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RESUMO

NOGUEIRA, Guilherme Bicalho, M. Sc., Uniedade Federal de Vicosa, fevereiro de
2009. Caracterizacao estrutural e funcional do gengacCl que codifica o
regulador transcricional de resposta ao pH, de Colletotrichum
lindemuthianum, agente causal da antracnose do feijoeiroOrientadora:
Marisa Vieira de Queiroz. Co-orientadores: Denise Mara Soares Bazzolli e Elza
Fernandes de Araujo

Colletotrichum lindemuthianur@ o agente causal da antracnose, uma das doencas mais
severas que acometem a cultura do feijoetbaéeolus vulgar)s Desde o contato
inicial até o estabelecimentdos sintomas da doeng@, lindemuthianum regula a
expressao diferencial de genes essencias @gatogenicidade que vao possibilitar a
colonizacdo do tecido hospedeiro e a lfesgdo do seu ciclo de infeccdo. Nesse
trabalho, o gengacCl que codifica o regulador tramsgional de resposta ao pH
ambiental, foi isolado e caracterizado estrait e funcionalmente. Uma sequéncia de
2.546 pb foi isolada do banco gendmicoGldindemuthianumcorrespondente ao gene
pacCl. Esta sequéncia apresenta umaFQde 1.746 pb, codificando, portanto, uma
proteina de 581 residuos deiaodcidos. Foram identificados sequéncia, trés introns
putativos, contendo 60, 58 e 74 pb, cada um deles. O alinhamento multiplo da sequéncia
deduzida da proteina, com ssgquéncias disponiveis nos baside dados, demonstrou
elevado grau de identidade e similaridatie proteina identifiada com o regulador
transcricional PacC/Hifr01 de fungos filamentosos e leveduras, respectivamente. Além
disso, a proteina PacCl se mostrou efigetdmo marcador figenético em fungos,

pois agrupou de forma coerente 0s arg@os taxonomicamente relacionados. A
hibridizacdo de DNA usando o gepacClcomo sonda, mostrou que 0 gene encontra-
se em uma Unica cépia no genomaCddindemuthianumbDo mesmo modo, a analise

do mutante Mutpac?2 por hibridizacde DNA, confirmou que o gergacClhavia sido
inativado por um evento de recombinacdo homéloga do tipo troca génica. Por fim, a
técnica de PCR quantitativo em tempo real mostrou que oppatd é expresso em
todas as fases do ciclo de infeccdo, porémmaisres niveis foram encontrados no final

da fase necrotrofica. Pode-se sugerir quedomfatores responsaveis por esse aumento,
seja a alcalinizacao do tecido vegetal, deste do envelhecimento do tecido, e/ou até
mesmo da propria atividaddo fungo, que em muitos casos secreta substancias

alcalinizantes, compor exemplo, amdnia.



ABSTRACT

NOGUEIRA, Guilherme Bicalho, M. Sc., Univa@dade Federal de Vicosa, February,
2009.Structural and functional characterization of the pacClgene codifying
the transcriptional regulator of the response to pH in theColletotrichum
lindemuthianum that is the causal agent ofinthracnose in the bean plant.
Adviser: Marisa Vieira de Queiroz. Co-advisers: Denise Mawares Bazzolli
and Elza Fernandes de Araujo
Colletotrichum lindemuthianuns the causal agent of antracnose, that is one of

the most severe diseases occurring in the crop of the bean Pleseblus vulgar)s

From the initial contact to the estabisent of the symptoms of the disea€g,

lindemuthianunregulates the differential expressiohthe genes that are essential to

the pathogenicity and wilinake possible the colonizatiof the host tissue and the
conclusion of its infectioncycle. In this study, thepacCl gene codifying the
transcriptional regutar of the response to the erommental pH was isolated and
structurally and functionallgharacterized. A 2.546 pb semmece was isolated from the
genomic bank ofC. lindemuthianumcorresponding to the gempacCl This sequence
shows an ORF with 1.746 pb, therefore égdg a protein ontaining 581 residuesf

amino acids. In the sequence, three putative introns containing 60, 58 and 74 pb each
one were identified. The multiple alignmenttbe protein-deduced sequence with the
sequences available in the data file showetth high identity level and similarity of the
protein identified withthe PacC/Him101 transcriptional regulator of filamentous fungus

and yeasts, respectively. In addition, trec®l protein was shown to be efficient as a

phylogenetic marker in fungus, since it cadrely grouped thosteaxonomically related

organisms. The DNA hybridization by using th@cClgene as probe showed the gene
is found in one single copy in the genomeCoflindemuthianumin the same way, the
mutant Mutpac2 analysis by hybridizatioh DNA corroborated the gene pacCl was
inactivated by an evef the genic exchange-type holmgous recombination. Finally,
the quantitative PCR technique in real time showedoteCl| gene to be expressed in
all phases of the infection cycle, but thghest levels wereotind at the end of the
necrotrophic phase. It can lsiggested that one of thacfors responsible for this
increase to be the alkalization of the vebtassue due to the agj of the tissue and/or
even from the activity of the fungus, sincenmany cases it secretes some alkalinizing

substances such as the ammonia.



1- INTRODUCAO

O feijdo-comum é uma das culturas d@sude maior importancia social e
econdmica no Brasil. Dentre os fatores aifietam a produtividade e a qualidade dos
graos, a ocorréncia de patéger® que mais se destaca. O fur@olletotrichum
lindemuthianum agente causal da antracnose, € um dos patégenos com maior
ocorréncia e que causa danos expressavosltura do feijdo-comum. Para que novas
estratégias de combate possam ser estrasiradmprescindivel @nhecimento basico
dos mecanismos genéticos e fisiologicos envolvidos com a variabilidade genética deste
fungo, bem como dos processos envolvidas interacdo planta/patégeno, desde o
contato inicial até o estabelecimento da doenca.

O pH do ambiente é um importante gotddor da patogenicidade de alguns
fungos, regulando a expressao diferencial degaecessarios as diferentes etapas do
processo de infeccdo. As proteinas codifisaplor estes genes sédo potenciais candidatos
a fatores de patogenicidade, e hoje, da®rtécnicas tém possibilitado determinar
eficientemente a contribuicdo dos mesmos na cinética de infeccao.

Nesse contexto, o gengacC/HIM101 constitui um importante alvo para
estudos, pois codifica um fator de tramg#D que regula a sposta adaptativa dos
fungos as variagcdes do pH ambientadsd processo ocorre ativamente em muitos
fungos e ja foi bem caracterizado @&mspergillus nidulansNesse fungo, a resposta é
desencadeada por uma cascata de sinalizaigdoelular e o funcionamento geral desse
sistema requer a expressamtegridade de sete gengmlA, palB, palC, palF, palt¢
pall), incluindo entre eles, o gepacCque é o reguladore central.

A compreensdao do funcionamentgeral do sistema PacC no fungo.
lindemuthianumpode oferecer importantes conclusdes sobre o estabelecimento do
processo infeccioso no feijoeiro, 0 que fumeste pode ser UGtil na reestruturacdo ou
até mesmo na elaboragdo de novos e efiesemétodos de combate & doenca. Este
trabalho relata o isolamento e a carazégdo estruturad funcional do genpacCldo

fitopatogendC. lindemuthianum



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- O feijao-comum Phaseolus vulgarid..): origem, caracteristicas gerais e 0 seu

impacto na economia

O géneroPhaseoluscompreende aproximadamente 55 espécies, das quais
apenas cinco sao cultivadas: o feijao-coméageolus vulgaris.); o feijdo de lima
(P. lunatu3; o feijao Ayocote . coccineul o feijao tepari P. acutifoliug; e oP.
polyanthus Historicamente, o feijaesta entre os alimentos mais antigos, remontando
aos primeiros registros da histéria da huigiate. O feijao foi cultivado no antigo Egito
e na Grécia, sendo, também, cultuado como simbolo da vida. Foram encontradas
referéncias ao feijdo na ldade Bronze, na Suica, e ent® hebraicos, cerca de 1.000
a.C. As ruinas da antiga Troia revelanidéuncias de que o feijao era o prato favorito
dos guerreiros troianos. A mai@ dos historiadores atriba disseminacéo do feijao no
mundo a ocorréncia de guerrama vez que esse alimenszia parte essencial da dieta
dos guerreiros em marcha. Os grandesosadbres ajudaram a difundir o uso e o
cultivo de feijdo para as mais renmmteegides do planettEMBRAPA ARROZ E
FEIJAO, 2009).

Hoje, o feijao constitui importante fonte protéica na dieta de enorme parcela da
populacdo mundial, em especial nos paisede o consumo de proteina animal é
limitado por razdes econdmicas ou religiosas e culturais. No Brasil é a principal
leguminosa fornecedora de proteinas, carbtid e ferro, fazendo parte da dieta das
classes socio-econdmicas menos favorecidas (VIEIRA et al., 2006).

Além de sua relevancia na dieta do brasileiro, o feijdo é um dos produtos
agricolas de maior importancia econémico-social, em razdo de ser cultivado em grandes
areas e da mao-de-obra necesséaria durantéclo da cultura. O feijdo-comum é
considerado por muitos o mais importante por ser a espécie cultivada mais antiga e
também a mais utilizada nos cinmantinentes (VIEIRA et al., 2006).

O feijdo-comumé cultivado em mais de 100ipas, porém 63% da producdo
mundial € obtida em apenas cinco, sendo o Brasil o maior produtor e consumidor.
Apenas 8% a 10% da producdo mundiatidasse a exportacdo. Ndo obstante o grande
volume de producdo nacional, o Brasilirdportador desse produto. A quantidade
importada varia em fungcdo dos resdiia das safras. Nos Ultimos anos foram
importadas, em meédia, cerca de 100 toneladas do gra¢EMBRAPA ARROZ E
FEIJAO, 2009).



Dados de Janeiro de 2009, lancados @elmpanhia Nacional de Abastecimento
(CONAB), mostram que a producdo naciodel feijdo vem aumentando nos ultimos
anos, sendo que o ultimo Levantamento Siétexm de Produgdo Agricola, referente a
safra 2008/2009, relata a prodacgiacional de 3,592 milh8ede toneladas, o que
representa uma variacdo de + 2.0% elacé® a safra 2007/2008. O estado de Minas
Gerais destaca-se como o segundo maior estado produtor, atingindo no mesmo ano uma
colheita de 590.600 toneladas do grao, ficando atras somente do estado do Parana, cuja
producéo atingiu 772.000 tdadas (CONAB, 2009).

Por outro lado, o Acompanhamento 8afra Brasileira de Graos 2008/2009
relata uma variacdo negativa de 1,2%pradutividade (em kg/ha), quando se compara
com a produtividade alcancada na sab7/2008 (CONAB/IBGE, 2009). Acredita-se
que as doencgas que ocorrem na cultura do feijoeiro ainda constituam uma das principais
causas dessa queda na produtividade darautin Brasil. Estas doencas podem ser de
origem fangica, bacteriana, virética o ahesmo causadas por nematdides. Entre as
principais doencas fungicasencontram-se a antracnose Colletotrichum
lindemuthianurjy a mancha-angulaPbaeoisariopsis griseojaa ferrugem Jromyces
appendiculatul o oidio Erysiphe polygonj o mofo brancoSclerotinia sclerotiorury
as podriddes radiculares Basariume Rhizoctoniaa murcha dé&usarium a podridao
do colo Sclerotium rolfsij e, mais recentemente, o carvBticfobotryum phasedlie a
sarna Colletotrichum dematiuin Muitas delas podem causar, dependendo das
condi¢cdes climaticas, reducdo significat da produtividade ou, ao mesmo tempo,
inviabilizar determinadas arepara o cultivo. Diante dessa realidade e com a economia
globalizada, exige-se que os paises prodstde feijdo sejam mais competitivos com
maior ganho de produtividade, reducéo det@sie aumento da qualidade do produto. O
acesso a tecnologia gerada adaptada por organizacoesiblicas e pvadas e a
agregacao de valor aos produtos sao olgetgue devem ser alcancados. Ao mesmo
tempo em que inovacgdes tecnoldgicas tém sido cada vez mais utilizadas, desafios tém
surgido, principalmente com relacdo a @sitragcdo de novos e eficientes métodos de
controle dessas doencas causadasnpoorganismos (VIEIRA et al., 2006).

2.2-Colletotrichum lindemuthianume a antracnose do feijoeiro

O termo “antracnose”, derivado de uma palavra grega que significa “carvao”, € o
nome comum para doengas que ocorrem pamtas e que se caracterizam pela

formacdo de lesbBes deprimidas escuragermo esporos, sobre o tecido vegetal. Na



maioria dos casos, a antracnose é causada por espécilatetrichum as quais
pertencem ao Reino Fungi; Filo Ascotoya; Classe Sordariomycetes; Ordem
Phyllachorales e Familia Phyllamiaceae (BAYLEY & JEGER, 1992).

Colletotrichumé um dos mais importantes gése de fungos fitopatogénicos,
sendo amplamente distribuidos pelo mundogrrendo principalmente em regides
tropicais e sub-tropicais da América Latimade as condi¢des climaticas favorecem o
desenvolvimento da doenca. O génerogme@ ao grupo dos Ascomicetos, o qual
contém varias espécies capazes de causaitracnose em umaage variedade de
culturas e plantas ornamentais. Muitas dessas espécies tém sido utilizadas como
modelos para estudos de diferenciagianteracdo planta-patogeno (BAYLEY &
JEGER, 1992).

A antracnose, causada pelo fungd lindemuthianum apresenta ampla
distribuicdo no Brasil, especialmente nagiGes Sul e Sudeste e em areas serranas
como as da regido sul de Minas Gerais (SILVA, 2004; DAMASCENO et al., 2007;
BONETT et al., 2008). Nessas regides, a ocorréncia frequente de temperaturas
moderadas, aliadas a alta umidade, favorecem o desenvolvimento da doencga. As perdas
causadas pela antracnose sdo mais seveaasi@a doenca ocorn® inicio da cultura.

Se as condicbes ambientais forem faveimvao desenvolvimento do patdégeno, as
perdas podem chegar a 100%, além de provocar a depreciacdo da qualidade dos graos
(VIEIRA, 1988; PRIA, 1999).

Os sintomas da antracnose séo visuddizaem todas as partes da planta. Nas
folhas, as lesbes de antnase estabelecem-se preferemo@ite sobre as nervuras da
face inferior e dos peciolos, causando meg@w dos tecidos, devido a destruicdo da
integridade estrutural da lamela mé@B&L£HWARTZ, 1991). Com o colapso do sistema
de feixes vasculares nas nervuras e gbesi das folhas infectadas, ocorre uma
descontinuidade do fluxo normal de agua edssamilados para as diversas regides da
folha. A reducéo da translocacao de fegimilados resulta no acimulo de carboidratos
que, por sua vez, causa diminuicdo da taxa de assimilacdo d€Gando a doenca
afeta plantulas, observam-se lesGegupaas de coloragdo marrom ou preta nos
cotilédones. O hipocatilo pode apresentardssélongadas, superficiais ou deprimidas,
podendo ocorrer o estrangulamento do hipocoétilo e morte da plantula. Lesdes
produzidas no caule e nos peciolos sdo atagjaescuras e as vezes deprimidas. No
centro das lesbdes pode aparecer uma mdssa&oloracdo résea ocasionada pela

producdo de esporos do fungo. Nas vagens, osdgntomas sdo mais tipicos e faceis



de serem observados, ocorrem lesdes arredasdde coloracdo escura, deprimidas e
de tamanho variavel. Algumas vagens podehegar a murchar e secar (BAYLEY &
JEGER, 1992).

