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RESUMO

SANTOS, Leandro Vieira dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2009. Caracterizacao estrutural do gene que codifica a histidina quinase sInCI1 e
sua relacdo com a patogenicidade, osmorregulacédo e resisténcia a fungicidas em
Colletotrichum lindemuthianum. Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz. Co-
orientadores: Elza Fernandes de Aratjo e Mauricio Dutra Costa.

O fungo filamentoso Colletotrichum lindemuthianum (Sacc & Magnus) Briosi & Cav.,
agente causal da antracnose, ¢ um importante patéogeno do feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris L.). Esse fungo ¢ um excelente modelo de estudo para o entendimento do
processo de infec¢do de fungos fitopatogénicos. Por meio de mutagénese por inser¢ao
de plasmideo foi obtido um mutante (LVSal) ndo patogénico de C. lindemuthianum
com deficiéncia parcial na producdo de melanina. O objetivo desse trabalho foi isolar e
caracterizar o gene interrompido no mutante LVSal e comprovar a sua importancia no
processo de infec¢ao da planta. O gene mutado foi isolado de um banco genomico de C.
lindemuthianum e denominado s/nCll. A andlise da sequéncia revelou que s/nCll
codifica uma histidina quinase. A sequéncia apresenta uma ORF de 3555 pares de
bases, interrompida por trés introns putativos, contendo 51, 87 e 89 pb. O alinhamento
multiplo da sequéncia deduzida da proteina, com sequéncias de todas as classes de
histidinas quinases disponiveis nos bancos de dados agrupou SInCl1 na classe VI,
possuindo regides extremamente conservadas caracteristicas de histidina quinases e
relacionadas a sua funcdo. Por meio de mutagénese insercional sitio dirigida utilizando
um fragmento do gene, foi obtido um mutante que apresentou deficiéncia parcial na
producdo de melanina. Esse mutante apresentou uma reducdo significativa na
capacidade de infectar folhas de feijoeiro, demonstrando que SInCll ¢ importante no
processo de patogenicidade desse fungo. Como muitas histidinas quinases ja descritas
em fungos, SInCl1 apresenta envolvimento no processo de osmorregulacao e adaptacao
a diferentes concentragdes osmoticas em C. lindemuthianum. Além disso, por meio
dessa proteina sensora, o fungo pode distinguir o estresse osmotico causado por altas
concentragdes de acucares e de sais. O mutante mostrou-se sensivel a fungicidas que
tem como alvo uma via de sinalizagdo MAPK, provavelmente regulada por sinCl1. Os
resultados obtidos sugerem que C. lindemuthianum deve possuir outras histidinas
quinases envolvidas no processo de osmorregulacdo. O estudo da cascata de sinalizagao
regulada por s/inCIlI pode representar um grande avanco no entendimento do processo

de patogenicidade e na elaborac¢ao de novos métodos de combate a doenga.

viii



ABSTRACT

SANTOS, Leandro Vieira dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October 2009.
Structural characterization of the gene sInCI1 coding for a histidine kinase and its
relation to pathogenicity, osmoregulation and fungicide resistance in
Colletotrichum lindemuthianum. Adviser: Marisa Vieira de Queiroz. Co-advisers: Elza
Fernandes de Aratjo e Mauricio Dutra Costa.

The filamentous fungus Colletotrichum lindemuthianum (Sacc & Magnus) Briosi &
Cav., causal agent of anthracnose, is an important pathogen of common bean
(Phaseolus vulgaris L.). This fungus is an excellent model organism for understanding
the infection process of pathogenic fungi. A C. lindemuthianum non-pathogenic mutant
(LVSal) with partial deficiency in the production of melanin was obtained through
plasmid insertional mutagenesis. The aim of this study was to isolate and characterize
the interrupted gene in the LVSal mutant and demonstrate its importance in the plant
infection process. The mutated gene was isolated from a C. lindemuthianum genomic
bank and named s/nCl1. The sequence analysis revealed that s/nClI encodes a histidine
kinase. The sequence presents an ORF of 3555 base pairs, interrupted by three putative
introns, containing 51, 87 and 89 bp. The multiple alignment of the deduced sequence
of the protein, including sequences of all histidine kinases classes available in the
databases, grouped SInCI1 in class VI; possessing highly conserved regions
characteristic of histidine kinase, and related to its function. A mutant with partial
deficiency for the production of melanin was obtained through site-directed insertional
mutagenesis using a gene fragment. This mutant showed a significant reduction in the
ability to infect bean leaves, demonstrating that SInCl1 is important to the pathogenicity
process of this fungus. As many histidines kinases already described in fungi, SInCl1 is
involved in osmoregulation and adaptation to different osmotic concentrations in C.
lindemuthianum. Furthermore, through this sensor protein, the fungus can distinguish
the osmotic stress caused by high concentrations of sugars and salts. The mutant was
sensitive to fungicides that target a MAPK signaling pathway, probably regulated by
sinClI. The results suggest that C. lindemuthianum must have other histidines kinases
involved in the osmoregulation process. The study of the signaling cascade regulated by
sinCll may represent a major advance in understanding the pathogenicity and

developing new methods to combat this disease.



1. INTRODUCAO

O sistema de dois componentes ¢ um sofisticado sistema de detecgdo e
monitoramento que permite aos microrganismos se adaptarem e sobreviverem a
mudancas nas condi¢des do meio em que se encontram, ja tendo sido identificado em
eubactéria, archaea e em alguns eucariotos. Esse sistema ¢ composto por uma proteina
histidina quinase, a qual possui um dominio de reconhecimento de sinal que se
autofosforila sob um dado estimulo, uma unidade de fosfotransferéncia e duas proteinas
reguladoras de resposta, sendo uma delas responsavel por transmitir o estimulo ao alvo
especifico. Esse sistema de fosfotransferéncia é responséavel por regular a resposta ao
estresse osmotico por meio da cascata de sinalizacgido HOG MAPK (High Osmolarity
Glycerol - mitogen-activated protein kinase). Essa ¢ uma das principais vias de
transducao de sinal capaz de perceber o estresse osmotico e gerar uma resposta
transcricional para a adaptagdo das células. Por esse sistema de fosfotransferéncia nao
ter sido identificado em animais e estar envolvido em importantes processos em
microrganismos, essa via se tornou um atrativo alvo para agentes antimicrobianos. Em
fungos filamentosos, essa via de transducdo de sinais estd envolvida com resposta a
estresse osmotico e resisténcia a fungicidas em duas classes de histidina quinases: grupo
III e grupo VI. Seu papel no processo de infec¢do em fungos fitopatogénicos ainda ndo
foi completamente desvendado, porém muitos trabalhos relacionam a perda parcial ou
total de patogenicidade em microrganismos que sofreram mutagao de genes dessa via.

O fungo filamentoso Colletotrichum lindemuthianum é o agente etiologico da
antracnose do feijoeiro comum. Ele afeta plantas do feijoeiro comum em todos os
estagios do desenvolvimento, atacando folhas, caules, ramos, vagens e sementes,
causando grandes perdas, principalmente em locais de temperatura amena, alta umidade
relativa e chuvas. Entre as medidas de controle dessa doenca se destacam o emprego de
cultivares de feijoeiro resistentes a antracnose. Entretanto, essa estratégia ¢ limitada
devido a grande variabilidade genética desse fungo. Assim sendo, existe a necessidade
do desenvolvimento de novos métodos de combate e controle dessa doenga. Técnicas de
mutagénese insercional, que empregam plasmideos ou transposons, vém sendo
empregadas com sucesso na identificagdo de genes relacionados a patogenicidade em
fungos fitopatogénicos. Usando-se a técnica REMI (Integragdo Mediada por Enzima de

Restricao) e o plasmideo pSM1, foi isolado um mutante de C. lindemuthianum, que



apresentou deficiéncia parcial na produgdo de melanina. Tal substancia esta fortemente
ligada ao processo de infecg¢ao de diversos fungos fitopatogénicos. Esse mutante nao foi
capaz de infectar folhas de feijoeiro de um cultivar susceptivel a antracnose, relacionado
o produto desse gene na patogenicidade de C. lindemuthianum. Assim sendo, o
plasmideo utilizado na transformagao foi recuperado, juntamente com as regides que o
flanqueiam e que correspondem ao putativo gene de patogenicidade. Esse trabalho
relata sua identificacdo como o gene que codifica a histidina quinase Slnl, seu
isolamento e a caracterizagdo estrutural e funcional desse gene em C. lindemuthianum,
mostrando a importancia do seu produto na patogenicidade, osmorregulagdo e

resisténcia a fungicidas nesse fungo.



2. Revisao de literatura

2.1. O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris): origem, aspectos sociais e

econdmicos

O feijao esta entre os alimentos mais antigos, remontando aos primeiros
registros da histéria da humanidade. Existem diversas hipdteses para explicar a origem e
domesticacdo do feijoeiro. Algumas evidéncias suportam que o centro de origem da
planta e sua domesticagdo como cultura teriam ocorrido na regido da Mesoamérica, por
volta de 7000 anos a.C., e disseminado, posteriormente, na América do Sul. Por outro
lado, achados arqueoldgicos mais antigos (cerca de 10.000 a.C.) de feijoes
domesticados na América do Sul (sitio de Guitarrero, no Peru) sdo indicios de que o
feijoeiro teria sido domesticado na América do Sul e transportado para a América do
Norte (Embrapa arroz e feijao, 2009).

O feijdo ¢ um alimento basico para muitas pessoas, em especial na América
Latina e Africa Central. No Brasil chega a ser um componente essencial na dieta diaria
da populagdo. E um produto que se destaca pela sua importincia econdmica e pela
qualidade nutricional, pois € uma grande fonte de proteinas com alto contetido de lisina,
ferro, minerais, amido e fibras (Leterme & Munoz, 2002; Montoya et al., 2008; Wang et
al., 2009).

Acredita-se que o efeito benéfico do consumo do feijdo, em quantidades que
variam de média a alta, ¢ devido a presenga de metabolitos secundarios nessa
leguminosa, os fitoquimicos, estando presentes em maiores concentragdes 0s compostos
fenolicos e os flavondides. O consumo de fitoquimicos em feijoes, particularmente de
compostos fendlicos, estd associado com a redugdo do risco de diabetes, obesidade,
doencga cardiaca coronariana, cancer de colon e desordens gastrointestinais (Luthria &
Pastor-Corrales, 2006; Xu & Chang, 2007; Ross et al., 2009; Siddiq et al., 2009; Jeng et
al., 2009). Ademais, ocorre uma interessante complementacgdo protéica quando o feijao
¢ combinado com cereais, especialmente o arroz, proporcionando, em conjunto, 0s 0ito
aminoacidos essenciais ao nosso organismo. Além do seu conteudo protéico, o elevado
teor de fibra alimentar, com seus reconhecidos efeitos hipocolesterolémico e

hipoglicémico, aliado as vitaminas, especialmente do complexo B, e aos carboidratos,



tornam o seu consumo altamente vantajoso como alimento funcional, representando
importante fonte de nutrientes e de energia.

O género Phaseolus compreende aproximadamente 55 espécies, das quais
apenas cinco sdo cultivadas: o feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris); o feijao de lima
(P. lunatus); o feijdo Ayocote (P. coccineus); o feijao tepari (P. acutifolius), e o P.
polyanthus. O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € a espécie mais cultivada entre
as demais do género Phaseolus. Considerando todos os géneros e espécies englobados
como feijdo nas estatisticas da FAO, este envolve cerca de 107 paises produtores em
todo o mundo. Os maiores produtores mundiais do feijdo comum sdo Brasil, China,
ndia, México ¢ EUA (Fernandez-Luquefio et al., 2009). Considerando somente o
género Phaseolus, o Brasil ¢ o maior produtor, seguido do México e o primeiro na
espécie P. vulgaris. O Parana ¢ o principal Estado produtor de feijao do pais. A
producdo paranaense, considerando-se as trés safras, ¢ estimada em 768 mil toneladas, o
que corresponde a 21% da produgao brasileira, de 3,7 milhdes de toneladas, para a safra
2008/2009, segundo a CONAB. Minas Gerais ¢ o segundo maior estado produtor,
respondendo por aproximadamente 16% da produgdo nacional, com 607 mil toneladas.
O Brasil ¢ também o maior consumidor dessa leguminosa, sendo a média atual de
consumo de feijao de 12,7 kg brasileiro/ano (Embrapa arroz e feijao, 2009).

O plantio de feijao no Brasil ¢ dividido em trés safras anuais. A primeira safra,
também conhecida como safra das “dguas” tem seu plantio entre os meses de agosto a
dezembro. Tal safra recebe esse nome porque a colheita estd concentrada numa época
de constantes chuvas, nos meses de dezembro a marco. A safra de 2008/2009 registrou
uma producao de 1.383,2 mil toneladas, 11,2% maior que na safra anterior. A segunda
safra, ou safra da “seca” ¢ semeada entre os meses de abril e agosto e a colheita ocorre
entre os meses de abril e julho, periodo onde ocorre escassez de chuvas, tendo sua
produgdo total estimada em 1,4 milhdes de toneladas. A terceira safra, ou safra do
“inverno”, em que predomina o cultivo de feijao irrigado, ¢ semeada de abril a maio,
sendo ofertada entre julho e outubro. Estima-se que a produgao total da terceira safra de
2008/2009 corresponda a 790 mil toneladas (CONAB). Embora esses periodos possam
apresentar variagcdes de ano para ano, pode-se identificar que ha colheita praticamente o
ano todo, e que existe sobreposicao de épocas em algumas regides.

Virios fatores sdo importantes para a obtencdo de produto de qualidade,
envolvendo cuidados que vao desde a fase de pré-producdo, como a selecdo da época

mais adequada ao plantio, at¢é a fase de comercializagdo, envolvendo questdes
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relacionadas ao armazenamento. Algumas caracteristicas como a cor, o tamanho ¢ o
brilho do grao, podem determinar o seu consumo e comercializagcdo. A preferéncia do
consumidor norteia a selecdo e obtengdo de novas cultivares, exigindo destas ndo
apenas boas caracteristicas agrondmicas, mas também valor comercial no varejo.
Seu cultivo ¢ realizado em sua maioria por pequenos produtores, ¢ apesar do Brasil ser
um dos maiores produtores desse grao, a importacdo ainda se faz necessaria para
atender as necessidades de toda a populacdo (Embrapa arroz e feijao, 2009).

