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RESUMO

O Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) é um fungo filamentoso agente causal do mal-do-
Panama. As quatro racas patogénicas de bananeiras (R1, R2, TR4 e STR4) sdo capazes de
gerar grandes prejuizos socioecondmicos ao setor da bananicultura nos paises de clima
Tropical e Subtropical. No Brasil e no exterior a bananicultura mostra crescimentos
econdmicos, e a disseminacdo da doenca contribui para a reducdo consideravel da
produtividade da maioria das cultivares de bananeiras. Informagdes sobre quais genes ou
componentes de rotas metabdlicas que atuam efetivamente na patogenicidade contribuem para
0 desenvolvimento de vérias estratégias de controle da doenca, como melhoramento genético
do hospedeiro visando a resisténcia, inducdo da resisténcia por meio de linhagens de fungos
submetidas a silenciamento, ou silenciamento de gene-especifico que atinja apenas o
patdgeno, sem prejuizo a outros micro-organismos benéficos a planta. Deste modo, o presente
trabalho teve como objetivo obter transformantes por meio de recombinacdo homologa
(knockout) e RNA de interferéncia (knockdown), e analisa-los quanto ao knockout e/ou
silenciamento do gene que codifica o fator de transcricdo Sgel em F. oxysporum f. sp.
cubense. Para isso, foram utilizados cassetes com diferentes construcdes, para recombinacao
homdloga, um dos cassetes apresentava somente a marca de selecéo referente ao gene hph e o
outro apresentava o gene hph e o gene reporter gfp. Para 0 RNA de interferéncia foi utilizado
um cassete com sequéncias senso e anti-senso do gene SGE1. A obtencdo dos transformantes
para analise foi possivel nas duas metodologias “knockout e knockdown ”. Porém na primeira
parte do trabalho que foi a andlise da ocorréncia de knockout ndo foi identificada nenhuma
linhagem com recombinacdo homdloga na regido alvo (SGE1), pois todos os transformantes
analisados apresentaram integracdo ectopica e os transformantes com integracdo do cassete
hph/gfp emitiram perfeitamente a fluorescéncia verde. Levando em consideracdo as
dificuldades para ocorréncia de recombina¢do homdloga, sdo necessarias observacdes em
alguns aspectos. Na segunda parte deste trabalho, foram isolados 120 transformantes com
integracdo do cassete para silenciamento via RNA de interféncia, no qual apenas 13 foram
selecionados para analise, e apresentaram diferentes caracteristicas morfoldgicas como,
tamanho radial das colbnias, pigmentacdo e capacidade de esporulagdo, além de diferentes
niveis de expressao relativa verificados antes e depois do teste de estabilidade mitética, dentre
estes, trés (T2-30%; T4-27% e T7-47%) apresentaram niveis significativos de reducdo da
expressao relativa dos transcritos do gene SGEL, indicando o silenciamento do gene. J& na
analise do silenciamento por meio do teste de patogenicidade os transformantes selecionados
(T4 e T11), conseguiram atingir o rizoma e pseudocaule das bananeiras inoculadas, porém
quando comparados a linhagem selvagem de Fusarium oxysporum cubense eles conseguiram
induzir os sintomas da doenca nas bananeiras mais lentamente. Diante destes resultados,
pode-se concluir que o mecanismo de RNAI esta presente e ativo em F. oxysporum cubense,
demonstrando ser uma eficiente técnica, abrindo novos caminhos para o desenvolvimento de
mecanismos que bloqueiem ou diminuam a acdo do patégeno, bem como explorar
funcionalmente dados genémico.

Palavras chave: Silenciamento génico, F. oxysporum f. sp. cubense, SGEL.



ABSTRACT

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) is a filamentous fungus causal agent of Panama
disease. The four pathogenic races of banana (R1, R2, TR4 and STR4) are capable of
generating large socioeconomic losses to banana plantations sector in climates Tropical and
Subtropical. In Brazil and abroad the banana crop shows economic growth and the spread of
the disease contributes to the considerable reduction in the productivity of most banana
cultivars. Information about which genes or components of metabolic pathways which act
effectively in pathogenicity contribute to the development of various disease control
strategies, such as breeding for resistance of the host, of inducing resistance to fungi by means
of strains subjected to muting or silencing of gene-specific only reaches the pathogen, without
prejudice to other beneficial microorganisms plant. Thus, this study aimed to obtain
transformants through homologous recombination (knockout) and RNA interference
(knockdown), and analyze them as the knockout and / or silencing of the gene encoding the
transcription factor Sgel in F. oxysporum f. sp. cubense. For this purpose, cassettes of
different constructions were used for homologous recombination, one of the tape only had a
checkmark concerning the hph gene and the other had the hph gene and the reporter gene
GFP. For RNA interference, we used a tape with sense and antisense sequences of the SGE1
gene. Obtaining the transformants for analysis was possible in both methodologies "knockout
and knockdown™. But in the first part of the work was to analyze the occurrence of knockout
did not identify any strain with homologous recombination in the target region (SGE1)
because all transformants analyzed showed ectopic integration and transformants with cassette
integration hph/gfp perfectly issued the green fluorescence. Taking into consideration the
difficulties for the occurrence of homologous recombination, it is necessary observations in
some ways. In the second part of this work we were isolated 120 transformants integration of
the cassette for silencing via RNA interféncia, in which only 13 were selected for analysis,
and presented different morphological characteristics like radial size of the colonies,
pigmentation and sporulation capacity, and Different relative expression levels observed
before and after the mitotic stability test, of these, three (T2-30%; T4-27% e T7-47%) showed
significant reduction in levels of relative expression of transcripts of the SGE1 gene indicating
gene silencing. In the analysis of silencing by the pathogenicity test the selected transformants
(T4 and T11), have achieved the rhizome and pseudostem of banana plants inoculated, but
when compared to the wild type F. oxysporum cubense they managed to induce the symptoms
of the disease in banana more slowly. Given these results, we can conclude that the RNAI
mechanism is present and active in F. oxysporum cubense, proving to be an effective
technique, opening new avenues for the development of mechanisms that block or reduce the
pathogen action as well as functionally explore genomic data.

Keywords: gene silencing, F. oxysporum f. sp. cubense, SGE1.
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1 INTRODUCAO GERAL

O silenciamento génico € considerado uma importante ferramenta para desvendar
atividades funcionais de genes que possam estd envolvidos na reproducdo, no
desenvolvimento, na patogenicidade e/ou viruléncia em diversos organismos, principalmente
em micro-organismos patogénicos. Alguns fungos fitopatogénicos no decorrer da histéria da
agricultura vém demonstrando uma ampla diversidade, e dentre eles esta o fungo filamentoso
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E.F. Smith) Snyder & Hansen (Foc), agente causal da
doenca mal-do-Panama.

O Foc inviabiliza o plantio de bananeiras uma das culturas de maior importancia para
o0 Brasil e 0 mundo, acarretando enorme reducdo na bananicultura e prejuizos consideraveis a
economia e a sociedade, principalmente por ser bastante destrutivel, sendo capaz de persistir
no solo por longos periodos e ser de dificil controle quimico, bioldgico, cultural ou mesmo
genético (PLOETZ, 1993; PLOETZ & PEGG, 1997; TRINDADE et al., 2004). A
variabilidade patogénica dentro do Foc levou a sua subdivisdo em quatro racas (R1, R2, R3,
TR4 e STR4), as ragas R1, R2, ST4 e TR4 séo patogénicas a bananeiras, enquanto a raga 3
(R3) afeta Heliconia spp..

Os avancos nas técnicas de sequenciamento e a reducdo de preco para obtencdo de
genomas completos e transcriptomas, permitiu um aumento no ndmero de sequéncias
relacionadas a fungos fitopatogénicos disponiveis, auxiliando na identificacdo dos genes
envolvidos na patogenicidade e/ou viruléncia e no desenvolvimento do fungo. No qual, as
informacdes poderdo ser aplicadas em futuras pesquisas com intuito de gerar dados sobre o
modo de acdo na patogenicidade, contribuindo como uma importante ferramenta para
desenvolver formas de controle da doenga (HARDY et al., 2010).

Entre as mais diversas estratégias empregadas para estudo da fungdo de genes,
destacam-se o silenciamento por recombinacdo homdloga de genes alvos (knockout), que
permite uma andlise eficaz da funcdo génica, e a técnica de silenciamento por RNAi (RNA de
interferéncia - knockdown) ferramenta importante quando o gene alvo estd presente em
multicopias e quando a auséncia do gene ¢é letal para o organismo (KUCK & HOFF, 2010).

O knockout € uma estratégia que possibilita a excisdo por meio da recombinagéo
homologa ou a interrupcdo de genes, e desse modo pode avaliar a auséncia ou nao da
patogenicidade. Hoje diversos genes ja tiveram suas atividades definidas por meio dessa
estratégia. Um exemplo realizado em F. oxysporum é a pesquisa de Michielse et al. (2009b)

em F. oxysporum f. sp. lycopercisi (Fol) que conseguiu identificar a funcdo do gene chamado
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SGEL1, responsével pela mudanca da fase ndo patogénica para patogénica, mostrando que esse
gene tem importante funcao durante o desenvolvimento parasitario no interior da planta.

Ja o knockdown é uma metodologia baseada no silenciamento densecadeado a partir de
RNAs dupla fita (dSRNA) altamente especificos ao RNA mensageiro alvo, que promove a
reducdo do nivel de transcritos. Nos Gltimos anos vem sendo uma das estratégias mais
empregadas, dada as vantagens em relagdo ao knockout (TIERNEY & LAMOUR, 2005).

Ambas as técnicas cada qual com suas vantagens e limitagbes, colaboram
significativamente, com a determinacdo do papel funcional dos diversos genes que sao
fundamentais para o desenvolvimento da doenca, permitindo entdo, tracar estratégias de
controle voltadas para a inibicdo gene-especifico sem uso de agrotdxico e sem prejudicar
micro-organismos endofiticos benéficos a planta. Deste modo, este trabalho tem como
principal objetivo determinar o papel funcional do gene SGE1 em F. oxysporum f. sp. cubense

por meio de knockout e knockdown.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Importancia da bananicultura

No mundo todo cultivares de bananeiras sdo afetadas por problemas fitossanitarios
considerados de grande importancia econémica, como a sigatoka-negra, broca da bananeira e
nematoides, porém, o que constitui maior preocupagdo é o mal-do-Panamé causado pelo F.
oxysporum f. sp. cubense (Foc), devido a ameaca de destruicdo que representa para
bananicultura (PLOETZ, 1993; MATOS et al., 2012).

O Foc vem causando durante muitos anos graves impactos ao setor da bananicultura,
prejudicando o setor da econdmia dos paises que cultivam a banana (Musa ssp.) como produto
de exportacdo e consumo no mercado interno. Além de gerar impactos, nutricional e social,
afetando muitas pessoas que tem a banana inclusa na sua dieta, isso porque a banana possui
importantes propriedades nutricionais, e também afeta a permanéncia dos trabalhadores no
campo, os quais retiram da plantacéo de bananeiras a renda familiar (PLOETZ, 2005).

No Brasil e no exterior a bananicultura apresenta crescimentos econémicos, com um
aumento na produtividade mundial de banana na média de 45% nos Gltimos anos, sendo que,
0 Brasil alcancou um aumento de area cultivada de 49% nos ultimos 30 anos (NETO &
GUIMARAES, 2011). As variedades mais difundidas no pais sdo as bananas do tipo Prata
(AAB): Prata, Pacovan e Prata And; Macd (AAB); Mysore (AAB); Terra (AAB): Terra e
D’Angola; e as do tipo d’agua ou Cavendish (AAA): Nanica, Nanicdo e Grande Naine,
preferidas pelo mercado internacional (TRINDADE et al., 2004; DONATO et al., 2006).

Economicamente, a bananicultura representa projecGes de crescimento positivo na
producdo e exportacdo no Brasil, pois 0 ministério da agricultura constatou um aumento de
33% em 2011 na exportacdo de banana juntamente com outras duas frutas, e espera cerca de
0,4% de aumento ao ano na producdo de banana, alcangando até 2021 um crescimento de
24,5% (PROJECOES DO AGRONEGOCIO BRASIL 2011/12 a 2021/22). Portanto, a falta
de estratégias de controle de doencas, como a mal-do-Panama e outras causadas por
fitopatdgenos, pode gerar enormes prejuizos com perdas na producdo e exportacdo, devido a
reducdo consideravel da produtividade de culturas de bananeiras. Fazendo-se assim, essencial

o0 controle dos patdgenos e o conhecimento dos seus mecanismos de patogenicidade.

2.2 Fusarium oxysporum f. sp. cubense

O fitopatdgeno Foc é encontrado habitando solo das mais diversas regides do mundo,

especialmente em locais de climas tropical e subtropical, acredita-se que o primeiro relato da
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doenca tenha ocorrido por volta de 1874, na Austrélia, prejudicando a cultivar Maca
considerada atualmente a mais suscetivel. Somente em 1904 surgiram 0s primeiros prejuizos
importantes relatados no Panama, o que provavelmente justifica 0 nome da doenca
(CORDEIRO & MATOQOS, 2003; PLOETZ, 2005). A identificagdo da doenga no Brasil
ocorreu pela primeira vez em 1930, no municipio de Piracicaba, SP, também na cultivar
Macd, causando em pouco tempo a destruicdo da bananicultura daquele municipio, e
posteriormente ocorreu a disseminacdo por todo o territério nacional (CORDEIRO &
MATQOS, 2003).

A disseminacdo do mal-do-Panaméa pode ocorrer por meio do contato das raizes de
plantas sadias com esporos liberados por plantas doentes, pelo uso de material de plantio
contaminado; esporos do fungo também podem ser transportados por agua de irrigacdo, de
drenagem, de inundacéo, assim como, pelo homem, por animais, pelo vento e equipamentos,
0 que demonstra uma alta facilidade de contaminagdo por esse fitopatdgeno (TRINDADE et
al., 2004).

Segundo Summerell e Leslie (2003), ndo se conhece o estadio sexuado desse
fitopatdgeno. Os esporos assexuados do Foc podem ser encontrados nas duas principais
formas estruturais de conidios apresentadas pelo género Fusarium, como macroconidios e
microconidios. Os microconidios sdo unicelulares ovais, hialinos e uninucleados; os
macroconidios mais comuns sdo fusiformes, falcados e multicelulares, mas cada célula tem
somente um nucleo. Todos os ndcleos de um macroconidio e microconidio sdo descendentes
mitéticos de um mesmo ndcleo progenitor e sdo, portanto, geneticamente idénticos
(PUHALLA, 1981; MICHIELSE et al., 2009b). E podem ser encontrados também na forma
estrutural de resisténcia denominada clamidésporos (PUHALLA, 1981; MICHIELSE et al.,
2009b), estrutura que possibilita a sobrevivéncia em condicdes extremas por VArios anos,
cerca de 20 a 50 anos, por tanto, o solo fica impréprio para o cultivo de bananeiras por longos
periodos ( DALY, 2006; MARTINS & FURLANETO, 2008, MICHIELSE et al., 2009b).

Esse fitopatdgeno na auséncia do hospedeiro suscetivel sobrevive em restos culturais
com seus diferentes tipos de conidios (MICHEREFF et al., 2005). Outra hipotese de
sobrevivéncia foi sugerida por Cordeiro e Matos (2003), baseada no fato de existirem no solo
linhagens ndo patogénicas de F. oxysporum, as quais sdo saprofitas morfologicamente
idénticas a F. oxysporum f. sp. cubense, sendo provavel a possibilidade de que linhagens ndo
patogénicas sejam capazes de formarem heterocérios com linhagens patogénicas. De maneira
que, os nucleos da forma patogénica persistem no micélio de crescimento saprofitico,

voltando a atuar quando na presenca da planta hospedeira.
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Na presenca do hospedeiro, os exsudatos radiculares estimulam a germinacdo dos
esporos, e 0 micélio fangico cresce em direcdo a raiz seguindo o gradiente de exsudatos
radiculares. Entdo, o fungo atinge a superficie da raiz causando o processo inicial da infec¢éo,
produzindo uma grande variedade de substancias enzimaticas que auxiliam na penetracdo do
fitopatdgeno (MICHEREFF et al., 2005; MICHIELSE et al., 2009b). A infeccdo pode
ocorrer somente pela penetragdo do Foc nas raizes secundérias, progredindo pelo xilema até o
rizoma e pseudocaule, podendo atingir o peciolo, no entanto, ndo atinge os frutos (PLOETZ,
1997; MICHEREFF et al., 2005; MATOS et al., 2012).

