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RESUMO

MAGALHAES, Raissa Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2022. Caracterizagdao funcional das proteinas Dicer-like em Colletotrichum
lindemuthianum. Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz. Coorientador: Mateus
Ferreira Santana.

A importancia social, agricola e econbmica do feijoeiro-comum demanda a
sustentabilidade de alta produtividade da cultura. A antracnose do feijoeiro-comum,
causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum € responsavel por perdas
expressivas na produgao de feijdo. Esse fungo € conhecido por possuir alta
variabilidade genética, refletida no grande numero de ragas fisioldgicas, o que dificulta
a manutencao de cultivares resistentes a longo prazo. Fungos fitopatogénicos
secretam moléculas efetoras para inativar ou escapar aos mecanismos de defesa da
planta hospedeira e pequenos RNAs (sRNAs) podem atuar como efetores. A sintese
da maior parte desses sRNAs descritos em fungos exige a participagao de proteinas
Dicer-like (DCLs), que fazem parte do mecanismo de RNA de interferéncia (RNAI).
Colletotrichum lindemuthianum possui um sistema de silenciamento génico mediado
por RNAI e foi observada a presenca de dois genes (dc/7 e dcl2) que codificam
proteinas Dicer-like (DCL1 e DCL2). Para avaliar o papel dessas proteinas no
desenvolvimento e na patogenicidade de C. lindemuthianum, os genes dcl1 e dcl2
foram deletados utilizando a técnica Split Marker, sendo os mutantes simples
analisados e comparados ao isolado tipo selvagem quanto ao crescimento vegetativo,
conidiagao, formacao de tubos de anastomose de conidios (CATSs), formagao de tubos
germinativos (TG) e patogenicidade. Foram obtidos 39 transformantes para dc/1 e 52
transformantes para dc/2, os quais foram analisados por Southern blot. Nos mutantes
simples selecionados com perda de fungao de dcl1 (Adcl1) ou de dcl2 (Adcl2), ndo
foram observadas alterag¢des significativas no crescimento, na produgéo e germinagéo
de conidios ou na agressividade de C. lindemuthianum. Por outro lado, foi observada
diminuicdo na formacao de CATs, tanto em Adc/1 quanto em Adc/2. Com a obtencéao
do mutante duplo Adcl/1Adcl2, foram feitos testes preliminares que demonstram
reducdo dos sintomas da antracnose nas folhas de feijoeiro-comum, bem como na
formagdo de conidios. Assim, sugere-se que esses genes possuam redundancia

funcional e que pequenos RNAs que tiveram sua formacgao diminuida devido a falta



das proteinas DCLs, que sao capazes de processa-los, podem atuar como moléculas

efetoras em C. lindemuthianum, contribuindo para a sua patogenicidade.

Palavras-chave: Colletotrichum lindemuthianum. Dicer-like. sSRNAs. RNAI.



ABSTRACT

MAGALHAES, Raissa Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, November,
2022. Functional characterization of Dicer-like proteins in Colletotrichum
lindemuthianum. Advisor: Marisa Vieira de Queiroz. Co-advisor: Mateus Ferreira
Santana.

The social, agricultural and economic importance of the common bean demands the
sustainability of high productivity of the crop. Common bean anthracnose, caused by
the fungus Colletotrichum lindemuthianum, is responsible for significant losses in bean
production. This fungus is known to have high genetic variability, reflected in the large
number of physiological races, which makes it difficult to maintain long-term resistant
cultivars. Phytopathogenic fungi secrete effector molecules to inactivate or evade host
plant defense mechanisms and small RNAs (sRNAs) can act as effectors. The
synthesis of most of these sRNAs described in fungi requires the participation of Dicer-
like proteins (DCLs), which are part of the RNA interference mechanism (RNAI).
Colletotrichum lindemuthianum has an RNAi-mediated gene silencing system and the
presence of two genes (dc/1 and dcl2) that encode Dicer-like proteins (DCL1 and
DCL2) was observed. To evaluate the role of these proteins in the development and
pathogenicity of C. lindemuthianum, the dcl1 and dcl2 genes were deleted using the
Split Marker technique, and the simple mutants were analyzed and compared to the
wild-type isolate in terms of vegetative growth, conidiation, tube formation of conidial
anastomosis (CATs), germ tube formation (TG) and pathogenicity. 39 transformants
were obtained for dc/1 and 52 transformants for dc/2, which were analyzed by Southern
blot. In single mutants selected with dcl/1 (Adcl1) or dcl2 (Adcl2) loss of function, no
significant alterations were observed in the growth, production and germination of
conidia or in the aggressiveness of C. lindemuthianum. On the other hand, a decrease
in the formation of CATs was observed, both in Adc/7 and in Adc/2. By obtaining the
double mutant Adcl1Adcl2, preliminary tests were carried out that demonstrate a
reduction in the symptoms of anthracnose in common bean leaves, as well as in the
formation of conidia. Thus, it is suggested that these genes have functional
redundancy and that small RNAs that had their formation reduced due to the lack of
DCLs proteins, which are capable of processing them, may act as effector molecules

in C. lindemuthianum, contributing to its pathogenicity.



Keywords: Colletotrichum lindemuthianum. Dicer-like. SRNAs. RNA..
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1. INTRODUGAO

O feijoeiro (Phaseolus wvulgaris L) é uma cultura muito importante,
principalmente por produzir um alimento rico em proteinas, vitaminas e carboidratos
complexos (PUNIA et al,, 2020; REHMAN; SALARIYA; ZAFAR, 2001). Essas
propriedades do feijao levam a relevancia do seu consumo, sobretudo quando se fala
do combate a desnutrigdo (BROUGHTON et al.,, 2003). No Brasil, o feijdo esta
presente no cotidiano da maioria dos brasileiros, onde estima-se que o consumo no
pais sera de 2,85 milhdes de toneladas em 2022 (CONAB, 2022). O pais € o terceiro
maior produtor de feijado comum do mundo, sendo a maior parte da produgao
resultante da agricultura familiar, além disso o feijoeiro também €& importante para a
rotagdo de culturas (REINPRECHT et al., 2020; FAOSTAT, 2021; PRONAF, 2020).
Isto posto, é fundamental manter a boa produtividade e qualidade da cultura para que

0 consumo do grao nao seja prejudicado.

A manutencéo do alto rendimento de graos do feijoeiro € ameacgada por fatores
bidticos e abiodticos. Dentre os fatores bidticos, as doengas causadas por
microrganismos e as pragas agricolas sao os principais problemas da cultura (JIA et
al., 2022). Doengas microbianas podem causar perdas severas na produtividade em
todo o mundo como o crestamento bacteriano comum, causado pela bactéria
Xanthomonas campestris pv. phaseoli, o virus do mosaico comum do feijao (BCMV)
e as doencgas fungicas como a antracnose causada pelo fitopatdégeno Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Briosi & Cavara (MEZIADI et al., 2016; NAY et al.,
2019; SINGH; SCHWARTZ, 2010). Em se tratando da antracnose, condi¢des
favoraveis a infeccdo como locais umidos e a utilizagdo de cultivares suscetiveis,
podem comprometer totalmente o rendimento dos graos. (GILLARD; RANATUNGA,
2013; SINGH; SCHWARTZ, 2010).

O ascomiceto C. lindemuthianum é um patdégeno hemibiotréfico no qual em um
primeiro estagio de infecgéo, o conidio germina produzindo o apressoério que quando
maduro, expande uma hifa para penetrar a epiderme da planta que, em seguida, forma
uma vesicula de infeccdo de onde saem as hifas primarias, que se encontram entre a
parede celular e a membrana plasmatica da célula, caracterizando sua fase biotrdfica,
ou seja, utilizam as células do hospedeiro sem causar danos (ALVAREZ-DIAZ et al.,

2022). Posteriormente, hifas secundarias necrotroficas sdo formadas e o tecido da
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planta € macerado com o auxilio de enzimas liberadas pelo fungo que s&o importantes
para o desenvolvimento da doenga (DA SILVA et al., 2022). Na forma reprodutiva mais
comum, a assexuada, sao produzidos os acérvulos onde os conidios sao formados.
Na forma menos comum, a sexuada, 0s esporos sexuais sao formados dentro de uma
estrutura chamada asco localizadas nos peritécios, os corpos de frutificagao, que ao
serem liberados, disseminam a doencga infectando plantas nas quais foram deixados
(DA SILVA et al., 2020; O’'CONNELL; BAILEY; RICHMOND, 1985). Nessa fase é
possivel visualizar os sintomas da antracnose em toda a parte aérea do feijoeiro,
caracterizados por nervuras escurecidas nas folhas, manchas arredondadas de
coloragdo marrom no caule e nas vagens, com produgéo de conidios alaranjados. Por
afetar o sistema vascular, dentre os danos é observado uma reducao da condutividade
hidraulica da planta levando a murcha e, eventualmente, a morte da planta (PADDER
et al., 2017).

Um dos principais fatores que dificultam o manejo da antracnose é a alta
variabilidade genética, sendo ja descritas mais de cem ragas fisiologicas de C.
lindemuthianum (FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013; PADDER et al., 2017).
Diferentes mecanismos sao responsaveis pelo surgimento de novas ragas de C.
lindemuthianum, dentre esses a anastomose de conidios pode ter uma importante
participacédo (PINTO et al., 2012).

