UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

RNAi em Colletotrichum lindemuthianum: caracterizacao das proteinas-chave
e desafios para a aplicacao

Rafael Oliveira Rosa
Magister Scientiae

VICOSA - MINAS GERAIS
2025



RAFAEL OLIVEIRA ROSA

RNAi em Colletotrichum lindemuthianum: caracterizacao das proteinas-chave
e desafios para a aplicacao

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pés-
Graduacdo em Microbiologia Agricola,
para obtencao do titulo de Magister
Scientiae.

Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz

Coorientadores: Sergio H.
Brommonschenkel
Leandro Lopes da Silva

VICOSA - MINAS GERAIS
2025



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vigcosa - Campus Vicosa

R788r
2025

Rosa, Rafael Oliveira, 1994-

RNAI1 em Colletotrichum lindemuthianum: caracteriza¢ao
das proteinas-chave e desafios para a aplicacdo / Rafael Oliveira
Rosa. — Vigosa, MG, 2025.

1 dissertagdo eletronica (66 f.): il. (algumas color.).

Inclui apéndices.

Orientador: Marisa Viera de Queiroz.

Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa,
Departamento de Microbiologia Agricola, 2025.

Referéncias bibliogréficas: f. 55-60.

DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2025.329

Modo de acesso: World Wide Web.

1. Feijao - Doencas e pragas. 2. Antracnose - Controle.
3. Fungicidas. 4. Pulverizagdo e polvilhag¢do na agricultura.
I. Queiroz, Marisa Viera de, 1964-. 1I. Universidade Federal de
Vigosa. Departamento de Microbiologia Agricola. Programa de
P6s-Graduacao em Microbiologia Agricola. III. Titulo.

CDD 22. ed. 635.65294

Bibliotecdrio(a) responsavel: Alice Regina Pinto Pires CRB-6/2523




RAFAEL OLIVEIRA ROSA

RNAi em Colletotrichum lindemuthianum: caracterizacao das proteinas-chave
e desafios para a aplicacao

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das exigéncias
do Programa de Poés-Graduagcdo em
Microbiologia Agricola, para obtengao do titulo
de Magister Scientiae.

APROVADA: 5 de margo de 2025.

Assentimento:

Rafael Oliveira Rosa
Autor

Marisa Vieira de Queiroz
Orientadora

Essa dissertacao foi assinada digitalmente pelo autor em 27/05/2025 as 14:48:07 e pela orientadora
em 27/05/2025 as 17:33:38. As assinaturas tém validade legal, conforme o disposto na Medida
Proviséria 2.200-2/2001 e na Resolugdo n? 37/2012 do CONARQ. Para conferir a autenticidade,
acesse https://siadoc.ufv.br/validar-documento. No campo 'Cédigo de registro', informe o cédigo
NQSQ.HWY1.HRZ3 e cligue no botdo 'Validar documento'.



AGRADECIMENTOS

A minha familia por todo o suporte ao longo desses anos.

A Universidade Federal de Vicosa e ao Programa de Pés-Graduagdo em
Microbiologia Agricola pela oportunidade.

A professora Marisa Vieira de Queiroz, por todo apoio desde a graduagdo, pelo
incentivo constante, pela dedicacdo em compartilhar seus conhecimentos e pela
orientacdo ao longo desta trajetéria.

Ao meu coorientador Leandro Lopes da Silva pela paciéncia, apoio e todo
conhecimento que foi passado desde a graduacéo.

Ao meu coorientador Sérgio Herminio Brommonschenkel pelo apoio.

A Patricia Pereira Fontes, por toda ajuda e suporte, pelas discussdes
enriguecedoras e pela dedicagdo que sempre contribuiram para o meu
desenvolvimento.

Ao professor Mateus Ferreira Santana pelas conversas, conhecimentos transmitidos,
e todo apoio quando precisei.

Aos meus amigos de fora da academia por se fazerem presentes e toda a torcida.

A todos os amigos e colegas do Laboratério de Genética Molecular de
Microrganismos e agregados, pelas trocas, conversas e momentos de distracdo, em
especial (em ordem alfabética): Aléxia, Fabulo, Felipe, Gabriel, Giarla, Jéssica,
Lorena, Lorenzo, Luciano, Maria Eduarda, Mariana, Matheus, Raissa.

Ao Antbénio Carlos, Célio, Paulo, Leticia, a secretaria do DMB e a toda equipe do
Bioagro por sempre ajudarem quando precisei.

A todos que me acompanharam até aqui e que de alguma forma me ajudaram nesse
processo.

Este trabalho foi realizado com o apoio das seguintes agéncias de pesquisa
brasileiras: Coordenacéao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil
(CAPES) — Cdbdigo de Financiamento 001, Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) e Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico (CNPq).



RESUMO

ROSA, Rafael Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2025.
RNAi em Colletotrichum lindemuthianum: caracterizacao das proteinas-chave
e desafios para a aplicacao. Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz.
Coorientadores: Sergio Herminio Brommonschenkel e Leandro Lopes da Silva.

O agente etiologico da antracnose, uma das principais doengas do feijdo-comum
(Phaseolus vulgaris L.), € o fungo Colletotrichum lindemuthianum. Devido a alta
variabilidade genética do patdgeno e as limitacoes das estratégias convencionais de
controle, como o uso de cultivares resistentes e fungicidas, torna-se necessario o
desenvolvimento de novas abordagens eficientes e sustentaveis. Neste contexto, o
RNA de interferéncia (RNAIi) surge como uma alternativa promissora, permitindo o
silenciamento de genes essenciais para a patogenicidade do fungo. Com isso, o
presente estudo teve como objetivos: caracterizar os principais componentes da
maquinaria de RNAi em C. lindemuthianum; avaliar a expressao dos genes-chave
durante a interagdo com o feijao-comum; investigar a capacidade do fungo de captar
dsRNAs exdgenos; e silenciar genes-alvo quando aplicados por pulverizacao
(SIGS). A analise do genoma de C. lindemuthianum permitiu identificar proteinas-
chave da maquinaria de RNAI, incluindo duas Argonautas (AGO), duas Dicer-like
(DCL) e trés RNA polimerases dependentes de RNA (RdRPs). Dentre essas,
CIAGO2, CIRdRP2 e CIRdRP3 foram descritas pela primeira vez na espécie. Todas
as proteinas apresentaram dominios altamente conservados, e a analise filogenética
indica que os genes que as codificam foram mantidos nos genomas, com maior
proximidade entre espécies do mesmo complexo taxonémico do género
Colletotrichum. A expressao dos genes AGO1, RdRP3 e DCL1 do fungo na
interacdo com a planta variou ao longo do tempo e da linhagem avaliada. Foram
obtidos 18 e 180 transformantes de C. lindemuthianum e C. truncatum,
respectivamente, expressando GFP. A producdo de dsRNAs apresentou baixo
rendimento em dois métodos testados (in vivo e in vitro), resultando em uma média
de 12,2 ug de dsRNA sintetizado pelo kit comercial. Os ensaios de captacdo de
dsRNA por microcultivo indicaram que C. lindemuthianum é capaz de perceber
dsRNAs exdgenos, com aumento no numero e tamanho de vacuolos, porém o0s
resultados foram inconclusivos quanto a absorcdo. A pulverizacdo dos dsRNAs
direcionados a CISGET1 (regulador transcricional putativo) e ClpacC (regulador
transcricional em resposta ao pH) a 4 ng.uL"' ndo foram capazes de controlar a
antracnose no feijdo-comum nas condicées avaliadas. Dessa forma, foi possivel
caracterizar as proteinas envolvidas no mecanismo de RNAi e demonstrar que C.
lindemuthianum é



capaz de perceber dsRNAs exdgenos, abrindo caminho para futuros testes de
captagdo. Além disso, este estudo contribui para a compreensdo dos desafios
associados a padronizagdo e o uso de dsRNA como estratégia de controle de
fitopatdbgenos e inicia as investigagcbes desse método para C. lindemuthianum.

Palavras-chave: RNAI; Antracnose; Feijao-comum; SIGS



ABSTRACT

ROSA, Rafael Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2025. RNAi
in Colletotrichum lindemuthianum: characterization of key proteins and
challenges for application. Adviser: Marisa Vieira de Queiroz. Co-advisers: Sergio
Herminio Brommonschenkel and Leandro Lopes da Silva.

The etiological agent of anthracnose, one of the main diseases affecting common
bean (Phaseolus vulgaris L.), is the fungus Colletotrichum lindemuthianum. Due to
the high genetic variability of the pathogen and the limitations of conventional control
strategies, such as the use of resistant cultivars and fungicides, the development of
new, efficient, and sustainable approaches is necessary. In this context, RNA
interference (RNAIi) emerges as a promising alternative, enabling the silencing of
essential genes for fungal pathogenicity. Thus, the present study aimed to:
characterize the main components of the RNAiI machinery in C. lindemuthianum;
evaluate the expression of key genes during its interaction with common bean;
investigate the fungus's ability to uptake exogenous dsRNAs; and silence target
genes through spray-induced gene silencing (SIGS). The genomic analysis of C.
lindemuthianum identified key proteins of the RNAi machinery, including two
Argonaute (AGO) proteins, two Dicer-like (DCL) proteins, and three RNA-dependent
RNA polymerases (RdRPs). Among these, CIAGO2, CIRdRP2, and CIRdRP3 were
described for the first time in this species. All proteins exhibited highly conserved
domains, and phylogenetic analysis indicates that the genes encoding them have
been retained in the genomes, showing greater phylogenetic proximity among
species within the same taxonomic complex of the genus Colletotrichum. The
expression of fungal genes AGO1, RdRP3, and DCL1 during plant interaction varied
over time and among the evaluated lineages. A total of 18 and 180 transformants
expressing GFP were obtained for C. lindemuthianum and C. truncatum,
respectively. The dsRNA production yield was low using both tested methods (in vivo
and in vitro), resulting in an average of 12.2 ug of dsRNA synthesized using the
commercial kit. The dsRNA uptake assays in microcultures indicated that C.
lindemuthianum can detect exogenous dsRNAs, showing an increase in the number
and size of vacuoles. However, the results were inconclusive regarding dsRNA
absorption. Spraying dsRNAs targeting CISGE1 (putative transcriptional regulator)
and ClpacC (pH-responsive transcriptional regulator) at 4 ng.uL?" failed to control
anthracnose in common bean under the evaluated conditions. Thus, this study
successfully characterized the proteins involved in the RNAi mechanism and
demonstrated that C. lindemuthianum can perceive exogenous dsRNAs, paving the
way for



future uptake assays. Additionally, it contributes to the understanding of the
challenges associated with standardizing and using dsRNA as a strategy for

phytopathogen control and initiates investigations into this method for C.
lindemuthianum.

Keywords: RNAi; Anthracnose; Common bean; SIGS
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1. INTRODUGAO

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) € um alimento de grande importancia
nas dietas ao redor do mundo, especialmente em nagdes em desenvolvimento
(Morales, 2003). No Brasil, esta cultura € fundamental, sendo uma das mais cultivadas
e consumidas, gerando contribuicbes econdmicas, culturais e, principalmente,
nutricionais significativas, essenciais para a seguranga alimentar (Barbosa &
Gonzaga, 2012). Contudo, os produtores enfrentam um grande desafio relacionado a
sanidade vegetal, por uma doenga conhecida como antracnose. Esta doenga pode
levar a perda total da produgdo agricola quando ocorre em condigbes favoraveis
(Jurado et al., 2022; Wendland et al., 2018).

O agente etiologico da antracnose € o fungo Colletotrichum lindemuthianum
(Sacc. & Magnus) Briosi & Cavara, um importante fitopatégeno hemibiotréfico que
afeta toda a parte aérea do feijao-comum. Os sintomas caracteristicos desta doenca
incluem lesdes deprimidas nas vagens, acompanhadas pela producéo de esporos
alaranjados. A doenga compromete também a haste, hipocoétilo e nervuras foliares,
resultando em murcha e, eventualmente, na morte da planta, um comportamento
semelhante ao observado em outros patégenos foliares (Padder et al., 2017).

Devido a elevada variabilidade genética dentro da espécie, ja foram descritas
mais de 200 ragas globalmente (Céelho et al., 2020; Martiniano-Souza et al., 2017),
com varias delas relatadas no Brasil (Rodriguez-Guerra et al., 2003). Essa alta
variabilidade aliada as limitagdes dos métodos convencionais de controle da doenga,
como a resisténcia vegetal e o uso de fungicidas, reforca a necessidade de inovacgao,
de modo mais preciso e sustentavel. Nesse cenario, o RNA de interferéncia (RNAI)
surge como uma ferramenta biotecnolégica promissora, capaz de promover o
silenciamento especifico de genes essenciais do patégeno, oferecendo um potencial
aliado no manejo eficiente da antracnose.

Os RNAI sao pequenas moléculas de dsRNA que, por meio de um mecanismo
evolutivamente conservado em organismos eucariotos, suprimem a expressao de
genes por meio da degradacdo de mRNA de uma sequéncia especifica por
pareamento de bases, repressao da tradugao ou da inibi¢cao transcricional (Matzke &
Birchler, 2005; Tomari & Zamore, 2005). Essas pequenas moléculas de dsRNA
também desempenham um papel essencial na regulagdo de diversas fungdes

biolégicas. Sua presenca € uma parte fundamental da defesa do organismo contra
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elementos deletérios, tais como transposons, virus e transgenes (Buchon & Vaury,
2006). O RNAIi representa apenas um componente dentro de um complexo
mecanismo coletivamente reconhecido como silenciamento de RNA (Tomari &
Zamore, 2005), primeiramente descrito por Napoli et al. (1990).

O mecanismo de silenciamento génico pos-transcricional mediado por RNAI é
desencadeado pela presenca de dsRNA na célula eucaridtica. Este dsRNA pode ser
gerado a partir de um hairpin de RNA derivado da transcrigdo sense e antisense
sobrepostas, ou de ssRNAs resultantes da atividade de uma RNA polimerase
dependente de RNA (RJRP/QDE-1) (Borges & Martienssen, 2015). Na célula, os
dsRNAs sao processados pela endorribonuclease (RNAse IllI) Dicer ou Dicer-like
(DCL), originando pequenos RNAs (sRNAs) de fita dupla com tamanhos
compreendidos entre 21 a 27 nucleotideos (nt) que guiardo ao mRNA alvo (Carmell &
Hannon, 2004; Matzke & Birchler, 2005; Tomari & Zamore, 2005).