Durante o processo de infeccdo, a presenca do fitopatdgeno no hospedeiro ativa a
producéo de lignina, substancia do sistema de defesa da planta que visa fortalecer a membrana
vegetal evitando sua instalacdo. E se mesmo assim o fitopatdgeno conseguir se instalar, um
segundo mecanismo € ativado, a fim de impedir a proliferacdo desse patégeno que também
produz substancias inibidoras, as quais tentam desarmar o sistema de defesa do hospedeiro.
Caso ocorra uma eficiente e especifica interacdo entre as moléculas desses organismos, a
infeccdo sera interrompida, caso contrario a infeccdo sera estabelecida (CORSINO-SANTOS
et al., 2003). Nos gendtipos de bananeiras resistentes, a infeccao é paralisada pela formacao
de geis (lignina) e tiloses nos vasos do xilema, enquanto nas cultivares suscetiveis as
colonizagbes do vaso continua estendendo-se aos tecidos parenquimatosos anexos. Em
estadios mais avangados da doenga, ocorre a colonizagdo do tecido parenquimatoso adjacente,
com a producdo de elevada quantidade de conidios e clamiddsporos (STOVER, 1972 apud de
SILVA, 2009).

A instalacdo do fitopatdgeno e consequentemente da doenca, levam de duas a trés
semanas para progredir na planta (RODRIGUEZ et al., 2011), causando a obstru¢do do
sistema vascular limitando o transporte de nutrientes minerais e agua absorvidos pelas raizes
para a parte aérea da planta, gerando sintomas externos como o amarelecimento do limbo das
folhas mais velhas, progredindo para as mais novas. Com o avango, as folhas murcham,
secam e quebram o peciolo junto a insercdo do pseudocaule e ficam pendentes, conferindo um
aspecto de guarda-chuva fechado, enquanto as folhas mais novas permanecem eretas.
Observam-se também rachaduras no pseudocaule proximo ao solo. E os cachos apresentam-se
raquiticos e com maturacao desuniforme e prematura (TRINDADE et al., 2004; MATOS et
al., 2012).

E quanto aos sintomas internos encontrados por meio de cortes longitudinais e
transversais destacam-se, a descoloracdo do cambio do rizoma e a descoloracdo dos vasos em
distribuicdo periférica no pseudocaule. (CORDEIRO e MATOS, 2003; TRINDADE et al.,
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2004). De acordo com Michereff et al. (2005), os sintomas de murcha e podridédo sdo mais
severos em condi¢Bes quentes e secas, embora o crescimento micelial e a penetracdo das
raizes por esse fungo sejam favorecidos por condi¢fes Umidas.

Devido as peculiaridades dessa doenca o controle por meio de fungicidas € inviavel.
Assim, com o intuito de minimizar os prejuizos, o uso de cultivares resistentes é uma
alternativa ao método de controle quimico, porém, sua eficiéncia depende do surgimento de
novas racgas do patogeno (TRINDADE et al., 2004).

A variabilidade patogénica dentro do Foc levou a sua subdivisdo em racas, no qual o
termo raca é utilizado para descrever a patogenicidade de diferentes linhagens desse
fitopatdgeno a uma gama de cultivares de bananeiras especificas (GROENEWALD et al.,
2006).

As racas R1, R2 e R4 sdo patogénicas a bananeiras, enquanto a raca 3 (R3) afeta
Heliconia spp., um parente préximo da bananeira (PLOETZ, 1993). A raca 1 (R1) ¢
patogénica a cultivares de bananeiras do tipo Gros Michel (AAA), também ataca variedades
Lady Finger (AAB) e Silk (AAB), ja a raca 2 (R2) afeta variedades de Bluggoe (ABB)
(DALLY, 2006). A raca 4 (R4) é a mais destrutiva capaz de atacar Cavendish (AAA) que é
resistente a R1 e R2 (DITA et al., 2010).

Na R4 foram reconhecidas linhagens tropicais (TR4) e subtropicais (STR4), sendo a
linhagem TR4 a forma mais virulenta do patdgeno, capaz de causar doengas em bananeiras
crescendo em regides tropicais e subtropicais, enquanto que, a STR4 geralmente sé causa
doenca em plantas que crescem em condi¢Ges de estresse abidtico (baixa temperatura,
escassez da agua e solos pobres) (DITA et al., 2010; DALY, 2006).

O possivel surgimento da R4 em regides ainda nao afetadas é de grande importancia
para as empresas exportadoras e para 0s pequenos produtores, visto que, as variedades de
banana do subgrupo Cavendish sdo altamente suscetiveis a TR4, o que demonstra um alto
risco de se repetir a epidemia histdrica ocorrida entre 1940 e 1960, pois sdo estimados que
mais de 80% das bananas cultivadas sejam suscetiveis @ TR4, o que poderéd gerar grande
impacto negativo direto e indireto ao setor da bananicultura (MATOS et al., 2012).

Um dos maiores obstaculos para a manutencéo da resisténcia da bananeira consiste na
capacidade do patogeno apresentar alto potencial evolutivo e persisténcia no solo, mostrando
que pode ser apenas uma questdo de tempo até que o agente fitopatogénico possa adaptar-se e
ultrapassar a resisténcia recém-implantada, fazendo dele uma preocupagdo constante
(MATOS et al., 2012).
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E importante conhecer as racas predominantes em um determinado local, sua
epidemiologia e informacdes genéticas que venham a contribuir e facilitar a solucdo de tal
problema (SILVA, 2009).

Em 2010 um estudo comparativo dos genomas de espécies de Fusarium, destacou a
existéncia de linhagens com cromossomos especificos enriquecidos por elementos
transponiveis e que codificam genes relacionados com a patogenicidade. Dentre as espécies
analisadas esta o F. oxysporum representado pelo Fol, patdgeno de tomateiro, que possui 15
Cromossomos, sendo que, 0 menor cromossomo ‘14’ ¢ o responsavel pela patogenicidade do
Fol, uma vez que, ele esta ausente nas linhagens de Fusarium ndo patogénicas e, contém 0s
genes de pequenas proteinas secretadas no xilema. A mobilidade do pequeno cromossomo
entre linhagens de F. oxysporum correlacionadas pode explicar o surgimento de novos
patogenos. Além disso, a presenca de um cromossomo extra pode aumentar ainda mais a
viruléncia (MA, et al., 2010).

Na analise comparativa do transcriptoma foi identificado um conjunto Gnico de ESTs
para cada racga do Foc (689 para R1, 974 para R2, 296 para SR4 e 555 para TR4), indicando a
existéncia de excelentes candidatos para o diagnostico de andlises futuras em estudos de
interacdo planta-patdgenos (DITA et al., 2013). A analise comparativa dos genomas
completos e trancritoma de R1 e TR4 revelam que grande nimero de genes putativamente
associados a viruléncia foram identificados em ambos os genomas de Foc, incluindo genes
supostamente envolvidos na fixacdo a raiz, degradacao celular, detoxificacdo, transportes,
biossintese de metabolitos secundarios e transducdes de sinal. Contudo, a grande diferenca
entre as racas R1 e TR4, é que na TR4 foi verificada a expansdo de familias de genes
transportadores e fatores de transcricdo relacionados ao transporte de toxinas e nutrientes, o
que pode facilitar a capacidade de TR4 em adaptar-se a hospedeiros em diferentes ambientes
e contribuir para a patogencidade (GUO et al., 2014)

Estas importantes informacg0es sobre o genoma e transcriptoma contribuem ainda mais

com a aplicacdo de estratégias de silenciamento génico.

2.3 Silenciamento Génico

As técnicas de silenciamento representam uma ferramenta poderosa que estabelece
uma relacdo direta com a funcdo de determinados genes de interesse (SHAFRAN et al.,
2008). Projetos de sequenciamento do genoma auxiliaram na identificacdo de um grande

numero de possiveis genes de diversos organismos, inclusive de fungos, os quais necessitam
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ter seu papel funcional analisado e definido (BHADAURIA et al., 2009). Para solucionar este
problema uma série de técnicas tem sido desenvolvida ao longo dos dltimos anos, com o
objetivo de permitir a analise funcional de genes envolvidos na geracdo de metabdlitos de
interesse e, fatores de transcricdo que atuam na patogenicidade ou viruléncia de fungos de
importancia para a agricultura (HARDY et al., 2010).

O silenciamento de genes pode ser realizado por meio da interrupcéo (gene disruption)
ou remocao/substituicdo de um gene alvo (gene replacement) estratégia conhecida como
knockout, e por meio de RNA de interferéncia (RNAIi) chamada também de Knockdown
(TIERNEY & LAMOUR, 2005).

Atualmente a literatura vem mostrando um numero crescente na aplicacdo das
estratégias Knockdown e Knockout de genes em diversos fungos filamentosos fitopatogénicos.
Liu et al. (2010) utilizou Knockdown para verificar a expressao da enzima quitosanase e 0
efeito sobre a patogenicidade do fitopatdgeno Fusarium solani. Ja Gronover et al. (2004)
mostrou que houve uma dréstica reducdo ou perda total da patogenidade por meio de
knockout dos genes relacionados a proteina G, MAPKinase e adenilato ciclase em Botrytis
cinera. Gardiner et al. (2012), também utilizou o método de knockout na analise de genes
adquiridos horizontalmente, que demonstraram afetar significativamente a viruléncia de F.

pseudograminearum em cereais.

2.3.1 Silenciamento por meio de Knockout de gene

E uma estratégia eficaz na determinacéo da fungio génica de fitopatdgenos, pode ser
realizada através dos processos de substituicdo e interrupcdo de genes, sendo entdo capaz de
gerar mutantes por delecdo devido a substituicdo génica em loci especificos ou produzir
mutantes por meio da inser¢do de uma sequéncia de interesse no gene alvo, resultando na
interrupcdo e inativacdo génica (BHADAURIA et al., 2009).

A estratégia de recombinacdo homdloga foi realizada por Scherer e Davys (1979)
primeiramente em levedura Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), através do processo de
interrupcdo de um gene especifico por insercdo de um marcador de selecdo dentro da sua
regido codificadora, gerando um alelo nulo desse gene. E atualmente diversos trabalhos
cientificos estdo fazendo uso do método de Knockout de genes. Michielse et al. (2009b),
utilizou a recombinacdo homdloga para avaliar o envolvimento do gene SGE1 na
patogenicidade do Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Colot et al. (2006) aplicou na
andlise da funcdo do fator de transcricdo em Neurospora reveals. Brachmann e colaboradores
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(2004) também geraram mutantes de substituicdo de genes em Ustilago maydis. Além de
Michielse et al., 2011 em Botrytis cinerea e Jonkers et al. (2012) em Fusarium graminearum.

A construcdo de cassetes contendo um gene de resisténcia a antibidtico, flanqueado
por sequéncias homdlogas ao gene alvo, sdo necessarios em experimentos de knockout de
genes por meio da recombinacdo homdloga. Estes cassetes podem ser obtidos pelos métodos
de clonagem, mas, requerem varios passos de ligacdo/clonagem, sendo considerado um
procedimento demorado e insuficiente (ABE et al., 2005). A dependéncia de enzimas de
restricdo complica o processo de construcdo dos cassetes e ja foi considerada uma etapa
limitante aos trabalhos com silenciamento utilizando recombinacdo homdloga.

Alternativas para a construgdo de cassetes foram desenvolvidas nos ultimos anos como
a estratégia de construcdo de vetores independentes de sitios para enzimas de restricdo em um
Unico passo de clonagem, permitindo total liberdade na escolha dos locais de substituicdo no
genoma (FRADSEN et al., 2008). Ja o sistema de clonagem Gateway, que explora precisao
do sitio-especifico de recombinacdo do sistema utilizado pelos bacteridfagos, permite que seja
realizada a construcdo de vetores com cassetes para diversos fins, sem a utilizacdo de enzimas
de restricdo (SHAFRAN et al., 2008). Abe et al. (2005) utilizou a tecnologia Gateway no
desenvolvimento de um vetor, empregado na interrupcdo de um gene em Neurospora crassa,
demonstrando que esta tecnologia pode facilitar a construcdo de cassetes para 0 Knockout de
genes em fungos. Shafran et al. (2008) também desenvolveu duas ferramentas para a
gendmica funcional (pTroya para o knockdown e Blast Gene para o Knockout) com base no
sistema Gateway para serem empregadas em fungos filamentosos.

O desnvolvimento de bons cassetes pode dar mais vantagens para a ocorréncia do
knockout de genes, devido a sua propensdo com uma regido especifica no genoma
(SHAFRAN et al., 2008; BHADAURIA et al., 2009), porém, eventos de integracdo ectdpica
sd0 comuns na maioria dos organismos, inclusive em fungos filamentosos (MIAO et al.,
1995). Um fator limitante importante na ocorréncia de recombinacdo homologa é a presenca
da proteina Ku, a qual forma um heterodimero entre as subunidades Ku70 e Ku80, atuando no
processo de recombinacdo de sequéncias heterélogas de DNA, fazendo com que o DNA
exogeno possa ser integrado em qualquer parte do genoma, mesmo transportando grandes
sequéncias de homologia a uma determinada regido alvo (NINOMIYA et al.,, 2004;
MALAVAZI, 2007; CARVALHO et al., 2010).

Na auséncia da proteina Ku70/80 a recombinacdo homdloga ocorre com uma
frequéncia de até 100% em linhagens mutantes de Neurospora crassa e Aspergillus niger
(NINOMIYA et al., 2004; CARVALHO et al., 2010).
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Outro fator importante para obtencdo de uma recombinacdo homologa satisfatéria é o
tamanho das sequéncias de recombinacdo, o qual varia entre as espécies de fungos, onde uma
maior eficiéncia de recombinacdo homdloga pode ser obtida por meio do aumento do
comprimento das sequéncias homdlogas flanqueando a marca de selecdo (BHADAURIA et
al., 2009).

2.3.2 Silenciamento via RNA de interferéncia (Knockdown)

A estratégia de interferéncia por RNA (RNAI), também conhecida por Knockdown, é
um mecanismo responsavel pelo silenciamento génico pés-transcricional (post transcription
gene silencing - PTGS) que atua sobre 0 RNA mensageiro (mRNA), diminuindo de forma
dréstica os transcritos-alvos (FRANCA et al, 2010). E uma ferramenta considerada poderosa
para a area da pesquisa, devido a sua simplicidade, rapidez e precisdo (RAPPLEYE et al.,
2004; SHAFRAN et al., 2008; FRANGCA et al., 2010).

O silenciamento de genes por RNAI foi descrito, primeiramente, na planta petinia
(NAPOLI et al., 1990), no fungo Neurospora crassa (ROMANO & MACINO, 1992) e
posteriormente foi melhor elucidado no nematdide Caenorhabditis elegans por Fire e
colaboradores (1998). Onde descobriram que a alta eficiéncia do silenciamento era devido a
um RNA dupla fita (dsSRNA - double stranded RNA) capaz de interromper a expressdo de um
determinado gene (FIRE et al., 1998). Pois, a molécula de dsRNA que, ao ser incorporada a
uma enzima e a um complexo protéico, se liga a uma sequéncia de nucleotideos
complementar localizada no mRNA-alvo, ocasionando assim, o silenciamento por inibi¢éo da
traducdo e/ou degradacdo do mRNA (MEISTER & TUSCHL, 2004; FRANCA et al., 2010).
Diante das primeiras descrigdes, atualmente sabe-se que é possivel silenciar qualquer gene por
meio de RNA de interferéncia em diversos organismos eucariontes, assim como, em fungos
onde o processo de RNAIi € denominado quelling (COGONI & MARCINO, 1999;
TIJSTERMAN et al., 2002; BARBOSA & LIN, 2004).

