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RESUMO

Fonsecaea pedrosoi ¢ um fungo filamentoso melanizado e o principal agente causador da
cromoblastomicose (CBM). CBM ¢ uma micose subcutinea cronica e recalcitrante causada
por implantagcdo traumatica e ¢ considerada uma doenca tropical negligenciada (DTN). A
melanina ¢ considerada um dos principais fatores de viruléncia conhecidos deste patogeno e ¢
sintetizada pela via DHN-melanina (1,8-di-hidroxinaftaleno) e pode ser caracterizada por
propriedades como: alto peso molecular, muito estavel, carregada negativamente, resistente a
degradacao por acidos, suscetivel a degradagao por bases fortes, hidrofobica e insolivel em
solventes organicos. Esta via comega com o policetideo 1,3,6,8-tri-hidroxinaftaleno (THN),
seguido pela reducdo para scitalone, que ¢ reduzida para vermelone e desidratada para DHN.
ApOs esta etapa, a DHN ¢ polimerizada para formar a melanina DHN. Para caracterizar os
efeitos da melanina sintetizada via DHN-melanina em F. pedrosoi, o gene pksA da proteina
policetideo sintase tipo I, responsavel pela primeira etapa da via biossintética da DHN, foi
deletado por biolistica. Cassetes de delecdo foram construidos por reagdo em cadeia da
polimerase de dupla junta (DJ-PCR) e vinte e cinco transformantes albinos foram obtidos,
sendo oito confirmados para a delegdo de pksA. Dois mutantes de diferentes transformacdes
foram usados para avaliar o papel de pksA na biologia e patogenicidade de F. pedrosoi. Foi
observado que o mutante Apks possui crescimento e germinagdo significativamente atrasados,
bem como apresenta menor taxa de viabilidade dos conidios. Dentre os ensaios com
estressores, 0 mutante apresentou maior sensibilidade ao estresse osmético (KClI e Sorbitol),
Oxidativo (Menadiona) e estresse de parede celular (CFW). Curiosamente, ndo foi observado
diferenga significativa na viabilidade conidial frente ao estresse com exposi¢do a diferentes
doses de UV. A melanina conferiu maior resisténcia a atividade fungicida, mesmo com
macréfagos estimulados com LPS e LPS+IFNy. Por fim, notou-se que a melanina exerce
importante papel no aumento da patogenicidade de F. pedrosoi in vivo com Galleria

mellonella.

Palavras-chave: Fonsecaea pedrosoi; DHN-melanina; pksA; Biolistica; DJ-PCR;



ABSTRACT

Fonsecaea pedrosoi is a melanized filamentous fungus and the main causative agent of
chromoblastomycosis (CBM). CBM is a chronic and recalcitrant subcutaneous mycosis
caused by traumatic implantation and is considered a neglected tropical disease (NTD).
Melanin is considered one of the main known virulence factors of this pathogen and is
synthesized by the DHN-melanin (1,8-dihydroxynaphthalene) pathway and can be
characterized by properties such as: high molecular weight, very stable, negatively charged,
resistant to degradation by acids, susceptible to degradation by strong bases, hydrophobic
and insoluble in organic solvents. This pathway begins with the cop
1,3,6,8-trihydroxynaphthalene (THN), applied by reduction to scitalone, which is reduced to
vermelone and dehydrated to DHN. After this step, DHN is polymerized to form DHN
melanin. To characterize the effects of melanin synthesized via DHN-melanin in F. pedrosoi,
the pksA gene of the type I polio protein synthase, responsible for the first step of the DHN
biosynthetic pathway, was deleted by biolistics. Deletion cassettes were constructed by
double-joint polymerase chain reaction (DJ-PCR) and twenty-five albino transformants were
found, eight of which were confirmed for pksA deletion. Two mutants from different
transformations were used to evaluate the role of pksA4 in the biology and pathogenicity of £
pedrosoi. It was observed that the Apks mutant has significantly delayed growth and
germination, as well as lower conidial prediction rates. Among the stressor assays, the mutant
showed greater sensitivity to osmotic (KCI and Sorbitol), oxidative (Menadione) and cell
wall stress (CFW). Interestingly, no significant difference was observed in the convenience of
coping with stress with exposure to different doses of UV. Melanin conferred greater
resistance to fungicidal activity, even with macrophages stimulated with LPS and LPS+IFNy.
Finally, it was noted that melanin plays an important role in increasing the pathogenicity of F.

pedrosoi in vivo with Galleria mellonella.

Keywords: Fonsecaea pedrosoi; DHN-melanin; pksA; Biolistics; DJ-PCR;
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1- Introducio

1.1-Cromoblastomicose e suas manifestacoes clinicas

A cromoblastomicose (CBM) ¢ uma micose subcutanea cronica, de evolugdo lenta e
progressiva, causada por fungos melanizados, sobretudo Fonsecaea pedrosoi, que ¢€
considerada a principal espécie associada a doenga nas regides tropicais e subtropicais, como
Brasil, Madagascar, partes da Asia e Africa (QUEIROZ-TELLES et al., 2017;KRZYSCIAK;
PINDYCKA-PIASZCZYNSKA; PIASZCZYNSKI, 2014). A infecgio ocorre geralmente por
inoculacdo traumatica do patdogeno a partir de materiais vegetais contaminados, atingindo
com maior frequéncia homens adultos, trabalhadores rurais e residentes de areas com
cobertura vegetal densa e solos umidos (BRITO; BITTENCOURT, 2018;
LOPEZ-MARTINEZ; MENDEZ TOVAR, 2007). Os membros inferiores, especialmente os
pés, pernas e joelhos, constituem os sitios anatdmicos mais acometidos, seguidos por maos e,
com menor frequéncia, o tronco e outras regides corporais (LU et al., 2012;ELGART, 1996).

As lesdes cutdneas iniciais costumam se apresentar como papulas eritematosas ou
réseas, de superficie lisa, podendo evoluir para placas escamosas, verrucosas, nodulares ou
tumorais. As lesdes nodulares manifestam-se como nddulos fibrosos de tonalidade violeta,
com superficie que pode ser lisa, escamosa ou verrugosa, podendo evoluir para formas
tumorais (QUEIROZ-TELLES et al., 2017a). Essas lesdes tumorais, também chamadas de
tipo “couve-flor”, apresentam aspecto lobulado e geralmente sdo recobertas por crostas
epidérmicas. Lesoes do tipo cicatricial possuem uma area central de aspecto retraido, com
bordas atroficas e evolucdo centrifuga, enquanto as verrucosas mostram hiperqueratose e
superficie seca e irregular. As lesdes em placa, por sua vez, apresentam coloracdo variavel
entre vermelho e violeta, com leve elevacao e infiltragdo irregular. Em casos mais avangados,
¢ comum observar multiplos tipos de lesdes no mesmo paciente, fendmeno conhecido como
forma mista (BONIFAZ; VAZQUEZ-GONZALEZ; PERUSQUIA-ORTIZ, 2010; BRITO;
BITTENCOURT, 2018) (Figura 1).
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Figura 1: Manifestacgées clinicas da CBM. Tipos de lesdo. A — Lesdo inicial de cromoblastomicose; B — Lesao

nodular; C — Les&o tipo tumoral; D — Lesdo do tipo cicatricial; E - Lesdo verrucosa; F — Lesdao em placa.

Fonte: Adaptado de QUEIROZ-TELLES et al., 2017

Essa diversidade morfologica confere a doenga um aspecto polimorfico que
frequentemente dificulta o diagnoéstico clinico, levando a sua confusdo com outras dermatoses
infecciosas ou ndo infecciosas (SANTOS JUNIOR; SOUZA:; ROCHA, 2024;
QUEIROZ-TELLES et al., 2017). A classificagdo proposta por Carriéon, em 1950, continua
valida, agrupando as manifestagdes clinicas em cinco formas principais: nodular, verrucosa,
tumoral, cicatricial e em placa (BRANDT; WARNOCK, 2003). Além disso, também podem
ocorrer formas eczematosas e pseudovasculares, especialmente em apresentagdes recentes €
menos severas da doenga (BONIFAZ; CARRASCO-GERARD; SAUL, 2001).

As lesoes também podem ser classificadas quanto a gravidade: formas leves incluem
lesdes unicas menores que 5 cm, geralmente do tipo placa ou nodular; formas moderadas
envolvem multiplas lesdes até 15 cm; e formas graves abrangem areas extensas da pele, com
presenga de lesdes tumorais ou cicatriciais (QUEIROZ-TELLES et al., 2009). A
disseminagdo local pode ocorrer por autoinoculagdo, geralmente associada ao ato de cogar as
lesdes pruriginosas, levando a formacao de lesdes satélites em torno da primaria (ELGART,
1996; LOPEZ-MARTINEZ; MENDEZ TOVAR, 2007). A CBM apresenta evolugao insidiosa
e prolongada, com curso clinico que pode se estender por anos, especialmente quando o

diagnostico ¢ tardio ou o tratamento ¢ inadequado. Fatores como o local da lesdo, a higiene
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do paciente, a resposta imune inata ¢ a adesdo ao tratamento influenciam diretamente na
gravidade e prognostico da infecgdo (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

O curso cronico da doenca estd frequentemente relacionado a complicagdes
secundarias, entre as quais se destacam as infecgdes bacterianas, linfedema cronico e, em
casos extremos, a elefantiase @ (GARNICA; NUCCI; QUEIROZ-TELLES,
2009;QUEIROZ-TELLES; DE C L SANTOS, 2013). Ha ainda relatos de transformagao
maligna das lesdes cronicas em carcinoma epidermoide (AZEVEDO et al., 2015), embora
esse desfecho seja raro. Em situagdes excepcionais, foram documentadas formas sistémicas
com envolvimento de o6rgdos internos, como pulmdes e sistema nervoso central, hoje

reclassificadas como feohifomicoses (McGINNIS, 1983; NOBREGA et al., 2003).

1.2- Aspectos Epidemiologicos da Cromoblastomicose

Um estudo que avaliou a literatura disponivel ao longo de 106 anos indicou que a
maioria dos casos de CBM se encontra na América do Sul (2.619 casos), seguida pela Africa
(1.875 casos), América Central ¢ México (1.628 casos), Asia (1.390 casos), Oceania (168
casos), Europa (35 casos) e Estados Unidos e Canada (25 casos) (Figura 2) (SANTOS et al,
2021). Este estudo também revelou que a maior parte dos afetados sdo homens (81,7%), com
uma idade média de 52,5 anos e um tempo médio de 9,2 anos entre a exposic¢ao inicial e o
diagnéstico. No Brasil, uma avaliagdo em uma regido endémica mostrou um panorama
semelhante, com a maioria dos casos também sendo homens, apresentando uma média de
idade de 56,1 anos e um tempo médio para diagnostico de 9,4 anos (SANTOS et al., 2021).
Essa predominancia masculina pode ser atribuida a uma maior exposi¢do ambiental, embora
haja estudos que salientam uma prote¢do hormonal para as mulheres por meio da
progesterona, como em Phialophora verrucosa, um agente conhecido agente da CBM
(HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 1995).

O Brasil ¢ considerado uma regido endémica para varias micoses da categoria das
DTNs, incluindo paracoccidioidomicose, doenga de Jorge Lobo, micetoma e esporotricose
(BRITO & BITTENCOURT, 2018;BARBOSA et al., 2024). A CBM ¢ observada em todos
os estados brasileiros, com uma incidéncia estimada de um caso a cada 196 mil habitantes; no
entanto, essa distribuicdo ndo ¢ uniforme, sendo consideravelmente maior em regides
hiperendémicas, como os estados do Pard, Rondonia e Amazonia (regido Amazonica),
Maranhdo (Nordeste), Mato Grosso (Centro-Oeste), Rio Grande do Sul e Parand (Sul)
(SANTOS et al, 2021). Barbosa e colegas(2024) analisaram 450 casos de CBM publicados

no Brasil e nesta analise foram levantados dados de relatos de casos de CBM em todas as
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regides, mas, sobretudo, nas regides Sul(31,3%), Sudeste(12,2%) e Nordeste(49,7%). Em
contraste, o Rio de Janeiro € uma zona de baixa ocorréncia de CBM (COELHO, et al., 2018).

A Amazodnia ¢ considerada uma regido endémica para a CBM, onde caracteristicas
locais, como alta precipitacao, umidade relativa elevada, temperaturas médias altas e intensa
atividade agricola, favorecem o habitat fingico e aumentam a exposi¢ao da populagdao. No
Maranhao, por exemplo, os agentes causadores da cromoblastomicose foram isolados do
coco babagu (Orbignya phalerata Martius), uma importante fonte de renda para os
moradores, elevando o risco de contaminacdo na regido (MARQUES et al, 2006;
AVELAR-PIRES et al., 2013; SILVA, DE SOUZA E ROZENTAL, 1998). A infecgao esta
frequentemente associada a lesdes causadas pelo contato com plantas e espinhos, além da
exposi¢do de ferimentos ao solo, resultando na inoculagdo traumadtica transcutidnea de
propagulos (BRITO & BITTENCOURT, 2018; SANTOS et al, 2007).