A classificagdo desses pequenos RNAs varia de acordo com a molécula
precursora e sua fungdo (Meister & Tuschl, 2004). Os pequenos dsRNAs sao
associados a proteina Argonauta (AGO/QDE-2), que exerce fungéo catalitica e integra
o complexo de proteinas denominado RISC (RNA-induced silencing complex).
Posteriormente, uma helicase (QDE-3) é responsavel por abrir as fitas do dsRNA, e
uma exonuclease (QIP) dependente de AGO, reconhece e degrada a fita passageira,
desencadeando, assim, a ativacéo de RISC (Li et al., 2010).

O complexo RISC, ao adotar sua forma ativa, direciona-se para a busca de
MRNAs alvo que apresentem complementaridade total ou parcial com a sequéncia do
ssRNA remanescente, conhecido como sRNA guia. A dindmica desse processo esta
relacionada a natureza do transcrito-alvo e a proteina AGO envolvida. Em decorréncia
da interagdo homologa, o desfecho pode envolver a clivagem e degradacéo,
repressao da tradugcdo ou até mesmo o recrutamento de cofatores adicionais,
resultando no silenciamento génico (Borges & Martienssen, 2015; Wang et al., 2016).

As proteinas que compdem a maquinaria de interferéncia estdo presentes em
numeros variaveis no genoma de fungos e, em alguns casos, podem até mesmo
estarem ausentes, como observado no ascomiceto Saccharomyces cerevisiae
(Shabalina et al., 2008) e no basidiomiceto Ustilago maydis (Kamper et al., 2006).
Essa variagao ocorre apesar de o RNAi ser um mecanismo amplamente conservado

em eucariotos.
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Nogueira et al. (2018) relataram a presencga das proteinas da maquinaria de
RNAi em C. lindemuthianum e demonstraram, por meio de linhagens transformantes
que expressavam dsRNAs direcionados a genes-alvo, que esse sistema é funcional e
capaz de promover o silenciamento génico. Em um estudo complementar, Magalhaes
(2022) caracterizou funcionalmente as proteinas CIDCL1 e CIDCL2. O genoma de C.
lindemuthianum, com mais de 100 Mbp, esta entre os maiores ja sequenciados dentro
do género Colletotrichum, destacando-se pelo seu alto conteudo de elementos
repetitivos (Silva et al., 2024). No entanto, apesar do sequenciamento, outras
proteinas-chave da maquinaria de RNAIi, como as AGOs e as RdRPs, ainda ndo foram
caracterizadas e avaliadas quanto a sua expressao durante a interacdo com a planta.

O RNAI tem sido amplamente explorado na pesquisa cientifica para modular a
expressdo de genes importantes de pragas e patdogenos agricolas, visando um
manejo mais sustentavel. Nesse contexto, tanto o Silenciamento Génico Induzido pelo
Hospedeiro (HIGS) quanto as aplicagdes tdpicas, como no Silenciamento Génico
Induzido por Pulverizagdo de dsRNA (SIGS), tém sido investigados (Mezzetti et al.,
2020; Nerva et al.,, 2020). No entanto, a adogdo do HIGS enfrenta desafios
relacionados a manipulagdo genética de variedades e a resisténcia publica a
alimentos transgénicos (Bhagta et al., 2023). Ja o SIGS, embora promissor, tem sua
eficacia limitada pela capacidade dos fungos em absorver dsRNA externo (Qiao et al.,
2021).

A investigagao da capacidade dos fungos em absorver dsRNAs & fundamental
para o desenvolvimento do método de controle de doengas em lavouras,
especialmente no contexto do SIGS. Estudos realizados com Botrytis cinerea e
Fusarium graminearum demonstraram que esses fungos sdo capazes de absorver
dsRNAs exogenos, o que impulsionou as pesquisas de prote¢ao vegetal por meio de
pulverizacao de dsRNAs (Koch et al., 2016; Wang et al., 2016). Além disso, pesquisas
indicam que a eficiéncia de absorg¢ao e silenciamento génico pode variar de acordo
com o tamanho dos dsRNAs (Hofle et al., 2020; Werner et al., 2020).

Em outro estudo, Qiao et al. (2021) observaram que diversos fungos
apresentam a capacidade de absorcdo de dsRNAs, mas Colletotrichum
gloeosporioides, nao demonstrou essa habilidade, excluindo-o como um candidato
viavel para o SIGS. Por outro lado, Gu et al. (2019) evidenciaram a atividade
antifungica de amplo espectro de um dsRNA direcionado a B-tubulina de Fusarium

asiaticum, que também foi eficaz contra Colletotrichum truncatum. Esse resultado
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sugere que a capacidade de absor¢cdao de dsRNAs nao esta necessariamente
relacionada ao género do fungo, mas sim a caracteristicas especificas de cada
espécie. Por conta disso, deve-se compreender as particularidades de cada fungo
nesse quesito.

Dentre os potenciais genes-alvo de C. lindemuthianum, destacam-se os que
codificam as proteinas reguladoras transcricionais SGE1 (Six Gene Expression 1) e
PacC, com funcdo importante na interagdo patdégeno-hospedeiro. O gene SGE17 é
ortdlogo ao gene WORT1 (White-opaque regulator 1), um regulador previamente
identificado no fungo dimoérfico Candida albicans. No contexto de C. albicans, o gene
WOR1 desempenha um papel importante na transicdo de células brancas para
opacas, sendo este um processo fundamental para o acasalamento (Huang et al.,
2006). Em fungos filamentosos o gene SGET1 foi inicialmente descrito no fitopatégeno
Fusarium oxysporum f. sp. lycopercisi, conforme relatado por Michielse et al. (2009),
como importante regulador para genes efetores. Teixeira et al. (2018) demonstrou que
mutantes para o gene SGE17 de C. lindemuthianum, ndo eram capazes de causar
doencga, e posteriormente ao se complementar a mutagdo com o gene SGE17 funcional
o fendtipo selvagem era restaurado (Dados nao publicados).

O gene pacC (conhecido como RIM101 em C. albicans) codifica um regulador
transcricional que responde as mudancas de pH no ambiente, tendo sido inicialmente
descrito por Caddick et al. (1986) no fungo Asperqgillus niger. A proteina PacC atua
ativando ou reprimindo a expressao de grupos de genes conforme as variagbes do pH
ambiental. Em fungos fitopatogénicos, esse regulador é particularmente relevante,
uma vez que, durante a interagcdo com o hospedeiro, o pH local € constantemente
modificado pela produgédo de enzimas e metabdlitos secundarios. Diversos estudos
funcionais evidenciam o papel essencial de PacC na viruléncia de fitopatégenos,
incluindo B. cinerea (Rascle et al., 2018), Colletotrichum acutatum (You & Chang,
2007) e, em especial, C. lindemuthianum (Soares et al., 2014).

Dado o papel relevante dos genes SGE1 e pacC na regulagado de processos
essenciais para a patogenicidade de C. lindemuthianum, incluindo a expressao de
genes efetores e a adaptacdo em resposta ao pH, esses genes apresentam
caracteristicas interessantes de candidatos a genes-alvo para estratégias de controle
baseadas em silenciamento génico. No entanto, ndo ha estudos até o momento que
investiguem a capacidade de C. lindemuthianum de absorver dsRNA do meio

extracelular, nem abordagens que explorem o uso de interferéncia de RNA como
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estratégia de controle para o silenciamento de genes nesse patdégeno. Frente a essa
lacuna, este trabalho teve como principais objetivos caracterizar os genes e proteinas-
chave da maquinaria de interferéncia de RNA em C. lindemuthianum e avaliar a
expressao desses genes durante a interagdo com a planta hospedeira por meio de
analises de transcriptomas. Adicionalmente, foi investigada a capacidade do fungo de
captar dsRNAs exdgenos aplicados por pulverizagao, utilizando os genes CISGET e
ClpacC como alvos para avaliar a eficacia do silenciamento génico no controle da

antracnose em feijdo-comum.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismos e condigdes de cultivo

Foram empregados os isolados A2 2-3 do fungo C. lindemuthianum da racga
fisiolégica 89, bem como uma linhagem transformante do mesmo isolado contendo
um gene que codifica a proteina verde fluorescente (eGFP) (Cl GFP*). Além disso,
foram utilizados os isolados Coll49 de C. truncatum, proveniente da regido de Tapora,
Mato Grosso, Brasil, e disponivel na colegcao do Laboratério de Genética e Gendmica
da Interagao Planta-patégeno/Bioagro da Universidade Federal de Vigosa e o isolado
transformante de C. truncatum expressando eGFP (Ct GFP*). Todos os isolados
mencionados estdo depositados na colecédo do Laboratério de Genética Molecular de
Microrganismos/Bioagro da Universidade Federal de Vigosa. Para a manutengao das
linhagens selvagem e transformante, os fungos foram cultivados em meio BDA (batata
200 g.L'"; dextrose 20 g.L™'; agar 15 g.L-"), enquanto o meio de cultivo YMC (extrato
de malte 10 g.L'; extrato de levedura 2 g.L"; agar 15 g.L") foi empregado para a
esporulacao. As placas foram incubadas de 22-25°C por sete dias. Para obtencao do
micélio para a transformacao foi utilizado o meio GPYECH (glicose 20 g.L'; peptona
5 g.L"; extrato de levedura 1,0 g.L-'; caseina hidrolizada 1,0 g.L") sob agitagcdo a 180
rom e 22-25°C por 60 h. Os transformantes foram selecionados em meio BDA
acrescido de higromicina.

As linhagens de Escherichia coli DH5a (Bethesda Research Laboratories,
1986) e E. coliHT115 (DE3) (Timmons et al., 2001) foram utilizadas para manutencéo,
multiplicagdo dos plasmideos e a ultima para a expressdo de dsRNAs. O cultivo das
linhagens de E. coli foi realizado em meio LB (triptona 10 g.L-'; extrato de levedura 5
g.L"; cloreto de sodio 5 g.L-1, pH 7,0) suplementado com antibidticos conforme marca

de selecao do plasmideo.

2.2. Caracterizagao das proteinas-chave da maquinaria de interferéncia de RNA

Sequéncias de aminoacidos dos principais componentes da maquinaria de

interferéncia de RNA, incluindo Argonauta (CAE85552.1), Dicer-1 (Q7S8J7.1), Dicer-
2 (Q7SCC1.4) e RNA Polimerase dependente de RNA (CAB42634.1) de Neurospora
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crassa, foram utilizadas para buscas no banco de dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) por meio da ferramenta tblastn, contra o genoma de C.
lindemuthianum (GCA_001693025.3). As sequéncias obtidas foram analisadas no
contexto do genoma de C. lindemuthianum para identificacdo de genes homalogos,
seguida pela busca das sequéncias de aminoacidos correspondentes no proteoma
predito.

As proteinas putativas da maquinaria de interferéncia de RNA de C.
lindemuthianum foram modeladas utilizando o software Phyre2.2 (Powell et al., 2025),
e a analise de alinhamento dos modelos foi realizada com o auxilio do PyMOL (Delano,
2004).

Posteriormente, as sequéncias das proteinas preditas de C. lindemuthianum
foram utilizadas para buscas no banco de dados do NCBI, visando identificar
sequéncias homologas de proteinas utilizando a ferramenta Blastp (Tabela 1). As
espécies para comparacao foram selecionadas com base na disponibilidade de
proteomas preditos e anotados no banco de dados, incluindo representantes de
diferentes complexos de Colletotrichum sp. e de outras espécies de géneros com
relevancia agrondmica. Em seguida, as proteinas foram comparadas quanto aos seus
dominios, utilizando o software InterProScan (Paysan-Lafosse et al., 2023), e quanto
ao ponto isoelétrico e peso molecular, calculados pela ferramenta Expasy Compute
pl/Mw (Gasteiger et al., 2005).

Para o alinhamento foi utilizado do software MEGA 11 (Tamura; Stecher; Kumar,
2021) utilizando a ferramenta Muscle. Para as construgdes das arvores filogenética
foi utilizada o método de maximo verossimilhnanga com 1000 réplicas de bootstrap. Os
modelos de substituicdo adotados para cada proteina foram: LG+F+| para AGO1,
WAG+G+F para AGO2 e JTT+G para as RdRPs.



Tabela 1. Espécies analisadas na comparagao dos dominios proteicos da maquinaria de interferéncia.

Espécie

Numero de Acesso

AGO1

AGO2

RdRP1

RdRP2

RdRP3

Colletotrichum fioriniae

XP_053043509.2

XP_053051633.2

XP_053052245.2

XP_065615345.1

XP_053047853.2

Colletotrichum nymphaeae KXH42120.1 KXH44790.1 KXH52611.1 KXH36561.1 KXH64525.1
Colletotrichum salicis KXH49990.1 KXH49990.1 KXH69425.1 KXH68014.1 KXH59573.1
Colletotrichum simmondsii KXH51872.1 KXH25802.1 KXH38542.1 KXH41159.1 KXH29916.1
Colletotrichum higginsianum XP_018164615.1 GJC96601.1 TIC91144 1 XP_018155353.1 | XP_018157259.1

Colletotrichum tanaceti

KAJ0163778.1

KAJ0167680.1

KAJ0162788.1

KAJ0163617.1

KAJ0161708.1

Colletotrichum fructicola

XP_031881930.2

KAE9576112.1

XP_031880807.1

KAF4914740.1

XP_031892774.1

Colletotrichum gloeosporioides | XP_045265226.1 EQB58432.1 XP_045266137.1 | EQB58275.1 XP_045256427.1
Colletotrichum graminicola WDK13439.1 WDK09013.1 XP_008098403.1 | XP_008095152.1 | XP_008090715.1
Colletotrichum sublineola KAK1964721.1 KDN61505.1 KAK1961474.1 KDN62798.1 KDN64811.1
Colletotrichum lindemuthianum | ALJ83742.1 * ALJ83735.1 * *
Colletotrichum orbiculare TDZ21786.1 TDZ25519.1 TDZ14873.1 TDZ22553.1 TDZ21116.1
Colletotrichum sidae TEA12087.1 TEA21094.1 TEA17848.1 TEA22573.1 TEA20148.1
Colletotrichum trifolii TDZ41219.1 TDZ58411.1 TDZ62036.1 TDZ47673.1 TDZ44814.1
Colletotrichum spinosum TDZ36942.1 TDZ38534.1 TDZ30436.1 TDZ39669.1 TDZ34130.1
Colletotrichum incanum KZL85986.1 KZL81875.1 KZL80643.1 KZL83216.1 OHX00707.1
Colletotrichum tofieldiae KZL75681.1 GKT57731.1 KZL71898.1 GKT56229.1 GKT62364.1
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Colletotrichum chlorophyti