As condicdes favoraveis ao desenvolvitoedo patdgeno da antracnose sédo as
temperaturas moderadas, entre 13°C e 26%8gciadas a alta umidade relativa do ar
(Umidade relativa superior a 92% é reqgd@ durante a germinacdo de conidios,
incubacdo e subsequiente esporulacdo). Ghuvaderadas em intervalos frequentes,
particularmente se forem acompanhadas a¢oge sS40 essenciais para a disseminacao
local de conidios e desenvolvimento dédemias severas. O patdgeno sobrevive em
restos de cultura e no interior das semerdegue possibilita sua disseminacdo de um
plantio para outro e parbbngas distancias. Nestasndicdes ambientais e sobre
cultivares suscetiveis, semeados com séeseinfectadas, pode causar reducdo de até
100% no rendimento da cultura (VIEIRA, 1988).

A utilizacdo de sementes sadias eanlas com fungicidas é uma estratégia
importante e eficiente para o controleatdracnose. Contudo, a forma mais econémica
de controle dessa doenca aitdizacdo de cultivares resentes, razdo pela qual os
programas de melhoramento do feijao térmaoum de seus principais objetivos a
obtencdo de cultivares resistentes & lindemuthianum De acordo com
RODRIGUEZ-GUERRA et al. (2003), o desenvolvimento bem sucedido de cultivares
resistentes a antracnose depetiel@&im entendimento dos nivee variabilidade dentro
de uma mesma populacdo, bem como easrediferentes populacfes do patdgeno.
Contudo, a notdria variabilidade genética pr#e nesta espécie ainda € um fator
limitante a utilizacdo desta estratégiastiicando a necessidade de estudos que
busquem compreender os fatores genéticos e mecanismos biolégicos que conferem essa
enorme variabilidade asse importante fitopatdogeno.

A espécieC. lindemuthianumcausadora da antracnose do feijoeiro, apresenta
duas fases reprodutivas, uma assexuadamperfeita e outra sexuada ou perfeita
(RAVA et al., 1994).

Na fase assexuadd;. lindemuthianumproduz conidios numa estrutura
especializada de infeccdo denominadavadé (BAYLEY & JEGER, 1992). As hifas
no micélio apresentam-se septadas e ramificadas, com coloracédo variando de hialina a
guase negra. Os conidios sao hialinos, unicelulares, podendo ser oblongos ou circulares.
Em condicdes favoraveis aacéncia da doenca, a esplacdo é abundante, formando

uma massa de conidios de coloracaseoéalaranjada. Seguindo a germinagdo, um



conidio pode emitir um ou mais tubos gerativos ou continuar crescendo, levando a
formacdo de hifas e micélio (CHAVES, 1980).

Os conidios, quando em condi¢des favoraveis, germinam seis a nove horas apoés
0 contato inicial com o hospedeiro. Duraltgrocesso infectivop conidio adere a
cuticula e germina formando inicialmenteubd germinativo e em seguida o apressorio,

o qual, subsequentemente, penetra mecanidanpea cuticula e epiderme do tecido
vegetal. O aparecimento de sintomas podeobservado a partir do quarto dia apos o
inicio da infeccdo (KIMATI et al., 1970).

Durante a colonizacdo de seu hospedeiro nessa fase assexXilada,
lindemuthianumexibe dois diferentes modos deitricdo, caracterizando duas fases
distintas: uma fase biotréficaa qual os nutrientes sao obtidos a partir do crescimento
no tecido ainda vivo do hospedeiro, porionelo desenvolvimento de estruturas
especializadas de infeccdonom o apressorio, as vesiculas e as hifas primérias; e uma
fase necrotréfica, na qual hifas secura@gpenetram no tecido hospedeiro entre e/ou
dentro das células, permitindo a obtencamndientes essendésae caracterizando a
necrose tecidual tipica da doenca. Por este mdilvdindemuthianuné considerado
como hemibiotréfico (PERFECEt al., 1999).

Durante a primeira fase (biotréfica)peembrana plasmatica e o protoplasma da
célula vegetal se expandem em torno dacuésiinfectiva e da hifa primaria produzida
pelo fungo, e uma camada matricial interfaéalepositada entre @arede celular do
fungo e a membrana plasmatica do hospedeEssa matriz € composta de
polissacarideos e (glicocagjados contendo grupantes hidroxila. Apos
aproximadamente 24 horas de penetracé@woembrana plasmatica do hospedeiro perde
a integridade das funcdes, degenera arencAs hifas intracelulares comecam a
absorver os nutrientes das células moritsisiando assim a segunda fase do ciclo de
infeccdo: a fase necrotréfica. No iniciostke fase, as células vegetais morrem, mas
ainda ndo ha inducdo dos mecanismosddfesa. Alguns sintomas macroscopicos
comecam a se tornar visiveis, como pagreglo, o surgimento de manchas necréticas
amarronzadas. No decorrer do processo de infeccdo, as hifas secundarias atuam
colonizando o tecido intra- e intercelylaas paredes celularedo hospedeiro séo
degradadas sob a acdo de enzimas depolimerizadoras, matando mais rapidamente as
células e potencializando a fase necfatedtipica da doenca (O’'CONNELL et al.,
2000).



SHEAR & WOOD (1913) foram os primeis a descrever a fase sexuada ou
perfeita desse fungo (encontrada someste condicdes laboratoriais), a qual foi
inicialmente denominad&lomerella lindemuthiana Entretanto, esses estudos nao
foram conclusivos e muitas davidas foram surgindo, principalmente em relacdo a sua
patogenicidade. Em 1970, apés muitos anosstiedo, a fase sexual foi renomeada para
Glomerellacingulata (Stonem Spaulde & V. Schrenk) f. gghaseoli, Nessa fase os
esporos sexuais ou ascosporos sado produzidoso de uma estrutura em forma de
saco conhecida como asco. Os ascos localizam-se nos corpos de frutificagao
denominados peritécios, 0s quais recelbega denominacgao por possuirem um formato
semelhante ao de uma péra. No gén@lmmerella os peritécios apresentam
pigmentacdo escura e variam de 85 a 300 um de diametro com ostiolos bem
desenvolvidos (KIMATI et al., 1970).

Interessantemente, em 2003, ROCA etlamonstraram em seus experimentos,

a existéncia dos chamados “CAT€onidial anastomosis tubes) @nlindemuthianum.

Por meio de microscopia eletrénica, osqugsadores puderam observar a ocorréncia de
anastomoses entre conidios, durante o cresub dos isolados etaboratério, e até
mesmo durante a infeccdo do hospedeiro. Segundo KISTLER & MIAO (1992), e
COVERT (1998), em fungos cont lindemuthianumonde a reproducédo sexual ainda

nao foi observada na natureza, a variabilidade genética poderia ser aumentada por
mecanismos nao-mendelianos que fossem capazes de gerar polimorfismos
cromossOmicos. Novas linhagens patogés capazes de superar as defesas do
hospedeiro estdo sempre surgindo e acreditpiseessas linhagens surjam por meio de
algum tipo de recombinacdo. Os resultadbtidos por ROCA et al. (2003) sugerem

gue um estudo refinado dos CATs poderia resolver, ou pelo menos responder parte
desse paradoxo existente entre as itastrformas de recombinagcdo e a enorme
variabilidade genética existente nesse fumguelando de fato se eles tem um papel
importante nesses processos, ja que sabsallros demonstraram que, por meio dessas
conexdes, pode ocorrer passagem de vaguolidacondrias e até mesmo de um ndcleo
inteiro.

A grande variabilidade genética existente neste fungo € demonstrada pela
ocorréncia de um extenso numero de rdgaslogicas. Nos tenos de RAVA et al.
(1994), uma raca pode ser definida comaaabilidade patogénica ou capacidade do
patégeno de causar doencas em determinados cultivares de um mesmo hospedeiro. Isso

constitui uma enorme complicacdo paya programas de melhoramento, pois 0s



cultivares podem ser resistentes a certasragascetiveis a outras. Desta forma, a cada
nova raca que surge, cultivares resigtenpodem tornar-se steptiveis (BOREM,
2005).

O primeiro relato acerca da especializacao fisiologica e variabilidade patogénica
existente enC. lindemuthianunfoi feito em 1911 por BARRUS, ao demonstrar em
seus experimentos que diferentes variedade feijdo respondiam de forma diferente
guando inoculadas com os respectivos isolafitiso ano de 2004 foram identificadas
mais de 50 racgas fisiologicas @e lindemuthianummas diversas regides produtoras de
feijdo no Brasil, sendo as racas 64, 65, 73, 8% 89 as de maior freqiéncia no pais
(ANSARI et al.,, 2004; SILVA, 2004). Untrabalho mais recge realizado por
DAMASCENO & SILVA et al. (2007) demonstrou que no estado de Minas Gerais
prevalecem as racgas 65, 73 e 81.

2.3- Genes de patogenicidad®a interacdo planta-patégeno

As vérias definicbes propostas papa termos patdgeno, patogenicidade,
viruléncia e genes de pategeidade, nas diferentes areds conhecimento, ilustram a
enorme dificuldade e complexidade envdé&vina formulacdo precisa de definicdes
(CASADEVALL & PIROFSKI, 1999).

De acordo com IDNURM& HOWLETT (2001), o patégeno é um
microrganismo capaz de causar danos apdumro. Ja o termo patogenicidade pode
ser entendido como a capacidade de ugrorganismo causar danos ao hospedeiro e
portanto, teria um carater qualitativo: ungamismo é ou nao patogénico, nao existindo
variagbes. Por outro lado, ®rmo viruléncia seria a capidade relativa de um
organismo causar danos ao hospedeiro, ou rggeesenta o grau de patogenicidade, a
variacao positiva ou negativa, inferior ou superior nos sintomas que o patdogeno é capaz
de causar de acordo com o potencial geaé&jue possui, sendpprtanto, de carater
guantitativo. Finalmente, genes de patogenicidade seriam aqueles genes cuja expressao
€ necesséaria para o desenvolvimento danglhemas que ndo Sao essenciais para
completar o ciclo de vida do microrganismo.

No entanto, essas definicbes ndo sdo aceitas por todos os pesquisadores.
OLIVER & OSBOURN (1995), por exemploxglicam que essa definicdo proposta
para genes de patogenicidade ndo poderiapizcada aos parasitabrigatorios. Além
disso, muitos fitopatologistas tém debatidotemente as definicbes propostas para

patogenicidade e viruléncia. De acordo com a terminologia proposta pela Sociedade



Americana de Fitopatologia, essas definicbes se arranjariam quantitativamente da
seguinte maneirgpatogenicidade = agressdade + viruléncia Nesta classificacéo,
patogenicidade seria a habilidade de um organismo em infectar um hospedeiro e causar
doenca. O termo agressividade denota sepeque extensao, um organismo é capaz de
atacar outros organismos. Ela deve sessama em uma ampla gama de gendtipos
hospedeiros, avaliando-se o desenvolvimeotpatogeno em um determinado grupo de
espécies ou isolados do hospedeiro. Virulémd&a a severidade dos sintomas que um
patdgeno causa no hospedeiro por unidadatatpue (por exemplo, nimero de esporos
depositados). Qualitativamente é a vingdi@ que torna um parasita patégeno. Sem
viruléncia, um parasita ndo € umdgeno (BOS & PARLEVLIET, 1995; THOMAS &
ELKINTON, 2004).

Desde o contato inicial entre o tpgeno e o seu hospedeiro, até o
estabelecimento dos sintomas da doenca, existem diversas etapas deposicdo da
unidade de infeccdo, penetracdo, estabmlmtio das relacbes parasitarias e a
colonizacdo propriamente dita. Em cada um desses passos, 0 patdgeno regula a
expressdo diferencial de genessenciais de patogedaide que vao possibilita-lo
suprimir as respostas de defesa da plaotarepor aos obstaculpara a colonizacédo do
tecido vegetal, promover a absor¢cao dos nutrientes necessarios a sua sobrevivéncia e ao
mesmo tempo manter o seu pedeiro vivo (AMORIM, 1995).

IDNURM & HOWLETT (2001) clasdicaram os genes de patogenicidade de
fungos filamentosos em cinco categorias principais, de acordo com a etapa do processo
de infeccdo da qual participam. Deste modo, existem:

e Os genes que codificam proteinas emwals com a formacao de estruturas

de infeccdo, como € o caso do apressorio, responsavel por criar uma elevada
presséao de turgor, permitindganetracao pela epiderme.

e Os genes que codificam proteinasavidas com a degradacéo da cuticula
e da parede celular, como € o caso das enzimas cutinases e pectinases.

e Genes ativados em defesa as ressodo hospedeiro, como é o caso da
ativacdo de genes do fungo em resposta a producdo de metabdlitos
secundarios pela plantcitar as fitoalexinas.

e Genes que codificam proteinas envolgidam a sintese de micotoxinas, as

guais muitas vezes sao especificas para seu hospedeiro.



e E por fim, os genes que codificapmoteinas envolvidas em cascatas de
sinalizacdo em resposta as mudancas do ambiente, que sdo responsaveis por
alterar significativamente a expressd® outros genes. Encontra-se nesta
categoria o genpacC que codifica um reguthor transcricional envolvido
com a resposta de fungos aswcdes no pH ambiental.

Para avaliar a contribuicdo de um geree patogenicidade de um organismo
especifico, varias técnicas tém sidoilizadas, e o avanco dos projetos de
sequenciamento de genomas de muitascespdem possibilitado o surgimento de
diversas outras técnicas moleculares par@&studo da patogemiade em fungos
(SOANES et al., 2002).

Dentre as técnicas mais comuns, aagénese ainda € a mais utilizada, sendo
gue nos ultimos anos, a mutagénese tradaivem sendo substituida pela mutagénese
insercional, onde sdo empregados plasmidadsansposons para a inativagdo de genes.
A vantagem desta técnica é que o gdica etiquetado, podendo ser faciimente
localizado e isolado (BROWN & HQREN, 1998; BALHADERE et al., 1999;
DUFRESNE et al.,, 2000). Além da mutagémensercional, pode-se destacar ainda
outras técnicas como a construcdo e andédeibliotecas de mutantes, a SAGE (analise
serial de genes expressos), os microarragjasstema de dois hibridos e até mesmo o
uso combinado de mais de uma delas (LORENS, 2002).

2.4- O fator de transcricdo PacC e a ragacdo da expressao génica pelo pH

ambiental

Para sobreviver e se multiplicar, mécrorganismos devem possuir mecanismos
de adaptacdo as condicbes ambientais. Bdaptacdo as variagcdes ambientais requer
nao apenas a garantia de um equilitriomeostatico interno, mas significa também
garantir que as moléculas expostas oadicdo ambiental (como por exemplo, as
permeases, enzimas secretadas e metab&@doundarios) sejam produzidas somente
naquela condicdo em que elas poderin (RENALVA et al., 2008). Em numerosos
grupos de microrganismos, o pH ambiental tem importante papel na determinacao dos
niveis de transcricdo de muitos genesgue pode influenciano crescimento, na
fisiologia e em processos de diferenciagamrganismo (LAMB et al., 2001). Entre os
genes regulados por pH estdo aquelescpaificam enzimas secretadas, permeases e
enzimas intracelulares que participam ddesie e exportacdo de outros produtos, tais
como toxinas, antibidticos e compasta@wapazes de modificar o pH ambiental
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(PENALVA & ARST, 2002; ARST & PRIALVA, 2003; PENALVA & ARST, 2004;
PENALVA et al. 2008).

Os fungos sdo organismos muito versatpie ocupam 0s mais variados nichos
ecoldgicos, incluindo entre eles, o tecido tabdEsta habilidaddepende crucialmente
da presenca de mecanismos regulatorios gontrolem a expressdo de genes em
resposta a sinais e variacdes das condigfdsentais. Além disso, durante a interacao
planta-patégeno, o pH ambiental pode sd@ramicamente alterado pelos fungos.
Enquanto alguns fungos modificam o pH dmbiente pela producdo de &cidos
organicos como o &cido oxalico, citrieoglucorbnico, outros, como é o caso de
Colletotrichum alcalinizam o meio pa producéo e liberacdo de aménia (CARACUEL
et al., 2003a; KRAMER-HAVOVICH et al., 2006).

