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Filho, Dorival de Freitas, M.Sc., Universidade Estadual de Santa Cruz, Julho de
2005. Estudo de expressao de genes para transportadores do tipo ABC em
Crinipellis perniciosa e andlise de bioinformatica do gene SOD2 de
Crinipellis perniciosa.

Orientador: Prof. Dr. Julio C. M. Cascardo. Co-orientadores: Dra. Cristina

Pungartinik e Dra. Fabienne Florence Lucienne Micheli.

O fungo Crinipellis perniciosa é a principal doenca do cacaueiro no sul da
Bahia. Sua introducdo nessa regido, em 1989, causou imensos prejuizos
financeiros e sociais a toda a comunidade sul-baiana. Além de se mostrar
bastante resistente as defesas naturais do cacaueiro, a utilizacdo de fungicidas
como forma de controle quimico do C. perniciosa ndo tem dado resultados
satisfatorios. Para uma melhor compreensao acerca dos mecanismos de defesa
do C. perniciosa, nesse trabalho foram estudados dois genes que estédo
envolvidos com resisténcia em varios organismos. A partir de informacdes obtidas
no banco de dados do Projeto Genoma do C. perniciosa, foram selecionadas duas
sequéncias de DNA para estudo: uma homéloga a genes para superdxido
dismutases (SOD) e outra sequéncia parcial homologa a genes que codificam
para transportadores do tipo ABC (ATP Binding Cassette). Os genes SOD estao
envolvidos na célula com a protecdo contra danos causados pelo estresse
oxidativo. Muitas plantas tentam se defender de parasitas submetendo-os a um
estresse oxidativo. Além disso, o mecanismo de acdo de muitos defensivos
agricolas esta fundamentado na geracdo de estresse oxidativo. O presente
trabalho mostrou que o C. perniciosa possui um gene SOD que codifica uma
proteina que apresenta um sitio de ligacdo a Mn e Fe. Essa proteina possui um
peptideo sinal que a direciona a mitocondria. Os dados de homologia com genes
SOD de outros organismos, a presenca do metal Mn e a localizacdo na
mitocdndria sugerem que trata-se de um gene da subfamilia SOD2. Estudos
posteriores analisardo se a presenca desse gene confere maior resisténcia ao
estresse oxidativo ao C. perniciosa. Transportadores do tipo ABC séo
responsaveis por efluxo de substancias toxicas em varios organismos, tornando-
0S mais resistentes. Entre as varias substancias que os transportadores do tipo
ABC bombeiam para o meio extracelular, estdo compostos de defesa produzidos
pelas préprias plantas e agentes quimicos utilizados como defensivos agricolas.



No presente trabalho foi analisado se a presenca dos agentes paraquat e 6xido de
4-nitroquinoleina  (4NQO) aumentariam a expressdo de um gene para
transportador do tipo ABC em C. perniciosa. Os resultados do RT-PCR mostraram
que, nas condi¢cdes do experimento, ndo houve aumento perceptivel na expressao
do gene. Novos experimentos estdo em andamento de forma a confirmar esse
padrdo de expressao, ou nao.

Palavras-chave: Crinipellis perniciosa, transportadores do tipo ABC, SOD, 6xido

de 4-nitroquinoleina, paraquat.

ABSTRACT

Filho, Dorival de Freitas, M.Sc., Universidade Estadual de Santa Cruz, July, 2005.
Crinipellis perniciosa ABC transporters gene expression studies and in silico
analysis of the Crinipellis perniciosa SOD2 gene. Advisor: Prof. Dr. Julio C. M.
Cascardo. Co-advisors: Dr. Cristina Pungartinik e Dr. Fabienne Florence Lucienne
Micheli



The fungus Crinipellis perniciosa is the main disease found in the cacao
crop in Bahia. Its introduction in Bahia cased several economic and social losses to
all south-east community of Bahia. Besides being resistant to most of the cacao
natural defences, the use of fungicides as a chemical control strategy has no
satisfactory results. For a better comprehension about the C. perniciosa defence
mechanisms, we have carried out studies with two genes involved with resistance
for several organisms. Using the data from the C. perniciosa genome project, two
DNA sequences were selected: one coding for a homologous super oxide
dismutase gene (SOD) and another partial coding region for ABC transporters type
genes (ATP Binding Cassete). The SOD genes are involved, within the cell, with
protection against damages caused by oxidative stresses. Several plants use
oxidative stress as a defense mechanism. In addition, the mechanism of action of
most agricultural pesticides is based on oxidative stress. The current work showed
that C. perniciosa contains a SOD gene that encodes for a protein with a binding
domain for Mn and Fe. This protein contains a signal peptide for mitochondrial
addressing. The homology with other SOD genes from other organisms, the
presence of Mn and the mitochondrial localization, suggested that it is a gene
belonging to the sub-family SOD2. Further studies will elucidate the role of this
gene conferring resistance to oxidative stress in C. perniciosa. ABC type
transporters are responsible for the efflux of toxic substances in a wide range of
organisms, making then more resistant. Among the substances the ABC
transporters pump out the cell, we found defense compounds produced by plants
and chemical substances used and agricultural defensives. The present work
tested if the presence of paraquat and 4-nitroquinoline 1-oxide (4NQO) would
increase the expression of the ABC gene in C. perniciosa. The results obtained so
far, at the experimental conditions used, no increase detected. Further experiments

are being carried on in order to confirm this expression pattern, or not.

Key words: Crinipellis perniciosa, ABC transporters, SOD, 4-nitroquinoline 1-

oxide, paraquat.






1. INTRODUCAO

Muitos microorganismos isolados do solo e de ambientes associados a
plantas produzem metabolitos secundarios que podem ou nédo afetar
negativamente o crescimento ou atividade metabdlica de outros microorganismos.
A pressdo seletiva, quando negativa, favoreceu aqueles que desenvolveram
mecanismos de tolerdncia a antibidticos exdgenos e, também, permitiu a
prevencdo da auto-intoxicacdo causada pela propria producdo desses antibiéticos
(SCHOONBEEK et al., 2002).

Uma das estratégias que confere resisténcia a esses compostos € o efluxo
de substancias para o meio extracelular. Entre os mecanismos ativos de efluxo
conhecidos, um dos melhor caracterizados € aquele realizado pelos
transportadores do tipo ABC (“ATP-binding cassete”). Os transportadores do tipo
ABC estdo presentes desde bactérias até humanos e sédo responsaveis pelo
influxo e efluxo de varias substancias. Eles formam uma grande familia de
proteinas que codificam enzimas que acoplam a hidrélise de ATP ao transporte de
diversos substratos como lipidios, acidos inorganicos, acucares, aminoacidos,
peptideos e xenomoléculas usadas como drogas (SLAVEN et al., 2002).

As funcdes naturais de transportadores do tipo ABC em fungos patégenos
de plantas incluem secrecéo de toxinas, que agem como fatores de viruléncia, e
protecao contra compostos de defesa e fungicidas sintéticos.

Ja foi constatado que muitos fungos, quando em presenca de compostos
de defesa ou fungicidas sintéticos, aumentam a expressdo de genes que
codificam para transportadores do tipo ABC, 0 que aumenta a sua resisténcia.



Uma vez que o projeto genoma do C. perniciosa revelou a presenca de varios
genes que, aparentemente, codificam esses transportadores, é importante verificar
como eles se comportam quando o fungo est4d atacando o cacaueiro ou se
defendendo de fungicidas pois podem estar relacionados a resisténcia do fungo a
vérias formas atuais de controle.

O projeto genoma do C. perniciosa também revelou a presenca de
possiveis genes da familia dos superoxidos dismutases (SOD). Esses genes estao
envolvidos na protecdo a célula a um tipo de estresse oxidativo. O estresse
oxidativo pode ser resultado tanto da fisiologia da prépria célula, uma vez que o
processo da cadeia respiratéria, gera radicais livres, como também pode ser fruto
de estratégias de defesa de vegetais ao ataque de patdégenos ou da presenca de
compostos sintéticos, como herbicidas ou fungicidas (LANDIS et al., 2005).

A compreensao da estrutura e funcdo de proteinas produzidas por genes
SOD em C. perniciosa pode acrescentar, portanto, informacdes importantes a
respeito de estratégias de defesa do C. perniciosa, 0 que pode conduzir a novas
acOes de combate ao fungo.

Diante desse contexto, 0s objetivos do presente trabalho foram:

1. Determinar uma metodologia adequada para estudos quantitativos em C.
perniciosa.
2. Analise de bioinformatica de:
a. Motivos presentes nos dominios transmembrana (TMD) de
transportadores do tipo ABC.
b. Sequéncias de DNA de C. perniciosa homdlogas a genes para
transportadores do tipo ABC.
c. Sequéncias de DNA de C. perniciosa homdlogas a genes SOD.
3. Analisar quantitativamente a expressao de genes para transportadores do
tipo ABC em C. perniciosa em funcdo da exposicdo do fungo aos

compostos Paraquat e 6xido de 4-nitroquinoleina (4NQO).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Theobroma cacao

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma planta da familia Sterculiaceae.
Ele, provavelmente, é originado da Floresta Amazonica e é cultivado em varias
partes do mundo com o objetivo de obtencdo de suas sementes (améndoas) que
sdo matéria-prima para a fabricagdo de manteiga de cacau e chocolate (ALVES,
2002).

Introduzido no sul da Bahia em 1756, o produto so6 se firmou como cultivo a
partir da segunda metade do século 19. Durante 70 anos, entre 1890 e 1960, o
cacau foi o principal responsavel pelo desenvolvimento e crescimento de todo o
sul baiano. Na safra 1984/1985, o Brasil foi 0 segundo maior produtor mundial de
améndoas de cacau, produzindo aproximadamente 400.000 toneladas. Somente
com os lucros e excedentes do produto, os "coronéis do cacau”, 0o governo
estadual e as prefeituras da regido construiram aeroportos, escolas, hospitais,
postos de saude e portos em 92 cidades do Estado. Mas, em 2000, a producdo
total caiu para 210.000 toneladas.

Essa queda na producdo pode ser, em parte, explicada pela introducéo na
lavoura cacaueira do sul da Bahia do fungo agarico Crinipellis perniciosa,
causador de uma doenca conhecida como vassoura-de-bruxa. Um levantamento
realizado pela Comissado Executiva para o Planejamento da Lavoura Cacaueira

(CEPLAC) revela que, nos ultimos anos, a vassoura-de-bruxa impediu que mais

de 850 mil t de cacau fossem colhidas na Bahia, com um prejuizo de mais de US$
1,2 bilhdo aos fazendeiros e a economia da regido.

2.2. Crinipellis perniciosa



A provavel origem do C. perniciosa € a bacia amazobnica, onde ele ocorre
de forma endémica, sendo que sua introducdo na Bahia foi confirmada em 1989
(PEREIRA et al., 1996). Ele é um patdégeno hemibiotréfico no qual os
basidiésporos sao capazes de infectar tecidos meristematicos de T. cacao e de
varias outras espécies dos géneros Theobroma e Herrania (ambas pertencentes a
familia Sterculiaceae).