OLN96063.1

OLN85246.1

OLN97828.1

OLN96648.1

OLN96648.1

Colletotrichum orchidophilum

XP_022481629.1

XP_022475177 .1

XP_022468057.1

XP_022477158.1

XP_022480632.1

Colletotrichum truncatum

XP_036579536.1

XP_036586966.1

XP_036577310.1

XP_036576816.1

XP_036588921.1

Magnaporthe oryzae XP_003716704.1 ELQ40522.1 XP_003711624.1 | KAH8847542.1 QBZ66012.1
Botrytis cinerea XP_024547409.1 EMR90743.1 EMR88054.1 CCD46179.1 EMR89870.1
Sclerotinia sclerotiorum APA14427 1 APA08025.1 XP_001595288.1 | APA05487.1 XP_001586068.1
Metarhizium anisopliae KFG87426.1 KAK8919526.1 KJK77229.1 KFG77919.1 KAK8917356.1
Fusarium oxysporum KAF5260926.1 KAJ4066266.1 KAI7765291.1 KAJ4136986.1 KAK2697065.1

Verticillium dahliae

KAF3360877.1

RBQ77339.1

XP_009655407.1

KAF3349493.1

KAH6705528.1

*Sequéncias nido depositadas.
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2.3. Analise da expressao dos genes de RNAi

Para a analise comparativa da expressao génica, foram utilizados dados de
transcriptomas de diferentes racas de C. lindemuthianum e espécies de
Colletotrichum. O transcriptoma de C. lindemuthianum raga 89 (Silva et al., 2024) foi
analisado em condigcbes de crescimento vegetativo em meio liquido GPYECH, bem
como durante a interagdo com a planta, em 48 e 120 horas apos a inoculagao (hpi).
Além disso, foram incluidos dados brutos do RNA-seq de trés outras racas de C.
lindemuthianum: raga 81 (Chang et al., 2024), analisada em 0 e 6 hpi; raga 38 (Jurado
et al., 2022), analisada em 24 e 48 hpi; e raga 73 (Padder et al., 2016), com analises
em 0, 24, 72 e 96 hpi. Também foram analisados dados de Colletotrichum orbiculare
(PRJDB15139), em 24, 48 e 72 hpi, e de C. truncatum (Boufleur et al., 2022), com
analises em 0, 12, 48 e 120 hpi. No caso de C. truncatum foram gerados quatro perfis
transcriptémicos, resultantes da combinacdo de dois isolados distintos do fungo
(CMES1059 e CMES1080) com duas cultivares diferentes de soja (Glycine max)
(IPRO7739 e IPRO8372).

A expressao génica foi analisada conforme o protocolo descrito por Silva et al.
(2022). Inicialmente, o genoma de C. lindemuthianum foi indexado utilizando o
Bowtie2 v. 2.2.8 (Langmead et al., 2009) com parametros padrao. Posteriormente, as
leituras das bibliotecas do transcriptoma foram alinhadas ao genoma de referéncia
utilizando o Tophat v.2.1.1 (Trapnell et al., 2009). A montagem dos transcriptomas e a
quantificacdo dos niveis de expressdo génica foram realizadas com o auxilio do
Cufflinks v.2.2.1 (Trapnell et al., 2010). Para identificar diferengas na expressao génica
entre as condi¢des avaliadas, foi empregado o Cuffdiff (Trapnell et al., 2013). Os niveis
de expressao dos genes candidatos foram quantificados em FPKM (Fragmentos por
Quilobase de Transcrigdo por Milhdo de Leituras Mapeadas). Os dados foram
utilizados para construgdo dos graficos pelo software Graphpad Prism 8 (GraphPad

Inc.).

2.4. Transformacgao fungica com o plasmideo pSM1

No estudo conduzido pelo grupo de Gu et al. (2019) foi demonstrado que o

fungo C. truncatum possui a capacidade de absorver dsRNA do ambiente externo.
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Com base nisso, foram realizados ensaios utilizando C. truncatum como controle de
captagcao de dsRNA.

Para isso, foi realizada a transformacgao de C. lindemuthianum e C. truncatum
utilizando o plasmideo pSM1 (Poggeler et al., 2003), que carrega o gene egfp, que
codifica a proteina verde fluorescente, e o gene que confere resisténcia a higromicina
B (hph).

A transformacdo foi realizada por meio da utilizagdo de protoplastos,
Polietilenoglicol/CaCl2 adaptando métodos ja descritos (Rodriguez & Yoder, 1987;
Redman & Rodriguez, 1994). Para obten¢ao dos protoplastos, o fungo foi inoculado
em meio GPYECH e cultivado por 60 horas sob agitacdo a 180 rpm e temperatura de
22 °C para C. lindemuthianum e 25°C para C. truncatum. Apos o crescimento, 0,8 g
de micélio seco em papel toalha foram transferidos para erlenmeyers de 50 mL. Em
seguida, foram adicionados 10 mL de solugcéao de KCI (0,8 M em 100 mM de tampéo
fosfato, pH 5,8) e 15 mg.mL-! de Lysing Enzyme L1412 (SIGMA), e a suspensao foi
incubada a 32 °C por 3 horas sob agitacdo de 80 rpm. Os protoplastos obtidos foram
filtrados em gaze e lavados 3 vezes: duas vezes em solugao ST (Sorbitol 1M, Tris-HCI
100 mM) e uma vez em solugao STC (Sorbitol 1M, Tris-HCI 100 mM e CaClz 50 mM),
utilizando centrifugacdo a 3000 g por 10 minutos a 4°C para cada lavagem. Os
protoplastos foram ressuspendidos em STC para uma concentragéo final de 1,0 x 107
protoplastos.mL-".

Para a transformacao, 10 ug do plasmideo pSM1 foi adicionado a 200 yL da
suspensao de protoplastos juntamente com 50 pL de PEG (polietilenoglicol 6000) a
60% em solugéo STC. No tubo controle, o plasmideo nao foi adicionado. A mistura
resultante foi mantida em gelo por 20 minutos, seguida da adigdo de 500 uL da mesma
solucdo de PEG a 60%, e manutengao a temperatura ambiente por mais 20 minutos.
Posteriormente, a suspenséao foi completada com STC até atingir o volume final de
1,5 mL seguida da distribuicdo em placas de Petri utilizando o método pour plate em
20 mL de meio BDA contendo 0,56 M de sacarose como estabilizador osmético, e
entdo as placas foram colocadas a 22 °C ou a 25°C. Apds 48 horas, uma sobrecamada
de 10 mL de meio BDA contendo higromicina foi adicionada para atingir uma
concentragéo final de 70 pg.mL™" nas placas de C. lindemuthianum, e 250 yg.mL™" nas
placas de C. fruncatum, concentracdes definidas por teste preliminar. As placas foram

retornadas a BOD até que as colbnias transformantes aparecessem.
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2.5. Sequéncias-alvo e construgao dos plasmideos para expressdao de dsRNA

Os genes CISGE1 e ClpacC de C. lindemuthianum foram selecionados como
alvos neste estudo com base em investigagbes anteriores realizadas por Teixeira et
al. (2018) e Soares et al. (2014), respectivamente. Como controle, utilizou-se o gene
egfp. Para cada um desses genes foram escolhidas trés sequéncias da regido
codificadora.

Primers destinados as construgdes dos plasmideos foram desenhados por
meio do software Primer3Plus (Untergasser et al.,, 2007). A sequéncia minima
promotora (5-TAATACGACTCACTATAGGGAGA-3’) reconhecida pela RNA
polimerase T7 foi adicionada em suas extremidades 5'. A lista de primers pode ser
consultada no apéndice A.

As sequéncias-alvo dos genes CISGE1, ClpacC e egfp foram amplificadas por
meio de PCR. O DNA total do fungo selvagem foi obtido pelo método descrito por
Specht et al. (1982) a partir do fungo selvagem, e utilizado como molde para a
amplificacdo das sequéncias CISGE1 e ClpacC. O plasmideo pSM1 foi utilizado para
amplificar o alvo correspondente ao gene egfp. Os produtos da PCR foram purificados
utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

Para as construgdes foi utilizado o vetor comercial p GEM® T Easy (Promega).
As reacoes de ligagao foram conduzidas com a enzima T4 DNA Ligase e as amostras
foram incubadas durante a noite a 4 °C, seguindo as instrugdes do fabricante. O
produto resultante das reagdes de ligagao foi utilizado na transformacao de células
ultra-competentes de E. coli DH5q, utilizando a técnica de choque térmico, conforme
descrito por Sambrook et al. (1989).

As células transformadas foram plaqueadas por spread plate em placas de Petri
contendo meio LB suplementado com ampicilina (100 yg.mL"), IPTG (0,5 mM) e X-
Gal (80 pg.mL"), e incubadas a 37 °C por 16 horas. Apds o periodo de incubagao,
foram selecionadas 20 coldnias recombinantes de cor branca e uma coldnia azul
(controle negativo) para cada construgao realizada, que foram transferidas para uma
nova placa contendo meio LB suplementado com ampicilina/IPTG/X-Gal.

Posteriormente, as colonias foram submetidas a técnica de extragao de lise
alcalina (Sambrook et al., 1989) e o DNA plasmidial foi analisado por eletroforese em
gel de agarose a 0,8%. A presencga do inserto no plasmideo nas coldnias candidatas

foi verificada por PCR e clivagens com enzimas de restricdo, submetidas a
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eletroforese em gel de agarose a 0,8%, utilizando como marcador o 1 kb DNA Ladder
RTU (Kasvi). Ap6s confirmagao, os plasmideos foram extraidos com o kit PureYield™

Plasmid Miniprep (Promega).

2.6. Producao dos dsRNAs

2.6.1. Producao in vivo

Células da linhagem HT115 (DE3) de E. coli foram submetidas a transformacao
com os plasmideos recombinantes. Para este proposito, foi induzida a competéncia
celular, seguida pela transformagéo por meio do choque térmico, seguindo o protocolo
descrito por Sambrook et al. (1989). As colbnias transformantes foram ent&o
selecionadas em meio LB sdlido, suplementado com tetraciclina (12,5 yg.mL") e
ampicilina (100 ug.mL"") e incubadas a 37 °C. A presenca do plasmideo foi confirmada
por meio da técnica de extracdo por lise alcalina, e o produto foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 0,8% para analise subsequente.

Para induzir a expressdo dos dsRNAs in vivo, as bactérias transformantes
foram cultivadas em 75 mL de caldo LB, suplementado com tetraciclina (12,5 yg.mL-
1) e ampicilina (100 ug.mL""), sob agitagao a 200 rpm a uma temperatura de 37 °C até
atingirem uma densidade 6ptica a 600 nm (DOsoo) de 0,4. Em seguida, foi adicionado
IPTG a uma concentracgao final de 0,4 mM a suspenséo, e entdo reincubada a 37 °C,
mantendo a mesma velocidade de agitacdo, por um periodo de 5 horas (Ahn et al.,
2019). A extragdo dos dsRNAs foi realizada com TRIzol® (Invitrogen) seguindo as

recomendagdes do fabricante e o produto final analisado em gel de agarose a 1,5%.

2.6.2. Sintese in vitro

Para sintese in vitro foi utilizado o kit MEGAscript RNAI (Invitrogen) seguindo
as instrugdes do fabricante. Os dsRNAs purificados foram entdo analisados quanto a
sua concentracao e integridade por meio de eletroforese em gel de agarose a 1,5% e
espectrometria a 260 e 280 nm utilizando um aparelho NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific).
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2.7. Teste de captacao de dsRNA in vitro

2.7.1. Microcultivo

Foi realizado microcultivo em laminulas de vidro utilizando suspensdes de
conidios de linhagens transformantes de C. lindemuthianum GFP* e C. truncatum
GFP*. As suspensdes foram preparadas a partir de coldnias com 7 dias de
crescimento para C. lindemuthianum e 5 dias para C. truncatum, sendo calibradas
para uma concentracgao final de 10° conidios. mL™.

Inicialmente, dsRNAs especificos para o gene egfp (401 pb) foram adicionados
nas suspensodes de conidios na concentragao final de 20 ng. uL™" (Spada et al., 2024).
Como controle negativo, utilizou-se a mesma suspensao sem a adicdo de dsRNAs.
As misturas foram homogeneizadas e inoculadas ao redor de laminulas de vidro
sobrepostas em meio de cultura BDA. Apds incubacéo, as laminulas foram avaliadas
em microscopio de fluorescéncia EVOS M5000 Imaging System (Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA) nos tempos de 48, 72 e 96 horas.

Em um segundo experimento, foi realizado um novo microcultivo utilizando C.
lindemuthianum GFP*, tratado com dsRNAs especificos para o gene egfp de
diferentes tamanhos (215, 401 e 643 pb), misturados as suspensdes de conidios na
concentracao final de 20 ng. uL™'. Como controles negativos, foram utilizados dsRNA-
SGE1 de 400 pb (ndo relacionado ao gene egfp) e uma suspensao de conidios sem
adicdo de dsRNAs. Apds homogeneizacao, as misturas foram inoculadas ao redor de
laminulas de vidro sobrepostas em meio BDA. As laminulas foram incubadas e
avaliadas ap6s 72 horas em microscoépio confocal LSM 900 (Zeiss) para analise da

fluorescéncia.

2.7.2. Extracdo de RNA, curva padrao dos primers e analise de expressao
relativa

Inicialmente, suspensdes de conidios de C. lindemuthianum e C. truncatum
GFP* foram preparadas em uma concentracao de 108 conidios.mL™" e inoculadas em
meio liquido GPYECH. As culturas foram incubadas em shaker a 22°C para C.
lindemuthianum e 25°C para C. truncatum, sob agitacdo de 180 rpm por 4 dias. Apos
o periodo de incubacéao, o micélio foi recuperado por filtragdo a vacuo, macerado em
nitrogénio liquido e submetido a extragdo de RNA total utilizando o reagente TRIzol®

(Invitrogen), seguindo as instru¢des do fabricante.
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A qualidade e a quantidade do RNA extraido foram avaliadas por eletroforese
em gel de agarose a 1,5% e por espectrofotometria no equipamento NanoDrop 2000
(Thermo Scientific). Para garantir a auséncia de contaminagédo por DNA genémico, 2
Mg de cada RNA foram tratados com DNAse a 37°C por 1 hora. A eficiéncia da digestao
foi confirmada por PCR, utilizando primers que anelam no gene egfp e DNA gendémico
dos isolados como controle positivo.