Segundo Cogoni & Macino (1999), o RNAI também atua como silenciamento génico
transcricional (transcription gene silencing — TGS), pois dSRNAs estdo também envolvidos
com a manutencdo da condensacédo de regides da cromatina, e assim, suprimem a transcricao
nas proximidades dessas regides, fato também observado por Simmer et al. (2010). A
diferenca entre os dois mecanismos PTGS e TGS esta na homologia das sequéncias, onde
PTGS requer homologia entre sequéncias de genes codificadoras de proteinas (MRNA),
enquanto que TGS requer homologia entre os promotores (COGONI & MACINO,1999). Tais
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mecanismos de silenciamento foram constatados em plantas e outros organismos, porém em
fungos, o silenciamento revelou um cenario mais complexo que compreende diferentes
mecanismos de silenciamento de genes (ROMANO & MACINO, 1992; COGONI &
MACINO,1999; COGONI, 2001).

A funcdo natural dos RNAI esté relacionada com a eliminacdo de RNAs mensageiros
andbmalos e na defesa do organismo contra transposons e virus (KETTING et al., 1999;
BAULCOMBE, 2004). Durante o processo de silenciamento por interferéncia do RNA, o
dsRNA é clivado em fragmentos com cerca de 21 a 23 nucleotideos pela nuclease Dicer
(ZAMORE et al., 2000), gerando pequenos fragmentos de dsRNAs, conhecidos como small
interfering RNAs (siRNAs), o0s quais correspondem as fitas senso e antisenso do RNA alvo,
gue se associam a proteinas celulares formando um complexo multimérico chamado RISC
(RNA Interference Specificity Complex) (ELBASHIR et al., 2000; NYKANEN et al., 2001).
Uma helicase presente no complexo abre a dupla-fita dos siRNAs, de forma que, a fita
antisenso do duplex guia o complexo até 0 mRNA alvo (NYKANEN et al., 2001). Uma
endorribonuclease, também presente no complexo, cliva o referido mMRNA degradando-o
(ELBASHIR et al., 2000; MARTINEZ et al., 2002).

Segundo Meister & Tuschl (2004), os pequenos RNAs podem ser classificados de
acordo com sua origem e funcdo em pelo menos trés categorias: miRNAs (microRNAS),
siRNAs (small interfering RNAs) e rasiRNAs (repeat-associated-siRNAs). Os miRNAs
representam pequenos dsRNAs enddgenos, com aproximadamente 22 nucleotideos, cuja
principal funcao é atuar como silenciadores pos-transcricionais, e sao hoje reconhecidos como
reguladores fundamentais da expressdo génica em plantas e animais. Os siRNA com cerca de
19 a 30 pb sdo moléculas sintetizadas por longos dsRNA, que pareiam as sequéncias
complementares ao RNA mensageiro alvo (MEISTER & TUSCHL, 2004). J& os rasiRNAS
sdo de aproximadamente 23 a 26 nucleotideos de comprimento, e atuam a nivel transcricional
(MALONE & HANNON, 2009).

Diante das classificacGes e caracteristicas dos dsRNAs sdo determinados também
diferentes complexos efetores, onde os siRNA, miRNA e rasiRNA sdo associados a
moléculas chamadas de ribonucleoproteinas (RNPs), como o RISC, miRNP e RITs. Os RNPs
funcionais contém apenas single-stranded de siRNAs e miRNAs. No qual, é atribuido ao
complexo efetor RISC a associagdo aos siRNA, e ao complexo efetor miRNP s&o os miRNA.
O complexo efetor RITs associa-se a rasiRNA para atuar no processo de condensacdo da
cromatina (MEISTER & TUSCHL, 2004). O RISC é um complexo responsavel pelo

processamento dos dsRNAs exdgenos, e contém proteinas Argonautas com dominio PAZ e



25

PIWI (BARTEL, 2004), as quais parecem garantir a especificidade do RISC, e junto com
outras proteinas e enzimas presentes no complexo, determinam a resposta a um SiRNA
particular (MEISTER & TUSCHL, 2004; BARROS, 2006).

Os shRNAs (short hairpin RNAs), construidos para apresentar uma estrutura
semelhante aos miRNASs, podem ser sintetizados exogenamente e introduzidos prontos na
célula ou transcritos dentro da prépria célula, a partir de vetores que codificam o sShRNA junto
a um promotor da RNA polimerase Ill, resultando em silenciamento estavel de longa duracao
na célula (PADDISON et al., 2002).

Bhadauria et al. (2009) cita trés diferentes vetores construidos para silenciamento
génico via RNAI: o primeiro contém um hpRNAI convencional, usando DNA espacador. O
segundo vetor contém uma regido espacadora formada por introns (ihnpRNAI). E o terceiro é
um vetor composto por dois promotores, resultando na expressao de sequéncias quiméricas de
dsRNA. As construc@es de vetores expressando hpRNA ou ihpRNA sdo métodos prevalentes
e mais eficientes para induzir RNAIi em fungos, quando comparados ao vetor com expressao
de sequéncias quiméricas (BHADAURIA et al., 2009).

Atualmente, a tecnologia de clonagem usando o sistema Gateway para promover a
construcdo de cassetes para silenciamento génico em grande escala tanto para leveduras,
quanto para fungos filamentosos vem sendo utilizada em knockdown (SHAFRAN et al., 2008;
NAKAYASHIKI & NGUYEN, 2008). Recentemente foi desenvolvido por Shafran e
colaboradores (2008) o vetor pTroya (vetor para RNAIi), o qual estabelece um alto
rendimento no silenciamento génico, assim como, o vetor pFANTAI4 desenvolvido por
Krajaejun e colaboradores (2007), que permite o co-silenciamento do gene repérter GFP, e
tem sido utilizado com a vantagem de auxiliar na selecdo prévia dos transformantes por meio
de microscopia de fluorescéncia (KRAJAEJUN et al., 2007).

O grande potencial do silenciamento via knockdown é devido as vantagens, como a
possibilidade de investigar a funcdo via supressao de um gene de determinado fen6tipo, sem a
necessidade de silencia-lo completamente; o silenciamento de genes em nicleos dicaridticos e
genes multicopia; entre outras vantagens, resultando em silenciamento génico bem sucedido,
de uma grande variedade de genes codificadores de proteinas, permitindo obter importantes

informacdes sobre a funcéo desses genes e respectivas proteinas (FRANCA et al., 2010).
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2.4 Gene SGE1

A expressao de genes envolvidos na adaptacdo de um hospedeiro e sintese de produtos
relacionados com a patogenicidade como, metabolitos secundarios toxicos, proteinas efetoras
de patogenicidade e/ou enzimas extracelulares, estdo sob forte regulagdo para assegurar uma
infeccdo bem sucedida e a sobrevivéncia do fitopatogeno (JONKERS, et al., 2012).

Os fungos F. oxysporum possuem a capacidade de modular a sua patogenicidade por
meio de pequenas proteinas, que podem atuar tanto na viruléncia ou como fatores de
aviruléncia (MICHIELSE et al., 2009a; JONKERS, et al., 2012). Recentemente, o gene SGE1
(SIX Gene Expression 1) considerado essencial para a patogenicidade, foi identificado e
analisado em F. oxysporum f. sp. lycopercisi (Fol) como um regulador transcricional,
expressando uma proteina com o mesmo nome (Sgel) que apresenta funcdo de fator de
transcricdo (MICHIELSE et al., 2009b). Com uma ORF (Open Reading Frame) que ndo
contém introns, a proteina Sgel contém 330 aminoé&cidos, resultando em uma proteina nuclear
necessaria para a expressao de genes que codificam pequenas proteinas de viruléncia, que sdo
secretadas durante a infeccdo no hospedeiro (MICHIELSE et al., 2009a; MICHIELSE et al.,
2009b).

O gene SGEL1 apresenta homologia com outros genes reguladores transcricionais como
WOR1 (White Opaque Regulator 1) em Céandida albicans e RYP1(Required for Yeast phase
Growth) em Histoplasma capsulatum, no qual, seus transcritos séo membros de uma familia
de proteinas reguladoras em fungos (HUANG et al., 2006; NGUYEN & SIL, 2008;
MICHIELSE et al., 2009b). Por exemplo, a proteina Gtil em Schizosaccharomyces pombe,
que atua na regulacdo da absor¢do de gluconato na auséncia de glicose (CASPARI, 1997),
assim como, as proteinas Rypl e Worl, ambas envolvidas na regulagdo do dimorfismo, uma
transicdo correlacionada com a capacidade de causar doenca (NGUYEN & SIL, 2008;
HUANG et al., 2006), e a Sgel envolvida na regulacdo da transcricdo dos genes que
codificam as proteinas Six, que atuam na patogenicidade e viruléncia (MICHIELSE et al.,
2009b).

As proteinas Worl, Rypl, Gtil e Sgel tiveram suas sequéncias analisadas e mostraram
que possuem um sitio de fosforilacdo conservado que interage com uma proteina quinase A
(Pka). No qual, esse sitio é considerado essencial para a proteina Sgel funcionar
adequadamente (MICHIELSE et al., 2009b), e ele esta presente em todas as proteinas desta
familia, considerando que o dominio N-terminal destas proteinas é sempre mais conservado
do que o C-terminal (NGUYEN & SIL, 2008; MICHIELSE et al., 2009b).
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Jonkers e colaboradores (2012) mostram que proteinas de algumas espécies do género
Fusarium como, Sgel - F. oxysporum, Fv 09150 - F. verticillioides, Fgpl - F. graminearum,
e Fs 81912 - F. solani, fazem parte da familia da Worl, e apresentam uma grande divergéncia
entre si. Porém, a principal conservacdo limita-se ao dominio N-terminal com similaridade de
64 a 90,5%, apresentando também um sitio de fosforilacdo conservado, contrastando com o
dominio C-terminal que possui apenas 5,6 a 13,6% de similaridade entre as sequéncias de
aminoacidos.

Pesquisas realizadas por Michielse et al. (2009b), utilizando isolados selvagens e
mutantes para o gene SGE1 do F. oxysporum lycopersici, indicam que o SGE1 € envolvido
quantitativamente na conidiogénese, mas ndo é considerado essencial para adequacdo de
conidios, morfologia das colbnias, utilizacdo de fonte de carbono ou nas primeiras funcées
relacionadas a patogenicidade, tais como, colonizacdo e penetracdo da raiz. No entanto, €
necessario para o crescimento extensivo no interior das células das plantas, principalmente, no
xilema, pois a proteina nuclear codificada pelo SGE1 é necessaria para a expressdao de
pequenas proteinas secretadas no xilema chamadas de Six (Secreted in xylem).

A familia das proteinas Six € composta por pequenas proteinas efetoras como, Six1 a
Six10, secretadas durante o processo de infecgdo do xilema do hospedeiro (MICHIELSE et
al., 2009b; MA et al., 2010; MELDRUM et al., 2012). Six1 ou Avr3 e Six3 ou Avr2 foram
analisadas no Fol, desempenhando fortemente fungdo durante a viruléncia (REP et al., 2004;
HOUTERMAN et al., 2007; VAN DER DOES et al., 2008; MICHIELSE et al., 2009b;
STERGIOPOULOS & WIT, 2009; MA et al., 2010). Six3 (Avr2) e Six4 (Avrl) desempenham
um papel na viruléncia, atuando no reconhecimento de proteinas de resisténcia da planta
(HOUTERMAN et al., 2007; HOUTERMAN et al., 2008; STERGIOPOULOS & WIT,
2009).

Ja Six2 e Sixb também analisadas em Fol recebem uma baixa influéncia do gene
SGE1, quando cultivado em meio sintético (MICHIELSE et al., 2009b). Porém, 0s genes
SIX1, SIX2, SIX3, e SIX5 analisados quanto a supressdao pela proteina Sgel, foram
identificados como dependentes de Sgel para a sua expressdo em contato com a planta
hospedeira, e durante o crescimento em meio sintético (MICHIELSE et al., 2009b). Da
mesma forma, os genes SIX6 e SIX7 também foram identificados no genoma do Fol, atuando
na viruléncia (MA et al., 2010). Assim como no Fol, pesquisas realizadas com Fusarium
oxysporum cubense (Foc) também puderam detectar trés genes de patogenicidade (SIX1, SIX7
e SIX8), homdlogos aos genes SIX encontrados no Fol (MELDRUM et al., 2012).
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Ma e colaboradores (2010) constataram que 0s genes codificadores da familia das
proteinas Six estdo localizados no pequeno cromossomo 14, e alguns sdo genes conservados
em Fol. Tais genes podem estar relacionados com as formae speciales e as racgas, pois o SIX4
pode ser utilizado para a identificacdo da raca 1, enquanto que, os polimorfismos encontrados
em SIX3 podem ser explorados para diferenciar as ragas 2 e 3 do Fol (LIEVENS et al., 2009).
Ja no Foc, o gene SIX1 foi encontrado em todas as racas, enquanto que, o SIX7 e SIX8 foram
detectados somente na raca 4 (MELDRUM et al., 2012). No entanto, os genes SIX6 e SIX7
encontrados em algumas formae speciales do F. oxysporum, sugerem que podem
desempenhar um papel mais geral na patogenicidade (LIEVENS et al., 2009). E recentemente
Guo et al. (2014) realizou a comparagédo do genoma do Foc R1 e R4, constatando que nas
duas racas o SIX1 possui trés copias no genoma e SIX6 apenas uma cépia, além desses dois
genes foi identificado os SIX2 e SIX8 ambos com apenas uma copia e estdo presentes apenas
na R4. Ao contrario de Meldrum et al. (2012), ndo foi constatado a presenca do SIX7 em
nenhuma das ragas, porém é excluida a possibilidade de erros na identificagdo, devido estes
genes com excessdo do SIX1, que provavelmente possui sequéncias conservadas em ambas as
racas, possuirem apenas uma copia, e nao sao identificados com muita frequéncia no genoma
do Foc.

Atualmente, ainda ndo se tem informacGes se 0 aumento da expressdo do SGE1 pode
fazer com que ele conduza sozinho, a expressdo de todos os genes SIX; Se a proteina Sgel
influéncia a expressdo dos genes SIX direta ou indiretamente, por exemplo, na atuacdo com a
participacdo de outros fatores de transcricdo; E nem como a expressdo do SGE1 em si €
regulada (MICHIELSE et al., 2009b). No entanto, sabe-se que 0 gene SGE1 desempenha um
papel importante durante o crescimento parasitario, levando o hospedeiro a desenvolver os

sintomas da infeccéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Obter transformantes e analisar o efeito do silenciamento do gene SGEl1 na

patogenicidade e viruléncia de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

3.2 Objetivos Especificos

o Obter transformantes com silenciamento do gene SGE1 em Fusarium oxysporum f. sp.
cubense por meio de recombinacdo homdloga (Knockout) e RNA de interferéncia

(Knockdown).
o Analisar os transformantes obtidos por recombinagdo homologa quanto ao tipo de
integracdo (homologa ou ectopica) e analisar a reducdo dos transcritos dos

transformantes obtidos via RNAI.

o Analisar os transformantes quanto a patogenicidade e/ou viruléncia.
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1 INTRODUCAO

Atualmente uma grande quantidade de genomas completos de fungos filamentosos é
continuamente produzida, principalmente, apds a revolucdo nas técnicas de sequenciamento
que reduziu o custo e o tempo na obtencdo dos dados. A disponibilidade de sequéncias
beneficia estudos funcionais em larga escala (JIANG et al., 2013). Com isso, uma grande
variedade de espécies de fungos, principalmente, os de interesse agrondémico e da area da
salide tornaram-se alvos de analises, visando a determinacdo de genes putativos. Espécies do
género Fusarium que infectam animais, humanos e plantas, apresentam grande importancia
do ponto de vista econdmico (LESLIE & SUMMERELL, 2006; NUCCI & ANAISSIE, 2007;
GLENN, 2007; ESNAKULA et al., 2013). Na area agronémica, varias espécies de Fusarium
causam perdas expressivas em diversas culturas, dentre elas estdo também o F. graminearum
patogeno do trigo, F. virguliforme da soja, F. verticillioides do milho, e F. oxysporum capaz
de infectar plantas mono e dicotiledoneas (MA et al., 2010; SRIVASTAVA et al., 2014 ).