Descrigdes de casos raros associando a CBM a outras DTNs, como micetoma,
hanseniase, filariose ¢ leishmaniose, indicam a existéncia de areas de coendemismo, onde
populagcdes carentes estdo expostas a esses patdogenos ambientais e enfrentam agravantes
como desnutricdo, mas praticas de higiene e falta de acesso a equipamentos de protecao
individual (EPI) em seus trabalhos (SANTOS et al., 2021; AGARWAL et al., 2017).

O F. pedrosoi ¢ um fungo cuja forma natural ¢é saprdobia, sendo encontrado disperso na
natureza. Apesar das dificuldades em isola-lo, estudos ja identificaram esses agentes em
diversas amostras ambientais, incluindo materiais em decomposicao e vegetais e espinhos de
Mimosa pudica (MARQUES et al, 2006; SALGADO et al, 2004). A CBM afeta
principalmente trabalhadores agricolas, colhedores de palma e coco babacu, lenhadores,
mineiros e comerciantes de produtos agricolas, especialmente aqueles que utilizam métodos
convencionais sem protecao individual, tornando-se uma doenca ocupacional que impacta
negativamente a produtividade e frequentemente leva a abstencdo do trabalho (BRITO &

BITTENCOURT, 2018; QUEIROZ-TELLES, 2009; 2017b).

19



Canada

F Libya
Muruccﬂ"urisia‘ . 9 Pakstan

Senegal

Dominican Republic
Puerto Rico
Guadeloupe

-~

Honduras 1= Jamaica
Costa Rica =
Panama
Colombia

Djibout

Venezuela

French  Sierra” )

Guana  Leone  Nigeria

Cameroon Kenya
Gabon

Congo & DR Congo Mayotte Island
gola— &

Ay Indonesia
Reunicn Island
Botswana -

Ethiopia

Solomon
Islands.

Ecuador
-

Peru Brazil

Bolivia
Absolute number:

[] 1-2 cases
[ 3-7 cases ¥ Unigusy South Africa
[ 824 cases - Argentina

Il 25-155 cases y
B 1561323 cases _ Zastand
[ No data

Paraguay Madagascar Now
AL Australia Caledonia

Figura 2: Distribuicdo geografica de casos de cromoblastomicose de acordo com casos reportados — nimero

absoluto de casos. Fonte: Adaptado de SANTOS et al., 2021

1.3- Diagnostico diferencial e tratamento para CBM

O diagnostico da CBM ¢ realizado, na maioria das vezes, de forma direta, a partir da
identificacdo dos corpos muriformes em raspados cutaneos tratados com KOH ou em cortes
histologicos corados com H&E (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; BONIFAZ et al.,
2001). O diagndstico diferencial ¢ essencial, considerando que a CBM pode se assemelhar
clinicamente a diversas infecgdes fungicas, como paracoccidioidomicose, esporotricose,
lobomicose, além de doengas bacterianas, como tuberculose verrucosa e hanseniase, ¢ até
condig¢des nao infecciosas como carcinoma, psoriase, lupus eritematoso e sarcoidose (SILVA
et al., 1994; RENAN MINOTTO et al., 2001; BRITO; BITTENCOURT, 2018). Embora nao
existam testes soroldgicos padronizados para o diagnostico laboratorial, técnicas moleculares
baseadas na amplificagdo de DNA ribossomico vém sendo utilizadas com sucesso para
diferenciacdo de espécies causadoras da CBM para analises filogenéticas, auxiliando na
diferenciagdo de género e espécies (CALIGIORNE et al., 1999; DE HOOG et al.,1993).
Diante das dificuldades inerentes ao diagndstico clinico e da natureza resistente da infec¢ao,
sobretudo em casos avancados, a padronizagdo de critérios clinicos e a ampliacdo do uso de
métodos moleculares constituem ferramentas valiosas para o manejo adequado da CBM. O
reconhecimento precoce da doenga € essencial para evitar seu agravamento e reduzir as
complicagdes que comprometem significativamente a qualidade de vida dos pacientes

afetados (QUEIROZ-TELLES et al., 2017; BRANDT; WARNOCK, 2003).
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Apesar de o diagndstico da CBM ndo exigir técnicas laboratoriais avancadas e caras,
os sistemas de saude em todo o mundo carecem de preparo e informagdo, o que resulta em
um tempo de diagnoéstico prolongado e agrava a possibilidade de tratamento e cura (SANTOS
et al, 2020). Se as lesdes ndo forem diagnosticadas e tratadas, a cronicidade pode ocorrer,
levando a fibrose tecidual e comprometimento da circulagdo linfatica. Além disso, existe o
risco de perda da capacidade funcional dos membros, desenvolvimento de tumores malignos
da pele.

No tocante aos métodos laboratoriais, a CBM pode ser diagnosticada por meio do
exame de microscopia direta com o Scotch®), a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e o
Imunoensaio Enzimatico (ELISA). O método Scotch® utiliza fita adesiva para coletar o
estrato corneo, que por sua vez ¢ colocado em ldmina com adigdo de KOH+DMSO,
permitindo a visualizagdo de células muriformes e hifas (MIRANDA, et al., 2005). Outra
variacao possivel do diagndstico por microscopia direta ¢ o histopatologico, que consiste na
coleta de raspados das lesdes de CBM e apds tratamento com KOH+DMSO de 10-20% as
laminas sdo coradas com H&E e entdo submetidas a andlise sob microscopia de luz para
pesquisa de Células muriformes (BONIFAZ et al, 2001; HAMZA et al, 2005). A PCR
também pode ser utilizada para o diagnostico diferencial de CBM, pois a mesma € mais
sensivel e especifica, contudo menos acessivel, sobretudo nos paises endémicos para esta
doenga. Para a realizacdo da mesma, utiliza-se oligonucleotideos especificos para a regido
ITS1-5.8S-ITS2 do DNA ribossomal, caracteristica do género Fonsecaea (ANDRADE et al,
2006). Por fim, outra forma de diagnostico diferencial de CBM para F. pedrosoi é o ELISA.
Este método ¢ empregado para a deteccdo de antigenos ou anticorpos em doengas infecciosas.
Estudos realizados por Vidal e colaboradores (2003) analisaram 60 amostras de soro de
pacientes acometidos pela CBM, eles utilizaram antigenos somaticos extraidos de F. pedrosoi
com a técnica de ELISA-indireto, na qual obteve uma taxa de 78% sensibilidade e 83% de
especificidade, demonstrando assim a aplicabilidade desta metodologia para o diagnostico

diferencial da CBM ocasionada por F. pedrosoi.

No que diz respeito a CBM, sabe-se que ela é uma doenca infecciosa de dificil manejo
terapéutico, sobretudo nas formas clinicas avancadas, em virtude da refratariedade ao
tratamento e da elevada taxa de recidivas (QUEIROZ-TELLES et al., 2009; 2018). As
modalidades terapéuticas atualmente disponiveis englobam interven¢des farmacologicas,
métodos fisicos e abordagens combinadas, cuja escolha depende de multiplos fatores, como o

agente etiologico, a extensdo e tipo de lesdo, bem como a resposta individual ao tratamento

21



(YANG et al., 2012; QUEIROZ-TELLES et al., 2018). Dentre os antifingicos que agem de
maneira sistémica, o Itraconazol constitui a principal opcdo terapéutica, sendo amplamente
utilizado como monoterapia ou em associacdo. A dose habitual varia de 200 a 400 mg por
dia, por periodos que podem estender-se de trés meses até dois anos ou mais, a depender da
gravidade das lesdes. Estudos clinicos demonstram que pacientes com formas leves da
doencga apresentam cura clinica e micologica média apds 10,9 meses de tratamento, ao passo
que casos moderados e graves requerem, respectivamente, 12,9 e até 30 meses de terapia
continua (QUEIROZ-TELLES et al., 2009; YANG et al., 2012). A terbinafina, utilizada em
doses de 250 a 500 mg/dia, representa alternativa eficaz, com taxas de cura que podem atingir
74,2% apos 12 meses de uso, especialmente em lesdes de menor extensdo
(QUEIROZ-TELLES et al., 2009). A 5-fluorocitosina, administrada por via oral na dose de
100 a 150 mg/kg/dia, tem aplicacdo mais restrita, mas pode ser considerada em protocolos
combinados, inclusive por via topica a 10%, em curativos oclusivos (QUEIROZ-TELLES et
al., 2009; 2018). No contexto de terapias adjuvantes, destaca-se o uso do imiquimode,
imunomodulador de aplicagdo topica, com resultados promissores em pacientes refratarios ao
tratamento convencional. Estudos recentes relatam regressao completa de lesdes verrucosas
apés sete meses de aplicagdo do farmaco, cinco vezes por semana, evidenciando seu
potencial na modulagdo da resposta imune local por meio da ativagdo de receptores Toll-like
(BELDA JR. et al.,, 2020). Adicionalmente, métodos fisicos como a criocirurgia com
nitrogénio liquido tém sido empregados com sucesso em associacdo ao tratamento
antifingico oral, especialmente em lesdes espessas e fibrosas. O protocolo mais comum
consiste em sessdes mensais com ciclos de congelamento-descongelamento, utilizando
aplicagdo direta com cotonete embebido em nitrogénio liquido, sem necessidade de anestesia
local. Tal abordagem mostrou-se capaz de abreviar o tempo de resposta clinica e de aumentar
a taxa de cura em comparagcdo ao uso exclusivo de antifungicos (KULLAVANIJAYA &
ROJANAVANICH, 1995). Outras estratégias incluem a termoterapia topica, eficaz em
regides periféricas, e a terapia fotodinamica, com relatos favoraveis em casos refratarios

(QUEIROZ-TELLES ET AL., 2018).

Quanto a eficacia global das terapias disponiveis, o itraconazol apresenta taxas de
cura amplamente variaveis, entre 15% e 80%, influenciadas por fatores como a espécie
fingica envolvida, dura¢do da doenca e severidade das lesdoes (QUEIROZ-TELLES ET AL.,
2018). A combinagdo de antifungicos, como itraconazol e 5-fluorocitosina, tem sido

recomendada em casos graves ou de dificil resposta terapéutica, com relatos de sinergismo in
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vitro e resultados clinicos satisfatorios (QUEIROZ-TELLES et al., 2018). Por outro lado,
farmacos como anfotericina B, fluconazol e equinocandinas (caso da caspofungina e
anidulafungina) demonstraram concentragdes inibitdrias minimas elevadas frente aos agentes
etiologicos, sugerindo baixa eficacia terapéutica (BADALI et al., 2013). Apesar da
diversidade de abordagens disponiveis, o itraconazol, isoladamente ou associado a métodos
fisicos, permanece como a modalidade terapéutica de escolha, em virtude de sua eficacia
consolidada, disponibilidade e perfil de seguranca (QUEIROZ-TELLES ET AL., 2018). A
auséncia de ensaios clinicos randomizados, no entanto, impde limitacdes a padronizagdo
terapéutica, exigindo que a conduta seja individualizada e guiada por critérios clinicos,
micologicos e histopatologicos. A suspensdo do tratamento deve ocorrer somente apos
resolugdo clinica completa, auséncia de elementos fingicos nas avaliagdes micologicas
diretas e culturas negativas por, no minimo, trés meses consecutivos. Lesdes cicatriciais com
atrofia epitelial e auséncia de células muriformes no exame histopatoldgico sdo critérios

indispensaveis para atestar a cura definitiva (QUEIROZ-TELLES ET AL., 2009; 2018).