Considerando o pH do ambiente, um sistema regulatério controlando a
expressdo de genes foi identificado eactarizado pela primeira vez no fungo
filamentosoAspergillus nidulansha cerca de 22 anos atras (CADDICK et al., 1986).
Desde entdo, este mecanismo também sendo estudado e caracterizado em outros
fungos, incluindoSaccharomyces cerevisig®&U & MITCHELL, 1993) Yarrowia
lipolytica (BLANCHIN-ROLAND et al., 1994) Penicillium chrysogenurtSUAREZ &
PENALVA, 1996) Candida albicans (BROWN & GOW, 1999) Sclerotinia
sclerotiorum(ROLLINS & DICKMAN, 2001), Fusarium oxysporuniCARACUEL et
al., 2003a)Ustilago maydigELVA et al., 2005) Colletotrichum acutaturGvOU et al.,
2007) entre muitos outros.

A regulacdo da expressdo de genes gdrtambém é encontrada em outros
grupos de organismomcluindo as bactériaSalmonella typhimuriunfFOSTER et al.,
1994), eEscherichia coli(WATSON et al., 1992), as quais tém sido intensamente
estudadas. Ha também regulacdo da exprassgenes pelo pH extracelular em tecidos
animais, o que indica que esse tipo decamismo de sinalizacdo € uma caracteristica
universal, presente nos diferentesrs de seres vivos (DENISON, 2000).

O funcionamento geral deste sistema regulatério esta bem caracteriz&do em
nidulans,e requer a expressao e integridade d¢e genes, designados respectivamente
depacC, palA, palB, palC, palF, palelpall (ARST & PENALVA, 2003).

O genepacCcodifica um regulador transcrazial envolvido diretamente com a
ativacao e repressdo de genes reguladosppt@mbiental. Estudos demonstraram que
esta proteina, em condi¢cfes alcalinas emaesg na sua forma ativa, e em condicdes

acidas, na sua forma inativa. Na sua forma ativa PacC é capaz de ativar a transcricao
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dos chamados “genes alcalinos” e inibir a expressdo dos chamados “genes acidos”. Em
condicBes acidas, a proteina esta na fewma inativa, permitindo a expressdo dos
“genes acidos” e ndo sendo capaz de ativar a transcricdo eoss“glcalinos”. A
Tabela 1 resume os principais grupos de genes regulados por PAc@iduatans

Tabela 1- Genes ou func¢des sob o controle da proteina Pac& aidulans

~ Gene  Atividadeouprocesso ~ Condic&o de expressao
pacA Fosfatase Acida Acida
xInA Xilanases Acida
abfB a-L-arabinofuranases Acida
gabA GABA permease Acida
stcU Ceto-redutase (sintese de esterigmatocistina) Acida
NC* Fosfodiesterase Acida
NC* Sensibilidade ao Molibidato Acida
NC* Conidiacao Acida
NC* Tolerancia a aminoglicosidios Acida
palD Fosfatase Alcalina Alcalina
prtA Protease Alcalina Alcalina
xInA Xilanases Alcalina
acvA ACV sintetase (biossintese de penicilina) Alcalina
ipnA Isopenicilina N-sintase Alcalina
pacC Resposta ao pH Alcalina
NC* Tolerancia ao Li Alcalina
sidA Biossintese de sideréforos Alcalina
mirA Captura de sideroforos nativos Alcalina
mirB Captura de sideréforos bacterianos Alcalina
NC* Crescimentos em baixas temperaturas Alcalina

* NC — Processos e atividades cujo gene envolvido ainda néo foi deteminado
Abreviacdes ACV :5-(L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina sintetas8ABA: y-aminobutirato
(Adaptada de PENALVA et al., 2008)

Em A. nidulanspara que haja a ativacdo de PacC séao necessarias duas etapas de
processamento proteolitico, sendo que adepras codificadas pelos demais genes
citados anteriormente se envolvem com essaata de sinalizacdo e resposta celular da

seguinte maneira: PalH e Pall sdao enmsas com dominios transmembrana que
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funcionam como sensores de alteracdo dapiiental. O papel de PalC e PalF ainda é
obscuro. PalA é uma proteina capaz dbégse a dois motivos YPXL/I localizados no
“box de sinalizacdo para protease”, permitindo a interagdo de PalB, que por sua vez é
responsavel por uma das etapas do processampeoteolitico de PacC, necessario para
sua ativacdo (PENALVA & ARST2004).

De acordo com ARST & PENALVA (2003Yrés formas da proteina PacC
podem ser detectadas em extsatprotéicos purificados dé. nidulans,as quais
possuem respectivamente massa molecular de 72 KDa'¢p&XKDa (Pac®) e 27
KDa (PacC’). PacC? representa a proteina comtplecom seus 674 residuos de
aminoacidos. Ela predomina em condic@egtlas, onde esta inativa, ndo possuindo
papel conhecido na regulacdo transcricional. A ativacdo de’$acC resposta a
alcalinizacdo do meio envolve duas etapaspaeEessamento proteolitico. Primeiro,
PacC?é convertida & Paé&por um processamento protiieb via transducéo de sinal
dependente de pH, pela remocao de 180 resideaminoacidos da regidao C-terminal
da proteina. Esta reacdo é provavelmeatlisada pela proteina PalB, sendo que a
clivagem ocorre dentro de uma sequérmmaservada de 24 residuos denominada de
“box de sinalizacdo para protease”. ugedo processamento proteolitico, o qual é
independente do pH ambiental, e catalispelo proteassoma (HERVAS-AGUILAR et
al., 2007), remove mais 245 residuos denadiidos da cadeia C-terminal de P&cC
deixando a regido dedo-de-zinco intacta e formando“Pag@ constitui a forma ativa
da proteina PacC, que por sua vez, ativaredo ou reprimindo a expressao de varios
genes inclusive o proprio gepacC Sob condicdes acidastenacdes envolvendo trés
regides de Pacd€ aparentemente previnem o acesso do proteassoma, embora a
formacdo de pequenas quantidades de Pan@ependente da siieacdo por pH seja
provavelmente atribuida a um equilibrio dméo entre essa conformacéo “fechada’ e a
conformacao “aberta” da proteina. Um sidal localizacdo nuclear sobrepde os trés
dedos-de-zinco e portanto, ambos PAc€ Pac®, estdo localizados no nucleo
(HERVAS-AGUILAR et al., 2007PENALVA et al., 2008).

Para compreender claramente o procelestransducao de sinal que culmina na
formacdo de Pac¢Ce Pac®, é importante ainda, que se compreenda a participacdo da
via celular de endocitose, ja que oabalhos mais recentes tém demonstrado uma
estreita relacdo entre os dois processodoEitose é um processo que ocorre em todas
as células eucaritticas, pelo qual as céluleernalizam por¢des de suas membranas

lipidicas contendo proteinas embebiddsguindo a sua internalizacdo por meio de
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vesiculas endociticas, proteinas demime@ana podem retornar do compartimento
endossomal para a membrana plasméatica ternativamente, seguir a via degradativa
gue acaba por liberar o contetido no lumenv@dasiolos (ou lisossomo para células de
metazoarios) para a degradacao proteolikoca.qualquer das viaas proteinas passam
por uma série de organelas memmosas necessitando de mecanismos de
enderecamento para garantir que as gmas endocitadas pela membrana sejam
apropriadamente entregues ao seu destinb finaa degradativa que medeia o trafego
de receptores de membrana plasmatica, igabaicos e sistemas de transporte de
nutrientes da membrana plasmatica paraastiomo ou vacuolos € denominada de via
endocitica. Entretanto, emam crescente numero de exemplos, 0s receptores de
membrana plasmatica ndo atingem o d&mno, mas ao invés, permanecem nos
endossomos. De fato, essa associacdo com os endossomos pode muitas vezes sel
responsavel pela sinalizagéelular (HURLEY & EMR, 2006).

Trabalhos recentes com o fungo nidulansindicam fortemente que a via de
transducédo de sinal em resfaoao pH representa umesmplo classico de associacao
entre endocitose e sinalizacao celular. Neas®, o papel da endtwse seria conectar
os dois complexos espacialmente separadpgla localizado na membrana plasmatica,
contendo as proteinas perceptdo sinal; e a vesiculadassomal, na qual estariam
presentes as outras proteinas envolvidas na cascata de sinalizacdo (PENALVA et al.
2008).

Com relacdo & sua estrutura, a proteina Pad€ A. nidulans pode ser
didaticamente dividida em diferentes regides. Na extremidade N-terminal/?PacC
apresenta trés motivos protéicambecidos como “dedo de zinco” (GMss,), 0s quais
sao responsaveis pelo reconhecimentsedgiéncia consenso 5-GCCARG-3’ presentes
na regido promotora dos genes cuja expeegéségulada pelo fator de transcricdo PacC.
Acredita-se que o DZ1 (dedo-de-zinco 1lpndteraja diretamente com a molécula de
DNA, e sim com o DZ2. J4 o DZ2 e DZ3, formariam juntos, o dominio de ligacdo a
molécula de DNA. Esses trés dedos-de-ziestdo sempre presentes na forma ativa da
proteina (Pact). Apds a regido que contém ostimos dedo-de-zinco, a proteina pode
ser subdividida em 7 regifes: A regidogle corresponde a regido de ativacdo da
transcricdo; a regido Il que contém o sinalabalizacdo nuclear (NLS) e um sitio para
protease, no qual ocorre o segundo processtb proteolitico; a regidao lll, que
consiste numa porcao rica em glicina; a&edV, que é uma regido rica no aminoacido

glutamina; a regido V, que correspondenaa regiao rica erprolina e serina, podendo
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ainda apresentar uma assima do cotransportador NBICOs; a regido VI, que
apresenta uma sequéncia conservada dxiagppdamente 24 residuos de aminoacidos
denominada “box de sinalizacdo para pre¢éaonde ocorre a primeira clivagem
proteolitica, sendo esta readda pela proteina PalB; por ultimo, na por¢do C-terminal, a
regiado VII que consiste nummagido rica nos aminoacidos alanina, arginina e glutamina.
E interessante ressaltar que o alinhamem¢ seqiiéncias mostrou que as regides
codificadoras responsaveis pelos motivododde-zinco sdo altam&e conservadas em
uma grande variedade de fungos, incluidzomicetos e Basidiomicetos, enquanto
que as outras regides da proteina tende ser conservadas apenas em fungos
intimamente relacionados (TILBUR®t al., 1995; ARST & PENALVA2003).

Como foi mencionado anteriormentesse sistema de regulacdo por pH vem
sendo estudado extensivamente e o g@&w€ que codifica o redador transcricional
foi identificado e caracterizado ediversas espécies de fungos. Bmnidulans onde
foi inicialmente caracterizado, o mg apresenta um tamanho de 3.371 pb. A
comparacdo da sequéncia genbmica com aése@ide cDNA, revela a presenca de
dois introns, contendo 86 e 58 pb, respectersm A proteina deduzida a partir da
sequéncia de aminoacidos apresenta 6fduos de aminoacidos. Analises por
hibridizacdo de DNA revelam que o ggrecCapresenta-se em cépia Unica no genoma
deA. nidulans(TILBURN et al. 1995).

Em todos os outros organismos que ja tiveram o gac€ caracterizado, a
grande maioria das caracteristicas se conservam, embora possam existir pequenas
variacbes no tamanho da seqiéncia de atideos, no tamanho da ORF traduzida e
também no namero de introns. Hmchoderma harzianuppor exemplo, a seqiéncia
gendmica recentemente caracterizada apresenta 4500 pb, uma ORF de 620 residuos de
aminoacidos e trés introns putativoentendo 127, 56 e 64 pb respectivamente
(MORENO-MATEOS et al.,, 2007). Por outro lado, &wlletotrichum acutaturma
sequéncia gendmica completa isolada apresenta 2866 pb, uma ORF que codifica 590
residuos de aminoécidos e trés intronsipeds contendo 67, 71 e 77 pb (YOU et al.,
2007). Em ambos o0s casos, analises gmidizacdo de DNA revelam que o ggrecC
apresenta-se em copia unica no genoma. l#elaabaixo lista uma série de fungos os
quais ja tiveram a sequéncia do geaeCisolada e caracterizadacluindo entre eles,

importantes fitopatdgenos e patdgenos humanos.
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Tabela 2 Diversidade de fungos que apresentam o gan€/HIM101lisolado e caracterizado.

Organismo N° acesso genBank Referéncia
Aspergillus nidulans CAA87390 Tilburn et al., 1995
Aspergillus niger Q00203 MacCabe et al., 1996
Penicillium chrysogenum Q01864 Suérez & Pefialva, 1996
Saccharomyces cerevisiae NP_011836 Goffeau et al., 1996
Candida albicans Qouwi4 Davis et al., 2000
Sclerotinia sclerotiorum Q9P413 Rollins & Dickman, 2001
Acremonium chrysogenum Q96X49 Schmitt et al., 2001
Fusarium oxysporum Q870A3 Caracuel et al., 2003a
Fusarium verticillioides Q873X0 Flaherty et al., 2003
Neurospora crassa Q7RVQS8 Galagan et al., 2003
Candida glabrata Q6FV94 Dujon et al., 2004
Debaryomyces hansenii Q6BSz4 Dujon et al., 2004
Kluyveromyces lactis XP-453982 Dujon et al., 2004
Aspergillus fumigatus XP_754424 Niérman et al., 2005
Cryptococcus neoformans XP_572292 Loftugt.al.,2005
Magnaporthe grisea Q52B93 Dean et al., 2005
Yarrowia lipolytica CAA67927.1 Gonzalez-Lopez et al., 2006
Colletotrichum acutatum ABL96218 You et al., 2007
Trichoderma harzianum ABK60115 Moreno-Mateos et al., 2007
Aspergillus orizae BAB20756 Submissédireta
Aspergillus parasiticus Q96UWO0 Submissédireta
Aspergillus giganteus Q5XL24 Submissadireta
Botryothinia fuckeliana AAV54519 Submissadireta
Candida dubliniensis Q873Y3 Submissadireta
Gibberella fujikuroi Q8J1U9 Submissadireta
Trichophyton rubrum Q9C1A4 Submissédireta
Ustilago maydis CAG34353 Submissadireta
Colletotrichum gloesporioides ACD56154 Submissédireta
Crinipellis perniciosa ND* Comunicacagessoal

*ND — A sequéncia ainda n&o foi depositada no genBank e tidiaoor comunicagéo pessoal.
Além da participacao da proteina PacCcaacata de sinalizacdo em resposta ao

pH ambiental, alguns estudos mais recet@esdemonstrado uma significativa relagao
da proteina PacC com a resposta adaptdevalguns fungos ao estresse salino (LAMB
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et al., 2001; CARACUEL et al., 2003BRECHIGA-CARVAJAL & RUIZ-HERRERA,
2005).

CARACUEL et al. (2003b)ao cultivar um mutantpacCde F. oxysporunem
diferentes concentracées de'MsaLi’, observaram significativeensibilidade do mesmo
quando comparado com a linhagem selvagem a partir da qual foi obtido. Além disso,
foram detectados elevados niveis desttons acumulados nas células da linhagem
mutante. Ao analisar o crescinte de um mutante constitutijuacC, foi observado
significativo aumento na tolerancia a esse®oa toxicos. Interessantemente, nenhuma
diferenca foi observada aoaisar o crescimento da linhagem selvagem e mutante na
presenca do cation e de sorbitol, 0 que sugere a participacido daejmatPacC na
resposta ao estresse salino, mas naesttesse osmotico. Quando a mutacdo do gene
pacC foi complementada pela insercdo dena nova coOpia, 0 mutante adquiriu
novamente o fendtipo selvagem, caracterizaoloum aumento na tolerancia ao'Na
Li*. Isto sugere que o aumento na seliddde do mutante aos céations foi causado
unicamente pela auséncia do aledaC.