A espécie F. oxysporum é composta por linhagens ndo patogénicas e patogénicas
divididas em grupos especializados em infectar plantas hospedeiras especificas, conhecidos
como formae speciales (f. sp) Snyder & Hansen (1940). E em alguns casos subdivididas em
racas (capazes de atacar de acordo com a susceptibilidade dos gendtipos das cultivares
hospedeiras) (GORDON & MARTYN, 1997; SUTHERLAND et al., 2013). F. oxysporum
teve seu genoma sequenciado, disponibilizado em 2007
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/MultiHome.html) e
comparado a outras espécies do mesmo género e a outros fungos patogénicos a humanos e
animais. Portanto, diversos genes que codificam fatores transcricionais, enzimas liticas e
outros genes da via de producdo de metabdlitos secundarios importantes para a sobrevivéncia
e para patogenicidade, puderam ser analisados e identificados (MA et al., 2010; JONKERS et
al., 2012; SUTHERLAND et al., 2013). Dentre as formae speciales do F. oxysporum estd o F.
oxysporum f. sp. cubense (Foc), agente causal do mal-do-Panama, patdgeno da bananeira e de
heliconias, (PLOETZ, 1993; PLOETZ & PEGG, 1997).

O Foc é subdividido em quatro racas (R1, R2, R3 e R4), onde trés delas R1, R2 e a R4
composta pelas linhagens TR4 e STR4, sdo patogénicas a bananeiras (PLOETZ & PEGG,
1997), e geram grandes prejuizos a bananicultura mundial ha varios anos (TRINDADE et al.,
2004). A linhagem TR4 considerada a mais agressiva é capaz de causar doenca até mesmo
nas cultivares até entdo resistentes as demais ragas, teve seu genoma completo e

transcripitoma comparado com a racgas 1, os resultados revelam diferencas importantes na
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expansao de familias génicas de transportadores e fatores de transcri¢cdo para transporte de
toxinas e nutrientes, onde TR4 possui sempre um nimero maior desses genes que codificam
proteinas envolvidas na patogenicidade e/ou viruléncia (GUO et al., 2014).

Na tentativa de conhecer os mecanismos relacionados a patogenicidade ou viruléncia
no Foc, diversos trabalhos foram realizados. Um deles foi realizado por SUTHERLAND et
al. (2013), que conseguiu identificar a presenga de varios genes relacionados a patogenicidade
em TR4 e STR4, que foram menos expressos ou ausentes em linhagens ndo patogénicas, 0s
quais ja tiveram suas funcdes determinadas em outras formae speciales de F. oxysporum e em
outras espécies de Fusarium, porém identificados pela primeira vez em Foc. Entre estes estdo
0s genes da chsV (putative chitinase class V), rhol (GTPase activating protein), os quais
foram bem associados a patogenicidade no F. oxysporum f. sp. licopercisi - Fol. Além de
varios outros também identificados por GUO et al. (2014) na analise comparativa do genoma
e transcriptoma das racas R1 e R4.

A funcdo de diversos genes vem sendo investigada por meio de Vérias estratégias
moleculares, uma delas ¢ o método de knockout génico, gerado pela recombinacdo de
sequéncias homologas de um gene alvo (substituicdo), ou pela interrupcdo do gene. Os
mutantes produzidos pelo método de Knockout possibilitam analisar a funcdo do gene na
auséncia da proteina por ele codificada.

JONKERS et al., (2012), utilizou 0 método de knockout para avaliar a fun¢do do gene
FGP1 de F. graminearum. Este gene € ortélogo ao WOR1 de Candida albicans e RYP1 de
Histoplasma capsulatum, reguladores transcricionais envolvidos no dimorfismo (HUANG et
al., 2006; NGUYEN & SIL, 2008). Os mutantes de F. graminearum para o gene FGP1 néo
apresentaram capacidade de causar doenca, quando comparados a linhagem selvagem, e ndo
produzem niveis detectaveis de toxinas importantes no processo de infeccdo. Em Botrytis
cinérea, cujo ortdlogo é denominado de BcRegl, foi observado que mutantes apresentando a
delecdo do gene REG1 ndo sdo patogénicos e apresentaram bloqueio na conidiogénese e na
producdo de metabolitos secundarios (MICHIELSE et al., 2011).

Em 2009, a atividade funcional do fator transcricional SGE1 de Fol (ortélogo ao
WOR1, RYP1, FGP1 e REG1) também foi analisada por meio da estratégia de Knockout
génico (MICHIELSE et al., 2009).

O SGEL1 é um gene que expressa uma proteina nuclear de mesmo nome (Sgel), capaz
de ativar a transcri¢do de genes efetores como os genes da familia das proteinas Six (Secreted
in xylem). Este gene demonstrou ser muito importante para a expressdo das proteinas efetoras

Six, e consequentemente, para a patogenicidade. As proteinas efetoras Six sdo sintetizadas
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pelo fungo quando em contato com a planta hospedeira atuando no processo de
patogenicidade. Foram relatadas até agora a presenca de Six1 a Six10 em Fol (REP et al.,
2004; LIEVENS et al., 2009; MELDRUM et al., 2012). Recentemente foram detectados em
isolados de Foc trés genes homdélogos aos genes SIX identificados em Fol (SIX1, SIX7 e
SIX8) (MELDRUM et al., 2012).

Os mutantes gerados para o gene SGE1 ndo foram capazes de causar doenga em
tomateiros, além disso, a conidiogénese foi afetada, porém sem alterar a viabilidade dos
esporos gerados (MICHELSE et al., 2009).

Deste modo, devido a importancia do gene SGE1 para patogenicidade em diferentes
espécies de fungo, o presente trabalho teve como objetivo obter e analisar linhagens knockout

para SGE1 por meio de recombinacdo homdloga.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismos e Condigdes de Cultivo

Isolados de Foc R1(VCG néo definido) e R2 (VCG 0124) cedidos pelo Dr. Miguel
Angel Dita (Embapa Mandioca e Fruticultura, BA) e Agrobacterium tumefaciens linhagem
AGL1, foram utilizados nos experimentos de transformacdo genética. O Foc R1 e R2 foram
rotineiramente cultivados em meio PDA (10 g/L™* de dextrose, 16 g/L™ de agar e 250 g/L™* de
discos de batata) mantidos em incubadora a 25° C. Para obtencéo de esporos, cubos com £ 0,5
mm? de micélios retirados de placas de Petri com PDA, foram colocados em frascos contendo
50 ml de PDB ¥, e mantidos sob agitacdo de 150 rpm por 48 h. Células de Agrobacterium
tumefaciens linhagem AGL1 com vetor binario carregando as constru¢@es para recombinacdo
homologa foram obtidas por meio de eletroporacdo. Cultivadas em meio de cultura LB-
manitol (10 g/L™* triptona, 5 g/L™ extrato de levedura, 2,5 g/L™ NaCl, 10 g/L™* de manitol)
suplementado com antibidticos (200 pg/mL™* de espectinomicina, 75 ug/mL* de
carbenicilina) para selecdo das estirpes que carregam 0s vetores binarios, e incubadas a 28°C
por 24-48 h.

2.2 Cassetes utilizados para Knockout do gene SGE1 por recombinagdo homdloga

Duas diferentes construces foram utilizadas na transformacdo do Foc por meio da
estratégia de knockout. Cassete 1) contém como marca de selecdo o gene hph (hygromycin-B
phosphotransferase) que confere resisténcia a higromicina-B controlado pelo promotor PtrpC
de Aspergillus nidulans; sequéncias homologas as regides que flanqueiam o gene alvo com
1304 pb na regido 5" e 1402 pb na regido 3’. Cassete 2) apresenta além de resisténcia a
higromicina B, contém também o gene reporter gfp (green fluorescent protein) flanqueados
pelas sequéncias da regido 5 com 1304 pb ¢ 3’ com 1402 pb, 0 hph e gfp estéo sob o controle
dos promotores PtrpC de A. nidulans e PtoxA-5'UTR de Pyrenophora tritici-repentis,
respectivamente (Fig. 1). Em ambas as construcBes o vetor binario pPm43GW foi utilizado

como vetor destino e a clonagem foi realizada utilizando o sistema gateway (Invitrogen).
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Cassete 1:

—| 5°(1304 phb) <: 3° (1402 pb) —

Cassete 2:

— 5%(1304 pb) <::|::> 3" (1402 pb) —

Figura 1: Esquema representando os cassetes utilizados para recombinagdo homdloga do gene SGE1 em
Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Cassete 1: Em Lilas o gene que confere resisténcia a higromicina (hph), sob
o controle do promotor PtrpC de A. nidulans flanqueado pelas regides para recombinacdo homologa com 1304
pb na regido 5 e 1402 pb na regido 3". Cassete 2: Os genes hph controlado pelo promotor PtrpC de A. nidulans e
gfp (green fluorescent protein) sob o controle de PtoxA-5"UTR de P. tritici-repentis, em azul sequéncias
flanqueadoras para recombinacdo homologa. Em laranja, borda direita-LB e borda esquerda-RB.

2.3 Transformacao genética de F. oxysporum cubense mediada por A. tumefaciens —
ATMT

A transformacéo de Foc foi realizada adotando o procedimento de ATMT, de acordo
com o protocolo descrito por Zwiers et al. (2001), com algumas modificagbes, empregando
esporos e protoplasto de Foc. Para obtencdo de esporos foram colocados cubos de micélios
em meio PDBY42 e mantido sob agitacdo de 150 rpm, a 25°C por 48 horas. A cultura de fungos
foi filtrada com gaze estéril, lavada por duas vezes com H,O ultrapura autoclavada. Usando
lamina de Neubauer e microscopio 6ptico, os esporos foram contados e diluidos para
concentracdo de 10° esporos/mL.

Para obtencdo de protoplastos o procedimento foi realizado, de acordo com o
protocolo de Visser et al. (2004), com algumas modificacdes. Inicialmente, 0 micélio aéreo do
Foc cultivado em meio PDA durante 9-10 dias foi raspado e inoculado em PDB por 18 h a
25°C sob agitacédo de 150 rpm. A cultura crescida em overnight foi filtrada em funil de papel
estéril e lavada com 100 mL de solugédo de 0,6 M MgSO,7 H,O. O micélio seco foi pesado
para ser retirado 1g e ser ressuspendido em 10 mL de meio osmotico (OM pH 5,8) (0,98M
MgSO, 8,4 mM NaHPO,, 1,6 mM NaH,PO,) mantido em gelo. Em seguida foram
adicionados 2 mL/g de micélio da solucdo de lysing enzime (Sigma-Aldrich) (100 mg/mL
diluida em OM), misturados gentilmente e incubada por 5 min. no gelo. Apos a adi¢do da

solucdo de lysing enzyme, foi adicionado 0,75 mL/g micelio da solucdo de Bovine Serum
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Albumin (BSA, Sigma-Aldrich) (12 mg/mL de BSA diluida em OM). O processo de
protoplastizacdo foi realizado a 30°C, sob agitacdo constante de 80 rpm durante 4 horas. O
procedimento seguiu daqui em diante, inteiramente, de acordo com a metodologia descrita em
Visser et al. (2004).

Linhagens de A. tumefaciens AGL-1 contendo vetor binario pPm43GW-hph e
pPm43GW-hph-gfp foram cultivadas em meio LB-manitol liquido suplementado com 200
ng/mL™* de espectinomicina, 75 pg/mL™ de carbenicilina, incubadas sob agitagdo de 200 rpm,
a 28°C por 24 h. A cultura de bactérias foi centrifugada e descartado o sobrenadante para em
seguida adicionar o meio minimo — MM (K-buffer pH 6,8, CaCl, 1%, FeSO,4 0,1%, NH;NO;
20%, M-N, Elemento de esporos, Glicerol 50%) e novamente incubada em 200 rpm, a 28°C
por mais 18 h. Posteriormente a cultura de bactérias foi centrifugada e ressuspendida em meio
de inducdo - IM (K-buffer pH 6,8, CaCl, 1%, FeSO,4 0,1%, NH4;NO3 20%, M-N, Elemento de
esporos, Glicerol 50%, MES 1M pH 4,8, Glicerol 20%, acetoseringona (AS) 200 uM) e
mensurada a densidade Optica (ODgoonm) para a realizacdo das diluicoes de 0,15 e 0,5.
Aguardou-se cerca de = 3 a 4 h para que a cultura de bactérias com OD 0,15 alcancasse OD
de 0,18 e a OD de 0,5 alcancasse OD 0,6-0,8.

Conidios e protoplastos do fungo e a Agrobacterium foram co-cultivados na proporcao
de 1:1 (3 mL de esporos ou protoplastos do Foc e 3 mL de cultura de Agrobacterium), e
incubados a 22°C em estufa tipo B.O.D. (body oxigen demand), durante 48h e 96h. Um total
de 100 pL de co-cultivo foi espalhado em placas de petri contendo meio PDA suplementado
com antibi6ticos (130 pg/mL™ higromicin-B e 400 ug/mL™ cefotaxina) para selecdo de
linhagens transformantes, em seguida mantidos a 25°C em B.O.D com foto periodo de 12 h
até a possivel visualizagdo de micélios dos transformantes. O restante do co-cultivo foi
centrifugado, descartado o IM e adicionado o mesmo volume (6 mL) de meio PDB,
suplementado com 130 pg/mL™ higromicina-B e 400 pg/mL™ cefotaxina, dividindo em 3
aliquotas de 2 mL cada, mantidos em shaker (150 rpm) a 25°C até a possivel visualizacdo de
crescimento de micélios. Para os transformantes obtidos por meio do cultivo em meio PDB,

foi realizado processo de isolamento por cultura monosporica.
2.4 Caracterizacao dos transformantes de Foc
2.4.1 Isolamento de DNA e andlise de transformantes via PCR

Os isolados selvagem e os tranformantes obtidos foram crescidos em meio PDB sob
agitacéo de 200 rpm por sete dias para obtencdo de massa micelial. A extracdo de DNA total
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foi realizada de acordo com o método de CTAB (Doyle & Doyle, 1990). Em seguida, foi
tratado com RNAse (Invitrogen) e submetido a quantificacio em NANODROP e gel de
agarose a 0,8%. A confirmacdo dos possiveis transformantes foi realizada pela detec¢do do
gene de resisténcia a higromicina (hph) presente em ambas as construcdes utilizadas neste
trabalho. A presenca do gene de resisténcia hph no genoma dos possiveis transformantes foi
determinada por analise via PCR, empregando o par de oligonucleitideos hph - primer
TTCGATGTAGGAGGGCGTGGAT e primer
CGCGTCTGCTGCTCCATACAAG. Depois de confirmado os transformantes foi realizada a
analise para verificar a ocorréncia de integracdo ectdpica ou a delecdo do gene alvo “SGE1”
por meio da PCR (SGEL1 - primer forward - ATCTGGTCGGTTCACTCGTC e SGE1 —
primer reverse - ACCACGCCTGACCATAAGAC), conforme esquemas representados na

Fig. 2. A reacdo de amplificacdo ocorreu com a adicdo de cerca de 50 ng de DNA total dos

forward - reverse —

transformantes e do fungo controle (selvagem). O mix consiste de um volume final de 15 pL,
contendo 1pL de primers forward e reverse (0,3 uM) especifico para o gene de interesse, 1,5
puL tampéo 10X (500 mM KCI; 100 mM Tris-HCI pH 8,4; 1% Triton X-100), 1,2 uL MgCl,
(1,5 mM), 1,6 uL dNTP (0,8 mM), 1U Taq polimerase (Phoneutria) e agua destilada. As
condigdes de PCR foram as seguintes: 94°C por 3 min. para desnaturagéo inicial, seguindo de
30 ciclos a 94°C por 30 seg., 66°C (hph) e 60°C (SGE1) por 30 seg. para anelamento dos
primers, 72°C por 1 min. para sintese e extensdo final de 72°C por 10 min. A visualizac¢do dos

produtos amplificados foi realizada por meio de eletroforese em gel de agarose a 1,5%.