Em seguida, os RNAs tratados foram utilizados para a sintese de cDNA,
empregando o kit ImProm-lI™ Reverse Transcription System (Promega Corporation,
Madison, WI, EUA), de acordo com as recomendagdes do fabricante. A confirmacgao
da sintese de cDNA foi realizada por PCR, utilizando o DNA gendémico dos isolados
como controle positivo.

Os cDNAs sintetizados foram utilizados para avaliar a eficiéncia dos primers
para os genes endogenos de C. lindemuthianum e C. truncatum e do gene egfp. As
sequéncias dos primers utilizados estdo disponiveis no apéndice A. Os primers que
obtiveram eficiéncia entre 90 e 110% foram utilizados no ensaio de expressao relativa.

Para o ensaio de expresséo relativa, foi preparada uma suspensao de conidios
de C. lindemuthianum e C. truncatum GFP* em meio liquido GPYECH, ajustada para
uma concentragao final de 10® conidios.mL™. Em microtubos de 1,5 mL, foram
adicionados 2 ug de dsRNA-egfp de cada um dos trés diferentes tamanhos (215, 401
e 643 pb), completando-se o volume final para 100 yL com a suspensao de conidios
previamente preparada. Para o controle ndo houve adicdo de dsRNAs. Todos os
ensaios foram conduzidos em ftriplicata. As amostras foram incubadas em shaker a
180 rpm e 22°C até 5 dias apds a inoculagcdo. Posteriormente o RNA total das
amostras foram extraidos utilizando TRIzol® (Invitrogen) seguindo as recomendacdes
do fabricante, seguida do tratamento com DNAse. Os cDNAs foram sintetizados
conforme a mencionado anteriormente.

Para a reagdo de gPCR, foi utilizado o kit SYBR® Green PCR-Master Mix
(PROMEGA), e as leituras foram realizadas no equipamento CFX96 Touch TM Real-
Time PCR Detection System (BIO-RAD). Os ensaios foram feitos em triplicata e a
analise foi realizada utilizando o método da curva padrao. Os valores de Ct obtidos

foram substituidos nas equacgdes de regressao linear especificas para cada gene.
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2.8. Teste de inibigao in vivo

Sementes de feijdo-comum da cultivar Pérola foram desinfestadas, iniciando
com uma imersédo em alcool a 70% por 5 minutos, seguida por um banho em solugao
de hipoclorito de sédio a 0,5% por mais 5 minutos, e entao lavadas trés vezes com
agua destilada esterilizada. Apds este processo, as sementes foram germinadas em
placas de Petri contendo papel filtro esterilizado, mantidas a uma temperatura de 22
°C no escuro e irrigadas diariamente com agua destilada esterilizada até que as raizes
primarias se desenvolvessem. Em sequéncia, as sementes germinadas foram
transferidas para vasos de 1 L contendo substrato MecPlant® e mantidas em casa de
vegetacdo até o estagio V3. Posteriormente as folhas primarias foram
cuidadosamente excisadas no peciolo, com auxilio de um bisturi desinfestado em
alcool 70%.

As folhas foram transferidas para placas de Petri contendo papel filtro
previamente esterilizado, com um pedago de algoddao umedecido adicionado ao
peciolo na regido do corte. Em seguida, as folhas foram inoculadas por aspersdo com
uma suspensdo de conidios na concentracdo de 10°® conidios.mL™ e incubadas a
22°C por 12 horas no escuro em camara BOD. Apds a incubacao inicial, as folhas
foram pulverizadas com diferentes suspensdes contendo dsRNA-CISGE7 nos
tamanhos de 259, 400 e 742 pb, dsRNA-ClpacC nos tamanhos de 210,413 e 772 pb,
ou uma mistura contendo todos os fragmentos de dsRNA-CISGE1 e dsRNA-ClipacC,
todas ajustadas para uma concentracao final de 4 ng.uL™", em quintuplicata. Como
controles, foram utilizadas folhas pulverizadas com agua estéril e dsRNA-egfp de 401
pb. Apés o tratamento, as folhas foram incubadas novamente a 22°C por mais 12 h
no escuro e, posteriormente, mantidas em camara BOD com fotoperiodo de 16 h de
luz e 8 h de escuro. A avaliagao da severidade da doenca foi realizada no sétimo dia
apos a inoculacao (7 DAI), utilizando o software QUANT V.1.0.1 (Vale et al., 2002)
para quantificacdo das lesdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05) para comparagao de médias, utilizando

o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Inc.).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizagao dos genes e proteinas-chave da maquinaria de interferéncia
de RNA

A busca por sequéncias homodlogas de N. crassa no genoma de C.
lindemuthianum resultou na identificacdo de proteinas putativas envolvidas no
mecanismo de RNAIi. Foram identificadas duas proteinas Argonautas (CIAGO1 e
CIAGO2), trés RNA polimerases dependentes de RNA (CIRdRP1, CIRdRP2 e
CIRdRP3) e duas Dicer-like (CIDCL1 e CIDCLZ2) (Figura 1). Estudos anteriores, como
o de Nogueira et al. (2019), haviam descrito apenas CIAGO1, CIRdRP1, CIDCL1 e
CIDCL2, com base em analises realizadas nas sequéncias do primeiro genoma de C.
lindemuthianum. Neste estudo, além da confirmagdo dessas proteinas, foram
identificadas novas isoformas, incluindo CIAGO2 e duas RNA polimerases
dependentes de RNA adicionais (CIRdRP2 e CIRdRP3), ampliando o conhecimento

sobre os componentes do sistema de RNAI nessa espécie.

Figura 1. Representacdo esquematica dos dominios caracteristicos das proteinas putativas da
maquinaria de RNAI identificadas em C. lindemuthianum. Para cada proteina, sao indicados o nimero
de aminoacidos (aa), o ponto isoelétrico (pl) e o peso molecular (kDa).
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M Ribonuclease Ill
CIRdRP3 { 1265 aa - 6.01/143.7 kDa Ligago dsRNA

L1
-
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A identificagdo dessas proteinas esta de acordo com descrigdes da literatura
para fungos do filo Ascomycota e subfilo Pezizomycotina (Choi et al., 2014). Além
disso, padrdes semelhantes foram relatados em outras espécies do género
Colletotrichum, como C. higginsianum e C. graminicola, que também apresentam duas
proteinas Argonautas, duas Dicer-like e trés RdRPs (Campo; Gilbert & Carrington,
2016).

Com base na sequéncia de aminoacidos identificada no proteoma predito de
C. lindemuthianum, foram encontradas proteinas homdlogas em diversas outras
espécies. Dentre essas proteinas, algumas foram selecionadas para analise
comparativa de dominios conservados, ponto isoelétrico e peso molecular putativo
(Tabela 1). Especificamente, as proteinas CIAGO1, CIAGOZ2, CIRdRP1, CIRdRP2 e
CIRdRP3 foram analisadas. Ja as enzimas CIDCL1 e CIDCL2 foram caracterizadas e
analisadas funcionalmente em um estudo anterior de Magalhaes et al. (2022).

A analise comparativa dos dominios da proteina AGO1 em diferentes espécies
de fungos, incluindo a CIAGO1 de C. lindemuthianum (Figura 2A), revelou que todas
as especies analisadas possuem os dominios caracteristicos da proteina (dominio N-
terminal, regido L1 e L2, dominio PAZ e Piwi), evidenciando uma alta conservacgao
evolutiva tanto entre espécies de Colletotrichum quanto em outros fungos. Essa
conservagao indica uma importancia funcional desses dominios para a atividade da
proteina AGO1, possivelmente relacionada ao seu papel na via de interferéncia de
RNA.

Em relacéo as propriedades bioquimicas, observou-se uma baixa variabilidade
no ponto isoelétrico (pl) predito das proteinas AGO1, com valores variando entre 9.42
(C. higginsianum e Colletotrichum tanaceti, ambos do complexo Destructivum) e 9.77
(Fusarium oxysporum). O pl corresponde ao pH no qual a carga liquida da proteina é
igual a zero, e a faixa observada indica que as proteinas AGO1 sao altamente basicas.
Essa caracteristica pode indicar possivel interagdo eletrostatica com moléculas
carregadas negativamente, como dsRNAs, o que é consistente com o papel
conhecido de proteinas Argonautas (Yan et al., 2003; Yang et al., 2024).

Quanto ao peso molecular, os valores variaram de 109,2 kDa (Colletotrichum
fioriniae e Colletotrichum nymphaeae, ambas do complexo Acuntatum) a 114,4 kDa
(Sclerotinia sclerotiorum). A proteina CIAGO1 apresentou um ponto isoelétrico de 9,55
e um peso molecular de 110,4 kDa, valores consistentes com os observados nas

outras espécies analisadas.



27

A andlise das proteinas AGO2 (Figura 2B), com destaque na CIAGO2 de C.
lindemuthianum, revelou a presenca do dominio Piwi conservado e da regido L1 em
todas as proteinas avaliadas. No entanto, o dominio N-terminal e a regido L2 nao
foram identificados em todas as espécies. Em relagdo ao dominio PAZ, verificou-se
que, entre as espécies de Colletotrichum estudadas, apenas Colletotrichum salicis
apresentou esse dominio de forma caracteristica e encontrada pelo banco de dados
do InterProScan. Ja entre as espécies pertencentes a outros géneros, Verticillium
dahliae foi a unica que n&o apresentou esse dominio.

Diferentemente das demais proteinas, observou-se que as espécies do
complexo Orbiculare avaliadas, com excecao de C. lindemuthianum, apresentam um
dominio de citidina e desoxicitidilato desaminase. Especificamente, esse dominio foi
identificado em Colletotrichum orbiculare, Colletotrichum sidae, Colletotrichum trifolii e
Colletotrichum spinosum.

O dominio de citidina e desoxicitidilato desaminase nao é caracteristico das
proteinas Argonautas em eucariotos ou procariotos (Yang et al., 2020). Sua presenga
em espécies mais recentes do complexo Orbiculare, mas ausente na linhagem
ancestral representada por C. lindemuthianum (Damm et al., 2013), indica uma
aquisicao evolutiva desse dominio ao longo da diversificagao do grupo.

Quanto ao dominio PAZ, embora o banco de dados InterProScan nao tenha
detectado sua presenca na maioria das espécies de Colletotrichum, outros estudos
apontam sua existéncia. Por exemplo, Campo, Gilbert & Carrington (2016) descrevem
esse dominio em ChAGO2 de C. higginsianum. Podendo indicar limitacbes nas
ferramentas de predicdo ou variagcbes nas sequéncias proteicas que dificultam a
deteccdo. Dessa forma, a funcionalidade de AGO2 nao deve ser definida
exclusivamente com base na predicdo de dominios proteicos, mas complementada
por trabalhos experimentais.

Para comparar a estrutura geral das proteinas CIAGO1 e CIAGO2, bem como
as regides onde o dominio PAZ é normalmente encontrado em proteinas Argonautas,
foi realizada modelagem molecular utilizando Phyre2.2 e PyMOL para visualizagéo,
modificagdes e alinhamento estrutural (Figura 3A-D). Adicionalmente, o alinhamento
de sequéncias foi conduzido com as ferramentas Clustal W e BLAST (Apéndice B).
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Figura 2. Representagdo esquematica dos dominios de AGO1 e AGO2 em diferentes espécies de
fungos filamentosos. A. Proteinas AGO1; B. Proteinas AGO2. Para cada proteina, sdo indicados o
numero de aminoacidos (aa), o ponto isoelétrico (pl) e o peso molecular (kDa).
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O alinhamento revelou 29% de identidade e 46% de residuos positivos, com
um E-value de 7e%. Isso indica que apesar da identidade relativamente baixa, as
proteinas compartilham regides conservadas, sugerindo fun¢des similares. Na analise
estrutural, as regides correspondentes ao dominio PAZ, localizadas entre os motivos
L1 e L2, foram alinhadas (Figura 3C), resultando em um RMSD de 1,207 A para essa
regiao especifica. Esse baixo valor indica alta similaridade estrutural (Bordogna et al.,
2011), evidenciando a conservacédo funcional desta regido. Valores de RMSD
préximos de zero indicam maior similaridade estrutural, sendo zero equivalente a
estruturas idénticas. Esse resultado corrobora com o que foi descrito para ChAGO2
de C. higginsianum, que apresenta o dominio PAZ (Campo et al., 2016), apesar de
nao ter sido observado no presente estudo pelo software InterProScan (Figura 2B).

Assim, os resultados obtidos apontam que, embora CIAGO1 e CIAGO2
apresentem diferencas estruturais, a regiao do dominio PAZ é altamente conservada,
podendo apresentar um papel funcional, possivelmente relacionado a ligacdo de
pequenos RNAs, conforme descrito na literatura (Yang et al., 2020; Gu et al., 2012).
No entanto, estudos indicam que proteinas Argonautas podem manter alguma
funcionalidade mesmo na auséncia desse dominio, tendo parte da sua eficiéncia
reduzida (Gu et al., 2012).
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Figura 3. Representagao estrutural de CIAGO1 e CIAGO2 e analise comparativa de seus dominios. A.
Estrutura de CIAGO1, representada em verde, com destaque em azul para a localizagdo do dominio
PAZ. B. Estrutura de CIAGO2, representada em rosa, indicando a regido onde o dominio PAZ é
normalmente encontrado, destacado em azul. C. Alinhamento das regides entre os sitios L1 e L2, que
abrangem a posi¢cao do dominio PAZ. A regido correspondente a CIAGO1 é destacada em verde,
enquanto a regiao equivalente de CIAGO2 é mostrada em rosa. D. Alinhamento estrutural global entre
CIAGO1 e CIAGOZ2, evidenciando as similaridades e diferengas conformacionais entre as duas
proteinas.

Por outro lado, as diferencas estruturais podem refletir em adaptagdes da
proteina ao longo do tempo. Essas variagbes podem estar associadas, por exemplo,
ao tamanho das proteinas AGO2, que dentre as avaliadas variou de 962 aa em F.
oxysporum a 1307 aa em C. orbiculare. Além disso, proteinas que apresentam o
dominio adicional de citidina e desoxicitidilato desaminase mostraram valores de pl
menores (7,98 em C. spinosum — 8,57 em C. orbiculare) em comparagao com aquelas
que nao o possuem (9,15 em C. higginsianum a 9,81 em C. chlorophyti). Esse pl esta
proximo ao encontrado nas proteinas AGO1 relatadas anteriormente, conferindo o
carater basico.

