTACTTGGACAGCATCATCCAATGCGAAATTTT 405
406 GGCATTGAGACGGGATATATGAGCTCGCTAGATTTGATACCTCAA 450
451 AACAAGAGAAACAACAGAAATCGGTCGTGAAAGGACGTCTTAGTA 495
496  GTCGTTGTCACCATACCCCTTEGCONCGOGOCEOSNEEee0N 540
541 ITTTCTCAAGCTTCTCGCTGTTGAAGACGGACCCGGCCTTCTCCA 585
586 GCACCTTGCCGAGCTTCCTGTCGCCCTTGAATGCCGCCGTGCGGG 630
631 TCGTCGTCCTTGTCACGGCGCGACGAGCCGTAAGAGTCCGCGTTG 675
676 CCGTAGGAATCCGTGTTGTCGCGGCTGGAACCGTACGAGTCGCTG 720
721 TCGACGCGGCCCGAGGATCCGTACGAGTCGTCGTTGCGGCCGGTG 765
766 GTGCCGTAGCTTCCACCCTCTTTTCTCCCGGAAGATCCGTACGAG 810
811 TCCTCGTCCCTGCGGGAAGATCCGTACGAGTCCTCGGCCTTGCGG 855
856 GAAGATCCGTACGAGTCGTTGTTGCCGTACGACGAAGGGTCGTTG 900
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901  TCGAACGTGCGGCCATTGTTCTCGGAGGCGTTGTAGGAGAGGGAG 945

946  TCGGCGCCGGCGAGGTTGGACGAGGTGGAGTCGCCAAAGGAGGAG 990

991  TGTTTCACGGGGCGGTCGGAGCCGTAGCTGTTGTCATTGTCGCGG 1035
1036 GAGGAGCCGTACGAGTCCTCGTTGCGGGAACCGTAGCTGTTGTTG 1080
1081 TTGTTGTCGTCGCGGGAGGAACCGTACGAGTCCTCGTTGTCGCGG 1125
1126 CGGCCGCTGGTGTACGAGTCGCTGTTGGACTGGCCGTAGCCCGAT 1170
1171 GTGCCGTAGCCCGAGGAGTTGTCGTCCCTGCGAGHEEABEEEAAN 1215
1216 [ICCHCEIMNEHEEH TGCGGAAGCCCGGCTTTCCGCCGAAGCCTTCC 1260
1261 TGTTCGCCGTAGAAGCGGAGTTGGACTCGGAAAGTGTGTTAGTGG 1305
1306 GGTGGGAGGTTGTCACGACGGGATGGTCTGATGTTGGCTTACAGT 1350
1351 ATCGTTGCCGCCGTAAGACATGGTTGCTGTAGAATCTACTCGGGT 1395
1396 TTTTTTTTTAAGTTGCTGTAGATGAGCTTGCAAAGCGGGATACCC 1440
1441 AAACGGCCGGTCGAGGGGTACTTAAATGGGCATTCGATGCCTTCT 1485
1486 GCATCTCGACGGTGTGGCTGGTCTCAGTCTCACATGTGTCCCTAG 1530
1531 CAGAGGGACCCTCCCGATCGACATGGCAGTGGCCCATCGAGCGTG 1575
1576 TGGTTCGGGGGCGCTAGGTAACGCATGTTTACGACATTTCCAGGA 1620
1621 ATCCCCGCGTCCTTGGCACGAGCAAGATGGGTTTGAAGGCGAATG 1665
1666 GACGGCGTCCTGaagcttgcatgcctgcaggtcgagtgg 1704

Figura 17. Seqiiéncia de nucleotideos do pRescuel6 e a seqiiéncia de aminoacidos da regido com
identidade a fosfolipase C. Regifes marcadas em cinza representam local de anelamento dos
oligonucleotideos RTResl6a e RTResl16b, Resl6.1 e Resl6.2, respectivamente; letras minasculas
representam seqiiéncia do pAN7.1; e as regides sublinhadas demonstram os sitios regenerados das
enzimas Narl e Hindlll, respectivamente.

Tabela 5. Porcentagem de similaridade e identidade da regido C-terminal de um polipeptideo
contendo 102 aminoacidos, obtido a partir da sequéncia de DNA presente no pRescuel6, com

diversas segUéncias de Eroteinas fﬂngicas
PROTEINA ORGANISMO IDENTIDADE (%) SIMILARIDADE (%)

Proteina hipotética Magnaporthe grisea (XP_359445.1)*

Proteina hipotética Gibberella zeae (XP_386869.1) 62 82

Fosfolipase C — especifica de fosfatidil inositol Cryphonectria parasitica (AAV97932.1) 61 76

Fosfolipase C Neurospora crassa (AAZ23794.1]) 61 76

Fosfolipase C — especifica de fosfatidil inositol Neosartorya fischeri (XP_001263649.1) 52 67

Fosfolipase C — especifica de fosfatidil inositol Aspergillus fumigatus (XP_754820.1) 51 67
——————————— "]

* NUmeros de acesso no GenBank.



4.5. Regulacéo dos genes recuperados utilizando RT-PCR

4.5.1. Transcricdo do gene thfCl putativo

Os estudos de transcricdo do gene thfCl foram realizados por RT-PCR,
utilizando-se os oligonucleotideos RTRes2a/RTRes2b, desenhados para amplificar
uma regido de 277 pb (Figuras 7 e 8).

O teste inicial dos oligonucleotideos demonstrou a amplificacdo do
fragmento, a partir de RNA total isolado do tecido do feijoeiro, apds cinco dias de
infeccdo e do micélio crescido em meio de cultura liquido (Figura 18).

Né&o foi possivel a utilizacdo dos mesmos para estudar a transcricdo do gene
thfCl durante o curso da infeccdo, pois eles ndo foram especificos para 0 RNA
fangico. Eles sdo capazes de anelar no RNA do feijoeiro e amplificar um fragmento
de mesmo tamanho que o obtido, quando se utilizou a matriz de origem fungica
(Figura 19).

Possivelmente, existe uma grande homologia ao nivel de seqiéncia de DNA
entre 0os gene da Tetrahidorfolato Sintase do feijoeiro comum e do C.
lindemuthianum, baseando-se no mesmo tamanho de fragmentos amplificados. A
clonagem e sequenciamento do produto de RT-PCR, a partir do RNA total do

feijoeiro, podera confirmar esta hipdtese.

Figura 18. Transcritos do gene thfCl in planta e in vitro. Tecido vegetal (T5d) ap6s 5 dias de
inoculacdo e micélio crescido em cultura liquida (Tmic).

Figura 19. Transcritos do gene thfCl in planta. Tecido vegetal pulverizada com agua (TH,0), tecido
vegetal imediatamente apds inoculagdo de conidios (TO) e ap6s 7 dias (T7d).
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4.5.2. Transcrigdo do provavel gene que codifica o transportador MSF
(msfCl) e a fosfolipase C (plcCl)

A transcricdo dos genes putativos msfCl e plcCl durante a infeccdo do
feijoeiro por C. lindemuthianum, foi verificada por RT-PCR. O gene que codifica a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gpd), transcrito constitutivamente, foi usado
como controle com o conjunto de oligonucleotideos GPD1/GPD2.

Os oligonucleotideos MSF1/MSF2, utilizados para a analise do gene msfCl,
flanqueiam uma regido de 504 pb contendo o intron de 46 pb (Figura 11 e 12). Nos
experimentos de RT-PCR, foi detectado o fragmento de DNA de 458 pb, gerado pela
retirada do intron.

Foi detectada a presenca do transcrito do gene msfCl 120h, ap6s inoculagéo
dos conidios no feijoeiro (Figura 20). Este é o periodo de transicdo do modo da fase
biotrofica para a necrotrofica. O aumento da intensidade do sinal condiz com o
aumento da biomassa do fungo no tecido vegetal. Isto é evidenciado pela progressao
da amplificacdo do gene controle gpd, inicialmente, detectado as 24 h e aumentando
sua deteccdo, progressivamente, até 240 h apds a inoculacdo (Figura 19). Este
resultado indica que o gene msfCl é transcrito constitutivamente em C.
lindemuthianum durante o curso da sua infeccdo no feijoeiro.

Para deteccdo do transcrito do gene putativo plcCl, utilizou-se o conjunto de
oligonucleotideos RTRes16a/RTRes16b, que amplificam um fragmento de 241 pb na
regido 3’ codificadora (Figura 17).

A deteccdo da transcricdo do gene plcCl foi mais precoce em relacdo ao
mfsCl. O transcrito para o gene plcCl é detectado ap6s 24h de inoculagéo,
coincidindo com o inicio da fase biotrofica de C. lindemuthianum. Sua transcricdo
aumentou com a progressdo da colonizacdo do tecido hospedeiro, resultando no
aumento da biomassa fungica, estimada pela deteccédo do transcrito do gene gpd (Fig
20).
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Figura 20. Transcri¢do dos genes msfCl, plcCl e gpd in planta. O tecido vegetal foi pulverizado
com &gua (TH,0). Os nimeros que acompanham a letra T indicam tempo, em horas, apds a
inoculacédo do tecido vegetal com conidios do isolado selvagem de C. lindemuthianum LV49.
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5. CONCLUSOES

O uso da enzima de restricdo Narl e do pAN7.1 na transformacédo de C.
lindemuthianum aumentou cerca de 10x a eficiéncia da transformacéo;

A integracdo do vetor pode ser mediada pela enzima Narl, utilizada na
transformacéo;

A mutagénese insercional € uma metodologia eficiente para obtencdo de
transformantes com patogenicidade ou viruléncia alteradas em C. lindemuthianum;

A linhagem mut5 apresenta um fendtipo peculiar, pois € capaz de fechar seu
ciclo assexual sem infectar o tecido hospedeiro;

Os mutantes mut29 e mut65 apresentaram reducdo na viruléncia quando
inoculados em folhas de feijoeiro excisadas;

O fendtipo da reacdo a inoculacdo das linhagens mut29 e mut65 variou de
acordo com o tecido vegetal, utilizado na analise;

O gene interrompido no mutante mut65, possivelmente, codifica uma
Tetrahidrofolato Sintase de acordo com a analise e alinhamento da seqliéncia parcial,
obtida pela recuperacao do plasmideo pRescue2;

A linhagem mut29 possui, no minimo, duas integracdes do vetor pAN7.1:
uma dessas, pRescue7, ocorreu apds a regido codificadora de um provavel
transportador do tipo MSF(msfCl); a segunda integragdo, pRescuel6, interrompeu 0
provavel gene codificador para a Fosfolipase C (plcCl);

A proteina deduzida do msfCl putativo possui dominios conservados em
outros transportadores do tipo MSF;

O mutante mut29 pode ter tido sua viruléncia reduzida devido a mutagdo no
gene plcCl,

Por meio da inativacdo génica dos genes thsCl e plcCl, sera possivel
esclarecer e confirmar a influéncia dos mesmos na viruléncia de C. lindemuthianum;

O gene msfCl é um bom candidato a gene de viruléncia, em razdo de sua
provavel funcdo no transporte de aglcar, o que poderd ser confirmado com a

inativacdo do mesmo.
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CAPITULO I

O REGULADOR TRANSCRICIONAL PacC INFLUENCIA A
PATOGENICIDADE DE Colletotrichum lindemuthianum
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1. RESUMO

O pH extracelular € um importante fator abidtico capaz de induzir a expresséo
diferencial de genes em diversos microrganismos. A cascata de sinalizacdo tem
inicio com a percepcdo do pH extracelular alcalino e termina com a ativacdo do fator
de transcricdo PacC, capaz de induzir a expressao de alguns genes em pH alcalino e
reprimir aqueles preferencialmente expressos em pH acido. Um cDNA, identificado
em um banco de EST de C. lindemuthianum, que codifica o fator de transcri¢cdo PacC
(pacCl, pacC de Colletotrichum lindemuthianum), foi seqienciado e analisado. Ele
codifica uma proteina deduzida de 581 aminoacidos. Esta proteina é denominada
PacCl e possui alta similaridade de aminoacidos com proteinas da familia de
reguladores de transcricdo PacC/Rim101 de fungos filamentosos e leveduras. A
regido N-terminal possui trés motivos Dedo de Zinco, do tipo Cys;Hys,,
caracterizados quanto a capacidade de ligacdo ao DNA e presentes em todas as
proteinas PacC/Rim101. O gene pacCl tem reduzida transcricdo em pH acido como
3,0 e 4,0, mas sua transcri¢do é ativada mediante a elevacdo do pH extracelular. O
crescimento da linhagem mutante, contendo pacCl interrompido, foi limitado em pH
alcalino e a producdo de lipase extracelular foi reduzida em relacdo a linhagem
selvagem. Além de sua importancia para o crescimento normal em pH alcalino e
producéo de lipase, pacCl é necessario a patogénese. O mutante é capaz de germinar,
desenvolver apressorios melanizados e funcionais e, conseqlientemente, penetrar o
tecido hospedeiro por meio da diferenciacdo de hifas primarias. Entretanto, este nao
foi capaz de causar maceracdo do tecido vegetal infectado, pois, ndo desenvolveu
hifas secundarias e ndo foi capaz de concluir o ciclo de reproducdo assexuada na
planta. Os transcritos de pacCl foram detectados por RT-PCR na linhagem selvagem,
18h apods a inoculacdo de plantas de feijoeiro e aumentou, progressivamente, com a
biomassa fungica durante a cinética de infeccdo. Outros dois cDNA’s, codificando
proteinas homdlogas as proteinas das familas PalA/Rim20 e PalF/Rim8 de fungos e
leveduras, também foram identificados no banco de EST. Estes resultados
demonstram que o mecanismo de regulacdo da expressao de genes mediado pelo pH
extracelular, assim como ocorre em outros fungos e leveduras, também esta presente
em C. lindemuthianum. Os resultados sugerem que PacCl é um regulador da ativacao
de genes, cuja expressdo € necessaria para o crescimento do fungo em condicGes

alcalinas, assim como para a transcricdo de genes necessarios a passagem da fase

104



biotrofica para a necrotrofica, influenciando a viruléncia de C. lindemuthiaum. A
deteccdo de genes regulados positivamente por PacCl, na transicdo da fase biotrofica
para a necrotréfica, podera auxiliar o entendimento dos mecanismos moleculares,
que levam a esta transicdo em fungos hemibiotréficos e, consequentemente, a

proposicao de estratégias para controle da doenca.
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2. INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é atacado pelo fungo filamentoso
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e Magnus) Briosi & Cavara, que ocasiona a
doenga conhecida como antracnose, podendo levar a grandes perdas na
produtividade, principalmente em regides onde as condi¢des climaticas favorecem o
crescimento e dispersdo deste fitopatdgeno. Colletotrichum lindemuthianum possui
duas fases durante o processo de infec¢do, sendo uma inicial assintomética, chamada
de fase biotrdfica, durante a qual o fitopatdgeno se estabelece no tecido hospedeiro,
seguida por uma fase destrutiva que leva a maceracdao do tecido (O Connell et al.,
1985; Latune-Dada, 2001). Inicialmente, o patégeno invade a primeira célula
hospedeira pela diferenciagdo de um apressorio melanizado, fortemente, aderido a
cuticula. Na regido de contato entre o apressorio e a cuticula, a parede dessa estrutura
¢ mais fina e possui pouco depoésito de melanina, justamente, no local que ira
diferenciar o peg de penetracdo, que rompera a camada de cuticula e a parede celular
vegetal. O peg se diferenciara em uma vesicula de infeccdo, quando atingir o lumen
da célula hospedeira. Ap6s 24h da deposicdo dos conidios sobre as folhas, hifas
primarias surgirdo a partir dessa vesicula de infeccdo e crescerdo entre a parede
celular vegetal e a plasmalema, ndo ocasionando, a morte da célula hospedeira e
caracterizando a fase biotrofica. Hifas secundarias mais finas e ramificadas do que as
hifas primarias serdo diferenciadas e, nesse estagio, as células vegetais serdo mortas,
0 que macroscopicamente coincide com o aparecimento de lesdes marron-escuras,
sintomas tipicos da antracnose que serdo visualizados quatro ou cinco dias apds a
inoculacdo. Nesta fase, 0 patdgeno nutre-se de compostos langados pelas células
mortas e pela degradacdo da parede celular pela acdo de enzimas secretadas pelas
hifas, caracterizando a fase necrotrofica.

Normalmente, a fase necrotréfica é caracterizada pela secrecdo de enzimas
relacionadas com a degradacdo da parede celular de plantas, tais como
endopoligalacturonases, pectinas liases, celulases e proteases (Cooper, 1983). Em
fungos fitopatogénicos como Colletotrichum ssp. (Wattad et al., 1997), Aspergillus
flavus (Brown et al., 1992) e Cryphonectria parasitica (Gao & Shain, 1995), essas
enzimas sdo consideradas fatores de viruléncia. Normalmente, os genes que
codificam as enzimas relacionadas com a degradagdo dos constituintes da parede

celular vegetal sofrem repressao catabélica (Cooper, 1983). Porém, outros fatores séo
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igualmente importantes no controle da expressdo das mesmas, tais como fonte de
nitrogénio, temperatura, pH e o tipo de nutricéo realizada pelo patégeno no inicio da
infeccdo (Malvessi & Silveira, 2004; Shih et al., 2000; Gomez-Gdémez et al., 2002).

O pH ambiental interfere com a patogenicidade ou viruléncia de fungos
fitopatogénicos por influenciar a secrecdo de diversas enzimas ou metabdlitos
importantes no porcesso infeccioso. Esses efeitos sdo bem evidentes no fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae (St. Leger et al.,, 1998) e em
fitpatogénicos, como: Colletotrichum gloeosporioides (Yakoby et al., 2000; Drori et
al., 2003; Kramer-Haimovich et al., 2006), Botrytis cinerea (Manteau et al., 2003) e
Colletotrichum spp. (Maccheroni et al., 2004).

A ativacdo ou a repressdo de genes, induzidas pelo pH do meio extracelular,
séo controladas pelo fator de transcrig¢do do tipo dedo de Zinco Cys,His; denominado
PacC. O gene que codifica essa proteina foi, primeiramente, isolado em A. nidulans
(Tilburn et al., 1995), mas a presenca de ortélogos tem sido descrita também em
Aspergillus niger (MacCabe et al. 1996), Fusarium oxysporum (Caracuel et al.,
2003), Sclerotinia sclerotiorum (Rollins & Dickman, 2001), Fusarium verticillioides
(Flaherty et al., 2003), Ustilago maydis (Aréchiga-Carvajal & Ruiz Herrera, 2005),
Crinipellis perniciosa (Gilvan Ferreira — comunicacdo pessoal) e nas leveduras
Yarrowia lipolytica (Lambert et al., 1997) e Candida albicans (Ramon et al., 1999),
nas quais a proteina recebe o nome de Rim101.

Em ambientes alcalinos, PacC ligando-se a sequéncia consenso
5’GCCARG3’, presente em promotores de genes cuja transcricdo ocorre
preferencialmente e,ou exclusivamente em pH alcalino (denominados neste trabalho
como genes alcalinos), funciona como um ativador da transcricdo dos mesmos,
inclusive do seu proprio gene. Em pH alcalino, a transcricdo de genes, cujas
proteinas sdo funcionais em pH A&cidos (chamados de genes &cidos), torna-se
dispendiosa para a célula. A proteina PacC também liga-se aos promotores dos genes
acidos, que apresentam a seqliéncia de ligagdo deste fator de transcrigdo na regido de
seus promotores inibindo a sua transcricdo por competicdo com os ativadores
transcricionais especificos desses genes.

Obviamente, as células necessitam de uma via de transducdo de sinal, que
seja capaz de perceber as variagdes de pH externo e, consequentemente, ativar a
proteina PacC. Em A. nidulans, seis genes sdo responsaveis pela cascata de

sinalizacdo ativada por pH, os quais, foram denominados como palA, palB, palC,
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palF, palH e pall (Arst & Penalva, 2003). A funcéo da proteina PalC ainda nédo foi
determinada; no entanto, seu papel na via de sinaliza¢do é indiscutivel devido ao
fendtipo apresentado pelos mutantes obtidos. PalH e Pall sdo proteinas com sete e
quatro dominios transmembranas, respectivamente. PalH é, possivelmente, o sensor
da variacdao do pH extracelular (Negrete-Urtasun et al., 1997; Herranz et al., 2005),
sendo que, neste processo, possivelmente ele seja auxiliado pela proteina Pall
(Pefialva & Arst, 2004, Herranz et al., 2005). PalF é uma proteina da familia das
arrestinas, contendo dois desses dominios, que interagem com a regido C-terminal de
PalH (Herranz et al., 2005). Em pH alcalino, a interacdo de PalH com PalF é
favorecida, acarretando sua fosforilagcdo e ubiquitinacdo independente de PalA, PalB
e PalC. Existem algumas evidéncias que PalF fosforilado e ubiquitinado estaria
envolvido com trafico de vesiculas endociticas.