Uma das causas dos constantes insucessos, em nosso meio, na cultura do feijao,
¢ a ocorréncia de doencas transmitidas pelas sementes. O feijoeiro ¢ hospedeiro de
diversas doengas de origem fungica, bacteriana e virdtica. Entre as principais doencgas
fingicas do feijoeiro comum encontram-se a antracnose, a mancha-angular, a ferrugem,
o oidio e a mancha-de-alternaria, além de duas outras recentemente identificadas nesta
cultura e denominadas de sarna e carvao. As doengas mais importantes de origem
bacteriana sdo o crestamento-bacteriano-comum e a murcha-de-Curtobacterium. Os
virus do mosaico-comum ¢ do mosaico-dourado sdo as doengas virdticas de maior
importancia que podem ocorrer na cultura do feijoeiro comum. Com exce¢do da
ferrugem, do oidio e do mosaico dourado todas as doengas, com maior ou menor
intensidade, sdo transmitidas pelas sementes. Lavradores acostumados a usar sementes
da propria lavoura, quase sempre infectadas de moléstias, inconscientemente estao
espalhando os patdogenos de uma geracdo a outra e de uma localidade a outra. Além
disso, existem outras formas de disseminagao de doengas, como vento, chuvas, insetos,
animais, entre outros (Embrapa arroz e feijao, 2009). Desta forma, estudos voltados para

o entendimento e controle de doengas do feijoeiro sao de fundamental importancia.

2.2. Colletotrichum lindemuthianum: agente causal da antracnose do

feijoeiro

Colletotrichum ¢ um dos mais importantes patdogenos de plantas no mundo
inteiro e causador da doenca antracnose em diversos hospedeiros (Bailey & Jeger,
1992). O fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc & Magnus) Briosi & Cav.,
pertencente ao Reino Fungi; Filo Ascomycota; Classe Sordariomycetes; Ordem
Phyllachorales e Familia Phyllachoraceae (Isaac et al., 1992) ¢ o agente causal da
antracnose no feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.). Apresenta ampla variabilidade

genética, demonstrada pela variagdo encontrada nas caracteristicas morfologicas e
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culturais de diferentes isolados, ja tendo sido identificados mais de cem racas
espalhadas por todo o mundo (Rodriguez-Guerra et al., 2003; Souza et al., 2007). No
Brasil existem mais de cinqiienta ragas, sendo que as mais freqiientes no pais nos
ultimos anos sdo 65, 73, 81 ¢ 87 (Alzate-Marin & Sartorato, 2004).

Esse patogeno afeta plantas de feijoeiro em todos os estidgios de
desenvolvimento, atacando folhas, caules, ramos, vagens e sementes. Plantas mais
jovens geralmente sdo mais susceptiveis ao ataque do que plantas adultas, assim como
partes menos lignificadas (Araujo, 1988). Esta doenca ¢ de ampla distribui¢do, tendo
sido constatada em vérios paises da Europa, Africa, Asia e América. No Brasil, a
doenca ocorre nos Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo,
Minas Gerais, Bahia, Pernambuco, Espirito Santo, Alagoas, Sergipe e Paraiba (Pria et
al., 2003). E uma das doencas mais importantes do feijoeiro em Minas Gerais,
particularmente nas regides Sul e Zona da Mata (Vieira et al., 2006). Além de P.
vulgaris, o fungo também ¢é patogénico em outras leguminosas como P. lunatus, P.
acutifolius, P. coccineus, Vigna unguiculata ¢ Vicia faba (Zumeyer & Thomas, 1957).
No género Colletotrichum, diferentes espécies podem estar associadas com a antracnose
de um mesmo hospedeiro (Freeman et al., 1998).

Quando sementes infectadas germinam, s3o observadas lesdes escuras nos
cotilédones e no hipocétilo. As lesdes ocorrem com maior freqii€éncia nos peciolos, na
superficie inferior das folhas e nas nervuras. Tais regides apresentam manchas de
coloragdo marrom-escura ou parda, que atingem inicialmente as nervuras principais até
as nervuras secundarias a medida que a doenga progride. Nas vagens, as manchas sao
arredondadas e pardo-escuras com bordas salientes pardo-avermelhada. Tais alteragdes
no aspecto tendem a depreciar o produto, tornando-os indesejaveis ao consumo. Quando
as condi¢des ambientais sdo favoraveis, forma-se uma massa rica em conidios no centro
das lesdes de coloragdo rosea (Pria et al., 1999).

A antracnose ¢ uma das principais doencas do feijoeiro, acarretando grandes
perdas na produgdo. Sob condi¢des favoraveis, como locais de temperatura amena (13-
25°C), alta umidade relativa e chuvas, ele pode reduzir drasticamente a produtividade,
levando a perda de até 100% (Chaves, 1980). A sobrevivéncia de C. lindemuthianum
entre as estacoes de cultivo do feijdo ocorre na forma de micélio dormente em sementes
infectadas, nos cotilédones sob a forma de esporos, ou em restos culturais como micélio
ou acérvulos. Sementes infectadas de cultivares suscetiveis sdo fontes primdrias de

inéculo, sendo responsaveis pela dispersdo a longas distancias (Vieira, 1983), tornando-
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se geralmente descoloridas e com lesdes de cor marrom quando infectadas. Em areas
onde os agricultores utilizam sementes de produgdo propria, ha um aumento gradativo
da quantidade de inoculo em cada ano, chegando a inviabilizar a produ¢do (Peloso,
1992). Além da semente, outros agentes podem ajudar a espalhar esse patogeno, como a
acdo do homem, de inseto e respingos de chuva (Medeiros, 2004).

Este patdégeno apresenta duas fases reprodutivas, uma assexuada ou imperfeita e
outra sexuada ou perfeita. A classificacdo dos Ascomicetos baseia-se em sua forma de
reproducdo sexual (forma meiosporica). Porém, o agente etioldgico da antracnose ainda
ndo foi encontrado na natureza sob esta forma, tendo seu estado conidial sido
descoberto primeiro (forma mitosporica) (Davide, 2006). A fase sexuada foi observada
somente em condigdes de laboratério e ¢ conhecida como Glomerella cingulata f.sp.
phaseoli, pertence a classe dos Ascomicetos e ordem Diaportales. Kimati & Galli
(1970) foram os primeiros a observarem a forma sexuada em laboratorio por indugdo,
no entanto, esta pode ser obtida facilmente pelo seu desenvolvimento espontineo em
cultivos de laboratério (Camargo Junior, 2004). Os esporos sexuais ou ascOsporos sao
resultantes dos processos de plasmogamia (fusdo celular), seguidos de cariogamia
(fusdo nuclear) e divisdo meidtica. Sao produzidos em corpos de frutificacdo ostiolados
denominados peritécios e localizam-se dentro de uma estrutura em forma de saco, o
asco (Roca, 1997).

Na reprodugao assexual, C. lindemuthianum produz os conidios num corpo de
frutificacdo denominado acérvulo. Apresenta micélio septado e ramificado e seus
conidios formam massas de cor salmio ou mel no meio de cultura, sendo unicelulares,
hialinos e oblongos ou cilindricos (Sutton, 1992). Durante a germinacao, um conidio
pode emitir um ou mais tubos germinativos, os quais podem formar apressorios em suas
extremidades, ou continuar crescendo, formando as hifas ¢ micélios (Ishikawa, 2006).

O ciclo infeccioso ¢ do tipo hemibiotréfico, que se caracteriza por apresentar
duas fases bem distintas, correspondentes aos dois modos de nutricdo, biotrofico e
necrotréfico, encontrados nos patdgenos (O’Connell et al., 1985; Bailey et al., 1992). O
processo de infec¢do tem inicio com a adesdo de um conidio nas partes aéreas do
feijoeiro e a sua germinagdo (Dufresne et al., 2000). O tubo germinativo se desenvolve
pouco, e leva a formagdo do apressorio. A maturacdo do apressorio envolve a
biossintese de uma camada de melanina ao seu redor, essencial para o processo de
penetragdo (Latunde-Dada, 2001). A partir do apressorio forma-se uma hifa de

penetragdo, que perfura a cuticula e a parede celular da epiderme da planta. A hifa de
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penetragdo incha dando origem a vesicula de infec¢do, que se expande dando origem a
hifa primaria, localizada entre a parede celular e a membrana plasmatica da célula. Esta
primeira fase do desenvolvimento do fungo dura de 3 a 4 dias e ¢ conhecida como fase
biotrofica. As hifas primarias passam a colonizar novas células da epiderme e do
mesofilo.

A segunda fase do processo de desenvolvimento corresponde ao aparecimento
dos sintomas da antracnose, onde o fungo desenvolve hifas secundérias que crescem
dentro e entre as células (Dufresne et al., 2000). Esta fase ¢ conhecida como
necrotrofica. As células do hospedeiro que possuem hifas primarias e secundarias
sofrem a degradacdo da membrana plasmatica e da matriz que envolve as hifas
primdrias. As hifas secundarias secretam enzimas que degradam a parede celular
conforme vao avancando, levando a formagdo de lesdes necrotréficas que, em estagios
mais avangados, levam a maceragao (Perfect et al., 1999).

O controle da antracnose em feijado ¢ muito dificultado devido a eficiente
transmissdo do seu patdégeno pela semente, da capacidade de sobrevivéncia durante
varios meses no solo e em restos culturais infectados, bem como pela formagdo de
esclerodios, estruturas de resisténcia do fungo (Sutton, 1992, Dillard & Cobb, 1993).
Medidas integradas e complementares como: o uso de fungicidas, controle bioldgico,
tratamento quimico de sementes, remog¢ao dos restos culturais e rotacdo de culturas
utilizando espécies ndo hospedeiras como, por exemplo, o milho, poderia apresentar
resultados promissores (Medeiros, 2004). Uma das grandes dificuldades encontradas no
controle desta doenca ¢ a ocorréncia de diversas racas fisiologicas do patogeno,
impossibilitando assim o uso em longo prazo de cultivares resistentes. A partir da
observacdo desses problemas que envolvem o feijado e o fungo C. lindemuthianum,
diversos pesquisadores véem se esforcando para entender o processo de patogenicidade,
tanto a nivel celular quanto molecular.

O fungo C. lindemuthianum ¢ um excelente modelo de estudo para o
entendimento do processo infeccioso de fungos fitopatogénicos. Ele ¢ de facil
manipula¢do e cultivo em laboratorio, visto que a planta ndo ¢ necessdria para o
desenvolvimento do fungo. Isso possibilita o isolamento de mutantes e a aplicacdo de

técnicas de engenharia genética.



2.3. O sistema de dois componentes em fungos

Microrganismos podem alterar a sua morfologia, comportamento, metabolismo e
transcri¢cao de genes em resposta a alteragdes no ambiente em que se encontram, como
baixa disponibilidade de carbono, nitrogénio ou fosfato, alteragcdes na disponibilidade
de aceptores de elétrons na respiragao, mudangas na temperatura e osmolaridade. Dessa
maneira, microrganismos podem sobreviver e se adaptar as mudancas nas condi¢des do
meio. Tais adaptagdes sdo devidas a sistemas de deteccdo nos quais continuamente
ocorre 0 monitoramento do meio e transmitem-se sinais através da membrana para alvos
intracelulares especificos, que podem levar a transcri¢ao de genes, ativacao de enzimas
ou funcionalidade de componentes celulares, como a movimentacdo de um flagelo, por
exemplo. Na maioria dos casos, o sinal causa a ativagdo ou inativacdo de fatores de
transcri¢ao citoplasmaticos, o qual usualmente ocorre por fosforilagdo ou defosforilagao
dos mesmos (White, 2000).

O sistema de dois componentes (TCS, Two Component System) foi identificado
pela primeira vez na década de 80 na via de transdugd@o de sinais de diversas bactérias
(Nixon et al., 1986; Santos & Shiozaki, 2001). Contudo, ja foram encontradas centenas
desses sistemas em eubactéria, archaea ¢ em alguns eucariotos (Stock et al., 2000). O
sistema inclui uma histidina quinase (HK), que ¢ uma proteina sensora, que recebe o
sinal externo e transmite a uma proteina reguladora de resposta (RR), a qual, por sua
vez, envia o sinal ao alvo. A proteina histidina quinase possui um dominio de
reconhecimento de sinal, o qual sob dado estimulo, resulta em autofosforilagdo de um
residuo de  histidina presente na regido carboxi-terminal (compreendendo
aproximadamente 240 aminoécidos), utilizando ATP como doador do grupamento
fosfato. Em seguida, ocorre a transferéncia do grupo fosforil para um residuo de
aspartato na regido amino-terminal (compreendendo aproximadamente 120
aminoacidos) da proteina reguladora de resposta, ativando-a. A maior parte das
proteinas reguladoras de resposta possui dominio de ligagdo ao DNA e funcionam como
fatores de transcricdo quando estdo fosforiladas, levando a inducdo ou repressdo da
transcricdo de genes especificos. A via de sinalizagdo também inclui uma fosfatase que
desfosforila o regulador de resposta, retornando ao seu estado nao estimulado, onde
mais uma vez pode responder a um novo sinal. Tal fosfatase pode ser a propria histidina

quinase, o regulador de resposta ou outra proteina (White, 2000).



Assim sendo, de acordo com Stock et al. (2000), a via de transducdo de sinal

envolve trés reagoes de fosfotransferéncia:

1. Autofosforilagao: HK-His + ATP << HK-His~P + ADP
2. Fosfotransferéncia: HK-His~P + RR~Asp < HK-His + RR-Asp~P
3. Desfosforilagao: RR-Asp~P + H,O <> RR-Asp + P;

As proteinas HK sensoras podem se localizar na membrana celular, contendo um
sensor extracelular ou podem estar no citoplasma, contendo um sensor intracelular
(Bourret et al., 1991). Porém, ¢ mais usual estarem presentes na membrana, enquanto as
proteinas reguladoras de resposta, no citoplasma.

Em um sistema “simples” de dois componentes, a histidina quinase e a
reguladora de resposta sdo proteinas separadas. Em eucariotos, as histidinas quinases
sdo “hibridas”, o que significa que ambos HK e RR estdo contidos em um tnico
polipeptideo. Tal sistema hibrido requer um passo adicional de fosforilagdo através de
uma unidade de fosfotransferéncia (HPt) e uma segunda RR. O dominio HPt pode ser
parte da proteina hibrida HK ou uma proteina separada (Catlett et al., 2003).