1.4- Etiologia e biologia dos patégenos causadores da CBM

A CBM ¢ uma infec¢do fungica subcutdnea, cronica e progressiva, que foi
classificada como uma Doenga Tropical Negligenciada (DTN) pela Organizagdo Mundial de
Satde (OMS) no ano de 2017 (WHO, 2017). Os principais agentes da CBM pertencem,
sobretudo, ao “clado bantiana”, dentro da ordem dos Chaetothyriales (SUN et al., 2012). A
ordem Chaetothyriales, pertencente a classe FEurotiomycetes e do filo Ascomycota,
compreende fungos melanizados predominantemente saprobiontes, alguns dos quais possuem
capacidade oportunistica em humanos. Nesta ordem, a familia Herpotrichiellaceae inclui o
género Fonsecaea cujas espécies representam relevancia clinica por serem causadores da
CBM. Dentre as quatro espécies pertencentes ao género—F. pedrosoi, F. monophora, F.
pugnacious e F. nubica— F. pedrosoi constitui o principal agente etiolégico da CBM. Esta
espécie ¢ tipicamente isolada de fragmentos vegetais e substratos organicos em
decomposicao, sendo a infecgdo humana decorrente, via de regra, de inoculagdo traumatica
(QUEIROZ-TELLES et al., 2017, COELHO, et al., 2018). A classificagdo taxondmica inicial
de F. pedrosoi, entdo designada Hormodendrum pedrosoi, foi proposta por Brumpt em 1922
e, posteriormente, Negroni (1936) a alocou no género Fonsecaea, com base em caracteres
morfologicos reprodutivos (DE HOOG et al., 2010). F. pedrosoi ¢ um fungo filamentoso

polimérfico, ou seja, que possui mais de um morfotipo podendo apresentar trés formas
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diferentes: hifas, conidios(Figura 3) e de células muriformes(Figura 4). Em estado saprobio
F. pedrosoi apresenta-se na forma de micélios, contendo hifas e conidios (formas de dispersao
e infectante). Entretanto, no tecido infectado é possivel observar a presenca de células
muriformes e também de hifas (formas patogénicas). Todos os morfotipos celulares podem se
diferenciar umas nas outras, exceto na transi¢ao de muriformes para conidios. Varios fatores,
como temperatura, pH, condi¢cdes aerdbicas e disponibilidade de nutrientes, influenciam as
modificagdes morfoldgicas desse fungo. A transi¢do para células muriformes ¢ um evento
morfogenético crucial para a CBM, embora os mecanismos moleculares e os fatores do
hospedeiro que promovem a diferenciagao celular ainda nao sejam totalmente compreendidos

(SANTOS et al., 2007;QUEIROZ-TELLES, 2017).

Figura 3: Morfologia polimorfica de Fonsecaea pedrosoi. Cultivo e microcultivo de F. pedrosoi isolado de
Mimosa pudica(A e C) e lesdo de paciente(B ¢ D). Micélio, Hifas e conidios apontados em vermelho, preto e

branco, respectivamente. Fonte: adaptado de SALGADO et al., 2004.

1.5- Atributos de Viruléncia de Fonsecaea sp.

1.5.1- Células muriformes

A morfologia e arquitetura celular, além de serem aspectos importantes para a
sobrevida do fungo em seu estado saprobio, também contribuem para a patogenicidade do
mesmo, sendo um importante atributo de viruléncia (ESTERRE et al, 1992). As células

muriformes sdo consideradas um morfotipo de resisténcia, pois nesta conformacao a célula
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fingica assume uma forma poliédrica com septacdes cruzadas (BONIFAZ et al, 2001;SILVA
et al, 2008) (Figura 4), adquirindo uma estrutura espessa e resistente capaz de suportar
condi¢des extremas de pH, temperatura e até mesmo de resistir ao ataque do sistema imune
do hospedeiro, contribuindo assim para a cronicidade da doenca (HOGG,1993;DONG et al,
2020:MACHADO et al, 2019). Em laboratério, os achados histopatolégicos de células
muriformes podem ser observados, mediante clarificacdo com 10-20% de Hidroxido de
Potassio(KOH) e coloracdo em Hematoxilina e Eosina (H&E), apresentando tamanhos que
variam de 4 + 12 pm de didmetro (BONIFAZ et al, 2001; HAMZA et al, 2005). A maneira
como se refere a este arranjo morfologico pode variar conforme a literatura consultada,
podendo ser chamado de: células muriformes ou esclerdticas ou corpos fumagoides. A
terminologia “células muriformes” ¢ utilizada para se referir especificamente aos membros
pertencentes a ordem dos Chaetothyriales cujo arranjo morfologico se da mediante o
crescimento meristematico ¢ que serve como uma forma invasiva e parasitaria do fungo
(QUEIROZ-TELLES et al, 2017;HOOG, 1993). Por outro lado, o termo células escleroticas
também pode ser empregado referindo-se a estas células como um conjunto de hifas latentes
compactadas formando uma superficie espessa, rigida, assemelhando-se a um aglomerado de

hifas (DONG et al, 2020; BONIFAZ et al, 2001).

Figura 4: Células muriformes de F pedrosoi obtidas de raspado de lesdoes de CBM. Barras de escala

demonstrando o tamanho celular. (a) 4pum e (b) 3um. Fonte: Adaptado de BATISTA et al., 2008

1.5.2- Adesao e Hidrofobicidade

A adesdo as células do hospedeiro e a hidrofobicidade da parede celular sdo
reconhecidamente dois dos principais determinantes da patogénese em fungos melanizados,
dos géneros Fonsecaea, Cladophialophora e Exophiala (SEYEDMOUSAVI et al., 2014). Em
estudos realizados com fungos patdgenos, agentes etioldégicos da CBM, Satow e colegas

(2008), observaram que o grau de hidrofobicidade varia entre os géneros, sendo as espécies
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de Cladophialophora mais hidrofobicas que as espécies do género Exophiala. Segundo
Seyedmousavi e colegas (2014) o fendmeno da transi¢do para células muriformes pode ser
potencializado por conta do relativo carater hidrofobico dos fungos negros, contribuindo
assim para o aumento da patogenecidade. Na CBM, a interacdo inicial entre formas
infecciosas e o epitélio hospedeiro desencadeia na diferenciagdo em células muriformes,
estruturas especializadas que apresentam elevada resisténcia a atividade microbicida das
células efetoras do sistema imune (SANTOS et al, 2007; QUEIROZ-TELES, 2017a;
SEYEDMOUSAVI et al., 2014). Essa transi¢cdo favorece o desenvolvimento de um quadro
inflamatério granulomatoso cronico, que € caracteristica tipica das formas avangadas da

infec¢do (SZANISZLO, 2002;CARCAMO; SCHWALB; SEAS, 2020).

Além disso, F. pedrosoi ¢ expressa adesinas do tipo lectina na superficie dos conidios
com afinidade especifica por residuos de manose e N-acetilglucosamina (GlcNAc), sendo a
ligacdo nos residuos de manose a etapa inicial, que por sua vez, ¢ sucedida pela
internalizacdo no hospedeiro que ¢ mediada pela ligagdo com GIcNAc (FARBIARZ et al.,
1990; LIMONGTI et al., 1997, 2001). Notou-se em analises experimentais conduzidas por
Limongi e colegas(2001) que a taxa de ligacao de conidios de F. pedrosoi em manose era
maior em 37°C, em comparagdo com 28°C. Santos e colegas(2007) sugeriram que estes
achados demonstram que existe uma maior producdo de adesinas no momento de infecgdes
cujos hospedeiros apresentam temperatura corporal proximas as de 37°C. Ademais, o carater
hidrofobico das células do microrganismo invasor, pode conferir ao mesmo uma afinidade
neurotropica observadas em diversos fungos, como: Fonsecaea pedrosoi, Cladophialophora

carrionii, Exophiala dermatitidis e Exophiala spinifera (SEYEDMOUSAVI et al., 2014).
1.5.3- Enzimas proteoliticas

As enzimas proteoliticas produzidas por Fonsecaea pedrosoi representam um importante
fator de viruléncia, desempenhando papel central na patogénese da cromoblastomicose. Essas
enzimas, como as peptidases, exercem multiplas fungdes durante a interacdo
patdégeno-hospedeiro, promovendo a evasdo das defesas imunes e a degradagdo de
componentes estruturais do hospedeiro (QUEIROZ-TELLES et al, 2017). Estudos
demonstram que F. pedrosoi secreta diferentes classes de proteases, incluindo
metaloproteinases € serino proteases, capazes de clivar proteinas do plasma humano como
imunoglobulinas, albumina e fibronectina (PALMEIRA et al., 2006a; PALMEIRA et al.,
2006b; QUEIROZ-TELLES et al., 2017). A acgdo dessas enzimas contribui para o escape
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imunologico e a persisténcia do fungo no tecido infectado. Além disso, a producdo de
proteases ¢ modulada pelo estado morfologico do fungo. Estudos realizados com cepas Mage
de F. pedrosoi relatam que a produgdo de enzimas proteoliticas do tipo aspartil podem ser
estimuladas mediante interagcdo com o hospedeiro. A rapida diferenciacdo de conidio para
hifa mediante interagdo com células epiteliais do ovario de hamster (CHO) com concomitante
producdo de fosfolipases e esterases sugerem certo tipo de mecanismo de viruléncia
adaptativo, fazendo com que haja uma maior quantidade do morfotipo celular que produz
mais proteases, facilitando assim a sobrevida do patéogeno dentro do hospedeiro (PALMEIRA
et al., 2010). Também ha evidéncias de que substratos como coladgeno e albumina induzem o
aumento da atividade proteolitica in vitro, evidenciando a adaptacdo do patégeno ao ambiente
do hospedeiro (PALMEIRA et al., 2006a). Outras enzimas hidroliticas, como ecto-fosfatases
e ecto-ATPases, também contribuem para a viruléncia. Essas enzimas, mais ativas em pH
acido e inibidas por compostos especificos, favorecem a adesdo as células do hospedeiro e
podem desempenhar papel importante na resisténcia do fungo a condi¢des adversas
(QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Notavelmente, inibidores de aspartil-peptidases utilizados
no tratamento do HIV reduziram significativamente a atividade enzimatica e aumentaram a
suscetibilidade de F. pedrosoi a acdo de macrofagos, sugerindo um possivel uso terapéutico
contra a cromoblastomicose (PALMEIRA et al.,, 2006b). Dessa forma, as enzimas
proteoliticas de Fonsecaea pedrosoi atuam em diversos niveis da infec¢do, desde a adesdo
inicial at¢é a modula¢do da resposta imune, constituindo alvos promissores para novas

abordagens terapéuticas e diagnostico da doenga.

1.5.4- Melanina

A melanina ¢ um polimero fenodlico de alto peso molecular, hidrofobico e
negativamente carregado, amplamente distribuido na natureza (SOLANO, 2014). O nome
“melanina” deriva do grego ‘melanos’, que significa “escuro”, tendo sido atribuido pelo
cientista sueco Jons Jacob Berzelius no século XIX (RILEY, 1997). Embora ndo essencial
para o crescimento celular, a melanina desempenha papeis vitais na sobrevivéncia de
organismos vivos, conferindo-lhes resisténcia a condigdes extremas, como radiagdo UV,
desidratacao, altas temperaturas e agentes oxidantes (WHEELER; BELL, 1988; RILEY,
1997; CHAMILOS; CARVALHO, 2020). A sua estrutura ¢ composta por polimeros
derivados da oxidacdo de compostos fenolicos ou indolicos, sendo insolivel em éagua e
altamente resistente a acidos e solventes organicos (ALVIANO et al., 1991). Nos fungos,

destacam-se dois tipos principais de melanina: a DOPA-melanina, derivada da
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L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) e a DHN-melanina, formada a partir do
1,8-dihidroxinaftaleno (DHN), esta ultima predominante em espécies demdaceas como
Fonsecaea pedrosoi (LANGFELDER et al., 2003; QUEIROZ-TELLES et al., 2017). A via
biossintética da DHN-melanina, inicia-se com a conversdo de Malonil ou acetil-CoA em
1,3,6,8-tetrahidroxinaftaleno (THN) pela enzima Policetideo Sintase (Pks). Seguido disso,
ocorre um conjunto de reagdes de reducdo e desidratacdo, levando a formagdo de scitalona,
1,36-Trihidroxinaftaleno, vermelona, até a formacdo do monomero 1,8-Dihidroxinaftaleno, o
monomero formador da DHN-melanina (Figura 2) (SINGH et al., 2021; KOEHLER et al.,
2020).

o
o o

_CoA

HOMS,COA H3CJ\S °

Malonil-CoA ou Acetil-CoA

Policetideo Sintase \

OH OH OH O H:0 OH OH
2
H
THN Redutase Scitalona
HO OH HO OH desidratase HO
1,3,6,8-Tetrahidroxinaftaleno Scitalona 1,3,6-Trihidroxinaftaleno
(THN)
THN Redutase l [H]
O OH
OH OH H0
DHN-melani OO N
Polimerizagdo dii;:;fgie HO
1,8-Dihidroxinaftaleno(DHN) Vermelona

Figura 5: Via biossintética da 1,8-DHN-melanina. Fonte: Adaptado de SINGH et al., 2021

Em F. pedrosoi, a melanina ¢ um importante atributo de viruléncia, facilitando a
evasdo da resposta imune por mecanismos que incluem a protecdo contra enzimas
hidroliticas, neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, e inibi¢ao da
fagocitose (NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003; CUNHA et al., 2005). A inibicdo da
melanogénese por triciclazol(TC), um bloqueador da via do DHN, aumenta a vulnerabilidade
fingica a resposta imune (FRANZEN et al., 2006), e estudos com mutantes deficientes em
melanina mostraram reducao significativa na sobrevivéncia frente a a¢do de macrdofagos
(ZHONG et al., 2024). Microscopicamente, a melanina se deposita em vesiculas

denominadas melanossomos e pode também ser secretada como piomelanina(FRANZEN et
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al., 1999; RAPOSO; MARKS, 2002). Quando isolada, a melanina mantém a estrutura da
célula original, originando os chamados “fantasmas de melanina” (ROSAS et al., 2000).
Estudos funcionais revelaram que a melanina atua como um escudo fisico e quimico. Dados
recentes mostram que macréfagos submetidos a interagdo com o mutante de F. monophora
deficientes em melanina, promovem maior fagocitose, maior produgao de NO e citocinas
inflamatoérias (TNF-a, IL-1B, IL-6), possivelmente resultado da maior exposi¢do de
B-glucanos da parede celular, normalmente mascarados pela melanina (ZHONG et al., 2024).
Esse efeito estd intimamente ligado a ativacao do receptor Dectina-1, cujo silenciamento
génico aboliu as diferengas observadas entre cepas melanizadas ¢ ndo melanizadas. Em
outros estudos Chongkae e colegas (2019) demonstraram que o anticorpo monoclonal
MAD-8D6 contra melanina, reage fortemente com conidios e hifas de F. pedrosoi, inclusive
em tecidos humanos infectados. Isso reforca o carater constitutivo da melanina e seu papel
durante a infecg¢do in vivo. A analise por ressonancia de spin eletronico (ESR) identificou
radicais livres estaveis caracteristicos das melaninas, sugerindo seu papel como sequestrador

de espécies oxidativas(CHONGKAE et al., 2019).