Em diversos outros trabalhos, a delecdo do IqmasC mostrou alteragao
significativa no crescimento e desenvolvimento de fungos de diversas formas: na
filamentacdo, na formacdo de estrutunaprodutivas, na producdo de enzimas
importantes, na tolerancia as variacGediantais e, até mesmo na patogenicidade
(TILBURN et al., 1995, MACCABE et al., 1996; ROLLINS, 2003; ARECHIGA-
CARVAJAL & RUIZ-HERRERA, 2005).

Para avaliar a contribuicAo do germmacCl na patogenicidade deC.
lindemuthianum,SOARES (2007) obteve um mutarpacCl denominado Mutpac2
utilizando a técnica de mutagénese sitio-atweada. Para isso foi construido um vetor
de inativacdo denominado pBKpac::hph2, contendo o cDNA do g&ETl
interrompido por um transposon, 0 fuaossui no seu interior, o ger®h, de
Escherichia coli que confere resisténcia a higioma. O vetor foi introduzido no
fungo e o genpacC foi substituido pelo gene interrompidmatC). Em suas analises,
além de demonstrar uma reducdo no amesnto em pH alcalino, SOARES (2007)
também mostrou que a delecdo do l6pasC em C. lindemuthianum afetou a
patogenicidade do mutante: além de veaifiuma reducdo nos sintomas tipicos da
doenca (lesdes necroticas contendo exsudados), a andlise por microscopia Optica
revelou a auséncia de formacdo das h#fasundarias de penetracdo. Foi sugerido,
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portanto, que o gengacClregula a expressao de genesadvidos com a transicao da

fase biotréfica para fase necrotréfica er@. lindemuthianum
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3- MATERIAL E METODOS

O presente trabalho fdiesenvolvido no Laboratéride Genética Molecular de
Microrganismos, do Departamento de ckdbiologia/BIOAGRO, da Universidade

Federal de Vicosa, Minas Gerais.

3.1- Microrganismos e condi¢cdes de cultivo

Os experimentos foram realizados com o isolado LV 49 - patétipo 81

(pertencente a Micoteca do Laboratéde Resisténcia de Plantas a Doencas, do

Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras) e o isolado LF
patétipo 89 (pertencente a colecao do Laldoi@tde Genética Molecular de Plantas, do
Departamento de Biologia Geral da itbsrsidade Federal de Vigosa) do fun@o
lindemuthianum Também foi utilizada a linhagem mutante Mutpac2, obtida por
SOARES (2007), no Instituto de BiotecnologiaRlantas (Laboratéride Fitopatologia
Molecular), da Universidade de Paris Xl, Fi@nc¢a. Esses isolados foram estocados a
-80 °C em glicerol 25%, utilizando umaspensao concentrada denidios (em torno

de 16 conidios/mL). Quando necessario, os isolddosm ativados em meio de cultura
BDA (Agar Batata Dextrose), pH 6.8, porescimento & temperatura de 22 °C por 7
dias.

Para o isolamento do gempacCl foi utilizado o Banco Gendmico dE.
lindemuthianum o qual foi construido poBOARES (2007) utilizando dambda
EMBL3/BamHI Vetor Ki(Stratagen®), e que encontra-se armazenado a 4 °C.

Também foram utilizadas as linhagens bacterid&saherichia coliXLI-Blue
MRA (Stratagen®) e E. coli DH50 (Promeg®), pertencentes a Bacterioteca do
Laboratério de Genética Molecular de Migranismos, as quais encontam-se estocadas
a -80 °C em glicerol 40%. Quando necess&ssas linhagens foram ativadas a 37 °C

por esgotamento em meio de cultura LB (Luria-Bertani).

3.2- Isolamento do genpacCla partir do Banco Gendmico deC. lindemuthianum

Para o isolamento do gemmacCl| foi utilizada a metodologia descrita por
BENTON & DAVIS (1977), de hibhdizacdo de DNA em placade lise, a partir do
banco gendmico d€. lindemuthianumconstruido no vetor Lambda EMBL3. Para a
triagem pelo banco, foi utilizado como sonda um plasmideo contendo o cDNA

correspondente ao gepacCl obtido a partir de uma Hibteca de cDNA construida
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por DUFRESNE et al. (1998) no LaboratorioRM do Instituto de Biologia de Plantas

da Universidade de Paris Xl, na Frangajual foi analisado por SOARES (2007). As
condicdes utilizadas para a hibzacdo foram de alta estgéncia: quatro horas de pré-
hibridizacao a 65 °C; oito horas de hibridizacdo a 65 °C e lavagens utilizando de baixa
concentracdo salina ( 13- SSC 1X e SDS; 2% SSC 0,5X e SD$»% ; e 32- SSC 0,1X

e SDS 1%). A marcacao da sonda foi realizada com®ekie images random prime |l
(Amersham Bioscienc@y, e os fragmentos de DNA marcados foram detectados
utilizando oGene Images CDP-Stdetection Kit{Amersham Bioscienc&y, conforme
instrucdes do fabricante. Os fagos recombinantes positivos para paggiésolados

do banco, foram caracterizados por meio de clivagem com as enzimas de r&ptlicao
EcoRV e Hindlll, e subsequente hibridizacdo de DNA, respeitando as mesmas

condic¢Oes utilizadas para o isolamento.

3.3- Subclonagem do gengacCl

A partir da sequécia do cDNA depacCl descrita por SOARES (2007), foram
desenhados 12 (doze) oligonwtideos iniciadore (Tabela 3 e Figura 1a), dos quais
dois (pacCl 1 e pacCl 9) foram utild@s para amplificar uma sequéncia de
aproximadamente 1.8 Kb, refererderegidao codificadora do gemmcCl Para esta
reacdo de amplificacéo foi utilizadaPdatinunt” Tag DNA Polymerase High Fidelity
(Invitroger®), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Como molde, foi utilizado o
DNA dos fagos recombinantes isolados.

Para subclonar a regido flanqueadora 3’ do gex€l foi utilizada a técnica de
IPCR (PCR inverso), a partir dos oligoteatideos pacCl 10 e pacCl 11, conforme
descrito por OCHMAN et al. (1988 esquematizado na Figura 1b.

Os produtos de PCR forapurificados utilizando oGFX™ PCR and Gel Band
Purification Kit (Amersham Biosciencey, e ligados ao vetor pGEM-T, utilizando o
Kit pPGEM®-T Easy Vetor Syste(Promeg®). Os clones obtidos foram propagados em
células deE. coli DH5a ultra-competentes (INOUE et al., 1990) e quando necessério,
extraidos e purificados utilizando @eneJET" Plasmid Miniprep Kit(Ferramentas

Life Science®).

3.4- Sequenciamento do gergacCl

Os clones identificados tiveram suasquéncias obtidas pelo método de
terminacdo da cadeia por dideoxinucidebs (SANGER, 1977), utilizando o kit
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Thermo sequenase dye terminator cycle sequencing préAmersham Life Sciendg),
conforme as instrugdes do fabricante. Quesciamento foi realizado no sequenciador
automatico MegaBACE 500 do Laboratoritie Gendmica, BIOAGRO/UFV. Os
oligonucleotideos utilizados no sequenoémto estdo listados na Tabela 3 e
representados na Figura la.

A busca por sequéncias homélogas falirada no banco de dados do National
Center for Biotechnology Information (NCBI:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
utilizando-se os programas BLASTH BLASTP (ALTSCHUL et al., 1997). O

programa DNAMAN foi utilizado para tragéo das sequéncias, e a identificacdo dos

possiveis introns foi feita manualmente, por meio da busca pelas seqiiéncias consenso

e/ou por comparacao com a sequéncialié¢Ac disponibilizada por SOARES (2007).

— —
o & =L — df— tf—
| | | 11 2 3 5 7 9 |
Regido Reguladora Regido Estrutural

(@)

Digestio do DNA\,"\ \) Circularizagéo O
—_— /L—J

Figura 1- Estratégia adotada para a clgem e o sequenciamento do gepacCl (a)
Representagdo esquematica do gpaeCF, mostrando a distribuicdo relativa dos diferentes
oligonucleotideos que forantilizados nos experimento) Esquema representativo da técnica
de iPCR para recuperacao das bordagethe. (Adaptado de OCHMAN et al. (1988)).

* O esquema do gene bem como a distribuighs oligonucleotideos foram baseados na
sequéncia de cDNA do genesponibilizada por SOARES (2007).
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Tabela 3- Oligonucleotideos iniciadores utilizados nesse trabalho

Oligonucleotideo Sequéncia (5-3)
pacCl 1* CAA CTC CCC GAA GAG CAG TA
pacCl 2 CAC ACT TGT GAG GCT TGA GG
pacCl 3 TCT GGT TGG GAG AAA ACG AG
pacCl 4 CAA CCAACAACCCTTGAACC
pacCl 5 GCA GGT AGT ACT GCT GGG TGA
pacCl 6 GCCGTTCTCTTCTCCCTCTT
pacCl 7 CGT CGT TGT TGA CCG ACA TA
pacCl 8 TGA CAG CAA CGA GCG TAG AC
pacCl 9 ATA CGC AGG ATG GGG TAC AG
pacCl 10 GCATTG ACC GTAGGG ACT TC
pacCl 11 TAC TGC TCT TCG GGG AGT TG
pacCl 12 ACG ACC TCATCC AGATCG AC
RTpacCl 1F° ACG ACC AAT GGC TGG AGA AC
RTpacCl 2R® CTT GGC CTC CTC GGAGAAC
RTpacCl 3F° CAG GAC GAC GAC GGT GAA G
RTpacCl 4R® AGG ACT TGC CGC AGG AAC T
CLrRNA 1 ° TGA GTG GCA CAA GCA AAT AGT CA
CLrRNA 2 © TGC AAT TCACATTACTTATCG CATT
CLGpDq1 CCG CACTGC TGC TCAGAAC
CLGpDqg2 GGA CAT GCC GGT GAG CTT
M13 F GTT TTC CCA GTC ACG AC
M13 R CAG GAA ACA GCT ATG AC

* Oligonucleotideos que foram utilizados pamplificacdo e sequenciamento da porcao
codificadora do gengacCl

' Oligonucleotideos que foramtilizados para sequenciamento e amplificacdo da regido
flanqueadora 3’ do germmacCl pela técnica de iPCR;

@ Oligonucleotideos que foram utilizados paxaliar o nivel de expresséo do gpaeClpela
técnica de Q- PCR.

Os demais oligonucleotideos foram utilizag@sa sequenciamento de diferentes porcbes do
genepacCl como mostra a Figura la.

3.5- Analise filogenética do genpacCl

Para avaliar a capacidade do gpaeClna reconstrucaadlégenética de fungos,
sequéncias de nucleotideos do ggrecC/HIM101 bem como a sequéncia de

aminodcidos deduzida, da proteina em @uespertencentes as diferentes classes de
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fungos verdadeiros e ja depositadas nacbade dados (GenBank), foram acessadas e
filogeneticamente comparadas a sequénc@ad€lque foi obtida.
O programa Clustal W (THOMPSON et,dl994) foi utilizado inicialmente para

o alinhamento das sequéncias, sendo que algumas corre¢cdes foram feitas manual e
visualmente, utilizando o progra@EGA 4.0 (TAMURA et al., 2007).

Para as inferéncias filogenéticas ftlizado o método de oenstrucdo Neighbour
joining (NJ). A arvore de NJ foi obtiddilizando o programa MEGA 4.0 (TAMURA et
al. 2007), sendo que o modelo de substituicdo foi escolhido manualmente. Apds
obtencdo da &rvore, esta foi topologicamente analisada considerando a recente

classificacdo taxondémica proposta para os fungos.

3.6- Determinacdo do numero de cépias do gepeacCl e caracterizacdo molecular
do mutante pacCI (Mutpac?)

3.6.1- Obtencdo de massa micelial

Para obtencéo do micélio, uma suspenséo de aproximadamenteitios/mL
foi obtida a partir do crescimento das linhagéselvagem e muta)tpor 10 dias, a 22
°C, em tubos de ensaio autoclavados deaes por uma hora, contendo vagens fixadas
em agar-agua. Posteriormente, cerca deld$ses conidios foramoculados em placas
de Petri contendo 25 mL de meio ddtua GPYECH liquido (ANSARI et al., 2004).
As placas foram incubadas em camara ésamento por aproximadamente cinco dias
a temperatura de 2Z. Em seguida o micélio foi coletado, lavado gentiilmente com

agua destilada e congelado com nitrogénio liquido.

3.6.2- Extracao de DNA total

O micélio coletado foi macerado com a utilizacao de pistilo e nitrogénio liquido
até se tornar um pé bem fino. Ao mateadhtido foram adicionados 15 mL de tampé&o
de extracdo de DNA total dengos (Tris-HCI 200 mmol . EpH 8.0; EDTA 50 mmol .

L% NaCl 250 mmol . ['; SDS 2%) e a amostra foi imgada no banho a 70 °C por 30
minutos. Em seguida, foram adicionadosrib de cloroférmio-alcool-isoamilico, o
material foi homogeneizado e incubado gelo por 30 minutos. A amostra foi
centrifugada a 140@0por 40 minutos, a fase aquoka coletada, transferida para
outros tubos e acrescida de }20de acetato de adnio para cada 200L de solucgéo.
A amostra foi homogeneizada, incubaaagelo por 1 hora centrifugada a 45@Qor

40 minutos. O sobrenadante foi trangferipara outros tubos, adicionado de igual
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volume de isopropanol e mantido a tenapera ambiente por 20 minutos. Apés
centrifugacdo a 45@0durante 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
deixado a temperatura ambiente para sé@ao apos, o mesmo foi ressuspendido em 1
mL de &gua mili-Q autoclavada, adicionatioigual volume de fenol/cloroférmio 1:1, e
agitado gentilmente por 10 minutos. A amostra foi centrifugada a 2000 10
minutos, sendo a fase aquosa coletada cuidatm#e e transferida para outros tubos,
aos quais foi adicionado igual volume droférmio. Novamente a amostra foi
homogeneizada gentilmente pb® minutos, centrifugada a 12@@or 10 minutos,
sendo a fase aquosa transfepdaa outros tubos, acrescida NaCl (100 mmol . 1), e
igual volume de isopropanol. Apos 30 minutbsemperatura ambiente, a amostra foi
centrifugada a 120@0por 30 minutos, o sobrenadaridé descartado, o sedimento foi
lavado com etanol 70 % e colocado pameas@ temperatura ambiente. Em seguida, o
sedimento foi ressuspendido em@0de agua mili-Q autoclavada, acrescido del3

de RNAse (10 mg/mL) e incubado a 37 3@ 30 minutos. Osubos contendo o DNA

total foram entdo armazenados a — 20 °C.

3.6.3- Hibridizagdo de DNA

Para determinacdo do numero de coépias do pan€l aliquotas de g de
DNA total da linhagem selvagem foram digeridas com as enziXiad, EcoRV e
Hindlll (Promeg#®). Para a caracterizagdo do mutgraeCl, o DNA total da linhagem
selvagem e mutante foi clivado com a enzifiadlll. A escolha dessas enzimas foi
feita mediante analise do perfil de resdo da sequéncia de estudo, utilizando-se o
programa NEBcutter 2.0 (VINCZE et al., 2008)s produtos da digestdo do DNA total
foram submetidos a eletroforese em delagarose 0.8 %. Apdés fracionamento dos
fragmentos de DNA, o gel foi mantido pd® minutos em solucdo de desnaturacao
(NaCl 1,5 mol . [*; NaOH 0,5 mol . [}), 40 minutos em solucéo de neutralizacdo
(NaCl 1,5 mol . [; Tris-HCI pH 8.0 0,5 mol . 1), e encaminhado & montagem do
aparato de transferéncia do DNA para a membrana de nailon (Duraldh-Uv
Stratagen®). Apds transferéncia, O DNA foi¥ado a membrana utilizando o aparelho
(UV Crosslinker UVC 500). A hibridizagdo oceu por 18 horas a 65 °C. A sonda
utilizada foi obtida pela clivagem do plasmidio pGpac31 com a ensmtiaa qual
libera um fragmento de aproximadamente Kbh8correspondente a regido codificadora
do genepacCl, isolada do Banco Gendmico @& lindemuthianumPara marcacao e
deteccdo dos fragmentos de DM#arcados, foi utilizado o kiGene Images AlkPhos
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Direct Labelling and Detection Systgdimersham Bioscienc&y, conforme instrucdes

do fabricante.