E importante observar que os patégenos de plantas mais comuns sdo os
ascomicetos, 0s oomicetos e o0s heterobasidiomicetos. Fungos que formam
cogumelos sdo raros como patégenos, sendo o0 mais conhecido o Armillaria
mellea, que € um patdgeno de raiz que ataca e mata diversas espécies de arvores
por meio de rizomorfos subterraneos (GRIFFITH et al., 2003). Nesse contexto, &
bastante incomum o fato do C. perniciosa atacar e deformar os tecidos verdes de
plantas hospedeiras saudaveis. Ha vérios fungos agéaricos que podem formar
infeccdes biotroficas de tecidos de raiz como ectomicorrizas, mas nao ha
exemplos claros de comportamento similar com partes aéreas de plantas.
Entretanto, diversas linhas de evidéncia sugerem que associacbes entre
basidiomicetos e plantas lenhosas sdo mais difundidas do que se sabe até entdo
(GRIFFITH et al., 2003).

Os sintomas caracteristicos da vassoura-de-bruxa sdo o resultado da
hipertrofia e hiperplasia dos tecidos infectados e da perda da dominancia apical,
sendo que a progressdo da doenca pode levar & morte da “vassoura” e sua
subsequente exploracao pelo patégeno (WHEELER et al., 1985). Em tecidos vivos
a quantidade de micélio do fungo é pequena e € restrita a regido cortical, onde
cresce intercelularmente (PENMAN et al., 2000).

Embora os sintomas aparentem ser resultantes de um desequilibrio na
regulacédo do crescimento da planta (pode haver, por exemplo, uma destruicdo das
auxinas e liberacdo de citocininas), o mecanismo da producdo desses sintomas
ainda é desconhecido (ORCHAD et al., 1994). Também néo esta claro se a morte
da “vassoura” € o resultado da producdo de toxinas pelo fungo ou de uma
acelerada senescéncia do hospedeiro (EVANS 1980). Recentemente, (CEITA,
2004) mostrou que essa morte do cacau, na realidade trata-se de uma morte
celular programada (PCD) induzida pelo patogeno, e provavelmente

desencadeada por uma proteina capaz de induzir morte celular (MACEDO, 2004).



O fungo C. perniciosa é dispersado por basidiosporos que se espalham
com mais eficiéncia embaixo do dossel umido que caracteriza as plantacdes de
cacau. Entretanto, o fato desses basidiésporos requererem uma alta umidade para
manter sua viabilidade e de serem suscetiveis a radiacdo solar UV-B, torna
bastante improvavel que eles possam ser dispersados por mais que 60 km (FRIAS
et al., 1991). Na verdade, as pessoas tém sido o mais importante vetor de
transmissdao da doenca, mais provavelmente por transportarem frutos de cacau
infectados mas que estejam assintomaticos.

O controle quimico da doenca no cacau néo tem sido satisfatério (KRAUSS,
2001). Além de aspectos ambientais, como a dificuldade de aplicar fungicidas em
arvores tropicais e a sua ineficiéncia em regiées de alta atividade pluviométrica, é
provavel que o préprio C. perniciosa possua mecanismos de defesa que

aumentem a sua resisténcia a esses compostos.

2.3. Estratégias de resisténcia

Em ambientes naturais, 0s microorganismos estdo expostos a uma grande
variedade de compostos toxicos produzidos por organismos competidores e por
eles préprios (SCHOONBEEK et al., 2002). Portanto, a sobrevivéncia deles é
favorecida pela capacidade de resistir a esses compostos.

Existem variados mecanismos de resisténcia a drogas. Entre eles, h4 o
caso em que uma droga pode ser inativada antes de encontrar o seu alvo.
Algumas bactérias, por exemplo, hidrolisam o antibiético. Em outra situacdo, o
alvo é que pode ser modificado, como no caso de bactérias resistentes ao
antibiético vancomicina (SAIER et al., 2001). Mas, o principal mecanismo de
resisténcia a drogas € o efluxo de substancias (BORGES et al., 2001).

Mecanismos de efluxo estdo relacionados a sensibilidade diferencial de
sitios alvos em diferentes organismos e a diferencas na concentracdo da toxina
que esta sobre este sitio alvo. A concentracdo da toxina € determinada por fatores
como o transporte, a estocagem e o0 seu metabolismo. Uma importante descoberta
feita nas ultimas décadas é que microorganismos, inclusive 0s eucariotos,
possuem sistemas de efluxo que podem transportar compostos toxicos através da

membrana plasmatica ou de membranas de organelas celulares. A origem do



substrato pode ser enddgena ou exdgena. Nos dois casos, a concentracdo da
substancia dentro de uma organela ou do citoplasma pode ser reduzida, o que
pode resultar na reducdo da concentracdo da toxina sobre o sitio alvo e, desse
modo, em uma maior resisténcia do organismo (SORBO et al., 2000).

Essa resisténcia a multiplas drogas gerada por efluxo de substancias pode
ser obtida por meio de transportadores secundarios (comum em procariotos), que
utilizam a energia de um gradiente de prétons H* para facilitar um mecanismo
antiporte, ou por transportadores do tipo ABC (ATP binding cassete), que acoplam
a energia liberada pela hidrélise de adenosina trifosfato (ATP) ao transporte de um
substrato (CHANG, 2003). Esse efluxo de substancias realizado por
transportadores do tipo ABC constitui a principal causa de resisténcia a multiplas
drogas (YAMAMOTO et al., 2005).

2.4. Transportadores do tipo ABC

Os transportadores do tipo ABC sao caracterizados por uma classe
especial de ATPase que, quase invariavelmente, esta ligada a uma proteina
transportadora, a qual ela acopla a energia liberada pela hidrolise do ATP. O
dominio protéico encarregado da ligacdo e transporte do substrato é bastante
variavel, devido a diversidade de substratos que os transportadores do tipo ABC
podem transportar. Isso é refletido nas suas vérias fungfes fisioldgicas. Eles
podem ser responsaveis por importar nutrientes para a célula, protegé-la de uma
grande variedade de compostos téxicos, sinalizar a presenca de agentes
infectantes, regular o desenvolvimento em microorganismos e mamiferos e
assegurar o correto funcionamento em humanos de tecidos tdo variados como 0s
do sistema digestorio, figado, pulmdes, retina e sistema imune (HOLLAND et al.,
1999).

Os transportadores do tipo ABC compreendem uma das maiores entre
todas as familias de proteinas pardlogas. Na bactéria Escherichia coli, por
exemplo, quase 5% do genoma é composto por genes que codificam para
transportadores do tipo ABC (HIGGINS, 2001). O projeto genoma do
Saccharomyces cerevisiae j4 revelou a presenca de 29 desses genes. Eles
ocorrem em todos os reinos (ANGERMAYR et al., 1999), sendo que, em bactérias,



estdo presentes transportadores do tipo ABC que importam e exportam
substancias e em eucariotos ha apenas o0s que exportam, 0 que pode ser
explicado por uma remota divergéncia evolutiva entre essas duas classes de
transportadores (CHANG, 2003).

Os genes que codificam para transportadores do tipo ABC tém sido
classificados em diversas subfamilias de acordo com a filogenia e padrdes
estruturais. Os nomes usados para definir as subfamilias sdo frequentemente
historicos e relacionados a funcdo da droga a que causam resisténcia, embora
alguns membros, claramente, ndo estdo envolvidos em transportes de drogas e
podem, por exemplo, funcionar como um canal regulador. As trés subfamilias de
transportadores do tipo ABC melhor caracterizadas sé&o: “pleiotropic drug
resistance” (PDR), “multidrug resistance’(MDR) e a “multidrug resitance-
associated protein” (MRP) (JASINSKI et al., 2003). Os transportadores do tipo
ABC dessas subfamilias possuem de 1300 a 1600 residuos de aminoacidos e sua
massa molecular varia entra 140 e 170 kDa (SORBO et al., 2000).

Quase todos os transportadores do tipo ABC sdo compostos por dois
dominios transmembrana (TMDs) e dois dominios de ligagdo a nucleotideo
(NBDs) (CHANG, 2003). Em adicdo a essa formula basica (TMD-NBD),, os
transportadores do tipo ABC podem ser montados de formas variadas, podendo
haver TMD adicionais ou acréscimo de dominios regulatérios (HOLLAND et al.,
1999). Na maioria dos procariotos, essas subunidades TMD e NBD séao
expressadas como proteinas separadas, sendo posteriormente unidas. Nesse
caso, 0s genes que codificam essas subunidades, normalmente, estdo situados
em um mesmo operon ou, no minimo, em operons vizinhos (QUENTIN et al.,
1999). Ja em eucariotos, todos os dominios sdo continuos em um mesmo
polipetideo, apresentando-os na orientacdo TMD1-NBD1-TMD2-NBD2, no caso da
subfamilia MDR, ou na orientacéo reversa NBD1-TMD1-NBD2-TMD2, no caso da
subfamilia PDR. Na subfamilia MRP a orientacdo € a mesma da subfamilia PDR,
mas alguns MRPs possuem 5 a hélices na por¢cdo amino terminal (Figura 1)
(JASINSKI et al., 2003).
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Figura 1 — Representacdo esquematica da estrutura de transportadores do tipo ABC das
subfamilias MDR, PDR e MRP. Fonte: JASINSKI et al., 2003.

Os NBD sao hidrofilicos e perifericamente associados a face citosolica da
membrana. Eles sdo 0s responsaveis pela atividade ATP&sica, que acopla a
energia liberada pela hidrélise do ATP ao transporte. O fragmento consenso de
todos NBDs possui, aproximadamente, 250 residuos de aminoacidos e apresenta
dois motivos, o Walker A e o Walker B (PEELMAN et al., 2003). Estudos
mutacionais tém demonstrado que mudancas em aminoacidos nesses dois
motivos nao sdo toleradas no que se refere a atividade ATP&asica
(ANANTHARAMAN et al., 2001). Juntamente com esses dois motivos, os NBD
também possuem a chamada sequéncia de assinatura-ABC. Enquanto que 0s
motivos Walker estdo presentes em varias classe de proteinas que se ligam a
ATP, a presenca dessa regido de assinatura € especifica para transportadores do

tipo ABC (Figura 2) (BODO et al., 2002).



NH2-terminus

MgAtrl
MgAtr2
BeAtrA
MgABC1
AnAtrA
AnAtrB
PMR1
PDRS
PDR10
SNQ2
CDR1
CDR2
CDR3
BFR1

COOH-terminus

MgAtrl
MgAtr2
BcAtrA
MgAEC1
AnAtrA
AnAtrB
PMR1
PDRS
PDR10
SNQ2
CDR1
CDR2
CDR3
BFR1

Figura 2 — Alinhamento de motivos do dominio NBD de transportadores do tipo ABC em fungos.

Fonte: BODO et al., 2003.