PalA liga-se a regido C-terminal de PacC, por meio de dois motivos
YPX(L/I) presentes em PacC e que ladeiam o sitio de sinalizacdo da protease,
requerido para a primeira clivagem de PacC. Esta etapa de ligacdo PalA/PacC,
dependente de pH alcalino, permite a acdo de PalB no sitio de sinalizagdo da
protease. PalB é uma protease cisteina, que remove cerca de 180 residuos de
aminoacidos da regido C-terminal de PacC, originando uma forma denominado como
aberta PacC™, contendo aproximadamente 500 aminoécidos e uma massa molecular
de 53 kDa. Um segundo processamento proteolitico, independente de PalB e do pH,
ocorre na regido C-terminal de PacC™, resultando um peptideo menor, com massa
molecular 27 kDa, contendo 252 a 254 aminoacidos, chamado PacC?. Tanto
PacC>quanto PacC?’ sdo encontrados no nicleo da célula, mas somente a forma
PacC?’ é funcional (Fernandez-Martinez et al., 2003).

MutagOes no gene pacC interferem em diferentes processos celulares, tais
como conidiacdo, sistema de reproducdo, filamentacdo, producdo de enzimas,
resisténcia a estresses ambientais e patogenicidade (Tilburn et al., 1995, MacCabe et
al., 1996; Aréchiga-Carvajal et al., 2005).

Quando analisamos a influéncia de PacC/Rim101 na patogenicidade ou
viruléncia em diferentes fungos e leveduras patogénicos podemos concluir que o
papel dessa familia de fator de transcricdo € espécie-especifica. Os fendtipos
observados podem ser agrupados em trés conjuntos. No primeiro grupo, estariam
reunidos os fungos e leveduras nas quais genes de viruléncia ndo estdo sob o controle

do fator de transcricdo PacC/Rim101, como é o caso de U. maydis (Aréchiga-
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Carvajal et al., 2005). O segundo grupo reuniria organismos cujos fatores de
viruléncia sao ativados pelo fator de transcricdo PacC/Rim101, como A. nidulans
(Bignell et al., 2005), S. sclerotiorum (Rollins & Dickman, 2001; Rollins, 2003) e C.
albicans (Davis et al., 2000). O terceiro grupo seria formado por espécies, nas quais
PacC/Rim101 atuaria como um repressor de genes de viruléncia, conforme
observado em F. oxysporum (Caracuel et al., 2003).

Neste trabalho, foram identificados genes ort6logos aos genes pacC/RIM101,
palA e palF num banco de EST de C. lindemuthianum. Foi demonstrado que o gene
pacCl é expresso, preferencialmente, em meios com valores de pH mais elevados. O
seu papel na viruléncia e na expressdo de possiveis fatores de viruléncia, foi
determinado, por meio da analise de uma linhagem mutante nula para o gene pacCl.
Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que PacC é um ativador transcricional
necessario para a total viruléncia de C. lindemuthianum, pois ele ativa genes

importantes durante a infec¢cdo para a colonizacéo eficiente do hospedeiro.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismos e condicdes de cultivo

O fungo C. lindemuthianum, isolado UPS9, foi utilizado como linhagem
selvagem em todos os experimentos. A cultivar de feijoeiro susceptivel La Victoire
foi usada nos experimentos de patogenicidade e a cultivar resistente Jalo foi usada,
juntamente com La Victoire, para medida do pH apoplastico nas folhas de feijoeiro.
Transformantes foram obtidos a partir da transformacéo do isolado UPS9 e mantidos
a temperatura de 21°C em meio agar-malte, conforme descrito em Parisot et al.
(2002).

O crescimento radial nos valores de pH 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 foi determinado
pela medida do didmetro da colbnia, crescendo em meio MS3 (MgSO,.7H,0 2,5¢;
KH,PO,4 2,7g; peptona 1g; extrato de levedura 1g; sacarose; agar 159 10g L™)
tamponado com tampédo fosfato de sodio-acido citrico (50 mM). Placas de Petri
foram inoculadas no centro com discos de 7 mm, retirados da margem da colénia das
linhagens de interesse que cresciam em meio MS3, e mantidas a 21°C. Duas medidas
do diametro foram obtidas em intervalos de dois dias. Cinco repeti¢cGes foram feitas,
para cada valor de pH e o experimento foi repetido trés vezes.

Para a extracdo de DNA total e RNA total, os conidios foram inoculados em
meio MS3 liquido (tamponado, quando necessario) mantido a 23°C, durante 48h com
rotacdo de 150 rpm. Apoés o crescimento, o pH do meio de cultura foi medido e o
micélio foi lavado em agua destilada, congelado em nitrogénio liquido e mantido a —
80°C.

3.2. Extracédo de acidos nucléicos

Plasmideos, propagados em E. coli DH5a, foram extraidos, utilizando-se o
kit QlAprep Spin (Qiagen, Hilden, Alemanha). A extracdo do DNA total de C.
lindemuthianum foi realizada conforme descrito por Specht et al. (1982).

O RNA total foi extraido do micélio usando-se o reagente Extract-All
(Eurobio, Lés Ulis, Franca). O RNA total das folhas de feijoeiro, inoculadas com o
isolado UPS9, foi obtido empregando-se o método de extracdo com fenol quente.
Quatro folhas foram maceradas com o auxilio de nitrogénio liquido até obtencédo de
um po fino. O tecido vegetal macerado foi, entdo, transferido para um tubo contendo
5 mL de tampéo de extracdo (Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM; LiCl 100 mM; EDTA 10
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mM e SDS 1%) e 5 mL de fenol pre-aquecido a 80°C. Apds homogenizacao, 5 mL
de cloroférmio/alcool isoamilico (24/1 vol/vol) foi adicionado ao tubo de ensaio.
Apos 15 min de centrifugacdo a 9250 g, a fase aquosa foi removida e um volume de
LiCl 4 M foi adicionado. Ap6s 10 min em incubacéo a -70°C, o RNA foi recuperado
por centrifugacdo a 9250g durante 15 min. O RNA precipitado foi redissolvido em 1

mL de agua tratada com DEPC e quantificado por espectrofotometria.

3.3. Isolamento dos clones de cDNA

Os clones de cDNA, obtidos no vetor pBK-CMV (Stratagene), foram
provenientes de uma biblioteca de cDNA contendo os terminais 5’ seqlenciados.
Essa biblioteca foi obtida a partir do micélio de Colletotrichum lindemuthianum
crescido em meio liquido, com caréncia de nitrogénio, construida pelo laboratério
LLPM do Instituto de Biotecnologia de Plantas da Universidade Paris XI, Franga
(Dufresne, 1997). A confirmacdo dos clones foi realizada por meio de

sequenciamento dos clones previamente selecionados.

3.4. Construcao do vetor de inativacéo

Produtos de amplificacdo obtidos por PCR do DNA genémico e RT-PCR do
RNA total de C. lindemuthianum com o par de oligosnucleotideos Opacl/Opac3
(Tabela 1) foram clonados no vetor TOPO® TA cloning (Invitrogen), segundo as
instrucbes do fabricante, resultando nos plasmideos pPacgen e pPacrt,
respectivamente. Esses plasmideos foram sequienciados posteriormente.

Um fragmento de DNA resultante da clivagem do cDNA com EcoRI foi
subclonado no vetor pBluescript Il KS+ (Stratagene®), originando o plasmideo
denominado pBSKpac. Esse plasmideo foi usado na construcdo do vetor de
inativaco, utilizando-se o sistema de mutagenese GPS™-M (New England Biolabs).
Este sistema permite inserir um elemento transponivel, denominado “transprimer” e
presente no vetor doador, em uma sequéncia de DNA-alvo pela transposicao in vitro.
Utilizou-se como doador, o plasmideo pGPS3.Hygro-Amp (gentilmente cedido por
Marc-Henri Lebrun - CNRS Bayer Cropscience), que contém o gene de resisténcia a
higromicina e canamicina dentro da sequéncia do transposon. A reacdo de

S™._M. Foram misturados

transposicao foi feita, de acordo com o protocolo do kit GP
40 ng do vetor doador pGPS3.Hygro-Amp e 60 ng do receptor pBSKpac juntamente

com a transposase TnsABC. Ap0s a reacdo de transposi¢éo, a enzima de restricdo PI-
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Scel foi utilizada para destruicdo do vetor doador. Os produtos da reacdo de
transposicdo foram utilizados para transformar células ultracompetentes de E. coli
DH5a (Invitrogen), posteriormente semeadas em meio contendo canamicina. Clones
de interesse foram selecionados por PCR com os conjuntos de oligonucleotideos
Opacl/N e Opacl/S (Tabela 1) e confirmados, empregando-se o conjunto de
oligonucleotideos Opacl/Opac2 (Tabela 1) com as condi¢Ges sugeridas pelo
fabricante do kit GPS™-M. Dessa selecdo obteve-se o plasmideo pBKSpac::hph2
que, posteriormente, foi utilizado para interrupcdo do gene pacCl em C.
lindemuthianum. Determinou-se o local de insercdo do transposon, que foi
empregado na construgdo do vetor de inativacdo nos clones selecionados, utilizando-

se os oligonucleotidoes N e S (Tabela 1) para o segiienciamento.

3.5. Obtencéo dos mutantes pacC1l’

O vetor construido neste trabalho, pBKSpac::hph2, que contém o gene que
confere resisténcia a higromicina, interrompendo um fragmento do cDNA do gene
pacCl, foi utilizado nos experimentos de transformacdo da linhagem UPS9 de C.
lindemuthianum. O micélio, crescido em GPYECH (Ansari et al., 2004).liquido
durante 48 h, foi lavado e colocado em Erlemmeyer de 100 mL, contendo 20 mL de
glucanex 10mg/mL em tampdo fosfato 10 mM, contendo KCI 0,8 mol/L como
estabilizador osmotico. Os protoplastos obtidos foram lavados 3x em solugdo STC
(sorbitol 1 mol/L, CaCl, 50 mM em tampé&o TrisHCI 10 mM). Ao final das lavagens,
os protoplastos foram ressuspendidos em STC & concentracdo de 1 x 10°
protoplastos/mL. Em um tubo, foram adicionados 200 pL da suspensdo de
protoplastos, 5 pg do vetor pAN7.1 e 50 puL de PEG 6000 60% em STC e, em
seguida, o tubo foi mantido no gelo. Apds 20 min, foram acrescentados 500 pL da
solucdo de PEG 6000, mantendo-se o tudo a temperatura ambiente durante 20 min.
Ao final desse periodo, os protoplastos foram plaqueados em meio BDA, contendo
sacarose 0,56 mol/L como estabilizador osmotico. Apds 48 h de regeneracdo dos
protoplastos, uma nova camada de meio BDA contendo higromicina 100 pg/mL foi
adicionada as placas de Petri. Os micélios transformantes resistentes a higromicina
foram transferidos para novo meio de cultivo contendo 50 pg/mL de higromicina,
sendo, posteriormente, purificados por isolamento monospdérico. A estabilidade da
resisténcia foi testada, transferindo-se, repetidamente, o transformante para meio ndo

seletivo e passando, posteriormente, para meio seletivo contendo higromicina.
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3.6. Testes de patogenicidade

Plantas de feijdo comum (Phaseolus vulgaris) cv. La Victoire foram
utilizadas como cultivar suscetivel, nos ensaios de patogenicidade. As sementes
foram germinadas e as plantulas de feijoeiro foram mantidas em camara de
crescimento durante sete dias. A superficie das folhas cotiledonares excisadas foi
inoculada com uma suspenséo 1 x 10° conidios/mL. Essas folhas foram mantidas em
placas de Petri contendo discos de filtro de papel embebidos em agua, sendo, entéo,
incubadas a 19°C em camara de luz com 8 h de escuro e 16 h de luz (166 pE.s™*.m?).
Seis folhas foram utilizadas para cada linhagem transformante testada. Os sintomas
foram observados cinco a sete dias ap0s a inoculacdo. Os isolados que demonstraram
reducdo na viruléncia ou perda de patogenicidade, foram posteriormente inoculados
em plantas mantidas em casa de vegetacdo, para confirmacdo do fendtipo. Para a
observagdo microscépica da cinética de infeccdo, hipocotilos excisados de feijoeiro
foram inoculados com 10uL da mesma suspensdo de conidios e mantidos sob as

mesmas condic¢Ges de luminosidade, umidade e temperatura.

3.7. Observacao do processo infeccioso por microscopia de fluorescéncia

O tecido epidermal dos hipocotilos foi destacado com auxilio de um estilete,
clarificado duas vezes durante 10 min em KOH 1M a 70°C e montado em K;HPO,
67 mM pH 9,0, contendo azul de anilina 0,1%. As observacGes foram obtidas por
meio de microscopia de epifluorescéncia em microscopio Axioskop (utilizando-se 0s
filtros BP365, FT 395, LP397 com luz UV no comprimento de onda de 340 a 380
nm) (Zeiss, Oberkochen, Alemanha) e as fotografias digitais foram registradas com o

auxilio de camara de video (Sony, Kdélen, Alemanha) acoplada ao computador.

3.8. Sequienciamento de DNA e analise das sequéncias

O DNA foi seqiienciado, adotando-se o procedimento de terminacdo de
cadeia por dideoxinucleotideos (Sanger et al., 1977), usando o kit ''Sequencing
(Phamrmacia Biotech S.A., Saint Quentin-en-Yvelines, Roissy, France) ou o kit ABI
PRISM (Perkin Elmer, Roissy, France) e diferentes oligonucleotideos iniciadores
(Tabela 1).

A busca por sequéncias homologas foi realizada no banco de dados do

National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) via
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programas BlastX e BlastP (Altschul et al., 1997). A traducdo de sequéncias foi
realizada no programa Bioedit (Hall, 1999). Com o auxilio do ClustalW (Thompson
et al.,, 1994) foi possivel obter os alinhamentos de sequéncas nucleotidicas e
polipepitidicas, que foram, entdo, formatadas pelo programa Bioedit. Pesquisas por
dominios conservados nas sequiéncias polipeptidicas foram feitas no site Pfam
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/), disponibilizado pelo Instituto Sanger
(http://www.sanger.ac.uk/) e pelo programa PSORT I
(http://psort.nibb.ac.jp/form2.html). Arvores filogenéticas foram obtidas por meio do

programa MEGA3 (Kumar et al., 2004), utilizando-se sequéncias depositadas no

GenBank (Numero de acesso nos resultados).

3.9. Analise da transcricao por meio de RT-PCR

Para estudar a transcricdo dos genes pacCl e clgpd (Dufresne et al., 1998)
durante o crescimento do fungo in planta e in vitro, foram realizados experimentos
de RT-PCR. A primeira fita de cDNA e a amplificacdo da mesma em moléculas de
DNA foram obtidas com o Kit SuperScript™ Il One-Step System with Platinum®
Tag DNA Polymerase (INVITROGEN). As seqliéncias dos oligonucleotideos,
utilizados em cada experimento de RT-PCR, estdo representadas na Tabela 1. Os
pares de oligos Opacl/Opac2 e Ogpd1/Ogpd2 foram utilizados para detec¢do dos
transcritos pacCl e clgpd, respectivamente. Foram utilizados 100 ng de RNA total,
tratados com DNAase, como matriz para a sintese do cDNA em todos o0s
experimentos de RT-PCR. A sintese da primeira fita de DNA foi realizada, segundo
instrucdes do fabricante. A amplificacdo dessa fita foi feita com as seguintes
condigdes: 30 ciclos com desnaturagdo a 94°C durante 15s, anelamento a 50°C
durante 30s e extensdo a 68°C durante 1 min. No final, um passo de extenséo a 68°C
durante 5 min foi realizado. Para verificar a transcricdo do gene palACl, os
oligonucleotideos Ortpalal/Ortpala2 foram utilizados no RT-PCR com as mesmas

condigdes de amplificacdo para pacCl.
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados em experimentos de
seqlienciamento e RT-PCR.

Oligonucleotidio Sequéncia (5* —37)

R GCAGGCATGCAAGCTTGGCACTGGC
F CGTGCACGAAGACGGGGGTTCCC
N ACTTTATTGTCATAGTTTAGATCTATTTTG
S ATTAATCCTTAAAAACTCCATTTCCACCCCT
Opacl AAGCGCCCCCAGGACTTGAAGAAGC
Opac2 CTCAAAGATGATGGGCGACCTGGGC
Opac3 CGACGCTTAGCGTGGGCGAAGAAGT
Ogpd1 CGCTGTCGAGCACCCCGACG
Ogpd2 GCCTTGGCCTTGTCGATGGTGG
Ohph3 GAGATGCAATAGGTCAGGCTCTCGCTG
Ohph4 AAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGC
Ortpalal GCCAACATGGCAGTTTCCAAGGTGC
Ortpala2 CGAGAGCTTGCAGTGAGCCGGGCAGG
Opala3 CTGCCCCACAGCTTGGTGCATCA
Opala4 CAGCGGGTCAACCGCGAGT
Opalf2 CGACAAGGCCGCCCTCGCCGA

3.10. Deteccéo dos transcritos por Northern Blot

Amostras contendo 20 g de RNA foram separadas por eletroforese em gel
de agarose, contendo formaldeido e eluidos para membrana de nylon N* (Amersham
Franca AS, Les Ulis, Franca) por capilaridade (Sambrook et al., 1989). Hibridizactes
foram feitas, como previamente descritas (Dufresne et al., 1998). Fragmento do gene
pacCl, obtido por PCR com o conjunto de oligonucleotideos Opacl/Opac2 (Tabela
1), foi utilizado como sonda. Para o gene clgpd, o produto de PCR obtido com os
oligonucleotideos Ogpd1/Ogpd2 foi marcado e utilizado com sonda. As sondas
foram marcadas com *P, utilizando-se o kit de marcacdo de DNA Ready-To-Go

(Pharmachia Biotech S.A., Saint Quentin-en-Yvelines, Francga).
3.11. Influéncia do pacCl na producéo e secrecao de lipase

Ensaios foram feitos em meio sélido, contendo 1,5% de agar ou meio liquido
(peptona, 10g; NaCl, 5g, CaCl,.2H,0, 0,1, tween 20, 10mL, H,O 100mL). O corante
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bromocresol parpuro (25 mg/L) foi utilizado, somente, em meio sélido. Placas foram
inoculadas, no centro, com discos de 7 mm retirados da margem da colénia,
crescendo em meio M3S, e mantidas a 21°C. Apds sete dias, as placas foram
colocadas em geladeira para evidenciar o halo, contendo sais de Ca*? precipitado. A
atividade enzimatica foi estimada, utulizando-se um indice enzimatico (I) que
expressa a relacédo entre o diametro médio do halo e o diametro médio da coldnia.
Meio de cultura liquido foi utilizado para medir a quantidade de lipase,
produzida pelas linhagens de C. lindemuthianum. Frascos contendo 50 mL de meio
de cultura foram inoculados com 1 mL de uma suspenséo de conidios, contendo 10’
conidios/mL, mantidos sob agitacdo de 150 rpm, a temperatura de 21°C. Apds 8 dias,
0 sobrenadante da cultura foi retirado e a quantidade de lipase foi estimada,

utilizando-se o kit de dosagem de lipase do laboratério Bioclin.

3.12. Medida do pH apoplastico na folhas de feijoeiro da cultivar
susceptivel La Victoire e da cultivar resistente Jalo

Para cada experimento, 10 folhas foram utilizadas. Essas folhas foram
completamente imersas em Béquer, contendo 100 mL de agua milliQ. O Béquer
contendo as folhas foi mantido sob vacuo e, apoés 15 min, o vacuo foi desfeito
lentamente, para propiciar infiltracdo no apoplasto. Em seguida, o excesso de agua
superficial foi retirado das folhas. Seringas foram preenchidas com essas folhas e
colocadas em tubos falcon. O liquido obtido, apés 5 min de centrifugagédo a 4000 g.

foi coletado e o pH medido em pHmetro.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise do cDNA do pacCl

Apds uma pesquisa nos dados de seqliéncias 5° de cDNA, contidas no banco
de EST, selecionou-se o clone identificado como UPA1P4 B1l BKR. O
sequenciamento completo deste clone foi realizado, utilizando-se 0s
oligonucleotideos F, R, Opacl, Opac2 e Opac3 (Tabela 1). Uma sequiéncia de 2.486
pb foi obtida e uma ORF de 1.746 pb foi identificada e traduzida em um polipeptideo
putativo de 581 aminoacidos (aa’s) (Figura 1). Esta proteina possui ponto isoelétrico
(p!) tedrico de 9,1 e 64,11 kDa de massa molecular. Dois introns foram identificados
a partir do seqlienciamento do fragmento de PCR, amplificado a partir do DNA
gendmico, utilizando-se os oligonucleotideos Opacl e Opac2 (Figura 1).