3.7- Andlise da expressao do genegacCl por PCR Quantitativo, durante a
cinética de infeccdo

3.7.1- Obtencao de conidios e condi¢cdes de inoculacéo

Uma suspensdo de aproximadamenté ddhidios/mL foi obtida a partir do
crescimento da linhagem LF — pat6tipo 89 ddindemuthianumconforme j& descrito
anteriormente (item 4.6.1). Concomitantemesémentes do cultivar Rosinha de feij&o-
comum foram germinadas e as plantulasro crescidas em camara de crescimento
apropriada por dez dias. Em seguida, folbadedonares excisadas tiveram ambas as
superficies assepticamente inoculadas com a suspensdo de conidios, utilizando
pincel previamente esterilizado. Essas folilmguladas foram mantidas em placas de
Petri contendo discos de papel umedecidosagna destilada estkrincubadas a 22 °C
por um fotoperiodo de 16 horas de luz (166 WE n¥’) e 8 (oito) horas de escuro. As
folhas inoculadas foram recolhidas e cdadas em nitrogénio liquido em intervalos
regulares de 24 horas por sete dias, de madodrir as diferentes etapas do processo
de infeccdo poC. lindemuthianumComo controle negativo, folhas foram inoculadas
com agua destilada estéril, e agmanhadas ao longo do processo.

Para utilizar como referéncia pddr na andlise por PCR quantitativo,® 10
conidios foram inoculados em 25 mL deionge cultura GPYECH liquido (ANSARI et
al., 2004), conforme descritwm item 4.6.1. O micélio obtido também foi congelado em

nitrogénio liquido, e utilizdo na etapa subsequente de extracdo de RNA.

3.7.2- Extracao de RNA total

Para a extracdo de RNA total, as &shde feijoeiro e/ou o0 micélio coletado,

foram congelados em nitrogénio liquido aaerados utilizando piki e almofariz até

um

formarem um pé bem fino. Aproximadamente 200 mg de tecido macerado foram

transferidos para um mmtubo, acrescidos de 1 mL do reagente TRIzol (Invitr@jen
150 pL de PVP-40 20% (Poinl pirrolidona- 40 (Sigm®)). As amostras foram

homogeneizadas por 20 segundos, mantid&sn@eratura ambiente por 5 minutos e

centrifugadas a 12.0§(or 20 minutos. Em seguida, a fase aquosa foi transferida para

um novo microtubo e acrescida de 200 gdé cloroférmio. As amostras foram
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gentilmente homogeneizadas, mantidagemperatura ambiente por 3 minutos e
novamente centrifugadas a 12.0for 20 minutos. A fase aguosa novamente foi
transferida para microtubos e acrescida 250dglsolucéo de precipitagéo (Citrato de
s6dio 800 mmol . 1; Cloreto de sédio 1200 mmol *).e 250 L de isopropanol. As
amostras foram homogeneizadas por fig&e, incubadas no gelo por 10 minutos e
centrifugadas a 12.00 por 10 minutos. Finalmente, apds centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado, o sedimenitdaf@do com etanol 80% e ressuspendido
em 40 pL de BD DEPC. Adicionalmente, as ami@s foram tratadas com DNAse
RQ1 RNAse-free (Prome@g. O RNA total extraido teve sua pureza e quantificacao
determinadas a 260 nm por espectafeetria, utilizando-se o programa RNA
Quantify and Purity Check, do especttdimetro Pharmacia Biotech. Ultras@e8000.

3.7.3- Sintese de cDNA e PCR Quantitativo em tempo real

As amostras de RNA obtidas foram utilizadas para avaliar quantitativamente o
nivel de expressdo do gepacCl nas diferentes fases goocesso de infeccdo, por
meio da técnica de PCR quantitativo em tempo real.

Inicialmente, aliquotas de dg do RNA total extraido foram utilizadas para a
sintese da primeira fita do cDNA, utilizando o kitProm-ll Reverse Transcription
System(Promeg®) conforme instru¢cdes do fabridan Para a sintese do cDNA fita
dupla, dois pares de oligonucleotideos deris listados na Tabela 1 (RTpacCl
1/RTpacCl 2; RTpacCl 3/RTpacCl 4) forarilimados para ampli€ar um fragmento do
genepacCl e também para constru¢do da curva padrao. Para a normalizacdo dos niveis
de expressao, foi utilizado como controtelégeno o gene constitutivamente expresso
gpdA que codifica a enzima gbraldeido desidrogenase @e lindemuthianumPara
isso, foram utilizados os oligonucleotideGLgpd 1 e CLgpd 2 (também listados na
Tabela 3). A reacéo de Q- PCR foi realizada utilizando & Y& Green PCR-Master
Mix (Applied Biosystem®) sendo que as leituras foram realizadas utilizando o
equipamento ABI 7500 Real Time PCR Systems (Applied BiosysgmBara a
quantificacdo das amostras foi utilizadguantificagdo relativa pelo método de curva
padrdo (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). A cux padréo para este experimento foi
realizada com 7 pontos (diluicdes 1@ 10'), garantindo que todos os pontos
apresentados pela amostra desconhecidanfidsetuidos na curva. Como calibrador foi

utilizado o RNA total extraido do fungo twhado em meio de ¢twra liquido. Isto
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significa que todos os valorebtidos foram expressos coma-vezes o valor obtido
para o calibrador. A ampldacdo do gene alvo foi normedida com a amplificacdo do
controle enddégeno, para correcado de vasagle amplificacdo devido a quantidade de
material inicial presente nas amostrasndicoes de processamento e presenca de
inibidores de PCR. Todas as reacOesarfo amplificadas emtriplicata. Neste
experimento, foi avaliado e compdoao nivel de expressdo do gepecCl em 5
diferentes pontos do ciclo de infeccdo @elindemuthianum2 dias; 4 dias; 5dias; 6

dias e 7 dias.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Isolamento e clonagem do gempacCl

ApOs a terceira triagem no banco gendmic&déndemuthianumutilizando o
cDNA do gengpacClcomo sonda, foram isolados quatro fagos recombinantes positivos
para o gengacCl os quais foram identificados comgacl.1,Apac2.1,Apac3.1 e
Apac4.l, respectivamente. No trabalho mealo por NOGUEIRA (2007)s diferentes
perfis de restricdo de DNA apresentados por esses fagos, mostraram que os quatro fagos
recombinantes isolados eram, de fato, diferentes entre si. Esses fagos foram utilizados
subsequentemente para subclonagem do @l

A andlise por hibridizacdo, apdsrestricio do DNA desses fagos com as
enzimasApd, EcARV e Hindlll (as quais ndo apresentam sitios de clivagem na
sequéncia do cDNA), confirmou a presenca do gew€| porém em fragmentos de
DNA que possuiam um tamanho molecular acima de 6 kb em todos os casos, 0 que
dificultou a clonagem do gen@®OGUEIRA, 2007). Para solucionar esse problema,
uma nova estratégia foi delineada paraudclonagem. A partir da sequéncia de
nucleotideos correspondente ao cDNA do geaeCl (disponibilizada por SOARES,
2007), um par de oligonucleotideos identfios como pacCl 1/pacCl 9 (Tabela 3 e
Figura 1), foi desenhado e permitiu a amplificacdo de um fragmento de
aproximadamente 1,8 kb (Figura 2a) que corresponde a regidao codificadora do gene
pacCl Essa amplificacdo foi realizada com urteg DNA polimerase de alta
processividade, conforme descrito item 3.3. Esse produto de PCR foi clonado no
vetor pGEM - T Easy, e o clone obtido foi denominado pGpac31.

Adicionalmente, a técnica de iPCR (PCR inverso) também foi utilizada no
isolamento de parte do gepacCl Para esta técnica, foiilizado como molde o DNA
dos quatro fagos recombinantes isolados do banco gendmico, clivados com diferentes
enzimas de restricdo, e o par de oligonudeats identificados eoo pacCl 10 e pacCl
11 (Tabela 3 e Figura 1). Esta técnica permitiu a recuperacao de um fragmento de DNA
de 650 pb (Figura 2b) pela pificacdo usando o DNA do faggacl.1 como molde.
O produto de PCR foi purificado do gel, cldoano vetor pGEM - T Easy e o clone foi
identificado por ipGpac47. O sequenciamed#ste clone mostrou que o fragmento
recuperado continha partesdeegides flanqueadas 5’ e 3' do gene em estudo. A

juncd@o e andlisein silico das duas seqlencias clonadas, permitiu a obtencdo de um
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fragmento total de 2546 pb, referente ao geaeCl de C. lindemuthianumo qual foi

caracterizado subsequentemente.

iApac1.1

Figura 2- Eletroforese em gel de agase 0,8% dos fragmentos de DNA obtidos,
correspondentes ao genpacCl (a) Resultado da amplificacdo usando os oligonucleotideos
pacCl 1/pacCl 9, os quais flanqueiamregido codificadora do gene. (MINA do
bacteriéfago Lamba digerido com a enziiandlll; (M2) DNA do bacteri6fagopX174
digerido com a enzimdadll; (1) A seta indica o fragmento de DNA de aproximadamente 1,8
kb obtido pela amplificacddb) Resultado da técnica de iPGRando os oligonucleotideos
pacCl 10/pacCl 11. (M) DNA do bacteri6éfagrl74 digerido com a enzintdadll; (i Apacl.1).

A seta indica o fragmento de DNA obtido pela amplificacdo usando o DNA do\fegd.1
como molde.

4.2- Sequenciamento e caracterizacao do gepecCl

O sequenciamento dos clones pGpac3l e ipGpac47, utilizando os
oligonucleotideos listados fabela 3 e ilustrados na Figura 1a, permitiu a obtencdo de
uma sequéncia total de 2.546 pb, a qual aptededa a porcao codificadora do gene
pacCldeC. lindemuthianume parte das regides flanqueaob’ e 3’ do gene (Figura
3).

A andlise das sequéncias permitiu a identificagdo de uma proteina contendo 581
aminoacidos e um cédon de parada, sendo, portanto codificada por uma ORF que
apresenta 1746 pb. Essa ORF esta flanqueada por uma sequéncia 5 de 204 pb e por
uma sequéncia 3’ de 403 pb. Na Figura 3eges flanqueadoras e os introns do gene
estdo representados em letras mindscutagjanto a ORF esta representada em letras
mailsculas. O cédon de iniciacAdG (metionina), localizado na posi¢do 207, esta

evidenciado em negrito e letras maitasylmarcando o possivel ponto de inicio da
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traducéo da proteina, dentro do consenso CACETC (GURR et al., 1987), marcado
pela caixa de texto. Deversgbservado que a partir deggssicdo, duas numeracdes sado
apresentadas na Figura: uma para a se@iéecnucleotideos do gene e uma para a
sequéncia de aminoacidos da proteindudiela. O cédon de parada da tradu¢&aA

foi identificado na posicdo 2142, o que calique a proteina deduzida apresenta 581
residuos de aminoécidos.

Na regido ndo codificadora 5’, foramoemtrados dois cis-elementos tipicos de
genes eucariotos de fungos filamentosos: uma sequéncia CAAT e uma regido rica em
CT. O elemento CAAT foi encontrado na gé® 12 da seqUéncade nucleotideos, e
estd a 196 pb do cédon ATG de inicio dadtrcdo. Esse resultado encontrado foi
consistente com o que € encontrado némados genes de fungos, cujos elementos
CAAT séo posicionados a uma distancia quode variar de 150 a 300 pb do ponto de
inicio da traducdo. Nas regifes promotodss genes eucarioticos, esses elementos
podem atuar como sinais basicos para a transcri¢cdo, determinando, muitas vezes, o sitio
de inicio e até mesmo a eficiéncia gmcesso (GURR et al.,, 1987). Na regido
compreendida entre as posi¢des 21 e 92 foram encontrados diversos elementos CT. Essa
regido rica em CT tambémnéuito comum na porcao regutad de genes eucariéticos,
principalmente em fungos filamentosodeseduras. Andlise por delecdo de alguns
desses elementos em genesAdenidulans mostraram que elesdo importantes na
determinacdo da exata posicdo do inicio dastricdo (GURR et al1987). Na figura 3,
os elementos CAAT e CT da regidonideadora 5 encontram-se destacados em
negrito.

A proteina PacC é capaz de se ligarcansenso 5° GCCARG 3’ regulando a
expressao de uma série dagg incluindo o préprio gemacC(ESPESO et al., 2000).
Entretanto, na sequencia flanqueadora 5idabtessa sequéncia nao foi encontrada,
possivelmente pelo curto tamanho da sequéncia recuperada.

Na regido ndo codificadora 3’, utmal de poliadenilacéo tipico AATAAA de
genes de fungos néo foi encontrado, maericontrada a sequéncia AAATA, a 207 pb
do codon de parada, posi¢cdo relativamente semelhante aquela encontrada em outros
genes de fungos filamentosos, geralmenteano de 180 pb apds o codon de parada
(GURR et al., 1987).
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-204cggca cga ggg caat cg gtc ctc cac ctg cct caa gct aga acg
-159 <cca cct gca cct gca ctc acg aac act caa aac aca ccc gac
-115 tcg atc tta ttt ccg caa cgg gtc tcg gcc gat tcc att ctt
- 69 gcc tcc cct cac cga gcc cac cag ctc ggt caa cct cgc gaa