As proteinas RdRPs possuem um unico dominio funcional, denominado
dominio RdARP (Zong et al., 2009), o qual foi identificado nas trés RdRPs de C.
lindemuthianum analisadas neste trabalho (Figura 1). A Figura 4 ilustra a
representacdo esquematica dos dominios das RdRPs, destacando a conservagao

dessas proteinas.
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Todas as RdRPs analisadas apresentaram o dominio RdRP conservado,
essencial para a atividade dessas proteinas. No entanto, a RdRP1 de C. salicis exibe
um dominio adicional de monoxigenase, o qual ndo € caracteristico dessa familia e,
até o momento, nado foi reportado na literatura para outras RdRPs.

O tamanho das proteinas RdRP1 variou significativamente entre as espécies
analisadas, de 702 residuos de aminoacidos (aa) em C. fioriniae a 1743 aa em C.
salicis, ambas pertencentes ao complexo Acutatum. A grande diferenga observada em
C. salicis pode estar relacionada a presenga do dominio de monoxigenase, que
adiciona uma extensao consideravel a estrutura proteica. No entanto, variagdes
expressivas no tamanho da RdRP1 também foram detectadas dentro do mesmo
complexo. Por exemplo, C. orbiculare apresenta uma CoRdRP1 com 1712 aa, um
tamanho proximo ao de C. salicis, porém sem o dominio de monoxigenase. Em
contraste, outras espécies do complexo Orbiculare, como C. lindemuthianum
(CIRdRP1, 1356 aa), C. sidae (CsRdRP1, 1331 aa), C. trifolii (CtriRdRP1, 1331 aa) e
C. spinosum (CspRdRP1, 1331 aa), apresentam proteinas menores e mais uniformes
em tamanho.

De forma geral, o tamanho das proteinas RARP3 variou de 1253 aa (143,8 kDa)
em C. salicis a 1977 aa (221,9 kDa) em Magnaporthe oryzae. O pl também apresentou
ampla variagao, indo de 5,85 em C. fioriniae a 7,59 em C. higginsianum.

Apesar das diferencas entre as RdRPs, todas compartilham um dominio
conservado comum, o que evidencia sua importancia. Além disso, o numero de copias
dos genes que codificam RdRPs em eucariotos € variavel (Choi et al., 2014). No
entanto, ao longo da evolugao, esses genes, mesmo em mais copias, foram mantidos,
sugerindo que desempenham fungbes essenciais. As variacbes observadas nas
proteinas podem refletir diferencas funcionais, possivelmente associadas a

adaptacoes especificas em linhagens evolutivas (Zong et al., 2009).
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Figura 4. Representacdo das proteinas RdRPs de diferentes espécies de fungos filamentosos. A.
Proteinas RdRP1; B. Proteinas RdRP2; C. Proteinas RARP3. Para cada proteina, sédo indicados o
numero de aminoacidos (aa), o ponto isoelétrico (pl) e o peso molecular (kDa).
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A Figura 5 apresenta as filogenias das proteinas AGO1 (Figura 5A) e AGO2
(Figura 5B) de diferentes espécies de fungos.

As espécies agruparam-se de acordo com seus respectivos complexos,
evidenciando a conservagao evolutiva. O complexo Orbiculare forma um clado bem
definido e com alto suporte em ambas as arvores, indicando uma relagéo evolutiva
proxima entre suas espécies. O complexo Acuntatum também se distingue dos
demais, com altos valores de bootstrap. Os complexos Gloeosporioides e Truncatum
aparecem proximos, sugerindo maior proximidade filogenética, enquanto Graminicola,
Spaethianum e Destructivum agrupam-se separadamente, destacando sua
divergéncia em relagdo aos demais.

A comparagao entre as arvores de AGO1 e AGO2 mostra uma topologia
semelhante, indicando que a divergéncia dessas proteinas acompanhou a separagao
dos complexos de Colletotrichum. Pequenas variagdes na topologia e nos valores de
bootstrap podem refletir diferencas na conservacao das proteinas entre os grupos. A
maioria dos ramos apresenta valores de bootstrap elevados, especialmente dentro
dos complexos. No entanto, alguns nds apresentaram suporte menor, possivelmente

devido a regides mais variaveis nas sequéncias de aminoacidos.



Figura 5. Filogenia das proteinas Argonautas em fungos filamentosos. A. AGO1; B. AGO2. O “*” representa as espécies de Colletotrichum sem complexo
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Essas observagdes indicam que a diferenciagao das proteinas Argonautas
acompanhou a evolugao do género Colletotrichum, provavelmente em decorréncia de
adaptagdes funcionais especificas (Dang et al., 2011). Um exemplo € a divergéncia
funcional observada em N. crassa, onde os genes paralogos QDE-2 e SMS-2 (ambos
codificam proteinas Argonautas) desempenham papéis distintos: QDE-2 atua
principalmente no estagio vegetativo, enquanto SMS-2 esta envolvida no estagio
sexual (Cogoni & Macino, 1997; Lee et al., 2003). Em contraste, no fitopatégeno
Fusarium graminearum, as proteinas Argonautas sdo expressas durante a infec¢ao
viral, atuando conjuntamente na defesa antiviral (Yu et al., 2018).

As arvores filogenéticas das proteinas RdRP1, RdRP2 e RdRP3 (Figura 6A-C)
mostram uma forte conservacdo dentro dos complexos taxonémicos de
Colletotrichum, de forma semelhante ao observado para as proteinas AGO. Assim
como nas trés filogenias de RdRPs, as espécies agruparam-se de acordo com seus
respectivos complexos Pequenas diferengas nas arvores podem estar associadas a
processos de especializacao funcional e adaptacao a diferentes hospedeiros.

Para as espécies de Colletotrichum analisadas, a topologia das arvores indica
grande conservagao das proteinas relacionadas ao mecanismo de RNAI dentro de
cada grupo, sugerindo que houve uma pressao seletiva para a manutencdo dessas
proteinas, apontando um papel essencial no ciclo de vida dos fungos. Os altos valores
de suporte estatistico reforcam a ideia de que a evolugcdo dessas proteinas esta

associada a diversificagdo dos complexos taxondmicos do género.
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Figura 6. Filogenia das RNA polimerases dependentes de RNA (RdRP) em fungos filamentosos. A. RARP1; B. RdRP2; C. RdRP3. O “*” representa as
espécies de Colletotrichum sem complexo descrito.
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3.2. Anadlise da expressao dos genes-chave para maquinaria de interferéncia de
RNA

A anadlise da expressdo dos principais genes envolvidos no mecanismo de
interferéncia de RNA foi realizada com base em transcriptomas disponiveis no banco
de dados do NCBI, provenientes da interagao entre diferentes espécies e linhagens
de Colletotrichum e suas respectivas plantas hospedeiras. A Figura 7 apresenta um
heatmap que ilustra os perfis de expressao génica nessas interagdes.

As figuras 7A-D mostram a expressdo dos genes em C. lindemuthianum,
representado por isolados pertencentes as ragas 89, 38, 81 e 73, durante a interagao
com o feijdo-comum. O Apéndice C (A-D) apresenta o perfil de expressao de duas
linhagens de C. truncatum (CMES1059 e CMES1080) interagindo com as cultivares
de soja IPRO7739 e IPRO8372. Por fim, o Apéndice C (E) representa a expressdo em
C. orbiculare na interacdo com plantas de pepino.

O ciclo de infeccdo nas espécies analisadas segue um padréo temporal
caracteristico, conforme descrito na literatura. Em C. lindemuthianum e C. orbiculare,
a fase apressorial se estabelece por volta de 24 hpi. A fase biotréfica ocorre entre 48
e 72 hpi em C. lindemuthianum e entre 72 e 96 hpi em C. orbiculare. A transigao para
a fase necrotréfica geralmente ocorre a partir de 96 hpi em C. lindemuthianum e 120
hpi em C. orbiculare, embora variagdes possam ser observadas entre diferentes
linhagens e condi¢des experimentais (Gan et al., 2013; Irieda et al., 2014; Silva et al.,
2021). Para C. truncatum, a formagao do apressorio € observada ja em 6 hpi, com a
fase biotréfica ocorrendo em 48 hpi e a transi¢gao para a necrotroéfica a partir de 72 hpi
(Boufleur et al., 2022).

Em relacdo aos perfis de expressdo génica, observou-se que 0s genes
associados ao mecanismo de interferéncia por RNA apresentam padrdes distintos ao
longo das fases de infeccdo. Em C. lindemuthianum, por exemplo, para o isolado da
raca 89, nao houve expressao de CIAGO1, CIRAJRP3 e CIDCL1 em nenhum dos
tempos avaliados. Para o isolado da raga 38, foi detectada expressao apenas de
CIAGO2 durante as fases apressorial e biotréfica, com maior expressao na fase
apressorial. Para o isolado da raca 81, observou-se, nas fases iniciais da inoculagao
(0 a 6 hpi), a expressédo de CIAGO2, CIRdJRP2 e CIDCLZ2. Curiosamente, dentre os
isolados das diferentes ragas de C. lindemuthianum avaliados, este foi a Unico que

apresentou expressao de CIRdARP3, sugerindo que essa enzima possa desempenhar
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algum papel nas horas iniciais da infecgdo nas condigdes experimentais. Ja para o
isolado da raga 73, foi detectada a expressao de CIAGO2, CIRdJRP1, CIRdRP2 e
CIDCL2. A auséncia de expressao de CIAGO1 e CIDCL1 em todos os isolados e
tempos analisados indicam que essas proteinas possam n&o contribuir
significativamente na interacdo de C. lindemuthianum com o hospedeiro nas
condicbes avaliadas, embora mais estudos sejam necessarios, e em outras
condicdes, para determinar o papel funcional dessas proteinas.

No estudo da interagdo entre linhagens de C. truncatum (CMES1059 e
CMES1080) e diferentes cultivares de soja (IPRO8372 e IPRO7739), Boufleur et al.
(2022) observaram que a severidade da doenga variou conforme a combinagao
especifica entre linhagem do fungo e cultivar. A associagdo de CMES1059 com
IPRO8372 e de CMES1080 com IPRO7739 resultou em plantas com menor
severidade da doenga (fendtipo mais tolerante), enquanto a combinagdo de
CMES1059 com IPRO7739 e de CMES1080 com IPRO8372 levou a plantas mais
afetadas (fendtipo mais suscetivel). Essas diferengas na resposta da planta foram
acompanhadas por alteragdes no perfil de expressdo dos genes da maquinaria de
RNAIi do fungo. Nas associagcdes envolvendo a linhagem CMES1059, foi observado
um padrao de expressdao semelhante ao de linhagens de C. lindemuthianum, com
auséncia de expressdao de AGO71, RJRP3 (exceto na raga 81, que apresentou
expressdo em 6 hpi) e DCL1. Por outro lado, nas interagcbes com a linhagem
CMES1080, foi detectada a expressao de CtDCL1, sugerindo que a regulagdo das
proteinas essenciais da maquinaria de RNAi ocorre de forma diferencial, dependendo
da linhagem de uma mesma espécie e cultivar que esta interagindo.

Em C. orbiculare, o perfil de expressdo mostrou que, dentre os transcriptomas
avaliados, essa foi a Unica espécie que expressou CoAGO1, especificamente em 24
hpi durante a interacdo com plantas de pepino, fase correspondente ao estagio
apressorial do patégeno. Esse padrao sugere que CoAGOT pode desempenhar um
papel funcional durante essa fase para essa linhagem de C. orbiculare nas condigdes
testadas. No entanto, ndo foi detectada expressao de CoRdRP3, CoDCL1 e CoAGO2,
em nenhum dos tempos analisados, contrastando o que foi observado nas outras
espécies em que AGO2 foi expressa ao menos em algum momento da interagao.

Necessitando novas analises para avaliar se este comportamento se mantém.
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Figura 7. Heatmap dos perfis de expressao das proteinas-chave da maquinaria de interferéncia de
RNA durante a interacdo com as plantas hospedeiras. A. Isolado da raga 89 de C. lindemuthianum:
crescimento vegetativo (GPYECH, 5 dias) e interagdo com feijoeiro-comum (48 e 120 hpi); B. Isolado
da raca 38: 24 e 48 hpi; C. Isolado da raga 81: 0 e 6 hpi; D. Isolado da raga 73: 0, 24, 72 e 96 hpi.
Valores de expressdo em FPKM (fragmentos por kilobase de éxon por milhdo de fragmentos
mapeados).
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Esses resultados destacam a complexidade da dinédmica da interagao
patdogeno-hospedeiro, refletida na variagdo significativa da expressao dos
componentes da maquinaria de RNAI entre diferentes linhagens e espécies de
Colletotrichum, estagios de infecgédo e hospedeiros. A expressao diferencial de genes,
principalmente, como AGO171, RdJRP3 e DCL1 indicam que esses componentes
possam possuir outros papéis no ciclo de vida dos fungos.

O mecanismo de RNAI regula uma variedade de processos biolégicos em
células eucaridticas, incluindo a biossintese de sRNAs. Na interagao fungo-planta, os
fitopatogénicos empregam moléculas efetoras, como os sRNAs, para modular o
sistema de defesa vegetal e facilitar a infecgdo. Por outro lado, as plantas também

utilizam sRNAs para silenciar genes de viruléncia do fungo, estabelecendo uma
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"batalha molecular" que pode determinar o sucesso ou o fracasso da infecgao (Wang
& Dean, 2020).

A importancia dos sRNAs na regulagdo da imunidade do hospedeiro ja foi
demonstrada em diversos patégenos, incluindo Hyaloperonospora arabidopsidis, um
oomiceto biotréfico obrigatério, no qual foram identificados 34 sRNAs associados ao
silenciamento de genes de defesa de Arabidopsis thaliana (Dunker et al., 2020). No
contexto da patogenicidade de C. lindemuthianum e seu estilo de vida hemibiotrdfico,
€ possivel que a maquinaria de RNAI atue durante a interacdo com o hospedeiro,
conforme sugerido pela expressao diferencial das proteinas que a compéem. Durante
o estagio biotréfico, o patdgeno precisa se estabelecer nos tecidos do hospedeiro e
suprimir as respostas de defesa da planta. A medida que a infecgdo progride para o
estagio necrotrdéfico, diversos genes devem ser regulados para garantir o sucesso da
colonizacdo e permitir a reproducdo do fitopatégeno. Nesse sentido, futuras
investigacdes poderiam focar no estudo dos sRNAs do fungo e da planta durante a
interagdo, proporcionando um maior entendimento da dindmica do mecanismo de

RNAI e seu papel no desenvolvimento da antracnose no feijado-comum.