> 1 <«
Selvagem (T SereAvo | < 1
<
2
> <
Transformante ﬂ Cassete D—<::|7
> <«
3 4
1 2 3 4
Integragao ectopica Positivo Positivo Negativo Negativo
Recombinagédo homodloga Negativo Positivo  Positivo Positivo

Figura 2: Esquema para confirmacdo de transformantes com recombinagdo homoéloga ou integracéo
ectopica. (1) indica os primers para amplificacdo do gene alvo (SGE1) confirmando a integracéo ectdpica, caso
ocorra amplificagdo; (2) primer para analise de integracdo do cassete com a marca de sele¢ao (hph), no genoma
do fungo; (3) primer para amplificagdo da regido 5°, para confirmar a ocorréncia de recombinagdo homoéloga; e
(4) primer para amplificacdo da regifio 3’ também para confirmar a presenca de recombinacdo homodloga,
respectivamente.
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2.4.2 Deteccdo da proteina reporter GFP via Microscopia de fluorescéncia

Para detectar a expressdo da proteina repérter GFP em linhagens transformadas com o
cassete 2, contendo a marca de selecdo de resisténcia a hph e o gene reporter gfp, foram
preparadas laminas contendo esporos (macro e microconidio) e micélios de linhagens
transformantes e do isolado Foc R2 selvagem utilizado como controle. Em seguida foram

visualizadas e fotografadas, utilizando microscépio de fluorescéncia Axio Imager M2 (Zeiss).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No processo de agrotransformagdo dos isolados de Foc R1 e R2 empregando a
linhagem de Agrobacterium AGL1, foram obtidos transformantes apenas com o Foc R2. E
quando analisado o tempo de co-cultivo de 48 e 96 h foi verificada a presenca de
transformantes tanto a partir de protoplastos quanto com esporos.

Foram obtidos 173 transformantes com as duas construcdes, sendo 115 obtidos com
cassete contendo apenas a marca de selecdo do gene de resisténcia hph e 58 transformantes
com cassete contendo hph-gfp. Ressalta-se que, nenhum dos transformantes apresentou
alteracdo fenotipica no desenvolvimento, quando comparados com o controle (selvagem)
(Fig. 3). Na selecdo dos transformantes em meio solido (PDA suplementado com
higromicina), uma baixa taxa de transformantes foi obtida (3 transformantes para cada
cassete), a maioria dos transformantes (167) foram obtidos da selecdo em meio liquido
(aliquotas dos co-cultivos mantidos em PDB sob agitacdo). Meyer (2008) conseguiu uma taxa
de 19 transformantes/placas utilizando também o Foc e a linhagem AGL1, onde a menor taxa
de seu experimento foi obtida com a linhagem de Agrobacterium GV3101 com 9
transformantes/placas. Apesar da sele¢cdo em meio liquido apresentar uma maior eficiéncia na
obtencéo de transformantes, este processo de selecdo pode levar a multiplicacdo dos mesmos
eventos de transformagéo.

Dos 173 possiveis transformantes analisados, todos foram confirmados quanto a
presenca do T-DNA por meio da deteccdo do gene da higromicina, indicando que ndo houve

escape a partir da dose letal utilizada.

Figura 3: Imagem de alguns dos 173 transformantes e da linhagem selvagem (controle) de F.
oxysporum cubense. Nas cinco primeiras colunas (da esquerda para a direita), estdo as linhagens transformantes
crescendo em meio PDA suplementado com 130 pg/mL™ de higromicina; E na 6° coluna, estd a linhagem
selvagem crescendo em meio PDA sem antibiotico.
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Os transformantes contendo o cassete com hph/gfp foram primeiramente analisados
por meio da microscopia de fluorescéncia para deteccdo da proteina verde fluorescente. O
gene reporter gfp foi detectado nos diferentes estagios de desenvolvimento do fungo, como
esporos (microconidios e macroconidios) e micélios. Foram obtidos transformantes de Foc
tanto a partir de esporos, como de protoplastos, porém obtidos apenas com tempo de co-
cultivo de 96 h (Fig. 4). Na transformacéo utilizando cassete contendo apenas hph foi possivel
obter transformantes a partir de esporos e protoplastos com 48h e 96h de co-cultivo. Contudo,
um maior nimero de repeticdes deste experimento seria necessario para afirmar que estas
diferengas estariam relacionadas ao tamanho do T-DNA ou ao mero acaso.

Foc WT

Transformante

Figura 4: Imagem de micélios e esporos do Fusarium oxysporum f. sp. cubense linhagem selvagem e
linhagem transformante com cassete hph/gfp. Em A: Massa micelial e esporos do Foc selvagem; Em B:
transformantes expressando a proteina verde fluorescente na massa micelial.
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A andlise da delecdo do gene SGEL por recombinacdo homologa foi realizada por
PCR conforme esquema representado na Fig. 2. Como o gene SGE1 é cOpia Unica, a
identificacdo dos knockout pode ser facilmente realizada e a confirmacdo da integracéo
homdloga ou ectdpica é realizada tanto na regido 5°do gene quanto na regido 3", por meio da
amplificacdo entre a marca de selecdo e uma regido fora da sequéncia utilizada para
recombinacdo homologa.

Dos transformantes obtidos (173), nenhum apresentou recombinacdo homologa (RH),
como é mostrado na Fig. 5. Este resultado pode ter ocorrido devido a diversos fatores, e
devido as dificuldades de obtencdo de RH em fungo filamentoso (KUCK & HOFF, 2010).

A): hph hph/ gfp
M123456789710111213£I.4WTC

600 pb »

B) hoh hph/ gfp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 WT

690 pb »

Figura 5: Caracterizagdo molecular dos transformantes de Fusarium oxysporum f. sp. cubense para
analise da ocorréncia de recombinacdo homologa ou integracdo ectdpica utilizando os primers 1 e 2 referentes a
regido interna do SGE1 e da regido do hph. Fig. A: Amplificacdo do gene alvo (SGE1) por PCR; M — marcador 1
Kb plus (Invitrogen); Os nimeros 1-7 representam os transformantes contendo o gene que confere resisténcia a
higromicina (hph); 8-14 transformantes obtidos contendo o gene hph e gfp; WT — representa linhagem selvagem;
C - controle negativo. Fig. B: Amplificacdo do gene da hph com os mesmos transformantes da fig. 5A; M —
marcador 1 Kb plus (Invitrogem); 1-8, transformantes obtidos com gene hph; 9-16, transformantes com cassete
hph e gfp; WT - Foc selvagem.

Muitos fungos filamentosos tem maior possibilidade de ocorréncia de integracdo
ectopica (MEYER et al., 2007; FENG et al., 2014), isso pode ser atribuido a alguns fatores,

como tamanho das sequéncias flanqueadoras e ao sistema de reparo de DNA que pode induzir

a integracao ectopica (NHEJ - Non-homolohous end joining).
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Vérios trabalhos ja demonstraram a dificuldade de obtencdo de Knockout em funcéo
do tamanho das sequéncias flanqueadoras. Wilson et al. (2002) obteveram 23 linhagens
transformantes do fungo filamentoso Leptosphaeria maculans, dentre elas, duas possuiam
ocorréncia de knockout, utilizando sequéncias flanqueadoras 5' de 3,7 kb e 3' de 3,2 kb.
Porém, quando utilizou sequéncias flanqueadoras com tamanho similar ao empregado neste
estudo, 1,4 kb na regido 5' e 1,5 kb na 3', ndo conseguiu nenhum transformante com RH
dentre os 89 transformantes analisados. S8o sugeridas para L. maculans, sequéncias
flanqueadoras superiores a 7 kb, para uma eficiente ocorréncia de recombinacdo homdéloga
(WILSON et al., 2002; FENG et al., 2014). Outro caso que também necessitou de sequéncias
flanqueadoras maiores foi relatado por Casqueiro et al. (1999), onde no experimento
utilizando sequéncias curtas ndo conseguiu nenhum evento de RH ao gene lys2, obtendo
somente quando utilizou sequéncias maiores de 4,3 kb e 3,0 kb.

A presenca do complexo-multimérico de proteinas envolvidas no reparo do DNA na
célula, também influencia na reducéo da ocorréncia de RH. Estas proteinas foram conservadas
ao longo do processo evolutivo, estando presente em todas as células eucaridticas
(CRITCHLOW & JACKSON, 1998; HEFFERIN & TOMKINSON, 2005). Os complexos
Ku70 ou Hdfl/ Ku80 ou Hdf2 com funcdo de ativar a ligase, Rad50/Mrell/Xrs2 com
atividade catalitica dependente de ATP e Lig4p/lifl capaz de ligar-se as extremidades do
DNA, juntos promovem uma frequéncia de integracdo ectdpica significativa em fungos
filamentosos (CRITCHLOW & JACKSON, 1998; HEFFERIN & TOMKINSON, 2005).
Alguns trabalhos ja comprovaram que em linhagens mutantes com auséncia de alguma dessas
proteinas pode aumentar a ocorréncia de RH de 50% a 100%, contrastando com o resultado
encontrado em linhagens selvagens, cuja frequéncia é de 10 a 30%, e em muitos casos ocorre
somente de 1% a 2% (KUCK & HOFF, 2010).

Krappmann (2007), conseguiu alcancar uma eficiéncia de knockout de 90%, utilizando
regides flanqueadoras com 500 pb, comprovando que o tamanho destas regides néo
influenciam no processo, quando se utiliza linhagens mutantes para as proteinas do complexo-
multimérico. Outro caso foi a comparacdo da linhagem Trichoderma virens com deficiéncia
da proteina Ku70 com o isolado selvagem realizado por Catalato et al. (2011), que resultou no
aumento de 88% da ocorréncia de knockout no gene alvo contra 15% das linhagens selvagens.
Takahashi et al. (2009), utilizando mutantes de Aspergillus oryzae para as proteinas ku70 e
ligdp conseguiu também aumentar a eficiéncia do processo de dele¢do de genes. J& em
Fusarium verticillioides apresentando deficiéncia para a proteina Ku70 foi alcancado uma

eficiéncia de 85% de mutantes com RH, sendo comprovado também que a auséncia dessa



50

proteina ndo afeta o fungo fenotipicamente, nem o seu desenvolvimento, o metabolismo
secundario e a viruléncia (Choi & Shim, 2008), indicando que a auséncia dessas proteinas
aumenta a possibilidade de RH, beneficiando estudos de knockout génico em larga-escala em

diversos fungos filamentosos.
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4 CONCLUSAO

Levando em consideracdo as dificuldades para a ocorréncia de recombinacdo homdloga,
foi possivel concluir que para obtencdo de sucesso no knockout de genes em Foc, é necessario
0 desenvolvimento e avaliagdo de alguns processos, como: 1- o desenvolvimento de um
protocolo de transformacéo eficiente; 2- a avaliacdo do tamanho da regido para RH; e 3 - a
obtencdo de linhagens com delecdo dos genes ku 70 e ku 80, para que posteriormente, as
linhagens obtidas sejam utilizadas no processo de transformacao em estudos de funcdo génica,

e possivelmente apresentem maior eficiéncia de knockout.
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Silenciamento pos-transcricional do gene SGE1 induzido por
dsRNA hairpin em Fusarium oxysporum cubense, agente causal do

mal-do-Panama
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1 INTRODUCAO

O fungo filamentoso Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E.F. Smith) Snyder &
Hansen (Foc) é o agente causal do mal-do-Panama em bananeira. A doenca provoca grandes
prejuizos a areas produtoras de banana, seja na Asia, Africa, Australia, e nas Américas
tropicais (PLOETZ, 1993; PLOETZ & PEGG, 1997). Este fungo apresenta algumas
caracteristicas importantes como, capacidade de atingir o sistema vascular de plantas
(bananeiras e heliconias) no mundo todo, reproducdo assexuada, e producdo de diferentes
formas de esporos (macroconidios, microconidio e clamiddsporos), (LESLIE &
SUMMERELL, 2006).

O processo de infeccdo gerado pelo Foc se divide em vérias etapas, iniciando pela fase
de reconhecimento das raizes, devido a liberacdo de exsudato pela planta, atacando a
superficie das raizes, penetrando e proliferando as hifas progredindo até o rizoma e
pseudocaule pelo sistema vascular da planta (xilema) (MICHIELSE & REP, 2009; XIAO et
al., 2013).

A formae speciales (f. sp.) cubense estéa classificada em quatro racas (R1, R2, R3 e R4
subdividida em TR4 e ST4) patogénicas a bananeiras, com diferentes niveis de viruléncia,
exceto R3 que é patogénica a Helliconia spp. (PLOETZ, 1990). O uso de cultivares resistentes
é a principal estratégia de controle da doenca, sendo considerada uma forma econémica e
ambientalmente mais viavel. Contudo, o aumento da variabilidade genética nesse
fitopatdgeno ocasiona a quebra da resisténcia, prejudicando o uso de cultivares por logos
periodos, havendo a constante necessidade de obter novas cultivares resistentes ou estabelecer
novas estratégias de controle da doenca.

Duas possiveis hipdteses tém sido propostas para justificar o aumento da variabilidade
em Fusarium oxysporum licopercisi (Fol) (organismo modelo da espécie oxysporum): 1) a
atuacdo de elementos transponiveis, presentes em alta quantidade no genoma do Fol quando
comparado a outras espécies de Fusarium (RONCERO et al., 2003; MA et al., 2010) e, 2) a
presenca do ciclo parassexual, que resulta da formagdo de heterocario por meio da
anastomose de hifas com crossing-over mitotico, podendo haver troca de material genético
entre isolados ndo patogénico e patogénico (TEUNISSEN et al., 2002; MA et al., 2010).

Os avangos nas técnicas da biologia molecular tém contribuido bastante para a
identificacdo e investigacdo da funcdo de genes presentes em fitopatdgenos de grande
importancia agrondmica, dentre elas vem se destacando a metodologia de RNAI, que tem
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demonstrado ser eficiente na determinacdo da funcdo génica, sendo auxiliada seja pela
agrotransformacéo, protoplastizacao, transformacéo por CaCl, dentre outras estratégias .

O silenciamento por meio de RNAI (Knockdown) é uma metodologia considerada
vantajosa, pois evita problemas que sé@o encontrados normalmente em metodologias como
knockout, onde é necessario a interrupcdo ou delecdo de genes por recombinacdo homdloga,
além disso, é altamente especifica a0 mMRNA alvo, e sua eficiéncia ndo é afetada, quando na
presenca de nucleos dicaridticos e genes multicopias (FIRE et al., 1998; NAKAYASHIKI et
al., 2005; FRANCA et al., 2010). Foram desenvolvidos até 0 momento algumas estratégias
para promover o silenciamento via RNAI, dentre elas esta o uso de vetores contendo cassetes
para producdo de dsRNA hairpin, que possibilitam um silenciamento permanente do mRNA
alvo, diferenciando dos dsRNAs e siRNA sintéticos que produzem um silenciamento
transiente.