t at
cct
ccg
cgc

-24 cag tca aac ttc cag tca galcacc ATGTC’T GCT AAG CAA GAA AAC

01 M S AKOQEN
22 GAG TCT TCG GGA AGC AAC TCC CCG AAG AGC AGT ACT CCC GCC
8 ESSGSNSPKSSTPATP

CCT

67 TCG ACG GCC ACC AGC AAC ACC TCC CAG AGC ACC GGC GCC AAC AGC

23 STATSNTSQSTGANS
112 GCC GAG GAC AAT CTG ATT TGC AAA TGG AAC TCG TGC AAC CTC
3 AEDNLICKWNSJCNTLK

AAG

157 TTT GTC ACG CCC GAG gtagt tacccactactcctgctgccttgtccaaacgtac

58 FVTPE

212 gttgtctaacgcccgtctcag GCC CTC TAC GAG CAC ATC TGC GAG CGC
62 A LYEHICERH

263 GIC GGI' CGC AAG AGC ACC AAC AAC CTC AAC CTC ACC TGC CAG
68 VG R KSTNNLNLTCOQW

308 GCT TCC TGC AGG ACG ACG ACG GIG AAG CGT GAT CAC ATC ACC
83 ASCRTTTVKRDHITS [ |

353 CAC ATT CGC GIC CAC GIC CCC CTC AAG CCT CAC AAG TGT GAG
98 HM@ERVHVPLKPHTIKTECETF

398 TGC GGEC AAG TCC TTC AAG CGC CCC CAG GAC TTG AAG AAG CAT
113 CGE K S FKRPQDLKKHYV

CAT

TGG

TCT

TTC

GIC

443 AAG gtattc agacctcgcaacccaaccct ccgcccccagacagt cgact gacct act ccag

128 K
504 ACC CAC GCC GAC GAC TCT GIC CTC GIC CGA TCC CCC CAG GAC
129 THIADDSVLVRSPQDRQ

CAG

549 GGC ATG AAC GEC TAT CGG GCG CAG CCT GGC AAG gtatgt ccagct cac

145 G M NGYRAQPGK

597 aatttgcgcat ccaaaggtcctctcgttttctcccaaccagaggct aat gt gcct ccag

656  GCT TCT TCT AGC TAC TAT GAT CAT AAT GGC CAC ATG AGG ACT
155 ASSSYYDHNGHMRTN

701 TCG GCC GCC TTC GOG CAC CAG GCT GGG CAT GCT AGC TAC TAT
170 SAAFAHQAGHASYYA

746  CCOC CAA CCA TCT ACA AAC TAT GGA CTG TAC TTC AAC CAA CAA
185 PQPSTNYGLYFNQOQFP

791 TTG AAC CCT CCC CGA TCC GAG TAC ATT GGC CAC CAC GGC GGC
200LNPPRSEYIGHHGTGY

836 GAC AAC CGC GCC AAA CGC GCC TTC GAC ATG GTC GAC GAC TTC
25 DN RAKRAFDMVDDEFEF

881 GCC CAC GCT AAG CGT CGC CAG GTC GAC CCC ACC TCC TAC CAG
230 AHAKRROQVDPTSYOQQ

926 GTC GGC CGT TCT CTT CTC CCT CTT CAC GGC GCT CTC GGC CTC
245 VG RSLLPLHGALGTLH

971 ACC GGC CCC ATG CCC GGC TCC GAC TAC ATG GCC GCC CCC CCT
260 TGPMPGSDYMAAPPDQOQ

1016 CAG CAC CCA CAC CAC CAG CAC GTC GGC CAC GGT CCC TCT GGT
2 Q HPHHQHVGHGPSGFP

1061 GGC CCC CTC ACC CAG CAG TAC TAC CTG CCG CCC ATG CCC AAC
20 GPLTQQVYYLPPMPNA

1106 CGC ACC AAG AAC GAC CTC ATC CAG ATC GAC CAG ATC CTC GAG
35 RTKNDLIQIDOQILEDQ

1151 ATG CAG AGT ACC GTC TAC GAG AAC GCC AAC CAG GCC ACG CAT
320 M Q STVYENANOQATHG

1196 ATC CAC ATC CAC GGC CAG AAC ACC TTT GAC CTG CGC CAT AGC
335 |HIHGQNTFDLRHSP

1241 TOG CCA CCC GGC GGC CAC AGA GGA TCC ATC GCC GGT ATG TCG
350 SPPGGHRGSIAGMS YV
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1286 AAC AAC GAC GEC TAC GEC GCC GIG TCT GCC GCA CAC ATG GCC TCG
365 NND GY GAVSAAHMAS

1331 CCG CTC ACC GCC ATC TCC TCC ACC GGT ACC CCC GCC GIC ACT cct
380 PLTAI SSTGTPAVTP

1376 CCC TCG AGC ACC ATG TCC TAC ACT TCC GGI' CAC TCG CCC AGI CCG
39 PSS TMSYTSGHSPSP

1421 TCT TCC TCG GEC ATG TCT CCT CAA TCC AGA CAC AGC TCT ACC GCC
240 S S S GMSPQSRHSSTA

1466 TCC TCG GIC ATG TAC CCC AAC TTG CCT GCC GIC AGI TCC GAT CIT
425 S S VMYPNLPAVSSDL

1511 CCC CGG AGT CGA CAA CGT CGA CTIT TCG GGA ACC CAG CTT GAC AGC
440 P R S RQRRLSGTOQLD S

1556 AAC GAG CGTI AGA CCC TAC TCT GGI' GGC ATG TGC AGC GGG CCG CCC
455 NERRRYSGGMZCSGPP

1601 CTG TCG CCC AGG TCG CCC ATC ATC TTT GAG GAC AGI CTC TGG CGr
470 L S PR SPIIFEDSLWR

1646 CAC TAC TCC CAA GGC GIC TGI G&C TTC GIC CAT CGG CTC TCC TTC
485 HY S QGVCGFVHRLSEF

1736 CGC GIC TTT GAG TCT GAC TCG AGC GAG GGC GCA CCC GAA CCC GAG
500 RVFESDSSEGARERE

1781 GAG AAG TAC GAC CAA TGG CTG GAG AAC ATG CGC ACC ATT GAG CCT
55 EK YDQWULENMRTIEA

1826 CTC CGC GAG TAC ATC CGC GAC CGC ATT GAC CGT AGG GAC TTC TCC
50 LR EYI RDRIDRRDTES

1871 GAG GAG GCC AAG TCA CCC GCG GCC AGC CGI' CTC AAG TCC CCG GAG
565 EEAKSPAASRLKSPE

1916 CCC ATG GAG GIC GAT GCC AAG CCG TCA CCA GCG GCA CCG CTG TAC
560 P M EVDAKPSPAAPLY

1961 CCC ATC CTG CGT ATG CCC AAC TGA ggc acc ggc gct tga gta gga
5% PI L R M P N *581

2006 ttg atg aga aga gcc cca gac aaa ctg ggc gcg tgt acc aac agc
2051 tgt ctg caa gcg tgt ttc gtc gaa aag ttt cac agc aaa aga aaa
2096 ggg caa agt gat ggc gtc aac ttt ggc tcg aat tct att cta cag
2141 cat tct ttc tta tcc cat tgc gcg gca ccg caa tac ggc ttc tgg
2186 caaata tct ctt acg cct gtc gaa gcc tcc cga cct ctt tgt tta
2231 cgt tac cca tac cca agt cgg cgg atg atg aga ggg gaa gtg gat
2276 tga att acg cag tct ccc atg gac gca gat gga ttt cta ccg ggc
2320 gca tga agt ccc ccg gtg aac caa acc aaa taa aac aca aaa caa
2366 acg aaa aaa aaa aaa aaa aaa - 2546

Figura 3- Sequéncia de nucleotideos do gepacCl e sequéncia deduzida de aminoacidos

da proteina PacCl deC. lindemuthianum Duas séries de niumeros sdo mostradas na Figura: a
primeira - 1 a 2.546 - representa a sequéncia de nucleotideos; a segunda - 1 a 581 - representa a
sequéncia de aminoacidos. A seugié codificadora esta representada em letras mailsculas, e

as regides flanqueadoras 5’ e 3’, bem como os introns, estdo representados em letras minusculas.
As demais regides importantes, e alguaisselementos estdo destacados conforme descrito no
texto.

A analise comparativa entre a seq¢ia de nucleotideos do gepacCl e a
sequencia do cDNA obtida por SOARES (2007), permitiu a identificacao de trés introns
(Figuras 3 e 4). O primeiro intron cont®® pb e esta localizado na posicdo 378-438 da
escala utilizada. O segundo intron conténpb& esta localizadoa posicdo 651-709.

O terceiro intron contém 74 pb e est4 laeao na posicdo 787- 861. Em todos os
introns encontrados nacggéncia, foi identificado ois elemento 5 GT ... AG 3'. Essa

sequéncia consenso esta amplamente distalm genes de fungos, e é considerada de
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extrema importancia para reconhecimedtts sitios de excisdo pelo complexo de
remocao de introns: o spliceossomo (BALLANCE, 1986).

Resultados semelhantes foram obtidosmoitos trabalhos de caracterizacao do
genepacC EmF. oxysporum(CARACUEL et al., 2003a)T. harzianum(MORENO-
MATEOS et al., 2007C. acutatum(YOU et al., 2007), €. gloesporioidesGenBank
EU671075), por exemplo, a ORF putativa apneseima seqiéncia de nucleotideos que
varia de 1770 pbQ. acutaturha 2107 T. harzianum Além disso, a sequéncia do
genepacCde todos esses fungos apresenta também 3 introns, com tamanhos variando
de 50 a 127 pb (Figura 4).

Conforme pode ser observado na Figura 4, o gao€ da grande maioria dos
fungos analisados apresenta trés intronguass mantiveram sug®sicoes relativas ao
longo do curso evolutivo. Interessantemenss cinco espécies estudadas que
apresentam trés intron<C.( lindemuthianum. C. gloesporioides, C. acutatum, T.
harzianum e F. oxysporynpertencem a Classe dos Sordariomicetos, Filo Ascomicota.
Do mesmo modo, as trés espécietadias que apresentam dois introAs rfiger, A.
oryzae e A. nidulans pertencem a Classe dos Eurotiomicetos, Filo Ascomicota. As
duas espécies de leveduras listaGas¢revisiae e C.albicansas quais ndo apresentam
introns, pertencem a Classe dos Sacharomicetos, Filo Ascomicota, e, por ultimo, o
anico organismo do Filo Basidiomicota analisa@Goernicios, apresenta oito introns
com um padréo de distribuicdo totalmente diferente dos demais.

Percebe-se, deste modo, que o padramdservacao e variagao nas posicoes de
introns em genes ortologosparalogos pode ser util nacomstrucdo de cenarios da
evolucdo da estrutura éxon-intron de geneamgbticos. Esta idéia tem se tornado ainda
mais plausivel com a disponibilidade e @&®ldas sequéncias de genomas eucaribticos
inteiros, incluindo entre eles, o de diagsespécies de fungos. De fato, tem sido
proposto que a fracdo das posicdes de introns que é compartilhada entre os organismos
diminui com o aumento da distancia evda e, portanto, a conservacdo de introns
pode funcionar com um excelente marcafitmgenético (ROGOZIN et al., 2005;
DUJON, 2006).
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pacC/HIM101
Organismo ORF Proteina
60 58 74
C. lindemuthianum | | I 0 | 581 aa
68 62 78
C. gloesporioides | | i | 584 aa
67 61 77
C. acutatum | | | | 590 aa
50 59 71
F. oxysporum | | I | 609 aa
127 56 64
T. Harzianum | | I T | 620 aa
138 57
A. oryzae | | | 662 aa
) 138 52
A. niger | I I | 667 aa
86 58
A. nidulans | | I | 678 aa
S. cerevisiae | | 621aa
C. albicans | | 661aa
45 45 5362 4% 46 g2 58
C. perniciosa NN | 824 aa

Figura 4- Analise comparativa da porcdo estrutural do gengacC/HIM101 de alguns
fungos filamentosos e levedurag\s caixas abertas horizontalmente indicam a regido estrutural
do gene; as caixas menores, posicionadas vengcaé (preta, cinza e branca), representam os
introns com tamanho e posicao relativos ao geneada organismo analisado. No lado direito
mostrado o tamanho da proteéra residuos de aminoacidos.

Embora os introns sejam objeto deudst desde a sua descoberta, numerosas
guestdes ainda permanecem com relacdo aorgem, funcdo e dindmica evolutiva.
Nesse contexto, os genes de fungos sédo pamimahte ideais para se estudar os introns,
por uma série de razdes: primeiro, oseasips fundamentais da biologia molecular dos
introns sdo compartilhados entre fungos eagatos mais derivados, o que permite,
portanto, a sua utilizacdo como organismusdelo; segundo, os genomas de fungos
apresentam uma densidade génica alta esgmma estrutura moletar bem definida, o
que facilita a predicdo e alise desses introns. Finalnbenos fungos apresentam uma
ampla diversidade na densidade média derie. Esta arquiteturdiversa, acoplada
com disponibilidade dos bancos de dados, fornece uma excelente oportunidade para
investigar a dinamica dos introns, e nos uls§ranos, diversos trabalhados tem utilizado
dessa estratégia (GALAGAN et al., 2005).
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A auséncia de introns no gene das derasduras analisadas (Figura 4), também
constitui mais uma forte evidéncia da gdla intrinseca entre introns e evolucao de
genomas eucariotos. Em leveduras apebtds dos genes que codificam proteinas
apresentam introns, e desses, mais dtadaesao genes que codificam proteinas
ribossomais. Uma hipotese recente assume que ao longo do processo evolutivo de
leveduras, tenha ocorrido perda e aquisicdoa®s introns, mas a taxa de perda teria
sido maior que a taxa de aquisi¢do, de noui® 0 genoma perdesse a maioria dos seus
introns. Essa hipotese aindadata uma nova teoria: a de cae leveduras nao teriam
surgido como eucariotos primitivos e sim coderivadas de um eucarioto superior, ja
que estes, incluindo muitos fungos filamentosos, apresentam varios introns no genoma
(DUJON, 2006).

Como ja foi mencionado, a Figura 3 nrastinda a seqiéncia deduzida da
proteina PacCl, a qual apresenta 581dwexd de aminoacidos. O alinhamento da
sequéncia protéica obtida, com sequénciapatiiveis nos bancos de dados mostrou
que a proteina identificada apresenta altakres de identidade similaridade na
composicdo de aminoacidos, com o regulattanscricional deresposta ao pH -
PacC/Him101 - de fungos filamentosdgweduras, respectivamente (Tabela 4).

A sequéncia da proteina PacC de @imios organismos listados na Tabela 4
foram alinhadas utilizando o programalC&TAL W (THOMPSONet al., 1994), e o
resultado € mostrado na Figura 5. Deve ser observado que algumas regides sao
extremamente conservadas, como € o caso das regides responsaveis pela formacao dos
trés motivos dedo-de-zinco; do sinal dedlizacdo nuclear; do bade sinalizacédo para
protease, e dos sitios de ligacéo a proteina PalA, principalmente quando se considera as

espécies do génelletotrichum(as trés primeirasle cima para baixo).
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Tabela 4 - Similaridade e identidade da proteina PacCl com seus ortélogos* PacC/Him101

Organismo N° acesso Identidade (%) Similaridade (%)
Colletotrichum gloesporioides ACD56154 87 89
Colletotrichum acutatum ABL96218 83 87
Fusarium oxysporum Q870A3 63 71
Gibberella moniliformis Q873X0 63 71
Gibberella fujikuroi Q8J1U9 62 70
Acremonium chrysogenum Q96X49 59 68
Hypocrea lixii ABK60115 54 63
Magnaporthe grisea Q52B93 50 61
Neurospora crassa EAA27978 49 58
Sclerotinia sclerotiorum AAF93178 44 56
Aspergillus niger CAK37752 42 56
Aspergillus nidulans EAA43726 43 54
Yarrowia lipolytica CAAG67927 42 53
Aspergillus oryzae BAB20756 41 51
Aspergillus parasiticus AAK98616 41 52
Aspergillus fumigatus EDP52555 40 51
Trichophyton rubrum AAK35072 40 50
Aspergillus giganteus AAV28549 41 50
Paracoccidioides brasiliensis AANO06812 39 48
Penicillium chrysogenum CAP94266 38 48
Botryotinia fuckeliana EDN23717 38 52