A sequéncia primaria de aminoacidos tem alta similaridade com o grupo de
proteinas da familia de fatores de transcricdo PacC/Rim101, identificados em A.
nidulans (Tilburn et al., 1995), A. niger (MacCabe et al., 1996), F. oxysporium
(Caracuel et al., 2003), S. scleotiorum (Rollins & Dickman, 2001), Y. lipolytica
(Lambert et al., 1997) e C. albicans (Ramon et al., 1999). A maior identidade (83%)
e similaridade (87%) de aminoacidos desta sequéncia foi com a proteina PacC/RIM1
de Glomerella acuntata (ABL96218.1). A proteina de C. lindemuthianum foi
nomeada PacCl e seu gene codificador como pacCl (Colletotrichum
lindemuthiaanum-pacC).

O codon de iniciacdo-ATG esta presente na seqiiéncia 5’CACCATGTC3’,
similar aquela no inicio da traducdo em outros fungos filamentosos (Gurr et al.,
1987) e inclui o importante residuo -3 A da seqliéncia consenso de Kozak
(CAMMATGNC) (Kozak, 1984). Em eucariotos, 0 complexo protéico responsavel
pela poliadenilacdo reconhece o elemento AAUAAA no RNAm (revisado por
Shatkin & Manley, 2000). Esta seqiiéncia ndo foi detectada na regido 3’ néo
codificadora do pacCl, mas seqiéncias situadas a +202 (AAATA) e +93
(TTTCACAGC) do codon de parada possuem similaridade com elementos de
poliadenilacdo, descritos para outros fungos (Ballance, 1986). Outras sete
seqliéncias, relacionadas ao término da tradugdo, foram detectadas nas posi¢oes +10,
+28, +194, +222, +282, +308 e +340 (Figura 1) (Unkles, 1992). O gene pacCl
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possui, no minimo, dois introns identificados a partir da analise da seqiiéncia do
fragmento de PCR, obtido da amplificacdo do DNA gendmico.

O que caracteriza a familia de proteinas PacC/Rim101 como fator
transcricional é a presenga de trés motivos, denominados Dedo de Zinco (DZ), na
regiao N-terminal (Jr Arst & Penalva, 2003). A proteina deduzida de 581
aminoacidos possui este dominio (Figura 2). A presenca do dominio DZ é
fundamental para a atividade desta enzima. Este dominio tem, como funcdo,
reconhecer e ligar-se a seqliéncias especificas de nucleotideos, presentes na regido
promotora de diferentes genes, atuando tanto como ativador quanto repressor da
transcricdo dos mesmos de forma pH-dependente (Espeso & Arst, 2000; Fernandez-
Martinez et al., 2003). Em A. nidulans, PacC liga-se especificamente a genes, que
apresentam a sequéncia consenso 5’GCCARG3’, com uma preferéncia para T na
posicao -1, nos seus promotores (Tilburn et al., 1995; Espeso & Arst, 2000).

De acordo com caracteristicas estruturais deste dominio, os trés DZ presentes
no N-terminal de PacCl sdo do tipo Cys,His,, e foram nomeados de cIDZ1, cIDZ2 e
clDZ3. Dedos de Zinco do tipo Cys,His, possuem a seqiiéncia consenso CXo.
4CX12HX35H conservada (Jacobs, 1992), em que C e H representam os residuos de
cisteina e histina, respectivamente e X representa qualquer aminoacido (Figura 2).

O alinhamento de aminoacidos da regido correspondente ao DZ demonstra
que esta regido €, altamente, conservada na familia PacC/Rim101, principalmente
entre 0s ascomicetos do grupo Pezizomicotina (Figura 3). As regides, que separam
DZ1 de DZ2 e DZ3 de DZ4, sdo conservadas em todos os ascomicetos filamentosos
analisados no alinhamento, exceto a substituicdo de prolina conservada na posicdo 68
por leucina na proteina PacC de Aspergillus parasiticus. Em A. nidulans, a
substituicdo deste residuo de prolina por leucina reduz a capacidade do DZ de ligar-
se a0 DNA, assim como outras substituicdes resultam em alteracéo na estabilidade da
proteina, na capacidade de liga-se ao DNA, ou mesmo na localiza¢do nuclear de
PacC (Fernandez-Martinez et al., 2003). Determinou-se, por meio de substituicOes,
que 17 residuos na regido dos trés DZ sdo importantes para a funcionalidade do
dominio DZ em PacC de A. nidulans (Espeso et al., 1997; Fernandez-Martinez et al.,
2003). Verificando o alinhamento desta regido, observa-se a conservacdo de 11
desses residuos em diferentes fungos filamentosos e leveduras, sendo que 15 foram
conservados quando foi comparado apenas o grupo Pezizomicotina (Figura 3). O

espacamento entre os residuos de Cys-Cys e His-His em PacCl, assim como nas
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demais proteinas alinhadas, é conservado no consenso (clDZ1:C,C, H4H; clDZ2:
C4C, HzH e cIDZ3: C,C, HzH) (Figura 3).

O motivo DZ1 apresentou menor conservacdo dos residuos de aminoacidos
que os demais dedos de zinco (Figura 3). Na proteina PacC de A. nidulans, DZ1 néo
participa da ligacdo ao DNA, mas contribui para a estrutura funcional do mesmo,
estabilizando DZ2 (Fernandez-Martinez et al., 2003). O cIDZ1 possui o residuo de
triptofano (W) na posicdo C3 (numerado a partir do primeiro residuo de Cys), que
pode estabelecer uma interacdo hidrofébica com outro residuo W na posicao
equivalente no clDZ2, de forma a estabilizar este dominio. A presenca dos residuos
W e a conservacdo de sua localizacdo em diferentes proteinas PacC/Rim101
evidencia a importancia de sua funcao (Figura 3).

Ao contrério do primeiro dedo de zinco, DZ2 e DZ3 sdo necessarios para a
ligacdo, reconhecimento e localizagdo nuclear da proteina PacC de A. nidulans. Os
aminoacidos presentes nos motivos de alfa hélice destes dois dedos de zinco séo os
principais responsaveis pela especificidade de reconhecimento da seqiiéncia de DNA
(Fernandez-Martinez et al., 2003). Mutagénese sitio direcionada em A. nidulans
demonstrou a importancia da histidina no DZ2 e nos residuos de glutamina e lisina
no DZ3, para a ligacdo e reconhecimento da seqiiéncia 5’GCCARG3’de DNA
(Espeso et al., 1997).

A sequéncia de aminoéacidos no DZ3 ¢, completamente, conservada (Figura
3). Este dedo de zinco em PacC de A. nidulans possui um motivo de localizagdo
nuclear, tipicamente, monopartido na sua regido de alfa helice, cuja seqiiéncia
consenso na familia PacC/Rim101 ¢ KKH(V/L)KT (Figura 3). Apos a anélise do
alinhamento, pode-se concluir que, entre os Pezizomicotina, a estrutura primaria
deste motivo é conservada em todas as proteinas PacC, diferentemente do observado
nas sequéncias de leveduras e basidiomicetos. Esse motivo € suficiente para
direcionar a PacC?’ para o nicleo das células, sendo que o residuo de lisina presente
no mesmo €, altamente, necessario a sua funcdo (Fernandez-Martinez et al., 2003).
Apesar dos residuos de histidina e fenilalanina estarem em outras regiées do DZ3,
eles contribuem para a estabilizacdo estrutural necessaria a funcionalidade do motivo
NLS presente na alfa hélice (Fernandez-Martinez et al., 2003). A alfa hélice do DZ3
possui sequéncias de aminoacidos, que se sobrepdem e realizam fungdes diferentes,

uma relacionada ao reconhecimento e ligacdo a cis elementos especificos nos
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promotores, enquanto a segunda direciona a protefna processada, PacC®’, para o
interior do nucleo.

O alinhamento de toda a sequéncia de proteinas PacC/Rim101 demonstra,
claramente, regiGes conservadas, além do dominio DZ (Figura 4). As regibes
denominadas A, B e C sdo funcionalmente importantes, pois, interagem
intramolecularmente, evitando o processamento dependente de pH de PacC (Espeso
& Arst, 2000). A regido de sinalizacdo da protease (SP) é necessaria para a correta
clivagem, provavelmente, realizada pela proteina PalB na estrutura de PacC'?,
originando a forma PacC™, passivel de ser processada por uma segunda clivagem
proteolitica independente de pH e ndo catalisada por PalB (Diez et al., 2002). E
encontrada uma quarta regido denominada X, localizada entre as regides B e SP e
presente na regido C-terminal, mas ndo h& relatos de sua fungdo nas proteinas
PacC/Rim101. Estas regides sdo conservadas, apenas, nos fungos Pezizomicotina,
havendo pouca similaridade ou identidade nos Basidiomicetos e Leveduras.

Outros dois provaveis motivos de localizagdo nuclear (NLS), do tipo
bipartido, foram encontrados em PacCl por meio do programa PSORT Il (Figura.2).
O sinal de localizacdo nuclear bipartido é caracterizado por um conjunto de
aminoacidos basicos separados por, aproximadamente, 10 residuos de um segundo
conjunto, composto por trés residuos basicos, pelo menos, cuja seqiiéncia consenso é
(K/R)2—X10-12—~(K/R)3 (Nigg, 1997). O primeiro motivo bipartido identificado foi
KRAFDMVDDFFAHAKRR, localizado na regido conservada A (Figura 4). PacC
de A. nidulans possui 0 motivo KKRGYDALNEFFGDLKRR na mesma regido e,
possivelmente, é funcional na forma PacC® (Fernandez-Martinez at al., 2003).

O segundo motivo RRLSGTQLDSNERRR, provavelmente, ndo esta
envolvido com o transporte da proteina para o nucleo. Ele esta presente no sitio de
sinalizacdo de clivagem da protease em PacC’® (Figura 2 — caixa cinza SP). Na
seqiéncia de Pac®, portanto, esse motivo é eliminado apés a clivagem pela protease
PalB. Ap6s o processamento de Pac® pela segunda clivagem proteolitica, o0 NLS1 é
eliminado, resultando na forma funcional Pac®’.

Assim como PacC de A. nidulans (Tilburn et al., 1995) e outras proteinas que
ligam-se ao DNA, PacCl contém varios motivos consenso (S/T)PXX, que medeiam a
interacdo proteina-DNA (Suzuki, 1989), sendo 11 motivos SPXX e 4 TPXX (Figura
2).
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Foram encontrados em PacCl, similarmente a PacC de A. nidulans, dois
motivos, YPNL e YPIL, que interagem com proteina PalA (Figura 2) (Vincent, et
al., 2003). O primeiro motivo em PacCl esta inserido em uma regido MYPNLP,
capaz de ser reconhecida por outras proteinas com dominios SH3. PalA de A.
nidulans liga-se aos dois motivos YPX(L/I) que flanqueiam a regido de sinalizagédo
da protease em PacC'?, sendo essa ligacdo requerida para a reacéo de clivagem por
protease, originando a forma PacC® (Vincent et al., 2003). Motivos de ligagdo a
proteinas com dominio SH3 foram encontrados, sobrepondo-se aos dois motivos
YPX(L/l) de PacCl (Figura 2). Em todos os Ascomicetos filamentosos, esta
sobreposicdo ocorre, somente, no primeiro dominio de ligacdo a PalA (Figura 4).
Vincent et al. (2003) sugere que a ligacdo de PalA nos seus sitios antagoniza a
ligacdo de uma proteina, que contenha um motivo SH3 e que atue, negativamente,
sobre PacC.

Os dominios conservados na proteina deduzida PacCl indicam, fortemente,
que a mesma777 é homologa as proteinas PacC/Riml101 e, portanto, C.
lindemuthianum é capaz de regular a expressdo de genes, mediada pelo pH, de forma
similar ao que ocorre em outros organismos ja estudados, como A. nidulans, por
meio da proteina PacC(Arst & Penalva, 2003).

Uma arvore filogenética, que relaciona PacCl as demais proteinas ortélogas,
presentes nos diferentes fungos e leveduras, foi construida por meio do método do
Vizinho mais Proximo (Figura 5). A &arvore reuniu 0S 0rganismos em grupos,
filogeneticammente relacionados ao nivel de Classe e até mesmo em Ordem. PacCl
estd, filogeneticamnete, relacionada as proteinas PacC dos fungos da Classe
Soradiomicetos. Os fungos Pezizomicotina foram agrupados no mesmo ramo e,
conforme observado no alinhamento, as proteinas PacC desses fungos possuem

regides bem conservadas, além do DZ.
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H 1 R vV H Vv P L K P H K C E F
Opacl >

TGC GGC AAG TCC TTC AAG CGC CCC CAG GAC TTG AAG AAG CAT GTC
cC G K S F K R P Q D L K K H V

AAG gtattcagacctcgcaacccaaccctccgeccccagacagtcgactgacctactccag
K

ACC CAC GCC GAC GAC TCT GTC CTC GTC CGA TCC CCC CAG GAC CAG GGC
T H A D D S V L V R S P Q D Q G

ATG AAC GGC TAT CGG GCG CAG CCT GGC AAG gtatgtccagctcacaattt
M N G Y R A Q P G K

gcgcatccaaaggtcctctcgttttctcccaaccagaggctaatgtgectecag

GCT TCT TCT AGC TAC TAT GAT CAT AAT GGC CAC ATG AGG ACT AAC
A S S S Y Y D H N G H M R T N

TCG GCC GCC TTC GCG CAC CAG GCT GGG CAT GCT AGC TAC TAT GCA
S A A F A H Q A G H A S Y Y A

CCC CAA CCA TCT ACA AAC TAT GGA CTG TAC TTC AAC CAA CAA CCC
P Q P S T N Y G L Y F N Q Q P

TTG AAC CCT CCC CGA TCC GAG TAC ATT GGC CAC CAC GGC GGC TAC
L N P P R S E Y 1 G H H G G Y

GAC AAC CGC GCC AAA CGC GCC TTC GAC ATG GTC GAC GAC TTC TTC
D N R A K R A F D M V D D F F
Opac3

GCC CAC GCT AAG CGT CGC CAG GTC GAC CCC ACC TCC TAC CAG CAG
A H A K R R Q VvV D P T S Y Q Q

GTC GGC CGT TCT CTT CTC CCT CTT CAC GGC GCT CTC GGC CTC CAC
v 6 R § L L P L H G A L G L H

ACC GGC CCC ATG CCC GGC TCC GAC TAC ATG GCC GCC CCC CCT CAG
T G P M p G § D Y M A A P P Q

CAG CAC CCA CAC CAC CAG CAC GTC GGC CAC GGT CCC TCT GGT CCC
Q H P H H Q H V G H G P S G P

GGC CCC CTC ACC CAG CAG TAC TAC CTG CCG CCC ATG CCC AAC GcCC
G P L T Q Q Y Y L P P M P N A

CGC ACC AAG AAC GAC CTC ATC CAG ATC GAC CAG ATC CTC GAG CAG
R T K N D L I Q 1 D Q 1 L E Q
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1296  ATG CAG AGT ACC GTC TAC GAG AAC GCC AAC CAG GCC ACG CAT GGC

320 M Q S T V Y E N A N Q A T H G
1341  ATC CAC ATC CAC GGC CAG AAC ACC TTT GAC CTG CGC CAT AGC ccC
335 | H | H G Q N T F D L R H S P
1386  TCG CCA CCC GGC GGC CAC AGA GGA TCC ATC GCC GGT ATG TCG GTC
350 S P P G G H R G S 1 A G M S Vv
1431  AAC AAC GAC GGC TAC GGC GCC GTG TCT GCC GCA CAC ATG GCC TCG
365 N N D G Y G A VvV S A A H M A S
1476  CCG CTC ACC GCC ATC TCC TCC ACC GGT ACC CCC GCC GTC ACT CCT
380 P L T A 1 s s T 66 T P A V T P
1521 CCC TCG AGC ACC ATG TCC TAC ACT TCC GGT CAC TCG CCC AGT CCG
395 P S S T M s Y T S G H S P S P
1566  TCT TCC TCG GGC ATG TCT CCT CAA TCC AGA CAC AGC TCT ACC GCC
240 S S S G M S P Q S R H s S T A
1611 TCC TCG GTC ATG TAC CCC AAC TTG CCT GCC GTC AGT TCC GAT CTT
425 s S VvV M Y P N L P A VvV S S D L
1656  CCC CGG AGT CGA CAA CGT CGA CTT TCG GGA ACC CAG CTT GAC AGC
440 P R S R Q R R L S G T Q L D S
1701  AAC GAG CGT AGA CGC TAC TCT GGT GGC ATG TGC AGC GGG CCG CcCC
455 N E R R R Y S G G M cC S G P P
< Opac?2
1741  CTG TCG CCC AGG TCG CCC ATC ATC TTT GAG GAC AGT CTC TGG CGT
470 L S P R S P 1 | F E D S L W R

1786  CAC TAC TCC CAA GGC GTC TGT GGC TTC GTC CAT CGG CTC TCC TTC
485 H Y § Q G VvV C G F VvV H R L § F

1831 CGC GTC TTT GAG TCT GAC TCG AGC GAG GGC GCA CGC GAA CGC GAG
500 R VvV F E S D S S E G A R E R E

1876 GAG AAG TAC GAC CAA TGG CTG GAG AAC ATG CGC ACC ATT GAG GCT
515 E K Y D Q W L E N M R T 1 E A

1921 CTC CGC GAG TAC ATC CGC GAC CGC ATT GAC CGT AGG GAC TTC TCC
530 L R E Y 1 R D R 1 D R R D F S

1966 GAG GAG GCC AAG TCA CCC GCG GCC AGC CGT CTC AAG TCC CCG GAG
545 E E A K S P A A S R L K S P E

2011 CCC ATG GAG GTC GAT GCC AAG CCG TCA CCA GCG GCA CCG CTG TAC
560 p M E V D A K P S P A A P L Y

2056 CCC ATC CTG CGT ATG CCC AAC TGA ggc acc ggc oEill§a gta gga
575 P | L R M P N *

2101 ttg atg af@i@§a gcc cca gac aaa ctg ggc gcg tgt acc aac agc
2146 tgt ctg caa gcg tgt ttc gtc gaa aag ttt cac agc aaa aga aaa
2191 ggg caa agt gat ggc gtc aac ttt ggc tcg aat tct att cta cag
2236 cat tct ttc tta tcc cat tgc gcg gca ccg caa tac goElE8 tgg
2281 caa ata tct ctt acg cct gtc §@@li§cc tcc cga cct ctt tgt tta
2326 cgt tac cca tac cca agt cgg cgg atg atg aga ggg G@@li§ty gat
2371 tga att acg cag tct ccEl@i§ gac gca gat gga ttt cta ccg ggc
2416 gca t@a@§t ccc ccg gtg aac caa acc aaa taa aac aca aaa caa
2461 acg aaa aaa aaa aaa aaa aaa

Figura 1. Seqliéncia de nucleotideos e sequiéncia de aminoacidos deduzida do cDNA de pacCl. As
regides 5’ e 3’ nao codificadoras e os introns estdo representados em letras minusculas. Os introns
foram obtidos a partir da clonagem do fragmento amplificado do DNA total, obtido por PCR com o
par de oligonucleotideos Opacl/Opac3. Regido de Kozak (CAMMATGNC), presente no inicio da
traducdo, estd marcada pela caixa cinza e letras em negrito. Letras em negrito, presentes nos introns,
representam possiveis residuos envolvidos na retirada dos mesmos. Possiveis sitios de poliadenilacdo
estdo em negrito no terminal 3’, assim como os sitios de término da traducdo (cuja seqliéncia consenso
é CWTYS), que estdo evidenciados em caixas marrons. As setas representam o local de anelamento dos
oligonucleotideos utilizados no seqlienciamento e nos experimentos de PCR e RT-PCR.
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MSAKQENESSGSNSpKSStpAPSTATSNTSQSTGANSAEDNL I CKWNSCNLKFVEpEALY
EHICERHVGRKSTNNLNLTCQWASCRTTTVKRDHITSHIRVHVPLKPHKCEFCGKSFKRP