A presenca de seis subdominios em a-hélice caracteriza o “motif” Walker A
engquanto que o “motif” Walker B possui cinco subdominios em folha-p. Eles séo
ligados entre si por cerca de 100 residuos de aminoacidos que, em sua maior
parte, estd enovelado em conformacdo a-hélice (helical domain) e que ndo tem
equivalente em adenilatos quinases. A estrutura primaria do “helical domain” é
menos conservada e seu comprimento é consideravelmente variavel quando
comparado em proteinas diferentes. Unindo o “helical domain” ao Walker B, ha um
fragmento de peptideo (linker peptide) bem conservado, rico em residuos de
glutamina e glicina. H4 ainda uma regido chamada “switch region” que foi

reconhecida ap0s comparacédo entre algumas proteinas (SCHNEIDER et al., 1998)

(Figura 3).

Walker A
MLVLGRPGSGCSTFLK
LVVLGPPGSGCSTFLK
LLVLGRPGSGCSTFLK
LVVLGPPGSGCSTFLK
LLVLGRPGTGCSTFLK
LLVLGRPGSGCTTLLK
LIVLGRPGSGCSTFLK
LVVLGRPGSGCTTLLK
LVVLGRPGAGCTTLLK
ILVLGRPGAGCSSFLK
TVVLGRPGAGCSTLLK
TVVLGRPGAGCSTLLK
TVVLGRPGAGCSTFLK
VMVLGQPGSGCSTFLR

whd ek ww *

Walker A
VALMGASGAGKTTLLN
TALMGVSGAGKTTLLD
VALMGASGAGKTTLLN
TALMGVSGAGKTTLLD
TALMGVSGAGKTTLLD
GALMGSSGAGKTTLLD
TALMGVSGAGKTTLLD
TALMGASGAGKTTLLD
TALIGASGAGKTTLLD
TALMGESGAGKTTLLN
TALMGASGAGKTTLLN
TALMGASGAGKTTLLN
TALMGASGAGKTTLLN

TALMGESGAGKTTLLN
*h N RRkRRRRAR

ABC signature Walker B

VRGVSGGERKRVSIAETLASKSTVVCWDNSTRGLDA
LRGVSGGERKRVTIAEASLSGAALQAWDNSTRGLDS
VRGVSGGERKRVS IAETLPTKKTVVSWDNSTRGLDA
IRGVSGGERKRVTIAEAALSGAPLOCWDNSTRGLDS
VRGVSGGERKRVSIAEMALAMTPFAAWDNSSRGLDS
IRGVSGGERKRVSIIECLGTRASVFCWDNSTRGLDA
IRGVSGGERKRVSIAEATLCGSPLQCWDNSTRGLDS
VRGVSGGERKRVSIAEVS ICGSKFQCWDNATRGLDS
VRGVSGGERKRVS IAEVS ICGSKFQCWDNATRGLDS
VRGVSGGERKRVS IAEALAAKGS IYCWDNATRGLDA
VRGVSGGERKRVS IAEASLSGANIQCWDNATRGLDS
VRGVSGGERKRVS IAEASLSGANIQCWDNATRGLDS
IRGISGGERKRLSIAEVTLVQASIQCWDNSTRGLDA
VRGVSGGERKRVTISEGFATRPTIACWDNSTRGLDS

hdk dhkddhdkd - i ko

ABC signature Walker B
SSLGVEQRKRLTIGVELAAKPSLLLFLDEPTSGLDS
EQLNVEQRKRLTVGVELAAKPQLLLFLDEPTSGLDS
RSLSVEQRKRVTIGVELAAKPNLLLFLDEATSGLDS
EGLNVEQRKRLTIGVELAAKFPLLLFVDEPTSGLDS
EGLNVEQRKLLTIGVELPPSPKLLLFLDEPTSGLDS
AGLSVEQRKRVTIGVELVSKPSILIFLDEPTSGLDG
EGLNVEQRKRLTIGVELAAKPQLLLFLDEPTSGLDS
EGLNVEQRKRLTIGVELTAKPKLLVFLDEPTSGLDS
EGLNVEQRKRLTIGVELAAKPKLLVFLDEPTSGLDS
CGLNVEQRKKLS IGVELVAKPDLLLFLDEPTSGLDS
EGLNVEQRKRLTIGVELVAKPKLLLFLDEPTSGLDS
EGLNVEQRKRLTIGVELVAKPKLLLFLDEPTSGLDS
EGLNVEQRKRLTIAVELVARPKLLVFLDEPTSGLDS

SGLNVEQRKRATIGVELAAKPALLLFLDEPTSGLDS
* kreew e W R KR RRREN
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Figura 3 - Regides conservadas de dominios NBD de transportadores do tipo ABC. Fonte:
SCHNEIDER et al., 1998.

Enquanto que as subunidades NBD, como foi visto, sdo bastante
conservadas, a arquitetura dos TMDs é bem mais variavel, podendo possuir de 8
a 20 hélices transmembrana (LOCHER, 2004). A funcao dos TMDs é reconhecer e
mediar a passagem de substancias pela membrana (CHANG, 2003).

Embora, em geral, cada transportador do tipo ABC seja relativamente
especifico para um substrato em particular, € notavel que existe um transportador
do tipo ABC para cada tipo de molécula que deva atravessar a membrana.
Transportadores do tipo ABC tém sido caracterizados com especificidade para
pequenas e grandes moléculas, moléculas altamente carregadas e altamente
hidrofébicas. E especialmente importante haver um sistema para efluxo de
moléculas hidrofébicas, uma vez que, ao contrario das hidrofilicas, elas podem
atravessar facilmente a membrana, sendo por isso que muitas armas quimicas
encontradas na natureza sdo hidrofébicas (BORST et al., 2000). Sdo conhecidos,
ainda, sistemas com especificidade para ions orgéanicos, acucares, aminoacidos,
proteinas e polissacarideos complexos. Embora a maioria exiba uma alta
especificidade a seu substrato, alguns sdo multiespecificos, como os
transportadores de oligopeptideos que podem transportar todos os di e tri-
peptideos e outros que possuem uma especificidade bastante ampla para
moléculas hidrofébicas (HIGGINS, 2001).

Uma possivel explicagdo para essa imensa diversidade de substratos que
pode ser transportada € a presenca nos TMDs de uma grande camara anfipatica
gue deve conter sitios de ligacdo para muitos substratos. Esses substratos devem

estabelecer interagbes de Van der Waals com os residuos hidrofébicos que estéo
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ao redor. O espago dessa camara é grande o suficiente para acomodar diferentes
substratos interagindo com diferentes residuos. A importancia dessa hipotese é
que ela fornece uma explicacdo simples para a existéncia de substratos de
variados aspectos estruturais para transportadores do tipo ABC (JASINSKI et al.,
2003).

Por causa da grande variedade de substratos transportados pelos
transportadores do tipo ABC, os TMDs sao pouco conservados no nivel de sua
estrutura primaria e espera-se que também sejam muito diferentes no seu aspecto
tridimensional (JASINSKI et al., 2003).

E, portanto, a grande conservacéo dos NBDs que define e delimita a familia
dos transportadores do tipo ABC. E importante frisar que é sua conservagédo como
um todo que caracteriza a familia, uma vez que outras proteinas que se ligam ao
ATP também podem possuir os motivos Walker A e Walker B (HIGGINS, 2001).

Estudos evolutivos demonstram que a taxa de divergéncia das sequéncias
génicas diferem drasticamente. Enquanto que as sequéncias codificadoras para
os TMD divergiram rapidamente, as sequUéncias que codificam os NBDs
divergiram bem mais lentamente. Portanto, todos os NBDs sdo homdlogos, mas
isso ndo pode ser afirmado para os TMDs (SAIER et al., 2001). Desse modo, 0s
transportadores do tipo ABC s&o proteinas que apresentam um “motor” comum

(os NBDs), unido a especializados translocadores (TMDSs).

2.5. Transportadores do tipo ABC e defesa de plantas

Como ja visto, os transportadores do tipo ABC podem conferir resisténcia a
varias drogas usadas na agricultura ou no tratamento de doencas em humanos,
como 0s quimioterapicos. Mas nao foi uma pressao seletiva causada por acdes
antropicas que dirigiu a evolucdo dos transportadores do tipo ABC. O proprio
ambiente natural j& fornece essa pressdo uma vez que possui uma vasta relacédo
de substancias toxicas. Uma conseqiiéncia disso, € que a quantidade de
transportadores do tipo ABC varia muito entre organismos de espécies diferentes.
Organismos como a Escherichia coli, a qual vive em diversos ambientes e
necessita se adaptar a uma grande variedade de condi¢cdes externas, tem por
volta de 70 transportadores do tipo ABC codificados no seu cromossomo. Por
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outro lado, outras espécies possuem muito pouco desses transportadores, talvez
refletindo os seus estilos de vida restritos (HIGGINS, 2001).

Participando dessa “guerra quimica” que existe na natureza, plantas
possuem multiplos mecanismos de defesa na luta contra patégenos. Algumas
dessas defesas envolvem barreiras quimicas e fisicas pré-formadas que tentam
impedir a entrada do agente patogénico. Outras linhas de defesa séo estimuladas
em resposta a um ataque do patégeno e buscam limitar o seu posterior
crescimento (CAMPBELL et al., 2003).

Algumas pesquisas sugerem que o0s transportadores envolvidos na
protecdo contra compostos de defesa de plantas sdo predominantemente
transportadores do tipo ABC. Isso pode ser devido a imensa variedade de
substratos que os transportadores do tipo ABC podem transportar em comparagao
a outros transportadores. Também pode indicar que os transportadores do tipo
ABC estdo primariamente envolvidos na protecdo contra compostos toxicos
exdgenos, enquanto que outros transportadores devem estar mais envolvidos com
a secrecdo de compostos toxicos enddgenos (SORBO et al., 2000).

Sendo os principais patégenos de plantas, os fungos ndo fogem a essa
norma. Estudos sugerem que, em fungos patogénicos de plantas, varios
transportadores do tipo ABC estdo relacionados a patogenicidade. Durante o
processo infeccioso, eles podem prover protecdo contra compostos fungitoxicos
produzidos por plantas, como as fitoalexinas (ZWIERS et al.,, 2000). Nesse
contexto, a descoberta de substancias inibidoras de transportadores do tipo ABC
pode abrir novas perspectivas de combate ao C. perniciosa , ja que até o presente
momento a remocdo de partes doentes do cacaueiro e aplicacdo de fungicidas
tém sido os métodos mais empregados para o controle da vassoura-de-bruxa no
cacaueiro, mas nenhum deles é completamente eficiente.