Catlett et al. (2003) realizou uma extensa analise comparando regides
conservadas (fosfoaceptor e dominio de ligagao ao ATP) de histidina quinases putativas
presentes no genoma de diferentes fungos patogénicos. Os genomas das leveduras
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe e Candida albicans
apresentaram uma, trés e trés HKs, respectivamente. Em contraste, a analise do genoma
dos fungos filamentosos Neurospora crassa, Cochiliobolus heterostrophus, Giberella
moniliformis e Botryotinia fuckeliana revelou que eles codificam uma extensa familia
de proteinas do sistema de dois componentes. O autor agrupou as HKs em onze
diferentes classes, como demonstrado na Figura 1, e concluiu que o grande nimero de
HKSs encontrado sugere extensivo cross talk ou redundancia entre histidina quinases.

Juntamente com a ETRI1 de Arabidopsis, Slnl de S. cerevisiae foi uma das
primeiras histidina quinase sensoras descobertas em eucariotos, modulando resposta ao
estresse osmotico nessa levedura (Santos & Shiozaki, 2001). SInl é uma histidina

quinase hibrida e a inica que possui um dominio transmembrana (Figura 1).
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Figura 1: representacdo esquematica dos 11 grupos de histidina quinases existentes em fungos
e seus componentes. Modelo extraido de Catlett et al. (2003), com modificagdes.

A proteina ¢ organizada em quatro regides distintas: (i) regido N-terminal contendo dois
dominios transmembrana separados por uma al¢a, em contato com o periplasma; (i)
uma regido de ligacdo; (iii) o dominio histidina quinase; e (iv) um dominio receptor
(Hohmann, 2002).

Sob condi¢des normais (baixa osmolaridade), SInl autofosforila um residuo de
histidina em seu dominio catalitico. O grupo fosforil ¢ entdo transferido para um residuo
de aspartato no dominio receptor e subseqiientemente para um residuo de histidina em
Ypdl, uma unidade de fosfotransferéncia (HPt). Por fim, o grupo fosforil em Ypdl ¢
transferido para um residuo de aspartato do dominio receptor de Sskl, uma proteina
reguladora de resposta, completando a fosfotransferéncia His-Asp-His-Asp (Santos &
Shiozaki, 2001). O sistema de fosfotransferéncia Slnl-Ypd1-Sskl ¢é responsavel por
regular a resposta ao estresse osmotico por meio da cascata de sinalizagdo HOGI1
MAPK (High Osmolarity Glycerol - mitogen-activated protein kinase). Essa ¢ uma das
principais vias de transdu¢do de sinais capaz de perceber o estresse osmotico e gerar

uma resposta transcricional para a adaptagdo das células. Esta via foi descrita pela

11



primeira vez em S. cerevisiae ¢ ¢ relacionada a sinalizacdo e adaptagdo ao estresse,
viruléncia e formagao da parede celular (Roman et al., 2007).

A cascata de sinalizagdo MAPK consiste de Hogl MAPK, Pbs2 MAPK quinase
(ou MAPKK) e as MAPKK quinases Ssk2 e Ssk22 (ou MAPKKK). Como mencionado
anteriormente, sob condi¢des normais de osmolaridade, Ssk1 ¢é fosforilado, tornando-se
inativo e incapaz de ativar a cascata Hogl MAPK. Quando a osmolaridade extracelular
cresce, Slnl ¢ inativada. Consequentemente, a forma ndo fosforilada de Sskl se
acumula e ativa Ssk2 e Ssk22 MAPKKKSs, estimulando a via Hogl. Estes MAPKKKSs
se autofosforilam e ativam o Pbs2 MAPKK. Pbs2 por sua vez fosforila Hogl MAPK, o
qual ativa a expressao de genes envolvidos na sintese de glicerol e resposta ao estresse.
O aumento da osmolaridade intracelular causada pelo acimulo de glicerol impede a
perda de agua da célula em ambiente com alta concentragdo osmotica. Essa cascata ¢
essencial para microrganismos patogénicos por garantir sua sobrevivéncia e proliferagao
em hospedeiros susceptiveis (Blomberg & Adler, 1989; Maeda et al., 1995; Santos &
Shiozaki, 2001; Bahn et al., 2006; Liu et al., 2008; Kramer et al., 2009). Em fungos
filamentosos, duas classes de histidina quinases estdo envolvidas com resposta a
estresse osmotico: grupo I1I e grupo VI (Motoyama et al., 2008).

Ypdl pode transferir seu grupamento fosforil para um segundo regulador de
resposta, Skn7, cuja fun¢do ¢ independente da cascata Hogl MAPK. A proteina Skn7
possui um dominio de ligagdo ao DNA, podendo atuar como fator transcricional. O
estimulo fisioldégico no qual Skn7 ¢ funcional aparentemente ndo ¢ a mudanca na
osmolaridade, apesar de tal fato ndo ter sido claramente demonstrado. Linhagens de
leveduras deficientes em Skn7 ndo mostraram alteracdo na resposta ao estresse
osmotico, mas foram sensiveis a peroxido de hidrogénio, relacionando a fungao de Skn7
no estresse oxidativo (Santos & Shiozaki, 2001).

A caracterizagdo do sistema de dois componentes em fungos mostrou seu
envolvimento em diversas fungdes como: formacao da parede celular, patogenicidade,
dimorfismo, adaptacdo ao estresse osmoético e oxidativo, diferenciagdo celular,
resisténcia a antimicrobianos, reproducdo sexual e diferenciagdo morfologica
(Nagahashi et al., 1998; Deschenes et al., 1999; Ostrander & Gorman, 1999; Clemons et
al., 2002; Ma & Michailides, 2005; Motoyama et al., 2005; Bahn et al., 2006; Nemecek
et al., 2006; Brown et al., 2007; Jones et al., 2007; Klein & Tebbets, 2007; Motoyama et
al., 2008; Szeto et al., 2008).
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Sinl ¢ a unica histidina quinase em S. cerevisiae ¢ sua atividade é essencial para
a sobrevivéncia. Delecao de SInl causa desrepressao da via HOG, resultando em morte
celular (Maeda et al., 1994). Curiosamente, o mesmo efeito ndo foi observado em C.
albicans. Mutantes sinl de C. albicans foram capazes de crescer normalmente e formar
hifa. Contudo, apresentaram baixo crescimento em presenga de altas concentragdes de
NaCl (1,5 M). Tal resultado demonstra que SInl em C. albicans nao € essencial para
sobrevivéncia devido a presenca de outras proteinas, possivelmente histidina quinases,
para a adaptagdo a altas concentracdes osmoticas (Nagahashi et al., 1998). Além disso,
Sinl tem fun¢do essencial no processo de patogenicidade de C. albicans (Yamada-
Okabe et al., 1999).

A andlise das sequéncias de genomas de diversos animais, inclusive o homem,
ndo identificou qualquer sistema de fosfotransferéncia como o da histidina quinase. O
envolvimento de HKs em importantes processos fisioldgicos e sua auséncia em animais
faz a via de sinalizagdo de dois componentes um alvo atrativo para agentes
antimicrobianos (Catlett et al., 2003). Trés grupos de fungicidas (phenylpyrroles,
dicarboximides e hidrocarbonetos aromaticos) possuem como alvo a via de sinalizagdo
HOG, diretamente relacionada com a classe Il e VI de HKs (Motoyama et al., 2008).
Tal fato ¢é reforcado pela elevada resisténcia a fungicidas juntamente com
osmosensibilidade de mutantes HOG (Zhang et al., 2002).

O sistema de dois componentes ¢ um sistema de sinalizagdo que permite a
integragdo de multiplos sinais ambientais em uma via unica de resposta, influenciando
diversas caracteristicas em fungos patogénicos. Seu papel no processo de
patogenicidade em fungos fitopatogénicos ainda ndo foi claramente elucidado,
tornando-se assim um campo promissor de estudo. Até o presente trabalho ndo foi

descrito ainda qualquer histidina quinase no fungo Colletotrichum lindemuthianum.

2.4. Producdo de melanina em Colletotrichum e sua associa¢gdo com 0 processo

de infeccéo

Diversos estudos com Magnaporthe grisea e Colletotrichum sp. indicam que o
apressorio estd envolvido diretamente no processo de penetracdo por exercer uma
pressdo mecanica na superficie foliar. O desenvolvimento do apressorio ¢ subdividido

em trés diferentes estagios: diferenciacdo, maturacdo e fungdo. A etapa de maturagdo
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esta envolvida com mudangas bioquimicas e biofisicas na parede celular do apressorio,
a qual adquire uma coloragao escura por resultado da biossintese de uma densa camada
de melanina ao seu redor (Veneault-Fourrey et al., 2005).

Melaninas sdo macromoléculas de alta massa molecular formadas pela
polimerizacao oxidativa de compostos fendlicos ou inddlicos resultando em pigmentos
de coloracdo marrom ou preta, embora outras cores ja tenham sido observadas. Sao
produzidas por uma grande variedade de organismos, incluindo bactérias, fungos,
plantas e animais. Nao ¢ possivel fazer uma rigorosa definicdo da melanina, porque as
técnicas bioquimicas e biofisicas atuais sdo incapazes de fornecer a completa estrutura
deste polimero, devido ao seu grande tamanho, insolubilidade em meio aquoso ou em
solventes organicos e a sua heterogeneicidade, sendo impossivel de analisar por estudos
cristalograficos (Casadevall et al., 2000; Nosanchuk et al., 2003). A melanina nao ¢é
apenas uma substancia, € sim um grupo de diversas substancias com propriedades
similares e que estdo fortemente ligados com o processo de infeccdo de diversos fungos
fitopatogénicos (Langfelder et al., 2003). Além de contribuir para a viruléncia do
patégeno reduzindo sua susceptibilidade a mecanismos de defesa do hospedeiro e a
drogas anti-fungicas (Taborda et al., 2008).

Os dois tipos mais importantes de melanina sio DHN-melaninas ¢ as DOPA-
melaninas. As DHN-melaninas sao assim denominadas porque um dos intermediérios
da sua via sintética ¢ o 1,8-dihidroxinaftaleno (Figura 2). Da mesma forma, as DOPA-
melaninas, recebem este nome por terem como precursor a L-3,4- dihidroxifenilalanina
(DOPA) (Langfelder et al., 2003). Ambos os tipos estdo associados com a
patogenicidade (Perfect et al., 1998). Existem diferentes vias onde a melanina pode ser
sintetizada, mas microrganismos produzem esse pigmento predominantemente via
tirosinases, lacases, catecolases e policetideo sintase (PKS), sendo essa ultima mais
comum em Colletotrichum. Pigmentos derivados dessa via sdo geralmente pretos ou
marrons ¢ referidos como DHN-melaninas (Taborda et al., 2008; Nosanchuk &
Casadevall, 2003). A sintese das DHN-melaninas se inicia com a formacao do 1,3,6,8-
tetrahidroxinaftaleno pela enzima policetideo sintase (PaPKS1). Este produto ¢ entdo
reduzido para scitalone por uma redutase. Scitalone é desidratado pela scitalone
desidratase em 1,3,8-trihidroxinaftaleno, o qual ¢ reduzido até vermelone. Essa ltima ¢
desidratada até 1,8-dihidroxinaftaleno, sendo entdo polimerizado para formar a
melanina por um processo ainda ndo elucidado completamente (Figura 2) (Eliahu et al.,

2007; Coppin & Silar, 2007 e Langfelder et al., 2003).
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Outras classifica¢des sdo aplicadas as melaninas, sendo estas também divididas
em trés grupos, as eumelaninas, as feomelaninas e as alomelaninas (Bilisnka, 1996). As
eumelaninas sdo pigmentos negros ou marrons, geralmente insoliveis, formados por
complexos processos de polimerizagdo envolvendo quinonas e radicais livres
(Hamilton, 2002). As feomelaninas sdo pigmentos de cores mais claras como vermelho
ou amarelo, podem ser obtidas de maneira semelhante as eumelaninas, mas cujos
precursores sdo a tirosina e a cisteina (Bilisnka, 1996; Riley, 1997; Hamilton, 2002). As
alomelaninas sdo formadas a partir da polimerizagdo oxidativa de substratos fendlicos
como catecol (Bilisnka, 1996).

Desde 1960 sabe-se que melaninas estdo presentes em fungos. Mais
recentemente foi descoberto o seu importante papel na patogenicidade de fungos. Em
fitopatogenos como Colletotrichum langenarium e M. grisea, as melaninas sdo
essenciais para a infectividade, porque sdo elas que permitem que o apressorio exerca
grande pressdo para penetrar na superficie foliar (Money & Howard, 1996). Em M.
grisea essa pressao foi calculada como equivalente a 8 MPa (Howard et al., 1991).

Thines et al. (2000) descobriram que essa pressdo gerada pelo apressorio de M.
grisea ¢ devido a sintese e acimulo de glicerol em concentragdes maiores do que 3.0 M,
derivado de glicogénio e lipidios. O glicerol ¢ retido no apressorio devido a camada de
melanina na sua parede, que retarda o efluxo do glicerol durante a pressao de turgor. O
acimulo do glicerol ¢ dependente da quebra de glicogénio e lipidios como o
triacilglicerol numa rota metabdlica regulada pela proteina quinase A (PKA). O
apressorio ¢ completamente melanizado, exceto pelo poro existente na regido que fica
em contato com o hospedeiro. A auséncia de melanina nessa regido do poro no
apressorio permite a liberagdo de enzimas que degradam a parede celular, facilitando a
penetragdo (Howard & Valent, 1996). Interessantemente, existe auséncia de
pigmentacao nas hifas de infeccdo que colonizam as células da planta (Taborda et al.,

2008).
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Figura 2: Representagdo esquematica da via biossintética da DHN-melanina, extraido de Eliahu
et al., 2007, com modificagdes. PKS! (policetideo sintase) inicia a rota convertendo Acetil-Coa
ou Malonil-CoA em 1,3,6,8 — tetrahidroxinaftaleno. Passos dois e quatro sido realizados por uma
enzima redutase, e passos trés e cinco sao realizados por uma enzima desidratase. O passo seis ¢
realizado pela enzima lacase, que oxida o 1,8 — dihidroxinaftaleno no passo final da biossintese
da melanina (Tsuji et al., 2001).