QDLKKHVKTHADDSVLVRsSpQDQGMNGYRAQPGKASSSYYDHNGHMRTNSAAFAHQAGHA

RA
SYYAPQPSTNYGLYFNQQPLNPPRSEY I GHHGGYDNRAKRAEDNVDDEEARAKRROVEEN
NLS1 RB

BYOOVERSHEL PLHGALGLHTGPMPGSDYMAAPPQQHPHHQHVGHGPSGPGPL TQRNNERE
MPNARTKNDL 1Q1DQ1LEQUQSTVYENANQATHG IHIHGQNTFDLRHSPSPPGGHRES 1 A

GMSVNNDGYGAVSAAHMASPLTAISSTGEtpPAVEPPSSTMSYTSGHSpSPSSSGMSpQSRH

SP
SSTASSVMEBNEPAVSSDLPRSRQRRESEIOEDSNERRRYSEENESE L spRsp 1 1 FED
RC

NLS2
SLWRHYSQGVCGFVHRL SFRVFESDSSEGAREREEKNDONEENVRINEANREIRDRIDR

541 RBESEEAKSPAASRLKSPEPMEVDAKPSPAAPLBIBRVPN

Figura 2. Seqiiéncia de aminoéacidos deduzida do cDNA de pacCl. Regides em negrito representam
os trés dedos de zinco; seus residuos sublinhados sdo aminoacidos importantes para quelar o ion
zinco; as letras mindsculas sublinhadas representam os motivos (S/T)PXX; os dois motivos sinal de
localizacfo nuclear NLS1 e NLS2 estdo sublinhadas com linhas duplas; a caixa cinza, com letras em
negrito, evidencia os dois motivos nos quais PalA liga-se a PacC de maneira dependente de pH e
flanqueiam os sitios de sinalizagdo da protease (caixa cinza SP); as caixas cinzas representam as
regies conservadas, obtidas pelo alinhamento e sdo identificadas como RA (Regido A), RB (Regido

B), SP (sinal de sinalizacdo da protease) e RC (Regido C).
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Figura 3. Alinhamento da seqiiéncia do dominio Dedo de Zinco de PacCl e dos homélogos
PacC/Rim101. Os trés motivos dedo de zinco, de acordo com a sequiéncia consenso CX, 4CX3,HX;3.
sH (Jacobs, 1992), estdo indicados acima do alinhamento e nomeados DZ1, DZ2 e DZ3. Setas
verticais indicam residuos que interagem com Zinco; os circulos cinza demonstram os residuos
conservados de Triptofano nos DZ1 e DZ2, importantes para interagdo dos mesmos; a linha vermelha
horizontal delimita o motivo NLS presente no DZ3; e os triangulos demonstram os residuos
importantes na funcdo do dominio dedo de zinco em PacC de A. nidulans (Espeso et al., 1997;
Fernadndez-Martinez et al., 2003). NUmeros de acesso GenBank: PacC de Glomerella acutata
(Q8J254); PacC de Fusarium verticillioides (Q873X0); PacC de Magnaporthe grisea (Q52B93); PacC
de Aspergillus oryzae (BAB20756); PacC de Aspergillus parasiticus (Q96UWO0); PacC de
Neosartorya fischeri (XP_001263266.1); Rim101 de Candida albicans (Q9UW14); Rim101 de
Candida dubliniensis (Q873Y3); Rim101 de Debaryomyces hansenii (Q6BSZ4); Rim101 de
Yarrowia lipolytica (CAA67927.1); Rim de Candida glabrata (Q6FV94); PacC de Cryptococcus
neoformans (XP_572292); PacC de Ustilago maydis (CAG34353); Rim101 de Saccharomyces
cerevisiae (NP_011836); PacC de Acremonium chrysogenum (Q96X49); PacC de Neurospora crassa
(Q7RVQ8); PacC de Fusarium oxysporum (Q870A3);; PacC de Sclerotinia sclerotiorum (Q9P413);
PacC de Aspergillus oryzae (Q9HFB3); PacC Trichophyton rubrum (Q9C1A4); PacC de Aspergillus
niger (Q00203); PacC de Botryotinia fuckeliana (AAV54519); PacC de Aspergillus giganteus
(Q5XL24); PacC de Penicillium chrysogenum (Q01864); PacC de Aspergillus fumigatus Af293
(XP_754424); PacC de C. perniciosa (seqliéncia ndo depositada, gentilmente cedida por Gilvan
Ferreira); e PacC1 de Colletotrichum lindemuthianum (sequiéncia ndo depositada).
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Figura 4. Alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos da proteina PacCl com diferentes proteinas da familia PacC/Rim101 de diversos fungos filamentos e
leveduras. Regides conservadas dedo de zinco (DZ), A, B, C, Sinalizacdo da Protease (SP) e X sdo destacadas pelas linhas sobre o alinhamento. Linhas vermelhas
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demonstram o motivo de ligacdo da proteina PalA. NUmeros de acesso GenBank: PacC de Glomerella acutata (Q8J254); PacC de Fusarium verticillioides
(Q873X0); PacC de Magnaporthe grisea (Q52B93); PacC de Aspergillus oryzae (BAB20756); PacC de Aspergillus parasiticus (Q96UWDO0); PacC de Neosartorya
fischeri (XP_001263266.1); Rim101 de Candida albicans (Q9UW14); Rim101 de Candida dubliniensis (Q873Y3); Rim101 de Debaryomyces hansenii (Q6BSZ4);
Rim101 de Yarrowia lipolytica (CAA67927.1); Rim de Candida glabrata (Q6FV94); PacC de Cryptococcus neoformans (XP_572292); PacC de Ustilago maydis
(CAG34353); Rim101 de Saccharomyces cerevisiae (NP_011836); PacC de Acremonium chrysogenum (Q96X49); PacC de Neurospora crassa (Q7RVQ8); PacC
de Fusarium oxysporum (Q870A3);; PacC de Sclerotinia sclerotiorum (Q9P413); PacC de Aspergillus oryzae (Q9HFB3);; PacC Trichophyton rubrum (Q9C1A4);
PacC de Aspergillus niger (Q00203); PacC de Botryotinia fuckeliana (AAV54519); PacC de Aspergillus giganteus (Q5XL24); PacC de Penicillium chrysogenum
(Q01864); PacC de Aspergillus fumigatus Af293 (XP_754424); PacC de C. perniciosa (seqiiéncia ndo depositada, gentilmente cedida por Gilvan Ferreira); e PacCl
de Colletotrichum lindemuthianum (seqiiéncia nédo depositada).

129



CLASSE SUBDIVISAO DIVISAQ

<
1m A.oryzaePacC \ \
0.002%
§7 MI: A.parasiticus-PacC
0005 b0 ;
a1 oo A riger-PacC
00554

00158 —_— A
29 [ A.giganteusPacC

D0 ﬂ@ NfischeriPacC Eurotiomicetos
o 0.0E71 D'm?s AfumigatusPacC

10 |omees —_— A.ridulans-PacC
o [P e P.chrysogenum-PacC
T.rubrum-PacC J

0643 01915 - Pezizomicotina
10— S.sclerotiorum-PacC
0.0458 D
0.2577 I_D — BfuckelianaPacC

Leotiomicetos

Solaolluogsv

00151

02588

o9 p—— M.grisea-PacC
—@

0057 N.crassaPacC
02254

100 &

10 Clindemuthianum-PacC o
00295 _@ Sordariomicetos
o | 0132 — G.acutataPacC

CI=1 WA.a:l‘rysi:ngtenun'l-Peu:lC:

] L F.oxysporum-PacC )
0.0042
M% F.verticillioides-PacC -
100 [————D-hansenii-RIMI01
05417

s 100 C.albicans-RIN01 Sacharomicetos Sacharomicotina
04186

77
C.dubliniensis-RIM101 |
- is- Ustilaginomicetos  Ustilaginomicotina
B p— U.maydis-PacC li [i

e W C.perniciosa-PacC Himenomicetos Himenomicotina

s0)2NUGIpISRY

Figura 5. Analise filogenética das proteinas PacC/Rim101 de diversos fungos filamentos e leveduras.
A érvore foi construida, usando o programa MEGA 3.1 pelo método do Vizinho mais Préximo, com bootstrap de
5000 réplicas. Numeros de acesso GenBank: PacC de Glomerella acutata (Q8J254); PacC de Fusarium
verticillioides (Q873X0); PacC de Magnaporthe grisea (Q52B93); PacC de Aspergillus oryzae
(BAB20756); PacC de Aspergillus parasiticus (Q96UWO0); PacC de Neosartorya fischeri
(XP_001263266.1); Rim101 de Candida albicans (Q9UW14); Rim101 de Candida dubliniensis
(Q873Y3); Rim101 de Debaryomyces hansenii (Q6BSZ4); PacC de Ustilago maydis (CAG34353); PacC
de Acremonium chrysogenum (Q96X49); PacC de Neurospora crassa (Q7RVQ8); PacC de Fusarium
oxysporum (Q870A3); PacC de Sclerotinia sclerotiorum (Q9P413); PacC de Aspergillus oryzae
(Q9HFB3);; PacC Trichophyton rubrum (Q9C1A4); PacC de Aspergillus niger (Q00203); PacC de
Botryotinia fuckeliana (AAV54519); PacC de Aspergillus giganteus (Q5XL24); PacC de Penicillium
chrysogenum (Q01864); PacC de Aspergillus fumigatus Af293 (XP_754424); PacC de C. perniciosa
(sequéncia ndo depositada, gentilmente cedida por Gilvan Ferreira); e PacCl de Colletotrichum
lindemuthianum (seqiiéncia ndo depositada).
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4.2. Influéncia do pH ambiental na expresséo do gene pacCl

A transcricdo do gene pacCl foi analisada por meio da deteccdo do transcrito por
Northern blot do RNA total do micélio, crescido durante cinco dias em meio liquido
tamponado e o pH inicial variando de 3 a 9. No momento da coleta do micélio, o pH do
sobrenadante foi avaliado.

Como controle deste ensaio, foi utilizado o gene gpd de transcrigcdo constitutiva,
também utilizado em outros trabalhos (Dufresne et al., 1998; Parisot et al., 2002). O
resultado foi padronizado, obtendo-se a razdo entre as intensidades das bandas do gene
pacCl e a intensidade apresentada pelas bandas do gpd, sendo os resultados plotados no
gréfico (Figura 6). As medidas densimétricas dos produtos amplificados foram obtidas por
meio do programa de andlises de imagens ImageJ 1.37V (http://rsb.info.nih.gov/ij).

A transcricdo do gene pacCl foi detectada em todos os valores de pH testados,
sendo transcrito tanto em condi¢des acidas quanto alcalinas. Na determinacao
quantitativa (Figura 6), observa-se claramente que o nivel de transcricdo € dependente de
pH, aumentando em valores de pH mais alcalinos. O mesmo perfil de transcricdo é
observado para o gene pacC de A. nidulans, no qual PacC é capaz de ligar-se a cis
elementos presentes no seu préprio promotor, ativando sua transcricdo em pH mais
alcalino (Tilburn et al.,, 1995). O aumento no nivel de transcricdo dos genes
pacC/RIM101, com a elevagédo do pH extracelular, parece ser um padréo nos diferentes
organismos, nos quais este gene foi isolado e estudado, tais como em S. sclerotiorum
(Rollins, 2003), F. oxysporum (Caracuel et al., 2003), F. verticillioidis (Flaherty et al.,
2003), C. albicans (Ramon et al., 1999), Y. lipolytica (Lambert et al., 1997) e U. maydis
(Aréchiga-Carvajal & Ruiz-Herrera, 2005).
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Figura 6. Efeito do pH ambiental no nivel do transcrito pacCl no isolado selvagem UPS9: Culturas do
isolado UPS9 foram obtidas em meio de cultura, com valores de pH tamponado variando de 3 a 9 durante
cinco dias e, apds esse periodo, extraiu-se 0 RNA total do micélio. RNA total (20 pg) foi separado por
eletroforese em gel de agarose 1,2%, contendo formaldeido e transferido para membrana de nailon sendo,
posteriormente, hibridizado com sonda especifica para pacCl e gpd marcadas com *P. A padronizacéo da
intensidade do sinal, estimada pelo programa ImageJ 1.37V (http://rsb.info.nih.gov/ij), foi obtida pela
razdo do sinal para o gene pacCl pelo sinal do gene gpd e os resultados foram utilizados no grafico.

4.3. Delecdo funcional do locus pacCl

O gene pacCl foi interrompido em C. lindemuthianum por recombinacédo
homologa. O plasmideo pBKSpac:hph2, contendo o cassete de resisténcia a higromicina
interrompendo a sequéncia do cDNA do gene pacCl, foi utilizado para transformar o
isolado selvagem UPS9. A resisténcia a higromicina foi a marca utilizada para selegédo
de linhagens mutantes.

Mutantes para pacCl foram detectados por PCR, utilizando-se o par de
oligonucleotideos Opacl/Opac?2 (Tabela 1), pois, o transprimer esta inserido na regido

entre estes dois oligonucleotideos no vetor pBKSpac:hph2. Apos o PCR utilizando o
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DNA dos transformantes e esse par de oligonucleotideos, o fragmento esperado de 1086
pb ndo foi amplificado em um dos transformantes, diferentemente das outras quatro
linhagens transformantes testadas (Figura 7B). Considerou-se que, nesse transformante,
denominado mutpac2, o gene pacCl foi interrompido. Experimento de PCR com o0s
oligonucleotideos Ohph3/Ohph4 (Tabela 1), que amplificam um fragmento de DNA de
712 pb do gene de resisténcia a higromicina-hph, foi realizado para verificar o evento de
transformacdo. Em todas as linhagens transformantes, o gene de resiténcia a higromicina
estava inserido no genoma das mesmas. A confirmagao da interrupcdo do gene pacCl no
mutpac2 podera ser verificada, futuramente, por meio da analise de Southern blot. Os
transformantes Trl, Tr3 e Tr4, resistentes a higromicina, amplificaram tanto o fragmento
esperado para 0 gene pacCl quanto para o gene hph. Nessas linhagens, possivelmente,
pacCl néo foi interrompido. A linhagem Tr2 possui um rearranjo no locus pacCl, pois o
fragmento de DNA amplificado é menor que o esperado, quando se utilizaram 0s

oligonucleotideos Opac1/Opac2 (Figura 7B).

Figura 7. Analise da mutacdo do gene pacCl. A: plasmideo pBKSpac:hph2 utilizado na transformacao.
Retangulo claro representa o fragmento do cDNA de pacCl. O transprimer (tridngulo cinza) inseriu na
regido entre as seqtiéncias de anelamento dos oligonucleotideos Opacl e Opac2 capazes de amplificar, por
PCR, um fragmento de 1.086 pb. B: Resultado do PCR, utilizando os conjuntos de oligonucleotideos
Opacl/Opac2 ou Ohph3/Ohph4 e DNA de diferentes linhagens. Mutpac2, Trl, Tr2, Tr3 e Tr4 sdo
linhagens transformantes de C. lindemuthianum; M — marcador 123 pb.
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4.4. PacCl é necessario para o crescimento vegetativo de C. lindemuthianum
em pH alcalino

Para verificar a influéncia do gene pacCl no crescimento de C. lindemuthianum,
conidios das linhagens UPS9, mutpac2, e dos transformantes Trl e Tr3 foram
inoculados em meio solido tamponado em pH 3,6 e 9.

Ap0ds seis dias de inoculacdo, todas as linhagens testadas cresceram de forma
semelhante em meio de cultura com pH 6 (Figura 8). O crescimento radial em pH é&cido,
3, foi bem menor em relagdo ao pH neutro, demonstrando que C. lindemuthianum
cresce, preferencialmente, em pH préximo a neutralidade em relacdo a valores mais
acidos. As linhagens UPS9, Trl e Tr3 foram capazes de crescer em pH 9, sendo que o
crescimento radial foi maior do que em pH 3. Claramente, valores de pH mais acidos
inibem o crescimento de C. lindemuthiaum. Interessantemente, o crescimento do
mutante mutpac?2 foi, fortemente, inibido em pH 9 (Figura 8).

O crescimento das linhagens UPS9 e mutpac2 foi estimado medindo-se o
crescimento radial a cada dois dias ap6s inoculacdo das mesmas em meio tamponado,
em diferentes valores de pH. A linhagem selvagem foi capaz de crescer em diferentes
pHSs, suportando variacdo de pH 3 até pH 9. Valores de pH 5, 6, e 7 propiciaram melhor
crescimento de UPS9, seguindo-se pHs 8 e 9, nos quais a taxa de crescimento foi a
mesma. Ambientes mais acidos, pH 3 e 4, ndo favoreceram o crescimento, sendo este
efeito mais notdvel em pH 3, conforme observado no experimento anterior. O isolado
UPS9 é capaz de modificar o pH do meio de cultura, mesmo que este seja tamponado. A
diferenca entre pH final e o pH inicial do sobrenadante do meio de cultura liquido,
utilizado na obtencdo de micélio para o experimento de Northern blot, foi maior em
valores de pH mais alcalinos. Estes resultados sugerem que C. lindemuthianum é mais
eficiente em ajustar o pH alcalino extremo, 8 e 9, que em ambientes de extrema &cidez,
pH’s 3 e 4 (dados ndo mostrados), o que confirma a capacidade desta espécie em crescer
melhor sob pH bésico, em relacdo a ambientes acidos.

Diferentemente, o crescimento da linhagem mutpac2 sofreu maior inibicdo em
valores de pH mais alcalinos. Esta linhagem ndo apresentou crescimento até o quinto

dia, apds sua inoculacdo em meio de cultura. O crescimento desta linhagem mutante foi
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desfavorecido a medida que o pH ambiental tornou-se mais alcalino, tornando mais
evidente a diferenca de crescimento, em relacdo a linhagem selvagem (Figura 9)

O mutante mutpac2 sofreu uma forte reducdo no crescimento em pH mais
alcalino, em relac&o ao isolado UPS9, suportando valores de pH mais acidos (Figura 9).
O decréscimo do crescimento dos mutantes, com perda de funcdo do gene
pacC/RIM101, é frequentemente observado quando os mesmos sdo inoculados em
ambientes com pH elevado (Pefialva et al., 2002). Esses mutantes, crescendo em pH
alcalino, apresentam o fendtipo que mimetiza o crescimento em pH 4&cido, ou seja,
resulta na expressédo de genes que no selvagem, sdo expressos preferencialmente em
ambientes acidos, bem como na reducdo da expressao de genes que, no selvagem, sao
expressos preferencialmente em ambientes alcalinos.

Provavelmente, genes necessarios a adaptacdo de C. lindemuthianum em pH
alcalino e cuja expressao € ativada pelo fator de transcricdo PacCl nesses valores de pH,
ndo estdo sendo expressos no mutpac2. Este resultado demonstra, claramente, que PacCl
€ necessario para o crescimento normal de C. lindemuthianum em pH alcalino, assim
como apodia a hipdtese que no transformante mutpac2 o gene pacCl estd mutado,
acarretando perda de sua fungao.

Mutantes nulos para o gene pacC/RIM101 apresentam outros fenotipos, além da
inibicdo do crescimento em pH’s mais elevados. Em S. sclerotiorum, PacC é necessario
para o desenvolvimento e maturacdo normal dos esclerdcios (Rollins, 2003). A linhagem
mutante tem crescimento normal em pH mais baixo, mas o crescimento foi
completamente inibido em valores mais elevados. Além disso, o acumulo de &cido
oxalico foi, drasticamente, reduzido, além de haver desrepressdo do gene pgl em valores
de pH mais elevados, nos quais este gene é reprimido na linhagem selvagem.

Mudancgas na morfologia, aumento da sensibilidade as enzimas liticas e na
secrecdo de polissacarideos sdo caracteristicas, até o momento, relatadas apenas nos
mutantes pacC no fitopatdgeno U. maydis (Aréchiga-Carvajal & Ruiz-Herrera, 2005).
Este mutante também é mais sensivel ao estresse osmotico, causado pelo aumento da
concentracdo de fons Li* e Na* no meio de cultura, da mesma forma que mutantes
pacC*" de F. oxysporum (Caracuel et al., 2003). Alteracdo na conidiogénese é relatada
para os fungos A. nidulans (Tilburn et al., 1995) e A. niger (MacCabe et al., 1996).
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A linhagem mutpac2 podera ser testada quanto a sensibilidade a diferentes

estresses ambientais para verificar o papel de PacCl na adaptagédo de C. lindemuthianum

a estas condicoes.