3.3. Transformacgao de C. lindemuthianum e C. truncatum com plasmideo pSM1

A transformagao de C. lindemuthianum e C. truncatum foi realizada por meio
da técnica usando PEG/CaClz, juntamente com o plasmideo pSM1. Esse vetor contém
0 gene egfp, que codifica a proteina verde fluorescente (GFP), e 0 gene hph,
responsavel pela resisténcia ao antibiotico higromicina B, permitindo a sele¢ado dos
transformantes.

Foram obtidos 80 transformantes para C. fruncatum e 18 para C.
lindemuthianum em um periodo de 8 e 10 dias, respectivamente. A eficiéncia de
transformacao atingiu 18 transformantes por micrograma de DNA plasmidial em C.
truncatum, enquanto para C. lindemuthianum essa taxa foi de 1,8 transformantes.ug™
de plasmideo. Embora a eficiéncia de transformacao de C. lindemuthianum tenha sido
consideravelmente inferior a de C. truncatum (dez vezes), esse resultado esta em
conformidade com o estudo relatado por Nogueira et al. (2019), que obtiveram uma

eficiéncia de 1,0 transformante.ug™ do plasmideo (pSM1) para a linhagem.
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Alguns dos isolados transformantes foram transferidos para placas de Petri
contendo meio BDA acrescido de higromicina, e apds o crescimento das colbnias as
placas foram expostas a luz de fluorescéncia em fotodocumentador L-Pix Ex (Loccus),
como ilustrado na figura 8. A confirmagéo dos transformantes foi realizada também

com a amplificacdo dos genes egfp e hph.

Figura 8. Isolados transformantes expressando a proteina GFP comparados as linhagens selvagens.
A. Isolados de C. truncatum GFP+; B. Colbnias do isolado de C. fruncatum selvagem que nao
expressam GFP; C. Isolados de C. lindemuthianum GFP+; D. Colbnias do isolado selvagem de C.
lindemuthianum que nao expressam GFP.

3.4. Producao dos dsRNAs

Para a construcdo dos cassetes, foram desenhados primers especificos
contendo, em suas extremidades 5’, a sequéncia minima promotora reconhecida pela
RNA polimerase T7 (apéndice A). Os primers foram projetados para amplificar trés
fragmentos de tamanhos diferentes de parte da regido codificadora dos genes-alvo
(egfp, CISGE1 e ClpacC): aproximadamente 200 pb, 400 pb e 700 pb (Figura 9). Esses
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tamanhos foram escolhidos para analisar a influéncia do comprimento dos dsRNAs

na eficiéncia do silenciamento.

Figura 9. Representagido esquematica das regides amplificadas a partir das sequéncias codificadoras
dos genes egfp, CISGE1 e ClpacC. A. Fragmentos de 259, 400 e 742 pb amplificados a partir da
sequéncia codificadora de CISGET; B. Fragmentos de 215, 401 e 643 pb amplificados a partir da
sequéncia codificadora de egfp; C. Representagéo dos introns em CipacC e dos fragmentos de 210,
413 e 772 pb amplificados a partir da sequéncia codificadora. O maior fragmento corresponde a
sequéncia completa da regido codificadora de cada gene.
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Para testar a metodologia de expressédo de dsRNAs em E.coli HT115 (linhagem
deficiente em RNAse lll), inicialmente foram selecionados apenas alguns fragmentos:
egfp (401 pb) e trés fragmentos do gene CISGE1 (259, 400 e 742 pb). Estes
fragmentos foram clonados no vetor comercial pGEM-T Easy (Promega), e os
plasmideos recombinantes foram transformados em células competentes de E. coli
HT115.

Alguns testes foram conduzidos para otimizar a sintese in vivo dos dsRNAs
(dados nao mostrados), entre eles, o uso do meio LB (1 e 2x) e a substituicdo da
ampicilina pela carbenicilina. Além disso, foram realizados diversos testes para
otimizar a extragdo dos dsRNAs, incluindo diferentes protocolos: (l) utilizagdo do
manual do fabricante do reagente TRIzol (Invitrogen); (Il) lise térmica das células
bacterianas seguida de purificagdo com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, conforme
descrito por Ahn et al. (2019); (lll) extracdo com o kit Quick-DNA/RNA MagBead

(Zymo); (IV) extracdo com o kit RNeasy (Qiagen); (V) protocolo baseado em silica
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(Oliveira et al., 2025). Os resultados de alguns desses testes estdo apresentados no
Apéndice D.

Apesar dos diversos esfor¢os para otimizar a metodologia, a expressao dos
dsRNAs foi detectada apenas em niveis baixos quando as células foram cultivadas
em meio LB suplementado com 100 ug.mL"" de ampicilina e a extragéo foi realizada

com TRIzol (Figura 10).

Figura 10. Expressédo de dsRNAs em linhagens transformantes de E. coli HT115. As linhagens de E.
coliHT115 foram transformadas para expressar dsRNAs direcionados a egfp (401 pb) e a CISGE1 (259,
400 e 742 pb). Como controle, foi utilizada a mesma linhagem sem o vetor. As setas em amarelo
mostram as bandas correspondentes aos dsRNAs expressos. A escala a esquerda indica o tamanho
das bandas, referenciado pelo marcador de peso molecular utilizado (1 kb Ladder Plus — Sinapse Ino.).
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HT115 (400 pb) 259 400 742 (pb)

400 p

300 pb

A producao de dsRNAs in vivo em E.coli HT115 requer a inducéao por IPTG, que
induz a expressao da RNA polimerase T7 presente no cromossomo bacteriano. No

entanto, concentracdes elevadas desse indutor podem causar estresse metabdlico e
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toxicidade celular, reduzindo a viabilidade das células e consequentemente a
producao de dsRNAs (Dvorak et al., 2015; Hanning & Makrides, 1998; Nwokeoji et al.,
2022). Considerando esses fatores, neste estudo adotou-se a concentracéo final de
0,4 mM de IPTG, previamente descrita em diversos ensaios visando a sintese de
dsRNAs sem induzir efeitos adversos significativos (Tian et al., 2009; Da Rosa et al.,
2024).

Além da inducdo, o meio de cultivo influencia diretamente na produgao de
dsRNAs. No presente estudo, utilizou-se o meio LB, amplamente empregado para a
expressao de proteinas e dsRNAs (Ma et al., 2020; Papic et al., 2018). No entanto,
estudos recentes, como o de Da Rosa et al. (2024), demonstraram que o meio de
cultivo caldo Terrific (TB) pode aumentar significativamente o rendimento da producéo
de dsRNAs, alcangando 31,0 ug.mL™", um valor 118% superior ao obtido em meio LB
(14,2 ug.mL™). Além disso, 0 mesmo estudo mostrou que modificagdes no vetor de
expressao, por meio da insercdo de sequéncias terminadoras upstream de cada
promotor T7, leva a terminagcdo adequada da transcricdo. Na auséncia desses
terminadores, a RNA polimerase T7 pode continuar transcrevendo sequéncias do
vetor além do inserto, resultando na sintese de dsRNAs com tamanhos mais longos
que o esperado.

Observando a Figura 10, nota-se bandas adicionais para alguns dos dsRNAs
(egfp de 401 pb, CISGE1 de 259 e 400 pb), mostrando a presenca de dsRNAs de
maior tamanho, provavelmente contendo sequéncias nao desejadas do plasmideo. A
insercdo de sequéncias no transcrito que ndo sdo a do gene-alvo, pode levar ao
silenciamento fora do alvo, o0 que ndo é uma caracteristica desejavel visando
aplicagao dos dsRNAs.

Adicionalmente, o vetor pGEM-T Easy, utilizado para as constru¢des, quando
linearizado, apresenta um promotor T7 em uma de suas extremidades. Com a
insercao do fragmento de interesse, que ja contém promotores T7 flanqueando a
sequéncia alvo em dire¢des opostas, ocorre o posicionamento consecutivo dos dois
promotores T7 em um dos sentidos da transcricdo. Essa configuracao pode resultar
no sequestro da RNA polimerase T7 ou na colisdo entre as enzimas durante a
transcrigdo (Callen et al., 2004), o que levaria a terminagcéo prematura e levando a
geracgao de fragmentos truncados (Chatterjee et al., 2011). O que também pode ter

ocorrido nos ensaios, sendo uma possivel explicagao pelo baixo rendimento.
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Diante dos desafios associados a produgao de dsRNAs in vivo, optou-se pela
sintese de dsRNAs por transcrigao in vitro, utilizando o kit Megascript RNAi. Esse
método além da sintese dos dsRNAs, também inclui uma etapa de purificagado por
coluna, garantindo maior pureza. Utilizando essa abordagem, foram produzidos
dsRNAs correspondentes aos nove fragmentos de interesse, conforme ilustrado

anteriormente na Figura 9. Os dsRNAs purificados estao representados na Figura 11.

Figura 11. Corrida em gel de agarose a 1,5% dos dsRNAs sintetizados in vitro a partir do kit Megascript
RNAI. O marcador de peso molecular a esquerda representa os tamanhos dos dsRNAs (100 bp DNA
Ladder — Sinapse Ino.).

CISGET1 ClpacC egfp
259 400 742 210 413 772 215 401 643 (pb)

200 pb

O rendimento médio das reacgdes foi de 122 ng.uL™", em um volume final de
100 pL, totalizando 12,2 ug de dsRNA sintetizado por reagédo. No entanto, observou-
se uma variacgao significativa no rendimento entre os diferentes fragmentos. A reagao
de maior rendimento foi a do fragmento CISGE1-742 pb, com 580 ng.uL™", enquanto
a de menor rendimento foi a do fragmento CISGE1-259 pb, com 66 ng.uL™". Todas as
amostras foram quantificadas por Qubit. De acordo com o manual do fabricante, o
rendimento total médio esperado para um fragmento controle de 500 pb é de 50 ug
ou superior, indicando que os rendimentos obtidos neste estudo estdo abaixo do
esperado, o que limitou os testes realizados.

O custo do kit Megascript RNAi em 2025 no Brasil é de R$ 4.667,72 para 20
reacoes, resultando em um valor de R$ 233,35 por reagdo. Com um rendimento médio
de 12,2 ug de dsRNA por reacéao, o custo estimado por micrograma que foi produzido
é de R$ 19,13. Esse valor é elevado, especialmente considerando a concentragéo de
uso recomendada de 20 ug.mL™" (Koch et al., 2019; Werner et al., 2020), tornando o

uso do kit economicamente inviavel para aplicagdes em larga escala.
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Diante disso, torna-se essencial a otimizagao da producéao de dsRNAs in vivo,
explorando estratégias como a modificagdo do vetor de expressao para incluir
sequéncias terminadoras flanqueando os promotores T7, a avaliacdo de diferentes
meios de cultura, ajustes na concentragéo do indutor ou a substituigdo por promotores
constitutivos. Essas abordagens podem reduzir significativamente os custos, uma vez
que estudos relatam valores substancialmente inferiores, como a producgéo de 1 g de
dsRNA por US$ 4,00 (Zotti & Guy, 2018; Verdonckt & Vanden, 2022).

3.5. Teste de captacao de dsRNA em C. lindemuthianum

O teste de captacédo foi conduzido utilizando um isolado transformante de C.
lindemuthianum que expressa GFP. Para isso, foram realizados microcultivos nos
quais os dsRNAs, direcionados ao gene egfp, foram misturados aos conidios. Como
controle negativo, utilizou-se um dsRNA de 742 pb direcionado ao gene CISGET1, além
da inoculacéo dos conidios sem a presenca de dsRNAs.

Os resultados visuais da reducédo da fluorescéncia nao foram claramente
perceptiveis em todos os tratamentos (Figura 12). No entanto, nas hifas tratadas com
os dsRNAs direcionados ao gene egfp, observou-se a formagdo de numerosos
vacuolos e de grande tamanho, bem como a auséncia de fluorescéncia em
determinados segmentos das hifas. No controle negativo, tratado com dsRNA-
CISGE1, também foram identificados vacuolos, em maior nimero e tamanho em
comparagao com o controle sem dsRNA. No entanto, a quantidade de vacuolos foi
menor em relagao aos tratamentos com dsRNAs-egfp, sugere-se que a presenga dos
dsRNAs induziu um efeito sobre as hifas, resultando na formagao de vacuolos como
possivel resposta ao estresse fisioldgico.

As pontas das hifas tratadas com dsRNA-egfp de 643 pb apresentaram menor
emissao de fluorescéncia em comparacgao as pontas das hifas dos controles (Figura
12: A, B e F). Um padrao semelhante foi observado no estudo de Wytinck et al. (2020),
no qual hifas de S. sclerotiorum que expressavam GFP, quando tratadas com dsRNA-
egfp, exibiram uma perda de fluorescéncia mais acentuada nas pontas, indicando que
ou essa regiao pode ser a mais ativa no processo de silenciamento, ou haver um
acumulo preferencial dos dsRNAs. Porém, nao houve relato de aumento do niumero

de vacuolos nos ensaios.
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Figura 12. Teste de captacdo de dsRNAs em C. lindemuthianum expressando GFP. A. Controle
negativo, cultivo sem a presenca de dsRNAs; B. Controle negativo, cultivo com dsRNA-CISGE1-742
pb; C. Cultivo com dsRNA-egfp-215 pb; D. Cultivo com dsRNA-egfp-401 pb; E. Cultivo com dsRNA-
egfp-643 pb; F. Pontas das hifas com menor emissao de fluorescéncia tratadas com dsRNA-egfp-
643pb. As setas amarelas indicam vacuolos, os “*” destacam os segmentos sem fluorescéncia e as

setas brancas apontam para as pontas das hifas. Barras de escala: 20 um.

O aumento no numero e no tamanho dos vacuolos observado neste estudo
esta em concordancia com os achados de Jiang et al. (2022), que relataram a
formagao de grandes vacuolos em hifas de uma linhagem de Aspergillus flavus
infectada pelo micovirus AfPV1, pertencente da familia Partitiviridae. Considerando
que os virus dessa familia possuem como material genético dsRNAs, é possivel que
0 aumento dos vacuolos esteja relacionado a resposta de ativagdo da maquinaria de
interferéncia de RNA contra o micovirus, ja que este mecanismo, conhecidamente, faz
parte da defesa antiviral em células eucaridticas. Dessa forma, os resultados do
presente trabalho sugerem que C. lindemuthianum foi capaz de perceber o dsRNA
exogeno e desencadear uma resposta fisioldgica, como aumento do numero e
tamanho dos vacuolos.