Em Colletotrichum ainda nao foi desvendado como a pressdo de turgor ocorre,
mas o papel essencial da melanina no processo de penetragao ¢ reforcado pela perda de
patogenicidade de mutantes de C. lindemuthianum deficientes na pigmentagdo, como
descrito por Veneault-Fourrey et al. (2005). Perpetua et al. (1996) observaram que a
biossintese de melanina é essencial para a penetragdo do C. lagenarium no hospedeiro.
O mutante 9141 (Thr-) deficiente na producdo de melanina foi incapaz de converter
1,3,8-trihidroxinaftaleno em vermelone na via biossintética da melanina. Tal mutante
formava apressorios ndo melanizados e tinha baixa infectividade nas folhas.

Em C. lagenarium foram identificados trés genes envolvidos na via biossintética
da melanina: PKS1, THRI e SCD1. Takano et al. (1995) obtiveram um mutante Pks nao
patogénico de C. lagenarium que apresentava pigmentacao reduzida quando comparado
com o isolado selvagem e apressorios ndo melanizados. O mutante foi incapaz de
produzir  policetideo  sintase, que converte Malonil-CoA em 1,3,6,8—
tetrahidroxinaftaleno. Os mesmos autores, em 1997, transformaram esse mutante com o
gene PKSI de Alternaria alternata, recuperando sua capacidade de produzir apressorios
melanizados e consequentemente sua capacidade de penetragdo. O gene THRI codifica
a T3HN redutase envolvida na conversdo de 1,3,8-trihidroxinaftaleno em vermelone
(Perpetua et al., 1996) e o gene SCD/ codifica a scitalone desidratase que catalisa a
conversdo de scitalone em 1,3,8- trihidroxinaftaleno na via biossintética da melanina
(Kubo et al., 1996).

Um mutante de C. [lindemuthianum, obtido por mutagénese insercional,

apresentou coloragdo mais clara do que o tipo selvagem e incapacidade de induzir
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sintomas no feijoeiro. Exames microscopicos mostraram a formacdo reduzida de
apressorios ¢ de melanizacdo. Analises moleculares desse mutante indicaram a
interrup¢do do gene clapl, que codifica uma putativa ATPase transportadora de cobre.
A complementacdo do mutante com o alelo clap! do tipo selvagem restaurou ambas a
patogenicidade e a pigmentagao (Parisot et al., 2002).

Santos et al. (2006) isolou um mutante de C. lindemuthianum (isolado A, 2-3 da
raca 89), utilizando a técnica REMI (Integragdo Mediada por Enzima de Restri¢do).
Ap0s a selecdo dos transformantes foi observado que um dos mutantes, denominado
LVSal apresentava deficiéncia na produ¢do de melanina. Santos et al. (2007) verificou
que os apressorios desse mutante ndo apresentavam a camada de melanina normalmente
observada e folhas de feijoeiro inoculadas com os conidios desse mutante apresentaram
elevada reducdo dos sintomas caracteristicos da antracnose. Foi comprovado, por meio
de hibridizacdo, que ocorreu uma integracao Unica do plasmideo pSM1 no genoma do
fungo. Parte do plasmideo inserido no genoma foi recuperado juntamente com as
regides que o flanqueiam e que correspondem ao gene de patogenicidade. Os
plasmideos recuperados foram seqiienciados e a andlise das seqiiéncias de aminoacidos
ndo mostrou similaridade significativa com nenhuma proteina presente no banco de

dados do NCBI.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Genética Molecular de
Microrganismos do Departamento de Microbiologia, localizado no Instituto de
Biotecnologia Aplicado a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de

Vicosa, Vigosa, Minas Gerais.

3.1. Microrganismos e condic¢des de cultivo

Os experimentos foram realizados com o fungo C. lindemuthianum raga fisiologica
89, isolado A, 2-3, coletado no noroeste de MG (Lagoa Formosa) e cedido pelo Prof.
Everaldo Gongalves de Barros do Laboratério de Genética Molecular de Plantas,
BIOAGRO, Universidade Federal de Vigosa, Brasil-MG. Foi utilizado também o
mutante com deficiéncia parcial na produ¢do de melanina LVSal, obtido pela
transformagdo da linhagem selvagem com o plasmideo pSM1 empregando a técnica
REMI (Santos et al., 2006). Para o ensaio de patogenicidade foi utilizado o cultivar de
feijoeiro susceptivel Rosinha. Os fungos foram cultivados € mantidos em meio BDA
enriquecido (pH 6,8, composto do caldo de 250 g de batata cozida enriquecido com 1 %
de glicose, 0,2 % de extrato de levedura, 0,2 % de peptona, 0,15 % de caseina
hidrolisada, 1,5 % de agar) e incubados a uma temperatura de 22 °C. Para a manutengao
do mutante foi utilizado o meio BDA acrescido de 80 pg/ml de higromicina B.

Também foram utilizadas as linhagens bacterianas E. coli LE392 (Promega®) e
Esherichia coli DH5a (Stratagene®), pertencentes a Bacterioteca do Laboratério de
Genética Molecular de Microrganismos da Universidade Federal de Vigosa, as quais
encontam-se estocadas a -80 °C em glicerol 40 %. O estoque das bactérias
transformantes obtidas nesse trabalho também foi mantido nas mesmas condigdes.
Quando necessario, essas linhagens foram ativadas a 37 °C por esgotamento em meio

de cultura LB (Luria-Bertaini).

3.2.  Triagem do gene de patogenicidade a partir do banco gendmico de C.

lindemuthianum

Para a triagem do gene de patogenicidade foi utilizado o banco gendomico de C.
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lindemuthianum construido a partir do Lambda EMBL3/BamHI Vetor Kit ¢ que
encontra-se armazenado a 4 °C (Soares, 2007). Foi utilizada a metodologia descrita por
Benton & Davis (1977), de hibridizagdo de DNA em placas de lise, a partir do banco
gendmico de C. lindemuthianum construido no fago AEMLB3 e da linhagem bacteriana
E. coli LE392 (Promega®). Para a triagem do banco foi utilizado como sonda o
plasmideo pRescue24, recuperado do genoma do mutante e que contém parte do gene
interrompido (Santos et al., 2006). As placas de lise foram tranferidas para membranas
de nailon (Duralon-UV Membranes, Stratagene). As sondas foram marcadas a frio
utilizando o kit “AlkPhos Direct Labeling and Detection Systems with CPD-Star” (GE

Healthcare®), e a hibridizagao foi realizada conforme instrugdes do fabricante.

3.3. Extracéo de DNA dos fagos recombinantes e hibridizacéo

A extracdo de DNA dos fagos recombinantes positivos isolados do banco foi
feita a partir das placas de lise resultantes de células de E. coli LE392 infectadas com os
fagos, utilizando o método PEG/NaCl descrito por Sambroock et al. (1989). Os fagos
obtidos foram confirmados por reagdo de PCR usando os oligonucleotideos alblF e
alblR (Tabela 1), construidos com base na sequéncia presente no plasmideo pRescue24.
O DNA dos fagos obtidos foi clivado com as enzimas de restricdo Clal, HindIll, Kpnl,
Notl e Sall e separado por eletroforese em gel de agarose. Os fragmentos de DNA foram
transferidos para membranas de ndilon (Duralon-UV Membranes, Stratagene) por
capilaridade, utilizando SSC 10X (Sambrook et al., 1989). A hibridizacdo foi feita
utilizando as mesmas condi¢des da triagem (Southern, 1975). Como sonda foi utilizado

também o plasmideo pRescue24 (Santos et al., 2006).

3.4. Clonagem do gene de patogenicidade isolado

Apo6s a andlise do resultado da hibridizagdo, o DNA dos fagos recombinantes
positivos foi clivado com as enzimas de restricdo citadas no item anterior e o0s
fragmentos de interesse foram purificados utilizando o “GFX™ PCR and Gel Band
Purification Kif” (Amersham Bioscienes®), e clonados no vetor pBluescript KS'.

Alternativamente, foi utilizado a técnica de iPCR (PCR inverso) utilizando os
oligonucleotideos Cliperl, Clipcr2 e Cliper3 (Tabela 1), desenhados a partir da

sequéncia presente do plasmideo recuperado pRescue24. O DNA dos fagos
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recombinantes isolados foi digerido com a enzima de restrigdo BamHI, que apresenta
sitio de clivagem no interior da sequéncia onde os oligonucleotideos foram desenhados,
e os fragmentos totais foram ligados com a enzima T4 ligase (Promega®). O produto da
reacdo de ligacdo foi utilizado como molde para a reacao de PCR. Para esta reagao de
amplificacio foi utilizada a Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity
(Invitrogen®), de acordo com as instrugdes do fabricante. Os fragmentos amplificados
foram clonados no vetor pPGEM-T Easy, utilizando o Kit pGEM®-T Easy Vetor System
(Promega®).

As reagdes de ligagdo de ambas as técnicas foram utilizadas para transformar
células ultra competentes (Inoue et al., 1990) de E. coli DH5a (Sambroock et al., 1989)
e o DNA plasmidial foi extraido e purificado utilizando o “GeneJET™ Plasmid

Miniprep Kit” (Fermentas Life Sciences®).

3.5. Obtencéo da sequéncia completa do gene sIinCl1

Os clones identificados tiveram suas sequéncias obtidas pelo método de
terminacdo da cadeia por dideoxinucleotideos (Sanger, 1977), utilizando o kit
“BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing”. O sequenciamento foi realizado pela
empresa Macrogen, localizada em Seoul, Coréia do Sul (http://dna.macrogen.com),
utilizando o sequenciador automatico Applied Biosystems 3730x1 DNA analyzer.

Os oligonucleotideos especificos (Tabela 1) para o sequenciamento completo do
gene s/nCll foram desenhados utilizando o programa primer3 (Rozen & Skaletsky,
2000).

A busca por seqiiéncias homologas foi realizada no banco de dados do National
Center for Biotechology Information (NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando-
se o programa BLAST (Altschul et al., 1997). A busca por introns putativos foi feita
manualmente por compara¢do com regides consenso e com a analise do BLAST.

O programa DNAMAN foi utilizado para obter a proteina deduzida da
sequéncia. Para a identificacdo e andlise das regides transmembrana foi utilizado o
programa baseado no método de predicdo TMHMM do modelo de Markov (Krogh et
al., 2001).
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Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados nesse trabalho.

Nome Sequéncia 5°-3’ Finalidade

T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG Sequenciamento

T7 GTAATACGACTCACTATAGGGC Sequenciamento e
amplificacdo de sonda

MI13F GTTTTCCCAGTCACGAC Sequenciamento

MI13R CAGGAAACAGCTATGAC Sequenciamento

SP6 ATTTAGGTGACACTATAG Sequenciamento

pIS2T3 GGACTTGAGCACACCGTTTT Sequenciamento

pIS2T7 ATGGGCTGAGAAGACGAAGA Sequenciamento

pHSAT3 GGAGCGAATGAGGGTATTCA Sequenciamento

pHSAT7 CCAGCGCAACCTTGAAAGTA Sequenciamento

histsp6 CCCTATGGTCCTCAACGAAA Sequenciamento

histT7 GCCTTTTTGCTGATTTCGAG Sequenciamento

alblF CTGGCGATGGTGTCTGACT PCR

alblR CTTTCTTGCACGCCAGTTTT PCR e amplificagao da
sonda

Clipcrl GCTCCCCGTCATAGTCTGAT iPCR

Clipcr2 GGTCTGGACGGGAATCATC iPCR

Clipcr3 ATGGGCTGAGAAGACGAAGA iPCR

3.6. Analise filogenética do gene sInCl1

Para a andlise de reconstrucdo filogenética do gene s/nClI, foram usadas
sequéncias de nucleotideos do mesmo gene pertencentes as diferentes classes de fungos
e de outros grupos de histidina quinases ja depositadas no banco de dados do GenBank
(NCBI). O programa Clustal W (Thompson et al., 1994) foi utilizado para o
alinhamento da sequéncias, sendo que algumas corre¢des foram feitas manualmente de
acordo com Tamura et al. (2007), utilizando o programa MEGA 4.0. Os organismos
utilizados e seus numeros de acesso ao banco de dados do NCBI sdo: Alternaria
brassicicola AY700098; Aspergillus clavatus XM 001268127, XM 001273136.1;
Aspergillus  fumigatus XM 745820, XM 001481590.1; Aspergillus nidulans
ABO036054.1; Botryotinia fuckeliana AY456054.1, Y456061; Candida albicans
XM 711910; Cochliobolus heterostrophus AY456009, AY456004, AY456005,
AY456008.1, AY456020, AY456006; Clavispora lusitaniae EF157662; Gibberella
moniliformis AY456046, AY456035, AY456034, AY456049, AY456038, AY456039,
AY456037.1; Neurospora crassa XM 959477, XM 959672, DQ128077, BK004088;
Neosartorya fischeri XM 001258143; Penicillium marneffei XM 002143307.1;
Talaromyces stipitatus XM 002479605.1.
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A fim de avaliar a qual grupo de histidina quinases pertence SInCll foram
utilizados dois métodos de reconstrucao: Neighbour joining (NJ) e Maxima parcimonia
(MP). As éarvores de NJ foram obtidas utilizando o programa MEGA 4.0 (Tamura et al.,
2007) e bootstrap com 5000 replicagdes. As arvores de MP serdo obtidas utilizando o
programa PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002) por meio de uma busca heuristica utilizando
o algoritimo SPR (Subtree Pruning and Regrafting), utilizando bootstrap com 1000
replicagdes. Apods obtencdo das arvores com os diferentes métodos, elas foram
topologicamente comparadas, para verificar se sdo ou ndo significativamente diferentes,

de modo a obter uma arvore consenso.

3.7. Inativagdo do gene sInCl1

A inativagdo do gene s/nCll de C. lindemuthianum foi realizada por meio da
integracao e interrupcao do gene pelo plasmideo pIS2, obtido no item 3.4 e que carrega
parte da regido promotora e 256 nucleotideos da regido inicial do gene clonados no
vetor pBluescript KS'.