Figura 8. Efeito do pH ambiental no crescimento de transformantes obtidos com pBKSpac:hph2.
Conidios do isolado selvagem (UPS9), dois transformantes Trl e Tr3 (provavel integracdo ectdpica) e
mutpac2 (mutante com perda de funcdo do pacCl) foram inoculados em meios com pH’s 3, 6 € 9. A: apds

trés dias de inoculacédo dos conidios; e B: ap6s seis dias.
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Figura 9. Curva de crescimento do isolado selvagem UPS9 e do mutante nulo mutpac2 em diferentes
valores de pH em meio de cultura tamponado. Discos de 7 mm de meio de cultura contendo micélio
das linhagens foram inoculados no centro da placa de Petri contendo meio com pH tamponado em
diferentes valores. O crescimento radial foi avaliado, em intervalos de dois dias. Os valores de pH do meio
de cultura estdo indicados em cada gréfico. Linha azul e rosa representam o crescimento das linhagens
UPS9 e mutpac?, respectivamente.
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4.5. PacCl é um fator de patogenicidade em C. lindemuthianum

Ensaio de infeccdo em folhas excisadas e plantas de feijoeiro foram realizados, a
fim de determinar o efeito da perda da funcdo do gene pacCl na patogenicidade de C.
lindemuthianum.

Quando inoculada em folhas excisadas da cultivar suscetivel La Victoire, o
isolado selvagem UPS9 de C. lindemuthianum induz sintomas tipicos da antrachose que,
primeiramente, resulta em lesdes escuras na nervura primaria, cinco dias apds a
inoculacdo, estendendo-se posteriormente para as nervuras secundarias e resultando na
maceracdo completa do tecido sete dias apds inoculacdo (Figura 10A). Resultado
semelhante foi obtido para os transformantes Trl e Tr3, cujo gene pacCl ndo foi
deletado (Figura 10A). A linhagem mutpac2, na qual o gene pacCl foi interrompido, ndo
tem capacidade para causar sintomas de antracanose similares a linhagem UPS9 (Figura
10A), ate mesmo ap0Os maiores periodos de incubacdo. Raras e pequenas lesées marrom-
claras podem ser observadas na nervura principal da folha, mas a area das mesmas nao
se estendeu, demonstrando um fendtipo ndo patogénico.

Plantas da cultivar La Victoire foram inoculadas para confirmar o fendtipo,
apresentado pela linhagem mutante. Os sintomas apareceram 4-5 dias ap0s a inoculagao,
iniciando-se com tipicas lesdes marrons nas folhas, peciolos e nos hipocétilos. As leses
se expandiram com o tempo, resultando em maceragdo dos tecidos acompanhada da
exsudagdo de um liquido marrom, levando a morte dessas plantas (Figura 10B). As
linhagens Trl e Tr2 causaram antracnose de forma semelhante nas plantas (Figura 10B).
Ao contrario do observado para estas linhagens, mutpac2 ndo foi capaz de ocasionar a
morte da planta de feijoeiro, mesmo ap6s nove dias de inocula¢do (Figura 10B). A
inoculagdo de conidios dessa linhagem mutante resultou em lesGes claras nas nervuras
principais, seis dias apos inoculacdo. Diferentemente do observado em folhas excisadas,
algumas dessas lesfes estendem-se até as nervuras secundarias, mas ndo foi observada a
exsudacdo de liquido nessas regibes. Pequenas e raras lesdes também foram visualizadas
nas nervuras secundarias, peciolos e hipoc6tilo. Como essas lesGes ndo sdo capazes de
causar a maceracao dos tecidos vegetais, a planta permaneceu viva mesmo nove dias

apos inoculacao dos conidios (Figura 10B).
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A linhagem mutpac2 pode ser considerada ndo patogénica, devido a sua
incapacidade de macerar o tecido vegetal, comum na antracnose. Apesar de serem
observadas lesbes marrom-claras, o processo de infeccdo que leva ao seu
desenvolvimento ndo progride e esta linhagem ndo consegue fechar seu ciclo de
reproducdo assexuada na planta caracterizado pela auséncia de lesdes com exsudados.
Conidios de C. lindemuthianum podem ser encontrados em regides de lesdo no tecido do
feijoeiro, nas quais ocorrem a exsudacao durante o processo de maceracao (Pellier et al.,
2003).

Para determinar o fenétipo de mutpac2 durante o processo de infec¢do, a cinética
de infeccdo desta linhagem foi acompanhada por microscopia. Apo6s dois dias de
inoculacdo dos conidios, o mutante mutpac? diferenciou apressorios melanizados, assim
como a linhagem selvagem (Figura 11A). Hifas primarias e secundarias foram
observadas no isolado selvagem UPS9, sete dias ap6s inoculacdo, coincidindo com a
visualizacdo macroscopica do tecido vegetal macerado (Figura 11B). A diferenciacdo de
hifas secundarias, a partir das hifas priméarias, marca a passagem da fase biotréfica para
a necrotréfica (O’Connell, 1985). Os conidios diferenciados na linhagem mutpac2 foram
funcionais e capazes de propiciar a penetracdo do tecido epitelial, pois, hifas primarias
foram visualizadas sete dias ap6s inoculacdo dos conidios (Figura 11B). A cinética de
infeccdo das linhagens Trl e Tr3 foi semelhante a linhagem selvagem (dados néo
mostrados). Ao contrario da linhagem selvagem, o mutante ndo diferenciou hifas
secundarias. Em nenhum campo de observacdo foi possivel verificar a presenca dessas
hifas caracteristicas da segunda fase de nutricdo deste fungo, levando a concluséo que
pacCl, em C. lindemuthianum, € um regulador de genes necessario para a transicdo da
fase biotrofica para a necrotrofica. O tecido vegetal infectado com a linhagem mutpac2
apresentou células vegetais mais claras, com fluorescéncia diferenciada em relacdo as
demais células do hospedeiro, préximo aos sitios de infeccdo (Figura 12 A-B) ou em
contato com hifas primarias (Figura 12 C). O acumulo de compostos fendlicos oxidados,
visualizado quando se utilizou anilina azul para coloracdo de calose (Gonzéles et al.,
2006), possivelmente esta ocorrendo nessas células levando-as & morte. Células vegetais
infectadas precocemente por hifas primarias, ndo se mantém vivas por longo periodo e

morrem (O’ Connell et al., 1985). Essa morte parece ser o sinal para a diferenciacdo das
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hifas secundarias do fitopatdgeno. Este efeito pode ser o resultado das lesdes
observadas, macroscopicamente, nas folhas excisadas e plantas de feijoeiro infectadas
pela linhagem mutpac2.

Considerando que a patogenicidade de um organismo é caracterizada pela sua
capacidade de colonizar, eficientemente, 0 hospedeiro e fechar seu ciclo de vida a partir
da nutricdo do mesmo, propde-se que pacCl esteja envolvido com a patogenicidade em
C. lindemuthianum.

Durante a colonizacao do tecido do hospedeiro, € necessario que o fitopatoégeno
tenha um controle preciso da expressao de seus genes no tempo correto, adaptando-se,
dessa forma, eficientemente as condi¢6es ambientais no tecido, a fim de completar seu
ciclo de vida. A escassa disponibilidade de nutrientes no tecido vegetal é um dos
importantes sinais que controlam a expressao de genes envolvidos na patogenicidade de
varios microrganismos patogénicos (Divon & Fluhr, 2006). Genes codificando
reguladores gerais da absor¢do e utilizacdo de fontes de nitrogénio e,ou carbono séo
importantes para a patogenicidade de fitopatdgenos, pois eles permitem o ajuste da
expressdo génica frente as limitacdes de nitrogénio e carbono no tecido do hospedeiro. O
gene cInrl de C. lindemuthiaum codifica um fator de transcri¢cdo, que capacita esse
fitopatdgeno a utilizar diferentes fontes de nitrogénio, sendo sua transcri¢do requerida
para sua patogenicidade. Isto foi demonstrado pela incapacidade do mutante clnrl de
desenvolver a fase necrotrofica durante a infeccdo de cultivares susceptiveis de feijoeiro
(Pellier et al., 2003), assim como a linhagem mutpac2 obtida no presente trabalho. Um
segundo gene denominado CLTAI, codificando outro ativador transcriptional em C.
lindemuthianum, é necessario para a transicdo da fase biotrdfica para a necrotrofica
(Dufresne et al., 2000), sendo a proteina codificada por ele homdloga a familia de
proteinas GAL4. Genes necessarios a utilizacdo de fontes de carbono complexas sao
regulados, positivamente, pelo gene SNF1 em Cochliobolus carbonum, sendo que sua
inativacdo resulta em mutantes menos virulentos (Tonukari et al., 2000).

O pH ambiental é capaz de modular a patogenicidade, em diferentes patdgenos
de plantas e insetos (Prusky & Yakoby, 2003; Akimitsu et al., 2004) e até mesmo em
patogenos de humanos como C. albicans (De Bernardis et al., 1998), modulando a

expressao de fatores de viruléncia como enzimas hidroliticas de parede celular, proteases

140



e até mesmo a filamentacdo em leveduras. Os fitopatdgenos podem encontrar variacfes
de pH tanto temporalmente quanto espacialmente, durante o processo de colonizacao do
hospedeiro. Neste caso, o fator de transcricdo PacC/Rim101 pode ter um papel
fundamental na regulacdo de genes necessérios a infeccdo eficiente, determinando a
viruléncia e,ou patogenicidade nesses organismos. Em S. sclerotiorum, PacC funciona
como um fator de viruléncia (Rollins, 2003), assim como seus ortdlogos em A. nidulans
(Bignell et al., 2005) e C. albicans (Davis et al., 2000). Claramente, o papel de PacC na
viruléncia/patogenicidade varia de acordo com a espécie estudada. No fitopatogeno F.
oxysporum, mutantes pacC sdo mais virulentos do que a linhagem selvagem, sugerindo
que PacC se comporta como um regulador negativo da viruléncia (Caracuel et al., 2003).
Interessantemente, as linhagens mutantes pacC em U. maydis foram tdo virulentas
guanto o selvagem, quando inoculadas em plantas de milho (Aréchiga-Carvajal & Ruiz-
Herrera, 2005).

A medida do pH apoplastico das folhas da cultivar susceptivel La Victoire de
feijoeiro foi cerca de 6,35. Neste pH, possivelmente, a proteina PacCl é processada de
maneira dependente de pH, passando para sua forma ativa e sendo capaz de ativar a
transcricdo do seu proprio gene (Figura 6). Portanto, PacCl esta funcional nas células de
C. lindemuthianum UPS9, quando sua hifa cresce no interior do tecido hospedeiro La
Victoire. Essa hipdtese de que ela também esta ativando genes de viruléncia é factivel.
Interessantemente, o pH apoplastico da cultivar resistente Jalo foi, aproximadamente,
5,6. Felle et al. (2004) conclui que mudancas no pH apoplastico sdo importantes
indicadores da interacdo planta-patdgeno, correlacionando os diferentes estadios de
infeccdo de Blumeria graminis f.sp. hordei com os diferentes tipos de reposta de defesa
da planta hospedeira.

A partir destes dados, sugere-se que PacC em C. lindemuthiaum é fundamental
para a patogénese, ativando genes necessarios, que O capacitam a passar da fase
biotrofica para a necrotrofica. A complementacdo da linhagem mutpac2 com o gene
pacCl ou com seus ortdlogos, assim como o subseqiiente teste de patogenicidade da

mesma podera corroborar com esta proposicao.
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A patogenicidade e viruléncia do transformante Tr2 com rearranjo em seu gene

pacCl (Figura 7) podera ser, futuramente, testada a fim de verificar o efeito do rearranjo

na interagdo C. lindemuthiaum e seu hospedeiro.

A

Figura 10. Efeito do gene pacCl na patogenicidade de C. lindemuthianum na cultivar susceptivel La
Victoire. A: Folhas cotiledonares excisadas foram inoculadas com conidios do isolado selvagem UPS9, os
transformantes Trl e Tr3 e a linhagem mutante mutpac2. B: Plantas da cultivar La Victoire susceptivel a
antracnose foram pulverizadas com uma suspensdo de conidios, obtida das mesmas linhagens do
experimento anterior. Fotografias foram obtidas apds nove dias de inoculagéo.
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Figura 11. Efeito do gene pacCl na patogenicidade de C. lindemuthianum na cultivar susceptivel La
Victoire. Hipocotilos excisados foram inoculados com conidios do isolado selvagem UPS9 e da linhagem
mutante mutpac2. A: Dois dias ap6s a inoculacdo, os conidios de ambas linhagens desenvolveram
apressorios melanizados B: A linhagem selvagem foi capaz de infectar o tecido vegetal desenvolvendo
hifas primarias e secundarias fechando dessa forma seu ciclo de infeccdo. O mutante mutpac2 ficou
restrito a fase biotrdfica, caracterizada por hifas primérias, ndo sendo capaz de passar para a fase
necrotrofica. a-apressorio; c-conidio; HP-hifas primarias; HS-hifas secundarias; cf-conidi6foro. Barra de
escala representa 25um.
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Figura 12. Viabilidade das células vegetais da cultivar La Victoire inoculadas com conidios da
linhagem mutpac2. Células vegetais apresentam fluorescéncia diferenciada (x) nos locais de penetracao
do hospedeiro (A) e em contato com as hifas primarias (B). A Figura C representa 0 aumento de 2x a
figura B. Fotografias foram obtidas, apds nove dias de inoculagdo. a-apressorio; c-conidio; HP-hifas
primarias. Barra de escala representa 25um.
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4.6. Transcricdo do gene pacCl durante a cinética de infeccéo

A técnica de RT-PCR foi usada para avaliar a transcri¢do do gene pacCl em C.
lindemuthianum, durante o curso de sua infeccdo, em plantas de feijoeiro. Para o
controle da biomassa fangica no tecido vegetal, foram utilizados os oligonucleotideos
Ogpd11/Ogpd2 (Tabela 1), capazes de amplificar o gene gpd de expressao constitutiva
(Parisot et al., 2002).

O gene pacCl foi transcrito nas células de C. lindemuthianum, durante a cinética
de infeccdo (Figura 13). Apds 18h de inoculagdo, foi possivel detectar o transcrito do
gene pacCl pela amplificacdo do fragmento de 353 pb, obtido por RT-PCR utilizando-se
os oligonucleotideos Opacl/Opac3 (Tabela 1). Utilizando-se RNA total do micélio,
crescido em meio de cultura, como matriz para o RT-PCR, foi obtido um fragmento de
mesmo tamanho (Figura 13). A partir do DNA total, foi amplificado um fragmento
maior de 485 pb, devido a presenca de dois introns. O periodo em que se inicia a
deteccdo do transcrito pacCl (18 horas ap0s a inoculacdo das plantas) € marcado pela
germinacdo do conidio. A quantidade de transcrito aumenta progressivamente, durante
as fases biotrofica e necrotrofica, sendo observado também um aumento correlacionado
da biomassa fungica no tecido vegetal (Figura 13).

O gene controle gpd, constitutivamente transcrito, foi inicialmente detectado
apos 30 h, em relacdo ao tratamento no qual foi detectado o transcrito de pacCl. Neste
periodo, hifas primarias ja estdo diferenciadas e a colonizacdo progressiva de C.
lindemuthianum no tecido hospedeiro leva a diferenciacdo de hifas secundarias, de modo
que a biomassa fungica no tecido vegetal aumenta progressivamente com o tempo, 0 que

esta relacionado ao aumento na intensidade do transcrito de gpd (Figura 13).
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Figura 13. Transcricdo do gene pacCl durante a cinética de infeccdo do isolado selvagem UPS9
inoculado na cultivar susceptivel La Victoire. RT-PCR semiquantitativo foi realizado usando-se
oligonucleotideos especificos (gpdl egpd2) para o gene gpd, expresso constitutivamente (Dufresne et
al.,1998) e um par de oligonucleotideos (Opacl e Opac2) para o gene pacCl, que amplifica uma regido
contendo os dois introns presentes no DNA gendmico (485 pb). Os cDNAs dos genes pacCl e gpd
apresentam 353 pb e 345 pb, respectivamente. RNA total das folhas de feijoeiro no inoculadas (H,O) ou
inoculadas com conidios foram coletadas em diferentes tempos ap6s a inoculagdo. O tempo em horas é
indicado, acima da figura. RNA total (RNAmM) e DNA genémico (DNAg) do micélio crescido in vitro
foram utilizados, como controle da amplificacéo do transcrito de gene pacCl.

4.7 Influéncia da mutacdo no gene pacCl na atividade enzimatica de lipase

A atividade da lipase foi detectada em meio de cultura, tanto para o isolado
selvagem UPS9 quanto para o mutante mutpac2. O indice de atividade enzimatica de
lipase foi menor na linhagem selvagem, indicando que o gene pacCl, possivelmente,
influencia a capacidade de producdo desta enzima (Figura 14 A). Para confirmar esse
resultado, as duas linhagens foram cultivadas em meio de cultura liquido, sendo
determinadas as unidades de lipase presentes no sobrenadante. Atividade de lipase foi
detectada a partir da cultura selvagem, mas ndo foi detectada a atividade dessa enzima
no sobrenadante da cultura de mutpac2 (Figura 14 B).

A deteccdo da atividade de lipase, por meio do método do halo de degradacéo,
em diferentes espécies de Colletotrichum demonstrou que esta é dependente do pH. Em

geral, a lipase foi ausente em pH &cido e secretada em pH alcalino (Maccheroni et al.,
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2004). Em Fusarium graminearum, assim como em outros fungos fitopatogénicos, a
sintese de lipase extracelular é um fator de viruléncia necessario na infeccdo de cereais
(Voiht et al., 2005). Os resultados em C. lindemuthianum indicam que o mutpac2 é
deficiente na producdo ou secrecdo de lipases extracelulares. E provavel que PacCl

esteja envolvida na regulacéo da sintese de lipase em C. lindemuthianum.

Figura 14. Atividade de lipase em meios de cultura sélido e liquido dos isolados UPS9 e mutpac2. A:
indice de atividade da lipase em meio solido e B: Unidades de lipase (Ul) no sobrenadante de culturas
liquidas. Uma Unidade Internacional de lipase é definida como a atividade enzimatica capaz de liberar 1
pmol de -SH do substrato tributirato ditiopropanol (BALB). min™*.mL™.

4.8. Genes palA e palF envolvidos na transducdo de sinal ativada por pH

ambiental

A andlise do banco de EST de C. lindemuthianum revelou dois clones
UPA1P47 H11 BKR e UPA1P28 FO7 BKR, contendo sequéncias cujos produtos da
traducdo possuem as proteinas PalA e PalF, respectivamente.

O clone UPA1P47 H11 BKR foi sequenciado completamente usando-se 0s

oligonucleotideos Opala3 e Opala4 (Tabela 1), sendo obtida uma seqliéncia de 2.018 pb.
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Trés sequéncias consenso CWTS, envolvidas com o término da traducdo foram
identificadas nas posi¢des +107, +113 e +144, apds o codon de terminacdo (Figura 15).

A seqiiéncia de aminoacidos, obtida da traducdo do cDNA, contém 608 residuos
(Figura 15) com homologia com a familia de proteinas PalA/Rim20p de fungos
filamentosos e leveduras, possuindo 59% de identidade e 75% de similaridade com PalA
de N. crassa (Q7S532), sugerindo que C. lindemuthianum possui o gene palACIl. A
sequéncia do cDNA, armazenada no banco de EST, possui apenas a sequéncia parcial do
RNAm do provavel gene palACI de C. lindemuthianum conforme o resultado do
alinhamento de aminoacidos, obtido pelo ClustalX (Figura 16). Diferentemente da
familia PacC/Rim101, a familia PalA/RIM20 tem homologia em toda sua extensdo, de
acordo com a pesquisa Blast. PalACI também possui homologia com um grupo de
proteinas envolvidas com transducdo de sinal em eucariotos superiores, como a proteina
Alix de Caenorhabditis elegans (NP_499213).

O peptideo parcial de PalACI possui quatro motivos de ligacdo ao motivo SH3
nas posicdes 66, 304,552 e 591 (Figura 15). Da mesma forma, trés motivos, consenso
PXXP, estdo presentes na proteina PalA de A. nidulans (Negrete-Urtasun et al., 1997).

A pesquisa no Pfam revelou, na regido entre os residuos 3 e 136 de PalACI, a
presenca de um dominio semelhante a BRO1 (Figura 15). Este dominio presente em
Rim20, ortélogo de PalA, capacita sua interacdo com a proteina Vps32 de S. cerevisiae
(Boysen & Mitchell, 2006), que é uma proteina componente do ESCRT 11l (Endosomal
Sorting Complex Required for Transport). Estes resultados sugerem que a familia de
proteinas PalA/RIM20 pode servir como adaptador que ligam PacC/Rim101 a um
complexo multiprotéico, presente no lado citosélico da membrana do endossomo, de
forma dependente do pH que culmina com a ativacdo do fator PacC/Rim101 (Arst e
Pefalva, 2003; Boysen & Mitchell, 2006).