Alguns inibidores para transportadores do tipo ABC da subfamilia PDR,
mais especificamente o PDR5, estdo sendo relatados. Em leveduras, o PDR5 é
uma proteina de membrana plasmatica que consiste de 12 voltas transmembrana
em oa-hélice e 2 NBDs. Ela é responsavel pelo efluxo de centenas de xenobidticos,
estrutural e funcionalmente néo relacionados, pela membrana plasmatica. Apesar
de ser um dos transportadores do tipo ABC melhor caracterizados, sua fisiologia

ainda ndo esta muito clara, embora, acredite-se que ela participa de processos de
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detoxificacdo. Trabalhos recentes tém relatado a producédo de inibidores de PDR5
por fungos antagonistas ao C. perniciosa, como o Trichoderma viride (MAMMUN
et al., 2004).

O fungo saprofitico T. viride passou a ser considerado um potencial
candidato a controle bioldgico da doenca vassoura-de-bruxa, quando foi
observado que “vassouras” colonizadas por ele nunca produziam basidiocarpos.
Embora o mecanismo exato que favorece essa relacdo ndo esteja claro, parece
gue enzimas que atuam fora da célula estejam envolvidas nesse evento de
antagonismo entre o C. perniciosa e o T. Viride (AZEVEDO et al., 2000).

Em uma recente pesquisa com o Trichoderma sp, foi constatada a
presenca de um isonitrilo que € um novo candidato a inibidor de PDR5 (Figura 4)
(YAMAMOTO et al., 2005).

Figura 4 — Estrutura quimica de isonitrilo. Fonte: modificado de YAMAMOTO et al., 2005.

O estudo verificou que a presenca do isonitrilo ndo alterou a expressao do
gene PDR5 nem a quantidade da proteina expressada por ele. O resultado sugere
que ele é um inibidor especifico da funcdo da proteina e que ele possui baixa
toxicidade (YAMAMOTO et al., 2005).

2.6. Expresséao de genes que codificam para transportadores do tipo ABC

Se o0s transportadores do tipo ABC podem bombear para o meio
extracelular substancias toxicas que podem fazer mal a célula, é de se esperar
que sua expressdao aumente na presenca dessas drogas. Realmente, muitos
estudos tém demonstrado esse aumento de expressao.

Pesquisas com o Mycosphaerella graminicola demonstram, por exemplo,

gue os genes MgAtrl e MgAtr2, que codificam para transportadores do tipo ABC,
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tem sua expressdo induzida pela presenca de antibidticos, metabdlitos
secundarios de plantas e fungicidas (ZWIERS et al., 2000). Esses resultados
sugerem que transportadores do tipo ABC de M. graminicola podem desempenhar
uma funcgdo na prote¢do contra compostos toxicos naturais e xenobiéticos durante
a patogénese.

Outro estudo analisou a participacdo de transportadores do tipo ABC do
fungo Botrytis cinerea em interacdes com o ambiente natural (SCHOONBEEK et
al., 2002). Esse estudo concluiu que o transportador do tipo ABC BcatrB protege o
B. cinerea contra antibiéticos produzidos por seu antagonista Pseudomonas spp.
Isso tem implicacGes na eficacia do uso de antagonistas para controle biologico,
uma vez que sugere que a pressao seletiva aplicada sobre patégenos, ou pela
introducdo de transgénicos que produzam mais antibidticos ou de agentes de
biocontrole, pode direcionar para o surgimento de patdgenos resistentes.

Outra importante conclusdo desse estudo, € que a inducdo da expressao
de um gene para transportador do tipo ABC em particular ndo implica que a
proteina codificada seja a principal transportadora do composto que induziu a
expressao.

Ainda é preciso mais pesquisas para esclarecer como multiplos compostos
nao relacionados entre si podem induzir a transcricdo de um gene em particular e
ao mesmo tempo agirem como substratos da proteina que foi codificada.

Entre os compostos que podem induzir a expressdo de genes para
transportadores do tipo ABC estdo o paraquat e 4-nitroquinoleina (4NQO).

2.7. Paraquat e 4-nitroquinoleina (4NQO)

Radicais superéxido (0,)?, peréxido de hidrogénio (H.O,) e radicais hidroxil
(OH"), sédo gerados com sub-produtos de oxidacdes bioldgicas. Essas moléculas
sao coletivamente chamadas de espécies reativas de oxigénio (ROS) devida a sua
grande reatividade, quando comparada ao oxigénio molecular (O;) (FANG et al.,
2002).

A fonte primaria de superoxido € a cadeia transportadora de elétrons na
membrana interna da mitocondria, onde, aproximadamente, 2% do oxigénio é

incompletamente reduzido a ROS (ROEHRS et al., 2003). Esses superoxidos na
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presenca, mesmo que seja de tracos, de ion férrico reagem com o peroxido de
hidrogénio e produzem radicais via a reacdo de Haber-Weiss, também conhecida
como a reacéo de Fenton (Figura 5) (VRANOVA et al., 2002). Os radicais hidroxil
assim formados sdo extremamente toxicos e sdo conhecidos por causar danos ao

DNA, desnaturacao de proteinas e peroxidagao de lipidios.

0 ——» Oz—szoz——DOH —— 1,0

Figura 5 — Esquema da producdo de ROS a partir do O,. Fonte: VRANOVA et al., 2002

Além da cadeia respiratoria, e a despeito do seu potencial de causar danos
celulares, ROS também podem ser sintetizados pela célula para desempenhar
funcdes especificas. Por exemplo, fagécitos produzem radicais superoxido para
atacar bactérias que tenham sido fagocitadas (FANG et al., 2002). H4 ainda
compostos téxicos, de natureza exdgena, que podem gerar estresse oxidativo -
entendendo-se estresse oxidativo como quando o nivel de superoxido na célula
exceder sua taxa de dismutacdo espontanea. Entre esses compostos que geram
estresse oxidativo estdo o paraquat (PAQ) e 0 4NQO.

O paraquat (1,1'-dimethyl4-4’-bipyridinium dichloride) (Figura 6) é um
herbicida muito usado na agricultura devido a seu baixo preco e por ser muito

efetivo contra uma grande variedade de ervas daninhas (EKMEKCI et al., 2005).

CH3— N* / \ /N’r = CH3

cl- Cl-
Paraquat
(metil viologen)

Figura 6 — Estrutura quimica do paraquat. Fonte: (RAVEN et al., 1999)
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O mecanismo de acdo do paraquat estad possivelmente ligado a um ciclo
redox (Figura 7) (BONNEH-BARKAY et al., 2005). Nesse ciclo, o paraquat €&
reduzido pela NAPH-citocromo c redutase. Quando o elétron do paraquat reduzido
€ passado para o O, é produzido o superéxido O, e outros ROS, como o
perdxido de hidrogénio, o oxigénio nascente e radicais hidroxilas (AYAKI et al.,
2005). Esses compostos sdo altamente reativos e podem causar mutacfes no

DNA, desnaturacdo de proteinas, peroxidacdo de lipidios e danos a clorofila,
levando a perda da integridade da membrana e morte celular.

NADPH oxidase

;

0; O,

Figura 7 — Ciclo redox com participacdo de paraquat. Fonte: BONNEH-BARKAY et al., 2005.

O 4NQO é um composto altamente carcinogénico e mutagénico. Ele e seu
metabolito reduzido, o 4-hidroxiaminoquinoleina 1-6xido (4HQA) ligam-se
covalentemente a &cidos nucléicos e proteinas in vivo, causando danos a essas
moléculas.

A conversdo de 4NQO a 4HQA causa danos a célula porque o 4HQA,
quando ativada via ciclo redox, € uma espécie reativa de nitrogénio que libera,

principalmente o O,’, também gerando ROS (Figura 8).
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Figura 8 — Converséo de 4NQO a 4HQA. Fonte: TAKAHASHI et al., 1983.

2.8. Superoxido dismutase (SOD)

Além de compostos como o paraquat e o0 4NQO, o metabolismo da prépria
célula pode gerar ROS. Em funcdo disso, as células desenvolveram varias
estratégias para protegé-las desses radicais. Algumas dessas estratégias tém
presenca constitutiva, enquanto que outras sdo induzidas em resposta a
existéncia de um estresse oxidativo. Além disso, a localizagcdo na célula da acdo
antioxidante desempenha uma importante funcdo na remocdo e reparo do
estresse oxidativo (HOHMANN et al., 1997). Entre as estratégias de defesa contra
0 estresse oxidativo, os genes SOD representam uma das mais importantes.

O aparecimento da enzimas Sodp esta associado a proliferacdo de
organismos fotossintéticos que comecaram a produzir oxigénio ha 2 bilhdes de
anos. Os efeitos toxicos dos subprodutos da utilizacdo do oxigénio gerou uma
pressdo seletiva que favoreceu a evolucdo de uma variedade de enzimas
antioxidantes com funcéo de neutraliz-los.

As Sodp estdo presentes em todas as células e seu alto grau de
conservacao é sinal de sua importancia na manutencdo da homeostase celular
(COX et al., 2003). Existem quatro classes de genes SOD conhecidas que diferem
pelo seus cofatores: Mn, Fe, Ni e Cu, Zn. Em adicao a esses diferentes cofatores,
essas enzimas também mostram expressao e localizacdo diferenciada na célula.
Em S. cerevisiae, a qual tem somente duas dessas Sodp, a enzima contendo Cu,
Zn (Sodlp) esta localizada no citoplasma e no espaco entre as membranas

mitocondriais, enquanto que a enzima contendo Mn (Sod2p) esta localizada na
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matriz mitocondrial. Essa localizacdo esta coerente com a funcdo primaria de
Sod2p, que é de eliminar os radicais superoxido produzidos pela cadeia
respiratoria (Figura 9) (MISSAL et al., 2004).

Cu/ZnSOD MnSOD

Figura 9 — Estrutura quimica de Sod1p (a) e Sod2p (b). Fonte: LANDIS et al., 2005.

E improvavel que todos os tipos de Sodp tenham evoluido a partir de uma
Unica proteina com funcéo de proteger os organismos primitivos dos radicais livres
gerados pela presenca de O,. Isto porque, apesar de ambas possuirem a mesma
funcado, elas sdo completamente diferentes nas suas estruturas, no metal que
utiizam como co-fator e possuem mecanismos cataliticos completamente
diferentes. A teoria é que SOD1 evoluiu da duplicacao e fusdo de um gene, com
posterior adicdo dos éxons | e lll. E interessante notar que a taxa de mudanca
evolutiva de SOD1 e SOD?2 difere consideravelmente no ultimo bilhdo de anos.
Enquanto que SOD2 evoluiu a uma taxa relativamente constante, SOD1 evoluiu
muito devagar no inicio e rapidamente nos ultimos 100 milhdes de anos. Ainda é
necessario mais estudos para compreender as razdes dessa diferenca (ZELKO et
al., 2002).

Como ja foi visto, na cadeia respiratéria, pode haver a producéo de radicais
hidroxil. Como esses radicais sdo muito ativos e dificeis de ser removidos, as
células se protegem dessas moléculas removendo 0s seus precursores, 0
superéxido e o perdéxido de hidrogénio. A Sodp catalisa a dismutacdo do
superoéxido para produzir oxigénio e peréxido de hidrogénio, o qual pode depois
ser removido por outra enzima, a catalase (FANG et al., 2002). Portanto, a reagao
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catalisada pela Sodp é: O, + Oy + 2H" &> H,0, + O, (MARTCHENKO et al.,
2003).