Os tubos de anastomose de conidios (CATs) foram descritos primeiramente
em C. lindemuthianum e sao hifas especializadas que permitem a comunicacio entre
os conidios (ROCA et al., 2003). Ja foram relatadas fusées dos CATs em fungos
filamentosos que podem estar envolvidas na troca genética interespecifica, como em
Colletotrichum gloesporioides e C. siamense, o que pode gerar variabilidade genética
nessas espécies (MEHTA; BAGHELA, 2021). Em espécies de outros géneros, como
Fusarium oxysporum, também ja foi relatada a fusdo de CATs e mostrado que os
descendentes gerados pela fusao dos tubos, poderiam manifestar fenotipos diferentes
das cepas geradoras (MEHTA et al., 2021; SHAHI et al., 2016). Os CATs em C.
lindemuthianum sao importantes para a passagem de nucleos, citoplasma e organelas
entre os conidios, podendo ser um fator consideravel de variabilidade genética na
espécie provocando alteragbes na sua viruléncia e podendo ser um fator gerador de
novas ragas fisioldgicas na espécie (DA SILVA et al., 2020; ISHIKAWA et al., 2012;
ROCA et al., 2004).
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Apesar da alta capacidade de infecgao dos fungos fitopatogénicos, as plantas
desenvolveram mecanismos de defesa. Nas plantas encontram-se duas linhas de
defesa contra esses fungos, a primeira € acionada quando padrdes moleculares
associados a patégenos (PAMPs) sao reconhecidos por proteinas especificas que s&o
os receptores de reconhecimento padrao (PRRs), levando a imunidade desencadeada
por PAMP (PTI) (DODDS; RATHJEN, 2010). Essa primeira fonte de defesa é muito
importante na redugao da ocupacao de fitopatégenos que nao sao adaptados (YUAN
et al., 2021). A segunda linha de defesa da planta € o reconhecimento de moléculas
de viruléncia do patdégeno, os efetores, que é a imunidade desencadeada por efetor
(ETI). Efetores sdo moléculas capazes de interferir e manipular o sistema imune do
hospedeiro, facilitando a infecgcao e/ou desencadeando respostas de defesa (ELLIS
et al., 2009; HOGENHOUT et al., 2009). O reconhecimento dos efetores se da por
receptores de repeti¢cao rica em leucina (NLRs) (JONES; DANG, 2006). Essa segunda
defesa pode ser considerada mais vigorosa quando o fitopatégeno é habituado ao
hospedeiro (PRUITT; GUST; NURNBERGER, 2021).

Os fungos fitopatogénicos secretam moléculas efetoras para inativar ou
escapar dos mecanismos de defesa da planta hospedeira (JONGE et al., 2011).
Patégenos que possuem o estilo de vida hemibiotréfico podem secretar diversos tipos
de moléculas efetoras, tanto moléculas que atuam na imunidade inata do hospedeiro
na fase biotréfica da infeccdo, quanto as que causam morte celular durante a fase
necrotrofica (HORBACH et al.,, 2011; TARIQJAVEED et al.,, 2021). Nos ultimos
tempos, as moléculas efetoras vem sendo muito identificadas (NABI et al., 2022) e os
candidatos a efetores podem ser muito diversos e possuir natureza nao proteica, como

os pequenos RNAs (sRNAs).

Pequenos RNAs de fungos fitopatogénicos podem atuar como efetores, sendo
produzidos pelo patdgeno e secretados durante a associagdo com a planta, auxiliando
a infeccdo (WEIBERG et al.,, 2013). Pequenos RNAs possuem entre 20 e 30
nucleotideos e sao conhecidos por participarem de diversas fungdes nas células vivas
como regulacao da expressao génica, defesa contra elementos invasores de DNA e
podem regular a interagdo planta-patogeno (HUANG et al., 2019; LI et al., 2013;
WANG et al.,, 2015). Os sRNAs de fungos podem estar relacionados com o

mecanismo de RNA de interferéncia (RNAI), processo onde esses sRNAs estao
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envolvidos no silenciamento génico, guiando o silenciamento transcricional ou pos
transcricional (WERNER et al., 2021).

O RNAIi em fungos foi descrito pela primeira vez em Neurospora crassa, quando
esse mecanismo foi chamado de quelling (ROMANO; MACINO, 1992). A descoberta
permitiu que estudos genéticos com esse organismo modelo esclarecessem a
magquinaria do RNAi (NICOLAS; GARRE, 2016). O RNAi € um mecanismo de
silenciamento génico mediado por um RNA dupla fita (dsRNA) e desencadeia um
processo de degradacgao especifica do mRNA alvo (NOGUEIRA et al., 2019), onde
sua fungao inicial foi relatada como mecanismo de defesa contra acidos nucleicos
invasivos como transposons e virus (NICOLAS; GARRE, 2016). A maquinaria de RNAI
€ considerada conservada em fungos filamentosos, contando com a participagao das
seguintes proteinas: QDE-1 (RNA polimerase dependente de RNA); QDE-2 (proteina
argonauta) (COGONI; MACINO, 1997); DCL1 e DCL2 (proteinas Dicer-like)
(CATALANOTTO et al., 2004). A conservagao e a ocorréncia da maquinaria na maioria
das espécies sugere a importancia das proteinas de RNAi em fungos filamentosos e
dos seus papéis na regulagdo génica e na defesa contra acidos nucleicos adversos
(NICOLAS; GARRE, 2016; ZHOU et al., 2022). Essa maquinaria faz parte de um
complexo de silenciamento mediado por RNA (RISC) (CARMELL et al., 2002), onde
um RNA aberrante é reconhecido e convertido em dsRNA, que em seguida é
processado pelas proteinas DCLs em pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs), e
esses siRNAs sao carregados pelas proteinas argonautas, para guiar a degradagéao
do RNA alvo (NAKAYASHIKI; KADOTANI; MAYAMA, 2006). O RISC normalmente
silencia genes que possuem sequéncias que sejam complementares as sequéncias
dos sRNAs, que no caso da interagcdo planta-patégeno, podem ser genes de
imunidade do hospedeiro (WANG; WEIBERG,; JIN, 2015). Atualmente, os estudos e 0
uso do RNAIi vém sendo cada vez mais relevantes e promissores em se tratando do
controle de doengas em plantas e isso se da por ser uma estratégia considerada muito
especifica pois degrada um mRNA alvo (SPADA et al., 2021). Dentre elas, o
silenciamento de genes induzido por spray (SIGS) tem ganhado destaque por utilizar
pequenos RNAs de interferéncia aplicados de forma exdgena na planta hospedeira,
como nas folhas ou caules, para desencadear o silenciamento e controlar o
crescimento do patégeno (NINO-SANCHEZ et al., 2022).
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Os sRNAs normalmente sao gerados por proteinas DCLs, que pertencem a
familia Ribonuclease Ill. Essas proteinas sdo encontradas em varios eucariotos e
apresentam um papel importante no RNAI, onde sua principal fungao é descrita como
o processamento de dsRNAs em fragmentos menores nas células vivas
(CATALANOTTO et al.,, 2004). Essas enzimas sao consideradas componentes
essenciais na regulagdo génica que envolvem pequenos RNAs e ja foram descritas
em varios organismos eucariéticos como conservadas, porém com diferencas no
numero de copias de genes nos organismos distintos (KADOTANI et al., 2004,
SCHAUER et al.,, 2002). Em Arabidopsis thaliana encontram-se quatro DCLs
codificadas (PEREZ-CANAMAS et al., 2021), duas isoformas s&o descritas em
Drosophila (SU et al., 2022), em animais vertebrados e no nematdide Caenorhabditis
elegans sao codificadas por um gene (VERGANI-JUNIOR et al., 2021), mas ja em
angiospermas foram descritas cinco DCLs (MARGIS et al., 2006).

Proteinas DCLs sao importantes para a geracéo de sRNAs, e esses podem ter
fungdes significativas na interagao planta-patégeno. Em Botrytis cinerea foi visto que
pequenos RNAs oriundos do processamento por DCLs s&o capazes de atuar como
efetores, sequestrando a maquinaria de RNAi do hospedeiro, silenciando genes que
estdo envolvidos na imunidade da planta, e assim facilitando a sua colonizacao.
Quando foi obtido o mutante com perda de fungao de dcl1 e dcl2 que ndo produz mais
esses pequenos RNAs, B. cinerea teve sua patogenicidade afetada e a analise desses
sRNAs como efetores auxiliou na identificagdo de genes de imunidade do hospedeiro
(WANG et al., 2017; WEIBERG et al., 2013). Assim, € importante entender melhor o
funcionamento dos pequenos RNAs que podem atuar como efetores em fungos
fitopatogénicos, visto que esses sRNAs podem ser decisivos na especificidade do
mecanismo de silenciamento génico (TABARA et al., 2021). Em Fusarium
graminearum foi demonstrado que mutantes com substituicdo de DCL tiveram sua
viruléncia reduzida, indicando que a patogenicidade do fungo esta relacionada com
SRNAs processados por DCLs (WERNER et al., 2021). Em Valsa mali, causador do
cancro nas macieiras, observou-se que sem as DCLs, houve alteragdo na
patogenicidade do fungo, na geracao dos sRNAs, além de diminui¢do nas respostas
ao estresse por peroxido de hidrogénio e cloreto de potassio (FENG et al., 2017).