Resultados paralelos obtidos por Cunha e colegas (2010) mostram que conidios
tratados com TC tornam-se altamente suscetiveis ao NO e H,O,, com aumento expressivo da
concentragdo de nitrito (NO*) no sobrenadante de cultivos de macrofagos. Notavelmente, a
melanina de F. pedrosoi atua sequestrando diretamente NO, sem inibir a expressio da Oxido
Nitrico Sintase Induzivel (iNOS), conforme revelado por imunofluorescéncia. Além disso, o
ESR revelou que a DHN-melanina do grupo ndo tratado com TC apresenta maior densidade
de centros paramagnéticos em comparagdo com a melanina obtida sob inibi¢do da via DHN,
sugerindo uma estrutura polimérica, mais compacta e funcional na defesa fungica. A
melanina ainda contribui para o mascaramento antigénico, reduzindo o reconhecimento de
estruturas imunogénicas, como os glicolipidios da parede celular, e a ativagdo da via de
reconhecimento por receptores do tipo lectina (Dectin-1, Dectin-2, Mincle), além disso, a
melanina atua no armazenamento de ions calcio(Ca?") e ferro(Felll), reduzindo assim a
biodisponibilidade dos mesmos para interagirem com i-NOS, impedindo a conversdo de
L-arginina em NO(CUNHA et al., 2010). Um estudo robusto de dele¢ao génica conduzido
por Xiao e colegas (2021) confirmou que o gene pks4 ¢ o principal regulador da
melanogénese em F. monophora, espécie filogeneticamente proxima de F. pedrosoi. A
delegdo desse gene resultou ndo apenas na perda de pigmentacdao, mas também na reducao da

taxa de crescimento, esporulacdo, ¢ aumento da susceptibilidade ao estresse oxidativo, a
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condi¢cdes extremas de pH e aos antifungicos como itraconazol, terbinafina e anfotericina B.
Os mutantes ApksA também apresentaram viruléncia atenuada em modelo in vivo com
Galleria mellonella, enquanto a reintroducdo do gene restaurou completamente o fendtipo
selvagem, confirmando a associacdo direta entre melanina, resisténcia ambiental e

patogenicidade.

No tocante a fun¢do biologica da 1,8-DHN melanina, sintetizada fungos do género
Fonsecaea sp., sabe-se que ela tem papel relevante como atributo de viruléncia, na prote¢ao
contra a fagocitose de macréfagos, resisténcia a antifungicos, protecao contra o estresse
oxidativo, estresse osmoético e salino (FRANZEN et al, 2006; CUNHA et al, 2005;
ALVIANO et al, 2003;CUNHA et al, 2010; LI et al, 2022). Além destes fendtipos, foram
observadas alteracdes importantes na morfogénese, conformacdo do micélio e na taxa de

producao de conidios em F. monophora (L1 et al, 2022; XIAO et al, 2020).

Viarios estudos funcionais do gene pks4 de uma das proteinas precursoras da via de
sintese da 1,8-DHN-melanina foram publicados nos ultimos anos para F. monophora. No
entanto, até 0 momento, ndo se encontram na literatura estudos com linhagens de F. pedrosoi.
Assim, este trabalho se propos a estudar os efeitos da deleg¢do de pks4 no F. pedrosoi que € o
principal agente causador da CBM. A melhor compreensdo dos mecanismos microbianos de

viruléncia de F. pedrosoi pode auxiliar no melhor entendimento da doenga.
2- Justificativa

A compreensdo dos fatores ambientais, das caracteristicas do fungo e das condicdes
que favorecem a infeccdo € crucial para o desenvolvimento de estratégias de prevencao,
controle e diagndstico, com o intuito de facilitar a identificagdo precoce da doenga, bem
como reduzir a incidéncia da mesma, protegendo a saude dos trabalhadores expostos. Em
suma, a cromoblastomicose, causada principalmente por F. pedrosoi, representa um desafio
significativo para a saude publica, especialmente em areas rurais e agricolas, demandando
aten¢do continua e esforcos colaborativos para mitigar seu impacto. Posto isto, a melanina
apresenta-se como um importante atributo de viruléncia que ja foi estudada em outros
géneros e espécies de agentes causadores ou ndo da CBM. Em F. monophora o estudo
funcional da enzima PKS ja realizado com mutantes com a via de biossintese da
DHN-melanina silenciada. Contudo, em F. pedrosoi ainda ndo existem estudos funcionais

com mutantes albinos.
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3- Objetivos

3.1- Objetivo geral
Avaliar o papel do gene pksA responsavel pela iniciagdo da via de sintese da

DHN-melanina.

3.2- Objetivos especificos
Construgao do cassete de dele¢do para o gene pksA,

Obtencdo do mutante para o gene pksA4 de F. pedrosoi;,

won=

Caracterizagao de fenotipos relacionados morfogénese do mutante ApksA:

4. Caracterizagao de fenodtipos de ApksA relacionados a resisténcia a estresse oxidativo,
osmotico, de temperatura, de parede celular e tolerancia a UV ;

5. Investigacdo in vitro da suscetibilidade do mutante ApksA ao ataque fagocitico de
macroéfagos de linhagem RAW 264.7;

6. Ensaio de sobrevivéncia de G. mellonella apds infecgdo com o mutante ApksA in vivo.

4- Metodologia

4.1- Linhagem e condicoes de cultivo de F. pedrosoi

Neste trabalho foi utilizada a linhagem CBS 271.37 de F. pedrosoi (ATCC 18658),
cedida gentilmente pela Prof. Dra. Vania Aparecida Vicente da Universidade Federal do
Parand (UFPR-PR), que foi congelada a -80°C em glicerol 50% e repicada em
Sabouraud-dextrose-agar (para 1 L: 10 g de peptona, 40 g de glicose, 15 g de agar pH: 5,6,
autoclavado a 120 ° C/15 min), incubada a 25 °C durante 7 dias. Para obter os conidios, F.
pedrosoi foi cultivado em Caldo batata (Para 1L: caldo de 100 g de batata inglesa(Solanum
tuberosum) picada, com tamanho de ~I cm? sem casca e cozida no microondas por 30
minutos, na poténcia 70 , 10 g de dextrose, | mL de Cloranfenicol 25 pg/ mL, pH: 5,6,
autoclavado a 120° C/15 min) durante 7 dias a 28 °C, sob agitagdo de 144-150 rpm. Em
virtude do crescimento lento e da baixa taxa de produgdo de conidios, por parte do mutante
ApksA, a composicao do Caldo Batata-dextrose foi adaptada, dobrando-se a concentracao da
infusdo de batata, o que gerou um novo meio de cultivo o “Caldo Batata-2x-Dextrose
(CB2D)” (Para 1L: caldo de 200 g de batata inglesa(Solanum tuberosum) picada, com

tamanho de ~1 cm?, sem casca e cozida no microondas por 30 minutos, na poténcia 70 , 10 g
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de dextrose, 1 mL de Cloranfenicol 25 pg/ mL, pH: 5,6, autoclavado a 120° C/15 min)
durante 7-10 dias a 28 °C, sob agita¢dao de 144-150 rpm. Os conidios foram purificados com
o uso de filtro produzidos com 13 de vidro estéreis. Para o processo de purificagdo, vertia-se a
cultura nos filtros, coletando o eluido em um novo falcon estéril. Os conidios foram

centrifugados a 3005 g por 5 minutos. Apos este processo lavava-se o pellet por duas vezes

com Salina (NaCl 0,9%).

4.2- Obtencao dos cassetes de delecao do gene pksA

4.2.1- Identificacdo do gene ortologo em F. pedrosoi

Inicialmente, foi realizada uma busca por sequéncias de aminodcidos correspondentes
a proteina PksA(AYO21 03016) em bancos de proteinas de F. monophora depositadas na
plataforma National Library of Medicine (NCBI) (https://www.ncbi.nml.nih.gov). Em
seguida, por meio da ferramenta de BLAST, buscou-se as sequéncias de F. pedrosoi pela

plataforma Ensembl fungi (https://fungi.ensembl.org/index.html). Como critério de selecdo

das sequéncias utilizadas, levou-se em consideragdo os seguintes pardmetros: menor E-value
e maior regido de alinhamento. O gene equivalente a pks4 de F. pedrosoi ¢ 0 Z517 06418
(transcrito KIW79803). As sequéncias de proteinas PksA de outros organismos foram
identificadas via ferramenta Blastp da sequéncia de f. monophora no banco de dados Ensembl
fungi. Para comparagdo das sequéncias a porcentagem de identidade foi calculada pela
ferramenta Similarity Matrix IDENTIFY do programa BioEdit (ALZOHAIRY, 2011). As
sequencias  proteicas  foram  alinhadas  pelo  programa  Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo), usando os  parametros ‘“default”
(MADEIRA et al., 2024). Os dominios conservados de PksA foram identificados segundo o
programa CDS (Conserved Database domain) do NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)(WANG et al., 2022).

A sequéncia de nucleotideos foi obtida e utilizada para desenho dos oligonucleotideos
segundo Kim e colaboradores (2009). A lista de oligonucleotideos utilizados no trabalho esta

descrita na Tabela 1.
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Tabela 1- Oligonucleotideos utilizados nas reagoes de PCR

Nome Alvo Uso Sequéncia 5°- 3”
Fp 273 1.5 PKSA F DJ-PCR ATTCAGTAGTCCGGGCAAGCA
Fp 274 2.5 PKSA R DJ-PCR AGGAGTTGGGAGCTGAGTGAA
Fp 90 3.5 hphSIL F DJ-PCR CCGCGACGTTAACTGATATT
Fp 15 4.5 hphSIL R DJ-PCR CGTCTGCTGCTCCATACAAGC
Fp 16 5.3 hphSIL F DJ-PCR CATATGCGCGATTTGCTGATCC
Fp 215 6.3’ hphSIL_R DJ-PCR GCGTACTACTAGGGTTGCGAGGT
, DJ-PCR ACCTCGCAACCCTAGTACGCGGAGA
Fp 275 7.3’ PKSA_F GTATTATGACGAAGAC
Fp 276 8.3’ PKSA R DJ-PCR GTGAGTTTCTACCCATGTTAC
, Confirmacao
Fp 277 9. 5’CONFE PKSA F Externa CTCACAGCGGAGGACAGGTT
Fp 278 10. S’CONFE PKSA R Confirmacao GAGCGGGTGGGTATGTTTGT
- Externa
Fp 279 1. SORF INT Confirmagéo TGATACCTCCCTCTGGCTCGA
PKSA F
- Externa
12. 3’ORF INT Confirmagio
TGTCAACTTTCTCA! T
Fp 280 PKSA R Externa GTCAACTTTCTCACCCGGC
Confirmagao
Fp 281 13. 5’ORF PKSA R do Lécus TCTGCCTGTGAGTGAAGGTGG
- Confirmacgao
do Locus
Fp 282 Confirmagao 10 \rCCTGACCGCAACTACA

14. 14. 5’0ORF PKSA F ,
— do Locus

4.2.2- Construcio do cassete de delecao por DJ-PCR

Para a obten¢do dos mutantes nulos para a producdo de melanina, foi construido o
cassete de dele¢dao pela técnica de DJ-PCR, contendo como marca de selecdo o gene que
confere resisténcia a Higromicina B, como descrito por Kim e colegas (2009).
Inicialmente, uma PCR convencional foi usada para amplificar quatro fragmentos: 5’ e 3’
flanqueando as regides do gene pksA, usando, respectivamente, Fp 273 + Fp 274 (960 pb), Fp
275 + Fp 276 (955 pb) e DNA genomico (gDNA) da cepa selvagem (WT) (CBS 271.37)
como molde, ja para os oligonucleotideos Fp90 + Fpl5 foram usados para amplificar o
fragmento 5’ do marcador de resisténcia a Higromicina B (HPH/HygR) e a combinacdo Fp16
+ Fp 215 para 3' HygR usando o plasmideo pSilent-1 (NAKAYASHIKI et al., 2005) como
molde para as reagdes. Os produtos 5" e 3° HygR foram de 1.109 pb e 860 pb,
respectivamente.