Além disso, os achados de Zheng et al. (2025) reforcam essa hipdtese, uma
vez que demonstraram que o tratamento com dsRNA desencadeia vias candnicas de

estresse fungico em M. oryzae. Esses resultados apontam que a captagao de dsRNAs
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pode ativar mecanismos celulares de resposta ao estresse em diferentes espécies de
fungos.

Foi realizado um outro ensaio de microcultivo anterior a este, no qual tratou-se
com dsRNA-egfp isolados de C. fruncatum e C. lindemuthianum que expressavam
GFP. Porém o isolado utilizado de C. lindemuthianum que fazia parte da colecéo do
Laboratdrio de Genética Molecular de Microrganismos/Bioagro — UFV nao apresentou
fluorescéncia suficiente para analises mais detalhadas, o que gerou incertezas e
impediu o aproveitamento dos resultados, tornando necessaria uma nova
transformacao. Por outro lado, o isolado de C. fruncatum GFP* apresentou um
aumento no numero de vacuolos (Apéndice E), e ha relatos prévios que descrevem a
capacidade dessa espécie de captar dsRNAs (Gu et al., 2019), reforcando a indicagéo

que o aumento de vacuolos pode estar relacionado a resposta aos dsRNAs.

3.6. Padronizagao dos primers e analise da expressao génica por qPCR

Para analisar a expressao do gene egfp em C.lindemuthianum GFP* e C.
truncatum GFP*, foram desenhados primers especificos para a regiao codificadora do
gene egfp e para genes endoégenos, utilizados na normalizacdo dos dados de
expressao (Apéndice A).

Os isolados tiveram seu RNA total extraido, tratados com DNAse e
posteriormente foi realizada a sintese do cDNA utilizando oligo dT. Os primers foram
entao avaliados quanto sua eficiéncia, que deveria estar dentro da faixa ideal de 90 a
110%. Os valores obtidos foram de 97,9% e 92,3% para os genes enddgenos da
actina de C. lindemuthianum e C. truncatum, respectivamente, e de 97,1% para o gene

egfp (Figura 13).
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Figura 13. Ensaio de eficiéncia dos primers utilizados na analise de expressao génica. A. Actina de C.
lindemuthianum; B. GAPDH de C. lindemuthianum; C. Fator de elongacao de C. lindemuthianum; D.
Gene egfp; E. Actina de C. truncatum; F. GAPDH de C. truncatum.
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O ensaio para a analise da expressdao génica foi realizado misturando os
dsRNAs-egfp com esporos dos isolados de C. lindemuthianum GFP* e C.truncatum
GFP*. Como controle, os conidios foram inoculados na auséncia de dsRNA. Devido
ao baixo rendimento na sintese de dsRNAs, os experimentos foram realizados em
microtubos de 1,5 mL, com um volume final de 100 uL, obtido pela mistura do meio
de cultura com os dsRNAs, visando atingir uma concentracao final de 20 ng.uL™" de
dsRNA. Testes preliminares haviam sido realizados (sem o tratamento) para confirmar
que esse pequeno volume permitiria a extracido do RNA total das amostras, o que foi
possivel.

A analise da expressao relativa do gene egfp por gPCR, apés o tratamento com

dsRNA, ndo apresentou o padrao esperado de silenciamento. Em vez da reducio da
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expressao, observou-se um aumento nos niveis de transcritos de egfp nas amostras
tratadas com dsRNA-egfp, em comparagao com os controles negativos (sem dsRNA)
(Figura 14).

Figura 14. Expressao relativa do gene egfp ap6és tratamento com dsRNA-egfp em C. lindemuthianum
e C. truncatum. A. Niveis de expressdo em C. lindemuthianum apos o tratamento com dsRNA-egfp; B.
Niveis de expressdo em C. fruncatum apds o tratamento com dsRNA-egfp. Os dados foram
normalizados utilizando o gene da actina como controle endégeno para cada isolado, conforme a curva
padrao obtida.
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A expressao génica entre os isolados apresentou diferengas, sendo que, no
controle negativo de C. lindemuthianum (Cl GFP*), a expressao nao foi detectada
ap6s a normalizagcdo, enquanto na amostra sem tratamento de C. truncatum (Ct
GFP?*), a expressao foi observada. Assim, observou-se uma reducao nos niveis de
expressao com o tratamento com dsRNA-egfp de 215 e 643 pb, indicando redugéo do
numero de transcritos. No entanto, para o tratamento com dsRNA-egfp de 401 pb o
resultado nao foi consistente com o esperado para o silenciamento génico,
especialmente considerando que C. fruncatum é uma espécie reconhecida por sua
capacidade de captar e processar dsRNAs (Gu et al., 2019).

Nao foi possivel determinar com precisdo a causa desse resultado dentro das
condigbes experimentais utilizadas. Estudos adicionais devem ser realizados para
esclarecer essa questao. Uma abordagem relevante seria o tratamento das hifas com
RNAse antes da extracdo do RNA total, garantindo a degradagao de qualquer dsRNA
externo residual e eliminando sua possivel influéncia na analise da expressao. Além
disso, a inclusdo de um controle na qPCR contendo somente dsRNA purificado

permitiria verificar se o dsRNA esta sendo amplificado e contribuindo para os
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resultados observados. Outra estratégia seria repetir o ensaio em um volume maior, o
que garantiria que a concentragcdo dos transcritos seja suficiente para minimizar
variagdes e reduzir possiveis erros associados a quantificagdo. Essas abordagens
complementares podem ajudar a esclarecer se o dsRNA residual esta interferindo nos
resultados ou se outros fatores estariam envolvidos.

Outros métodos também podem ser utilizados para avaliar a captagédo e o
processamento de dsRNAs, seja de forma direta ou indireta. O método direto mais
utilizado consiste na marcagdo dos dsRNAs com fluoroforo, seguida do tratamento
dos isolados com esses dsRNAs. Apds a incubacéo, as hifas séo tratadas com RNAse
e submetidas a protoplastizagdo, permitindo a analise dos protoplastos por
microscopia de fluorescéncia (Wang et al., 2016; Wytinck e al., 2020; Zheng et al.,
2025).

Ja a abordagem indireta pode ser realizada por meio da adicado de um dsRNA
especifico ao meio de cultivo em placas de Petri. Esse dsRNA deve ser direcionado a
um gene essencial para o desenvolvimento micelial, como o gene da [B-tubulina,
possibilitando a avaliacdo da captagado e do processamento do dsRNA com base no

crescimento da colénia observado (Gu et al., 2019).

3.7. Teste de inibigao in vivo

Ensaios de inibigao in vivo foram conduzidos em paralelo. Folhas destacadas
de feijao-comum foram inoculadas com conidios da linhagem selvagem de C.
lindemuthianum e, ap6s 12 horas, submetidas a pulverizagao dos dsRNAs, utilizando
suspensdes contendo 4 ng.uL' de dsRNA. Como controle, foram empregadas folhas
nao inoculadas pulverizadas com agua, além de folhas inoculadas pulverizadas com
agua ou com o dsRNA-egfp de 415 pb.

Apesar da aplicagdo dos dsRNAs, a severidade dos sintomas nas folhas
tratadas foi semelhante ao observado nos controles inoculados, pulverizados com
agua ou dsRNA-egfp (Figura 15B e C), sem diferengas estatisticas pelo teste de Tukey
(Figura 15K). Isso sugere que, nas condi¢des testadas, o tratamento com dsRNA nao
foi eficiente em reduzir a severidade da antracnose. Uma possivel explicacdo para

esse resultado poderia estar relacionada a concentracao de dsRNA utilizada, que foi
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menor do que € comumente relatada na literatura (20 ng.uL") (Duanis-Assaf et al.,
2022; Koch et al., 2016; Qiao et al., 2023).

Outro aspecto importante refere-se a estabilidade do dsRNA na superficie das
folhas. Condi¢gdes ambientais, como a presencga de nucleases, podem ter contribuido
para a degradacdo do dsRNA antes que fosse captado pelo fungo. Estudos como o
de Bachman et al. (2020) demonstraram que o dsRNA foi degradado em 95% apds
trés dias de tratamento, enquanto Mitter et al. (2017) relataram que o dsRNA
desprotegido permaneceu viavel por apenas cinco dias apos pulverizagao. Além disso,
a capacidade de absor¢cdo de dsRNA por C. lindemuthianum ainda nao é
completamente entendida, o que limita conclusées mais aprofundadas.

Embora os resultados n&do tenham demonstrado eficacia na reducdo da
severidade da antracnose, este estudo contribui para a compreensédo dos desafios
associados ao uso de dsRNA como estratégia de controle de fitopatégenos. Estudos
futuros podem explorar a captagcdo de dsRNAs por C. lindemuthianum, testar
diferentes concentragbes no tratamento, avaliar os efeitos fisioldgicos do fungo, além
de investigar a aplicagdo por pulverizacdo em diferentes estagios da infecgédo e
métodos alternativos de entrega, como nanoparticulas de argila (BioClay™) (Nifio-
Sanchez et al., 2022), nanoparticulas de quitosana (Zhou et al., 2023), entre outros.
Além disso, é essencial aprofundar o entendimento dos componentes-chave da

maquinaria de interferéncia envolvidos nesse processo, com a analise funcional.
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Figura 15. Ensaio de inibigao in vivo por pulverizagao de dsRNAs em folhas de feijdo-comum. A. Folha
nao inoculada pulverizada com agua; B. Folha inoculada pulverizada com agua; C. Folha inoculada
pulverizada com dsRNA-egfp (401 pb); D. Folha inoculada pulverizada com dsRNA-CISGE1 (259 pb);
E. Folha inoculada pulverizada com dsRNA-CISGE1 (400 pb); F. Folha inoculada pulverizada com
dsRNA-CISGE1 (742 pb); G. Folha inoculada pulverizada com dsRNA-CipacC (210 pb); H. Folha
inoculada pulverizada com dsRNA-ClpacC (413 pb); I. Folha inoculada pulverizada com dsRNA-ClpacC
(772 pb); J. Folha inoculada pulverizada com dsRNAs direcionados a CISGE1 e ClpacC, contendo
todos os fragmentos; K. Grafico da severidade da antracnose em folhas de feijdo-comum pulverizadas
com dsRNA. Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p = 0,05). A
severidade da doenca foi quantificada por meio do software QUANT V.1.0.1.
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4. CONCLUSAO

Com base no genoma de C. lindemuthianum, foi possivel identificar proteinas-
chave da maquinaria de RNA de interferéncia que ainda ndo haviam sido descritas
para essa espécie, como AGO2, RARP2 e RARP3. Essas proteinas exibem dominios
altamente conservados, indicando uma presséo seletiva para a manutengao desses
genes.

A analise dos transcriptomas da interacéo fungo-planta indica que genes como
AGO1, RdRP3 e DCL1 sao expressos em condicdes e linhagens especificas.

A utilizacao da linhagem de E. coli HT115 foi capaz de produzir dsSRNAs, porém
a utilizagao do vetor pGEM T-Easy néo foi eficiente.

A sintese de dsRNA pelo kit comercial Megascript RNAi apresentou baixo
rendimento nas condi¢gdes avaliadas.

Os resultados relacionados a captagao de dsRNA por C. lindemuthianum nao
foram conclusivos, porém sugerem que o fungo foi capaz de perceber os dsRNAs
exdgeno, e gerar resposta fisiolégica, evidenciado pelo aumento no tamanho e no
numero de vacuolos.

Por fim, a aplicagdo de dsRNAs em concentragdes de 4 ng.uL-' ndo foram
eficazes para o controle da antracnose, podendo ser testadas novas concentragoes.
Dessa forma, este estudo contribui para o entendimento dos desafios na padronizagao
do sistema de silenciamento génico visando o controle de fitopatégenos e inicia as

investigacoes desse método de controle para C. lindemuthianum.
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APENDICES

APENDICE A — Tabela com os primers utilizados

Espécie

Primer

Sequéncia 5'-3'

Finalidade

. lindemuhtianum

dsCISGE1-259-F

TAATACGACTCACTATAGGGAGATCAGTGCCGACCCTACACCA

Sintese dsRNA

. lindemuhtianum

dsCISGE1-259-R

TAATACGACTCACTATAGGGAGAAAACAGCGGAATGGCGTCGA

Sintese dsRNA

. lindemuhtianum

dsCISGE1-400-F

TAATACGACTCACTATAGGGAGAACTCATCCGGCATCAAACGT

Sintese dsRNA

. lindemuhtianum

dsCISGE1-400-R

TAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGAGCTTGCCTTCTGTGAC

Sintese dsRNA

. lindemuhtianum

dsCISGE1-742-F

TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTCACAGAAGGCAAGCTCCT

Sintese dsRNA

. lindemuhtianum

dsCISGE1-742-R

TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGCTCTGGTCATCGTCTAGC

Sintese dsRNA

. lindemuhtianum

dspacC-210-F

TAATACGACTCACTATAGGGAGAAGTTGGGCATACGCAGGATG

Sintese dsRNA

. lindemuhtianum

dspacC-210-R

TAATACGACTCACTATAGGGAGAAACGCGAGGAGAAGTACGAC

Sintese dsRNA

. lindemuhtianum

dspacC-413-F

TAATACGACTCACTATAGGGAGATGGTTGGCGTTCTCGTAGAC

Sintese dsRNA

. lindemuhtianum

dspacC-413-R

TAATACGACTCACTATAGGGAGACCCCGATCCGAGTACATTGG

Sintese dsRNA

. lindemuhtianum

dspacC-772-F

TAATACGACTCACTATAGGGAGAGAAGCCACAGACTCAGCCTT

Sintese dsRNA

O O O O O O O O O O O O

. lindemuhtianum

dspacC-772R

TAATACGACTCACTATAGGGAGACTCTTCTCCCTCTTCACGGC

Sintese dsRNA

Transformante GFP+

dsegfp-215-F

TAATACGACTCACTATAGGGAGAACTCCAGCAGGACCATGTG

Sintese dsRNA

Transformante GFP+

dsegfp-215-R

TAATACGACTCACTATAGGGAGATCATGGCCGACAAGCAGAA

Sintese dsRNA

Transformante GFP+

dsegfp-401-F

TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTCCATGCCGAGAGTGATCC

Sintese dsRNA
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Transformante GFP+

dsegfp-401-R

TAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGACGACGGCAACTACAAG

Sintese dsRNA

Transformante GFP+

dsegfp-643-F

TAATACGACTCACTATAGGGAGAGTCCATGCCGAGAGTGATCC

Sintese dsRNA

Transformante GFP+

dsegfp-643-R

TAATACGACTCACTATAGGGAGACGACGTAAACGGCCACAAGT

Sintese dsRNA

Transformante GFP+ (g2gfp-F AGAACGGCATCAAGGTGAAC RT-gPCR

Transformante GFP+ [g2gfp-R TGCTCAGGTAGTGGTTGTCG RT-gPCR

C. truncatum CtGAPDH-F GTACGTGATGGGTGTCAACG RT-qPCR (Enddgeno)
C. truncatum CtGAPDH-R CCCTCAACGATGGTGAACTTG RT-gPCR (Enddgeno)
C. truncatum Ctrun-ACT-F2 CCTGTTCTTCTGACCGAACC RT-gPCR (Enddgeno)
C. truncatum Ctrun-ACT-R2 TGACAGCACCGCTTGAATAG RT-gPCR (Enddgeno)
C. lindemuhtianum  CIAct-F TGTCTTCGAGACCTTCAACG RT-gPCR (Enddgeno)
C. lindemuhtianum  (CIAct-R AAGAGCGAAACCCTCGTAAA RT-qPCR (Enddgeno)
C. lindemuhtianum  |CIEF-F GAGGAGGACGACGACGATGATGT RT-qPCR (Enddgeno)
C. lindemuhtianum  CIEF-R TGACGTCCAGGGTGACTACA RT-qPCR (Enddgeno)
C. lindemuhtianum  |CIGAPDH-F ACCCCTTCATTGAGACCAAG RT-qPCR (Enddgeno)
C. lindemuhtianum  (CIGAPDH-R GGTGGAGTCGTACTTGAGCA RT-qPCR (Enddgeno)
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APENDICE B — Alinhamento das sequéncias de CIAGO1 e CIAGO2. A. Alinhamento

utilizando Clustal W; B. Alinhamento utilizando Blast.