A estrutura genbmica completa do gene SOD2 ja foi determinada para
humanos e ratos. Uma identificagédo e caracterizagdo de SOD2 bovino também foi
relatada. Em todas essas espécies ha uma grande conservacdo da estrutura e
sequéncia. A estrutura fisica de SOD2 é composta de 5 éxons e 4 introns. A
regido promotora em todas as trés espécies partilham caracteristicas em comum.
N&o foram identificadas regides TATA ou CAAT “upstream”.

A despeito do fato de que a expressdo de SOD2 ocorre em muitos tipos
celulares e tecidos em niveis relativamente altos, ela também tem sua expresséo
regulada por varios fatores intra e extracelulares. A expressdo de SOD2 é
regulada ndo somente a nivel de transcricdo, mas também a nivel de traducéo por
uma proteina de ligagcdo ao RNA. A 41pb, localizada na extremidade 3’ do mRNA
de sod2 liga-se uma proteina especifica que aumenta a eficiéncia da traducéo.
Essa proteina de ligacdo ao RNA ainda néo teve sua identidade determinada
(ZELKO et al., 2002).

A transcricdo do gene SOD2 em Colletotrichum graminicola foi fortemente
relacionada com a producdo de conidios. Isso sugere que SOD2 possui uma
regulacdo positiva em resposta aos estresse oxidativo gerado como parte da via
de sinalizacao para a conidiogénese. Existem evidéncias de o estresse oxidativo &
um importante regulador na formacdo de conidios em Neurospora crassa.
Surpreendentemente, mutantes de C. graminicola para sod2 parecem ser normais
sob varios aspectos. Eles cresceram e formaram conidios como o tipo selvagem,
tanto em meio rico como em meio minimo. Eles germinaram normalmente,
exibiram uma tipica sensibilidade ao paraquat e parecem ser tdo patogénicos
como selvagens em folhas de milho (FANG et al., 2002).
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3. Metodologia

3.1. Condigdes de crescimento do fungo.

O meio de cultura utilizado para o crescimento do C. perniciosa (CP-PD) foi
composto de 2% de glicose, 2% de peptona e, quando sdlido, foi adicionado 2%
de agar, autoclavado a 121°C, 20min, 1 ATM. A cultura estoque (discos) foi
mantida em agua a 25°C.

O C. perniciosa foi crescido em meio sélido por 5 a 7 dias a 25°C. Foram
retirados trés halos de, aproximadamente, 3mm de micélio de uma placa de meio
sélido CP-PD. Esses trés halos foram transferidos para um tubo contendo 5mL de
meio liquido (tubo A) e 1g de “glass beads”. O tubo A foi agitado em vortex por 60
segundos para que o agar e as hifas fossem quebradas. Depois, 1mL desse meio
liquido, contendo as hifas ja quebradas, foi transferido para um erlenmeyer com 10
mL de meio liquido (Cultura A), colocados sob agitacdo ou néo a 25°C, por 5-7
dias. O crescimento sob agitacdo resultou em varias esferas de micélio e o
crescimento sem agitacdo em uma massa micelial disforme. De trés a cinco
esferas foram transferidas para um tubo contendo 10 mL de meio liquido (tubo B)
e 1g de glass beads. Esse tubo foi agitado em vortex por 60 segundos, quebrando
novamente as hifas, sendo esta cultura entédo utilizada para os experimentos de
sensibilidade aos agentes mutagénicos. Alternativamente, a partir da Cultura A, foi

inoculado 3 mL em 10 mL de meio liquido (CP-PD) sem agitacdo a 25°C para
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obtencdo de um volume maior de hifas gerando uma cultura B e entédo feito o

experimento (Figura 10).

Remogdo de 3
discos da regio
apical

C.perniciosa

crescida 7-10 dias Tubo A
25°C _‘\
Adigiode3 a5 //
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de “glass
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segundos para

; rescimento sob
quebrar as hifas

agitagdo lenta
por 5 dias 25°C
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linhas em 10mlL
meio liquido +

Adigdo de 3
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de meio de
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LR 1 T
ImL dividido em 3
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contendo ou ndo a

droia I
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segundos para
quebrar as hifas

Tubo B

e
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5 dias 25°C

Figura 10 — Método de quebra de hifas para estudos quantitativos com C. perniciosa.

Os agentes mutagénicos quimicos foram adicionados ao meio CP-PD

solido ap0s autoclavagdo, em diferentes concentragdes (Tabela 1)

Tabela 1 — Concentrac6es de agentes mutagénicos usados nos meios de cultura para estudo de

curvas de sobrevivéncia de C. perniciosa.

Agente mutagénico Concentracao
4ANQO 2,4,6e8uM
PAQ 25, 50, 100, 200, 400pM
H>0O> 0,5,1,1,25,1,5, 2, 4mM

3.2. Exposicédo a agentes mutagénicos e sobrevivéncia

A sensibilidade aos agentes mutagénicos 4NQO, H,0,,

PAQ foi

determinada rotineiramente em meio solido contendo concentracdes diferenciadas

21



dos agentes quimicos (Tabela 1) inoculando-se 1 mL da suspenséao celular obtida
da Cultura B em 3 placas de meio solido. O resultado foi expresso em numero de
pseudo-colénias/mL de suspenséo de hifas apds 7 dias (25°C). A sobrevivéncia foi
expressa em porcentagem (%). Os resultados apresentados sdo a média de pelo
menos 3 experimentos independentes e as barras de erro representam o desvio
padrdo calculado pelo programa GraphPad Prism®.

A sensibilidade ao agente UVC foi determinada inoculando-se 1mL da
suspensao celular obtida da Cultura B em 3 placas de meio solido. As placas
foram irradiadas com 6, 12, 24, 48 e 96J/m? e incubadas no escuro por 7 dias
(25°C). A sobrevivéncia foi expressa em porcentagem (%). Os resultados
apresentados sao a média de pelo menos 3 experimentos independentes e as
barras de erro representam o desvio padrao calculado pelo programa GraphPad
Prism®.

Para extracao total de RNA, foram inoculados 5mL de C. perniciosa a partir
da Cultura B, em meio CP-PD liquido sem e com 4NQO (2, 4, 8uM) ou PAQ (2 E
4uM). O fungo C. perniciosa cresceu durante vinte dias a 25°C sem agitagcdo. A

extracao foi feita a partir da massa micelial crescida durante o periodo.

3.3. Analises de bioinformatica

A traducdo das sequéncias de DNA foram feitas no enderecgo eletronico
http://au.expasy.org/tools/dna.html .

Os BLASTs - Translated query vs. protein database (blastx) — foram
realizados no endereco eletrénico http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

Os dominios protéicos codificados pelas sequéncias foram obtidos no
endereco eletronico http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/.

A indicagdo de em qual compartimento celular a proteina exercerd sua
funcdo foi obtida por meio do programa “TargetP 1.1 Server”, disponivel no
endereco eletrénico http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/.

O alinhamento de sequéncias foi feito pelo programa CLUSTAL W (1.83),
disponivel no endereco eletrénico http://clustalw.genome.jp/. A construcdo do
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dendograma também foi feita por meio do programa CLUSTAL W (1.83),
disponivel no mesmo endereco eletrénico.
3.4. Primers e RT-PCR

A sequéncia de DNA de C. perniciosa homoéloga a genes para
transportadores do tipo ABC utilizada para desenhar um primer foi obtida por meio
de consulta ao banco de dados do “Projeto Vassoura de Bruxa”
(http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura/). Os primers foram desenhados a partir
da sequéncia de um dos reads disponiveis nesse banco de dados, cujo BLAST
revelou homologia com genes para transportadores do tipo ABC. Esse read esta
contido na placa “CP02-S2-000-031-D05-UE.R” do projeto genoma do C.
perniciosa. Os primers encomendados a empresa “Integrated DNA Technlogies,

Inc” foram:

F: 5-GCT CGT GAA CGG CCC TCA AAG ACG -3’
R: 5-CGT TCA GTG CGT CGG TAG CCT CTG CG -3

Os primers da actina sdo especificos para C. perniciosa. Em um cDNA eles
amplificam uma regido com 165pb, enquanto que em DNA genbmico, devido a

presenca de introns, a amplificacdo abrange 373pb. Os primers da actina séo:

F: 5-CCA CAATGG AGG ACG AAG TCG- 3
R: 5-CCC GACATG GAGTCCTTCTG-3

Todos os PCRs foram feitos no termociclador “Mastercycler personal”,
produzido pela Eppendorf. A DNA polimerase utilizada foi a “Taq DNA
Polymerase”, com concentracdo de 5u.ul™, produzida pela Fermentas.

A reacdo de PCR com os primers da actina foi preparada com 0,5ul de
amostra de DNA gendmico de C. perniciosa, 0,5 ul de primer F+ (concentragao de
10pM.ul™), 0,5ul de primer R+ (concentracdo de 10pM.ul™), 0,25ul de MgCI2
(concentragéo final de 4mM), 1,25ul de buffer 10x, 0,5ul ANTP (concentracéo final
de 0,2mM de cada), 0,2ul Taq (5 unidades.ul™) e 8,8ul de agua (volume final de
12,5mL).
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Foi verificado também se os primers para amplificar a sequiéncia homéloga
a genes para transportadores do tipo ABC amplificavam a sequéncia desejada
realizando um PCR com a seguinte reacao: 0,5ul de amostra de DNA gendmico
de C. perniciosa, 0,5 ul de primer F+ (concentracdo de 10pM), 0,5ul de primer R+
(concentragéao de 10pM), 0,25ul de MgCI2 (concentracéo final de 4mM), 1,25ul de
buffer 10x, 0,5ul dNTPs (concentragéo final de 0,2mM de cada), 0,2ul Taq (5
unidades por pl) e 8,8ul de agua.

A reacgéo de PCR teve um total de 35 ciclos e foi feita com um gradiente de
temperatura com os seguintes valores: 56,5°C, 58,9°C, 61,7°C, 62,7°C e 63,8°C.

3.5. Extrac&o de RNA total de C. perniciosa

O RNA total de C. perniciosa foi extraido a partir da cultura B (ver item 3.2),
utilizando-se o Kit da QIAGEN RNeasy® Midi Kit (50), de acordo com as instrucées
do fabricante.