A segunda etapa consistiu em duas PCRs independentes sobrepostas usando uma

combinagdo de produtos previamente obtidos: a regido flanqueadora de 5’ pksA foi fusionada
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a 5" HygR para produzir o 5'pks4 + 5" HygR de 2.069 pb. A outra reacdo gerou um produto
de 1.815 pb correspondente a 3" pksA + 3" HygR. Para a obtencdo dos fragmentos iniciais,
utilizou-se a enzima Easy-Taq DNA Polimerase(numero de catalogo: AP112-01-Transgen
Biotech©), ja para a etapa de DJ-PCR foi utilizada a enzima LongAmp Taq DNA Polimerase,

seguindo as recomendag¢des do fornecedor.

4.2.3- Transformacao Biolistica

Particulas de tungsténio M10 (~0,7 um de didmetro, BioRad) foram usadas para
transportar o DNA utilizado para a transformacao dos conidios. Para a precipitagdo do DNA
nas particulas, pipetou-se em um microtubo na seguinte ordem: 50 pL particulas estéreis, 5
pL DNA (contendo 1 ug de DNA para cada placa a ser transformada), 50 pL CaCl2 (2,5 M)
estéril, 20 puL espermidina (0,1 M) estéril. A mistura foi agitada com uso de vortex na
velocidade minima por 10 minutos, foi precipitada por centrifugacdo por 10 segundos em
velocidade maxima. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 150 pL de etanol absoluto
para lavagem das particulas. Foram realizadas 3 lavagens e no final da ultima foram
adicionados 4 pL de etanol absoluto para cada placa a ser bombardeada. A amostra
rapidamente foi submetida a sonicacdo e as particulas foram distribuidas nas membranas
macrocarreadoras estéreis (numero de catalogo: 1652335, BioRad) encaixadas nos discos
metalicos. Os discos foram incubados em uma caixa contendo pérolas de silica fornadas, para
secagem por pelo menos 30 minutos antes do bombardeio. O dispositivo utilizado foi o
Biolistics PDS-1000/He Particle Delivery System (nimero de catadlogo: 1652257, BioRad).

Para a realizagdo da transformacdo do cassete de delecdo pks4 a linhagem CBS
271.37 foi cultivada em 250 mL de Caldo de Batata-Dextrose com pH: 5,6 por 7 dias, a 28°C
sob agitagdo a 144-150 rpm. Logo apds este periodo de cultivo os conidios foram purificados
mediante filtracdo no tubo Falcon cortado contendo 12 de vidro em seu interior e, entdo,
quantificado. Os conidios foram ressuspensos em Salina (NaCl 0,9%) e quantificados na
camara de Neubauer. A quantidade necessaria para realizagdo de cada tiro da biobalistica em
F. pedrosoi foi descrita na literatura como 1,3 x 10° conidios para 1 pg de DNA do cassete de
delecao(Floréncio et al, 2018). Apos isto, os conidios foram inoculados em 100 mL de
Sabouraud (SD) liquido (4% Dextrose e 1% peptona) pH 5,6, para germinacdo em 24-36h.
Para a realizagdo da transformacdo, os conidios foram previamente observados ao
microscopio de luz para a observagdo dos tubos germinativos nos conidios, que € a condigdo
Otima para o aumento da eficiéncia da transformagdo. Os conidios foram entdo distribuidos

sobre uma membrana de celofane posicionada na superficie das placas de
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Sabouraud-Dextrose-Agar (SDA), para posterior exposi¢do aos disparos. No dia seguinte ao
bombardeio, os conidios foram raspados da membrana de celofane e espalhados em placas de
Petri de vidro de grandes(150 x 15 mm) contendo 60 mL de meio SDA + Higromicina B (50
pg/mkL).

4.2.4- Avaliacdo da estabilidade mitdética e extracdo do DNA genémico dos
transformantes

Para avaliar se os transformantes mantinham a marca de selecdo, os mesmos foram
repicados em placas de Petri com meio pH 5.6 + Higromicina B (50 pg/mL) e em placas
contendo apenas SDA sem antibidticos, como controle, por até 15 dias a 25°C. Apds isto,
cada colonia crescida em placa de SDA sem antibidticos foi repicada para novas placas de
SDA + Higromicina B e SDA sem antibidticos. Este processo foi repetido trés vezes com
vistas a avaliar a estabilidade mitotica das colonias dos mutantes.

Ap6s isto, os transformantes que mantiveram a marca de resisténcia a Higromicina B,
foram cultivados em 5 mL de Sabouraud liquido em tubos Falcon de 15 mL por 7 dias sob
agitacdo a 144 rpm a 28 °C. Apos isto, o micélio foi coletado com espatula estéril e o
sobrenadante foi descartado. As células foram misturadas com 0,5 mL de tampao TENTS
(Triton 2%, Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM e SDS 1%), 0,5 mL de Fenol:
Cloroformio: Alcool Isoamilico (25:24:1) (Sigma) e esferas de vidro lavadas com écido (0,6
um) em quantidade equivalente ao volume de células no tubo de 2 mL. As células foram
lisadas trés vezes por 1 minuto a 40 Hz usando o sistema de ruptura celular Tissuelyser
(QIAGEN) e centrifugadas por 5 min em velocidade méaxima. Apds a transferéncia da fase
aquosa para um novo tubo contendo 50 pL de acetato de S6dio (NaOAc) 5 M e a adigdo de 1
mL de etanol absoluto, o mesmo foi centrifugado por 15 minutos em velocidade
maxima(13000 RPM). O pellet foi lavado com 200 pL de etanol 70%. O excesso de alcool
foi drenado com a pipeta e os tubos foram secos ao ar em temperatura ambiente por cinco
minutos. O DNA foi dissolvido em 50 puL. de dgua MilliQ contendo 100 pg/mL de RNAse A
e incubado a 37 °C por 2 h.

4.2.5- Triagem molecular dos transformantes de pksA

Para a triagem molecular dos transformantes, PCRs convencionais foram realizadas
com as enzimas Easy-Taq DNA Polimerase e One-Taq Master Mix. Este procedimento foi
realizado apenas para os transformantes de pksA cuja aparéncia era visualmente albina. Para a

detec¢dao do gene de pksA foram utilizados os oligonucleotideos de confirmagdo interna Fp
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279 + 280 (5* e 3° ORF PKS F e R). O DNA gendmico de CBS 271.37 (WT) e dos
transformantes foram utilizados como moldes. A temperatura de anelamento foi ajustada para
58°C e o tempo de extensdo para 35 segundos(Figura 6a). O fragmento interno do gene pksA
tem um tamanho de 578 pb, sendo esperada a amplificagdo do mesmo apenas no controle
contendo o molde do gDNA do tipo selvagem. O ciclo da PCR foi ajustado de acordo com as
recomendacdes do fornecedor da enzima utilizada. Para a confirmagdo externa do locus do
mutante foram usadas as seguintes combinacdes: Fp 277 + Fpl5 e Fp 278 + Fpl6
amplificam, respectivamente, a regido 5' (2.156 pb para ApksA, sem amplificacdo para WT) e
a regiao 3' (2.081 pb para ApksA, sem amplificacdo para WT) do l6cus do gene pksA
substituida pelo marca de HygR(Figura 6b). Para a confirmagao externa do locus WT foram
usadas as seguintes combinagdes de primers: Fp 277 + Fp 281 e Fp 278 + Fp 282 que
amplificam, respectivamente, a regido 5' (1.949 pb para WT, sem amplificagdo para ApksA) e
a regido 3' (1.898 pb para WT, sem amplifica¢ao para ApksA4) do locus Wild-Type que nao foi
substituida pelo marca de HygR. O comprimento total do locus pks4 juntamente com as
regides flanqueadoras foi acessado pela reacdo Fp 277 + Fp 278 (3.953 pb para ApksA, 9.141
pb para WT). O confirmatério externo da marca de HygR foi realizado com a combinagdo de

primers Fp 90 + Fp 215 (1.969 kb para ApksA e sem amplificagao para o WT).

A)

Fp 280

Fp 16
Fp 277 (] € WT  277+278:9141bp
—_— —
5% 277+15: 2156 bp — 3" 278+16: 2081 bp -
Fp 279 - Fp 278
Fp 15
ORF-PKS: 279+280: 578
pb
B
) o 90 Fp 282
Fp 277 P ,
> PKS:HPH  277+278: 3940bp
5': 277+281: 1949 bp 3" 278+282: 1898 bp
-~
-— Fp 278
-— Fp 215

Fp 281

5'e 3790+ 215: 1898 bp

Figura 6: Triagem molecular dos transformantes de pksA. As representacdes esquematicas acima
demonstram os pares de oligonucleotideos necessarios para a amplificacdo de fragmentos que servem para a
triagem e confirmagdo da delegdo do gene pksA. A) reagdes de PCR necessarias para a confirmagao do locus do

tipo selvagem. B) reagdes de PCR necessarias para a confirmagdo do l6cus do mutante.
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4.3- Analise de Crescimento do Didmetro das Colonias

Para as andlises fenotipicas foram escolhidos dois mutantes obtidos a partir de
transformagoes biolisticas independentes 2. ApksA e 25. ApksA, uma vez que nao foi obtido o
mutante reconstituido do gene. Para quantificar o crescimento das colonias os mutantes pksA4
e a linhagem selvagem (WT) foram inoculados pontualmente com 5 pL de uma suspensao de
contendo 1x10° conidios/mL em um pequeno orificio feito com uma ponteira P 200 estéril na
superficie de placas tripartidas contendo meio SDA. As placas foram incubadas a 25°C e
37°C. Os diametros das colonias foram medidos a cada 3 dias durante 3 semanas. Trés
experimentos independentes foram realizados em triplicata técnica. Os dados coletados foram
analisados por meio do programa GraphPad Prism versdo 8.4.3. A andlise estatistica dos
resultados foi realizada pelo método estatistico de regressdo linear. Os parametros de
inclinacdo e intercepcao dos eixos da curva foram comparados utilizando-se o método de
analise de covariancia(ANCOVA) para comparar as variagoes entre os grupos controle (WT)

€ teste.

4.4- Analise do crescimento do micélio a partir da atividade metabdlica

Para obtencao de conidios das cepas 2.ApksA, 25. ApksA e WT, cultivou-se em CBD2
por 7 a 10 dias a 28 °C sob agitacdo de 144-150 RPM. O meio foi filtrado em 13 de vidro e
centrifugado a 5.000 rpm por 5 minutos, o precipitado foi ressuspenso em 0,09% salina e
lavagem repetida por 2 vezes. Os conidios foram contados em camara de Neubauer e
inoculados em RPMI-1640 e a concentra¢do foi ajustada para 1x10° conidios/mL. O meio
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich R6504) com L-glutamina e sem bicarbonato de sodio com
adicdo de 2% glicose, o pH ajustado para 7, esterilizado por filtragio em membrana de
0,45um, sendo estocado a 4 °C.

Foram transferidos 100 plL da suspensdao de conidios de cada uma das cepas
analisadas para uma placa de 96 pocos, em triplicata. Para cada poco, adicionou-se 20 pL
Azul de Alamar 0,2%(Alamar Blue — Sigma Aldrich) e completou-se o volume de todos os
pogos com 80 uL. de meio RPMI. A atividade metabolica foi mensurada mediante a redugao
de Azul de Alamar. A placa foi mantida 48 h em 28 °C sob a agitacdo constante de 144-150
RPM. A leitura de espectrofotometria foi realizada no leitor de microplacas (BioTek - Epoch
2 Microplate Spectrophotometer)nos comprimentos de onda 570 nm e 600 nm nos pontos de
0,24 e 48 h.