GIAGDT e i e e e s e e o e e e e e G o e e B o i e i S e 0
A C1AGO2 MADTGRGGRGRGGDRGRGGDRGRGGDRGRGGGDRGRGGGDRGGGDRGRGGAFRGDRGGGD 60

CLAGDLI = sreemssmeedcmccsessdosesseasmas MSGRSSPRGPGSPNRSP-SGSQSRONPFP 28

ClAGO2 RGRGGGFRGDRGGYGGDRGGYGGDRGGYGGDRGGFRGDRGGGGGNRSRGGGDRGRGRPYP 120

* LR LR LA i *
C1AGO1 KSMGYDP=======~ AKPQ==GPmmrmmem VEKHTNTRIDLPAEAYTVDATSKNAGEVPF 71
C1lAGO2 SGLSREKLFYGEGSAI PQPDPKITELENEIIKQHQSKDM}\LVKQMSSLKLKSSSSDVTNM 180
* kk

—-Q 121

C1AGO1 AKRPGFNKVGKPANLEVNQFRVKSWNDKVNIYQYDVSITPVPTKYNVVF——

C1AGO2 PRRPAYGTKGKKVVLWVNYFRLEVKSDVLWRYNLEVRKGEKQSDAEAEGKEKSKGKEKAK 240
-ii . ok * kok i!.- H * -i :

C1AGO1 KVWKHPAVQAMLQKYKCLWL---SDGRKLANAPVAI-NRGEERLT--—IDLDEGRPPPKS 174

C1AGO2 GRGDGPAASTPMRKLKFILEARLEETRRLVPGAVLATEFKSQLVSLNQLKLAQ-NPFRVS 299

t' .-ﬁ * : : * t B : t * ok
C1AGo1 G--KKTQDNKFF—FVMRQTKQUNLSALEAY LOGRMDWDNSVLEAMNELDH--~VVRQG~~ 226
€1AGO2 YTPEGSSRQELYHVKLVGETTAPLAAMLEYLRTMIDKS -~ DLODEHFPRFASSVDALGVV 357
i * *w . -t *. :
CIAGOL  =—===—-  PTERLLSIK-RNFYN-ER--AKKSEDLGGCIELVKGVYAS IRMN----—-~ QsV 269
C1AGO2 LGFTARSNDQVTAIGKGRFFPWNSPNASCQLGYNDRLARVRGYFQSVRPATGQVLLNVNY 417
s o* . H ' * e *. *
C1AGO1 TGGVGRGLGLNVDVANTAFWKGGMQMNHFVRDFLAACDR—--QHKNVQAKDIANLLKPVR 326
C1AGO2 THGVE-~-KHSVRIDQLCQWVGLD-~-CEGKPENPSQDNLLRORLRMLSKFLARTRVS 1E 471
* kx H & * * *»: s * H k * s -t -i

C1AGO1 QANKDGRTTFAMSDAFKHLRKLCKLRETPRHRGKENWDKVYVIKS IAFGQEFGEKGATAE 386

C1AGO2 AKDAEGR-PY IMKKTIHGL-~ACAT-DMPRDSGV--===~ LFRENYQFGN-—-----~ 20 513
H '* : *'.::- * * *ﬁ * %

C1AGO1 SIRFTN----- NGVQMNVVEYFERTYNYKIEFPDWPLV---ETQKAGFFPMEVCVLKSMQ 438
C1AGO2 DIKFNKATPDGQTTTVTVHNY YLSKYGQAR-DARYPVVNAGSASRP LI PAERCTIQAGD 572
et s SR b i SE  Eaw W W
C1AGO1 RYPFKLDGDQTSMMIKGAVTRPKDRKAD IMNAKSQLGWKEDPYLKQYGLVEDEQMAKIQG 498
C1AGO2 AVRSKLTGPETTEMLNFACRS PFANAVSLVQDSASALGLDAPTVODFGVKEDNRLLTVDG 632

*x Kk -I- Q-n * - * . . .ok
C1AGO1 LVLEPPKIEFANYAVTSPMFAGRNDFRGKKFFVPNRQPLKSWGI LI LENSTRKEA-———~ 553
C1AGO2 RELPPPTVQYANNRRFAATRAGSWNLNGVRVAKPGPK - ITKNSWLR INKPNTPDSATLGP 691
I ::-ii s i E :.* s 2 ‘t~ * a2
C1AGO1 ~ARQFVQMFKQTYISHGGI IEKDAVVIDSE---—-—— ARNNNMADAVSKGYGKIKSATK 604
C1AGO2 SVTSFVQFLNTT----GIPIDTNDLLENSPHKVLAHSGEEEQKLGS YLKHIEGLLOARGG 747
t*’ e * * * . - ...
C1AGO1 MTPQLMFCILRENNVGSYERTKKSADCREGLLTQCVLSRNVEKNQGQY HSNVAMKVNAKL 664
C1AGO2 SKNEFLLVVLPTNDTRLYGIVKTLTDTVEGEHTICVVEKTETKNS PQTEANIGLKWNLKN 807
P --k *s * 1R, ok *ke * t*:':.' *k RS B RS * ok
C1AGOl GGITCRIANPAGARNLAPAYFKEVTMMIGVDVSHATE~-——~GIEAPSMATMIMSMDKDAT 720
C1AGO2 GGNNHVLEDPLDIIK--==-~ SGKTMVVGYDVTHPTNLPSDRDSAPSLVGLCASVDKDMG 861
A ——) : Ehyoh Het ® ks, 3 kekke
C1AGO1 FYAAAVDINGYRVEMLSPMNTRNFLARLMPNWHKRMSHGAPPPRI IYFRDGVSEGOYAQV 780
C1AGO2 QWEAVAWEQSSRHEMLGDELTKHFRSRL-ELWRG-KNSGTLPENIVIYRDGVSEGQFTQV 919
R OANE RITE Dk e % ki SwRRREARELEAH
C1AGO1 LEQETAGMKALFQEKYPGAKQPKFTVIVATKRHHIRFFPQHGD-~~KHENPLPGTLLEK 836
C1AGO2 LEVELPLIRKACDQVY --KKSPKIAITVSVKRHOTRFYPTSAANQDEKSHNTRNGTVVOR 977
* ok ' s * i.t' S *.-.'l* ﬁt - . ]
C1AGO1 EVCHPFWWDFYLCSHVATQGTARPVHYTI LMDDAKM-— -~ SPSDLOKMIYGQCYQY 888
C1AGO2 GITQARYWDFFLTAHTALKGTARPAHYTVLYDEI FREKYGVGAKAADQLEKLTHDLCYLE 1037
. H **h:! :*'Q: kﬁ!tﬁ t** * t: . . s
C1AGO1 ARSTTPVSLHPAIYYADLAAGRARAHENIATSQGFRSGPKAAELVDEYGARGQTMFEPNQ 948
C1AGO2 GRATKAVSTCPPAYYADIVCERARVHRPQHFNDGDVSDA--ASNVDTTGV-————===== 1085
*.t t* * t*tﬁ e 't* * -* *‘ *. * ok "
C1AGO1 STEALPLLPLGGSPGEADPASSDMFKGTMAY T 980
CIAGO2 ~  ==mmmmmmmmmmmmmmeee QIHANLKDTMYYT 1098
:*.tt:ﬂt
B ore Expect Method Identities

2% bits(S66) 7e-64 Compositional matrix adjust. 166/563(29%) zcz/ss:(aw.) ss/so:a(m)

Query 414 PD ~WPLVETQKAG- - FFPHEVCVLKSMRVPFKLMYS‘HIKGAVTIP KDRKAOI a67
+Pav A PEC +++Q L G +Ts Ms *
Sbjct s43 POARWVVNAGSASKP!LI’ASR('IWW(IWE'TEKLNFKKSPFMAVSLV 602

Query 468 MWMEWLKMLVFDWIGLVLEMIEFANVAWSPHFAGMFNGK 527
44 S LG « P 44 4G+ FD 4 + G L PP +44AN + + AG W+
Sbjct 683  QDSASALGL 'QD LYVDGIEL PPT llf\’ 661

Query 528 KFFVPHRQPLKSWGILIL -~~~ /QMFKQTYISHGGIIEKD- -~ « -~ 575
+ P o+ W L +esT + F T
Sbjcr 662 ~ITKWSHWLR: LGPSVTSFVQFLNTTGIP- - -IDTNOLLPNSP 717
Query 576 -AWIDSEAMAVSKGVGKIKSATWPQLMF(ILRFNMSVERIKKSAD(RFG 634
FG

G +++ M
Sbjct 718 ml 1'<VI KHIEGLL .LWLPVNDTRLVGIVKYLTDTVFG 777

Query 635 LeToov: HKVNAKGGTTCR APAYFKEVTIMIGY 694
Q KN K + 4P
sbjct 778 FHYICWEKYFTKNSPQYPANIGLKWLWLEWLD!lKSGK ----- mwsv 831

Query 695  DVSHAT--PGI- F ARLMP 750
DV4H T P APS+ 4 S+DKD + A R EML T+4F +RL
Sbjct 832  DVTHPINL VGLC HGQ! ILGDEL L-E 8%

Query 751 ;MlAMALFQEKWGMQDKFTVXVAT 810
58 €. P +RDGVSEGQ+ QVLE +Y K PK +IVe
Sbjct 891 Lms G'LPENIVIVRDGVSCGQF'QVLEVELPLXRKACDQVV--KKSPK!AI!VSV 947

Query 811  KRHHIRFFP---- WNENPI.PGTLLEKEVD“MFVI.CSNVAIQGYMNYI 866
RH RF+P GT4444 + SWDF 4L +H A+4GTARP HYT4L
Sbjct 948  KRHQTRFYPT WDRGI -.YAM’IAL TVL  1ee7

Query 867 MDD-------~ AKMSPSDLQKMIVGQCYQYARS TTPVSLHPAIYYADLAAGRARAKENTIA 918
+ LeKe 4 CV 4 ReT + P YYAD+  RAR
Sbjct 1088 VYDEIFREKYGVGAKAADQLEKLTHOLCYLFGRATKAVSICPPAYYADIVCERARVHR- -~ 1064
Query 919 YSQGFFISG--PKMELVDEYW 239
VO
Sbjct 1065 P@‘FNWYTG\Q 1086
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APENDICE C — Heatmap dos perfis de expresséo das proteinas-chave da maquinaria

de interferéncia de RNA de espécies de Colletotrichum durante a interacdo com as

plantas hospedeiras. A. C. fruncatum CMES1059: interagdo com soja IPRO7739 (0,
12, 48 e 120 hpi); B. C. truncatum CMES1059: interagdo com soja IPRO8372 (0, 12,
48 e 120 hpi); C. C. truncatum CMES1080: interagao com soja IPRO7739 (0, 12,48 e
120 hpi); D. C. truncatum CMES1080: interagdo com soja IPRO8372 (0, 12,48 e 120
hpi); E. C. orbiculare MAFF 240422: interagdo com pepino (24, 48 e 72 hpi). Valores

de expressao em FPKM (fragmentos por kilobase de éxon por milhdo de fragmentos

mapeados).
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APENDICE D - Testes de extragdo de dsRNAs a partir de linhagens transformantes
de E. coliHT115. A e B. Testes utilizando o protocolo do reagente TRIzol (Invitrogen)
em meio de cultivo LB 2 e 1X acrescido de ampicilina, respectivamente. C. Teste
utilizando o protocolo fenol/cloroféormio. D. Teste utilizando a metodologia baseada em
silica (Oliveira et al., 2025). E. Teste utilizando o kit RNeasy (Qiagen); F. Teste

utilizando o protocolo de lise térmica e purificagcdo por fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (Ahn et al., 2019).

N
N ©  CISGE1 B
oy MY 9 9 egfp CISGE1
. \~J N 2 -
¢ &P S ) E. coli 401 259 400 742 (pb)

A

500 pb
c egfp CISGE1 D egfp CISGET1
401 259 400 742 401 259 400 742 (pb)
o
500 pb
500 pb
E _ egfp CISGE1 F egfp CISGE1
E.coli 401 59 a00 742 401 259 400 742 (pb)
500 pb

500 pb—|
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APENDICE E — Microcultivo utilizando o isolado de Colletotrichum truncatum GFP*
para o teste de captagdo do dsRNA-egfp de 401 pb. As setas em amarelo indicam os

vacuolos nas hifas.