No género Colletotrichum também é possivel observar os efeitos da auséncia
de DCLs. Em C. gloesporioides foram gerados mutantes com perda de fungado para

dcl1, dcl2 e para ambos. Foi observado que quando os dois genes sao deletados, os
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sintomas da doencga sao reduzidos, a conidiagao e o crescimento vegetativo do fungo
(WANG et al., 2018). Em C. lindemuthianum foram encontrados dois genes que
codificam proteinas DCLs, dc/1 e dcl2. O primeiro com 4.808 nucleotideos codifica
uma proteina de 1.535 aminoacidos e apresenta 4 introns. E o segundo com 4.563
nucleotideos, codifica uma proteina de 1.452 aminoacidos e apresenta 4 introns.
Essas proteinas tém quatro dominios principais: de ligagao ao ATP/ helicase; helicase
C-terminal; de ligacdo ao dsRNA e de atividade de ribonuclease IIl (NOGUEIRA et al.,
2019).

O papel dos pequenos RNAs ainda nao esta definido em C. lindemuthianum.
Como as proteinas DCLs sao, provavelmente, as principais responsaveis pela
geracao desses pequenos RNAs, é importante avaliar os efeitos da auséncia dessas
proteinas no desenvolvimento, na conidiagdo, na formagao de tubos germinativos e
tubos de anastomose e na patogenicidade da espécie. O estudo genético e molecular
de C. lindemuthianum é importante para entender melhor o patossistema e pensar em

formas mais ativas de controle visto seu grande numero de variantes virulentas.
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2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Genética Molecular de
Microrganismos (LGMM) do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal
de Vigosa. Localizado no Instituto de Biotecnologia aplicado a

Agropecuaria/BIOAGRO em Vigosa, Minas Gerais.

2.1 Microrganismo, condig¢oes de cultivo e hospedeiro utilizado

Os experimentos foram realizados com o fungo fitopatogénico C.
lindemuthianum, linhagem A2z 2-3, raga fisioldgica 89, pertencente ao Laboratério de
Genética Molecular de Microrganismos do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Os fungos foram
preservados pelo método de Castellani (CASTELLANI; 1939) para uso em curto
prazo, e pelo método de silica-gel (PEREZ-GARCIA et al., 2006), para uso em longo

prazo.

Colletotrichum lindemuthianum foi cultivado primeiramente no meio Agar
Batata Dextrose, BDA (glicose 20 g.L'; agar 15 g.L"; batata 200 g.L"), a 22 °C com
fotoperiodo de 12 h por 10 dias. Os mutantes foram cultivados em meio BDA, foram
inoculados em meio de cultura YMC (extrato de malte 10 g.L-'; extrato de levedura 2
g.L"; agar 15 g.L") também a 22 °C, fotoperiodo de 12 h e uma concentragdo de
1x108 conidios foi inoculada em meio de cultura liquido GPYECH (glicose 20 g.L'";
peptona 5 g.L''; extrato de levedura 1,0 g.L"; caseina hidrolisada 1,0 g.L"") sob
agitacdo de 150 rpm. Os mutantes obtidos foram cultivados em BDA acrescido 80
pg/mL de higromicina (Sigma), 250 yg/mL de geneticina (Roche) ou ambos. Para o
ensaio de conidiagao e anastomose de conidios, os isolados foram cultivados em meio

YMC a 22°C, ou em vagens esterilizadas.

Para os testes de patogenicidade, o hospedeiro utilizado foi a cultivar Pérola

de feijoeiro-comum, que € suscetivel a antracnose (EMBRAPA, 2013).
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2.2 Analise das sequéncias de aminoacidos codificadas pelos genes dcl1 e dcl2

Para a analise filogenética de DCLs em C. lindemuthianum, foi feita a filogenia
utilizando as sequéncias de aminoacidos que compdem DCL1 e DCL2 de varias
espécies de fungos e essas sequéncias foram acessadas no GenBank (Apéndice A).
Para o alinhamento das sequéncias de proteinas, foi utilizado o software MEGA 10.2
(NEWMAN; DUFFUS; LEE, 2016), utilizando a ferramenta ClustalW. Para a
construgéo da arvore filogenética, foi utilizado o método de maxima verossimilhanca
(Likelihood) e valores de bootstrap com 1000 replicatas (NEWMAN; DUFFUS; LEE,
2016). Para a comparacéo entre os dominios foi utilizado o software online InterPro
(BLUM et al., 2021).

2.3 Construcao dos cassetes para a delegcao dos genes dcl/1 e dcl2

Para a construgdo dos cassetes de delecdo dos genes dcl/1 e dcl2 de C.
lindemuthianum foi utilizada a técnica de Split Marker (CATLETT et al., 2003). Essa
técnica se baseia em fusdes de amplicons utilizando reacbes de PCR em duas
rodadas, seguida de recombinagao in vivo. Na primeira rodada, aproximadamente 1
Kb das regides flanqueadoras 5’ e 3’ ndo traduzidas (UTR) dos genes dc/1 e dcl2, e o
gene marcador foram amplificados. O volume final das reagdes foi ajustado para 50
ML dos quais 5 pL eram de tampao PFU buffer [10X]; 2 yL de cada oligonucleotideo
[5 uM]; 1 yL de ANTP [10 mM]; 0,5 pL de PFU polimerase [2,5 U/uL] e 2 uL de DNA
[25 ng/uL]. Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System, Promega, de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Na segunda rodada, as regides flanqueadoras amplificadas foram fusionadas
por PCR com os genes marcadores de selecado. Para que ocorra a fusao, as extensdes
do gene marcador e da regido flanqueadora dos genes alvo devem ser
complementares (Figura 1). A segunda reacdo de PCR diferiu da primeira reagéo

apenas na quantidade de oligonucleotideos utilizados (0,5 pL).

Os oligonucleotideos foram desenhados com o programa disponivel online
PRIMER3PIus (UNTERGASSER et al., 2007), de acordo com a sequéncia de cada
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gene acessada no GenBank: ALJ83740.1 para dcl/1 e ALJ83737.1 para dcl2 (Tabela
1).

O cassete de delegao do gene dcl1 foi construido utilizando o plasmideo pSM1
(POGGLER et al., 2003) para amplificacdo do gene hph que confere resisténcia a
higromicina, com os oligonucleotideos universais M13R/NLC37 e M13F/NLC38. Para
a extremidade 5’ do gene dcl1, os oligonucleotideos utilizados foram DCL-1 5'F e DCL-
1 5'R e para a extremidade 3’, foram utilizados os oligonucleotideos DCL-1 3’F e DCL-
1 3'R (Tabela 1).

Para a construgao do cassete de delegao do gene dcl/2, foi utilizado o plasmideo
pSilentDual (NGUYEN et al., 2008), que carrega o gene nptll, que confere resisténcia
a geneticina (G-418). O gene nptll foi amplificado com os oligonucleotideos nptll-5°F,
nptll-5’R, nptll-3’F e nptll-3’R. Para a extremidade 5 do gene dcl2, os
oligonucleotideos DCL-2 5’F e DCL-2 5'R foram utilizados, e para a extremidade 3’
foram utilizados DCL-2 3'F e DCL-2 3'R (Tabela 1). As condigdes de PCR utilizadas
para a construgdo dos cassetes de delegdo de ambos os genes foram 98°C: 30s;
(98°C: 10 seg, 58°C: 30 seg, 72°C: 2 min) x 35 ciclos; 72°C: 2 min. Para a segunda
rodada, a temperatura de anelamento foi aumentada para 60°C. As reagdes foram

amplificadas utilizando o termociclador Bio-Rad C1000™,
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Figura 1. Esquema da técnica de Split Marker para a construgdo dos cassetes de
delecao dos genes dc/1 e dcl2. Em 1 é demonstrado a primeira rodada de PCR, os
fragmentos flanqueadores das regides UTR 5’ e 3’ e 0os genes marcadores de selegéo
(hph e nptll) sdao amplificados utilizando oligonucleotideos especificos descritos na
tabela 1. Na segunda rodada de reagdes de PCR (2), os fragmentos amplificados
anteriormente sao funcionados formando os cassetes de delegcdo da regido 5’ e da
regidao 3. Os cassetes de delegcdo sao utilizados na transformacdo e ocorre a
recombinagcdo in vivo (3). Setas horizontais indicam o local em que os
oligonucleotideos anelam. X: onde acontecem as fusbes dos fragmentos. hph:
Higromicina -B- fosfotransferase, que confere resisténcia a higromicina. nptll:
Neomicina fosfotransferase Il, conferindo resisténcia a geneticina.



Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

Oligonucleotideo Sequéncia 5’-3’ Finalidade
1. DCL-15 F AAGTGGCTTACCTGCAGACG Construcao do cassete de
2. DCL-15 R gtcgtgactgggaaaaccctggcgGTTTTGAGATGGGCGAGGTA integracéo
3. DCL-13F tcctgtgtgaaattgttatccgct CTTGCAAAATCAAGCGAACA Construgéo do cassete de
4. DCL-13 R GATCGAGCGCAGCTAACTCT integracao
5. DCL-25 F tcagttaacgtcctcgagggTTTCTCCCAATGACCGTAGC Construgao do cassete de
6. DCL-25 R TGTAGTGGTGTGGTCGGTGT integracao
7. DCL-23 F atgaaaattccgtcaccagcGCGTCACGAAGTGATTGCTA Construcao do cassete de
8. DCL-23' R TGTCCAGCAAGACATTGAGG integracao
9. M13F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC Construcéo do cassete de
10.M13R AGCGGATAACAATTTCACACAGGA integracao
11.NLC37 GGATGCCTCCGCTCGAAGTA Construcdo do cassete de
12.NLC38 CGTTGCAAGACCTGCCTGAA integracao
13.nptll-5’F CCCTCGAGGACGTTAACTGA Construgao do cassete de
14.nptll-5’R CCTGATGCTCTTCGTCCAG integracao
15.nptll-3’F ACAATCGGCTGCTCTGATG Construgao do cassete de
16.nptll-3'R GCTGGTGACGGAATTTTCAT integracao
17.DCL-1 5°F conf GTTTGGGGGTTGTCTTCTGA Confirmagéao de integragao do
18.DCL-1 3'R conf GGGTTTGCTCACCATCAACT cassete nas linhagens

mutantes
19.DCL-2 5°F conf TGTATTCCCGTACGTGCTGA Confirmacgao de integracao do
20.DCL-2 3'R conf AATCACAGCCCATTCTCGTC cassete nas linhagens
mutantes

21
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2.4 Transformagao genética de C. lindemuthianum

Em 300 mL de meio GPYECH foram inoculados 1x10° conidios/mL e a cultura
foi mantida sob agitagao (150 rpm) a 22°C, durante 60 horas. Para a obteng¢ao dos
protoplastos, um grama de micélio seco obtido através da filtragao do micélio crescido
no meio liquido e em seguida foi seco utilizando papel absorvente, foi tratado com KCl
0,8 M em tampé&o fosfato 10 mM pH 5,8 e 12 mg/mL de Lysing Enzyme (Sigma Aldrich)
e a mistura foi incubada a 30°C por 3 horas a 80 rpm. Os protoplastos obtidos foram
fitrados em gaze estéril colocada em seringa e lavados 3 vezes por meio de
centrifugagéo a 3000g, a 4°C. Para a primeira e a segunda lavagem, os protoplastos
foram ressuspendidos em 10 e em 5 mL de ST (Sorbitol 1 M; Tris HCI 0,01 M pH 7,5)
respectivamente, e na ultima lavagem os protoplastos foram ressuspendidos em 5 mL
de STC (Sorbitol 1 M; Tris HCI 0,01 M pH 7,5 e CaCl20,05 M). Os protoplastos foram

diluidos até uma concentragao final de 107 protoplastos em 0,1 mL de STC.

Para a transformagao, 10 ug dos cassetes de delegcao foram adicionados a 200
ML da suspenséo de protoplastos e 50 uL de uma solugao de 60% de polietilenoglicol
(PEG) 6000 50 mM CaClz, misturados e incubados no gelo por 20 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 500 pL da mesma solugcdo de PEG e deixados a
temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida, os protoplastos foram inoculados
usando o método pour-plate, em BDA contendo sacarose (0,56 M) (PEREIRA et al.,
2004). Apdés 48h, uma nova camada de BDA foi adicionada (10 mL) contendo
higromicina (80 pg/mL) ou geneticina (250 pg/mL).

Para a obtencdo dos mutantes duplos, um mutante Adcl/7 foi utilizado para a
preparagao dos protoplastos e transformagao com o cassete para a delegao do gene
dcl2. Nesta etapa, foi realizado o mesmo procedimento descrito acima para a
obtencdo dos mutantes simples. No entanto, foram adicionados os dois

antimicrobianos (higromicina e geneticina) para a selecéo dos transformantes.
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2.5 Extragao de DNA e confirmagao dos mutantes por PCR

Apdés a obtencdo dos transformantes, as linhagens resistentes foram
analisadas por PCR com os oligonucleotideos apresentados na tabela 1, para a
deteccdo dos transformantes que apresentavam integracdo homologa do cassete.
Para isso, foi feita uma extragcdo rapida de DNA, onde um disco de micélio dos
transformantes foi macerado em 500 pL do tampéao de extracdo (SDS 0,2%, EDTA 50
mM pH 8,0) e incubados a 65°C por meia hora. Em seguida, foi realizada uma
centrifugacao por 15 minutos a 15.000g. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo e a este foram adicionados 0,5 volume de acetato de amoénio 7,5 M e 1,5 volume
de isopropanol. Foi feita uma nova centrifugagdo de 1 minuto a 15.000g e os pellets
formados foram lavados com etanol 70% e ressuspendidos em agua MilliQ
autoclavada. Para a analise dos transformantes foram realizadas PCRs utilizando
oligonucleotideos que anelam nas sequéncias dos genes marcadores e em
sequéncias localizadas a direita e a esquerda dos genes deletados (Tabela 1). As
condigdes da PCR foram as mesmas usadas anteriormente. Foi realizada a

purificacdo monospadrica dos transformantes que apresentaram as delegoes.

2.6 Caracterizagao genética dos transformantes por Southern blot

O DNA total da linhagem selvagem (WT) e dos mutantes foi extraido (SPECHT
et al., 1982) para averiguar o numero e os tipos de integragdes do cassete utilizado
para delecao de dcl1 e dc/2 no genoma de C. lindemuthianum. O DNA total foi clivado
com enzimas de restricao definidas de acordo com o padrao de restricdo observado
nos genes alvos (Figura 2). Para dcl/1 foi utilizada a enzima Bglll e para dcl2, foi
utilizada a enzima Apal.

Os produtos da digestdo foram separados por eletroforese em gel com
concentragdo de 0,8% numa corrida overnight e foram transferidos para uma
membrana de nailon utilizando um aparato de transferéncia (SOUTHERN; 1975). A
sonda foi construida utilizando o kit PCR DIG Probe Syntesis (Roche Applied Science)
usando os oligonucleotideos da tabela 1 (3/4 para dcl1 e 5/6 para dcl2) e a
temperatura de hibridizagao foi calculada de acordo com o conteudo GC das sondas.

A hibridizacao e a detecgao imunolégica foram feitas utilizando o kit DIG DNA Labeling
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and Detection (Roche Applied Science), de acordo com as recomendagbes do

fabricante.
a - b
wr WT
v v v v X v
o1 —E 0 Em—
Adcl2?
Adell - ¢ " ! !

Figura 2. Sitios de clivagem localizados nos genes dcl1e dcl2 e nas regides 5’ € 3’ no
genoma de Colletotrichum lindemuthianum. Para a clivagem de dcl1, foi utilizada a
enzima de restrigdo Bglll e a sonda foi a regido flanqueadora 3’. No tipo selvagem, a
clivagem produz um fragmento contendo 4100 pb e nos mutantes produz um
fragmento de 4700 pb (a). Para a clivagem de dc/2 foi utilizada a enzima de restrigao
Apal e foi utilizada como sonda na regido 5. No tipo selvagem a clivagem produz um
fragmento de 3400 pb e nos mutantes um fragmento de 8200 pb (b). WT: selvagem.

2.7 Analises fenotipicas

2.7.1 Ensaio de desenvolvimento e conidiagao

As linhagens WT e mutantes foram cultivados em meio de cultura BDA por 5
dias e um disco da borda da cultura foi retirado e inoculado em outra placa contendo
BDA. Os fungos foram incubados em BOD a 22°C, apés 10 dias, o didametro da colbnia
foi medido e a taxa de crescimento micelial foi calculada.

Para o ensaio de conidiacdo, as linhagens WT e mutantes foram cultivadas em
meio BDA por 5 dias, um disco de micélio da borda da colénia foi retirado e transferido
para uma placa contendo meio YMC. As placas foram incubadas em BOD por 10 dias
a 22°C, com fotoperiodo de 12h. Os conidios foram coletados e foi feita uma
suspensao com 4agua destilada para que fossem contados ao microscopio e
quantificados (WANG et al., 2018).
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Os experimentos foram feitos em 3 repeticdes com triplicatas cada e as taxas
foram submetidas a analise ANOVA e teste de médias no software R (IHAKA;
GENTLEMAN, 1996).

2.7.2 Anastomose de conidios

Para a analise da anastomose de conidios das linhagens mutantes em
comparagdo com a WT, os isolados foram cultivados em BDA por 5 dias e
posteriormente, discos de micélio das bordas das col6nias foram tirados e inoculados
em vagem autoclavadas duas vezes, e colocados em BOD por 16 dias, a 22°C com
fotoperiodo de 12h. Em seguida, os conidios foram coletados e suspensos em agua
destilada. Aproximadamente 2 mL da suspenséo de conidios na concentragdo 1 x 108,
preparada em agua destilada autoclavada, foram colocadas placas de Petri pequenas
e foram incubadas a 22°C no escuro e avaliadas apdés 72 horas. Os tubos de
anastomose foram observados e quantificados utilizando microscoépio invertido
(ISHIKAWA et al., 2010).

Os experimentos foram feitos em 3 repeticbes com triplicatas cada e os valores
foram submetidos a analise ANOVA e teste de médias no software R (IHAKA;
GENTLEMAN, 1996).