O crescimento percentual nos pogos testes foi calculado em relagdo aos pogos de

controle de crescimento (contendo apenas o meio e o fungo) com subtracdo dos valores do
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controle negativo (pogo contendo RPMI-1640 e Resazurina), conforme a seguinte equagao
adaptada por Herman e colegas (2024):

Crescimento percentual em relagdo ao controle (%) =

(£0X)A2 (AN1—A'A1) - (€0X)A1 (AA2—A'A2)
(£0X)A2 A°A1 - (£0X)A1 A°A2)

Onde:

x 100

€0X = coeficiente de extingdo molar da forma oxidada de resazurina (azul)
Al =570nm

A2 = 600nm

A = absorbancia do poco teste

A’ = absorbancia do pogo controle negativo

A° = absorbancia do pogo de controle de crescimento.

Os resultados de dados percentuais obtidos pela formula acima foram modelados
numa curva de regressdo ndo-linear com equagdo de crescimento exponencial. A andlise
estatistica foi conduzida no software GraphPad Prism 8.4.3. Para a analise de variancia entre
os grupos, o método estatistico ANOVA-One way foi utilizado ponto-a-ponto, empregando-se
também o teste de hipotese de multiplas comparagdes de Dunnett 's para avaliacdo de

possiveis diferengas estatisticas entre os grupos analisados.

4.4- Avaliacao da Taxa de Germinacao

Apo6s crescimento em Caldo Batata-2x-Dextrose (CB2D), conidios de 2.ApksA, 25.
ApksA e WT foram coletados, contados em cdmara de Neubauer e entdo inoculados em 1 mL
de caldo SD na concentragdo de 1x10° conidios/mL em placa de poliestireno de 24 pogos
(SOUSA et al., 2022). As culturas foram incubadas a 25°C e 37°C por 24 ¢ 48 h (FAVILLA
et al., 2023). Apds o periodo de incubagdo, as placas foram centrifugadas a 4.000 rpm por 5
minutos para promover a adesdo celular. As placas foram visualizadas em microscopio de luz
invertida ZEISS Primovert. O presente experimento foi realizado de forma cega com auxilio
de dois voluntarios alheios as condi¢des experimentais e hipdteses do mesmo. A contagem de
conidios germinados foi realizada em dois quadrantes completos por duas pessoas diferentes,
de maneira independente. Os conidios com tubo germinativo foram considerados germinados
e os inchados, ndo germinados. O experimento foi realizado em triplicata, repetido duas vezes
e a andlise estatistica dos resultados foi realizada no software GraphPad Prism 8.4.3 com
método estatistico de Qui-quadrado comparando as variagdes entre os grupos controle (WT) e

mutantes.
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4.5- Quantificacio de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) para determinar
viabilidade dos conidios
Para avaliar a viabilidade dos conidios, 2.ApksA, 25. ApksA e WT foram foram
previamente cultivadas em CB2D, os conidios foram purificados e contados em camara de
Neubauer. Em seguida, foram inoculados em placas SDA 50 pL de suspensao de conidios em
concentra¢do de 1x10*conidios/mL, espalhados com pérolas de vidro estéreis, incubadas a 28
e 37°C por 10 dias e entdo o nimero de colonias foi contado (UFC). O experimento foi
realizado em triplicata, repetido duas vezes e a analise estatistica dos resultados foi realizada
pelo método estatistico Two-way-ANOVA e o teste de multiplas comparacdes de Tukey foi

usado para comparar as variagdes entre os grupos controle (WT) e mutantes.

4.6- Teste de resisténcia a agentes estressores

Para o ensaio de susceptibilidade a diferentes agentes estressores, 2.ApksA, 25. ApksA
e WT previamente cultivadas em CB2D tiveram seus conidios purificados e contados em
camara de Neubauer. Para cada isolado, 5 pL de suspensdo de conidios em Salina (0,9%
NaCl) contendo 1x10° conidios/mL(500 células) foram inoculados em placas de SDA
suplementadas com as seguintes concentracdes dos seguintes estressores: estresse osmotico
(KC10,2, 0,4 ¢ 0,6 M e Sorbitol 0,25, 0,5 e 1 M), estresse oxidativo (Menadiona a 15, 30uM
e 60 uM) e estresse de parede (CalcoFluor-White 0,25 , 0,5 e 1mg/mL), segundo os trabalhos
anteriores de Dichtl e colegas (2012). Um total de 1x10° conidios/mL (500 conidios) foram
plaqueados em SDA e foram submetidos exposi¢do a radiagdo UV-C no comprimento de
onda de 254 nm com pulsos de doses de 50, 100 e 200 J/cm? para avaliar a tolerancia a UV
no equipamento CL-1000 Ultraviolet Crosslinker. Apds incubagdo de 7-10 em 25° C as
UFCs foram contadas. As placas de agentes estressores foram analisadas pelo didmetro da
colonia sendo incubadas por 28 dias e tendo seu didmetro medido no ultimo dia de
experimento(FAVILLA et al., 2023; LI et al., 2022). Os experimentos foram realizados em
triplicata, repetido duas vezes e a analise estatistica dos resultados foi realizada pelo método
estatistico Two-way-ANOVA e o teste de multiplas comparagdes de Tukey foi usado para

comparar as variacdes entre os grupos controle (WT) e teste.

4.7- Ensaio de Fagocitose com Macroéfagos (RAW 267.4)
Para o ensaio de fagocitose com macréfagos, os isolados 2.ApksA, 25. ApksA e WT

previamente cultivadas em CB2D tiveram seus conidios purificados e contados em camara de
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Neubauer. As células de macréfagos da linhagem RAW 264.7 foram descongeladas na
semana anterior e plaqueadas em garrafas de cultura contendo 20 mL de meio Meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) + 10% Soro fetal Bovino(SFB) e incubadas em estufa a
37°C, 5% CO2. Apo6s isto as células que haviam atingido uma boa confluéncia, foram
desaderidas com a TrypLE(Gibco Scientific), ressuspendidas e plaqueadas em 40 mL de meio
DMEM com 10% SFB. Uma nova passagem foi realizada, repetindo-se o processo, porém
com um volume de DMEM + 10% SFB de 100 mL. Por fim, a suspensao foi transferida para
duas garrafas de 50 mL. O MOI (Multiplicity of Infection) foi definido em 3:1, sendo a
concentracdo de conidios igual a 3x10° conidios/mL. As placas infectadas foram vedadas
com Parafilme e incubadas a 37°C, 5% CO, por 2h. Os pogos foram lavados com 200 pL de
PBS estéril para retirada dos conidios nao internalizados. Apds isto, o conteudo de cada pogo
foi diluido em 1:10 e 1:100 e 50 puL. foram inoculados e espalhados em cada particao das
placas para contagem por UFC. A avaliagdo da Atividade Fungicida(AF) foi realizada em trés
condi¢des: RAW 264.7 + Conidios, RAW 264.7 + Conidios + LPS (500 ng/mL) e RAW
264.7 + Conidios + LPS(50 ng/mL) + INFy (500 ng/mL), as placas foram incubadas a 37°C,
5% CO, por 24 h. As células RAW 264.7 foram infectadas e estimuladas 24h antes do
in6éculo em placa, sendo realizadas de forma independente da andlise de 2h. Depois do
intervalo pos-infecg¢do, os macrofagos foram lavados, lisados e inoculados nas placas para
contagem de UFC(LI et al., 2022). A AF foi calculada pela formula: AF(%)=Média{(UFC
2h)-UFC24h}/UFC2h x 100. O experimento foi realizado em triplicata, repetido duas vezes e
a analise estatistica dos resultados foi realizada pelo método estatistico Two-way-ANOVA ¢ o

teste de multiplas comparacdes de Tukey.

4.8- Ensaio de sobrevivéncia de Galleria mellonella

Para o ensaio de sobrevivéncia de G. mellonella, os mutantes 2.ApksA, 25. ApksA e
WT previamente cultivadas em CB2D tiveram seus conidios purificados e contados em
camara de Neubauer. Foram inoculados na primeira pro-pata esquerda 10 uL de suspensao de
conidios na concentragdo de 5x107 conidios/mL. Um total de quatro grupos de 15 larvas
foram infectados, a saber: 2.ApksA, 25. ApksA ¢ WT (CBS 271.37) e PBS(controle da
infec¢do). As larvas foram acondicionadas em placas de Petri de vidro durante 20 dias a
37°C. As placas eram limpas diariamente e as larvas que morriam ou entravam em fase de
pupa eram retiradas e colocadas em uma nova placa. O experimento foi repetido uma vez. Os
dados coletados foram analisados por meio do programa GraphPad Prism versao 8.0 onde foi

feita a analise da curva de sobrevivéncia e a aplicacdo do teste Log-rank (Mantel-Cox) e
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Gehan-Breslow-Wilcoxon para comparagdo das curvas entre os grupos controle (PBS), (WT)

€ testes.

5- Resultados

5.1- Analise in silico das sequéncias de genes que codificam a enzima PKSA

5.1.1- AYO21 03016 de F. monophora codifica a proteina hipotética Z517_ 06418
correspondente em F. pedrosoi

As sequéncias AYO21 03016 e AYO21 10638 sdo codificadoras de enzimas PksA,
contudo, AYO21 03016 ¢ a responsavel pela melanizagdao de F. monophora (LI et al., 2022).
Ao realizar o BlastP com a sequencia AYO21 03016 no banco de dados Emsembl fungi
contra as sequéncias de Fpedrosoi observou-se que a correspondente ¢ Z517 06418
(transcrito KIW79803), que por sua vez foi denominada de PksA de F. pedrosoi. A analise de
identidade entre as sequéncias de PksA/Pksl de varios fungos em comparacao a PksA de F.
pedrosoi variou de 99,63% (para PksA de F. monophora) até 30,46% (para PksA de A.
fumigatus) (Tabela 2)(WANG et al., 2022; LU et al., 2019; MARCHLER-BAUER et al.,
2017) .

Tabela 2- Analise de similaridade e identidade

Espécie Nimero acesso Nuimero acesso gene % ID com Tamanho
transcrito Ensembl fungi pksA de F, proteina

Ensembl fungi pedrosoi (aa)
Fonsecaea pedrosoi KIW79803 7517 06418 - 2177
Fonsecaea monophora 0AG42733 AYO21 03016 99.63 2177
Exophiala  dermatitidis EHYS55015 HMPREF1120 03173 89,21 2174
NIH/UT8656
Alternaria alternata RYNR&3525 AAO0117 1202 47,04 2161
Colletotrichum CCF45141 CHO063 03518 44,40 2180
higginsianum
Verticillium dahliae EGY 13508 VDAG 00190 43,84 2189
Sporothrix  brasiliensis KIH&9511 SPBR 06313 43,50 2215
5110
Beauveria bassiana BB8028 0005g0100 | BB8028 0005g01000.1 36,85 2163

0

Aspergillus  fumigatus AFUA 7G00160 EAL84875 30,46 1794
Af293

%ID: calculada pelo programa Bioedit pela ferramenta: Similarity Matrix IDENTIFY
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A ferramenta Conserved Domain Search do NCBI identificou os dominios
conservados da proteina PksA, sendo eles: SAT (ACP transacilase -posi¢cdes 5-241; SAT
seleciona a unidade inicial hexanoil de um par de subunidades especializadas da sintase de
acidos graxos fungicos (HexA/HexB) e a transfere para a proteina carreadora de acila da
Policetideo sintase A para iniciar o alongamento da cadeia de policetideos); PKSD (Dominio
de acil transferase em enzimas policetideo sintase - posi¢cdes 368-1308, responsavel por
transferir cadeias carbonicas nucleofilicas a-carboxiladas de Acetil-CoA para a cadeia de
fosfopanteteina da ACP-transacilase); PT fungal PKS (policetideo sintase desidratase —
posigoes 1283-1597, que catalisa as reacdes de desidratagdo que ocorrem ao longo da
biossintese de PKSA); 2 sitios de ligacdo a fosfopanteteina (PP-binding, posi¢des: 1672-1729
e 1805-1865, que sdao grupos prostéticos ligados a SAT que tém como fungao servir de braco
de ligacdo para acidos graxos e aminoacidos ativados) e por ultimo EntF2 (Dominio
tioesterase da policetideo sintase tipo I, posicdes: 1836-2175, que catalisa a Gltima etapa da
sintese de policetideos para ciclizagdo e liberacao por meio de uma triade catalitica canonica
que consiste em residuos Ser-His-Asp) (Figura suplementar I)(PUGH; WAKIL, 1965;
HANS et al., 2003; KEATINGE-CLAY, 2008; SWARBRICK et al., 2020) (Figura 7A).
Notavelmente, observou-se que em todas as espécies analisadas in silico, o PKSD - Dominio
de acil-transferase apresentou maior percentual de alinhamento indicando que este dominio

proteico ¢ altamente conservado em diferentes géneros e espécies de fungos (Figura 7B).
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Figura 7: Dominios funcionais da proteina Z517_06418(PksA) de F. pedrosoi. A) Estio representados

os dominios SAT (ACP transacilase - posigdes 5-241); PKSD (Dominio de acil transferase em enzimas
policetideo sintase - posigdes 368-1308); PT fungal PKS (policetideo sintase desidratase — posi¢des
1283-1597); PP, os dois sitios de ligagdo a fosfopanteteina (PP-binding, posi¢des: 1672-1729 e 1805-1865) e por
ultimo EntF2 (Dominio tioesterase da policetideo sintase tipo I, posi¢cdes: 1836-2175).B) Dominio PKSD, o

dominio com maior alinhamento entre todas as espécies F. pedrosoi, F. monophora, E. dermatitidis, A.
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alternata, C.higginsianum, V. dahliae, S. brasiliensis, B.bassiana e A. fumigatus. As regides em amarelo

representam o grau de conservacdo de cada residuo de aminoacidos.