Atualmente, com essa constante confirmagéo da eficiéncia da maquinaria de RNAI no
silenciamento pds-transcricional e presenca nos mais diversos organismos, incluindo o Foc,
esta metodologia pode ser utilizada como uma ferramenta para analisar se a reducédo no nivel
de expressdo de genes envolvidos na patogenicidade e/ou viruléncia, podera influenciar no
processo de infeccdo na planta hospedeira, e assim compreender os mecanismos moleculares
de interacdo fitopatdgeno - hospedeiro, desde o contato inicial até o estabelecimento da
doenga.

O gene SGEL1 (SIX Gene Expression 1) identificado no F. oxysporum f. sp. licopercisi
- Fol por MICHIELSE e colaboradores (2009), codifica uma proteina de mesmo nome com
funcdo de fator transcricional, capaz de ativar a transcricdo de genes efetores que codificam
uma familia de proteinas chamada Six (Secreted in xylem), envolvidas diretamente no
processo de infeccdo na planta hospedeira (MICHIELSE et al., 2009), e algumas delas ja
foram detectadas também no Foc (MELDRUM et al., 2012).

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi analisar se 0 gene SGE1 possui a mesma atividade
na formae speciales cubense e avaliar as mudancgas morfofisioldgicas e a patogenicidade a

partir de transformantes com diferentes niveis de silenciamento de SGE1.



59

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Micro-organismos e Condicdes de Cultivo

Isolados de Foc R1(VCG néo definido) e R2 (VCG 0124) cedidos pelo Dr. Miguel
Angel Dita (Embapa Mandioca e Fruticultura, BA) e linhagens de Agrobacterium tumefaciens
AGL1 e LBA1100, foram utilizados nos experimentos de transformacéo genética. O Foc R1 e
R2 foram rotineiramente cultivados em meio PDA (10 g/L™* de dextrose, 16 g/L* de 4gar e
250 g/L™* de discos de batata) mantidos em estufa a 25° C. Para obtencéo de esporos, cubos
com + 0,5 mm? de micélios retirados de placas de petri com PDA foram colocados em frascos
contendo 50ml de PDB ¥, e mantidos sob agitagdo de 150 rpm por 48 horas. Linhagens
AGL1 e LBA1100 de Agrobacterium tumefaciens foram transformadas com vetor binario
carregando a construcdo para silenciamento do gene SGE1 por meio de RNAI (Fig. 1), e
foram cultivadas em meio de cultura LB-manitol sélido e liquido (10 g/L™ triptona, 5 g/L™
extrato de levedura, 2,5 g/L™* NaCl, 16 g/L™ de &gar, 10 g/L™* de manitol) suplementado com
antibi6ticos (75 pg/mL™ de carbenicilina e 50 pg/mL™ canamicina para linhagem AGL1 e
250 pg/mL™" de espectinomicina e 50 pg/mL™ de canamicina para linhagem LBA1100),
incubadas a 28°C por 24-48 h.

2.2 Construcao do vetor binario para silenciamento do gene SGE1 de F. oxysporum
cubense por RNA de interferéncia (knockdown)

O silenciamento via RNAIi (knockdown) foi realizado por meio da estratégia de
dsRNA harpin especifico para silenciar transcritos produzidos pelo gene alvo (SGE1) de Foc,
utilizando o vetor pFANTAI4 (gentilmente cedido pelo Dr. Thomas D. Sullivan da Wisconsin
University). Um fragmento de 564 pares de bases do gene SGEL1 foi clonado no vetor
PFANTAI4, no sentido senso e anti-senso. Estdo presentes também neste cassete, sequéncias
senso e anti-senso do gene repérter gfp, uma regido espacadora, € uma regido terminadora
todos sob o controle do promotor constitutivo da histona 2AB (H2AB) de H. capsulatum, e o

gene que confere resisténcia a higromicina (hph) (Fig. 1).
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Figura 1: Esquema representando o cassete construido para o silenciamento dos trancritos gerados pelo
gene SGE1 de Fusarium oxysporum f. sp. cubense via RNAIi. O mapa do vetor de destino (pFANTAI4)
demonstra o cassete com as sequéncias senso e anti-senso do SGE1 e do gfp, regido espacadora, do promotor
constitutivo da histona 2AB (H2AB) de H. capsulatum, da regido terminadora, além da sequéncia da hph.

2.3 Transformacao genética de F. oxysporum cubense mediada por A. tumefaciens —
ATMT

A transformacdo foi realizada adotando o procedimento de ATMT, de acordo com o
protocolo descrito por Zwiers e colaboradores (2001), com algumas modificaces,
empregando esporos e protoplasto. Para obtencdo de esporos foram colocados cubos de
micélios em meio PDB e mantido sob agitacdo de 150 rpm, a 25°C por 48 horas. A cultura de
fungos foi filtrada com gaze estéril, lavada por duas vezes com H,O ultrapura autoclavada.
Usando camara de Neubauer e microscépio optico, os esporos foram contados e diluidos para
concentracdo de 10° esporos/mL.

Para obtencdo de protoplastos, o procedimento foi realizado, de acordo com o
protocolo de Visser et al. (2004), com algumas modifica¢des. Inicialmente, o micélio aéreo de
Foc cultivado em meio PDA durante 9-10 dias foi raspado e inoculado em PDB por 18 h a
25°C sob agitacdo de 150 rpm. A cultura crescida em overnight foi filtrada em funil de papel
estéril e lavada em 100 mL de solucdo de 0,6 M MgSO, 7 H,O. O micélio seco foi pesado
para retirar 1g e ressuspendido em 10 mL de meio osmético (OM) (0,98M MgSO,, 8,4 mM
Na;HPO,4, 1,6 mM NaH,PO,;) mantido em gelo. Em seguida foram adicionados 2 mL/g
micélio da solucdo de lysing enzyme (Sigma-Aldrich) (100 mg/mL diluida em OM),
misturados gentilmente e incubada por 5 min. no gelo. Apos a adi¢do da solucdo de lysing
enzyme, foi adicionado 0,75 mL da solucdo de Bovine Serum Albumin (BSA, Sigma-

Aldrich) (12 mg/mL diluida em OM). O processo de protoplastizagdo foi realizado a 30°C,
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sob agitagcdo constante de 80 rpm durante 4 horas. O procedimento seguiu daqui em diante,
inteiramente, de acordo com a metodologia descrita em Visser et al. (2004).

Linhagens de A. tumefaciens AGL1 e LBA1100 contendo o vetor pFANTAI4 foram
cultivadas em meio LB-manitol liquido suplementado com antibiéticos (75 pg/mL™ de
carbenicilina e 200 pg/mL™ de espectinomicina para AGL1; 250 pg/mL™ de espectinomicina
e 50 pg/mL™* canamicina para LBA1100), incubadas em shaker (200 rpm), a 28°C por 24 h. A
cultura de bactérias foi centrifugada e descartado o sobrenadante para em seguida adicionar o
meio minimo — MM (K-buffer pH 6,8, CaCl, 1%, FeSO, 0,1%, NH;NO3; 20%, M-N,
Elemento de esporos, Glicerol 50%) e novamente incubada em 200 rpm, a 28°C por mais 18
h. Posteriormente a cultura de bactérias foi centrifugada e ressuspendida em meio de inducédo
- IM (K-buffer pH 6,8, CaCl, 1%, FeSO,4 0,1%, NH;NO3 20%, M-N, Elemento de esporos,
Glicerol 50%, MES 1M pH 4,8, Glicerol 20%, acetoseringona (AS) 200 uM) e mensurada a
densidade dptica (ODgoonm) para a realizacdo das diluicoes de 0,15 e 0,5. Aguardou-se cerca
de £ 3 a4 h para que a cultura de bactérias com OD 0,15 alcancasse OD de 0,18 e a OD de 0,5
alcancgasse OD 0,6-0,8.

Conidios e protoplasto do fungo e Agrobacterium foram co-cultivados na proporcao
de 1:1 (3 mL de protoplastos ou esporos de Foc e 3 mL de cultura de Agrobacterium), e
incubados a 22°C, durante 48h e 96h. Um total de 100 pL de co-cultivo foi espalhado em
placas de petri contendo meio PDA suplementado com antibi6ticos (130 pg/mL™
higromicina-B e 400 pg/mL™ cefotaxina) para selecdo de linhagens transformantes, em
seguida mantidos a 25°C em incubadora até a possivel visualizacdo de micelios dos
transformantes. O restante do co-cultivo foi centrifugado, descartado o IM e adicionado o
mesmo volume de 6 mL de meio PDB, suplementado com 130 pg/mL™ higromicina-B e 400
ng/mL™* cefotaxina, dividindo em 3 aliquotas de 2 mL cada, mantidos em shaker (150 rpm) a
25°C até a possivel visualizagdo de crescimento de micélios. Para os transformantes obtidos

por meio do cultivo em meio PDB, foi realizado procedimento de cultura monosporica.

2.4 Caracterizacao dos transformantes de Fusarium oxysporum f. sp. cubense
2.4.1 Extracdo de DNA

Os isolados selvagem e os tranformantes obtidos foram crescidos em meio PDB sob
agitacdo de 150 rpm por sete dias para obtencdo de massa micelial. A extracdo de DNA total
foi realizada de acordo com o método de CTAB (Doyle & Doyle, 1990). Em seguida, foi
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tratado com RNAse (Invitrogen) e submetido a quantificacdo em NANODROP e gel de

agarose a 0,8%.

2.4.2 Confirmacéo dos transformantes

A presenca do T-DNA no genoma dos possiveis transformantes foi confirmada pela
deteccdo do gene de resisténcia a higromicina (hph) por meio da amplificagdo com os primers
(hph F - TTCGATGTAGGAGGGCGTGGAT e hph R -
CGCGTCTGCTGCTCCATACAAG). A reacdo de amplificacdo ocorreu com a adigdo de
cerca de 50 ng de DNA total dos transformantes e do fungo ndo transformado (selvagem). A
reacdo de PCR foi realizada no volume final de 15 pL, contendo 0,3 UM de primers hph F e
R, 1,5 pL de tampéo 1X (500 mM KCI; 100 mM Tris-HCI pH 8,4; 1% Triton X-100), 1,2 uL
MgCl; (1,5 mM), 1,6 uL dNTP a 0,8 mM, 1U Taq polimerase (Phoneutria) e dgua destilada.
As condigdes de PCR foram as seguintes: 94°C por 3 min. para desnaturacgdo inicial, seguindo
30 ciclos a 94°C por 30 seg., 66°C por 30 seg. para anelamento dos primers, 72°C por 1 min.
para sintese da fita de DNA e extensao final de 72°C por 10 min. A visualizacdo dos produtos

amplificados foi realizada por meio de eletrofore em gel de agarose a 1,5%.

2.4.3 Teste de Estabilidade Mitotica dos Transformantes

Transformantes isolados por cultura monosporica foram mantidos por 20 dias
crescendo em meio seletivo (PDA suplementado com 130 pg/mL™ higromicina),
posteriormente, 13 transformantes obtidos de quatro experimentos diferentes foram
selecionados para os testes de estabilidade e expressdo. Em seguida, fragmentos das
extremidades das col6nias dos transformantes foram transferidos para placas de Petri com
PDA ausente de antibi6tico, durante cinco sucessivas repicagens em intervalos de quatro dias.
Apos esse procedimento, fragmentos de micélios provenientes da Ultima repicagem, foram
novamente transferidos para placas contendo PDA suplementado com 130 pg/mL™

higromicina B, incubados em B.O.D. a 25 °C.

2.4.4 Andlise do crescimento vegetativo e esporulacao

Para observar a influéncia do processo de silenciamento do SGE1 no desenvolvimento
dos transformantes, foi realizada uma comparacdo do tamanho radial das col6nias de 13

transformantes selecionados com o tamanho radial da coldnia do fungo ndo transformado
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(Foc selvagem). As anélises foram realizadas colocando pequenos discos de micélios (todos
com mesmo tamanho) em placas de Petri com PDA suplementado com 130 pg/mL™
higromicina B, obtidos ap0s teste de estabilidade mitética, e foram mantidos em incubadora a
25°C. Apos 7 dias de cultivo, o crescimento vegetativo dos transformantes foi comparado ao
selvagem.

No processo de avaliacdo da esporulagdo, pequenos discos de micélios dos
transformantes e do Foc selvagem utilizado como controle, foram colocados em frascos
contendo 50 mL de PDBY4 suplementado com higromicina, e mantidos a 25°C sob agitacéo a
150 rpm, durante 3-7 dias. As solu¢Ges com micélio e esporos foram filtradas com gaze estéril
para que fosse obtida uma suspensao de esporos, os quais foram contados e visualizados no
microscopio optico utilizando cdmara de Neubauer. Os procedimentos foram realizados em

triplicata.

2.4.5 Extracdo de RNA, sintese de cDNA e PCR quantitativo em Tempo Real (QRT-
PCR)

A andlise da expressdo génica das 13 linhagens transformantes selecionadas foi
mensurada utilizando micélio coletado antes e depois do teste de estabilidade mitotica. O
RNA total da massa micelial dos transformantes foi extraido utilizando o RNeasy Mini Kit
(QIAGEM), conforme especificagdes do fabricante. A quantificagdo foi realizada por
espectrofotometria (Nanodrop - Thermo) e a qualidade confirmada em gel de agarose.
Adicionalmente, 4ug de RNA total foi tratado com DNase (Invitrogen) e checado em gel de
agarose 1,2% apds digestéo.

O cDNA foi sintetizado utilizando o Kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems), seguindo as instrugdes do fabricante. A confirmacdo da auséncia de
DNA genémico foi realizada por PCR com a amplificacdo do gene tef, que apresenta um
amplicon de 469 pb a partir do DNA genémico e de aproximadamente 200 pb com cDNA.

A padronizacao e analise via gqRT-PCR foi realizada com Fast SYBR Green Master
Mix utilizando o equipamento 7500 Real time PCR System (Applied Biosystems). Foram
testadas concentragdes de primers de 0,25 nM a 0,7 nM de quatro primers normalizadores
(zef, p-tubulina, gépd e gapdh) e dois primers internos (SGE1lds e SGE1silence), além de
diferentes concentragdes de cDNA 25ng, 50ng, 100ng e diluicdo de 1:10 (v/v). O cDNA
usado na reacéo foi o diluido na proporc¢éo de 1:10 (v/v), sendo que 2L dessa diluicdo foram
utilizados na reagdo de gRT-PCR, juntamente com 0,25 nM de primers internos referentes as
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regides que amplificam os transcritos dos dsRNAs e do SGE1, e trés dos quatro
normalizadores foram selecionados (tef, gépd e gapdh), devido a g-tubulina ter apresentado

maior coeficiente de variacdo de expressdo, todos os primers sdo mostrados na Tabela 1. As

reacOes foram realizadas em triplicatas.

Tabela 1: Sequéncias de oligonucleotideos utilizados neste estudo.