Foram macerados, no maximo, 500mg de micélio em nitrogénio liquido.
Foram misturados 5mL do tamp&o RLT com 50uL de B-mercaptanol. Adicionou-se
essa mistura ao micélio macerado e esperou que ficasse liquido. Depois, o liquido
foi transferido para um tubo de microcentrifuga e foi agitado vigorosamente em um
vortex. O tubo, entdo, foi colocado a 56°C por 3 minutos. Centrifugou-se o material
por 10 minutos a 3.000 x G. Retirou-se o sobrenadante e adicionou-se a ele 0,5
volumes de etanol 96 — 100% e misturou imediatamente, 0 que gerou um
precipitado que foi ressuspendido com vigorosa agitacdo. A amostra foi aplicada
em uma coluna Midi colocada em um tubo de 15mL, sendo que seu volume
maximo € de 4mL. Centrifugou-se por 5 minutos a 3000 — 5000 x G. O liquido que
passou pela coluna foi descartado. Adicionou-se 4mL do tampdo RW1 a coluna e
centrifugou por 5 minutos a 3000 — 5000 x G. O liquido que passou na coluna foi
novamente descartado. Adicionou-se 4 volumes de etanol 96 — 100% ao tampao
RPE. Depois, foram adicionados 2,5mL dessa mistura a coluna e centrifugou por 2
minutos a 3000 — 5000 x G. O que passou pela coluna foi descartado. Adicionou-
se 2,5mL de RPE a coluna e centrifugou por 5 minutos a 3000 — 5000 x G (é

importante que depois da centrifugacdo ndo sobre liquido na coluna). Removeu-se
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a coluna do tubo e a transferiu para um novo tubo de 15mL. Colocou-se 150 ou
250ul de agua RNAse free diretamente sobre a membrana de silica presente na
coluna. Esperou-se um minuto e centrifugou por 3 minutos a 3000 -5000 x G. O

RNA foi eluido pelo liquido que passou pela coluna.

3.6. Obtencédo do cDNA

O RNA total obtido foi tratado com DNAse |, Rnase-Free”, produzida pela
Invitrogen® (10u/ul). O protocolo foi executado colocando-se 1uL da enzima, 2ulL
de 4gua DEPC e 7uL de amostra e 1 uL de um inibidor de RNAse (Fermentas
Biotecnologia). Incubou-se a 37°C por 30 minutos e adicionou-se 1uL de EDTA.
Por fim, incubou-se a 65°C por 10 minutos.

A partir desse RNA tratado com DNAse foi obtido o cDNA utilizando-se o Kit
“RevertAID™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase” produzida pela
Fermentas®.

Para obter o cDNA colocou-se 6uL de amostra de RNA, com 2uL de oligodt
e 11uL de agua RNAse Free. Incubou-se a mistura acima a 70°C e depois a
resfriou no gelo. Depois, adicionou-se, nessa ordem, 4uL “5x reaction buffer”, 2uL
de “10mM 4 dNTP mix”, 20 unidades de inibidor de ribonuclease e 19 uL de agua
DEPC. Incubou-se a mistura acima a 37°C por 5 minutos e foram acrescentados
200 unidades da enzima transcriptase reversa. Posteriormente, Incubou-se a 42°C
por 60 minutos. A reacdo foi parada por aquecimento a 70°C por 10 minutos e

depois resfriada no gelo.

3.7. Normalizacdo com base na amplificacdo com o primer da actina.
A normalizagéo das quantidades de cDNA utilizadas nas reacdes de RT-

PCR, obtido a partir do RNA total extraido do C. perniciosa crescido sob diferentes

condicOes de cultivo, foi feita analisando-se a intensidade das bandas geradas
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pelo RT-PCR da actina. O programa que analisou a intensidade das bandas
amplificadas foi o “KodaK 1D 3.5".

3.8. PCR para quantificacado da expressao do gene para transportador do tipo
ABC

O PCR com o primer desenhado para anelar na seqiiéncia homdéloga a
genes para transportadores do tipo ABC foi feito respeitando os dados da
quantificacdo da intensidade das bandas. A partir desses dados, foi definida a

guantidade de cada amostra de cDNA que deveria ser utilizada no RT-PCR.
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4. Resultados

4.1 Determinacdo de método para andlises guantitativas em C. perniciosa

A Figura 11 mostra o crescimento de hifas quebradas obtidas na Cultura A
e inoculadas em meio sélido CP-PD a 25°C. Pode-se observar, a partir de uma
mesma massa micelial, a formacdo de uma pseudo-colénia apdés 7 dias de

crescimento.
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Figura 11 — Imagens ao microscépio 6ptico (aumento de 10X) de hifas quebradas e inoculadas em

meio soélido para crescimento. a) 4 dias; b) 5 dias; c) 6 dias; d) 7 dias.

A Figura 12 apresenta o aspecto morfolégico macroscopico diferenciado de
hifas que cresceram sob e sem agitacdo apos terem sido quebradas por glass
beads (obtencdo de Cultura A e Cultura B) que foram utilizadas durante os
experimentos de sobrevivéncia aos agentes mutagénicos e extracao total de RNA.

Figura 12 — a) hifas quebradas crescidas sob agitagéo, Cultura A; b) sem agitacéo, Cultura B.
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A Figura 13 mostra 0 aspecto macroscopico do crescimento de hifas que
foram quebradas por glass beads e inoculadas em meio sélido apos 7 dias,
incubada a 25°C.

Figura 13 — Hifas quebradas crescidas ap6s tratamento com luz UVC. a) zero; b) 243/m?; c)
48J/m?, d) 96 J/m”>,

4.2. Sensibilidade aos agentes mutagénicos

As Figuras 14, 15, 16 e 17 mostram graficos de porcentagem de

sobrevivéncia frente aos agentes PAQ, 4NQO, H,0, e UVC.
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Figura 14 - Sobrevivéncia de Crinipellis perniciosa apds exposi¢éo crdnica ao agente PAQ.

29



1004

sobrevivéncia (%)

4NQO (uM)

Figura 15 - Sobrevivéncia de Crinipellis perniciosa apds exposi¢éo cronica ao agente 4NQO
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Figura 16 -. Sobrevivéncia de Crinipellis perniciosa apds exposi¢éo cronica ao agente H,0,
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Figura 17 - Sobrevivéncia de Crinipellis perniciosa apés exposi¢éo ao agente UVC.

4.3. Motivos Walker A e Walker B e sequéncia de assinatura de genes para
transportadores do tipo ABC

Segundo alguns estudos (ZWIERS et al., 2000) a sequéncia consenso de
aminoacidos para o motif Walker A na subfamilia PDR5 &
“TALMGASGAGKTTLLD”. Abaixo estdo alguns reads que apresentaram grande
homologia com essa sequéncia.

e Placa CP02-S2-000-143-B10-UE.F

Identities = 12/12 (100%), Positives = 12/12 (100%)
Frame = +1

Query: 5 GASGAGKTTLLD 16
GASGAGKTTLLD
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Sbjct: 289 GASGAGKTTLLD 324

e Placa CP02-S2-000-229-C10-UE.F

Identities = 12/12 (100%), Positives = 12/12 (100%)

Frame = -2

Query: 5 GASGAGKTTLLD 16
GASGAGKTTLLD
Shjct: 476 GASGAGKTTLLD 441

e Placa CP02-S1-000-025-E01-UC.F

Identities = 13/15 (86%), Positives = 15/15 (100%)

Frame = +2

Query: 2 ALMGASGAGKTTLLD 16
A+MGASGAGK+TLLD
Sbjct: 290 AIMGASGAGKSTLLD 334

e Placa CP02-S3-036-218-B02-EM.F

Identities = 12/14 (85%), Positives = 13/14 (92%)

Frame = +3

Query: 3 LMGASGAGKTTLLD 16
+ GASGAGKTTLLD
Sbjct: 306 VQGASGAGKTTLLD 347

Outras sequéncias apresentaram uma elevada homologia com a sequéncia

de assinatura de genes para transportadores de tipo ABC e com a sequéncia que

caracteriza o motivo Walker B. Essas seqiiéncias consenso sao:
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Assinatura Walker B

EGLNVEQRKRLTIGVELTAKPKLLVFLDEPTSGLDS

Abaixo estdo algumas sequéncias que apresentaram elevada homologia

com essas sequéncias.

Placa CP02-S1-000-016-F05-EM.F

Identities = 33/36 (91%), Positives = 35/36 (97%)

Frame = -2

Query: 1 EGLNVEQRKRLTIGVELTAKPKLLVFLDEPTSGLDS 36
EGLNVEQRKRLTIGVEL+AKP+LL+FLDEPTSGLDS
Sbjct: 344 EGLNVEQRKRLTIGVELAAKPELLLFLDEPTSGLDS 237

Placa CP02-S3-036-179-B11-EM.F

Identities = 31/35 (88%), Positives = 34/35 (97%)

Frame = +3

Query: 2 GLNVEQRKRLTIGVELTAKPKLLVFLDEPTSGLDS 36
GLN+EQRKRLTIGVEL+AKP+LL+ FLDEPTSGLDS
Sbjct: 294 GLNIEQRKRLTIGVELVAKPELLLFLDEPTSGLDS 398

4.4. Analise do gene SOD2

A biblioteca de cDNA do C. perniciosa revelou a presenca de sequéncias

que sdo homoélogas a sequéncias conhecidas de genes que codificam para

superéxido dismutase (SOD). Entre elas encontra-se a sequténcia de 472 pb

abaixo.

GGGGGACCCAACAACAATGTTCGCTCTCACCAGAAACGCTCTTCGCCC
TGCTTTCGCTCGTACTTTTGCAGCTCCAAGCACTGCTGCTTCTCTTCAT
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ACACTCCCCGAGCTTCCATATGCCTACAATGACCTCGAACCTCATATTT
CTGAGGAAATTATGAAGCTTCACCACCAAAAGCACCATCAAACATACGT
TAACGGTCTCAACGCTGCAGAAGAGTCATATGCCAAGGCCCCTTCAAC
CAAGGACAAAATTGCACTTCAGGCCGCGTTAAAGTTCAATGGTGGCGG
TCACATTAATCATTCTCTGTTTTGGAAAAACCTTGCTCCTGCAAACAGTG
ATGGTGGAAAGCTCGCCGACGGACCTTTGAAGCAGGCTATTGAACGTG
ACTTTGGTTCAGTTGAGGACTTTAAGAAGTCATTCAATGCCAAGACGGC
TGCTATTCAGNGGTTACGTTGGAAATGGGGTGAT

A traducao dessa sequéncia gera o seguinte resultado (161 aa):

GDPTTMetFALTRNALRPAFARTFAAPSTAASLHTLPELP
YAYNDLEPHISEEIMetKLHHQKHHQTYVNGLNAAEESYA
KAPSTKDKIALQAALKFNGGGHINHSLFWKNLAPANSDG
GKLADGPLKQAIERDFGSVEDFKKSFNAKTAAIQXLRWK
WGD

A andlise por meio de BLASTp dessa sequiéncia de aminoacidos aponta

dois dominios (Figura 18).

1 20 4 &l = 1o 120 140 161

Sod_Fe_H Sod_Fe_C

Figura 18 — Dominios revelados por blastp de uma sequiéncia de aminoacidos codificada por uma
sequéncia de DNA de C. perniciosa homoéloga a genes SOD.