A deteccdo do transcrito palACI em diferentes valores de pH ambiental foi
verificada por RT-PCR, utilizando o par de oligonucleotideos Ortpalal e Ortpala2
(Tabela 1). A transcricdo de palACI ocorreu em faixas de pH acido, neutro e alcalino
(Figura 17).

O segundo clone obtido no banco de EST, identificado como

UPA1P28 F07_BKR, foi parcialmente sequenciado, utilizando os oligonucleotideos R e
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Opalf2 (Tabela 1) e obtendo uma sequéncia de 1.217 pb (Figura 18). A traducdo desta
sequéncia originou um polipeptidio de 407 aminoacidos com homologia a familia de
proteinas PalF/RIM8 de fungos e leveduras, que fazem parte da cascata de sinalizacao
mediada por pH ambiental. Este polipeptideo possui maior identidade (40%) e
similaridade (57%) com PalF de Aspergillus clavatus (XP_001271847). O alinhamento
da sequéncia de aminoacidos traduzida, denominada PalFCI, com as proteinas PalF de A.
nidulans e A. clavatus demonstrou que o clone de cDNA néo possui a regido C-terminal
(Figura 19).

PalF de A. nidulans pertence ao grupo da familia de proteinas Arrestina. O seu
dominio N-arrestina é capaz de interagir com a cauda citoplasmatica C-terminal da
PalH, levando a fosforilacdo e ubiquitinacdo de PalF de maneira dependente do pH
(Herranz et al., 2005). PalFCI possui um dominio N-arrestina conservado entre 0s
residuos 5 e 123. A familia de proteinas PalF e arrestina de mamiferos possuem um
motivo altamente conservado, cujo consenso € (L/1/V)X(L/I/V)(SIT)(L/F) e em PalFCI é
sua sequiéncia é LTVSL (Figura 18). Um segundo dominio C-arrestina, entre os residuos
237 e 405 de PalFCI, demonstrou ser menos conservado quando foi realizada a analise
de motivos no Pfam (Figura 19).

A andlise filogenética das proteinas PalACI e PalFCI foi realizada empregando-
se 0 programa MEGA 3.1 pelo método do Vizinho mais Proximo com geracdo de duas
arvores filogenéticas (Figura 20). PalACI e PalFCI sdo homologas as demais proteinas
de fungos Sordariomicetos. As arvores filogenéticas, geradas da analise das proteinas
PalA/Rim20 (Figura 20A) e PalF/Rim8 (Figura 20B), separaram claramente o0s
organismos analisados em grupos distintos, mas, filogenticamente relacionados ao nivel

de classe, chegando em certos clados ao nivel de Ordem (Figura 20).
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Figura 15. Sequéncia parcial do RNAm do putativo gene palACl e seu produto derivado da
tradugdo. A regido 3’ ndo codificadora estd representada em letras minGsculas. Seqliéncias de
aminoacidos, marcadas pela caixa cinza, representam o dominio conservado BRO1, presente na familia
PalA/RIM20 de fungos e leveduras. Aminoacidos sublinhados demonstram os quatro motivos de ligacao
de proteinas com dominio SH cujo consenso é PXXP. As quatro caixas cinzas, destacando a sequiéncia de
nucleotideos, que sdo possiveis sinais do termino da traducdo com sequéncia consenso CWTS. As setas
representam o local de anelamento dos oligonucleotideos, utilizados no seqlenciamento e nos
experimentos de RT-PCR.
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Figura 16. Alinhamento da seqiiéncia parcial da proteina PalACI com seus homologos em M. grisea
e N. crassa. O alinhamento das seqiiéncias foi obtido usando o ClustalX. As seqiiéncias utilizadas no
alinhamento sdo:: PalA de M. grisea (Q51NJ3); PalA de N. crassa (Q7S532) e PalA de C.
lindemuthianum (seqliéncia ndo depositada)

Figura 17. Andlise dos transcritos palACI do micélio do isolado selvagem UPS9 crescendo em
diferentes valores de pH por meio de RT-PCR. Os pares de oligonucleotideos Ortpalal/Ortpala2 (A) e
Ogpd1/0Ogpd2 (B) foram utilizados para amplificar um fragmento especifico de 252 pb de palACl e 345 pb
do gene gpd. O isolado selvagem foi crescido em meio de cultura com pH tamponado nos valores de 3, 6 e
9. M representa o marcador de tamanho 123 pb (Invitrogen).
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Figura 18. Sequéncia parcial do RNAm do putativo gene palFCl e sequéncia de aminoacidos
deduzida. A primeira e a segunda seqliéncia de aminoacidos, marcadas em cinza, representam 0s
dominios N-Arrestina e C-Arrestina, respectivamente. Aminoacidos sublinhados representam 0 motivo

TCA CGC ACA GGA CTG GGC GGT CTG ACC CTG ACG TCG ACA TCG TCG

TTG AGC GTC TTT CGC AAG GAC TTG TCG CAG TCG GTT GCT CCT CTC

ATC ATC GAC CCT GTC ACA CTC GAG ACG ACC GTT AAC AGC CTC GGT

CAA GGT GCC CGG AGG ATG TTT TTC CAA CAA GAA AGG ACG CCA GGT

GAG ATG GTC AGC TTC AAG TAT CAA GTG GAA GTC CTG GTC GAT GGA

AAG ACT GGC AAT CAA TTT CAG AGG CGG CCA GTC AAA TTC ACG CCA
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conservado LTVSL no dominio N-Arrestina de PalF de fungos filamentosos e de mamiferos.

155



Figura 19. Alinhamento da sequiéncia parcial da proteina PalFCI com seus homélogos em A.
nidulans e A. clavatus. O alinhamento das sequiéncias foi utilizando-se o programa ClustalX. As regifes
marcadas pela linha escura representam os dominios N-Arrestina e C-Arrestina. O motivo N-arrestina,
conservado na familia PalF de fungos e arrestina de mamiferos, é evidenciado pelo colchete escuro. As
seqliéncias utilizadas no alinhamento foram: PalF de A. nidulans (XP_659448.1); PalF de A. clavatus
(XP_001271847.1) e PalF de C. lindemuthianum (sequéncia ndo depositada).
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Figura 20. Andlise filogenética das proteinas PalA/Rim20 (A) e PalF/Rim8 (B) de diversos fungos
filamentosos e leveduras. A arvore foi construida, usando o programa MEGA 3.1 pelo método do Vizinho mais
Proximo, com bootstrap de 5000 réplicas. NUmeros de acesso para as proteinas PalA/RIM20 no GenBank:
Rim20p Debaryomyces hansenii (XP_460839); Rim20p Candida albicans (AAD51716); PalA Aspergillus
oryzae (BAD83606); PalA Aspergillus fumigatus Af293(XP_752184); PalA Magnaporthe grisea
(XP_368411); PalA Neurospora crassa (XP_959867); PalA de Neosartorya fischeri (XP_001267378.1);
PalA de Aspergillus clavatus (XP_001271532.1); PalA de Emericella nidulans (CAB05920.3); PallA de
Neurospora crassa (Q7S532); RIM20 de Schizosaccharomyces pombe (Q09807); RIM20 de
Saccharomyces cerevisiae (Q12033); RIM20 de Candida glabrata (Q6FKKO0); RIM20 de Eremothecium
gossypii (Q756C5); PalA de Filobasidiella neoformans (Q756C5); PalA de Crinipellis perniciosa e
clPalA de C. lindemuthiaum ainda (ndo depositadas). Nimeros de acesso para as proteinas PalF/RIM8 no
GenBank: PalF de Aspergillus fumigatus (XP_751861.1); PalF de Neosartorya fischeri
(XP_001267045.1); PalF de Aspergillus clavatus (XP_001271847.1); PalF de Aspergillus terreus
(XP_001210860.1); PalF de Aspergillus nidulans (XP_659448.1); PalF de Magnaporthe grisea
(XP_363689.1); RIM8 de Yarrowia lipolytica (XP_503019.1); RIM8 de Candida albicans
(XP_719051.1); RIM8 de Debaryomyces hansenii (XP_456899.1); RIM8 de Candida glabrata
(XP_445676.1); RIM8 de Ashbya gossypii (NP_985655.1); RIM8 de Kluyveromyces lactis
(XP_452712.1); PalFCI de C. lindemuthiaum (ndo depositada).
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5. CONCLUSOES

O fungo C. lindemuthianum controla a transcricdo de genes regulados por pH,
por meio do fator de transcricdo PacCl relacionado, filogeneticamente, a familia de
fatores de transcricdo Dedo de Zinco, do tipo Cys,Hys,, PacC/Rim101 conservado em
fungos filamentosos e leveduras.

Assim como em outros organismos, a transcricdo do gene pacCl é dependente de
pH. Sua transcricdo é ativada a medida que o pH aumenta, sendo necessaria para
capacitar C. lindemuthianum a crescer em pH alcalino. A ativacdo da PacCl, durante o
processo de colonizacdo do hospedeiro, possivelmente ativa a transcricdo de fatores de
viruléncia em C. lindemuthianum necessarios ao crescimento necrotréfico. A perda de
sua funcdo resulta numa linhagem incapaz de iniciar a fase necrotrofica, caracterizada
pelo desenvolvimento abubdante de hifas secundarias na linhagem selvagem.
Consequentemente, essa linhagem ndo causa maceracao do tecido vegetal, mantendo a
planta viva. Aparentemente, pacCl € um gene que confere patogenicidade a C.
lindemuthianum.

O modo pelo qual PacCl é ativado pela cascata sinalizadora dependente de pH,
possivelmente assemelha-se ao mecanismo descrito para A. nidulans envolvendo os
genes PalA, PalB, PalC, PalF, PalH e Pall, pois, no banco de EST de C.
lindemuthianum, foram encontradas sequiéncias parciais que podem ser traduzidas nas
proteinas PalACI e PalFCIl homdlogas as familias PalA/Rim20 e PalF/Rim8 de diversos
fungos filamentosos e leveduras.

A obtencdo de outras linhagens mutantes com perda de funcdo de PacCl ou a
complementacdo da mutacdo pacCl, utilizando-se genes ortologos, podera corroborar 0s
resultados obtidos neste trabalho.

A busca de genes ativados por PacCl podera elucidar varias funces necessarias
na transicdo da fase biotrofica para a necrotréfica de C. lindemuthianum. Além disso,
auxiliara no entendimento dos mecanismos moleculares relacionados a esse processo.
Estes resultados poderdo ser utilizados na busca por formas eficientes de controle da

antracnose.
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CAPITULO 111

SEQUENCIA PARCIAAL DO GENOMA MITOCONDRIAL DO
FUNGO FITOPATOGENICO Colletotrichum lindemuthianum
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1. RESUMO

Um fragmento de DNA presente em alto numero de copias foi isolado da
biblioteca gendmica de C. lindemuthianum, utilizando-se a técnica de hibridizagdo
diferencial. Este fragmento de DNA, composto de 9.456 pb, corresponde a sequiéncia
parcial do genoma mitocondrial de C. lindemuthianum. Nele estdo presentes: a
sequéncia dos genes cox3 e nad6 e a seqliéncia parcial do gene cox1, todos relacionados
a fosforilacdo oxidativa; dois genes que codificam rRNA’s, rns e rnl (seqiiencia parcial),
um conjunto de 12 genes de tRNA’s; e uma ORF presente em um intron do grupo I, que
codifica uma endonuclease do tipo LAGLIDADG, envolvida no processo de Homing. O
alinhamento de seqliéncias de proteinas demonstrou que Nad6 é menos conservada em
relacdo a Cox1 e Cox3, em fungos filamentosos. O intron do grupo |, detectado no
fragmento de DNA analisado, possui alta homologia na seqiiéncia nucleotidica com o
intron i8 do grupo | de Podospora anserina, sendo que ambos interrompem o gene cox3
desses fungos na mesma posicdo. O contetdo de A+T no genoma parcial de C.
lindemuthianum é de 66%, atingindo a 69% para as regides codificadoras de proteinas e
reduzindo a 64% para os genes rnl e rns. Este alto contetdo de A+T correlaciona-se com
a utilizacdo de cddons preferenciais contendo A ou T na terceira posi¢cdo do codon.
Todos os genes que codificam proteinas, presentes no fragmento analisado, utilizam o
cddon de terminacdo TAA no lugar do cddon universal TGA, que neste genoma codifica
0 aminoacido triptofano. A ordem dos genes Cox1l-trng)-rns-trnym-Cox3-trNeps’)-
nad6é-trnwkis’p-rl é mais préxima de fungos da ordem Filacorales. A analise
filogenética, baseada na seqliéncia concatenada das trés proteinas Cox1, Cox3 e Nad6,
possibilitou separar diferentes grupos de fungos, além de agrupar C. lindemuthianum na

ordem Filacorales.

166



2. INTRODUCAO

Colletotrichum lindemuthianum, um Ascomiceto filamentoso, tém atraido
atencdo de varios pesquisadores por ser um excelente modelo em estudos de genética na
busca por genes que lhe confere patogenicidade ao feijoeiro comum. Este patdgeno leva
a perda consideravel na produtividade, que pode chegar a 100% quando as condi¢cbes
climaticas sdo favoraveis ao desenvolvimento da doenca e cultivares suscetiveis sdo
utilizadas (Somavilla & Prestes, 1999). Esta espécie é um excelente modelo para estudo
da interacdo planta-patégeno devido a facilidade de seu cultivo em laboratério, bem
como seu processo de infeccdo € composto por diferentes fases de nutricdo, biotrofica e
necrotréfica, aléem da diferenciacdo de estruturas especializadas durante a cinética de
infeccdo (O Connell et al., 1985; Latunde-Dada, 2001). Diferentes genes conferem
patogenicidade ou viruléncia a este fitopatogeno, tais como os codificadores para 0s
fatores de transcricdo CLTAL (Dufresne et al., 2000) e CLNR1 (Pellier et al., 2003), a
proteina cinase CLK1 (Dufresne et al., 1998), tetraspanina CIPLS1 (Veneault-Fourrey et
al., 2005) e proteina relacionada ao transporte de vesiculas CLPT1 (Siriputthaiwan et al.,
2005). A analise molecular e testes de patogenicidade tém demonstrado uma grande
variabilidade tanto de racas fisiologicas, quando as mesmas sdo inoculadas em diferentes
cultivares de feijoeiro difierenciadoras, quanto genotipicas deste fitopatdgeno, o que
dificulta os programas de manejo da doenga, melhoramento da resisténcia do feijoeiro e
controle do patégeno (Fabre et al., 1995; Sicard et al., 1997; Freeman et al., 1998).

A analise filogenética de fungos baseia-se, principalmente, na andlise de
marcadores moleculares, como sequéncias nucleares de rDNA, genes da tubulina ou da
subunidade da RNA polimerase 11-RPB1, nem sempre sdo capazes de determinar a
filogenia de certos grupos de fungos com suporte significativo (Jensen et al., 1998; Liu
et al., 1999; Berbee et al., 2000; James et al., 2000; Keeling et al., 2000). Em outros
trabalhos, a relacao filogenética de algumas espécies de fungos filamentosos em nivel de
Ordem é contraditéria como, por exemplo, Glomerella (fase teleomorfica de
Colletotrichum) (Jacobs et al., 2003; Silva-Wanderlei et al., 2003, Goodwin, 2004).

A utilizacdo de sequéncias de proteinas mitocondriais concatenadas tem sido

essencial na obtencdo de arvores filogenéticas mais robustas, capazes de resolver
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incertezas na filogenia e sistematica de fungos (Forget et al., 2002; Bullerwell et al.,
2003). A seqléncia do mtDNA pode, também, ser aplicada em analises de variabilidade
genotipica, dinAmica de populagdes e identificacdo de espécies, muitas vezes dificeis de
serem diferenciadas tanto no grupo de fungos quanto em outros organismos (Ghimire et
al., 2003; Ellis et al. 2005; Pantou et al., 2006).

O tamanho do genoma mitocondrial de fungos varia de 19,43 Kb em
Schysossaccharomyces pombe (Bullerwell et al., 2003) a aproximadamente 100 Kb em
Podospora anserina (Cummings et al., 1990). A grande variagdo apresentada por esses
genomas pode ser explicada pela presenca ou auséncia de um grande numero de introns
do grupo I e, ou I, reducéo no conteudo do nimero de genes e variagdo no tamanho das
sequéncias intergénicas (Bullerwell et al., 2003).

Os genomas mitocondriais de fungos compartilham varias caracteristicas
comuns. O mtDNA é caracterizado pelo alto conteddo em AT e, conseqlientemente,
resulta na utilizacdo de cddons preferenciais nos genes codificadores de proteinas
(Bullerwell et al., 2003; Kouvelis et al., 2004; Pantou et al., 2006). Outra caracteristica
compartilhada entre os genomas mitocondriais é a manutencéo de um conjunto bésico de
genes e a presenca de grande numero de introns do grupo | €, em menor nimero, introns
do grupo Il (Woo et al., 2003). Varios desses introns do grupo | sdo capazes de sofrer
mobilizacdo via processo chamado Homing, dependente de endonucleases codificadas
por ORFs intronicas (Haugen et al., 2005). Diferentemente do genoma nuclear, o
genoma mitocondrial esta presente em grande nimero de cdpias na mitocondria (Barr et
al., 2005).

Neste trabalho, é descrita a seqiiéncia de um fragmento de DNA de,
aproximadamente, 9,5 Kb do genoma mitocondrial de C. lindemuthianum, o contetdo e
a organizacdo de seus genes. Utilizando a sequiéncia de trés proteinas concatenadas, €

inferida a relacdo filogenética de C. lindemuthianum com outros Sordariomicetos.

168



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens e condigdes de cultura

Neste trabalho, foi utilizado o isolado LV49 (raga 81) do fungo Colletotrichum
lindemuthianum, pertencente a micoteca do Laboratorio de Resisténcia de Plantas a
Doencas do Departamento de Biologia da UFLA. Esta linhagem foi mantida a 21°C em
placas de Petri, contendo meio GPYECH sélido (Ansari et al., 2004).

3.2. Manipula¢6es do DNA e construcdo de um banco genémico

O DNA total foi extraido a partir do micélio da linhagem LV49, conforme
Specht et al. (1982). Clivagens parciais do DNA total foram realizadas com diferentes
concentragOes da enzima de restricdo Sau3A, durante uma hora, para determinar a
quantidade de enzima capaz de gerar maior numero de fragmentos de DNA com
tamanho desejado (9 a 12 Kb). As reacGes de hidrélise do DNA total foram verificadas
por eletroforese em gel de agarose 0,8%. As reacdes foram realizadas, utilizando-se
tampGes e temperaturas descritas pelo fabricante (Promega). Apds a determinacdo da
concentracdo ideal de enzima, 50 pg de DNA total foi digerido e a reagdo foi
interrompida, ap6s uma hora, por inativacdo térmica. O volume total da reacdo foi
depositado sobre um gradiente de sacarose e, em seguida, procedeu-se o fracionamento
dos fragmentos por centrifugacdo. Ao término da centrifugagdo, aliquotas foram
devidamente coletadas em diferentes tubos e o tamanho dos fragmentos de DNA,
presentes nos mesmos, foi estimado por eletroforese em gel de agarose 0,8%. Agrupou-
se 0 contetdo dos tubos contendo os fragmentos de DNA de tamanho desejado, sendo
esses fragmentos purificados por precipitacdo e utilizados na reacgdo de ligagdo com 0s
bracos do fago lambda EMBL3 (Stratagene), catalisada pela T4 DNA ligase. ApGs o
empacotamento com Gigapack Gold 1l Packaging Extract (Stratagene), células de
Escherichia coli XL1 Blue MRA (P2) (Stratagene) foram infectadas com os fagos
recombinantes. Para a amplificacdo e determina¢édo do titulo do Banco Genémico, foram
utilizadas células de E. coli XL1 Blue MRA (P2), conforme as recomenda¢fes do

fabricante (Stratagene).
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3.3. Amplificacédo da regido ITS do rDNA por PCR

Os oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo da regido ITS (ITS1/ITS4)
do rDNA de C. lindemuthianum foram descritos por White et al. (1990). Os parametros
de amplificacdo foram: 40 ciclos, cada ciclo consistindo de um passo de desnaturacéo a
94°C por 1 min, um passo de pareamento a 50°C por 1 min e um passo de extensao a

72°C por 1 min e 30 s. Ao final, foi feito um passo de extensdo final a 72°C por 7 min.