O isolado da raga 89 foi cultivado em meio BD por cinco dias a 22° C sob
agitacdo constante a fim de obter massa micelial. Para a técnica de transformacao,
aproximadamente 3g de micélio foram adicionados ao estabilizador osmético KCl1 0,8M
(pH 5,8), preparado em tampao fosfato 10mM, e acrescidos da enzima Lysing Enzymes
de Trichoderma harzianum (SIGMA®), na concentragdo de 15 mg/ml e BSA na
concentragdo de 10 mg/ml e misturados sob leve agitagdo a 30° C durante
aproximadamente 3 — 4 horas. Os protoplastos obtidos foram lavados, respectivamente,
com ST (Sorbitol 1M, Tris HCI 10mM) e STC (Sorbitol 1M, Tris HCI 10mM, CaCl, 50
mM). A transformagao foi realizada com a adi¢do a suspensdo de protoplastos obtidos a
5 pg do plasmideo pIS2, 5 pug do plasmideo pSMI1, o qual codifica resisténcia a
higromicina (Poggeler et al., 2003) ¢ PEG 6000 (concentragao de 25%) preparado em
em STC. Os protoplastos transformados foram colocados para regenerar em meio BDA
enriquecido contendo sacarose (0,56 M) como estabilizador osmdtico e incubados a
22°C por aproximadamente 18 horas. Em seguida, foi adicionado 5 mL de meio BDA
semi-s6lido contendo higromicina na concentracdo final de 100 pg/mL, para a sele¢do
dos transformantes. As placas foram incubadas novamente a 22°C até o aparecimento
das coldonias dos transformantes. Os transformantes resistentes a higromicina foram

posteriormente purificados pelo isolamento monosporico.
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3.8. Caracterizacdo molecular do transformante

3.8.1. Obtencado de massa micelial

Conidios do isolado da raga 89 de C. lindemuthianum ¢ do mutante obtido foram
inoculados em placas de Petri contendo meio BD e incubadas a 22 °C durante 4 dias.

Apos incubagdo, o micélio foi coletado, lavado e congelado em nitrogénio liquido.

3.8.2. Extracdo de DNA total

A extracdo de DNA total do isolado selvagem e do mutante foi realizada de
acordo com Spetch (1982). O micélio obtido e congelado com nitrogénio liquido foi
macerado em almofariz até a obten¢@o de um p6 fino. Aproximadamente 400 mg foram
transferidos para microtubos (1,5 mL) contendo 0,4 mL de solu¢do de extragdo (Tris-
HC1 50 mM pH 8; SDS 2 %; EDTA 20 mM; NaCl 150 mM), previamente aquecido em
banho-maria a 70 °C. O homogeneizado foi deixado no banho-maria a 70 °C por 15
minutos. Na etapa seguinte, foi adicionado a cada microtubo 350ul. de acetato de
potassio 5 M, homogeneizado e deixados em gelo por 30 minutos. Os tubos foram
centrifugados a 12000 g por 10 minutos e a fase aquosa transferida para novos tubos.
Foi feita duas etapas de desproteinizagdo, uma vez em fenol:cloroféormio ¢ uma vez em
cloroféormio. A fase aquosa foi misturada com igual volume de isopropanol e deixada a -
20 °C por aproximadamente 2 h no gelo. Apos centrifugagdo a 12000 g por 10 minutos,
o pellet foi lavado com etanol 70 % e colocado para secar a temperatura ambiente. O
precipitado foi ressuspendido em &agua ultrapura e tratado com RNase para uma

concentragdo final de 50 pg/mL.

3.8.3. Anélise da inativacao do gene por hibridizacao

Para confirmar se ocorreu realmente a inativagdo do gene s/nCl// no mutante
obtido foi utilizado como sonda um fragmento de aproximadamente 670 pb, resultante
da amplificagdo de parte da regido promotora e 256 nucleotideos do comego do gene.
Para isso, foram utilizados os oligonucleotideos T7 e albIR e o plasmideo pIS2 como
molde (tabela 1).

Aliquotas de 5 ug de DNA total do selvagem e mutante foram digeridos com a

enzima BamHI, que nao cliva o fragmento utilizado como sonda e HirndlIIl, que cliva
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uma vez. A determinagdo do padrao de clivagem da sonda foi feita utilizando programa
NEBcutter2.0 (Vincze et al., 2003). Os produtos da digestdio do DNA total foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8 %. Apos fracionamento dos fragmentos
de DNA, o gel foi mantido por 1 hora em solugdo de desnaturagdo (NaCl 1,5 M; NaOH
0,5 M), 1 hora em solucao de neutralizagao (NaCl 1,5 M; Tris-HCI pH 8.0 0,5 M), e o
DNA foi transferido para uma membrana de nailon (Duralon-UV'™- Stratagene®).
Apods a transferéncia, o DNA foi fixado a membrana utilizando o aparelho UV
Crosslinker UVC 500. A hibridizagdo ocorreu seguindo as condigdes para a

hibridiza¢ao e deteccao descritas no item 3.2.

3.9. Teste de patogenicidade

O ensaio de patogenicidade foi realizado de acordo com Dufresne et al. (1998),
utilizando o cultivar do feijoeiro Rosinha, que ¢ susceptivel a antracnose. Para triagem
inicial, folhas primarias, crescidas por dez dias a 23 °C, foram excisadas e colocadas em
placas de Petri contendo discos de papel de filtro embebidos em 4gua. Visando uma
maior produgdo de esporos, foi feita a inoculacdo dos conidios do transformante obtido
e do selvagem em vagem, seguida de incubacdo a 22 °C por dez dias. Uma suspensdo de
1,0 x 10° esporos/mL dos fungos foi inoculada na regido abaxial das folhas com o
auxilio de um pincel estéril. As placas de Petri serdo incubadas a 22 °C em camara com
16 horas diarias de luz (166 pE.s'.m™). Cada experimento teve trés repeticdes. Os

sintomas foram observados por dez dias para confirmar o fenétipo.

3.10. Determinacdo da osmosensibilidade e resisténcia a fungicidas do

mutante sInCI1

Para determinar a influéncia do gene s/nClI na resposta ao estresse osmotico, as
linhagens mutante e o selvagem foram cultivados em meio YGA (0,5 % de extrato de
levedura, 2 % de glicose e 1,5 % de agar) com alta concentracdo de agucares e sais e
incubadas a temperatura de 22 °C. Foram testados nesse trabalho: sacarose, glicose,
manitol, glicerol, arabinose na concentragdo de 1 M; KCI, NaCl e CaCl, na
concentragdo de 0,75 M. Para o teste de sensibilidade a fungicidas, os fungos foram

repicados em meio YGA suplementado com ipridiona e PCNB a 12,5 ppm.
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4. Resultados

4.1. ldentificacdo, isolamento e clonagem do gene sInCl1

No presente trabalho, o plasmideo pRescue24 foi utilizado como sonda no
isolamento do gene de patogenicidade inativado no mutante LVSal a partir do banco
gendmico de C. [lindemuthianum, construido no fago AEMLB3. Utilizando a
metodologia descrita por Benton & Davis (1977) de hibridizagdo em placas de lise,
foram isolados, apds a terceira triagem, quatro fagos denominados clA, cID, cIH e cll. O
DNA dos fagos foi extraido utilizando o método PEG/NaCl descrito por Sambroock et
al. (1989). Para confirmar se eles realmente carregam parte do gene de interesse, 0 DNA
extraido foi usado como molde na reagdo de amplificagdo com os oligonucleotideos
alblF e alblR (Tabela 1). Esses oligonucleotideos foram desenhados com base na
sequéncia do gene de patogenicidade interrompido presente no pRescue24, e
amplificaram um fragmento de 301 pb em todos os fagos isolados. Como controle
positivo da reagdo, foram utilizados o plasmideo pRescue24 ¢ o DNA do isolado A, 2-3
da raca 89 de C. lindemuthianum (material suplementar S1). Em seguida, o DNA dos
fagos foi clivado com as enzimas de restricdo Kpnl, HindIll e Sall, por estas
apresentarem sitios de restricdo no fago AEMLB3, permitindo que o inserto
correspondente ao gene de interesse fosse liberado em um tamanho menor, o que
facilitaria o processo de clonagem.

Os produtos da clivagem foram separados em gel de agarose 0,8 %, transferidos
para uma membrana de nailon e hibridizados, utilizando o plasmideo recuperado como
sonda (material suplementar S2 e S3). Com base no resultado da hibridizacdo, foram
purificados do gel quatro fragmentos de DNA que apresentaram resultado positivo: (i)
um fragmento de aproximadamente 2,6 kb, resultado da clivagem do fago cID com a
enzima Kpnl; (ii) um fragmento de tamanho estimado de 2,2 kb, resultado da clivagem
do fago cID com a enzima Sall; (iii) um fragmento de aproximadamente 3,2 kb,
resultado da clivagem do fago clH com a enzima Sa/l e (iv) um fragmento de tamanho
estimado de 3,6 kb, resultado da clivagem do fago cll com a enzima Sall. Esses
fragmentos foram clonados no vetor pBluescript KS', dando origem aos plasmideos
pDK1, pDS1, pHSI e pIS2. A andlise das sequéncias presentes nos plasmideos obtidos

apresentaram alta identidade com o gene que codifica a proteina sensora histidina
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quinase HHKS5/sInl em diversos fungos. Foi observado que a sequéncia presente no
plasmideo pRescue24 corresponde a regido promotora do gene da histidina quinase.
Esse resultado demonstra que o plasmideo pSM1 foi inserido na regido promotora do
gene que codifica a histidina quinase no mutantante LVSal de C. lindemuthianum
(Santos et al., 2006). A regido do gene recuperado por Santos (2007) corresponde a uma
porcao da regido promotora, situada a oitenta e trés pares de bases do ponto +1 da
traducdo. Curiosamente, todos os plasmideos obtidos continham apenas a regido
promotora e pequena por¢ao do comeco do gene.

Assim sendo, o DNA dos fagos clA, cID, clH e cll foi clivado com as enzimas
de restricdo Clal e Notl. Essas enzimas foram escolhidas apds o alinhamento da
sequéncia de nucleotideos do mesmo gene presentes em diversos fungos e andlise do
perfil de restrigio pelo programa Nebcutter (BioLabs®). Esperava-se assim, predizer
quais enzimas de restricdo ndo clivariam o gene de interesse, tentando dessa maneira
fazer a obteng¢do do gene completo. Os fragmentos totais foram separados em gel de
agarose 0,8 %, transferidos para uma membrana de ndilon e hibridizados (material
suplementar S4).

Com base no resultado da hibridizagao, foram purificadas do gel trés fragmentos
de DNA distintos que apresentaram resultado positivo: (i) um fragmento de
aproximadamente 3,9 kb, resultado da clivagem do fago clA com a enzima Notl; (i) um
fragmento de aproximadamente 3,4 kb, resultado da clivagem do fago cID com a
enzima Clal; (iii) um fragmento de aproximadamente 6 kb, resultado da clivagem do
fago clH com a enzima Clal. Esses fragmentos foram clonados no vetor pBluescript KS
, dando origem aos plasmideos pAN1, pDN1 e pHCI.

Alternativamente, a técnica de iPCR (PCR inverso) também foi utilizada no
isolamento de parte do gene que codifica a histidina quinase em C. lindemuthianum.
Para isso, foi utilizado como molde o DNA dos quatro fagos recombinantes isolados do
banco gendmico, clivados a enzimas de restricdo BamHI e os oligonucleotideos Clipcrl,
Clipcr2 e Cliper3 (Tabela 1). Essa enzima possui sitio de restricdo no interior de parte
da regido promotora usada como molde para a confec¢ao dos oligonucleotideos. Espera-
se dessa maneira, a amplificacdo apenas do gene de interesse e ndo da regido promotora.
Foram amplificados nos fagos clA, cID e clH um fragmento de DNA de tamanho
estimado de 2,2 kb. Como os fragmentos de DNA foram do mesmo tamanho, foi

purificada somente o fragmento amplificado usando o fago cID como molde, por esse
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estar mais intenso do que as demais. Esse fragmentos foi clonada no vetor pGEM-T

Easy, dando origem ao plasmideo pD3iPCR.

4.2.  Sequenciamento e caracterizacdo do gene sIinCl1

O sequenciamento dos plasmideos pANI1, pDNI1, pHC1 e pD3iPCR foi
realizado utilizando os oligonucleotideos descritos na tabela 1 e obteve-se a sequéncia
completa do gene que codifica uma histidina quinase, que faz parte da classe Slnl, em
C. lindemuthianum, e que foi denominado de s/nClI. A figura 3 mostra a regido
codificadora do gene, bem como as regides 5’ e 3’ que o flanqueiam. A sequéncia
marcada em cinza na regido promotora corresponde a porcdo do gene que foi
recuperada do genoma do mutante LVSal e utilizada como sonda para o isolamento do
gene completo. Ela esta localizada a oitenta e trés pares de bases do cédon de iniciag@o
ATG, que esta destacado em negrito. Dentro dessa regido foi encontrado o sitio CAAT-
box, que ¢ um cis-elemento consenso necessario para a correta e eficiente transcrigao de
um gene, e esta situado a 260 pb do inicio do gene.

Na andlise da sequéncia, foram encontrados 3 introns putativos interrompendo a
regido codificadora do gene s/nClI: (i) o primeiro contém 51 pares de bases e estd
localizado na posi¢ao de gene 1828-1879; (ii) o segundo possui 87 pares de bases ¢ esta
localizado na posi¢ao 2770-2854; e (iii) o terceiro intron possui 89 pares de bases e se
encontra na posi¢do 3310-3399 . Foram encontrados os sitios de splicing 5’GT e 3’AG
tipicos de sequéncias de introns em fungos (Kinghorn & Turner, 1992), representados
na figura 3 com letra mintscula e sublinhados.