A analise por meio do programa TargetP 1.1 Server indica que ha nessa
proteina uma sequéncia de enderecamento para a mitocdndria, que é 0 que se
espera de uma proteina Sod2p, uma vez que ela é codificada por um gene nuclear
mas desempenha sua fungéo no interior da mitocondria (Tabela 2).

Tabela 2 — Identificac@o de peptidio sinal para enderegcamento de proteina.

Nome comprimento mTP SP Outra Loc

Sequéncia 161 0.568 0.044 0.497 M

onde: mTP é a indicagdo de haver um peptideo sinal enderecando a proteina para a mitocondria. SP é a indicagdo de haver
um peptideo sinal enderecando a proteina para secrecédo. Outra é a indicacao de haver um peptideo sinal enderecando a
proteina para outro compartimento celular. Loc é a conclusdo sobre qual o destino mais provavel da proteina, sendo que M
indica que é a mitocondria.
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O alinhamento dos dominios do gene SOD2 de C. perniciosa com genes

SOD2 de outros organismos possibilitou a constru¢cdo de um dendograma (Figura
19).

_Spirometra

_Paragonitrmus

_Trichinelin

_Xenopus

_Raotfus

_Calltnectes

_Dictyostelium

_ Canoderme

_Phancrochacte
| — _ Paxillus

_Hetferobasidiorn

_ TPatwaonofungus

r _ryptococtus

L _fitochondrion

| Orinipellis
_Usiilego

_Maolassezin

_Aspergtilus

_Schirosoecharomyces

E._coli

Froudomonos

pEeudemanas_pulide

| —Ashbya

I _Eremotheciurm

_Bradyrhizobium
_Burkholderia

_FPolareomonas

35



Figura 19 — Dendograma construido com base no alinhamento de seqiiéncia de aminoacidos
codificados por seqiiéncia de DNA de C. perniciosa homologa a genes que codificam para a

proteina Sodp.

4.5. Desenho e teste de primers para sequéncia homéloga a genes para
transportadores do tipo ABC

Entre as seqUéncias disponiveis no banco de dados do projeto genoma do
C. perniciosa, foi escolhido para fazer o estudo de expressdo, aquele cuja

sequéncia (508 pb) encontra-se abaixo.

TGGACCTGACCTCTATTAGTACTAATTGACAACCCCCAGTCATGCTCATGACA
CTTCGGTAACTTGGTAAACCAGATCATGCCGCATTTTGTCACCCAACGAGCAC
TGTAGTGAAGCTCGTGAACGGCCCTCAAAGACGTATTCGTGGCAATCCTTTA
TGCTGGCAAATATAATGGCAGAAATACCATGGAATAGTCTTGCGGCCGTGA
TCATCTTTGTATGCTGGTACTATCCTATTGGAATGTATAGAAACGCAGAGGC
TACCGACGCACTGAACGAACGTGGTGGTCTAATGTTCCTGCTTATATGGAGG
TAAGGCATTCGTTTAGGTACTGATCCTCGTCAAAATACTTACATCCCCGCAGC
TTTTTGCTCTTTACTTCAACCTTCACCAATTTCATCATCGCTGGTGTCGACGTC
GCTGAAACTGGCGGTAATATTGCGACTTTATTGTTCTCTCTCTGCTTGGTATTC
TGCGGGTGAGTGATTTGAACTTGTCTTGGGTCTG

Da sequéncia acima, foi escolhido o trecho abaixo para ser amplificado,

gerando um fragmento de 163pb.
GCTCGTGAACGGCCCTCAAAGACGTATTCGTGGCAATCCTTTATGCTGGCAA
ATATAATGGCAGAAATACCATGGAATAGTCTTGCGGCCGTGATCATCTTTGTA
TGCTGGTACTATCCTATTGGAATGTATAGAAACGCAGAGGCTACCGACGCACT

GAACG.

A traducdo dessa seqliéncia gera o seguinte conjunto de amino&cidos:
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ARERPSKTYSWQSFMLANIMAEIPWNSLAAVIIFVCWYY
PIGMYRNAEATDALN

O BLASTP dessa sequéncia mostrou que ela possui homologia com
provaveis genes de transportadores do tipo ABC de diversos organismos. Essa
sequéncia apresentou maior semelhanca com um gene da familia PDR de

Aspergillus fumigatus (Figura 20).

> 1gi|66850438|gb|EAT.90765.1 ABC transporter, putative [Aspergillus fumigatus Af293)
gi|44890030 emb|CAF3I2148.1 ABC transporter, putative [Aspergillus fumigatus]
Length=1497

Score = 79.0 bits (193), Expect = 4e-14
Identities = 38/59 (64%), Positives = 48/59 (B1%), Caps = &/59 (10%)

Query 2 RERPSETYSWOSFMETLANIMETAEIPWNSLAAVIIFVCWYYPIGHETYRNAEATDALN 60
RERFSETYSW++FM ANI+ E+FPWN+L A +IFVCWYYPIG+ YRNAE TD+++
Sbjet 1256 RERPSKTYSWEAFMA--AMII--VELPWNTLMAFLIFVCWYYPICL--YRMAEPTDSVH 1308

> lgi| 66850746 gb|EAT1073.1 ABC drug exporter Abch [Aspergillus fumigatus Af293]
Length=1452

Score = 77.4 bits (189), Expect = le-=13
Identities = 35/59 (59%), Positives = 50/59 (B4%), CGaps = &/59 (10%)

Query 2 RERPSKTYSWOSFMETLANIMETAEIPWNSLAAVIIFVCWYYPIGMETYRNAEATDALN &0
R+RP+ETYSW++F+ +ANI+ E4+PWNSL +V4++F+CWYYPIG+ YRNAE TDRA++
Sbject 1211 RDRPAKTYSWEAFL--IANIV--VELPWNSLMSVLMFLCWYYPICGL--YRNAEPTDAVH 1263

> 1gi|18072460|emb|CADID327.1 putative ABC transporter [Aspergillus fumigatus]
Length=1452

Score = 77.4 bits (189), Expect = le=13
Identities = 35/59 (59%), Positives = 50/59 (84%), CGaps = &/59 (10%)

Query 2 RERPSKTYSWQSFMETLANIMETARIPWNSLAAVIIFVCWYYPIGMETYRNAEATDALN &0
R+RP+KTYSW++F+ +ANI+ E+PWNEL +V++F+CWYYPIG+ YRNAE TDRA++
Sbjet 1211 RDRPAKTYSWEAFL--IANIV--VELPWNSLMSVLMFLCWYYPICL--YRNAEPTDAVH 1263

Figura 20 — resultado do blastx da seqiiéncia de DNA de C. perniciosa escolhida para fazer o

estudo sobre transportadores do tipo ABC.

A analise do gene completo para transportador do tipo ABC em A.

fumigatus, permitiu a identificacdo dos dominios protéicos (Figura 21 e quadro 1).

% ABC2_nenbrane #UM_ kDM M ABCZ2_nenbrane =
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Figura 21 — Esquema destacando os dominios de um transportador do tipo ABC, subfamilia PDR,

de A. fumigatus.

Quadro 1 - relacdo entre os dominios protéicos de um transportador do tipo ABC de A. fumigatus

com as sequéncia de DNA no gene que os codificam.

Domain Start End | Bits | Evalue | Alignment | Mode

ABC tran 188 | 3BB |92.00 | 1.5e-24 | Align s
ABCZ membrane | 504 714 | 236.60 | 4.5e-68 | Align Is
FDR_CDR 725 | B71 | 25B.00 | 1.7e-74 | Align s
ABC tran BB2 | 1071 | 89.60 | 7.9e-24 | Align s
ABCZ membrane | 1173 | 1391 | 205.90 | 8e-59 Align Is
FDR_CDR 1457 | 1477 | 21.20 | 2.4e-05 | Align fs

O alinhamento entre a seqiéncia de nucleotideos de C. perniciosa e de A.
fumigatus ocorre entre as posi¢coes 1256 e 1308 (Figura 20). Conforme o quadro
1, essa sequéncia € justamente a que codifica o dominio transmembrana.
Portanto, em comparacdo com o gene para transportador do tipo ABC em A.
fumigatus, a regido amplificada pelo PCR, nesse trabalho, é a que est4 indicada
pela seta na figura 22.

Regido amplificada pelo RT-PCR

% ABC2_nenbrane #UM_ kDM M ABCZ2_nenbrane =

Figura 22 — llustracdo mostrando a regido homéloga entre a sequéncia de DNA que foi amplificada

nesse trabalho e um gene para transportador do tipo ABC de A. Fumigatus.
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Deste modo, para amplificar, via PCR, a regido indicada pela figura 19
foram utilizados os primers desenhados para tal, e descritos anteriormente.

A eficiéncia dos primers foi verificada realizando-se um PCR, tendo como
amostra o DNA gendmico extraido do C. perniciosa. A amplificacao foi testada em
diferentes temperaturas (56,5°C, 58,9°C e 61,7°C), sendo que todas resultaram

em amplificagdes com o tamanho esperado (Figura 23).

163 pb

Figura 23 — resultado da amplificacdo, tendo como amostra o DNA gendmico de C. perniciosa. 1)
56,5°C; 2) 58,9°C; 3) 61,7°C.

4.6. Analise da expresséao génica

O RNA total foi extraido de seis culturas de C. perniciosa, conforme mostra

a Figura 24.

1 2. 3845 e6
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Figura 24 — Resultado da extracdo de RNA total de C. perniciosa em diferentes culturas. 1)
controle; 2) em presenca de 4NQO 2uM; 3) 4NQO 4uM; 4) 4NQO 8 uM; 5) PAQ 2mM; 6) PAQ
4mM.

Uma amplificacdo controle (RNA tratado) ndo gerou bandas, confirmando a
total degradacdo de um possivel DNA contaminante na amostra. 1Sso € importante
visto que o fragmento amplificado possui 0 mesmo tamanho, seja a partir do DNA
gendmico ou cDNA.

Apoés fazer a transcricdo reversa desses RNAs, foi feito o PCR com o
primer da actina para normalizar a quantidade de amostra que deveria ser
aplicada para verificar se houve ou nado alteragdo na expressédo (Figura 25). A
auséncia de um fragmento de actina maior (373 pb) (com intron), confirmou a total

degradacdo do DNA contaminante.

1234586

183 pb

Figura 25 — Resultado da normalizacdo do RT-PCR com base na amplificacdo da actina. Os
valores utilizados para cada amostra, de acordo com a normalizagdo foram equivalentes a: 2ulL
para a amostra 1, 2,58 uL para a amostra 2, 2,52uL para a amostra 3, 2,52 pL para a amostra 4,
2,2uL para a amostra 5 e 2,16uL para a amostra 6. M) marcador de peso molecular (100pb); 1)
controle; 2) em presenca de 4NQO 2uM; 3) 4NQO 4uM; 4) 4NQO 8uM; 5) PAQ 2mM; 6) PAQ
AmM.