A sequéncia de nucleotideos Z517 06418 apresenta 3 exons, gerando um transcrito
com uma fase de leitura aberta (ORF) de 6534 pb. A sequéncia nucleotidica foi utilizada no

desenho dos oligonucleotideos para a obtencdo do mutante ApksA.

5.1.2- A transformacio de conidios com cassete de delecio PKS::HPH

Os fragmentos do cassete de delecao foram construidos a partir da técnica de
Double-Joint-PCR(DJ-PCR), realizada segundo o protocolo de Kim e colegas(2009) (Figura
8A). Esta metodologia consiste na fusdo de sequéncias de flanqueamento (5’ ¢ 3”) com um
gene que codifica a marca de selecdo (HygR) partida ao meio, para que haja uma substituicao
génica via recombinagdo homologa, tanto no 16cus do gene quanto, dentro do proprio cassete
de delecdo. Inicialmente, quatro fragmentos foram gerados, conforme o primeiro passo da
técnica (Figura 8BI e 8BII). Logo apds esta etapa, esses fragmentos foram fusionados por
meio de uma PCR de sobreposicdo, gerando dois fragmentos, sendo o fragmento 5’ do
tamanho de 2.156 pb e o 3’ de 1815 pb, para transformagdo genética por biobalistica dos

conidios do isolado CBS 271.37(Figura 8BII).
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Figura 8. Construcio do cassete de delecio pksA::hph por DJ-PCR. (A) Esquema da Double-Joint-PCR. (B)
Fotos do gel de eletroforese da primeira etapa (esquerda) e da segunda etapa de construgdo do cassete (direita).
Todos os oligonucleotideos utilizados estdo dispostos em mais detalhes na Tabela 1. Para a afericdo dos
tamanhos dos produtos das reagdoes de PCR, foi utilizada a 1Kb DNA Ladder RTU(100pb — 10000 pb) da
KASVL

5.1.3- A substituicio do gene pksA pelo cassete PKS::HPH gerou um mutante
albino de F pedrosoi resistente a Higromicina B

Apb6s a transformagdo, as colonias brancas que cresceram em meio SDA+
Higromicina B (50 pg/mL)(Figura 9 I) foram isoladas e a estabilidade mitdtica da marca de
selecdo foi avaliada através da passagem dos transformantes para placas de SDA e também
SDA + Higromicina B (50 pg/mL)(Figura 9 A e B). Em seguida, as colonias brancas
isoladas foram inoculadas em Caldo Sabouraud-Dextrose por 7 dias para extracdo do DNA
gendomico (gDNA)(Figura 9 C). A substitui¢do génica foi confirmada por meio da técnica de
PCR visando as regides interna e externa do gene pksA para o locus selvagem (Figura 10).

Este procedimento foi realizado em ambos os mutantes avaliados(Figura Suplementar II).

25. ApksA
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Figura 9. Isolamento, estabilidade mitotica e extracdo de gDNA. As imagens dispostas acima demonstram o
processo desde o isolamento dos transformantes (A e B) até o indculo em caldo Sabouraud-Dextrose para
extracdo do gDNA(C). Em todas estas etapas os meios utilizados foram suplementados com Higromicina B (50

pg/mL).

A) Fp 277+281 Fp 278 + 282 Fp 279 + 280

ApksA  WT CN(-) wT ApksA  CN(-) wT ApksA CN(-)

4750 pb
4500 pb

Fp 277+15 Fp 278 + 16 Fp 90 + 215

B) wWT ApksA  CN(-) WT ApksA  CN(9) CN(-) p-Silent(+) ApksA WT

3 kbp
2kbp

Figura 10. Confirmatorio molecular dos mutantes ApksA. Fotos dos géis das PCRs confirmatdrias dos
mutantes 2 e 25 ApksA. As fotos foram tiradas apo6s o processo de eletroforese em gel de agarose, indicando o
par de oligonucleotideos utilizados, bem como seus respectivos tamanhos aproximados. A) Confirmatoério da

delegdo no locus PksA. B) Confirmagao da substituicdo génica a partir da marca de selecdo de resisténcia a
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Higromicina B. Para a aferi¢do dos tamanhos dos produtos das rea¢cdes de PCR, foi utilizado o marcador de peso

molecular 1Kb DNA Ladder RTU(100pb — 10000p) da KASVI.

5.2- Os mutantes ApksA de F pedrosoi apresentam déficit metaboélico, impactando a

germinacio e a viabilidade celular

5.2.1- A inibicdo da via da PksA impacta negativamente no crescimento do

micélio de F pedrosoi

O impacto da inibi¢do da via biossintética da 1,8-DHN-melanina sob crescimento de
colonia de F. pedrosoi, foi avaliado pela medida do didmetro das colonias em SDA durante
28 dias a 25 e 37°C (FAVILLA et al, 2023; LI et al, 2022). Em ambas as temperaturas, nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas, entre WT e os mutantes ApksA,
quanto a inclinag@o da reta(Slope) referente ao didmetro das colonias ao longo de 28 dias de
crescimento. Entretanto, por meio da andlise de covariancia(ANCOVA) observou-se também
diferenga estatisticamente significativa nos interceptos(P<0,0001) em ambas as temperaturas.
Este achado sugere que, embora ambos os grupos apresentem a mesma cinética de
crescimento, os grupos ApksA apresentaram colonias menores no primeiro de medi¢do do
didmetro, o que pode ter acontecido devido a um crescimento lentificado nos 9 primeiros dias
do ensaio (Figura 8 A e B). Esta hipotese pode ser validada por meio da andlise do
crescimento do micélio avaliada pela atividade metabodlica na qual, observou-se diferenca de
percentual de crescimento estatisticamente significativa nos pontos de 24 e 48h
(P<0,05)(Figura 8 C). Este achado demonstra que a auséncia da 1,8-DHN-melanina gera um
importante prejuizo metabodlico para os mutantes ApksA o que impactou negativamente na

velocidade do crescimento do micélio, que foi avaliado pela redugdo de Azul de Alamar. .

0 25°C B 37°C

Didmetro(cm)
Didmetro(cm)
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Figura 11. Os mutantes ApksA apresentam uma menor taxa de crescimento do micélio. 5 pL de uma

suspensdo de conidios 1x10° conidios/mL foram inoculados no centro de cada partigdo de placas tripartidas € o
diametro das colonias foi medido a cada 3 dias durante 28 dias. (A) Curva de crescimento realizada em 25°C.
(B) Curva de crescimento realizada em 37°C. (C) Curva de taxa de crescimento medida pela reducédo de Azul de
Alamar. Os dados percentuais foram modelados em uma curva de regressdo ndo-linear com equagdo de
crescimento exponencial e One-way ANOVA e o teste de comparagdes multiplas de Dunnett’ s foram usados
para comparar as variagdes entre os grupos teste e o controle (WT). P < 0,05 esta indicado como *.(D) Foto
representativa da diferenga de crescimento entre as coldnias apos 28 dias de crescimento. Ao final dos 28 dias
de experimento, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre as inclinagdes das retas de

crescimento radial das colOnias.

5.2.2- A delecido do gene pksA interferiu negativamente na viabilidade e
germinac¢io dos conidios de F. pedrosoi

A viabilidade e a taxa de germinagdo dos conidios foram avaliadas. A viabilidade
conidial foi avaliada por meio da diferenca de UFCs do WT em comparacao com os mutantes
ApksA, em placas de SDA a 25 e 37°C. Os conidios do mutante apresentaram menor
viabilidade em comparacdo com o WT em ambas as temperaturas (p<0,05)(Figura
suplementar III). As andlises de germinagdo foram conduzidas em 25 ¢ 37° C em 24 ¢ 48h.

Nas temperaturas de 25° observou-se diferenca estatisticamente significativa entre WT e os
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ApksA, tanto em 24h quanto em 48h(P<0,0001), com atraso na germinacdo dos conidios
mutantes(Figura 12 A e C). J4 em 37 °C nao foi possivel observar diferengas importantes
entre os grupos avaliados no ponto de 24h, dado que nesta condigdo observa-se uma
lentificagdo do desenvolvimento de tubos germinativos em todos os grupos (Figura 12 B).

Contudo, apos 48h foi possivel observar diferenga estatistica significativa entre WT e os
mutantes ApksA(P<0,0001).
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Figura 12: Taxa de germinag¢fo. Para o ensaio de germinagdo, 1x10° conidios foram inoculados em 1mL de
caldo SAB em placa de 24 pogos e incubados a 25 ou 37°C e contados em microscopio invertido. (A)
Germinagdo de conidios a 25°C. (B) Germinagdo de conidios em 37°C. ( C). Fotos em contraste de fase de
conidios em germinagdo em 24 e 48h incubados a 25° C. Os experimentos foram realizados em triplicata,
repetido duas vezes.O teste qualitativo Qui-quadrado foi usado para comparar as variagdes entre os grupos teste

e o controle (WT). P <0,0001 esta indicado por “****”,

5.3- A 1,8-DHN-melanina é um fator protetivo frente aos estresses osmdtico,

oxidativo e de parede celular

5.3.1- Estresse osmotico

O estresse osmotico ¢ uma condicdo adversa que pode acarretar em desidratagdo
osmética e consecutivamente na morte celular por plasmolise (BREMER; KRAMER, 2019).
Para avaliar a sensibilidade do mutante ApksA nessas condi¢des, 5 pL. de uma suspensao de
conidios 1x10° conidios/mL foram inoculados em placas de SDA suplementada com
diferentes concentragdes de dois promotores de estresse osmotico: KCI e Sorbitol. As placas
foram incubadas por um total de 28 dias a 25 e 37°C. No ultimo dia de incubagio, o didmetro
das colonias foi medido. A analise de estresse osmotico com KCI demonstrou diferencas de
crescimento significativas entre os mutantes e a linhagem selvagem em todas as

concentracdes testadas, tanto em 25 quanto em 37°C. Tais resultados indicam que a

DHN-melanina atua como um fator protetivo frente ao estresse osmotico (Figura 13).
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Figura 13: A melanina protege a célula fiingica contra o estresse osmotico induzido por KCl. Foram
inoculados 5 puL. de uma suspenséo de conidios 1x10° conidios/mL em placas de SDA diferentes concentragdes
de KCI.O isolado CBS 271.37 foi usado como controle experimental. Graficos demonstrando a diferenca de
sensibilidade dos mutantes de pks4 em relacdo ao WT, a 25 (A) e 37° C (B). Crescimento em diferentes
concentragoes de KCI a 25° C(C). p< 0,05, p< 0,01, p < 0,001 e p < 0,0001 estdo indicados como *, **,

ok REEE respectivamente.

O estresse osmoético também foi testado por meio do gradiente de concentragdo de
Sorbitol. As placas foram suplementadas com Sorbitol a 0,25, 0,5 e 1 M e incubadas a 25 e
37°C. Por meio da aferi¢do do didmetro da coldnia, observou-se inibicdo do mutante em todas
as concentragdes e temperaturas testadas, a excecdo da concentracdo 1M a 37°C. Dentro
dessas analises, pode-se observar que as concentragdes utilizadas de Sorbitol possuem menor

eficiéncia de inibi¢do do crescimento(Figura 14)
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Figura 14: A melanina protege a célula fingica contra o estresse osmético induzido por Sorbitol. Foram
inoculados 5 uL de uma suspensdo de conidios 1x10° conidios/mL em placas de SDA diferentes concentragdes
de Sorbitol. O isolado CBS 271.37 foi usado como controle experimental. Graficos demonstrando a diferenca de

sensibilidade dos mutantes em relacdo ao WT, a 25 (A) e 37° C (B).Crescimento em diferentes concentragdes de
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Sorbitol em 25°C (C).Os valores p< 0,05, p< 0,01, p < 0,001 e p < 0,0001 estdo indicados como *, **,

Ak kAkE respectivamente.