O codon de parada foi encontrado na posi¢do 3781 e a andlise da proteina
deduzida da sequéncia revelou que ela possui 1184 aminodcidos. Utilizando-se a
ferramenta Blastp, foram capturadas sequéncias de proteinas histidina quinase SInl dos
fungos G. moniliformis (AY456037.1), B. fuckeliana (AY456054.1), C. heterostrophus
(AY456008.1) e A. nidulans (AB036054). Ela foram alinhadas por meio do programa
ClustalW (Thompson et al., 1994) a fim de se encontrar regides consenso (figura 4).
Com base no alinhamento, percebe-se que a proteina SInCll de C. lindemuthianum ¢

uma histidina quinase hibrida, ou seja, possui o0 dominio HK ¢ RR no mesmo peptideo,
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cctaccctgaccctggcttcgggcctgaacctcgtcttggtggacctctgatcccagctcttcccgecgegaatccactcccageggtecgttcatcttecttetectegetettegtettct
cagcccatttcgctccaccaactcgttcgccctccgecttcgaccgacatcgagaccattctectttcttgcacgccagttttcatctcatcgacgacccgacgatcttgeccttggecccgaat
ccccacgctcattacgatcctgtcgtccgecgaggtectetgecgtgaacactgggectecgetgctetggggggtygglEelit tcaacaacaaaacaacccttgeccagctgaaagaaggga
acgatttctgagattttgccgacatctcgcaacgcagccatcgaccgtcgctcaaaggcaaccgcgtgcccgagcgccatcccatcaacgcatccgaccacgacaccgccagtcagacacc
atcgccagcgaacgtcaacccgaggtggatccagcaacgaccggcagacgatgattcccgtccagaccacgccaggctccccgtcatagtctgatcgaaamGGCGTCAGGATAGCCATT
CGAGAGCAGCTCGCCTTCCTCGTGGTGATTGCTGTTCTCGTCGGCTTGATGATCCTGTCCGTCCCCGTCTGGATCTACGTCAACCAGTTCGTCACCCAGGTCGAGGGACGCGAGCTCGCCC
TCACTGCCTCGCTCAAGGCCTCGCGCATCTCCGCGGAGCTCGAGCTCGTCCAGACGAGCGGCATCACCATCTCGTCGAGAATCCTCATCCAGCAGTCCCTCTTCAACTTTTACGATGGCAA
CCAGGTCGACGCCAATTGGGTCGACGCCAGGAGCGACCTCGACAGCGCCCTGAGCGTGGGCGCCCTCACCGGCCTGCTCCAGGCCAGAATCTATTCCCGCAACACCACCGGCAACCCCTAC
GGCCTCGTCAACGTCACCGGCTCCAAAATCCCCGACATTGAGCTGCCCTACGGCGGCCCCGACGGCGGCAAGGTCTTCCTCTCCGATGTTCCTGGTGGGTACCCGCCCGACCTCTATCCGA
ACATCACCTACGAGGATCTCGGCCGCCAGAATCAGTATAGGAACAACACGCGGGCGTACGCTGCCAACGCGTTTCCCGGCGTTCGCATCTCCACCAACGGCGGGCTGCTGCTCGGCCCTAT
GGTCCTCAACGAAACAGCTGCGCTCATGTCCATCACCGTCCCGATCCGCGACAACAACCAGCAGGAGTTCATCGTCGGGTACATGACCATCATCGCCACGGCCAACTCCCTCATCGGCGTG
CGCAACTCCCGCGAGGGTCTCGGCGACACCGGCATCGTCCTCCTCGCCGGGCCGACGAATGCCTCCAACAGGTTTCCCGCCGAGCATCCCGTCAGCAACGCCACCTTTCTGCCCGATAGAG
ACTCCTCGAGCGAGGTGCCCGTGAAGTTCGTCCTGCCGCCGAATCCCCTGGACGGCCAGGCCGACAGACACAACGACCGGAGCTGGGAGAGCAGCAAGGACGACATGCCTTTCCCGATGAA
GGACTACCCGGCCATTTTCGATTCCTTTTCGAAACGATTCGTCTCTCCCAACAATTCGAGCTCGTTGCTGTCCACGCGCAACGAGCAGGGTCTCCCGGTCGCCGTGGGCTTCGCCAGGACC
AACACGGCCCTCGTCAACTGGACGGTCGTCGTCGAGCAGGCCAAGTCGGAGGCCGACGCCCCCATTGACACGCTGCGCAACATCATTCTGGGCTGCGTCTTCGGCACGGCGGGTCTCATCA
TCATACTCATCTTCCCCTGCGCCCACCTCAGCGTCATGCCCATCCGGAGGCTAAAGTCGGCGACGGAAAAGACGGTCCAGCCGCCGGGCTACGAGGACTCGGACTACGCAGACTTTGACGA
CGACGGGACCCCAGGCTCGGGCGCCATCTCGTCCCGGTCTCAGAGGTCGCGCAAAGACGGACTGGTCGCCGTCATCTACAAGATTGTCGGCTACAAACCGAGGGAGAAGGCGCCGTCCGAG
CACGATCGCGAATCGACACGTCGCATCTTCAAGATCCCCGGCAGGGTGGACGACCGCAAGCACTTTGTCACCGACGAGCTTACCGAGCTGACAGAGACGTTCAACGACATGAGCGACGAGC
TGTGCAAGCAGTACATCTCGCTGGACCAAAAGGTCCTCGAGCGCACGCGCGAGCTCGAAATCAGCAAAAAGGCCGCCGAGGCCGCCAACGAGAGCAAGACGCTCTTCATTGCCAACATATC
CCACGAGCTCAAGACGCCGCTCAACGGCATCCTGGGCATGTGCGCCGTCTGCATGGAGGAGGACGACATTCTCAGGATCAAGCAGTCTCTCAAGACGCTGTACAAGTCAGGTgtgtagtceg
ccccttgegtctceccggcttteccgeccctaacgacgacgcagGATCTGCTGCTCCACCTGCTCGAGGACCTCCTGAGCTTCTCCAAGAACCAGATCGGCCAGCAGCTCAACCTCGAAGAGA
GGGAGTTCCGCCTCGCCGACATCAGGTCGCAGATCCTGACCATCTTTGACAAGCAGGTCAGAGAGGGCAGGATCACGCTGACGGTCGAGTTCCTCAACTCTGAAGTCATCGAGCTGAGCAG
CAGCCCGGAGAGGAGGAGCACGGATACGCGACTGCCGGCTCTGGGCCCCCACGGCACAGGCAGGCTCAAGGACATGTGTCTCTGGGGCGACCAGCACCGCATCCTCCAGGTCATCATCAAC
CTCGTTAGCAACAGCTTGAAGTTCACGCCGGCAGGCGGCCGGGTCGACGTCCGCATCAAGTGCATCGGCGAGGTCGCGAGATGCCGGCCCCCAACGAGAACGGCAGCCGGTCGTCTTCCTTTT
CAAAGGAGTCTAGGAGACACGGCAGGTCGCGGCACCGCATCGGATCCAGCTCGACGCAGTCGGTCAGCTCCAAGGCCAACTCGACGACCGAGCCCGTCAAGGGCACCGCACTCTCCATCAA
CCCCCTGGAGCCCAAGTCGACGCCGCACATCCACGTCCGCGAACGGTCGCCCACGCCCCCGCCGCCGGGCGCAAAGTCGTACATCTTCGAGTTCGAGGTGGAGGACACGGGCCCGGGCATC
GCGGAGCACATGCAGCAAAAGGTTTTCGAGCCGTTCGTCCAGGGCGACCTCGGCCTGAGCAAGAAGTTTGGCGGGACGGGCCTGGGGCTGAGTATCTGCCACCAGCTGGCGACGCTCATGG
GCGGCTCCATCTCCTTGAGGAGCACCGTCGGCGTGGGCACCACCTTTAACATGCAGATACCGCTCAAGTATGTCAAGGACAGGTGCgttggccaagcagcagagtagccgaaccaactgag
aaacaatgctgaccaacgtagggcgtccagcacggcgtcgagcagcatcaagTCGCGGCCGCCCAGCGTGGACGTGGCGGACCCTTCAGAGCTCTCCCACAACCCCAAGCGCAACTCCGGG
GGGACCCCGTTGAAGCCGCAGGCCATCAAGCCCGCTGGCGAGACCACGGCCAAGACCCTGCTGGAGCAGCAGCCGCGGCTGGTCGGCATGAGCCAGCCCTTCTTCGCGTCCAACCCGGLGL
CCAAGGCGAAGCGGAGCACCAAAGAGCACATGGCGGCCATTGACGCGGCCATGGCGTCCAAGGGCGAAAAGGGCGGGCGGCTGCGGGTGCTCGTCGCCGACGACAACTCGACCAACATTGA
GGTGGTCAGCAAGATGCTCAAGCTCGAGGACGTGTGCGACGTGACGGTTGCCAAGGACGGACAGGAGGCGTACGACCTCGTCAAGGCCAACATGGACGTCAACCAGCGGTTGGACGTCATC
TTCATGGACATTCAGATGCCGgttgccaaggacggacaggagcgtacgacctcgtcaaggccaacatggacgtcaaccagcggttcgacgtcatcttcatggacattcagATGCCGAACCT
CGACGGGCTGCAGTCGACGAAGCTGATCCGCAAGATGGGCTACAAGGCGCCCATCGTGGCGCTGACGGCTTTTTCCGAGGAGAGCAACGTCAAGGAGTGCATCGAGAGCGGCATGGACGAG
TTCCTCAGCAAGCCCATCCGGCGGCCGGCGCTCAAGCAAGTGCTCAAGAAGTTTGCGACCATCCCGGAAGAGCCTGAGACGGCCAGCCTCACGCGCAAGACGACGCCCGAGCGACCCeeGL
CGGAGCACGCCAACGGCCCCGCGGGCCAGGTCTTTGGCGAAAAGGGCGACGCGATCGAGCCCAACGGCAAGGCACCGGCGCCACCGTCGLCCGCCGCCGTCGGAGCAGTACCTCTCGGAGAA
GGGGACGTGA

28



Figura 3: Sequéncia de nucleotideos do gene sInCl1, que codifica um histidina quinase em
Colletotrichum lindemuthianum. A regido codificadora de gene tem inicio com o codon de
iniciagdo ATG, destacado em caixa preta. A regido destacada em cinza na regido promotora
corresponde a regido recuperada do mutante LVSal. O cis elemento CAAT-box esta destacado
em preto. A regido codificadora do gene estd em letra maiuscula e a regido promotora do gene
em letra minuscula. Os introns entdo representados por letras minusculas e sublinhados, sendo
que as regides 5”’GT e 3’AG estdo destacadas em negrito.

e contém todas as regides tipicas conservadas em histidina quinases: as regides H-box,
N-box, Gl-box, F-box, G-box. No dominio H-box foi encontrado um residuo
conservado de histidina, destacado em negrito na figura 4, e esse corresponde ao sitio de
autofosforilacdo da histidina quinase quando esta recebe estimulo. Esse dominio
também ¢ o sitio de dimerizagdo da proteina e em C. lindemuthianum esta localizada
entre os aminodcidos 543-563. Nas regides 699-723, 796-814, 822-830 e 837-847 estdo
localizados os dominios conservados N, G1, F e G2 boxes, respectivamente. Os quatro
motivos N, D, F ¢ G boxes estdo envolvidos com ligagdo ao ATP e provavelmente
também na catalise e fosfotransferéncia (Wolanin et al., 2002). Na regido N-box foram
encontrados residuos conservados de asparagina e nas regides dos boxes Gl e G2,
residuos de glicina, que sdo caracteristicos desses dominios e estdo associados a sua
funcdo (Karniol & Vierstra, 2004). Os dominios de ligagdo ao ATP em HKs tem
homologia em sequéncia e estrutura com outras familias como topoisomerases tipo II
(como a DNA girase B), proteina de reparo MutL e a proteina heat-shock Hsp90. Estes
dominios formam uma familia com uma estrutura conservada de véarias a-hélices
empacotadas sobre uma face de uma folha 3 grande e, em sua maior parte, antiparalela,
formando uma alca que se fecha sobre a ligagdo de ATP.

Ao final da sequéncia de aminoécidos, na posi¢ao 1025-1097, foi encontrado o
dominio regulador de resposta, que é responsavel por receber o grupamento fosforil do
residuo de histidina presente no H-box. Ele ¢ fosforilado em um residuo de aspartato e ¢
responsdvel pela posterior transferéncia até Ypdl, uma unidade de fosfotransferéncia
(HPt), para completar a via de sinalizag¢ao por fosfotransferéncia His-Asp-His-Asp.

Sinl ¢ a unica das 11 classes de histidina quinase que possui dominios
transmembrana em sua proteina. Foi realizada uma andlise de predicdo de regides
transmembrana da proteina SInCll por busca de aminoacidos hidrofobicos com o
método TMHMM, baseado no modelo de Markov (Krogh et al., 2001). As regides
transmembrana compreendem os residuos de aminoacidos localizados nas posi¢des 9-33
e 396-420 e estdao destacados na figura 4, juntamente com as demais regides importantes

citadas.
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Regifio transmembrana Regifio transmembrana

33 396 420
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Gibberella MRIAIREQLAALVLLAVLI SLAVVSIPTWIYVNRFV LRNILLGTVFGTVGLIALLVIPCAHLSVLPI
Botryotinia MRIGIRLOLGLVVLVAALVPLIVLALATWENNYSFT LENILLACVEGTEGLILIVVIPMAHFSVRPI
Aspergillus MRVPIAVOLGLLVLLTALAGLAALATATWINNYNEY LRKIILACVEGTAGVIALLIPPLAHLSVAPI
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Gibberella FEFEVODTGPEI PEHMOOKVE EPFVOGD LGLSKKFGETGLELSICHOL
Botryotinia FSIEVEDTGEGIPEHLOERVEEEFVOAD LGLNREYGETGLEGLSICSOL
e LOFEVEDTGPGT POHLON RVEEPEVOGDLRLNRKYGETGLELSICSOL
FEEE e e FEFEVEDTGPGI PDHLHS K IFEFEVOGDLGL SEKEGETELGLETICSQL
.- ** ****** :8_ IR B | ****** * & t * kxkttk itttk *
o Dominio regulador de resposta e
Colletotrichum  VAKDGOEAYDLVEANMDVNQRLDVIFMDI-MPNLDGLOSTKLIREMGYKAPIVALTAF SEESNVKECIESGMDEFL
Gibberella TAKDGOEAY DLVEATHERNQAFDVIFMDVOMPNLDGLOS TRLIREMGY T SPIVALT AF SEESNVEECIDSGMDEFL
Botryotinia VAKDEOEAY DTVKQSMEEGKF FNLIFMDIOMPNLDGLOS TRLI REMGY SAATVALTAF AEE SNVKECYE SGMDHFL
Aspergilius VVKDGQEAY DT VEANMEEGKVEDLIFMDI QM PNLDGIE STRLIROMGC SAPTVALSAF SEDSNI EDCHN SGMOMET
cochliobolus VAKDGOEALDKVKE SMERQAPYNLIFMDVOM PNLDGLOS TRLIRQSGE SAPTVALTAY AEE SNVKECLDSGMDFFL
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SInCl1

Membrana plasmatica

699 723 820

Dominio Regulador de Resposta (RR)

1097 1025

Figura 4: (A) Alinhamento entre a sequéncia de aminoacidos deduzida do gene sInCI1 com
histidinas quinases SLN1 de outros fungos. As regides conservadas e outras regides
importantes foram destacadas em cinza. O residuo de histidina no H-box, sitio de
autofosforilagdo da proteina, foi destacado em negrito. Aminoacidos idénticos foram marcados
com asteriscos. (B) Representacio esquematica da proteina SInCI1 de C. lindemuthianum,
mostrando os dominios importantes para a fun¢do da proteina. Os numeros correspondem a
posicdo relativa da sequéncia de aminoacidos.
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Figura 5: Analise filogenética utilizando a sequéncia da proteina SInCl1. A arvore consenso
foi construida utilizando o programa MEGA 4.0. O método de reconstrugcdo adotado foi o
Neighbour joining, com bootstrap de 5000 replicagdes. Foram utilizadas as sequéncias de 28
organismos, de todas as classes de histidina quinases ja descritas e depositadas no banco de
dados do NCBI. Os numeros de acesso das sequéncias estdo presentes na arvore, apds o cddigo
de cada organismo: (Ab) Alternaria brassicicola, (Ac) Aspergillus clavatus, (Af) Aspergillus
fumigatus, (An) Aspergillus nidulans, (Bf) Botryotinia fuckeliana, (Ca) Candida albicans, (Ch)
Cochliobolus heterostrophus, (Cl) Clavispora lusitaniae, (Gm) Gibberella moniliformis, (Nc)
Neurospora crassa, (Nf) Neosartorya fischeri, (Pm) Penicillium marneffei, (Ts) Talaromyces
stipitatus.Os nomes das classes estdo indicados ao lado de cada agrupamento formado.
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Cattlet et al. (2003) agrupou as histidinas quinases em 11 classas distintas,
baseado em uma andlise filogenética derivada do alinhamento dos dominios
conservados dos sitios de ligagdo ao ATP e da regido fosfoaceptora. Foi realizada entdo
uma inferéncia para determinar se o gene sinC/I encontra-se filogeneticamente mais
proximo a classe das histidinas quinases SLN1 ou a alguma outra classe distinta.