Respeitando os valores definidos pela normalizacdo, foi feito o RT-PCR

com o primer de transportador do tipo ABC (Figura 26).
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163 pb

Figura 26 — resultado da amplificacdo com primer para seqiiéncia homdéloga a gene para
transportador do tipo ABC. M) marcador de peso molecular (100pb); 1) zero; 2) em presenca de
ANQO 2uM; 3) 4NQO 4uM; 4) 4NQO 8uM; 5) PAQ 2mM; 6) PAQ 4mM

O resultado acima mostra que ndo houve uma alteragdo na expressao do
gene para transportador do tipo ABC da subfamilia PDR, quando o C. perniciosa

cresceu sob concentracdes crescentes de PAQ e 4NQO.
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5. Discussao

5.1. Desenvolvimento de um método para analises quantitativas de efeitos de

agentes quimicos em C. perniciosa

Trabalhos que analisam os efeitos de diferentes agentes quimicos sobre o
crescimento de bactérias e leveduras costumam ser feitos pela contagem do
namero de col6nias que se desenvolvem em funcéo da variacdo da concentracao
destes compostos quimicos em contato com 0s microrganismos. Em fungos
miceliais, como o C. perniciosa, o trabalho quantitativo é dificultado porque esses
fungos ndo formam coldnias a partir de uma unidade unicelular. Por isso, muitos
trabalhos apresentam uma analise semi-quantitativa em que se avalia, por
exemplo, o tamanho de uma zona de inibicdo ao redor de um composto quimico ,
em gue o micélio ndo cresce (SCHOONBEEK et al., 2002).
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A quebra das hifas por glass beads mostrou-se ser um método vantajoso
para trabalhos com fungos filamentosos porque permitiu a comparagcao entre as
quantidades de “unidades/agregados formadores de micélio” entre culturas do
fungo que cresceram sob condic¢des diferentes. As diferengas nas quantidades de
unidades em cada placa em funcdo da variacdo do agente mutagénico, com
reprodutibilidade, foi o que tornou possivel fazer uma analise quantitativa nesse
trabalho (Figura 13).

Os dados quantitativos obtidos com reprodutibilidade permitiram a
elaboracdo de curvas de sobrevivéncia comparaveis as obtidas com organismos
celulares como levedura Saccharomyces cerevisiae e bactérias, como Escherichia
coli dentro de um grau admissivel de confianca, em virtude dos desvios padrdes
terem se mostrado relativamente pequenos. Isto permitiu a construcéo de gréficos,

gerando resultados mais precisos, confidveis e reprodutiveis.

5.2. Sensibilidade aos agentes PAQ, 4NQO e H;0,

A partir da determinacdo das condicbes de crescimento e o
desenvolvimento de um método capaz de obter unidades de micélios com
caracteristicas quase unicelulares, estabeleceu-se as doses sub-letais de
crescimento para posterior andlise da expressao génica.

As figuras 14, 15 e 16 mostram uma nitida relacdo dose x resposta, ou seja,
com o aumento da dose do agente mutagénico, ha o aumento da sensibilidade
expressa em % de sobreviventes.

As doses utilizadas para os agentes 4NQO (UV-mimético), PAQ e H,0O, sao
comparaveis aquelas utilizadas em organismos como na levedura S. cerevisiae
em termos de dose de exposi¢cdo, por exemplo, 4NQO na levedura até 1uM e
H.O, entre 1 e 4mM. (Pungartnik et al., 1999). Ao compararmos a sobrevivéncia
entre os dois organismos (C. perniciosa e S. cerevisiae), observamos que a
capacidade de reparo das lesdes induzidas por estes agentes é semelhante. Em
uma linhagem selvagem de levedura S.cerevisiae, a exposi¢cao cronica ao agente
ANQO gera aproximadamente 10% de sobreviventes, e em C. perniciosa, nha

mesma dose e mesmas condicbes, 20% (Figura 14). O mesmo acontece com 0
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agente H,O,, onde em levedura S.cerevisiae obtém-se aproximadamente 1% de
sobrevivéncia e em C. perniciosa 5% na dose de 1mM (Fig. 15). No caso do
agente H,O,, na concentracdo em torno entre de 1 e 1.4mM ha um estimulo ao
desenvolvimento do fungo, o que ja era esperado porque se sabe que um pouco
de estresse oxidativo pode estimular o desenvolvimento (HOHMANN, 1997).
Quanto ao agente PAQ, C. perniciosa parece ser um pouco mais sensivel
(aproximadamente 10x), uma vez que a sobrevivéncia em torno de 1% ocorre em
levedura WT exposta a PAQ (4mM) e C. perniciosa exposta a PAQ (0.4mM) (Fig.
16). Isto pode ser explicado uma vez que a levedura possui um metabolismo
oxidativo independente de mitocondria em meio contendo glicose (MARIS et al.,
2000).

Quanto ao agente UVC, observamos uma capacidade de reparo de lesbes
induzidas também bastante semelhantes. S.cerevisiae possui uma sobrevivéncia
em torno de 10% quando exposta a 50-60J/m? (BRENDEL et al., 1970;
HENRIQUES et al., 1980) e C. perniciosa quando exposto a 96J/m?.

O conhecimento dessas doses sub-letais permitiu definir o tratamento dado
ao C. perniciosa para o estudo de expressdo génica, bem como facilitara
pesquisas posteriores envolvendo o gene SOD que confere protecdo contra o

estresse oxidativo.

5.3. Motivos Walker A e Walker B e sequUéncia de assinatura.

As anadlises de bioinformatica foram importantes tanto para fornecer
subsidios para o trabalho de expresséo génica como por trazer novas informacdes
gue abriram novas perspectivas de estudo do C. perniciosa.

Algumas sequéncias de DNA ja reveladas pelo projeto genoma do C.
perniciosa apresentam uma grande homologia com sequéncias que codificam os
motivos Walker A e Walker B, além de homologia com a seqiiéncia de assinatura
de genes para transportadores do tipo ABC da subfamilia PDR.

O alto grau de identidade, variando de 85 a 100%, revelado pelo BLAST
confirma estudos anteriores que mostram que pequenas alteracbes nesses
motivos podem inviabilizar a funcdo ATPéasica dos dominios NBD
(ANANTHARAMAN et al., 2001), uma vez que a hidrolise do ATP é cooperativa
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entre os dois dominios NBD presentes em transportadores do tipo ABC (BORGES
et al., 2001).

Um melhor entendimento da importancia desses motivos para 0 mecanismo
de hidrélise do ATP pode fornecer informagfes importantes sobre como bloquear

a acao desses transportadores facilitando o combate a fungos patdgenos.

5.4. Andlise do gene SOD2

Como esperado, a constru¢ao do dendograma mostrou que a sequéncia de
DNA de C. perniciosa homadloga a genes SOD2 apresenta maior similaridade com
fungos basidiomicetos.

A andlise da sequéncia homologa a genes SOD2 revelou a presenc¢a de um
dominio de ligacdo ao Mn e Fe (Figura 19). As superéxidos dismutases contendo
ferro (FeSODs) e as que contém manganés (MnSODs) apresentam uma
significativa similaridade na sequéncia de DNA que as codificam e em suas
estruturas e, portanto, sdo relacionadas evolutivamente. J& as superoxidos
dismutases que contém cobre e zinco (Cu/Zn SODs), pertencem a uma linhagem
diferente (TABARES et al., 2003).

O fato de Sodp contendo Fe e Mn serem mais comuns em procariotos e
mitocondrias (SCHAFER et al., 2003) pode ser explicado porque as mitocondrias
evoluiram a partir de bactérias aerobias.

MnSOD requer Mn e ndo Fe para sua atividade. Entretanto, quando
MnSOD é expressada por Escherichia coli em um ambiente rico em sais de ferro,
ela substitui 0 Mn ao Fe (WHITTAKER, 2003). E necessario a realiza¢do de mais
estudos para se certificar de qual co-fator essa proteina em C. perniciosa precisa

para manter sua atividade.

5.5. Desenho dos primers

Como ja discutido, os dominios NBD de transportadores do tipo ABC sé&o
muito conservados. Portanto, para o objetivo do presente trabalho, ndo faria
sentido desenhar um primer que anelasse a essa regiao, uma vez que poderia

amplificar varios genes.
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Entre os reads cujo BLAST apontou uma homologia com genes conhecidos
para transportadores do tipo ABC, foi escolhido para desenhar o primer aquele em
gue a sequéncia de bases codifica o0 dominio TMD, uma vez que esse dominio &
bastante varidvel, o que nos permitiu estudar um gene especifico. Além de
codificar um dominio TMD, buscou-se dentro desse read um trecho em que ndo
houvesse introns.

Os testes dos primers utilizando como amostra o DNA gendmico e cDNA de
C. perniciosa mostraram que eles estavam corretamente desenhados uma vez
que, em ambos os casos, amplificou uma seqiéncia de mesmo tamanho, o que
era esperado uma vez que eles foram desenhados de tal forma a ndo amplificar

um intron.

5.6. RT-PCR

O estudo da expressdao do gene para transportador do tipo ABC da
subfamilia PDR5 em C. perniciosa indica claramente a presenca de um nivel basal
de transcricdo - uma expressao constitutiva de genes para transportador do tipo
ABC é comum em varios genes dessa familia (ZWIERS et al., 2000). Entretanto,
nenhuma diferenca significativa pode ser mensurada entre as quantidades de
RNA extraido de micélio ndo tratado e micélio tratado com paraquat e 4NQO, sob
as condi¢des do experimento.

O fato das drogas paraquat e 4NQO néo terem induzido a expressao do
gene pode ser explicada pelo tempo de exposicdo do fungo a droga. Nesse
experimento, o C. perniciosa cresceu hum meio com a droga. Até o crescimento
ter produzido uma quantidade de micélio suficiente para fazer a extracdo do RNA
transcorreu um tempo de mais de duas semanas. E possivel que apos um periodo
de tempo menor a expressdo do gene se estabilize num patamar basal. Sera
necessario aplicar uma metodologia que estude a expressdo desse gene em
varios limites de tempo, desde horas de exposi¢do até dias, uma vez que genes
para transportadores do tipo ABC podem apresentar diferencas na regulacdo ao
longo do tempo (ZWIERS et al., 2000).

Por outro lado, mesmo fazendo uma andlise em funcdo de varios periodos
de tempo, pode ser constatado que, ainda assim, ndo ha uma inducdo na
expressdo. E possivel que o paraquat e 0 4NQO estimulem a expresséo de outros
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genes para transportadores do tipo ABC, mas ndo esse gene em questao
(ANGERMAYR et al., 1999). Também € sabido que o fato de ndo haver um efeito
na expressdo, nao significa que essas drogas nao sejam substrato desse
transportador. Assim como também ja foi relatado o inverso, ou seja, nem toda
substancia que estimula a expressao de um gene para transportador do tipo ABC
sera transportada por ele (SCHOONBEEK et al., 2002).

Atualmente estdo em andamento novos experimentos em que a droga €
adicionada ao micélio do fungo apos ele estar crescido, e 0 mesmo € coletado

para as analises de expressao génica em intervalos de tempo menores.
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