* Os organismos listados na tédosdo os que apresentaram os maiores valores de identidade e
similaridadeapds analise pela ferramenta Blastp.
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Dedo-de-zinco Ill
C. gl oe. OEF®CKSFKRPQDL KK[g VKT[gADDSVLVCRSPQDQG- - - - - - - - - MNGYRA 151
C. acut. OEFOCKSFKRPQDL KK[g VKT[gADDSVLVR- SPQDQG- - - - - - - - - LNGYRA 150
C. lind. OEFOCKSFKRPQDL KK[gVKT[gADDSVLVR- SPQDQG- - - - - - - - - MNGYRA 150
A chry. OEFOGKSFKRPQDLKKgV DDSVLVRPSQDNHN- - - - - - - - - QGGWNY 162
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C. gl oe. HGG- - YDNR- KRAFDWDDFFAHAKRRQVDPTSYQQVCGRSL L PL HGAL GLHAGPMPGSDY 268
C. acut. HGG- - YDNRSKRAFDWDDFFAHAKRRQVDPTPYQQVGRSL L PLHGAL GLHAGPMPGSDY 268
C. lind. HGG- - YDNRAKRAFDWDDFFAHAKRRQVDPTSYQQVCGRSL L PL HGAL GLHTGPMPGSDY 268
A chry. YGAPPGGYDRKRAFDWDDFFSSAKRREI DPSSYSQ GRSLLPLHGTLSI PSGPMPATEQ 282
Gfuji. YSAAA%YDRKRTYDM\/DDFFGSAKRRQ DPSSYAQ GRSLNPLHGNLSVPNGDMTATEQ 299
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IPx LI
C. gl oe. SSTGTPAVTPPSSTMSYTSGHSPSPSSSGVEPQSRHSSTASSVMYPNLPAVSSVFPG- - - 442
C. acut. SSTGTPAVTPPSSTMSYTSGHSPSPSSSGVEPQSRHSSTASSVMYPNLPAVSSVFPG: - - 440
C. lind. SSTGTPAVTPPSSTMSYTSGHSPSPSSSGVEPQSRHSSTASSVMYPNLPAVSSDLPR- - - 441
A. chry. SSTGTPAVTPPSSAVSYTSGHSPSPSAPAMSPQSRHSSTSGSVMYPSLPTSLPAVSQGFG 460
Gfuji. SSTGTPAVTPPSSSMSYTSGHSPSPSSSAMSPQSRHG- STASVMYPTLPTSLPAVSQGFG 471
*************::***********:“*******‘ ::‘*****‘**: L.
Box de Sinalizacdo para protease
C. gl oe. QSTTSTLGPSFDSNERRRYSGGMWM. QRANPSSPRSPI | REDSSGFSTPKAESVASSI GSPS 502
C. acut. QSTASTL GPSFDSNERRRYSGGWL QRAAPSSPKSPI | YEDSSSVTTPKAESVASSVGSP- 499
C. lind. SRQRRL SGTQL DSNERRRYSGGVCSGPPL SPRSPI | FEDSLWRHYSQGVCGFVHRLSFR- 500
A chry. @THTL@SFESNERRRYSGGNLQ?ARAAPPRSTDNHNHNHNHGASTPKAPVSPALASP 520
Gfuji. HSATITL GPSFDGSERRRYSGGWL. QRARAGPLPLPRED- - - - TSGASTPKASESALSVGS 527
. *kkkkkkk*k
C. gl oe. ASSDSDNBEGARDREEKYDQ/\LENNRTI EALREYI RERI DRK- - - ------- DFAEEARS 552
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C. lind. - VFESDSSEGAREREEKYDQW.ENVMRTI EALREY!I RDRI DRR- - - - - - - - - - DFSEEAKS 549
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C. gl oe. PEASRLKSPEPMEVDAKPAPAAPLYPVLRWPN- - - - - - - - - 584
C. acut. PEASRLKSPEPNVEVDAKPALAAPLYPI LRVAN- - - - - - - - - 590
C. lind. PAASRLKSPEPMEVDAKPSPAAPLYPI LRVPN- - - - - - - - - 581
A chry. KERDGNPMDVDARSPRSPAREQPCGRPREGSSLYPI LRVPGD 621
Gfuji. VDP- - -------- KSPQAPPREL GTPREGSSLYPI LRVPGA 618
*

Figura 5- Alinhamento da seqiiéncia de amoacidos da proteina PacC de fungos
filamentosos. As sequéncias utilizadas para o alinhatoeestdo listadas na Tabela 4. As
principais regifes da proteina estdo destacadas no alinhamento e descritas no texto.
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Assim como na proteina PacC/Himl@e véarios fungos, a analise do
polipeptideo obtido permitiu a identificagcdo dos principais elementos que caracterizam
essa familia de proteinas (Figuras 3,e 6). Na por¢cdo amino-terminal foram
encontrados trés motivos dedo-de-zincogoais sdo muito comuns em proteinas que
apresentam dominios de interacdo praddNA, como € o caso dos reguladores
transcricionais. Na grande maioria dos casos, o motivo dedo-de-zinco apresenta a
sequéncia consenso G(JC(Xi12)H(X3.5)H, ou seja, o aminoécido cisteina separado do
outro residuo de cisteina pdois a quatro residuos detms aminoacidos, e estes,
separados das duas histidinas por mais degieluos de aminoacidos. O primeiro e o
terceiro dedo-de-zinco encontrados se edguram exatamente s&as caracteristicas,
mas o0 segundo, ao invés de doze, apreseitmuesiduos de aminoacidos separando as
duas extremidades do motivo. Os trés motemsontrados estéo localizados na posicao
44-67, 80-98 e 110-130, da escala adotada. BEsstagos estdo destacados na Figura 3
pelo sombreamento cinza na sequérd@aaminoacidos, sendgue os residuos de
cisteina (C) e histidina (H)stdo sombreados em tomaieza escuro. No alinhamento
da Figura 5, os residuos dsteina e histidina estdo maioa de preto. Semelhante ao
que foi identificado na proteina PacC @e acutatum(YOU et al.,, 2007) eC.
gloesporioides na posicdo 219-249 foi encontrado um sinal de localizagdo nuclear -
cuja sequéncia consenso é (KH¥i0-1-(K/R)s (NIGG, 1997)-(Figura 5 e 6). Na
porcdo mais central da proteina forancamiradas as regides ricas em glicina e
glutamina (Figura 6), assim como observado em outros organismos, taisAcomo
nidulans e C. acutatum por exemplo. Mais adiante, j& na porcdo carboxi-terminal,
foram identificadas as duas sequénc@msenso YPNL e IPIL envolvidas no
reconhecimento e ligacdo da proteina PdB\cascata de sinalizacdo, nas posi¢des 430
e 574, respectivamente. Essas duas sequésiias flanqueando outra regido bastante
conservada, que é o box de sinalizacao peotease, localizado na posicao 446-468 da
sequéncia de aminoéacidos. E nesse local oedere a primeiralivagem proteolitica
durante o processo de ativacdo da prot®aeC, sendo esta clivagem realizada pela
proteina PalB. Todas essas regifesoest@stacadas por sombreamento cinza nas

Figuras 3 e 5, e posicionadas nugsaala relativa, na Figura 6.
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Figura 6- Representacdo esquentidga da proteina PacCl de C. lindemuthianum
mostrando os dominios e assinaturas potendmaente importantes para a configuragéo e
funcdo da proteina.Note que o tamanho e a posicado tretada sequéncia de aminoacidos

também é mostrada.

Com as sequéncias da proteina Pag@11, disponiveis nos bancos de dados
do NCBI, foi feito um alinhamento utindo o programa GLSTAL W (THOMPSON
et al., 1994), e uma arvore filogenéticadonstruida utilizando o programa MEGA 4.0
(TAMURA et al., 2007). Para a construcaoataore foram utilizadas as sequéncias de
31 organismos, incluindo entre eles, funditamentosos e leveduras, pertencentes a
Filo Basidiomicota e Ascomicota. O métodordeonstrucao filogeética utilizado foi o
Neighbour joining, também conhecido comométodo do vizinho mais proximo. A
Figura 7 mostra a arvore filogenética camso obtida, acresta dos valores de

bootstrap considerando 5000 replicagoes.

Como pode ser observado, os ramos da arvore foram bem sustentados,

apresentando, na grande maioria dos cladalsres de bootstrap superiores a 95 %, o

que a torna mais consistente e robusta. Percebe-se ainda, uma nitida separagéo entre a:

trés espécies pertencentes ao Filo Basidiomicotanfaydis, C. perniciosa e C.

neoformany - as quais se posicionaram nos ramos mais basais - das demais espécies

pertencentes ao Filo Ascomicota.
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Interessantemente, a maioria dos cladgeupa organismos taxonomicamente
relacionados no nivel de Clas§€somo pode ser observado perte superior da arvore,
um grupo monofilético € formado pela Claskes Eurotiomicetos, incluindo todas as
espécies pertencentes ao gérispergillus e as espécida. chrysogenuni,. rubrum e
P. brasiliensis sendo o grupo sustentado por um valor de bootstrap igual a 99. Logo
abaixo as espécieS. sclerotiorume B. fuckeliana se agrupam na classe dos
Leotiomicetos, com valor de consisténigaal a 100. Destaca-sénda o monofiletismo
da Classe dos Sordariomicetos, ondé@escluidas as trés espéciesGidletotrichum
analisadas (que inclusive também seaupgram em um Unico clado, suportado por um
bootstrap igual a 100), além do génErsarium e as espécidd. griseg N. crassaT.
harzianum A. chrysogenuime G. fujikuroi (a espécieC. lindemuthianumencontra-se
sublinhada na arvore). Estkado foi suportado por um valde consisténcia igual a 99.
Por dltimo, nos ramos mais basais, @ria-se a Classe dos Sacharomicetos,
representada aqui por s espécies do géne@andidg e as espécied. hansenii K
lactis e S. CerevisiaeO resultado desta analise, alérmds mostrar o quanto a proteina
PacC/Him101 apresenta-se conservada organismos estudados, evidencia o seu
potencial como ferramenta de estudo @aralises filogenéticamm fungos, podendo até
mesmo ser Util na resolucdo de problematmantes a classificacdo e taxonomia deste
grupo de organismos, ja que esta ainda permanece com falhas e muitas vezes apresenta-

se confusa.
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Figura 7- Analise filogenética utilizando a sequéncia da proteina PacC/HIm10A arvore
consenso foi construida utilizando o métodeighbour joining, com bootstrap de 5000
replicacdes, pelo programa MEGA 4.0. Para a analise foram utilizadas as sequéncias de 31
organismos, incluindo entre eles fungos filameons e leveduras. Nimero de acesso genBank:
A. nidulans (CAA87390); A. niger (Q00203); A. fumigatus (XP_754424); A. orizae
(BAB20756);A. parasiticugQ96UWO0);A. giganteugQ5XL24); P. chrysogenuniQ01864);S.
cerevisiae(NP_011836)C. albicans(Q9UW?14);S. Sclerotiorum{Q9P413);A. chrysogenum
(Q96X49); F. oxysporum(Q870A3); F. verticillioides (Q873X0); N. crassa(Q7RVQ8); C.
glabrata (Q6FV94); D. hansenii (Q6BSZ4); K. Lactis (XP-453982); C. neoformans
(XP_572292);M. grisea(Q52B93);Y. lipolytica (CAA67927);C. acutatum(ABL96218);T.
harzianum(ABK60115); B. Fuckeliana(AAV54519); C. dubliniensiQ873Y3);G. fujikuroi
(Q8J1U9);T. rubrum(Q9C1A4);U. maydis(CAG34353);C. gloesporioidegACD56154);P.
brasiliensis (AAN06812); C. perniciosa(SILVA, 2006). A seqiéncia d€. lindemuthianum
ainda nao foi depositada.
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4.3- Determinacdo do numero de copias do gepacCl e caracterizacdo molecular
do mutante pacCI (Mutpac?2)

Conforme descrito no topico 3.6, para determinar o nimero de copias do gene
pacClno genoma d€. lindemuthianumfoi utilizada a metodologia de hibridizacao de
DNA, pela digestdo do DNA gendmico @& lindemuthianumcom trés diferentes
enzimas de restricdé\a, EcarV e Hindlll), as quais néo clivam o gepacCl Apds
a transferéncia dos fragmentos de DNA pam@membrana e consequente hibridizagéo,
apenas uma banda positiva foi observada pada digestdo, confirmando que o gene
pacCl assim como o genpacC/HIM101lde todos os outros fungos filamentosos e
leveduras que posssuem 0 gene caraeido, apresenta-se no genoma do fungo em
uma unica copia. Como controle positiga hibridizacdo foi utilizado o plasmideo
pGpac3l, descrito na secédo 4.1, o qual contém o gacEl A Figura 8 mostra o

resultado da digestdo do DNA totall@ hibridizac&do propriamente dita.

CP Apal EcoRV Hind Il Apal Eco RV Hind Il

- - - -

23,1 Kb
9.4 Kb
6.5kb
4,3kb -
r—— : ! ;

2,3kb
2,0kb

Figura 8- Andlise do numero de coépias do genpacCl O DNA gendmico deC.
lindemuthianumraca fisioldgica 89, foi digerido com as enzimgel, EcaRV e Hindlll, e os
fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8% e transferidos
para uma membrana de nailon, conforme d@spor SAMBROOK et al. (1989). Como sonda

foi utilizado um fragmento de 1.8 kb referente ao geaeCl e a deteccdo dos fragmentos
positivos foi realizada pelo uso 8Gene Images AlkPhos Dirediabelling and Detection
System” (Amersham Bioscienc&y. (M)- DNA do bacteriéfago Lamba digerido com a
enzimaHindlll. (CP)- Controle positivo - Plasmidgéspac31 contendo um fragmento do gene
pacCl

42



Entre as técnicas moleculares disponiveis para analise e confirmacédo de genes
que codificam determinantes de patogenicidade, o isolamento e a caracterizacdo de
mutantes deficientes na patogenicade aptase um grande potencial. Se o gene de
interesse ja estiver identifida, uma estratégia para investigar sua funcéo é interromper
a sua expressao e determinar se o fpadii alterado. Em fungos, a interrupcdo ou
substituicdo de um gene alvo pode sermjata por eventos de recombinacdo homologa
(WELD et al.,, 2006). De fato, como jaifdescrito no tépico 2.4, para avaliar a
contribuicdo do genpacCl na patogenicidade de. lindemuthianumSOARES (2007)
obteve um mutantpacCl| denominado Mutpac2, utilizando técnica de mutagénese
sitio-direcionada. Para isso, foi construido um vetor de inativacdo denominado
pBKpac::hph2, contendo o cDNA do gepacCl interrompido por um transposon, o
qual, possui no seu interior, o gemeh, de Escherichia coli que confere resisténcia a
higromicina. O vetor foi introduz@ no fungo e acredita-se que o ggaeCl tenha
sido substituido pelo gene interrompigagCI).

Para analisar e comprovapadrao de integracao do ggrecCl na obtencéo do
mutante Mutpac2, também foi utilizada atowwlogia de hibridiagdo de DNA. Para
essa andlise, o DNA genbmico da linhagseelvagem (raca fisidgica 81) e da
linhagem mutante (Mutpac2), foi giirido com a enzima de restricktindlll e
hibridizado utilizando duas diferentes sosidam fragmento d&.8 kb contendo o gene
pacCl selvagem (Figura 9a), e o vetor de clonagem pBluescriptSiura 9b). Como
ja foi mostrado anteriormente (Figura, & m o DNA da linhagem selvagem foi
observada uma unica banda, ja que a sanidiaada foi um fragmento do gene de
interesse, que se encontra em uma Unica copia no genoma. Ja no caso do mutante
Mutpac2 foram observadas duas bandas, positivas (Figura 9a). Quando a sonda utilizada
foi o vetor de clonagem pBluescriptSkhenhuma banda positiva foi observada, tanto
para a linhagem mutante quanto para a linimagelvagem. Isto pode ser explicado pela
estratégia utilizada na transformacdo e padtor de inativacdo utilizado. Como foi
utilizada a técnica de mutagénese sitio-dirigida, esperavamos que tivesse ocorrido
recombinacao homologa, ou seja, uma recombinacéo entr@aeBkcontido no vetor
de inativacéo e o gene selvagem contido no genor@a lifledemuthianumAlém disso,
como o vetor de inativacdo foi esquatizado de modo a conter o gepacCl
flanqueando uma regido central contendo um transposon e ohgbrde E. coli,
também esperdvamos que ocorresse uma recombinacao homéloga por troca génica, de

modo que nenhum resquicio de vetor fosse encontrado no genoma do fungo. Por ultimo,
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também esperavamos que a hibridizacdo com opgp(@ apresentasse duas bandas na
linhagem mutante, j& que esse nova constragdiesenta um sitio de restricdo para a
enzimaHindlll. A Figura 9 mostra que esses objetivos foram alcangcados com sucesso.
Quando a membrana foi hibridizada com o geaeCl uma banda foi encontrada na
linhagem selvagem e duas bandas na linhagem mutante, mostrando de fato que o gene
selvagem havia sido substituido pelo gene altepad®l. Quando a mesma condi¢ao

(DNA clivado com enzimadindlll) foi hibridizado can o vetor pBlueScriptSK ou

seja, um vetor vazio, nenhuma banda foi observada na linhagem selvagem, o que

demonstra que ocorreu recombinagaméloga por troca génica (Figura 9).