Primers NUmero de Identificacdo do gene Primer forward Primer reverse ~ Tamanho do
acesso no 5-3 5-3 produto
NCBI
SGE1 - SGE1knockout ATCTGGTCGGTTC ~ ACCACGCCTGAC 600 pb
ACTCGTC CATAAGAC
hph - H igromicina_B TTCGATGTAGGAG CGCGTCTGCTGC 690 pb
GGCGTGGAT TCCATACAAG
SGEds - dsRNA — SGE1 TCTGTCCCTTTCCA  CGTACGAGTCGA 100 pb
AACAGG CGAGTGAA
SGEsilence - Gene SGE1 TTGCCTAGTCCTGT TGTGTGTGGGAA 175 pb
GGATGA AGCCAATA
tef AF008486.1  Elongation factor ACAAGCGAACCAT  GATGAAATCAC 243 pb
CGAGAAG GGTGACCG
S-Tubulina AF008529.1  R-tubulin gene CCCCGAGGACTTA  CGCTTGAAGAGC 68 pb
CGATGTC TCCTGGAT
Gibberella zeae PH-1
g6pd XM _381455.1 glucose- ACATTCCCCGAAA  ATGCTGAGACCA 88 pb
- 6-phosphate 1- CGAGCTT GGCAGCTT
dehydrogenase
Gibberella zeae PH-1
gapdh XM 386433.1 glyceraldehyde 3- CCAGATCAAGAAG GTTGGTGTTGCC 106 pb
- phosphate GTCATCAAG GTTGAGAT

Os primers internos chamados de SGE1ds F e R, foram desenhados para amplificacéo
da regido utilizada na producdo de dsRNA, produzindo um fragmento de 100 pb presente na
sequéncia de 564 pb. Os primers para quantificacdo do silenciamento do gene SGE1 foram
chamados de SGE1silence F e R, capazes de produzir um fragmento com 175 pb fora da
regido que foi produzido o dsRNA, uma vez que, 0 gene é composto por 993 pb (Fig. 2). Os
13 isolados selecionados foram analisados quanto a expressédo relativa do dsRNA e
silenciamento antes e depois do teste de estabilidade mito6tica. Para a analise dos resultados foi

empregado 0 método de expressio relativa calculada pelo 24T,

993 pb

| 429 pb |

—
T T ] ene SGE completo
100 ph —
—

564 pb

Figura 2: Esquema para caracterizagdo molecular das linhagens selecionadas, utlizando a técnica de
PCR quantitativo em tempo Tempo Real — RT-gPCR. Estratégia adotada para analisar os niveis de silenciamento
das 13 linhagens selecionadas obtidas da transformacéo com o vetor pFANTAI4.
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2.4.6 Teste de Patogenicidade

Na avaliacdo da patogenicidade foram utilizadas suspensdes de esporos de dois
transformantes, T4 e T11 (obtidos do processo de agrotransformacdo a partir de esporos e
protoplastos), e da linhagem de Foc selvagem. As suspensdes de conidios foram preparadas
com o cultivo dos fungos em meio PDBY4 durante 7 dias, em seguida filtrada em gaze estéril e
ajustada a concentracdo para 10° esporos/mL™, e como controle negativo foi utilizado 4gua
ultrapura estéril. A inoculacdo foi realizada utilizando cultivares de bananeiras Mac¢d com
cerca de 20 cm de comprimento, com as raizes lavadas e cortadas nas extremidades para
facilitar a penetracdo do fungo, em seguida foram colocadas em beckers contendo 150 mL de
suspensdo de esporos na concentracdo de 10° esporos/mL™. As bananeiras utilizadas como
controle foram colocadas em beckers contendo &gua ultrapura autoclavada. As plantas
permaneceram na solugéo por 2 h e posteriormente, foram plantadas em copos de poliestireno
contendo areia estéril, sendo mantidas nas condi¢bes de 25°C dia/ 22°C noite com foto
periodo de 12 horas, e a cada 15 dias foram fertilizadas com solugédo de nutrientes Hoagland.
O teste foi realizado em triplicata e apds 45 dias de inoculacdo os sintomas foram avaliados,
de acordo com o método de Mak et al., (2004), seguindo uma escala de 1-5 para os sintomas

externos e de 1-8 para os sintomas internos, descritos nas Fig. 3 e 4.

Figura 3: Escala de descricdo do indice dos sintomas nas folhas conforme Mak e colaboradores (2004).
1. Planta saudavel, sem listras de amarelecimento nas folhas; 2. Ligeiras listras e/ou amarelecimento nas folhas
inferiores; 3. Listras e/ou amarelecimento nas folhas mais baixas; 4. Extensiva formagdo de estrias e / ou
amarelecimento sobre a maior parte ou todas as folhas; 5. Planta morta

Yy |4 E

1 2 3 4 5 6 7 8
Figura 4: Escala de descricdo do indice de descoloragdo do rizoma segundo Mak e colaboradores
(2004). 1. Nenhuma descoloracdo do tecido da central do rizoma ou tecido circundante; 2. N&o descoloracdo da
regido central do rizoma, descoloracdo na jungdo da raiz e do rizoma. 3. Descoloragdo da regido central em 5%;
4. Descoloracdo da regido central de 6-20%; 5. Descoloracdo da regido central de 21-50%; 6. Mais de 50% da
regido central descolorida; 7. Descolorago de todo o rizoma; 8. Planta morta.




66

2.4.7 Reisolamento e Caracterizagdo dos transformantes pos-inoculacao

O reisolamento dos transformantes inoculado na bananeira, foi realizado a partir de
fragmentos das raizes, do rizoma e do pseudocaule colocados em placas de Petri com meio
agar-agua, mantendo-os incubados a 25°C por 2 dias. Em seguida, foram transferidos para
placas com PDA suplementados com higromicina, e incubados por 3 dias em BOD a 25°C.
Os fungos que conseguiram crescer em meio seletivo foram submetidos ao processo de
cultura monospérica e apds 7 dias de crescimento em PDA realizou-se a extracdo de DNA
total, para confirmacédo dos transformantes por meio da reacdo de PCR, utilizando os primers
da higromicina (hph) e do gene SGEL1 (tabela 1).
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3 RESULTADOS
3.1 Caracterizacao Fenotipica e Molecular dos Transformantes

A fim de estudar o silenciamento do gene SGE1 via RNAI e seu papel na
patogenicidade e/ou viruléncia do Foc, foram testadas linhagens de Agrobacterium
tumefaciens (AGL1 e LBA1100), a ODgoonm € 0 tempo durante o co-cultivo para obtencéo dos
transformantes. A transformacdo genética foi realizada a partir de esporos e protoplastos por
meio da técnica de ATMT (Agrobacterium tumefaciens mediated transformantion). Os
transformantes foram obtidos apenas dos experimentos com a linhagem AGL1 em 96 h de co-
cultivo e com OD 0,6, tanto para protoplastos quanto para esporos. A partir dos diferentes
experimentos de transformacgdo 120 transformantes monospdéricos foram mantidos em meio
seletivo com 130 pg/mL™ higromicina (Fig. 5), dos quais foram selecionados apenas 13
diferentes eventos, essa quantidade foi escolhida dada a impossibilidade de trabalhar com
todos os transformantes nas analises quanto a estabilidade mitética, morfofisiologia, nivel de
silenciamento e patogenicidade.

Figura 5: Imagem dos transformantes com integragdo do cassete para silenciamento do gene SGE1 via
dsRNA hairpin. Observa-se alguns dos transformantes obtidos, crescendo em meio seletivo, apresentando
diferentes tamanhos radiais das col6nias e pigmentacao.

A avaliacdo por PCR em todos os transformantes selecionados confirmou a presenca
dos fragmentos com cerca de 690 pb referentes a amplificacdo do gene hph, indicando a
presenca do cassete com as sequéncias senso e anti-senso do gene SGE1 para formagéo do
dsRNA hairpin (Fig. 6). Além disso, todos os isolados analisados no teste de estabilidade
mitética do T-DNA inserido no genoma mantiveram a capacidade de crescer na presenca de
higromicina, demonstrando serem geneticamente estaveis, porém apresentaram variacdes no
crescimento radial das col6nias, com excegdo dos transformantes T4 e T7 que apresentaram
tamanho radial muito similar ao obtido na linhagem Foc selvagem crescendo em placas com

PDA sem e com higromicina durante 7 dias. Os demais transformantes, tanto da
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transformacdo com esporos, quanto protoplastos tiveram crescimento radial da col6nia mais

reduzido que o selvagem (Fig. 7).

primer hph
M T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11T12T13 WT

690 pb _,

Figura 6: PCR com os 13 transformantes. coluna 1 — Marcador Kb plus; coluna 2-14 os transformantes
selecionados para andlise; e coluna 15 a linhagem selvagem, utilizada como controle negativo na amplificacao
por PCR.

Figura 7: Imagens da linhagem selvagem e dos 13 transformantes de F. oxysporum cubense contendo o
cassete para silenciamento via RNAi. O selvagem (WT) foi utilizado como controle para avaliacdo do
desenvolvimento dos transformantes na presenca de higromicina (130 pg/mL™) obtidos da transformacdo com
esporos (T1 —T7) e protoplastos (T8 —T13).

Na esporulacdo também houve uma significativa reducdo na producdo de esporos em
todas as linhagens transformantes comparadas com o selvagem. Em 3 dias de cultivo em meio
liquido a linhagem selvagem conseguiu alcancar a concentracdo de esporos acima de 10°
esporos/mL™, 0 que ndo foi possivel obter com os transformantes nesse mesmo periodo, e
com 5 dias alcancaram a concentracdo de 10° esporos/mL™, alcangando a concentragdo que o
selvagem conseguiu em 3 dia (10° esporos/mL™) somente no sétimo dia de cultivo (Fig. 8).

A :

Selvagem Transformante 07
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Figura 8: Influéncia do silenciamento na conidiogénese. Em A: Contagem de esporos da linhagem
selvagem e transformante T7 com camara de Neubauer em microscépio éptico com objetiva de 40x. Em B:
Producédo de microconidios das linhagens transformantes e selvagem durante 5 dias de cultivo em meio PDBY.
com concetragdo 10° esporos/mL.

3.2 Avaliagdo do Nivel de Silenciamento do Gene SGE1 em Linhagens
Transformantes de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

O silenciamento pds-transcricional do gene SGE1 foi avaliado por meio da técnica de
PCR quantitativo em Tempo Real — RT-gPCR. Visando evitar que uma possivel
contaminacdo com DNA gendmico pudesse mascara os resultados, antes da realizacdo do RT-
gPCR, o cDNA de todos os transformantes foram avaliados por meio de RT-PCR com o gene
tef, cujo o amplicom é flanqueado por dois introns gerando um fragmento de 469 pb a partir
do DNA gendmico e de ~200pb do cDNA. Nas amostras onde foi identificado contaminacao,
novo tratamento com DNase e nova sintese foram realizados garantindo confiabilidade dos
dados da expressdo (Fig. 9). J& a padronizacdo da concentracdo de primers e de cDNA
permitiu escolher a melhor concentragdo que foi 0,25 nM para os primers e 2 pL da dilui¢cdo

1: 10 (v/v) para os cDNAs.

A) B)
RNA RT-PCR
Antes Depois
M Foc T4 Til Foc T4 TI1 C

Antes Depois
M Foc T4 Ti1 Foc T4 TIi1 C

<« 469pb

Figura 9: Quantificacdo de RNA e amplificacdo por RT-PCR com material de antes e depois do teste de
estabilidade mitotica. Em A: Os RNAs extraidos representam o fungo selvagem, T4 e T11 antes e depois do teste
de estabilidade mitética; C — controle com DNA genémico. Em B: Amplificagdo do RT-PCR com primer tef em
Foc, T4 e T11, com o RT-PCR do T4 depois do teste de estabilidade mitdtica apresentando contaminacgdo por
DNA gendmico; C - controle negatvo.
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Os niveis de expressdo relativa das 13 linhagens selecionadas e do selvagem (WT)
foram quantificados antes e depois do teste de estabilidade mitdtica, com o objetivo de
verificar a influéncia do processo de estabilidade no silenciamento do gene SGE1. A maioria
dos transformantes analisados antes do teste de estabilidade mito6tica ainda ndo apresentavam
aumento significativo de expressdo relativa da regido utilizada para formacdo de dsRNAs, e
ndo foi verificado silenciamento do gene SGE1, demonstrando que nesse periodo
(aproximadamente 30 dias ap06s a transformacdo) as expressdes de dsRNA hairpin eram
insuficientes para reduzir os niveis de mRNA do gene SGE1 naguele momento.

Ao contrario destes resultados, foi possivel observar aumentos consideraveis nos
niveis de expressao da regido utilizada para formacéo de dsRNA hairpin (SGE1ds) depois do
teste de estabilidade em 9 transformantes (T1, T2, T3, T4, T6, T7, T9, T10 e T11). Porém
nem todos os transformantes apresentaram reducdo significativa no nivel de expresséo relativa
do gene SGE1, como o T1, T3, T9, T10 e T11. Nas linhagens T6 e T12, houve aumento do
nivel de expressdo relativa do SGE1ds, mas também houve aumento no nivel do SGE1silence.
Ja as linhagens que apresentaram concomitantemente 0s maiores nives de silenciamento dos
transcritos do mRNA alvo, verificado com a utilizacdo dos primers SGE1silence, foram as
linhagens T2, T4 e T7, todas obtidas da transformacdo com esporos. O silenciamento ficou
em 30% para a linhagem T2, 27% para a T4 e 47% para a linhagem T7. Esses valores foram

avaliados por meio dos calculos de 2*“* e da média dos valores da quantificacéo relativa.
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Figura 10: Diagrama do nivel de expresséo relativa de dsSRNA e do silenciamento do gene SGEL1 antes e
depois do teste de estabilidade mitética. Em laranja, os niveis de expressao dos dsRNA antes (diagrama superior)
e depois do teste de estabilidade (diagrama inferior) das linhagens T1 - T13 e a linhagem selvagem (WT); Em
marron, os niveis de expressao dos mRNA alvo antes (diagrama superior) e depois do teste de estabilidade
(diagrama inferior) das linhagens T1 - T13 e a linhagem selvagem (WT).
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3.3 Analise do Silenciamento do Gene SGE1 na Patogenicidade e/ou Viruléncia

As linhagens selecionadas para inoculacdo na bananeira foram T4 e T11, apresentaram
niveis baixo de transcritos relacionados a regido utilizada para formacdo de dsRNA nos
primeiros dias de isolamento antes do teste de estabilidade mitética, e apds o teste de
estabilidade houve aumento nos niveis de expressdo relativa no T4, o qual apresentou
crescimento radial da coldnias semelhante ao selvagem, durante o periodo de crescimento
realizado apds teste de estabilidade mitdtica. Porém, sua capacidade de esporulacdo foi
afetada quantitativamente como observada no teste de esporulacdo, mas 0s esporos
produzidos foram perfeitamente viaveis, capazes de germinar e produzir hifas. O
transformante 11, possivelmente, por ndo ter apresentado nivel de expressdo de SGE1 abaixo
do WT, apresenta melhor capacidade de esporular quando comparado ao transformante 4. No
entanto, esporulou muito menos que o Foc selvagem, e apresentou menor desenvolvimento
radial da colonia, comparado ao T4 e ao selvagem, indicando que, possivelmente o cassete foi
inserido em alguma regido do genoma que pode ter afetado o crescimento micelial.

Na analise do teste de patogenicidade, apds 10 dias de inoculagdo, as bananeiras com a
linhagem selvagem comecaram a apresentar 0s primeiros sintomas externos da doenca que foi
0 amarelecimento da folha mais velha e posteriormente progrediu para as mais novas, sintoma
tipico da doenca mal-do-Panama. Nas bananeiras inoculadas com os transformantes, os
sintomas comegaram a surgir 20 dias apés a inoculacdo, demonstrando que o silenciamento de

27% no transformante 4 foi capaz de retardar os sintomas (Fig. 11).

Figura 11: Imagem das bananeiras ap6s 20 dias de inoculagdo. Na primeira coluna da esquerda para
direta estdo as bananeiras inoculadas em triplicata com os esporos do Fusarium oxysporum cubense selvagem;
na segunda coluna estdo as bananeiras inoculadas com T11; e na terceira coluna as bananeiras inoculadas com
T4.

Depois de 25 dias de inoculacdo as bananeiras com o fungo selvagem apresentavam

indices avangados dos sintomas externos da doenga. De acordo com a escala de indice de
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sintomas, o fungo selvagem induziu sintomas de indice de 4 a 5, com quase todas as folhas
comprometidas, desde o amarelecimento a completamente secas. As plantas também
apresentaram rachaduras no pseudocaule (Fig. 12A e B). Ja as plantas com as linhagens T4 e
T11 e as controle apresentavam indice entre 2 e 3.