2.7.3 Germinagao de conidios

Para a analise da germinagao de conidios, os isolados foram cultivados em
meio YMC por 10 dias e posteriormente uma aliquota de 4 mL de uma suspenséao de
conidios (1x108/mL)foram colocadas em placas de Petri pequenas e foram mantidas
a 22°C com fotoperiodo de 12h. Apds 48h, as placas foram analisadas em microscoépio
invertido, e os conidios com um ou mais tubos germinativos formados, sem apresentar
formacao de CATs, foram quantificados (ISHIKAWA et al., 2010).

Os experimentos foram feitos em 3 repeticbes com triplicatas cada e os valores
foram submetidos a analise ANOVA e teste de médias no software R (IHAKA;
GENTLEMAN, 1996).
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2.8 Ensaio de patogenicidade

A linhagem selvagem e os mutantes foram avaliados quanto a patogenicidade
em folhas primarias do feijoeiro-comum, cultivar Pérola, no estagio V3. As sementes
foram semeadas em vasos de 500 mL contendo o substrato Topstrato® e foram
utilizados 10 vasos para cada tratamento, em cada repeticdo, conduzidas em
delineamento inteiramente casu alizado. Para o teste com folhas destacadas, folhas
foram retiradas e inoculadas nas superficies abaxial e adaxial, por pulverizagao, com
uma suspensao de 1x10°8 conidios/mL e foram incubadas em BOD a 22°C no escuro.
Os sintomas foram avaliados por 6 dias.

Para o teste com a planta, foi borrifada uma suspensao de conidios (1x108/mL)
nas faces abaxial e adaxial das folhas com 10 dias de idade, que foram mantidas em
camara de nevoeiro por 24 horas no escuro, € em seguida transferidas para casa de
vegetacdo. Os sintomas foram avaliados por 6 dias (DUFRESNE et al., 1998).

Para controle negativo em ambos os testes, foi utiizada agua destilada
autoclavada. Para controle positivo, foi utilizada a linhagem selvagem.

Para o teste preliminar com o possivel mutante duplo, folhas primarias de
feijoeiro-comum da cultivar Pérola com 10 dias de idade foram destacadas e
pulverizadas com uma suspensao de conidios do isolado. As folhas, colocadas em
placas de Petri, foram incubadas em BOD a 22°C no escuro. Os sintomas foram
avaliados por 6 dias. Controles positivos e negativos foram os mesmos dos testes com
os mutantes simples.

A agressividade do fitopatogeno foi quantificada utilizando o software ImageJ
(SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012) onde foram analisadas as folhas
escaneadas, e posteriormente, os valores foram submetidos a andlise de variancia e
teste de média, no software R (IHAKA; GENTLEMAN, 1996). Para o possivel mutante
duplo, a analise foi qualitativa.
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3. RESULTADOS

3.1 Analise in silico dos genes dcl1 e dcl2 de C. lindemuthianum

Os genes dcl1 e dcl2 sao codificadores putativos das proteinas Dicer-like que
fazem parte de um importante mecanismo de silenciamento génico pds-transcricional
em fungos. Para entender melhor a conservagdo dessas proteinas no fungo
ascomiceto C. lindemuthianum, foi feito o alinhamento das duas sequéncias de
nucleotideos. Com o alinhamento dessas sequéncias, observou-se que elas possuem
44.8% de identidade. No entanto, quando foram alinhadas as sequéncias dos
aminoacidos, a identidade encontrada foi de 22,5%. Em termos de tamanho, DCL1
possui 83 aminoacidos a mais que DCL2. Nogueira et al. (2019) descreveu que as
duas proteinas DCLs de C. lindemuthianum possuem o0s mesmos dominios em
posi¢cdes equivalentes (Figura 3). Comparando os dominios das duas proteinas, em
DCL2 encontra-se um dominio helicase DEAD/DEAH, que sao helicases envolvidas
no desenrolamento de acidos nucleicos, além da ligacdo de ATP, esse dominio ndo é
encontrado em DCL1. Por outro lado, DCL1 possui um dominio de Helicase/Uvr N-
terminal, que além das ligagdes de DNA e ATP, possui atividade de hidrolase e n&o é
encontrado em DCL2. Alinhando separadamente cada dominio semelhante das duas
proteinas, observa-se que a porcentagem de identidade entre eles é relativamente

pequena (Tabela 2).
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Tabela 2. |dentidade dos dominios similares de DCL1 e DCL2 de C. lindemuthianum
e localizagado na sequéncia de aminoacidos.

Proteinas Dominio Regiao Identidade
DCLA1 Ligacao ATP helicase 109-326 28,9%
DCL2 60-266
DCL1 C-terminal da helicase 466-559 24,2%
DCL2 428-590
DCLA1 Ligacdo a dsRNA 634-724 22,9%
DCL2 620-717
DCLA1 Ribonuclease Il 1277-1399 22,7%
DCL2 971-1138
DCL1 Ribonuclease Il 1240-1422 24,4%
DCL2 1154-1359

As sequéncias de DCL1 e DCL2 de diferentes espécies de Colletotrichum
foram comparadas quanto a presenca e a posicdo dos dominios conservados
encontrados em C. lindemuthianum e ao numero de aminoacidos (Figura 3). Na figura
3 percebe-se semelhanca nas posi¢coes e que os quatro dominios estdo presentes na
maioria das espécies para ambos 0s genes, e que apenas C. spaethianum nao possui
o dominio de ligagdo ao ATP da helicase em DCL2, apresentando certa divergéncia
com as demais. No geral, essas informagdes indicam que DCL1 e DCL2 séao

amplamente distribuidas no género Colletotrichum.
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Figura 3. Dominios conservados em Dicer-like 1 (DCL1) e Dicer-like 2 (DCL2) de
diferentes espécies de Colletotrichum.

3.2 Analise filogenética das proteinas codificadas pelos genes dc/1 e dcl2

A analise filogenética foi feita com base nas sequéncias das proteinas DCL1 e
DCL2 de varias espécies de fungos filamentosos. A arvore filogenética foi obtida por
meio da analise de maxima verossimilhanga, utilizando bootstraps com 1000

replicatas. Com ela foi possivel perceber que essas proteinas sdo amplamente

distribuidas nos fungos filamentosos.

No género Colletotrichum, pode ser observado que ha distingdes entre as
sequéncias de aminoacidos, ja que foram identificados ramos diferentes nos clados.
Apesar disso, as espécies do género se agrupam com bastante proximidade,
indicando relacao filogenética. Espécies de fungos que pertencem a uma mesma

ordem, se agrupam no mesmo clado. Essas observag¢des foram vistas em ambas as
arvores (Figuras 4 e 5).
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Colletotrichum lindemuthianum se agrupou no clado com C. ftrifolii, C.
spinosum, C. orbiculare e C. sidae. Apesar de serem proteinas com sequéncias

distintas, os resultados para DCL1 e DCL2 foram semelhantes.

Colletotrichum sidae TEA22735
Colletotrichum orbiculare TDZ22893
100 | Colletotrichum spinosum TDZ40611
Colletotrichum trifolii TDZ51849
98 | - Colletotrichum lindemuthianum ALJB3740
Colletotrichum gloeosporicides XP 045265656
= Colletotrichum tropicale KAF4818531 GLOMERELLALES
50 | . Colletotrichum viniferum KAF4919439
& Colletotrichum aenigma XP 037177634
Colletotrichum fructicola XP 031885297
Colletotrichum spaethianum XP 049127944
100 Colletotrichum tanaceti TKW57912
100 | Colletotrichum shisor TAN73169
98 L Colletotrichum higginsianum TIC95009
Colletotrichum chlorophyti OLN97312
Verticillium nonalfalfae XP 028491576
Fusarium oxysporum RKLO7531
100 I_— Trichoderma asperellum GFP57590
%0 Trichoderma guizhouense OPB45552
93 | Metarhizium acridum KAG8427536 HRPOCREAES
—quetamfzium guizhouense KID88981
90 L Metarhizium anisopliae KFG77840
Neurospora crassa sp|Q7SB8J7
ﬂ Madurella mycetomatis KXX76106
Aspergillus oryzae sp|Q2U6C4
4100; Aspergillus fumigatus KIMK59802 ‘ ELEOTMEES
r Botrytis cinerea EMR90866
100 L Botrytis fragariae XP 037191676

94

99

99

99

80

SORDARIALES

HELOTIALES

—

0.20

Figura 4. Filogenia da proteina DCL1 de C. lindemuthianum com as homdélogas de
outras espécies de fungos filamentosos. A arvore foi construida utilizando o método
de maxima verossimilhanca e as sequéncias foram alinhadas no software Mega 10.2.
Bootstrap com 1000 replicatas.
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Colletotrichum tropicale KAF4836400

ga| Colletotrichum viniferum KAF4931787
Colletotrichum aenigma XP 037183662
Colletotrichum fructicola XP 031885521

a2 Colletotrichum gloeosporioides XP 045258642
Colletotrichum chlorophyti OLNG2282

— Colletotrichum spaethianum XP 049132344
100 _|{ Colletotrichum tanaceti TKIW59353

101

100

96

100 GLOMERELLALES

o | Colletotrichum higginsianum TIC97395
72L Colletotrichum shisoi TQN7 1909
Colletotrichum lindemuthianum ALJ83741
97 = Colletotrichum trifolii TDZ58437
Colletotrichum spinosum TDZ31186

% | Colletotrichum orbiculare TDZ23487
99 97! Colletotrichum sidae TEA19565
Verticillium nonalfalfae QDE54829
Fusarium oxysporum RKL48837
Trichoderma asperellum GFP59131

100
100 = —(:rfchoderma guizhouense OPB46253

73 | Metarhizium acridum KAG8413927 HYPOCREALES
‘mg[( Metarhizium anisopliae KFGB84956
93 ! Metarhizium guizhouense KiDS0592
_|-— Madurella mycetomatis KXX79980
100 Neurospora crassa sp|Q7SCC1

— Aspergillus fumigatus KMK58185
100 L Aspergillus oryzae sp|Q2UNX5 ‘ EUROQTIALES

Botrytis cinerea EMR89149
100 L Botrytis fragariae XP 037194122 | HELOTIALES

SORDARIALES

e
0.20

Figura 5. Filogenia da proteina DCL2 de C. lindemuthianum com as homologas de
outras espécies de fungos filamentosos. A arvore foi construida utilizando o método
de maxima verossimilhanca e as sequéncias foram alinhadas no software Mega 10.2.
Bootstrap com 1000 replicatas.