Figura 10 - Caracterizacdo molecular do mutantgacCI. (a) Clivagem do DNA gendmico

da linhagem selvagem e mutante com a enzima de redttigéil, e hibridizacdo utilizando

como sonda um fragmento de 1,8 kb do gpaeCl (b) Clivagem do DNA gendmico da
linhagem selvagem e mutante com a enzima de restdg#bll, e hibridizacdo utilizando

como sonda o vetor de clonagem pBluescript§Kl) DNA do bacteriéfago Lamba digerido
com a enzim&lindlll;. (Mut) Linhagem mutante Mutpac?2; (Sel) Linhagem selvagem.

4.4- Anadlise da expressdo do genmacCl por PCR Quantitativo em tempo real,

durante a cinética de infecgéo

O estudo da funcdo génicajueer condicbes paguantificar de forma confiavel,
padrdes espaciais e temporais da expredsaam gene. Analises da expressao génica
realizadas por meio da técnica de PCR quantitativo em tempo real (Q-PCR em tempo

real) tém sido cada vez mais numerosapresentando uma de suas principais
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aplicacbGes. Conforme descrito tépico 3.7, para aliar o nivel de gxressdo do gene
pacCl nas diferentes etapas do ciclo infecciosaCddindemuthianumfoi utilizada a
técnica de PCR quantitativo em tempo real. Paca folhas cotildonares de plantas de
feijdio-comum crescidas por 10 diasid@m excisadas e inoculadas coni ¢onidios de

C. lindemuthianumraca fisioldgica 89. As folhamfectadas foram congeladas em
diferentes intervalos de tempo de modeeobrir o ciclo de ifeccdo do fungo durante
7 dias. A figura 10 mostra o resultado déeagéo das folhas de feijdo-comum &r
lindemuthianum em quatro diferentes tempos:ni@o O; Tempo 1 (48 horas - 2 dias);
Tempo 2 (96 horas - 4 dias); Tempo 3 (12fake 5 dias); Tempo 4 (144 horas - 6 dias)
e Tempo 5 (168 horas - 7 dias).

Tempo 0 2 dias 4 dias 5 dias

Agua

Conidios

Figura 10- Teste de patogenicidade deC. lindemuthianum 10° conidios de C.
lindemuthianumraca fisiologia 89, foram inoculados em folhas de feijdo-comum, incubadas a
22° C e fotografadas nos tempos mostradosnaCoontrole, 200 uL de agua estéril foram
espalhados assepticamente na superficie giemals folhas. O material foi congelado em
intervalos regulares para subsequente extracdo de RNA total.

O tecido vegetal coletado, foi entdo utiliio para extracao d&NA e sintese de
cDNA conforme especificado no tépioos tépicos 3.7.2 e 3.7.3. Com o cDNA obtido,
foi realizado um RT-PCR. Esta metalgla nos permitiu confirmar, embora néo
guantitativamente, a expressao do gpaeCl nos diferentes tempos analisados. Além
disso, esse RT-PCR comprovou a eficiénd@s oligonucleotideos desenhados, em
amplificar especificamente um unico fragnto de DNA, correspondente ao gene de

interesse, condicao esta necessaria pexa@ucao do PCR quantitativo em tempo real.
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Para amplificar o genpacCl de C. lindemuthianumforam desenhados dois
pares de oligonucleotideos (Tabela 3). téaste foi realizando com os dois pares de
oligonucleotideos, e apenas um deles (Rtp&RtpacCl 4) atingi as caracteristicas
necesséarias: um fragmento Unico de aproximadamente 100 pb. Este par de
oligonucleotideos, foi portanto, utilizado paraxperimento de PCR em tempo real. Do
mesmo modo, para escolha do gene a deragio como controle endégeno, dois pares
de oligonucleotideos foram testados: um golifica parte do gene responsavel pelo
RNA 18S, e outro que amplifica parte do gegedA que codifica a enzima
gliceraldeido desidrogenase.ré&sultado obtido com o gewggpdAfoi mais semelhante,
em termos de intensidade da banda de DNA, ao do mggt@l e, portanto, este foi
escolhido para normalizacdo do PCRtempo real (dados ndo mostrados).

Para comprovar que a amplificagdo obtida nos experimentos foi decorrente da
presenca de cDNA do fungo, e ndo da comtagéio das amostras de RNA total com
DNA gendémico do fungo, um RT-PCR controlei realizado para cada amostra
avaliada, porém, a partir de uma anmsjue nao havia sido tratada com a enzima
transcriptase reversa. Esse controlgatigo provou que as amostras de RNA total
extraidas ndo estavam contaminadas BNA gendmico do fungo, ja que ndo ocorreu
nenhuma amplificacdo na reacédo de RT-PCR.

Como pode ser observado na Figurd, os resultados esperados foram
alcancados. No RT-PCR controle, nenhumastra apresentou amplificacdo, indicando
que as amostras de RNA estavam livres de DNA gendmioG. demdemuthianum.
(Figura 11a). J4 na Figura 11b, um freepto esperado de 100 pb foi visivelmente
amplificado nas amostras correspondsentaos tempos 2, 3, 4 e 5, 0s quais
correspondem aos intervalos de 4, 5, 6 @iad de inoculagddComo ja era de se
esperar, a reacao de PCR sem a enmm@®NA polimerase ndo apresentou nenhum
sinal de amplificacdo em ambos os expentos (B). No tempo 1 (48 horas) nao foi
detectado nenhum sinal de amplificacdo, emtss@nao signifique que o gene nédo seja
expresso nessa condi¢gdo, como sera dikcuhais a frente. Nos outros intervalos,
observa-se claramente que o ggaeCl foi transcrito. Para utilizar como amostra
referéncia no PCR em tempo real (@ador), RNA total de micélio do fungG.
lindemuthianum(F) foi extraido utilizando os mmos procedimentos utilizados na
extracdo de RNA do tecido getal. Como pode ser obsado na Figura 11b, também
foi detectada expresséo do ggraeCl pelo crescimento dauhgo em meio de cultura

liquido. Como essa técnica ndo apresentecarater quantitativo, nada se pode dizer,
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ainda, sobre o nivel de expressdo do geaC| nessas condicbes, mas de qualquer
forma, essa etapa foi de extrema importancia para o estabelecimento dos parametros a

serem utilizados na etapa subsquente: o PCR quantitativo em tempo real

Controle RT- PCR

TM T2 T3 T4 TS T T2 T3 T4 TS

Figura 11- RT-PCR de amostras coletadas em diferentes etapas do ciclo de infeccad@ de
lindemuthianum (a) Controle negativo do RT-PCR - sintese de cDNA sem adicdo de
trasncriptase reversa - auséncia de amplificacdo palja DNA polimerase.(b) RT-PCR
mostrando a expresséo do geaeCl durante o ciclo de infecgdo @ lindemuthianum(M)

DNA do bacteriéfag@X174 digerido com a enzimdadll; (B) controle negativo da reacdo de
PCR - sem adicdo daq DNA polimerase; (F) RT-PCR utilizando RNA do fungo crescido em
meio de cultura. (T1) Tempo 1 de inoculacdo:a&sd(T2) Tempo 2 de inoculacéo: 4 dias (T3)
Tempo 3 de inoculacdo: 5 dias; (T4) Tempo 4 de inoculacdo: 6 dias e (T5) Tempo 5 de
inoculagéo: 7 dias.

Para a técnica de PCR quantitative filizado o método de quantificacao
relativa por curva padrdo. Neste método, wonya padrdo € primeiramente construida
a partir de uma amostra de RNA com aemtracdo conhecida. Esta curva é entao
utilizada como referéncia padréo para exdlapinformacdes quantitativas sobre o nivel
de expressdo de um gene alvo, através de uma amostra de RNA com concentracdo
desconhecida. A curva padrédo para estperimento foi realizada com 7 pontos
(diluicdes 10° a 10'%, garantindo que todos os pontos apresentados pela amostra
desconhecida fossem incluidos na cu@amo calibrador foi utilizado o RNA total
extraido do fungo cultivado em meio de uatdt liquido. Isto sigfica que todos os
valores obtidos foram expressos conmvezes o valor obtido pa o calibrador. A
amplificacdo do gene alvo foi normalizada com a amplificacdo do controle enddégeno,
para correcdo de variacbes de amplifitaglevido a quantidade de material inicial
presente nas amostras, condicfes de processamento e presenlgiadaies de PCR.

Todas as reacdes foram amplificadas em triplicata.
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Na Figura 12, o eixo x do grafiaepresenta o gene alveafCl), nos diferentes
estagios avaliados, e no eixo y, 0 seu Inde expressao relativo ao calibrador e
normalizado com o controle endégegpdA Com dois dias de infeccdo, ou seja,
durante a fase biotréfica do ciclo de infec¢do do fungo, o gao€l foi 39,83 vezes
mais expresso do que sob crescimento emo ohe cultura, o que nos mostra, de fato,
gue a expressao desse gene € importante para o estabelecimento do processo de infeccas
do fungo, ja no inicio do ciclo.

Como j& foi amplamente discutido no mefecial tedrico, a teina PacC atua
como regulador transcricional de uma sérigelees importantes (Tabela 1), o que pode
explicar os altos niveis d=xpresséao ja nas fases inicides estabelecimento do doenca.
Além disso, de acordo comOBRES (2007), o pH apoplasti de folhas do cultivar
susceptivel “La Victoire” esta em tawr de 6,35. Isto significa que as condicdes
ambientais favorecem a sua expressao, ja que gpgel® expresso em valores de pH
acima de 6.0 (PENALVA & ARST, 2002; ARST & PENALVA, 2003; PENALVA &
ARST, 2004; PENALVA et al. 2008). E intssante relembrar que na Figura 12b, n&o
foi observada expressao do ggraxCl nas amostras correspondentes ao Tempo 1 (2
dias). Isto mostra a alta sensibilidadetéznica de PCR em tempo real, e, mais do que
isso, a dificuldade em se utilizar técnicastreiforéticas para avaliar quantitativamente o
nivel de expressdo de um deterndimgene, sob uma determinada condicao.

Com 4 e 5 dias de infecgdo, ou seja, nol fitzafase biotréfica e inicio da fase
necrotrofica, o genpacClfoi 26,4 e 30,6 vezes mais expresso do que na condi¢cdo de
calibracdo. Isto mostra que a expresg@ogene continua sendo consideravelmente
importante na interacdo do fungo com o hospedembora o nivelle expressao tenha
sido menor do que em 2 dias.

Com 6 e 7 dias de infeccdo (fase nedfita), o nivel de expressdo do gene
pacCl aumentou consideravelmente: 85,7 e36%ezes mais do que o calibrador.
Analisando todos esses dados em conjunpmssgivel inferir acerca da importancia da
expressdo do gene durante a transicdo dabfaséfica para a faseecrotréfica do ciclo
de infeccdo deC. lindemuthianum ja que 0s niveis de expressdo aumentam
significativamente.

Como ja foi mencionado, o aumento do pH do ambiente externo, pode alterar
significativamente o controle da expressao génica. De fato, a alcalinizagdo do tecido
vegetal € algo que ocorre naturalmenteadteg o desenvolvimento de uma planta
(PRUSKY et al., 2001). Entretanto, o aurtee no pH do tecido tspedeiro pode ser
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diretamente influenciado pelo patdgeno. Bthbs recentes relatan a capacidade de
espécies d€olletotrichum(C. gloesporioides; C. acutatum e C. coccQdan secretar
amoOnia para o ambiente externo (tecidopledgiro), aumentando pH do tecido e,
portanto, permitindo a expressde genes ou ativacdde proteinas que sejam
importantes naquela condicdo (KRAMER-HAIMOVICH et al, 2006). Nesses trabalhos
foi demonstrado que a alcalinizacdo do tecido hospedeiro durante a infeccdo por
Colletotrichumspp. é importante para sua transicdo de um estagio biotréfico quiescente,
para um estagio necrotréfico colordpa do tecido vegetal. E provavel qu&
lindemuthianumtambém utilize desta estratégia durante o seu ciclo de infeccdo no
tecido vegetal do feijao-comum. Neste @a® aumento de pH ocasionado pela
producdo de amodnia, seria responsavel patoento nos niveis de transcricdo do gene
pacCldurante a fase necrotrofica, o que garantim maior controle da expresséo de
outros genes necessarios para completasio de infeccao deste importante patégeno.

30 | A

20 1
10 1
0 1 R —

Ciclo de Infecgéao

Quantidade Relativa

oy

s Bzdias B sdias 5 dias & dias 7 dias

Figura 12- Quantificacdo Relativa do nivel de expressdo do gepacCl nas diferentes
etapas do processo de infeccdo d& lindemuthianum O nivel de expressédo do gepacCl
foi avaliado em 6 diferentes condi¢des: (F) - Fungo crescido em meio de cultura liquido
(calibrador); e cinco intervalos do ciclo de infecgdo, 2 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias e 7 dias.

5- CONCLUSOES

A andlise das sequéncias de nucleotideos obtidas, a deducdo da sequéncia de
aminodacidos e o seu alinhamento com as segaf disponiveis nos bancos de dados,

indicam que o gene isolado do banco gendmicd& déndemuthianumidentificado
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comopacCl codifica um regulador transcriciondé resposta apH PacC/Him101. O
genepacClapresenta trés introns e uma ORF cpdifica uma proteia de 581 residuos
de aminoacidos, com altos valores de idkte e similaridade a proteina PacC de
outros fungos filamentosos, incluind gloesporioide® C. acutatum Além disso, a
sequéncia da proteina PacCl e a prespos#@o dos introns dgene analisado, se
mostraram como bons marcadores filogticos para fungos, permitindo agrupar
organismos taxonomicamente relacionados, no nivel de Classe.

Assim como em outros fungos, a andlisepbridizacdo de DNA revelou que o
genepacClencontra-se no genoma @elindemuthianunem uma Unica cépia.

A analise por hibridizacdo de DNA duautante identificado como Mutpac2,
revela que o gengacCl foi substituido pela construcée inativacio, por meio de um
evento de recombinacdo homologa do tipo troca génica.

A técnica de PCR quantitativo em temal foi realizada com sucesso para
avaliar o nivel de expressdao do gep&cCl durante o ciclo de infeccdo de.
lindemuthianumOs resultados mostraram que ocalta expressdo do gene, tanto na
fase biotrofica quanto na fase necrotroficabera nesta Gltima os niveis de expressao
sejam mais elevados. Uma possivel explicggffa essa regulacao, seria a elevacéo do
pH do tecido vegetal ao longo do cursoinf@ccdo, sob efeito inclusive, do préprio
patdgeno, 0 que aumentaria 0s niveiexigressdo do gene geéeregulado por pH.
Além disso, j4 € do nosso conhmento que algumas espéciesCdletotrichumséao
capazes de elevar o pH do meio pela proddgdamdnia durante @stagios finais do
ciclo de infeccéo.

A caracterizacdo completa da regigoomotora podera responder questdes
relacionadas a regulagdo da expressdo do pec€l inclusive, sobre a sua auto-
regulacéo, como ocorre na grande maioria dos fungos. A compreensao geral do sistema
PacC entC. lindemuthianumassim como a identificac@ms genes regulados por essa
via, poderdo ser Uteis para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na
interacdo deste patégeno com o seu hospedeigue futuramente, sera importante na
elaboracdo de novos e eficientes métodescontrole desta importante doenca que

acomete a cultura do feijao-comum.
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