Figura 12: Imagens das bananeiras com 25 dias de inoculagdo. Em A: Bananeira, 1- controle; 2-
selvagem; 3- inoculada com T11; 4- inoculada com T4. Em B: Bananeira 2 inoculada com o selvagem,
apresentando rachaduras no pseudocaule.

Com 30 dias apos a inoculacdo, as bananeiras inoculadas com o fungo selvagem ja
apresentavam total comprometimento das suas folhas com os sintomas, ficando com o aspecto
comum da doenca que é de guarda-chuva fechado, incluida na escala 5 da doenca, enquanto
que as bananeiras com as linhagens transformantes ainda estavam apresentando a fase inicial
da doenca, com poucas folhas sintomaticas (Fig.13).

Figura 13: Bananeiras inoculadas com Fusarium oxysporum cubense ap6s 30 dias de inoculagdo.
Bananeira, 1- inoculada com selvagem; 2- controle; 3- inoculada com T11; e 4- inoculada com T4.

A infeccdo também era visivel no pseudocaule e no rizoma das bananeiras infectadas
com a linhagem selvagem, apresentando diferenga na coloracdo, quando comparadas com as
bananeiras inoculadas com os transformantes ap6s 45 dias de inoculacdo. As linhagens

transformantes seguiram quase o mesmo padrdo da bananeira controle, com pouca
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descoloracdo do pseudocaule, apresentando o nivel 3 da escala de descoloragdo do rizoma,
enguanto que, a bananeira com selvagem estava com rizoma incluido no nivel 7 a 8 da escala

dos sintomas internos, isso com 4 a 5 semanas de inoculacao (Fig. 14).

1 2

Figura 14: Imagem dos sintomas no rizoma das bananeiras. Psedocaule, 1- bananeira controle; 2-
bananeira com selvagem; 3- bananeira com T11; e 4- bananeira com T4.

A habilidade de penetracdo e colonizacdo do tecido hospedeiro pelos transformantes
foi avaliada por meio de reisolamento e analise dos transformantes inoculados. Para isto, foi
realizado reisolamento a partir do pseudocaule, rizoma e raiz. Os resultados confirmaram a
presenca dos transformantes, tanto no rizoma quanto no pseudocaule. Porém, nao foi possivel
reisolar a linhagem selvagem ou os transformantes a partir das raizes. Os transformantes
transferidos para placas de meio de cultura com antibidtico mantiveram as mesmas
caracteriscas fenotipicas das linhagens utilizadas na inoculagdo, como por exemlo, a
pigmentacdo, desenvolmento radial da col6nia, producdo de micélio aéreo, podendo chegar a
uma confirmacdo antes mesmo da caracterizacdo molecular (Fig. 15A e B).

A) primer SGEI B) primer hph

M T4 T4 Til Ti1 Foc M T4 T4 Til. pPIY Foc

Figura 15: Amplificagdo por PCR dos genes SGE1 e hph nos transformantes isolados das bananeiras.
Em A: Amplificacdo com o primer SGE1 e em B- amplificacdo com o primer hph; coluna 1, M- marcador kb
plus (Invitrogem); coluna 2- T4 antes da inoculagdo na bananeira; coluna 3- T4 isolado da bananeira; coluna 4-
T11 antes da inoculagdo na bananeira; coluna 5- T11 isolado da bananeira; e coluna 6- selvagem.
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4 DISCUSSAO

A maquinaria de RNAI é geralmente envolvida na protecdo do genoma de plantas,
animais e micro-organismos eucarioticos (CARRERAS-VILLASENOR et al., 2013). Em
fungos filamentosos este processo € denominado Quelling (ROMANO & MACINO, 1992;
COGONI & MACINO,1999). O mecanismo é conservado ao longo do processo evolutivo e
pode atuar também em processos reguladores, como no desenvolvimento, na transcrigédo e
traducdo (MEYER, 2008; DANG et al., 2011; CARRERAS-VILLASENOR et al., 2013).

O silenciamento pds-transcricional por meio de RNAIi basea-se na producdo de
moléculas de RNA dupla fita (dSRNA), as quais sao clivadas pelas enzimas Dicer-like (Dcl)
em pequenos RNA de interferéncia (SIRNA) com 20-25 nt, sendo entdo incorporados a
proteinas Argonautas (Ago), localizadas no complexo RISC (RNA Interference Specificity
Complex). As moléculas senso e anti-senso de siRNA sdo separadas e apenas a molécula anti-
senso permanece no complexo guiando-o até a sequéncia complementar de mMRNA,
ocasionando a degradagdo do mRNA alvo (SCHUMANN et al., 2013).

No genoma de F. oxysporum f. sp. cubense foi detectado, por meio de buscas no banco
de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information), a presenca de sequéncias
homologas aos genes QDE-1, 2 e 3 (codifica uma RNA polimerase dependente de RNA
(RARP)) e Dcl-1 e 2 (codifica as proteinas Dicer-like) proteinas envolvidas no mecanismo de
RNAI presentes no fungo modelo Neurospora crassa (ROMANO & MACINO, 1992).
Contudo, mesmo com a oportunidade de utilizar esse mecanismo presente no Foc para
caracterizar a funcéo de genes, principalmente, aqueles envolvidos no processo de infeccdo na
planta hospedeira, poucos trabalhos até 0 momento fizeram uso do mecanismo de RNAI nesse
fitopatogeno para investigar a funcao de genes envolvidos na patogenicidade e/ou viruléncia.

Atualmente, diferentes estratégias vém sendo utilizadas no silenciamento por RNAI,
como a utilizacao de varios tipos de vetores para transformacéo, assim como, o uso direto de
dsRNAs e siRNAs sintetizados in vitro. Um dos poucos trabalhos publicados, utilizando o
mecanismo de RNAI em Foc, empregou moléculas de dsRNA sintéticas para avaliar os
efeitos sobre a germinagdo de esporos e o estabelecimento das col6nias, conseguindo obter
79,8% a 93% de inibicdo entre os 14 genes avaliados. Os dsRNAs da adenilato ciclase, da
subunidade alfa e delta da DNA polimerase, apresentaram 0s maiores niveis de inibicdo da
germinacgdo de esporos (MUMBANZA et al., 2013). A obtengdo de niveis de silenciamento
considerados muito elevados consolida ainda mais o potencial da metodologia, porém o uso
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de dsRNAs sintéticos apesar de ser rapido e ter varios Kits disponiveis no mercado, representa
custo alto e um silenciamento transiente.

Dada a necessidade da analise que permite avaliar o nivel de silenciamento por um
periodo de tempo maior como as analises fenotipicas, neste trabalho foi utilizado a estratégia
de transformacdo com cassete que induz a formagdo de dsRNA hairpin, que tem como
vantagem a garantia de uma constante producdo de SiRNA pela maquinaria celular e
consequentemente o silenciamento permanente do gene alvo, isso quando a inser¢do do
cassete no genoma do fungo € estavel.

As linhagens transformantes obtidas neste estudo permaneceram com a integracdo do
cassete estdvel no genoma apos teste de estabilidade mitética, mas apresentaram variagdes no
desenvolvimento radial das colénias (Fig. 7). Essas variagbes ndo sdo caracteristicas
relacionadas ao silenciamento do SGE1, segundo as pesquisas realizadas por Michielse et al.
(2009), os mutantes gerados com delecdo do gene SGE1 apresentaram crescimento vegetativo
indistinguivel ao apresentado por Fol selvagem. Resultado semelhante ao obtido com
transformante T4, e diferente ao adquirido com o T11 que apresenta crescimento radial da
colbnia bem inferior ao T4 e ao WT. Como 0 cassete ndo possui uma regido alvo para sua
integracdo no genoma, este resultado pode estd relacionado com a insercdo que pode ter
interrompido ou alterado a expressao de algum gene importante para o seu crescimento.

Inimeros trabalhos com fungos filamentosos, incluindo o F. oxysporum (MARTIN-
UDIROZ et al., 2004), F. graminearum (CONNOLLY et al., 2013), Leptosphaeria maculans
(FENG et al., 2014), comprovaram que a interrupcdo de genes que codificam enzimas e
proteinas importantes para o metabolismo, pode resultar em uma redugdo da capacidade das
espécies crescerem em certas fontes de carbono, podendo também apresentar alteragdes na
pigmentacdo, além disso, componentes da patogenicidade de fungos também podem ser
prejudicados, como a esporulacdo, germinacdo de esporos, e outros fatores que
consequentemente, reduzem a viruléncia na planta hospedeira (FENG et al., 2014).

Michielse et al. (2009), observam que apesar do SGE1 ndo ser necessario para o
crescimento vegetativo, utilizacdo de diferentes fontes de carbono e morfologia (tamanho dos
esporos e da colbnia), esse gene é envolvido guantitativamente na conidiogénese, porém 0s
esporos gerados sdo perfeitamente viaveis. Essas observacdes também puderam ser
constatadas nos mutantes obtidos neste trabalho na analise comparativa entre a linhagem
selvagem que apresenta concentragio de esporos acima de 10° esporos/mL™ em 3 dias de

cultivo em meio PDBY4 liquido, enquanto que os transformantes necessitam de pelo menos 5
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dias de cultivo para atingir a producdo de 10° esporos/mL™, e de 7 dias de cultivo para
obtencdo de valores alcancados pelo WT em 3 dias.

Quanto aos esporos, além dos transformantes T4 e T11 utilizados nas analises de
patogenicidade os demais transformantes analisados apresentaram caracteristicas similares na
producdo de esporos, mas além da redugdo em nimeros, ndo foi observada nenhuma alteracéo
morfoldgica no tamanho dos conidios, apenas nas quantidades produzidas. Contudo, dada a
complexidade e o grande numero de genes envolvidos neste processo, os dados aqui obtidos
podem indicar que transformantes que ndo apresentaram silenciamento do gene SGE1, mas
mostram uma reducdo da quantidade de conidios, pode ser devido a outros fatores que
precisam ser investigados como, a regido de inser¢do do T-DNA nos diferentes mutantes. Em
F. oxysporum f. sp. melonis, identificaram 42 genes que sdo significativamente, envolvidos na
conidiogénese, dentre eles, esta o FVS1 que codifica uma proteina (SAM), a qual funciona em
interacBes proteina-proteina que estdo envolvidas na regulacdo transcricional ou pés -
transcricional e transducdo de sinal, onde 0os mutantes para este gene apresentaram também
alteracdes na conidiogénese e na viruléncia (IIDA et al., 2013).

Os transformantes T4 e T11 apresentaram ndo somente diferencas no desenvolvimento
radial das colonias, mas tambem mostraram por meio das analises de RT-qPCR diferentes
niveis de expressao relativa, sendo observado também nos demais transformantes analisados.
Esses resultados foram em sua maioria de dificil interpretacdo, no entanto, dentre todos os
transformantes analisados, 0s que apresentaram niveis consideraveis de reducdo dos
transcritos alvo foram, o T4 que apresentou um silenciamento de 27% do gene alvo
comparado ao WT, o T2 apresentou 30% e o T7 chegou a 47%, resultados similares ou
proximos foram obtidos em outros trabalhos com fungos filamentosos, como 15% a 96% em
Phanerochaete crysosporium (MATITYAHU et al., 2008) e 18,4% a 97% Trichoderma
atroviride (CARRERAS-VILLASENOR et al., 2013). Os resultados do nivel de expressdo do
transformante T11 indicam que n&o houve silenciamento dos transcritos do gene alvo quando
comparado a linhagem WT (Fig. 10). Este fato pode esta relacionado a baixa producdo de
dsRNA, devido a fatores epigenéticos.

Na comparagdo com os resultados de antes e depois do teste de estabilidade mitdtica,
diferentes niveis de expressdo de dsRNA e transcritos do gene alvo foram detectados por RT-
gPCR (Fig. 10). Uma das provaveis explicacfes para isso seria 0 envolvimento do processo
de estabilidade mitdtica nos resultados, uma segunda hipotese seria o tempo de 20-30 dias
apos a integracdo do cassete no genoma, nao ter sido suficiente para expressdo dos dsRNA.

Em Moniliophthora perniciosa, o silenciamento do gene gfp foi inicialmente detectado apos
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28 dias seguintes da transformagdo com dsRNA expresso constitutivamente (CARIBE et al.,
2009). Também pode ser justificada pela perda de copias inseridas no genoma. Porém,
GOLDONI et al. (2004) conclui que mesmo com nivel de expressdo baixo de dsRNA hairpin
a repressdo dos transcritos pode ocorrer de forma eficiente.

Independentemente do grau de silenciamento, foi possivel observar uma visivel
reducdo da viruléncia durante o teste de patogenicidade, mesmo com a linhagem T11 nédo
apresentando nivel alto de expressdo do cassete de transformacdo. As hipdteses levantadas
para explicar tal fato foram, a possibilidade que, a insercdo do cassete esteja silenciando uma
regido importante para a fisiologia geral do fungo, interferindo no nivel de transcritos, ou em
decorréncia de multiplas repicagens, a possibilidade de ter gerado uma linhagem “menos
virulenta do fungo”. Embora ndo se possa informar no momento por qual causa, as bananeiras
inoculadas com esta linhagem apresentaram o surgimento dos sintomas caracteristicos da
doenca no mesmo periodo que as bananeiras inoculadas com a linhagem T4, 10 dias mais
tarde, que as bananeiras inoculadas com WT. (Figura 13). Uma vez que, o silenciamento do
gene SGE1 nédo impede que 0s sintomas sejam apresentados, apenas retarda-os.

Os dados indicam que, as linhagens transformantes e a selvagem conseguiram penetrar
nas raizes e colonizar as plantas hospedeiras, onde progrediram com a infecgédo para o sistema
vascular, dados confirmados pelo isolamento das linhagens a partir do rizoma e pseudocaule
das bananeiras, comprovando que, os sintomas presentes foram mesmo ocasionados pela
presenca dos fungos inoculados nas plantas hospedeiras, porém os transformantes
progrediram mais lentamente com o0s sintomas internos, provavelmente devido ao
silenciamento do gene. Michielse et al. (2009) avaliaram esse mesmo processo de interacdo
patdgeno-hospedeira com mutantes de delecdo confirmando a importancia do gene SGE1 na
patogenicidade e/ou viruléncia e a dificuldade do fungo progredir no sistema vascular do
tomateiro, quando infectado com transformante de Fol.

De alguma maneira ainda ndo compreendida ocorreu de forma visivel o retardamento
da doenca na linhagem T11, porém sdo necessarias mais analises para chegar a uma concluséao
consistente, para comprovar a relacdo da reducdo da viruléncia com o silenciamento do gene

SGEL1 ou se ha também outros fatores que podem esté interferindo.
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que o
mecanismo de RNAI esta presente e ativo em F. oxysporum cubense, onde foi confirmada a
reducdo dos transcritos alvo analisados, pois no inicio do processo de transformacdo estavam
com niveis bem elevados e apos o teste de estabilidade mitdtica, os niveis de expressdo do
dsRNA hairpin aumentaram, reduzindo assim o nivel de mRNA mensageiro do gene SGE1.
Também foi possivel observar de forma visivel a reducéo da viruléncia nas bananeiras do tipo
Mag4, consideradas as mais suscetiveis & doenca mal-do-Panama, mesmo com a necessidade
de realizar mais andlises para confirmar e investigar melhor a atividade do gene SGE1. Entéo,
desde ja, é possivel concluir que este gene também tem papel importante na patogenicidade
e/ou viruléncia em F. oxysporum cubense, como foi constatado em Fol por Michielse, et al.
(2009).

O estabelecimento da metodologia de silenciamento génico neste fitopatogeno,
utilizando a estratégia de producdo constante de dsRNAs hairpin e consequentemente, 0
silenciamento, demonstra a eficiéncia da metodologia, abrindo novos caminhos para o
desenvolvimento de mecanismos que bloqueiem ou diminuam a acdo do patdgeno, bem

como, explorar funcionalmente dados gendmico.
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