3.3 Isolamento dos mutantes Adcl/1, Adcl2 e Adcl1AdciI2

Como os pequenos RNAs podem ter participacdo importante na
patogenicidade de C. lindemuthianum e como as proteinas DCL1 e DCL2 séao
provavelmente as principais responsaveis por seu processamento, os genes dc/1 e

dcl2 foram deletados pela técnica de Split Marker, como mostrado na figura 1.
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Apds a transformacéo, foram isolados 39 transformantes para o gene dc/1 e 52
transformantes para o gene dc/2. Os transformantes foram purificados por isolamento
monosporico e analisados quanto a ocorréncia de troca génica, que levaria a delegao

do gene selvagem, o mesmo ocorreu para o possivel mutante duplo (Figura 6).

BDA + higromicina BDA + geneticina BDA + higromicina + geneticina

Figura 6. Crescimento de C. lindemuthianum tipo selvagem e dos mutantes (Adcl1,
Adcl2 e Adcl1Adcl2) em meio BDA com o antibiético (higromicina ou geneticina) usado
para a selecdo dos transformantes. Foram inoculados discos de micélio de
aproximadamente 5 mm. WT: tipo selvagem.

Para a deteccdo dos mutantes com apenas uma integracdo do cassete entre
os transformantes isolados, primeiramente foi realizada uma triagem para determinar
quais eram aqueles que possuiam a deleg¢ao dos genes dc/1 ou dcl2. Essa triagem é
necessaria uma vez que a maioria das integragcées de DNA durante a transformacao
em fungos filamentosos é ectopica, ocorrendo fora do l6cus homdlogo. Assim foi
realizada a extragéo rapida de DNA de todos os transformantes para as reagdes de
PCR. Foram utilizados oligonucleotideos localizados na regido flanqueadora do gene
e dentro do gene de selegéo escolhido. Para confirmar a dele¢ao de dc/1 (Adcl1) foram
usados os pares de oligonucleotideos 17/12 ou 18/11, da tabela 1. Para confirmar a
delegao de dcl/2 (Adcl2), foram usados os pares de oligonucleotideos 19/14 ou 20/15
(Tabela 1). Dos 39 transformantes obtidos para Adcl/1, 13 apresentaram a delecao de
acordo com o resultado da PCR e para Adcl2, dos 52 transformantes obtidos e
analisados, 18 apresentaram a delegdo. Em seguida, foi realizado o Southern blot,
para confirmar a delegéo dos genes e determinar quais transformantes apresentavam

uma unica integragéo do cassete (Figura 7).
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Para a hibridizacdo de transformantes para dcl/1, foi utilizada como sonda a
regido 3’ que flanqueia o gene, com 901 pb. Para o isolado selvagem era esperado
um fragmento de 4,1 Kb e para os mutantes nos quais tivesse ocorrido a substituigao
era esperado uma banda unica com 4,7 Kb (Figura 2a). Dos 13 transformantes, 5
(Tr38, Tr34, Tr31, Tr21 e Tr3) apresentaram a dele¢gdo e uma unica integracéo do

cassete (Figura 7b).

Para a hibridizacdo dos transformantes para dc/2 foi utilizada como sonda a
regidao flanqueadora 5, com 922 pb. Para a linhagem selvagem era esperado um
fragmento de 3,4 Kb e nos mutantes era esperado uma banda unica com 8,2 Kb
(Figura 2b). Entre os 18 transformantes analisados, 4 (Tr37, Tr34, Tr18 e Tr6)
apresentaram a delecdo e uma unica integracdo do cassete (Figura 7d).
Posteriormente, um mutante de cada gene foi selecionado aleatoriamente para a

realizacao dos testes.
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Figura 7. Caracterizagdo molecular dos transformantes de C. lindemuthianum por
meio de Southern blot. DNA total dos candidatos a mutantes Adc/1 (Tr3, Tr6, Tr13,
Tr18, Tr19, Tr21, Tr31, Tr34 e Tr38) e do tipo selvagem (WT) clivado com a enzima
de restrigdo Bglll e separado por eletroforese em gel de agarose 0,8% (a). Perfil de
hibridizagdo com a sonda de 901 pb (b). DNA total dos candidatos a mutantes Adc/2
(Tr5, Tr6, Tr15, Tr18, Tr26, Tr32, Tr34, Tr35 e Tr37) clivado com a enzima de restrigao
Apal e separado por eletroforese em gel de agarose 0,8% (c). Perfil de hibridizagdo
com a sonda de 922 pb (d). Marcadores: Lambda Hindlll e 1Kb.

Para a obtencdo do mutante duplo, um mutante simples Adcl/7 foi transformado
com o cassete que possuia o gene de resisténcia a geneticina, construido para
substituir dc/2. Foram obtidos 15 transformantes selecionados no meio BDA contendo
higromicina e geneticina. Foi feita a PCR de confirmagdo para esses isolados,
utilizando um oligonucleotideo de fora do gene e outro de dentro do marcador de

selecdo. Os oligonucleotideos usados foram os mesmos para a confirmagao de Adcl2,
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descritos acima, e foi obtido um mutante duplo (Tr2). Na PCR foi observado um
amplicon de 2,5Kb, correspondente a regiao flanqueadora 5 mais parte do gene
marcador (Figura 8). Como controles positivos da reagao, foram utilizados DNAs de
mutantes com dele¢ao de dc/2, e como controle negativo, DNA do tipo selvagem
(Figura 8).

1Kb Tr1 Tr2 Tr7 Tr10 Tr12 Tr16 Tr17 Tr21 Tr27 Tr30 Tr33 Tr34 Tr51 Tr55Tr57 Adcl2 WT

Figura 8. Amplicons resultantes da PCR de confirmagao da delecdo dupla dos
genes dcl1 e dcl2 em C. lindemuthianum. Amplificagdo da regido 5 que flanqueia
dcl2 e de uma parte do gene nptll, que confere resisténcia a geneticina. Os
fragmentos quando somados possuem tamanho de 2500 pb. 1 Kb: Marcador. Tr:
Transformantes selecionados pela adi¢do de higromicina e geneticina no meio de
cultura. Adcl2: Controles positivos. WT: Controle negativo da reagcédo de PCR.

Tabela 3. Caracterizagao dos transformantes obtidos.

Gene N° de N° de transformantes N° de mutantes
transformantes confirmados por PCR obtidos
dcl1 39 13 4
dcl2 52 18 5
ambos 15 1 1*

(*) a ser confirmado por Southern blot
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3.4 Papel das proteinas Dicer-like no crescimento e conidiagao de C.

lindemuthianum

Foi analisado o crescimento dos mutantes Adc/71 e Adcl2 em comparagdo com
o tipo selvagem, em um meio de cultura rico (BDA) e em um meio de cultura com
déficit nutricional (YMC), onde o crescimento de Adcl/1 e Adc/2 nao diferiu do tipo
selvagem (Figura 9a). Também foi analisado a capacidade de conidiacdo dos
mutantes em comparagao com o tipo selvagem, onde a producgéo de conidios de Adc/1

e Adcl2 foi semelhante a do tipo selvagem (Figura 9b).

Taxa de crescimento BDA (mm/dia)

Selvagem Adclt Adcl2

=]

——

Conidiagdo (10" mL™")
|\13 E=N

Adcl2

Selvagem Adclt Adcl2

Figura 9. Analises fenotipicas dos mutantes simples com dele¢ao dos genes dcl em
C. lindemuthianum. Taxa de crescimento micelial em meio BDA (a). Taxa de
conidiagao (b). Morfologia do crescimento micelial em meio BDA (c). Todas as
analises foram submetidas a ANOVA e teste de Tukey a 5% de significancia. Barras
de erro representam o desvio padrao e colunas com letras distintas demonstram
diferenca significativa.
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3.5 Avaliagdao dos tubos de anastomose de conidios (CATs) nos mutantes
Adcl1e Adcl2 de C. lindemuthianum

A formacao de CATs de conidios foi analisada comparando os mutantes
simples Adcl1e Adcl2 com o tipo selvagem. Em todos os isolados foi possivel
identificar a presenga dos CATs (Figura 10). No entanto, a porcentagem de formagao
dos CATs foi diminuida nos mutantes simples quando comparado com o tipo

selvagem (Figura 11a).