3.4. Selecédo de DNA repetitivo a partir do banco gendmico e hibridizac6es

Uma hibridizacdo diferencial foi utilizada para o isolamento de seqiiéncias
repetitivas a partir do banco genémico de C. lindemuthianum de acordo com Hamer et
al. (1989). O isolamento de fagos recombinantes, contendo seqiiéncias de DNA repetido,
foi realizado por hibridiza¢bes de placas de lise, segundo Benton & Davis (1977). Os
fagos foram transferidos para membranas que foram utilizadas em duas hibridizagdes.

Primeiramente, utilizou-se 500 ng de DNA total de C. lindemuthianum marcado
com o kit CPD-Star (Amersham Bioscience). Apds a deteccao dos sinais de hibridizacao
utilizando o Kit “CDP-StarTM Detection Module” (Amersham Pharmacia Biotech) de
acordo com as recomendagOes do fabricante, as membranas foram recuperadas e
novamente hibridizadas com um fragmento do ITS, obtido por PCR, e marcado da
mesma forma. As hibridizacbes foram realizadas como descrito por Sambrook et al.
(1989) ajustando o tempo de hibridizagéo para 6 h. A deteccdo das placas de lise, que
hibridizaram com as sondas, foi realizada empregando o kit citado anteriormente.

As placas de lise com sinal positivo para o DNA total marcado e negativas para o
rDNA foram eluidas do meio de cultura e purificadas. Procedeu-se a extracdo de DNA
desses fagos segundo metodologia descrita por Felipe et al. (1992). O DNA purificado
foi hidrolisado com a enzima Sall. Os fragmentos gerados foram separados por
eletroforese em gel de agarose 0,8%, transferidos para membrana de néilon, e
hibridizados (tempo de hibridizacdo de apenas 3h) com DNA total marcado nas mesmas
condigdes utilizadas para o isolamento da placa de lise. Fragmentos positivos foram
clonados no vetor pBluescript 11 KS+ (Stratagene®), previamente digerido com Sall.
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3.5. Sequenciamento e anélise das seqUéncias

O DNA foi sequienciado pelo procedimento de terminacdo de cadeia por
didesoxinucleotideos (Sanger et al., 1977), usando o kit ''Sequencing (Pharmacia
Biotech S.A., Saint Quentin-en-Yvelines, Roissy, France) ou o kit ABI PRISM (Perkin
Elmer, Roissy, France) e diferentes oligonucleotideos iniciadores (Tabela 1).
Oligonucleotideos de ambos os lados do fragmento de DNA foram desenhados para
avancar no seqguienciamento do mesmo (Tabela 1).

A determinagdo do contetdo de GC e do uso de codons preferenciais foram
realizadas no programa DNAman. A busca por sequiéncias homdlogas no banco de
dados do “National Center for Biotechnology Information”

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) foi realizada utilizando-se os programas Blastn e Blastp

(Altschul et al., 1997). O programa Bioedit (Hall, 1999) foi utilizado para a traducéo de
sequiéncias obtidas. Dominios conservados nas sequéncias polipeptidicas foram
pesquisados no site Pfam (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/), disponibilizado
pelo Instituto Sanger (http://www.sanger.ac.uk/) e pelo programa PSORT Il
(http://psort.nibb.ac.jp/form2.html). Os tRNA’s foram identificados por meio do
programa tRNAscan-SE 1.21 (http://www.genetics.wustl.edu/eddy/tRNAscan-SE/),

conforme os parametros para 0 DNA mitocondrial.

3.6. Analises filogenéticas

As sequéncias de aminoacidos das proteinas Cox1, Cox3 e Nad6, obtidas neste
trabalho e de outros organismos coletados no banco de dados do GenBank foram
utilizadas para determinar as relacdes filogenéticas de C. lindemuthianum com demais
fungos. Os alinhamentos de sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos foram feitos
por meio do programa ClustalW (Thompson et al., 1994) e formatados no Bioedit.
Arvores filogenéticas foram obtidas pela anélise filogenética, utilizando-se sequiéncias
concatenadas das proteinas Cox1, Cox3 e Nad6 de diversos fungos, pelo método do

Vizinho mais Préximo, utilizando-se o programa MEGAS3 (Kumar et al., 2004).
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados no seqtienciamento do mtDNA de C.

lindemuthianum

Oligonucleotid Sequéncia (5 —3’)

eo

R GCAGGCATGCAAGCTTGGCACTGGC

F CGTGCACGAAGACGGGGGTTCCC
Ol4Fa ATACATCATTTTTTGAAACAGCT
O14Fb CGTTTTATTTAAGCAGGTATT
Ol4Fc ATAGGAATGGTTTACGCTATGA
O14Kd AAAAGAATTTCTTATTAGATAA
Ol4Fe GAAAAGCTTATACCTACCCTA
Ol4Ra CCCTCACGATAATCATAGAAT
O14Rb GATTTGATATTTTACTATTGA
Ol4Rc TGTACCCTTATACAGGGAATGT
O14Rd AAGCGTATATTCTTCATAATCCTA
Ol4Re CTAAAAAAAGCCGCCCTTAAAGGA
O14Rf AACCACAGTTTCACAACATTA
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento de DNA repetitivo

Apdls a reacdo de empacotamento dos fagos recombinantes, foi obtida uma
biblioteca genémica cujo titulo foi 1,09 x 10° UFP/mL. A probabilidade de encontrar
uma seqiiéncia Unica no genoma, nesta biblioteca, é maior que 0,9, calculada a partir da
equacdo de Clarke e Carbon (1976). A técnica de hibridizagdo diferencial possibilitou o
isolamento de sete fagos recombinantes da biblioteca genémica. A hidrolise com Sall do
DNA desses fagos, enzima que libera os bragos do fago A, demonstrou que todos eles
continham diferentes fragmentos do DNA de C. lindemuthianum (Figura 1A). A
hibridizacdo desses fragmentos, utilizando o DNA total de C. lindemuthianum como
sonda, revelou que o fago F7 ndo continha seqiiéncias de DNA repetitivo pela auséncia
de fragmentos hibridizados, o que demonstrou a validade desta técnica para o isolamento
de DNA presente em alto nimero de cépias. Diferentemente, fragmentos gerados da
clivagem dos outros seis fagos hibridizaram com o DNA total marcado (Figura 1B). A
hibridizac&o diferencial ndo permitiu eliminar todos os fagos contendo DNA ribossomal.
A analise dos produtos de PCR, utilizando DNA dos fagos e os oligonucleotideos
ITS1/ITS4 (Tabela 1) para DNAr, revelou que os fagos F5 e F19 continham seqliéncias
desse DNA repetitivo (Figura 1C). Os fragmentos de DNA dos fagos F2, F6, F12 e F14

foram clonados para posterior seqiienciamento.

4.2 Analise da sequéncia do fragmento de DNA F14.1

4.2.1. Conteudo génico

O maior fragmento de DNA gerado pela clivagem do DNA do fago 14 com Sall
foi denominado F14. ApO6s seu sequenciamento, utilizando-se diferentes
oligonucleotideos (Tabela 1), foi obtida uma sequéncia de 9.456 pb. Este fragmento é
parte do DNA mitocondrial de C. lindemuthianum, devido a sua homologia com
sequéncias mitocondriais de diversos fungos filamentosos como Verticillium dahliae
(DQ351941.1) e Fusarium oxysporum (AY874423.1).
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O conteudo de A+T neste fragmento foi 66%, chegando a 69% para as regides
codificadoras de proteinas, sendo menor (64%) para 0s genes rnl e rns, que constituem a
maior e a menor subunidade do ribossoma mitocondrial, respectivamente. Além desses
genes, o fragmento F14.1 codifica para 12 RNA'’s transportadores (tRNA); a subunidade
3 da citocromo oxidase, cox3; subunidade 6 da enzima NADH desidrogenase, nad6,
além da seqléncia parcial da subunidade 1 da citocromo oxidase, coxl. Uma ORF,
capaz de codificar uma endonuclease da familia LAGLIDADG, foi detectada no intron

do grupo I interrompendo o gene cox1 (Figura 2).
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Figura 1. Andlise dos fagos isolados pela hibridizagéo diferencial. A: Eletroforese em gel de agarose
0,8% do DNA dos fagos recombinantes F2, F5, F6, F7, F12, F14 e F19 clivados com a enzima Sall. O
padréo de restricdo demonstra que esses 7 fagos sdo todos diferentes entre si. B: Auto-radiografia da
hibridizacao desses fragmentos com o DNA total de C. lindemuthianum utilizado como sonda. O tempo de
hibridizacdo foi reduzido para apenas 3 h. Com excec¢do do fago 7, os outros fagos recombinantes
possuem possiveis seqiiéncias de DNA repetitivo que hibridizaram com a sonda marcada. Setas indicam
os fragmentos clonados para sequenciamento C: Resultado da amplificacdo dos DNA’s dos fagos
recombinantes com os oligonucleotideos ITS1/1TS4 especificos para rDNA. A partir do DNA dos fagos
F5 e F19 pode-se obter um fragmento do mesmo tamanho observado no DNA total de C. lindemuthianum
utilizado como controle, o que indica que nesses fagos estdo presentes sequéncias do rDNA. M1 e M2 sdo
marcadores de tamanho A/Hindlll e PhiX174/Haelll..

Figura 2. Mapa fisico parcial do mtDNA de C. lindemuthianum. As setas cinzas e escura indicam 0
sentido da transcri¢do dos genes e da ORF intronica, respectivamente. O retangulo claro identifica o intron
do grupo I, que interrompe a seqiiéncia do gene cox3. Triangulos verdes demonstram os 12 genes de
tRNA’s capazes de transportarem os aminoacidos R: Arginina, Y: Tirosina, T: Treonina, K: Lisina, G:
Glicina, D: Aspartato, S*: Serina, V: Valina, W: Triptofano, I: Isoleucina, S* Serina e P: Prolina. Os
retangulos vermelhos indicam possiveis elementos reguladores.
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4.2.2. Sequéncias codificadoras

A traducdo de uma sequéncia de 1.383 pb resultou em um polipeptideo de 460
aminoacidos com alta identidade a subunidade | (Cox 1) do complexo enzimatico
Citocromo Oxidase C. Este complexo é composto por vérias cadeias polipeptidicas,
presentes na membrana interna da mitocondria de eucariotos e envolvida com a geracdo
de energia nessa organela. Os valores de identidade (92%) e similaridade (96%) com a
proteina Cox1 de F. oxysporum (AAX21832) demonstram um alto grau de conservacao
na seqliéncia de aminodacidos, confirmado pelo alinhamento feito com a seqliéncia obtida
neste trabalho com a proteinas Cox1 de alguns fungos do grupo Pezizomicotina (Figura
3). Cox1l de Hypocrea jecorina demonstra maior diferenca pela insercdo de
determinadas sequéncias de aminoacidos, ausentes nos demais fungos analisados. O
fragmento de DNA 14.1 possui, apenas, a sequéncia parcial do gene coxl, faltando a
regido codificadora do N-terminal da proteina. O gene cox1 de C. lindemuthianum é
interrompido por, pelo menos, um intron do grupo | de 1.533 pb, denominado il,
inserido entre os aminoacidos F e W (Figura 3). O éxon anterior ao intron termina com
uma timina (T) e a sequéncia terminal do intron contém uma guanina (G) caracteristica
deste grupo. Dentre os genes mitocondrias, coxl é frequentemente interrompido por
introns do grupo I, em fungos filamentosos e leveduras. O nimero desses introns pode
variar de zero, em fungos como Verticillium dahliae (Pantou et al., 2006) e
Lecanicillium muscarium (Kouvelis et al., 2004) a at¢é mesmo 16 em P. anserina
(Cummings et al., 1990, citado por Gonzales, 1998). Os introns do grupo I, assim como
os do grupo Il, sdo caracterizados pela capacidade de sofrerem auto-processamento e,
conseqlientemente, a sua presenga € praticamente neutra para 0 organismo.

O alinhamento da sequéncia nucleotidica de il e do intron do grupo | i8 do gene
coxl de P. anserina demonstrou que eles estdo inseridos na mesma posi¢do do gene
cox1, bem conservada entre estes dois organismos (dados nao apresentados). A presenca
de introns do grupos I e 1l, em um determinado sitio dentro do gene, pode ser o resultado
da sua transferéncia vertical ou horizontal, homing e transposi¢éo (Gray, 1998; Cho et
al., 1998; Kurokawa et al., 2005; Haugen et al., 2005). A transferéncia horizontal de
introns do grupo | pode ocorrer até mesmo entre grupos distantes filogeneticamente,

como fungos e plantas (Cho et al., 1999).
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Homing é um processo pelo qual um intron, presente num gene, invade um alelo
gue ndo apresenta 0 mesmo numa posi¢cdo homdéloga. O mecanismo de mobilidade dos
introns do grupo | via homing, necessita da acdo de endonucleases homing (HE),
capazes de clivar o DNA dupla fita em sitios especificos. introns, que se espalham pelo
mecanismo homing, possuem em sua sequéncia ORF’s codificando HE’s. Assim como
no i8, o intron presente em cox1 de C. lindemuthianum contém uma ORF de 1.011 pb
capaz de codificar uma proteina de 336 aminoacidos homdéloga a endonucleases do tipo
HE, especificamente da familia LAGLIDADG. A ORF esta inserida na alga P1 desse
intron. A analise de possiveis dominios demonstrou que a proteina deduzida possui dois
motivos LAGLIDADG, separados por 110 residuos de aminoacidos, com um ponto
isoelétrico tedrico de pl 9,52 e massa molecular 38,9 kDa, caracteristicas compartilhadas
com as demais proteinas pertencentes a esta familia (Jurica et al.,1999). A anélise
filogenética de diferentes proteinas HE’s, da familia LAGLIDADG, codificadas por
introns do grupo I, demonstrou que a proteina HE de C. lindemuthianum é mais proxima
das proteinas codificadas pelos intron i8 de P. anserina e i1 de Ophiostoma ulmi (dados
ndo mostrados).

Outra ORF de 810 pb esta presente no fragmento de DNA 14.1. Sua tradugdo
gera uma proteina de 269 residuos de aminoacidos, cuja sequéncia é homologa a
subunidade 11l da citocromo oxidase de fungos filamentosos, apresentando a maior
identidade (78%) e similaridade (91%) na seqiiéncia priméaria com a proteina CoxllI de
F. oxysporum (AAX21837). A proteina deduzida contém um dominio altamente
conservado na familia de proteinas CoxIlIl, segundo anélise utilizando-se o banco de
dados Pfam. Este resultado é confirmado pelo alinhamento de algumas proteinas desta
familia pertencentes a diferentes fungos (Figura 4). Apenas uma pequena regido proxima
a regido C-terminal demonstra menor conservacao dos residuos de aminoécidos. A ORF
do gene cox3 em C. lindemuthianum ndo é interrompida por intron, assim como seus
homologos descritos nos fungos Pezizomicotina.

Uma ultima ORF, contendo 696 nucleotideos, foi detectada no fragmento de
DNA mitocondrial de C. lindemuthianum. Foi obtido um polipeptideo, contendo 231
aminoéacidos, cuja sequéncia primaria tem homologia com a subunidade VI do complexo

enzimatico NADH desidrogenase de fungos, apresentando 64% de identidade e 75% de
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similaridade com a subunidade 6 (Nad6) da NADH desidrogenase de V. dahliae
(YP_667830). O alinhamento da sequéncia de proteinas Nad6 revelou que a mesma é
menos conservada entre diferentes fungos, em relacdo as proteinas Coxl e Coxlll
(Figura 5).
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Figura 3. Alinhamento das seqiiéncias de proteinas Cox1 de diversos fungos e de C. lindemuthianum. Seqiiéncias do GenBank: Verticillium
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Figura 4. Alinhamento das seqiiéncias de proteinas Cox3 de diversos fungos e de C. lindemuthianum. Seqiiéncias do GenBank: V. dahliae
(NC_008248); P. anserina (NC_001329); F. oxysporum (AY945289); L. muscarium (NC_004514); P. marneffei (NC_005256); M. anisopliae
(NC_008068); A. tubingensis (NC_007597); H. jecorina (NC_003388); M. grisea (Q95840); A. niger (YP_337884.1); C. lindemuthianum (sequéncia
nado depositada).
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Figura 5. Alinhamento das seqiiéncias de proteinas Nad6 de diversos fungos e de C. lindemuthianum. Sequiéncias do GenBank: V. dahliae
(NC_008248); P. anserina (NC_001329); F. oxysporum (AY945289); L. muscarium (NC_004514); P. marneffei (NC_005256); E. floccosum
(NC_007394); T. rubrum (Q36836); M. anisopliae (NC_008068); A. tubingensis (NC_007597); H. jecorina (NC_003388) e C. lindemuthianum
(sequiéncia ndo depositada).
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4.2.3. Genes que codificam tRNA

Similar a varios outros fungos, o DNA mitocondrial de C. lindemuthianum
codifica tRNA’s. A utilizagcdo do programa tRNAscan-SE 1.21 detectou 12 tRNA’s
no fragmento de mtDNA F14.1, envolvidos no transporte dos aminoécidos arginina
(R), tirosina (), treonina (T), lisina (K), glicina (G), aspartato (D), serina (S), valina
(V), triptofano (W), isoleucina (I) e prolina (P)(Figura 2). O tamanho desses tRNA’s
varia entre 65 (trnT) e 86 nucleotideos (trnY). Eles distribuem-se em conjuntos de 2,
4 e 5 tRNA'’s, restando o trnR como gene isolado. As estruturas primarias desses
tRNA’s podem ser dobradas na estrutura secundaria tipica chamada “trevo de 4
folhas” com varias caracteristicas conservadas em RNA’s transportadores (Tabela 2).
Pares de bases diferentes do padrdo Watson-Crick estdo presentes nos tRNAs trnY e
trnT e estdo localizados nos bracos aceptor e TWC, respectivamente. Estes
pareamentos raros ndo sdo capazes de introduzir distorgdes significantes nas hélices
(Holbrook et al., 1991). Nenhum dos genes para os 12 tRNA’s codifica o terminal 3’
CCA, que pode ser adicionado ap0s a transcricdo dos mesmaos.

Analises de homologia via BlastN e subsequente alinhamento pelo ClustalX,
utilizando sequiéncias de Sordariomicetos, identificaram os genes codificadores dos
RNA’s ribossomais da subunidade maior rnl e da subunidade menor rns do
ribossoma mitocondrial. O gene rns tem 1.445 pb, ndo sendo possivel determinar o
tamanho do gene rnl, pois ele esta presente no terminal 3’ do fragmento clonado. O
conteldo de A+T do gene rns e da seqiiencia parcial do gene rnl (64%) é menor do
que o conteudo dos genes codificadores para proteinas que atinge 69%.