Para isso, foi realizada uma busca no banco de dados do NCBI das sequéncias de
diferentes proteinas histidina quinase de todas as classes ja estudadas em diferentes
organismos. Apds alinhamento por meio do programa ClustalW (Thompson et al.,
1994), foi construido uma arvore utilizando o programa MEGA 4.0 (Tamura et al.,
2007). O método de reconstrucdo filogenética adotado foi o Neighbour joining
utilizando bootstrap considerando 5000 replicagdes. Foi também obtida uma arvore
utilizando o programa PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002) por meio de uma busca
heuristica com o algoritimo SPR (Subtree Pruning and Regrafting), utilizando bootstrap
com 1000 replicacdes. Apds obtencdo das arvores pelos dois métodos, elas foram
topologicamente comparadas, para verificar se s3o ou ndo significativamente diferentes.

Os ramos da arvore que representam os grupos foram bem sustentados,
apresentando, na grande maioria, altos valores de bootstrap, o que a torna mais
consistente e robusta (Figura 5). Os dois métodos foram capazes de separar todas as
proteinas em suas respectivas classes de HKs. SInCll, conforme esperado, ficou
agrupado dentro da classe VI de histidina quinases, que engloba SLN1 ¢ HHKS, sendo
o grupo sustentado por um valor de bootstrap igual a 100. Apenas a arvore obtida pelo
método NJ esta representada na figura 5. Algumas classes, como I e VIII tiveram apenas
um representante para a analise, devido a baixa disponibilidade de sequéncias que esses
grupos tém no banco de dados do NCBI, mas foi suficiente, pois o objetivo geral do
estudo ndo era realizar uma analise filogenética e sim uma analise de agrupamento

como base na sequéncia da proteina SInCl1.

4.3. Inativacdo do gene sInCI1

Para confirmar que o gene s/nCI/I tem envolvimento com o processo de infec¢ao,
foi realizada uma mutagdo sitio dirigida a esse gene no isolado A, 2-3, pertencente a
raca 89. Como vetor de inativagdo gé€nica foi utilizado o plasmideo pIS2, que carrega
parte da regido promotora e 256 pares de bases do inicio do gene. Juntamente a reagao

de transformagdo, foi utilizado o plasmideo pSM1 (Poggeler et al., 2003), pelo fato
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deste possuir o gene que confere resisténcia a higromicina, que ¢ o antibidtico usado
para a sele¢do dos transformantes. Pretendia-se nesse experimento, a integragdo do
plasmideo pSM1 no genoma do isolado selvagem de C. lindemuthianum, conferindo
resisténcia, e também a ocorréncia de inativacdo génica mediada por integracdo via
recombinagdo homologa do gene s/nCl/. Foram obtidos 194 transformantes estaveis e
selecionados seis que apresentavam deficiéncia na pigmentacdo. Apds sucessivas
repicagens, apenas um dos transformantes selecionados manteve o fendtipo de
deficiéncia parcial na produgdo de melanina, caracteristico do mutante LVSal. O
mutante obtido apresenta uma coloracdo mais clara em relacdo ao selvagem e so
comegou a apresentar sinais de melanizagao apds 10 dias de repicagem, na por¢do mais
central ¢ velha de seu micélio, em contraste com o isolado selvagem, que apresenta

melanizagdo desde as primeiras fases do crescimento (figura 6).

Foi feita a caracterizagdo molecular do transformante por meio de hibridizacao,
para averiguar a inativa¢do génica de s/inClI causada pelo vetor pIS2. Para isso, foi
utilizado como sonda um fragmento de DNA de aproximadamente 665 pares de bases,
resultado da amplificagdo do vetor pIS2 com os oligonucleotideos T7 e alb1R (tabela
1). Esse fragmento carrega a por¢do inicial do gene da histidina quinase e uma porg¢ao
da regido promotora que o flanqueia. O DNA do selvagem e do mutante s/nClI foi
digerido com as endonucleases de restrigdo HindlIIl, que ndo apresenta sitio de clivagem
no fragmento usado como sonda, ¢ a enzima BamHI, que apresenta um sitio de
restricdo. Os fragmentos totais foram separados em gel de agarose e hibridizados. No
transformante obtido foi verificado que a integracdo do vetor foi realmente direcionada
ao l6cus do gene sinCll, pois na andlise utilizando a enzima HindlIII foram gerados dois
fragmentos de DNA de tamanho estimado de 4,48 e¢ 2,32 kb, em contraste com o
selvagem que apresentou um fragmento unico de 5,44 kb. O plasmideo pIS2, usado
como vetor de inativagdo, apresenta um sitio de restricdo para a enzima Hindlll, o que
explica as duas bandas geradas (Figura 7A). Também confirma que ndo houve outra
integracao aleatoria da plasmideo pIS2 em outra regido do genoma durante o processo
de transformagdo. O resultado ¢ reforcado pelo perfil observado na figura 7B. Como
esperado, na hibridizacdo do DNA selvagem foram observados dois fragmentos de
tamanho estimado de 16 e 2,30 kb. Ja no perfil do mutante foram encontradas trés
fragmentos de tamanhos 14, 4,30 e 2,30 kb (Figura 7B). A enzima BamHI apresenta
sitio de restricdo em duas por¢des do plasmideo pIS2: na regido promotora € na por¢ao

do sitio polylinker do vetor pBluescript KS, onde foi
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Figura 6: Colbnias de Colletotrichum lindemuthianum do isolado selvagem A, 2-3 da ra¢a 89 e do mutante
sInCI1". As fotos foram obtidas apds 3, 6, 10, 15 e 20 dias de crescimento. As placas foram incubadas a 22 °C, sob
16 h de luz.
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Figura 7: Andlise do mutante sInCI1". Estratégia utilizada na inativagdo génica do gene
sinClI. (A) Hibridiza¢do para averiguar a inativacdo génica de sinCIlI causada pelo vetor
pIS2. Auto-radiografia da hibridizacdo da clivagem do DNA do (1) isolado A, 2-3,
pertencente a raga 89; (2) transformante s/nClI com as enzimas HindIIl. ¢ (B) BamHI .
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clonado parte do gene de interesse. Assim sendo, acredita-se que a integracdo do pIS2
tenha ocorrido na por¢ao do genoma que deu origem a banda de 16 kb na hibridizacao
do selvagem, gerando um fragmento menor (14 kb) na hibridizacio do DNA do
mutante. A banda de 4,3 kb corresponderia entdo a por¢do que contém o vetor pIS2
integrado e uma pequena por¢ao da regido do genoma; e como esperado, foi gerada uma
banda de mesmo tamanho do selvagem (2,3 kb). O perfil das hibridiza¢des obtidas
indicam que no transformante com alteragdo na pigmentagdo, o gene s/nCll foi

interrompido por meio de uma integragao do vetor pIS2.

4.4. Caracterizacdo fenotipica do mutante sInCl1

Para averiguar se ocorreu a perda da capacidade de infeccdo, conidios do
transformante s/nClI foram inoculados em folhas do cultivar de feijoeiro Rosinha,
susceptivel a antracnose, juntamente com o isolado selvagem como controle para a
observagao dos sintomas da doenca. Apds cinco dias de inoculagdo, as folhas onde
foram inoculados os esporos do isolado selvagem comecaram a apresentar necrose
sobre as nervuras. O aparecimento macroscopico dessas lesdes sugere o
desenvolvimento de hifas secundarias nesse periodo, as quais secretam enzimas que
degradam a parede celular conforme vao avancando. Isso leva a formacao de lesdes
necrotroficas. Como esperado, as folhas inoculadas com os esporos do mutante s/nCIl1
apresentaram uma redugdo significativa dos sintomas da antracnose, nas folhas do
cultivar Rosinha. Foram observadas pequenas lesdes a partir do quinto dia, porém elas
ndo evoluiram na extensao da parte afetada e nem houve maceracao do tecido, quando

comparada com as folhas inoculadas com conidios do isolado selvagem (Figura 8).

Discos de micélio de 6 mm do isolado selvagem e do mutante s/nClI" foram
inoculados em meio YGA em diferentes condigdes e incubados a 22 °C, sob 16 h de
luz. Apds 12 dias foi medido o didmetro de crescimento do micélio. Os experimentos
foram realizados em triplicata e a média dos didmetros estd mostrada nos graficos das
figuras 9, 10 e 11. A linhagem mutante s/nC/I" mostrou grande sensibilidade a altas
concentragdes de agucar, incluindo manitol, sorbitol, sacarose e glicose na concentragdo
de 1M (Figura 9). Em contraste, ndo apresentou significante sensibilidade a altas
concentragoes de sal, incluindo NaCl e KCl na concentracao de 0,75 M. Curiosamente,

o mutante s/nClI™ apresentou um crescimento menor do que o selvagem em meio
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suplementado com CaCl, na concentracdo de 0,75 M (Figura 10). Tanto a linhagem
mutante quanto a selvagem se mostraram igualmente sensiveis ao PCNB, pertencente a
familia dos fungicidas hidrocarbonetos arométicos e Ipridiona, pertencente a familia das
dicarboximides (Figura 11). Os dois fungicidas utilizados no estudo tem como alvo a

via de sinalizagdo HOG (High Osmolarity Glycerol).
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Figura 8: Teste de patogenicidade do mutante sInCI1 e do isolado selvagem no cultivar
susceptivel de feijoeiro Rosinha. Folhas primarias foram excisadas e inoculadas
assepticamente com suspensdo de conidios do isolado A, 2-3 da ra¢a 89 e do mutante. Foi
realizado um controle negativo somente com agua. As folhas foram mantidas a 22 °C, sob 16 h

de luz por 7 dias.
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Figura 9: Efeito de alta concentracdo osmdtica no crescimento da linhagem mutante
sInCI1" e do isolado selvagem. (A) Discos de micélio de 6 mm do isolado selvagem e do
mutante foram inoculados em meio YGA suplementado com manitol, sorbitol, sacarose,
glicose e glicerol 1M. As placas foram mantidas a 22 °C, sob 16 h de luz por 12 dias. (B) A
média do didmetro de crescimento do micélio em trés placas foi utilizada para a construgdo do

grafico. As linhas sobre as barras indicam o desvio padrao.
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Figura 10: Efeito de alta concentragdo de sais no crescimento da linhagem mutante
sInCI1- e do isolado selvagem. (A) Discos de micélio de 6 mm do isolado selvagem e do
mutante foram repicados em meio YGA suplementado com CaCl,, NaCl e KCl 0,75 M. As
placas foram mantidas a 22 °C, sob 16 h de luz por 12 dias. (B) A média do didmetro de
crescimento do micélio em trés placas foi utilizada para a construgdo do grafico. As linhas
sobre as barras mostram o desvio padrao.
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Figura 11: Efeito da inibi¢do do crescimento da linhagem mutante sInCI1 e do isolado
selvagem em meio com fungicida (A) Discos de micélio de 6 mm do isolado selvagem e do
mutante foram repicados em meio YGA suplementado com PCNB e Ipridiona 12,5 ppm. As
placas foram mantidas a 22 °C, sob 16 h de luz por 12 dias. (B) A média do didmetro de
crescimento do micélio em trés placas foi utilizada para a construgdo do grafico. As linhas
sobre as barras mostram o desvio padrao.
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5. Discussao

Um fragmento de 362 pares de bases obtido pela recuperacdo de um gene
interrompido no mutante ndo patogénico LVSal foi utilizado como sonda no isolamento
completo do gene s/nClI, a partir do banco gendmico de C. lindemuthianum. O gene
codifica uma proteina de 1184 aminoacidos e apresenta homologia com a classe de
histidina quinase SInl/HHKS presente em diversos fungos. SInCll é uma proteina
hibrida, contendo tanto a por¢do HK com o residuo de histidina que se autofosforila,
quanto a por¢do RR em um mesmo polipeptideo. Como demonstrado no alinhamento
com sequéncias de aminoacidos presentes em outros fungos (Figura 4), as regioes H, N,
GI1, F e G2 s3o extremamente conservadas, bem como a ordem em que se encontram no
genoma, sugerindo a importancia dessas regides para a funcdo da proteina e a sua
manuten¢do durante o processo de evolucdo. Além disso, pela andlise da sequéncia,
SInCll é uma histidina quinase transmembrana, possuindo um dominio extracelular
responsavel por perceber modificagdes ambientais, tais como variagdes na concentracao
osmotica do meio, e auxiliar a adaptagdo do fungo e a sua sobrevivéncia as novas
condigdes. De acordo com os resultados obtidos em C. lindemuthianum, essa proteina
sensora parece ser responsavel pela adaptacio do fungo a ambientes com alta
concentracdo de agucar, além de estar envolvida no processo de infecgdo. A inativagao
do gene s/nCl1 causada pela integracdo vetor pIS2 gerou um mutante com deficiéncia
parcial na sua capacidade de produzir melanina, porém com crescimento normal em
meio de cultura padrdo. Outras caracteristicas desse mutante foram a redugdo expressiva
da capacidade de infectar plantas de um cultivar de feijoeiro susceptivel a antracnose ¢ a
sensibilidade a altas concentracdes de actlicares adicionados ao meio. Tais aspectos sdo
caracteristicos da func¢do de histidinas quinases da classe SInl ja descritas previamente

em fungos (Ostrander et al., 1999; Nagahashi et al., 1998; Santos & Shiozaki, 2001).