Figura 10. Anastomose de conidios (CATs) em isolados de C. lindemuthianum. Setas
pretas indicam fusdo entre conidios por tubos de anastomose. Seta branca mostra
tubo germinativo. Selvagem (a). Mutante Adcl/1 (b). Mutante Adcl2 (c). Fotos tiradas
em microscopia Optica de placas contendo suspensdo de conidios (10%) em agua
destilada autoclavada apo6s 72 horas de incubagao.
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Figura 11. Porcentagem de formagao de tubos de anastomose de conidios (a) e de
tubos germinativos (b) de C. lindemuthianum tipo selvagem em comparagdo com 0s
mutantes simples Adcl/1 e Adcl2. Todas as analises foram submetidas a ANOVA e
teste de Tukey a 5% de significancia. Barras de erro representam o desvio padréo e
colunas com letras distintas demonstram diferenga significativa.

3.6 Papel das proteinas Dicer-like na germinacao de conidios em C.

lindemuthianum

A germinacao de conidios de C. lindemuthianum foi analisada também com a
comparacgao do tipo selvagem com os mutantes simples. A figura 11b mostra que n&o
houve diferenga significativa na porcentagem de germinagdo de conidios entre a

linhagem selvagem e os mutantes simples.

3.7 Papel das proteinas Dicer-like na patogenicidade de C. lindemuthianum

O tipo selvagem de C. lindemuthiaum e os mutantes Adc/1 e Adcl2 foram
inoculados em plantas de feijoeiro-comum, da cultivar Pérola que & suscetivel a
antracnose, para analisar se haveria diferenca no desenvolvimento da doenga. Em
todos os tratamentos, a partir do quarto dia de inoculagao foi possivel observar os
primeiros sintomas nas nervuras das folhas. No sexto dia de inoculagéo, os sintomas
foram avaliados (Figura 12). As plantas e folhas destacadas inoculadas com os
mutantes com delegao simples (Adc/1 e Adcl2) apresentaram sintomas semelhantes

e nao houve diferenga significativa quando comparadas com as plantas e folhas
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destacadas inoculadas com a linhagem selvagem (Figura 13). A delegdo de um dos

genes que codifica DCLs nao influencia na patogenicidade de C. lindemuthianum.

Adcll Selvagem Controle

Figura 12. Avaliagdo da patogenicidade do tipo selvagem e dos mutantes simples
Adcl1 e Adcl2 de C. lindemuthianum. Plantas em estagio V3 que foram inoculadas
com suspenséo de conidios na concentragdo 108/mL por meio de pulverizagéo e
condicionadas em camara de nevoeiro por 6 dias (a). Folhas cotiledonares
destacadas de plantas no estagio V3 e condicionadas em BOD a 22°C por 6 dias (b).

12

651

Agressividade do fungo (%)
o

b
0/ |
Selvagem Adcl1 Adcl2 H20

Figura 13. Grafico da agressividade de C. lindemuthianum nas plantas de feijoeiro-
comum. Todas as analises foram submetidas a ANOVA e teste de Tukey a 5% de
significAncia. Barras de erro representam o desvio padrdo e colunas com letras
distintas demonstram diferenga significativa.
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Apds a delegao dos dois genes, e a confirmagao do mutante duplo por PCR, foi
feito um teste de patogenicidade preliminar com folhas destacadas do feijoeiro-
comum. No quarto dia de teste apds a inoculagdo, comegaram a aparecer sintomas
nas folhas inoculadas com o tipo selvagem e nenhum sintoma nas folhas pulverizadas
com a suspensdo de conidios do mutante duplo e com agua estéril. Nos dias
posteriores, foram percebidos poucos sintomas no possivel duplo mutante, ao
contrario das folhas inoculadas com o isolado selvagem, onde os sintomas da
antracnose ja dominavam os tecidos (Figura 14). A priori, essa observagao sugere
que a perda dos dois genes que codificam proteinas DCLs tem como consequéncia a

diminuicao da agressividade do patégeno.

Adcl1dci2

Figura 14. Folhas destacadas de feijoeiro-comum pulverizadas com agua destilada
autoclavada (H20); com o fungo da linhagem selvagem (WT); com o possivel mutante
duplo para os genes que codificam DCLs (Adc/1Adcl2). As fotos foram tiradas 6 dias
apos a inoculagao.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo foi realizada a analise das proteinas DCL1 e DCL2 de C.
lindemuthianum e o isolamento e avaliagdo dos mutantes Adcl/1, Adcl2 e Adcl1Adcl2
visando a compreensdo do papel dessas proteinas no desenvolvimento e na

patogenicidade de C. lindemuthianum.

Ao alinhar a sequéncia de aminoacidos da proteina DCL1 de C.
lindemuthianum com as sequéncias de proteinas DCL1 de diferentes fungos, é
possivel observar uma maior similaridade com a proteina DCL1 de C. orbiculare, C.
spinosum e C. trifolii. Fazendo a mesma coisa com a sequéncia de aminoacidos de
DCL2, observa-se maior similaridade com as mesmas proteinas das mesmas
espécies do género. Isso ndo € uma surpresa, ja que todas essas espécies pertencem
ao complexo Orbiculare. Os resultados mostram que os genes das proteinas DCL séo
distribuidos no género, e se for analisado em fungos filamentosos no geral, também
podem ser considerados amplamente distribuidos, ja que ha grande similaridade
também com proteinas DCL de fungos de outros géneros como Verticillium e
Metarhizium. Na analise filogenética das sequéncias de ambas as proteinas isso &
confirmado quando fungos pertencentes ao mesmo género e ordem se encontram no
mesmo clado. Esse resultado mostra como as proteinas DCLs devem ser importantes
para os fungos analisados, onde sdo encontrados fungos com diferentes modos de
vida, mostrando que esse gene esta presente no genoma dos fungos desde antes da

especiagao.

Os pequenos RNAs desempenham varias fungdes nas células e séao
reguladores de muitos processos, incluindo o silenciamento génico durante a
interacdo hospedeiro-patogeno (ISLAM et al., 2018; OUYANG et al., 2014; ROSE;
OVERDIJK; VAN DAMME, 2019). Levando em consideracéo que as proteinas DCLs
sdo responsaveis pela produgcédo de sRNAs e visando a compreensao da atuagao dos
sRNAs em C. lindemuthianum, foi realizada a obtengdo de mutantes Adcl/1, Adcl2 e
Adcl1Adcl2 para analisar o comportamento do fungo na auséncia das respectivas
proteinas. Com a analise dos mutantes simples quanto ao desenvolvimento, néo
houve diferengas nas taxas de crescimento micelial quando foram comparados com o
tipo selvagem. Ao contrario do que aparentemente acontece com o mutante duplo,

que apresenta crescimento mais lento. Essas observagdes estdo de acordo com o
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que ja foi visto em outra espécie do género (C. gloesporioides), em que mutantes
simples nao diferiram no crescimento em relagéo ao tipo selvagem, apenas o mutante

duplo apresentou modificacdo no fenétipo (WANG et al., 2018).

Quanto a conidiagdo, o mutante Adc/2, quando inoculado em vagem estéril,
produz mais conidios que o tipo selvagem. Os conidios de C. lindemuthianum
possuem uma mucilagem ao seu redor que tem uma coloragdo salmao, as vagens
inoculadas com Adc/2 visualmente tinham mais pontos de cor salmao do que as
vagens inoculadas com o tipo selvagem, apesar de nao ter havido diferenga estatistica
significativa entre os isolados. No entanto, o mutante duplo putativo ndo apresentou a
coloracdo salmé&o tipica quando cultivado em meio de cultura para conidiagao (YMC),
demonstrando que a formacao de conidios possivelmente n&do ocorreu. Isso se refletiu
na obtencao da concentragao ideal de conidios para inoculacdo em folhas, onde foram
necessarias mais placas e/ou vagens do que foi necessario nos experimentos com os
mutantes simples para obtencdo da concentracéo ideal da suspensao de conidios.
Essas informagdes indicam que a delegao dupla é capaz de prejudicar a produgao de
conidios de C. lindemuthianum. Resultado semelhante foi visto em C. gloesporioides,
onde a conidiagao foi aumentada em Adc/7, um dos mutantes simples obtidos e tanto
ela como o crescimento foram drasticamente reduzidos no mutante duplo (WANG et
al., 2018).

A variabilidade genética observada em C. lindemuthianum pode ser o resultado
da troca de material genético que ocorre por meio dos CATs. O isolado da raca
fisiologica 89, utilizado neste trabalho, é capaz de formar os CATs, que também foram
formados nos mutantes simples, apesar de terem ocorrido em uma porcentagem
menor. Esses tubos de anastomose estdo relacionados com a transferéncia de
citoplasma, organelas e até mesmo nucleos de um conidio para o outro (ISHIKAWA
et al., 2012; ROCA et al., 2004) e essa transferéncia pode facilitar a colonizagdo em
ambientes com pouca disponibilidade de nutrientes, ja que conidios com CATs podem
germinar mais rapido (ROCA et al., 2005; ROCA et al., 2003). A relagao de proteinas
DCLs e a formacao de CATs nao é esclarecida. No entanto, a reducédo da formagao
de CATs em isolados que possuem perda de fung¢ao de dcl/7 ou dc/2 mostra que os
sRNA podem ter um papel importante na formagao dos CATs. Quanto a formacéao de

tubos germinativos, ndo houve diferenga significativa entre o tipo selvagem e os
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mutantes simples, indicando que a germinagao dos conidios ndo tem relagdo com

proteinas DCL em C. lindemuthianum.