O gene rns de C. lindemuthianum tem alta conservacdo na sequéncia de
nucleotideos, em relacdo as seqliéncias parciais de rns de diversos isolados de
Glomerella cingulata (AF411747.1), Glomerella acutata (AF411776) e
Colletotrichum dematium (AF411740). A maior conservacao de nucleotideos de rnl
foi com V. dahliae (DQ351941) e Hypocrea jecorina (AF447590). Nenhuma
sequéncia do gene rnl mitocondrial de Glomerella ou Colletotrichum foi depositada

nos bancos de dados publicos.
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Tabela 2. Seqiiéncia de nucleotideos dos 12 genes de tRNA’s encontrados no genoma mitocondrial parcial de C. lindemuthianum.

tRNA BRACO BRACO D BRACO ANTICODON BRACO EXTRA BRACO T¥YC BRACO
AMINOACIL AMINOACIL
Haste Haste Alca Haste Haste Alca Haste Haste Alca Haste Haste
Consenso | NNNNNNN TN | NYNN [ AR(N)GG(N)A NNRN D | NNNNN | YT(N)csdon NNNNN (N)Y NNNNG | TTCRANY | CNNNN [ NNNNNNN N
RN
R (TCT) GTCTCAT TA | GCTC AATGGTA GAGC | A | GAATA CTICTAA TATTC TGAT TCTAG TTCGAAT | CTGGA | ATGAGAT T
Y (GTA) | GGAGAGT TC | CTTT ATTGGCAAA AAGG | G | TTGAG | CTGTAAA | CTCAA | TAGCAATTTTCTGCTTT | AAGAG | TTCGAAT | CTCTT GTGCTCC T
T (TGT) GCTCTTA TA | GCTC AACGGTA GAGC | A | TAATA CTGTA TATTA TGA AGAG TCGATT CCTT TAAGGGC G
K(TTT) GGGATTT TA | GTAT AATGGTGA ATAC A | TATGA CTTTTAA TCATA TAAGAT ATTGG TTGGAAT | CCAGT AGATCCT A
G (TCC) | ACGGTTA TC | ATTT | AATGGTA GGAT | T | GCTGT | CTICCAA | ACAGC | AGTGT GTTGG | TTCGATT | CCGAC | TAACCGT A
D (GTC) GAACTAA TA | GCTT AATTGGTA AAGC [ A | TTTTC CTGTCAC GAAAA | GGGAT GTCGG TTCGATG CCGAC TTAGTTC G
S (GCT) GGAAAGG TA | GCC ATAGGTAG GGC A | GATAT TTGCTAA | ATATT GTGTGAAAACATTT GGGCG TTCGAAT | CGTCT TCTTTCC G
V (TAC) AAGGGAT TA | GCTC AATGGTA GAGC | A | ACCGT TTTACAC ACGGT AGGTT AAGTG TTCGAGT | CACTT ATTCCTT A
W (TCA) AAGAGTA TA | GTTT AATGGCA AAAC | A | AGGAG | CTTCAAC CTCCT GAATT CTTAG TTCGAGT | CTGAG TACTCTT G
1 (GAT) AATTCTT TA | ACTT | AACGGTA AAGT | G | CATTT TTGATAA | GAATG | AAAT CCAAG | TTCGATT | CTTGG | AAGAATT A
S(TGA) | AGAGAAT TG | ACT GAGTGGTTTAA | AGT G | CCGGC | CTTIGAGT | GCTGG | TATGGGGTTCCCCCATC | ATGGG | TTCGAAT | CCCAT | ATTCTCT G
P (TGG) CAGATTA TG | GCC GGGTTGGTTA GGC G | CTCCT TTTGGGA | AGGAG | AATAG TTGCG TTCGAAC | CGCAA | TAATCTG A

Os tRNA’s foram detectados com o auxilio do programa tRNAscan-SE 1.21. A linha denominada consenso demonstra a posi¢do de nucleotideos
conservados na seqiiéncia de um tRNA. Os anticddons estdo destacados por letras sublinhadas.
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4.2.4. Possiveis elementos reguladores

Todos os genes codificando proteinas ou RNA’s sdo transcritos na mesma
direcdo, assim como 0s genes mitocondrias de outros fungos como H. curvatum
(Forget et al., 2002), Monoblepharellal5 e Harpochytrium94 (Bullerwell et al.,
2003); P. manerffei (Woo et al., 2003), L. muscarium (Kouvelis et al., 2004) e V.
dahliae (Pantou et al., 2006). Trabalhos concernentes a determinacdo experimental
dos elementos reguladores da transcricio no genoma mitocondrial sdo ainda
escassos. Alguns desses elementos foram determinados para as leveduras
Schysossaccharomyces pombe (consenso  WTATATGTR) e Saccharomyces
cerevisiae (consenso YTATAAAGTA) (Schéfer, 2005) e no fungo filamentoso
Neurospora crassa (consenso TTAGWRRKSNH, precedida de 15-27 pb rica em
AT) (Kubelik et al., 1990). A partir destas sequiéncias, foi realizada uma busca por
possiveis elementos reguladores no fragmento de mtDNA 14.1. Foram detectadas
cinco seqléncias similares ao consenso de N. crassa presentes na regido -35 pb do
gene rns ((A/M)rico TTAGTGATGTA), -68 pb do cox3 (TTAGAGGTTAA), -35 pb
do trnG ((A/T)rico TTAGTGATAGA), -53 pb do gene nad6 (TTAGTGTAGGA) e -
41 pb do gene rnl (ATAGAAATGTA) (Figura 1). Sequiéncias similares foram
descritas para 0s genes cox3, cox2, coxl e nad4 de L. muscarium (Kouvelis et al.,
2004) e para outros genes, como rns, rnl e alguns trn no genoma mitocondrial de V.
dahliae (Pantou et al., 2006). Interessantemente, os provaveis elementos regulatorios
nos genes rns de V. dahliae e C. lindemuthianum sdo similares em sequéncia e
posicionamento. Duas seqiiéncias similares ao consenso de promotores em S.
cerevisiae foram identificadas na regido 5’ do gene da HE nas posicdes -255 pb
(AATAAGTA) e -192 pb (TATAAGAT). Mas, essas sequéncias estdo sobrepostas
com o final do gene cox1. Alguns genes mitocondriais de N. crassa sdo cotranscritos
a partir de uma sequéncia promotora, como o bloco rns-tRNA’s-cox3-nad6 (Kubelik
et al., 1990), sendo que o genoma mitocondrial de S. pombe € transcrito em, apenas,
dois RNA'’s (Paquin et al., 1997).

O posicionamento das sequéncias promotoras em relagdo a organizacdo dos
genes mitocondriais em C. lindemuthianum fornecem um indicativo de que a
transcricdo ocorre de forma policistrbnica, sendo 0s genes co-transcritos.
Obviamente esta hipotese, além da possivel funcdo sugerida para os cis elementos,

precisa ser comprovada.
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4.2.5. Uso de codons preferenciais

A traducdo das sequéncias codificadoras no fragmento de mtDNA 14.1 foi
realizada utilizando-se o codigo 4 que possui algumas variagdes em relagdo ao
cddigo universal (Fox, 1987). A traducdo das proteinas Cox3, Nad6 e He inicia-se
com o codon de iniciacdo padrdao ATG, enquanto o término é marcado pelo codon
TAA, preferencialmente utilizado na traducdo de genes mitocondriais de fungos
(Paquin et al., 1997), inclusive para a proteina Coxl. Os aminoacidos mais
freqUentes nestas quatro proteinas sdo leucina (L:163), isoleucina (1:133), serina
(S:112), glicina (G:108) e fenilalanina (F:104). Este resultado demonstra que, com
excecdo da serina, aminoacidos com cadeias hidrofobicas sdo preferidos, o que esta
relacionado a localizacdo na membrana plasmatica das proteinas Cox1, Cox3 e Nad6.
Os genomas mitocondriais de fungos filamentosos, assim como o fragmento de
mtDNA analisado neste trabalho, possuem alto contetdo de A+T. Esta caracteristica
é, parcialmente, responsavel pela derivacdo do codigo genético, utilizado pela
maquinaria de traducdo da mitocdndria, refletindo-se na preferéncia do uso de
cddons ricos em A e T (Tabela 3). Cddons contendo, exclusivamente, A e T sdo 0s
mais utilizados, em preferéncia aos codons ricos em C e G. Vérios codons ndo foram
utilizados (CTC, CTG, CCG, TAG, TGG e CGC) na codificacdo das proteinas, ou
apareceram uma Unica vez (GTC e ACC) enquanto outros foram utilizados em baixa
freqiiéncia (TTG, TCC, TCG, ACG, GCG, AAG, CGG, AGG, AGC e GGC). Uma
caracteristica de todos estes cddons é a presenca de C ou G na ultima base. Quando
se compararam os diferentes codons para 0 mesmo aminoacido, nota-se novamente
que os codons preferencialmente utilizados sdo aqueles contendo A ou T na terceira
posicdo, reflexo da alta porcentagem de A+T nas sequéncias codificadoras (69%). A
freqliéncia de A ou T na terceira base dos cddons chega a 82%, de acordo com a
analise de todos os codons utilizados na codificacdo das quatro proteinas analisadas.
O aminoacido triptofano (W) no cddigo 4 de traducdo pode ser codificado pelos
cddons TGA ou TGG, sendo que, no codigo universal, TGA ¢é utilizado como cddon
de término da traducdo.

Na mitocondria de C. lindemuthianum, assim como para fungos filamentosos
e outros organismos, o aminoacido W € codificado pelo cédon TGA na traducdo das
proteinas Cox1, Cox3, He e Nad6. Os 5 genes trnA, trnT, trnK, trnV e trnW
possuem anticddons que, coincidentemente, sdo capazes de parear com 0s codons

mais utilizados para esses aminoacidos. Os cddons preferenciais para os aminoacidos
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Y, D, Se | podem ser lidos pelos trnY, trnD, trnS* e trnl mediante a presenca da base
G na primeira posicdo do anticodon. Como o seqiienciamento do genoma
mitocondrial completo de C. lindemuthianum, ainda ndo foi realizado, ndo é possivel
afirmar se este genoma é capaz de codificar todos os tRNA’s necessarios na traducao

de proteinas encontradas na mitocéndria.

Tabela 3. Cddons utilizados na traducdo dos genes mitocondrias de C. lindemuthianum presentes no
fragmento de mtDNA 14.1.

CODON/aa TOTAL CODON/aa TOTAL CODON/aa TOTAL CODONaa TOTAL

TTTF 73 TCTS 28 TATY 67 TGTC 82
TTCF 27 TCCS 4 TACY 33 TGCC 18
TTAL 74 TCAS 14 TAA* 100 TGAW 100
TTGL 7 TCGS 5 TAG* 0 TGGW 0
CTTL 10 CCTP 63 CATH 82 CGTR 10
CTCL 0 CCCcp 18 CACH 18 CGCR 0
CTAL 9 CCAP 20 CAAQ 90 CGAR 6
CTGL 0 CCGP 0 CAGQ 10 CGGR 3
ATTI 32 ACTT 35 AATN 75 AGAR 71
ATC I 10 ACCT 1 AACN 25 AGGR 10
ATA | 58 ACAT 58 AAAK 94 AGT S 38
ATGM 100 ACGT 6 AAG K 6 AGCS 10
GTTV 39 GCTA 57 GATD 74 GGTG 44
GTCV 1 GCCA 11 GACD 26 GGCG 2
GTAV 46 GCAA 29 GAAE 73 GGAG 39
GTGV 14 GCG A 3 GAG E 27 GGG G 16

NUmeros indicam a preferéncia (em %) do uso dos cédons de um determinado aminoacido, quando
foram analisadas as seqiiéncias cox1, cox3, nad6 e heg concatenadas. * - cédons de parada

4.2.6. Ordem dos genes do genoma mitocondrial parcial de C.
lindemuthianum

Os genomas mitocondriais de fungos, completamente seqlenciados,
demonstram que existem variacbes no conteudo de genes nesses diferentes
organismos. Por exemplo, nas leveduras S. pombe, Schizosaccharomyces octosporus
e Schizosaccharomyces japonicus, 0s genes codificadores das subunidades do
complexo HADH desidrogenase estdo ausentes completamente (Bullerwell et al.,
2003). Apesar desta discrepancia, um conjunto basico de genes estd presente em
todos os genomas mitocondriais disponiveis no banco de dados publicos, sendo que a
ordem desses genes tem-se revelado uma boa ferramenta Util nas discussdes das
relacdes filogenéticas. A sintenia desses genes mitocondriais € menos conservada em
fungos (Kouvelis et al., 2004), contrastando com as observagdes em genomas de
metazoarios (Thao et al., 2004). Apesar da baixa conservacao verificada em fungos,
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dois blocos de sintenia compostos pelos genes nadl-nad4-atp8-atp6 e rns-cox3-
nad6-rnl foram caracteristicos dos fungos Pezizomicotina (Kouvelis et al., 2004).
Recentemente, a insercdo dos genes mitocondriais de V. dahliae nesta analise
possibilitou a deducdo de quatro blocos de sintenia presentes nas Ordens da classe
Sordariomicetos, denominados rnl-trngi.12), nad4L-nad5-cob-cox1, nadl-nad4-atp8-
atp6 e rns-trn(-s-cox3-trng.s-nadé-trn,-sy (Pantou et al., 2006). Neste trabalho, foi
determinado que o genoma mitocondrial de C. lindemuthianum possui uma regidao
conservada  COX1-trng)-rns-trnym)-cox3-trnieps’-nadé-trnyiis’-rnl - (Figura 1).
Esta ordem de genes € mais proxima de V. dahliae (classificado na ordem
Filacorales) (Pantou et al., 2006) que os representantes da ordem Hipocreales. Pantou
et al. (2006) propbe que a diferenca entre Filacorales dos Hipocreales seja o
deslocamento do bloco nadl-nad4-atp8-atp6-rns-cox3-nad6 para a posi¢ao entre 0s
genes nad3 e atp9 (Figura 6). De acordo com os dados da literatura e os resultados
obtidos neste trabalho, a sintenia observada em C. lindemuthianum pode ter-se
originado devido ao deslocamento do bloco nadl-nad4-atp8-atp6 para a regido entre
0s genes R- nad4L a partir do padréo, observado em Hipocreales, ligando os genes
coxl e rns (Figura 6). Esta hipotese é baseada no fato de o bloco nad4L-nad5-cob-
coxl estar entre dois trnR isolados de outros trn no genoma dos Hipocreales.
Conforme proposto por outros autores, genes flanqueados por tnr’s podem atuar de
forma similar a elementos transponiveis, com os dois tRNA’s correspondendo aos
longos terminais repetidos (LTR’s), cada um contendo pequenas sequéncias
invertidas em seus terminais (alca do braco aceptor) (Saccone et al., 2002). O
sequenciamento do genoma mitocondrial completo de C. lindemuthianum podera
elucidar o rearranjo, que ocorreu nesta espécie e 0S possiveis mecanismos que 0

determinaram.
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Figura 6. Comparacdo da ordem de genes de genomas mitocondriais completos de
Sordariomicetos (Pantou et al. 2006). Organismos utilizados s@o representantes das ordens
Filacorales: V. dahliae (\Vd); Hipocreales: H. jacorina (Hj), M. anisopliae (Ma) e L. muscarium (Lm);
e Sordariales: N. crassa (Nc) e P. anserina (Pa). As unidades de sintenia sdo destacadas por caixas em
negrito.

4.2.7. Andlise filogenética

A relagdo filogenética entre C. lindemuthianum e outros diversos fungos foi
estudada, utilizando-se sequéncias de proteinas concatenadas obtidas neste trabalho e
depositadas no GenBank. Arvores foram criadas pelo programa MEGA3.1,
utilizando-se 0 método do Vizinho mais Proximo (VP) e Evolucdo Minima (EM) e
considerando as sequéncias das proteinas Cox1, Cox3 e Nad6 como uma Unica
unidade protéica, com tamanho médio de 1000 aminocidos.

Ambos os métodos geraram arvores filogenéticas com o mesmo padrdo de
ramificagdo e consistentes com a filogenia aceita para o grupo de fungos (Kouvelis et
al., 2004; Pantou et al., 2006). Na base da ramificacdo da &rvore estdo todos 0s
fungos Chitridiomicetos, seguindo-se o0s Basidiomicetos e, finalmente, os
Ascomicetos analisados (Figura 7). Independente do método utilizado, estes grupos
sdo reunidos no mesmo clado com altos valores de bootstrap (99-100%). Os
Ascomicetos estdo separados nos grupos Pezizomicotina e Sacharomicotina. Pantou

et al. (2006) propde a classificacdo de V. dahliae na ordem dos Filacorales a partir de
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arvores filogenéticas, obtidas na analise de 14 proteinas mitocondriais concatenadas.
A andlise da seqliéncia de trés proteinas concatenadas Cox1l, Cox3 e Nad6 foi
suficiente para a obtencéo de resultados semelhantes.

A anélise filogenética reuniu C. lindemuthianum com V. dahliae, constituindo
um grupo muito préximo dos organismos Hipocreales. Outra caracteristica que
aproxima estes dois organismos, € a conservacdo na sintenia do bloco de genes rns-
trnyn-cox3-trnikeps)-nad6, sendo o bloco de rtn’s KGDS idéntico nessas duas
espécies.

A filogenia molecular de fungos tem sido, muitas vezes, estudada com a
utilizacdo de sequéncias de rDNA, tubulinas ou proteinas nucleares concatenadas.
Algumas vezes os dados ndo sdo suficientes para elucidar e resolver as rela¢bes na
filogenia de diferentes grupos de fungos. Cada vez mais, informacdes da sequiéncia
de proteinas mitocondriais estdo sendo disponibilizadas em bancos de dados
publicos. O uso concatenado das mesmas tem possibilitado a obtencdo de arvores
filogenéticas robustas que clarificam relacdes filogenéticas muitas vezes incertas
(Bullerwell et al., 2003) ou com valores de bootstrap baixos, quando rDNA ou genes
RPB2 sdo utilizados (Kouvelis et al., 2004). O género Colletotrichum é constituido
por diferentes espécies, cujo emprego de métodos morfoldgicos ou especificidade do
hospedeiro nem sempre levam a uma diferenciacdo precisa da espécie. A utilizagdo
de métodos moleculares € uma excelente ferramenta para a caracterizacdo das
espécies do género Colletotrichum e, em muitos casos, para a determinacdo da
variabilidade genética apresentada em populacGes de uma mesma espécie (Freeman
et al., 1998). Os dados obtidos neste trabalho podem ser utilizados na busca de
regides capazes de diferenciarem, facilmente, as varias espécies do género
Colletotrichum, ou até mesmo em nivel de racas dentro de uma populagéo, por meio
da analise de polimorfismos de tamanho nas regides intergénicas mitocondriais
conforme sugerido em V. dahliae (Pantou et al., 2006).

A classificagdo do género Colletotrichum em nivel de Ordem é controversa.
Silva-Wanderlei et al. (2003), utilizando sequiéncias 18S rRNA, verificaram que o
grupo de organismos do género Glomerella (teleomorfo de Colletotrichum) séo,
filogeneticamente, distantes da ordem Filacorales, sugerindo a colocacdo de
Glomerella (e seu anamorfo Colletotrichum) na ordem Glomerelales. Em outros
trabalhos, Glomerella (e seu anamorfo Colletotrichum) séo agrupados na ordem

Filacorales nas arvores filogenéticas obtidas na analise das sequiéncias da menor e, ou
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maior subunidade dos genes rRNA (Jacobs et al., 2003; Goodwin, 2004). Os
resultados obtidos no presente trabalho, baseados na analise de trés proteinas
mitocondriais concatenadas e na ordem de genes mitocondriais, sugerem a ordem

Colletotrichum como representante de fungos Filacorales.
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Figura 7. Relacéo filogenética de C. lindemuthianum com outros grupos de fungos. A arvore foi
construida, utilizando-se o programa MEGA 3.1 pelo método do Vizinho mais Préximo com bootstrap
de 5000 réplicas. As seqliéncias concatenadas das proteinas Cox1, Cox3 e Nad6 foram utilizadas nas
analises, como uma Unica unidade protéica. As seqtiéncias foram obtidas do banco de dados GenBank,
com o0s seguintes nimeros de acesso: V. dahliae (NC_008248); P. anserina (NC_001329; L.
muscarium (NC_004514); P. marneffei (NC_005256); E. floccosum (NC_007394); M. anisopliae
(NC_008068); A. tubingensis (NC_007597); H. jecorina (NC_003388); P. brasiliensis (NC_007935);
A. niger (NC_7445); Y. lipolytica (NC_002659); P. canadensis (NC_001762); S. commune
(NC_003049); M. pernicionsa (NC_005927); S. punctatus (NC_003060); Rhizophytrium sp.
(NC_003053); H. curvatum (NC_003048); Harpochytrium sp. (NC_004760); Monoblepharella sp.
(NC_004624) e C. lindemuthianum (sequiéncia ndo depositada). Seqiiéncias de N. crassa foram
obtidas no site http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/Downloads.html.  Os
nimeros acima e abaixo de cada nd indicam a porcentagem de vezes que cada ramo aparece, nas
analises de bootstrap de 5000 replicatas e a distancia genética, respectivamente.
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5. CONCLUSOES

O genoma parcial da mitocondria de C. lindemuthianum contém alto
contetdo de A+T, o que resulta na utilizacdo de cddons preferenciais neste genoma.
Nele estdo presentes genes codificadores para proteinas mitocondriais envolvidas
com a geracdo de energia (coxl, cox3 e nad6). Genes codificando para RNA
ribossomal também foram identificados, além de outros 12 genes de tRNA’s. O
intron do grupo |, detectado no genoma mitocondrial de C. lindemuthianum, é muito
similar ao intron i8 de Podospora anserina sendo que ambos interrompem o gene
cox1l na mesma posicdo e codificam uma endonuclease envolvida no processo de
Homing;

Com a analise filogenética das sequéncias de aminodcidos concatenadas das
proteinas Cox1, Cox3 e Nad6, foi possivel separar diferentes fungos em grupos, cuja
relacdo filogenética é aceita em outros trabalhos. A analise da sintenia dos genes
mitocondriais também corroboram com a filogenia obtida neste trabalho. Sugere-se
gue Colletorichum é proximo dos fungos pertencentes a ordem Filacorales,

As sequéncias obtidas neste trabalho poderdo ser utilizadas no estudo da
variabilidade das diferentes espéecies de Colletotrichum, além de auxiliar e otimizar
os estudos de diversidade populacional de uma determinada espécie utilizando-se

técnicas como PCR e, ou RFLP.
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