Sacharomyces cerevisiae possui somente uma HK no genoma, denominada
SInlp, sendo a sua atividade essencial para o crescimento dessa levedura, inclusive sob
baixas concentracdes osmoticas, agindo como um sensor para alteracdes do meio
(Maeda et al., 1994). Trés fatores (SInl, Ypdl e Sskl) sdo elementos essenciais na via
HOG, a qual ¢ requerida em resposta a alta osmolaridade e adaptacdo do
microrganismo. Slnl transmite o sinal através do sistema de dois componentes (SInl-

Ypd1-Sskl) e da cascata MAP kinase (Ssk2/Ssk22-Pbs2-Hogl). A mutagdo que
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modifica tanto o residuo de histidina em HK quanto o residuo de acido aspartico em RR
de S. cerevisiae faz com que ocorra acimulo da forma nao fosforilada de Sskl, o que
ativa Ssk2 e Ssk22 MAPKKKs, estimulando a via HOG constitutivamente, ja que Sinl
¢ seu repressor. Em S. cerevisiae, tais mutagdes foram letais (Maeda et al., 1994).
Curiosamente, o mesmo nio ocorreu em C. albicans. De acordo com Yamada-Okabe et
al. (1999), a interrup¢ao de qualquer uma das trés HKs de C. albicans prejudica a
formacao da hifa, mas o mutante é viavel sob condi¢des osmoticas normais ¢ altas.
Porém, sob altas concentragdes ele possui em crescimento mais lento. Além disso,
ocorreu uma atenuacao da viruléncia desse patégeno quando comparado ao selvagem.
Da mesma maneira que em C. albicans, pelo fato do mutante s/n/ ser viavel, acredita-se
que C. lindemuthianum possua outras maneiras de controlar a via Hog MAPK,
impedindo a sua ativacdo constitutiva. Isso sugere que C. lindemuthianum possua outra
histidina quinase ainda ndo identificada, que esteja compensando, em parte, o efeito do

gene s/nClI inativado.

A diminuicdo da melanizacdo causada pela interrupcao do gene sinCll
provavelmente tem envolvimento direto com a perda de viruléncia do mutante de C.
lindemuthianum. A camada de melanina que envolve o apressorio possui um importante
papel no processo de patogenicidade de fungos fitopatogenos, pela geragdo da pressao
de turgor, necessaria para o processo de infeccdo e penetragao no hospedeiro, como ja
bem descrito em espécies de Colletotrichum e Magnaporthe (Veneault-Fourrey et al.,
2005). A melanina ¢ essencial para a infec¢do, ndo apenas em fitopatdogenos. Nemecek
et al. (2006) obtiveram um mutante de Histoplasma capsulatum com caracteristicas
fenotipicas similares ao mutante s/nC/I. Foi isolado um gene com similaridade a Sinlp
de S. cerevisiae, e que possuia todas as regides conservadas, como H e G-boxes, além
de regides transmembrana e RR. Esse gene foi denominado de DRK1 (dimorphism-
regulating histidine kinase). Utilizando RNAI para silenciar a expressdo desse gene em
H. capsulatum, foram obtidos transformantes com auséncia de melanina, em contraste
ao isolado selvagem que apresenta melaniza¢do normal. Apos inoculacdo de esporos da
linhagem DRKI1 silenciada em animais notou-se uma significativa redugdo da
viruléncia. Entretanto, a perda de melanizacao nao foi relatada por Yamada-Okabe et al.
(1999) nos mutantes s/nl de C. albicans, apesar desses sofrerem apenas uma atenuagao
na viruléncia. Tal fato sugere que o envolvimento dessa proteina com a producdo de

melanina pode ndo ser abrangente a todos os fungos e que s/mCll pode atuar no
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processo de patogenicidade de outras maneiras, além do envolvimento na melanizagao.
Além disso, a funcdo da histidina quinase Slnl parece variar em diferentes grupos de
fungos. Em A. midulans, o gene tcsB, analogo de slnl, ndo ¢ essencial para o
desenvolvimento e infeccdo provocada por esse fungo. Mutantes AtcsB ndo
apresentaram fendtipo diferente ao tipo selvagem, em relacio a morfologia,
osmosensibilidade e viruléncia.

Para confirmar se o gene s/nCll ¢ realmente responsavel pelo fendtipo do
mutante LVSal (Santos et al., 2006), foi empregada mutagénese sitio dirigida no
isolado A, 2-3, pertencente a raca 89. Pelo fato do mutante LVSal apresentar uma
deficiéncia parcial na producao de melanina, sabia-se previamente que o mutante obtido
pela interrupcdo desse gene teria o mesmo fenotipo.

O mutante s/inClI apresentou extrema sensibilidade a presenga de manitol,
sorbitol, glicose e sacarose 1M, porém nao teve mudangas significativas quando exposto
a altas concentragcdes dos sais NaCl, KCl e CaCl,, sugerindo que o fungo pode
distinguir o estresse osmotico causado por altas concentragdes de agucares e de sais. Um
fato idéntico foi encontrado no fitopatdogeno de arroz Pyricularia oryzae (telem.
Magnaporthe grisea), onde a linhagem mutante Ahikl também mostrou aumento na
sensibilidade a altas concentragdes de aglicares € nao em sais (Motoyama et al., 2005).
O gene HIK1 pertence a classe III de HKs, grupo ortdlogo a classe de SIlnl, sugerindo
funcdes semelhantes entre essas histidinas quinases. Ja em N. crassa, os mutantes os-/,
também pertencentes a mesma classe que HIKI1, s3o sensiveis tanto a altas
concentragdes de agucares quanto de sais. Em fungos filamentosos, duas classes de
HKSs estdo relacionadas com adaptagdo ao estresse osmotico: grupo III e grupo VI. Para
relacionar com outros componentes da mesma via de sinalizacdo de HK e determinar o
envolvimento na osmorregulacdo e patogenicidade, Motoyama et al. (2008) construiram
mutantes para os trés genes putativos (MoSSK1, MoSKN7 ¢ MoRIM15) que codificam
RR em Magnaporthe oryzae. As linhagens AMosskl estudadas mostraram grande
sensibilidade a altas concentragdes de sorbitol (0,5 e 1 M) e pequena sensibilidade a
altas concentragdes de KCI (0,5 e 1 M). Em contraste, a osmosensibilidade de linhagens
AMoskn7 ndo aumentou. Ja as linhagens AMorim15 mostraram sensibilidade a KCI em
altas concentracdes. O numero de lesdes causadas pelas linhagens AMosskl e
AMoriml5 em um cultivar susceptivel foram significativamente reduzidas quando
comparadas com o isolado selvagem. A linhagem AMoriml5 mostrou reducdo na

melanizagdo da hifa, em contraste com as linhagens AMosskl e AMoskn7 que
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mostraram aumento na melanizagdo da hifa. Esses resultados demonstram que todos os
componentes da via de sinalizacdo tém importdncia € envolvimento nos processos
fisiologicos de fungos, visto que os mutantes RR apresentaram fendtipos semelhantes a
mutantes HK.

A andlise de agrupamento feita com a sequéncia da proteina deduzida SInCI1
colocou-a na classe VI, como esperado, além de conseguir reunir todas as proteinas
utilizadas em suas respectivas classes (Figura 5). Muitos dos grupos contém HKs que
sdo altamente conservadas em ascomicetos filamentosos, enquanto outros grupos sdo
mais divergentes. Estes agrupamentos sugerem que algumas HKs sdo necessarias para
as funcdes basicas compartilhadas por muitos ascomicetos, como osmorregulacao,
enquanto outros evoluiram para se adaptar a aspectos especificos ao modo de vida do
patdgeno. Esses grupos utilizados foram determinados por meio de uma extensa analise
filogenética feita por Cattlet et al. (2003), o qual revelou que os grupos NIKI,
HHKS/SLN1, HHK1 e HHK2 possuem similares em HKs de leveduras. Dessa maneira,
o autor sugere um ancestral comum entre eles e que deu origem as respectivas classes

de HKs.

Esse foi o primeiro trabalho que identificou e caracterizou uma histidina quinase
em Colletotrichum lindemuthianum. Devido aos resultados apresentados, espera-se que
esse fungo possua outras classes de HKs. Porém, sem uma analise precisa do seu
genoma ¢ impossivel predizer quantas HKs ele possui e quais estdo associadas a
osmorregulagdo, a patogenicidade e a resisténcia a fungicidas. Fungos filamentosos
contém um maior nimero de HKs do que leveduras, como demonstrado pela analise de
genomas completos, que possibilitou a identificagdo de 21 genes que codificam HKs em
C. heterostrophus, 20 em B. fuckeliana, 16 em G. moniliformis e 11 em N. crassa,
sendo todas hibridas, contendo HK e RR no mesmo dominio, e apenas 1 ¢ 3 em S.
cerevisiae ¢ C. albicans, respectivamente (Cattlet et al., 2003). Esse fato explica o maior
numero de diferentes nichos que os fungos ocupam e ao qual se adaptaram. Pelo fato da
linhagem mutante s/nCIlI” ndo ser resistente aos antibidticos testados, acredita-se que
eles tiveram como alvo uma outra histidina quinase ndo caracterizada em C.
lindemuthianum e que deve apresentar envolvimento com a via HOG MAPK. A
linhagem Ahikl de P. oryzae, bem como mutantes os-/ de N. crassa, ambos da classe
IIT de HKs adquiriram resisténcia a trés tipos de familias de fungicidas testados:

fenilpirroles (fludioxonil e fenpiclonil), dicarboximidas (ipridiona, vinclozolin e

45



procymidone) e hidrocarbonetos aromaticos (PCNB, tolclofos-metil e cloroneb)
(Fujimura et al., 2000; Motoyama et al., 2005). Como ainda nao foram encontradas HKs
na andlise de sequéncias gendmicas de animais e devido a esse sistema de sinaliza¢do
estar relacionado a diferentes fun¢des em fungos, o sistema de dois componentes pode

ser considerado um alvo atrativo para agentes antimicrobianos (Catlett et al., 2003).

Embora bem estudado em bactérias e leveduras, existem poucos trabalhos sobre
identificacdo de sistema de dois componentes em fungos. Até o presente momento,
poucos genes que codificam HKs foram caracterizados, e seu papel no processo de
infeccdo de fungos fitopatogénicos ainda ndo foi claramente elucidado. O estudo de
HKs em fungos pode ser de essencial importancia para ajudar a compreender o processo
de infeccdo, pelo envolvimento dessa proteina em diversos processos fisiologicos
importantes em microrganismos, ¢ devido ao potencial como alvo para o controle do

patogeno.
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6. Conclusdes
O gene s/nCl1I foi isolado do banco gendmico de C. lindemuthianum e completamente
sequenciado, codificando uma proteina de 1884 aminoacidos. Foram identificados trés

introns putativos;

A proteina SInCl1 possui todas as regides conservadas tipicas de histidinas quinases,

ficando agrupada na classe VI,

A proteina SInCl1 estd envolvida na produgdo de melanina e na patogenicidade do

fungo C. lindemuthianum;

A sensibilidade do mutante s/nCl/I] a meios com alta concentracdo de acgucares

demonstra a atuagdo da proteina SInCl1 na adaptacdo ao estresse osmotico;

C. lindemuthianum pode distinguir o estresse osmotico causado por altas concentragdes

de agucares e de sais;

O mutante s/nCll ndo apresentou resisténcia aos fungicidas PCNB e Ipridiona, que

possuem como alvo de agdo componentes da via HOG MAPK.

Os resultados apresentados indicam que possivelmente C. lindemuthianum possui outra

proteina envolvida na osmorregulagdo, provavelmente uma outra histidina quinase.
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8. Material suplementar

M 1 2 clAcID cH cll C-

pb

1333 -

1075 -
g72-

603 -

310-
281 -

234 -
194 -

Figura S1: Reacgdo de PCR utilizando os oligonucleotideos alb1F e alb1R para verificar se
os fagos isolados clA, cID, clH e cll carregam o gene de interesse ou parte dele. (M)
Marcador de tamanho ¢X174/Haelll. Como controle positivo foi utilizado: (1) plasmideo
pRescue24; (2) DNA do isolado A, 2-3 da raga 89 de C. lindemuthianum.

clA clD B clA clD
1 2 3 17 2 3

Figura S2: Triagem do gene sInCl1 do banco genémico de C. lindemuthianum. (A)
Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos da clivagem do DNA dos fagos positivos clA
e clD. (M) DNA do fago lambda clivado com a enzima Hind III; (C+) plasmideo pRescue24
usado como controle positivo (1) digestdo com a enzima Kpnl; (2) digestdo com a enzima
HindIll; (3) digestdo com a enzima Sall. (B) Auto-radiografia da hibridizagdo de DNA dos
fagos positivos isolados. As setas brancas indicam as bandas que foram recuperadas e clonadas.
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Figura S3: Triagem do gene sInCl1 do banco genémico de C. lindemuthianum. (A)
Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos da clivagem do DNA dos fagos positivos clH
e cll. (M) DNA do fago lambda clivado com a enzima Hind III; (C+) plasmideo pRescue24
usado como controle positivo (1) digestdo com a enzima Kpnl; (2) digestdo com a enzima
HindIII; (3) digestdo com a enzima Sall. (B) Auto-radiografia da hibridizagdo de DNA dos
fagos positivos isolados. As setas brancas indicam as bandas que foram recuperadas e clonadas.

Figura S4: Triagem do gene sInCl1 do banco genémico de C. lindemuthianum. (A)
Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos da clivagem do DNA dos fagos positivos
clA, cID, clH e cll. (M) DNA do fago lambda clivado com a enzima Hind III; (C+) plasmideo
pRescue24 usado como controle positivo (1) digestdo com a enzima Cla I; (2) digestdo com a
enzima Notl. (B) Auto-radiografia da hibridizagdo de DNA dos fagos positivos isolados. As
setas brancas indicam as bandas que foram recuperadas e clonadas.
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