Os estudos de Weiberg et al. (2013), com B. cinerea, que demonstraram que
sRNAs podem atuar como efetores, foram importantes para entender melhor a
interacado de fitopatdgenos com as plantas e relacionar os sRNAs processados por
proteinas DCL com a viruléncia do fungo, como visto em Fusarium graminearum
(WERNER et al., 2021), C. gloesporioides (WANG et al., 2018), Valsa mali (FENG et
al., 2017), Puccinia striiformis f. sp. tritici (MUETH; RAMACHANDRAN; HULBERT,
2015), dentre outros. Para averiguar essa relacédo em C. lindemuthianum, foi feita a
analise da agressividade do fungo no feijoeiro-comum. Nao houve diferenca
significativa dos sintomas do hospedeiro infectado pelo tipo selvagem e pelos
mutantes simples. Isso indica que a delegdo de apenas um dos dois genes que
codificam DCLs também nao é suficiente para alteracbes na patogenicidade de C.
lindemuthianum, o que pode sugerir redundancia funcional entre os dois genes, onde
a delecdo de um deles foi suprida pelo outro. Isso era esperado visto que, em C.
gloesporioides, apenas a delegdo dupla dos genes que codificam DCLs foi capaz de
afetar a patogenicidade (WANG et al., 2018). No entanto, para confirmar essa
hipdtese sdo necessarias analises do mutante com delegdo de ambos os genes. No
teste preliminar com o possivel mutante duplo foi observado que os sintomas da
antracnose diminuiram nas folhas inoculadas com o mutante, sugerindo que a delegéo
de dcl1 e dcl2 interfere na agressividade de C. lindemuthianum. Com isso, pode-se
deduzir que as proteinas DCLs tém papel importante na agressividade de C.
lindemuthianum. Visto sua importancia, pode-se pensar que com a delecédo das DCLs
houve comprometimento no processamento de pequenos RNAs que atuariam por
exemplo como efetores, ou na regulacdo da expressao de genes que codificam
efetores, auxiliando na infeccdo do hospedeiro. Ja foi visto tanto em C.
lindemuthianum como em diferentes espécies que a delegao de genes que codificam
importantes proteinas, como as transportadoras, pode interferir na sua viruléncia
(OLIVEIRA et al., 2022).

Neste trabalho foi demonstrado que as proteinas DCLs podem apresentar
redundancia funcional em C. lindemuthianum e isto ja foi observado em diferentes
espécies. Em Neurospora crassa, apenas quando os dois genes que codificam DCLs

sdo deletados ocorrem defeitos no processamento de RNAs em pequenos RNAs
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(CATALANOTTO et al., 2004). Em C. gloesporioides, os mutantes simples para os
genes dcl tiveram expressdes semelhantes ao tipo selvagem, ja a delegédo dupla de
dcl1 e dcl2, fez com que ocorresse diminuigao nas taxas de crescimento, conidiagao
e patogenicidade do fungo (WANG et al., 2018). E importante avaliar todos os genes
que codificam essas proteinas porque em algumas espécies a redundancia funcional
de DCL nao é encontrada. Nesses casos, um dos dois genes € o responsavel pelo
processamento de dsRNAs na via de silenciamento. Magnaporthe oryzae, causador
da brusone no arroz, possui dois genes que codificam proteinas DCLs, no entanto foi
observado que apenas o0 gene dcl2 é capaz de produzir pequenos RNAs de
interferéncia que estao relacionados com a via de silenciamento de RNA, e dessa
forma, as duas proteinas de M. oryzae tem funcgdes diferentes na regulacdo génica
(COUCH; KOHN, 2017; KADOTANI et al., 2004). No fungo micoparasita Clonostachys
rosea, a delecao de dcl2 foi suficiente para resultar em um mutante com produgao
diminuida de metabdlitos secundarios, diminuiu também o antagonismo do fungo com
o patoégeno B. cinerea e reduziu também a capacidade de C. rosea controlar a
podridao do trigo, causada por Fusarium gramineareum (PIOMBO et al., 2021). Essa
diversidade mostra a importancia do estudo e compreensdo das DCLs e,

consequentemente, dos sRNAs em fungos filamentosos.

O RNAI e os pequenos RNAs atualmente vém sendo muito estudados visto sua
importancia no desenvolvimento, na patogenicidade e na defesa contra acidos
nucleicos exdgenos. Fungos fitopatogénicos podem usufruir dessa maquinaria para
facilitar a sua colonizacdo na planta, e a planta hospedeira também pode utilizar
dessas ferramentas para se defender. Ja foi visto que eles estao relacionados também
com a comunicagao entre reinos, como em Botrytis cinerea, o que pode ser
interessante em se tratando de SIGS, por exemplo (WANG et al., 2016). Pensando
nisso, o estudo do silenciamento génico mediado pelo mecanismo de RNAI, dos
pequenos RNAs e das enzimas DCLs tem um enorme potencial no controle de
doengas fungicas visando a protegdo das plantas contra as infecgbes. Como foi
demonstrada a importancia das proteinas DCLs que compdéem o RNAi em C.
lindemuthianum, esse mecanismo pode vir a ser futuramente utilizado no controle da

antracnose.
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. CONCLUSOES

As proteinas DCL1 e DCL2 estdo presentes em fungos filamentosos de
diferentes modos de vida;

A auséncia da proteina DCL1 ou da proteina DCL2 n&o afeta significativamente
o crescimento, a conidiagdo, a formagdao de tubos germinativos e a
patogenicidade de C. lindemuthianum;

A formacgao de CATs é diminuida com a delecao de dc/1 ou de dcl2;

A delecéao dupla de dcl1 e dcl2 possivelmente diminui a taxa de conidiagao e a
agressividade de C. lindemuthianum;

Os genes dcl1 e dcl2 de C. lindemuthianum possuem redundéancia funcional.
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APENDICE A: Numero de acesso ao GenBank das sequéncias de aminoacidos
utilizadas para a analise filogenética de DCL1 e DCL2.

Proteinas Espécie Acesso GenBank
DCL1 Colletotrichum lindemuthianum ALJ83740.1
DCL2 ALJ83741.1
DCL1 Colletotrichum tropicale KAF4818531.1
DCL2 KAF4836400.1
DCL1 Colletotrichum tanaceti TKW57912.1
DCL2 TKW59353.1
DCL1 Colletotrichum spinosum TDZ40611.1
DCL2 TDZ31186.1
DCL1 Colletotrichum gloeosporioides XP_045265656.1
DCL2 XP_045258642.1
DCL1 Colletotrichum sidae TEA22735.1
DCL2 TEA19565.1
DCL1 Colletotrichum trifolii TDZ51849.1
DCL2 TDZ58437 1
DCL1 Colletotrichum orbiculare TDZ22893.1
DCL2 TDZ23487 1
DCL1 Colletotrichum chlorophyti OLN97312.1
DCL2 OLN92282.1
DCL1 Colletotrichum aenigma XP_037177634.1
DCL2 XP_037183662.1
DCL1 Colletotrichum spaethianum XP_049127944 .1
DCL2 XP_049132344.1
DCL1 Colletotrichum viniferum KAF4919439.1
DCL2 KAF4931787.1
DCL1 Colletotrichum shisoi TQN73169.1
DCL2 TQN71909.1
DCL1 Colletotrichum higginsianum T1C95009.1
DCL2 TIC97395.1
DCL1 Colletotrichum fructicola XP_031885297.1
DCL2 XP_031885521.1
DCL1 Verticillium nonalfalfae XP_028491576.1
DCL2 QDE54829.1




DCL1 Botrytis cinerea EMR90866.1
DCL2 EMR89149.1
DCL1 Botrytis fragariae XP_037191676.1
DCL2 XP_037194122.1
DCL1 Neurospora crassa sp|Q7S8J7.1
DCL2 sp|Q7SCC1.4
DCL1 Aspergillus oryzae sp|Q2U6C4.2
DCL2 sp|Q2UNX5.1
DCL1 Aspergillus fumigatus KMK$59802.1
DCL2 KMK58185.1
DCL1 Trichoderma asperellum GFP57590.1
DCL2 GFP59131.1
DCL1 Trichoderma guizhouense OPB45552.1
DCL2 OPB46253.1
DCL1 Metarhizium guizhouense KID88981.1
DCL2 KID90592.1
DCL1 Metarhizium anisopliae KFG77840.1
DCL2 KFG84956.1
DCL1 Metarhizium acridum KAG8427536.1
DCL2 KAG8413927 .1
DCL1 Fusarium oxysporum RKL07531.1
DCL2 RKL48837.1
DCL1 Madurella mycetomatis KXX76106.1
DCL2 KXX79980.1
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