5.3.2- Estresse oxidativo

A producdo de espécies reativas de oxigénio ¢ ocasionada pelo metabolismo do
oxigénio atmosférico. Esses agentes oxidantes podem ser bidticos ou sintéticos e sdo
secretados por células do sistema imunitario do hospedeiro causando alteracdes quimicas
prejudiciais em proteinas, lipideos, polissacarideos, DNA, RNA, impactando até mesmo na
producdo de metabolitos secundarios, gerando reacdes deletérias acarretando em morte
celular (BREITENBACH et al., 2015; HAJAR YAAKOUB et al., 2022). A menadiona
(2-methyl-1,4-naphthoquinone) pode ser usada como um gerador de O, " mediante a redugao
de quinona a semiquinona, gerando assim esta espécie reativa de oxigénio(ROS). Nos
sistemas biologicos, este processo de reducdo ¢ viabilizado pela coenzima NAD(P) na
presenga de enzimas redutases celulares(ZHOU et al., 2021). Sendo assim, para avaliar o
envolvimento da DHN-melanina na prote¢dao frente a agentes oxidativos, o crescimento da
colonia foi avaliado em placas de SDA apo6s a exposi¢dao a diferentes concentragdes de
Menadiona (Vitamina K) a 25°C. Comparado ao WT, o mutante Apks4 apresentou maior

suscetibilidade a Menadiona em 15 e 30 uM(p>000,1)(Figura 15).
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Figura 15: A melanina protege a célula fungica contra o estresse oxidative. Foram inoculados 5 pL de uma
suspensdo de conidios 1x10° conidios/mL em placas de SDA com diferentes concentragdes de Menadiona. O

isolado CBS 271.37 foi usado como controle experimental.(A) Graficos demonstrando a diferenga de
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sensibilidade dos mutantes em relacdo ao WT, a 25°C. (B) Crescimento em SDA com diferentes concentragdes

de Menadiona a 25°C. Os valores de p< 0,0001 estio indicados como ****,

5.3.3- Estresse de parede celular

O Calcofluor White (CFW) ¢ um composto estressor para a parede celular de fungos,
pois 0 mesmo apresenta uma estrutura quimica com dois grupos de acido-sulfonico que ao
entrarem em solucdes moderadamente dacidas (pH:~5,5) assumem carga negativa,
aumentando a afinidade as cadeias nascentes de quitina, inibindo assim as enzimas que fazem
a ligacdo da quitina a [1-1,3-Glucana e [1-1,6-Glucana, gerando como consequéncia deste
mecanismo uma estrutura de parede celular enfraquecida(RAM; KLIS, 2006). Para avaliar o
papel da DHN-melanina na prote¢do frente ao estresse de parede celular, o crescimento da
colonia foi avaliado em placas de SDA apds 28 dias de exposigdo a diferentes concentragdes
de CFW a 25 e 37°C. Comparado ao WT, os mutantes ApksA apresentaram uma sensibilidade
significativa (p< 0,0001) ao estressor em 25°C (Figura 16).

Z
g

25°C 37°C

** ns

Bl 2. ApksA
Bl 25. ApksA

Didmetro (cm)
~
1
Didmetro (cm)
~N
1

Controle 0,25 0,50 1,00 Controle 0,25 0,50 1,00
[ 1CFW [ 1 CFW

C) [ ] CFW (mg/mL) 0 0,50 1,0

D® B
-S89®
L1 1

Figura 16: A melanina protege a célula fiingica contra o estresse da parede celular. Foram inoculados 5

WT

25.0pksA

uL de uma suspensdo de conidios 1x10° conidios/mL em placas de SDA diferentes concentragdes de
Calcofluor White. O isolado CBS 271.37 foi usado como controle experimental. Graficos demonstrando a
diferenca de sensibilidade do mutante em relagdo ao WT, a 25 (A) e 37 °C (B). (C) Crescimento em diferentes

concentragoes de CFW em 25°C. nio significante, p< 0,01 e p<0,0001 esta indicado como ns, ** e ****,
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5.3.4- Tolerancia a UV

A radiagdo Ultravioleta(UV) solar ¢ uma importante fonte de estresse ambiental, pois
o mesmo pode alterar pardmetros de crescimento como germinacdo e, sobretudo, a
viabilidade celular(BRAGA et al., 2015;FERNANDES et al., 2015) Além disso, danos no
DNA podem ser ocasionados, levando a geragao de dimeros de pirimidina, como os dimeros
ciclobutano (CPDs) e os fotoprodutos (6-4) pirimidona (6-4PPs), sinalizando também a
producdo de intermediarios oxidativos, como 0
8-0x0-7,8-di-hidro2'-desoxiguanosina(8-oxodGuo). Para avaliar se a melanina atua de forma
protetiva frente a exposi¢ao a diferentes doses de UV-C (254nm) a viabilidade conidial foi
avaliada por meio da diferenca de UFCs do WT em comparagdo com os mutantes ApksA4, em
placas de SDA a 25°C. Pulsos de diferentes doses (0, 50, 100 e 200 J/cm?) de UV foram
irradiados sobre placas com conidios dos isolados 2. ApksA, 25. ApksA e WT. Os conidios do
mutante apresentaram menor viabilidade em comparagdao com o WT, sem exposicao a UV.
Embora tenha sido observado efeito significantemente dose-dependente (p<0,0001) ou seja,
quanto maior a dose, menor a viabilidade, ndo foram observadas diferencas significativas

entre 0 WT e o ApksA(Figura 17).
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Figura 17: Viabilidade de conidios irradiades com UV. Foram inoculados 50 pL de uma suspensdo de
conidios 1x10* conidios/mL em placas de SDA e espalhados com pérolas de vidro para contagem de UFC. Um
gradiente de pulsos de radiagdo foi realizado, de 50 até 200 J/cm?, para avaliar o impacto da dose sobre a

viabilidade dos conidios. O isolado CBS 271.37 foi usado como controle experimental (a) Graficos
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demonstrando a tolerancia dos mutantes em relagdo ao WT, apds incubagdo a 25°C. (C) Crescimento das UFC

apos exposicdo a diferentes doses de radiacao UV a 25°C. p< 0,0001 estd indicado como ***7*,

5.4- Os mutantes ApksA siao mais fagocitados e eliminados por células RAW 264.7

Os macrofagos sdo agentes do sistema imunologico presentes nos granulomas das
lesdes causadas pela CBM e podem participar, tanto da apresentagdo de antigenos quanto da
resposta imune inata contra F. pedrosoi (SOTTO et al., 2003). Durante a fagocitose, os
macrofagos ativados liberam ROS e espécies reativas de nitrogénio para conter o crescimento
dos patdgenos, desempenhando papel fungicida em outros fungos, como F. monophora ¢
Sporothrix schenkii(ZHONG et al., 2024; FERNANDES et al., 2000).

Para investigar a capacidade dos mutantes ApksA de sobreviverem no interior de
células de linhagem RAW 264.7 os mutantes 2.ApksA, 25. ApksA e o WT foram utilizados
para avaliar o numero de conidios internalizadas e atividade fungicida(AF) dos macrofagos
frente a estes isolados. Apos a contagem, observou-se que os conidios ApksA geraram um
numero significativamente menor de colonias em comparacdo com o WT(p < 0,001)((Figura
18-A,I). J& para avaliar a atividade fungicida (AF), os macrofagos foram estimulados com
LPS e/ou INF-y por 24h. Apos a contagem, observou-se significativa diferenca na AF entre o

WT e o mutante 25. ApksA estimulados ou ndo com LPS (p>0,0001). (Figura 18 A, II e III).
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Figura 18: A melanina é um importante fator protetivo frente a atividade microbicida de macréfagos de
linhagem RAW 264.7. Os macrofagos de linhagem RAW 264.7 foram infectados com conidios dos isolados
2.ApksA, 25. ApksA ¢ o WT com um MOI de 3:1. Para analise do nlimero de conidios internalizados as células

ndo sofreram nenhum estimulo. J4 para a afericdo da AF elas foram estimuladas classicamente com LPS (500
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ng/mL) e IFN-y(50 ng/mL). Para IF o periodo de incubagdo foi de 2h e para AF foram incubadas por 24 horas.
Ambas foram incubadas em estufa de 37°C, em atmosfera de 5% CO,. (I) UFC das placas de 2h ndo estimuladas
para célculo do numero de conidios vidveis internalizados em UFC/mL. (I) UFC das placas de 24 h para
calculo do AF.(IIT) Percentual de Atividade Fungicida em trés condi¢des experimentais distintas. Foi utilizado o
isolado CBS 271.37 como controle positivo ¢ apenas o macréfago no controle negativo. Para as analises
estatisticas, foi aplicado o teste de ANOVA Two-ways com corre¢do de Tukey para multiplas comparagdes.Os

valores p< 0,01, p<0,001 e p <0,0001 estdo indicados como **, *** **** ' regpectivamente.

5.5- Mutantes APksSA sio menos virulentos em modelo larval G. mellonella

Para investigar a viruléncia in vivo dos mutantes 2.ApksA, 25. ApksA, foi efetuado um
ensaio de infec¢ao em modelo larval de G. mellonella. A curva de sobrevivéncia teve duragao
de 20 dias, e as lagartas infectadas foram incubadas a 37°C e observadas diariamente. Ambos
os mutantes 2.ApksA, 25. ApksA apresentaram menor capacidade de gerar morte nas larvas G.
mellonella em comparacao com o WT. Enquanto a infec¢ao com a linhagem selvagem gerou
a morte de 10 das 15 lagartas ao final do periodo de 20 dias de experimento, apenas 2 lagartas
morreram apds infeccdo com os mutantes 2.ApksA e nenhuma morreu ap6s infecgdo com o
mutante 25. ApksA e o controle de PBS estéril (Figura 19, I). Esses resultados indicam que a
melanina ¢ um importante atributo de viruléncia em F. pedrosoi sendo muito importante para
a sua patogenicidade e gravidade da infec¢do. A aparente producdo de melanina pelas
lagartas também foi observada com nitida diferenca entre aquelas infectadas com os mutantes
ApksA comparado com o grupo infectado pela linhagem selvagem (Figura 19, II). Em
situagdes de infecgdo, as larvas de G. mellonella produzem melanina para gerar a producao
de intermediarios toxicos e oxidativos fazendo com que haja diminuicdo da proliferacao

microbiana (SMITH et al., 2022).
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Figura 19: Ensaio de sobrevivéncia com Galleria mellonella. Para a realizagao do ensaio de sobrevivéncia,
5x10° conidios foram inoculados na ultima proleg esquerda de 15 larvas de cada um dos quatro grupos. (a)
grupo infectado com o isolado CBS 271.37 do tipo selvagem, (b) grupo infectado com o isolado ApksA(2), ( c)
grupo controle da técnica, infectado com um segundo mutante, oriundo de outra transformagao, ApksA4(25) e (d)
grupo controle da infeccdo, injetados com PBS. As imagens 1, 2, 3 e 4 demonstram o grau de melanizacgdo das
larvas de cada grupo 20 dias apos a infec¢do, demonstrando que os isolados ApksA possuem menor capacidade

de ativagdo da melanizagdo pois sdo hipovirulentos.

6. Discussio

Fonsecaea pedrosoi ¢ um fungo filamentoso demacio causador da CBM
(QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Dentre os diversos estudos que objetivam elucidar seus
atributos de viruléncia, nota-se que a melanina tém sido um importante alvo de analise
(ALVIANO, et al., 1991; CUNHA et al., 2010). Sabe-se que a melanina produzida por F.
pedrosoi ¢ a DHN-melanina, que é o produto final da via biossintética da enzima PksA
(CUNHA, et al., 2010; LI et al., 2022; XIAO et al., 2021). A melanina, enquanto atributo de
viruléncia de fungo, desempenha diversas funcdes, como: reducdo da taxa de crescimento,
esporulagdo, e aumento da susceptibilidade ao estresse oxidativo, a condi¢des extremas de
pH, resisténcia a antifungicos, facilita a evasdo da resposta imune mediante a prote¢do contra
enzimas hidroliticas, neutralizacio de ROS e nitrogénio e inibicdo da fagocitose
(NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003; CUNHA et al., 2005; XIAO et al., 2021)

O gene que codifica a proteina PksA de F. pedrosoi foi encontrado a partir de analises
in silico, codificando a proteina hipotética Z517 06418 com ~99% de identidade (%ID) com
PksA (sequéncia A4YO21 03016) de F. monophora(Ll et al., 2022). Apo6s a confirmacao
molecular o fenotipo do mutante ApksA de F. pedrosoi foi avaliado em diferentes aspectos.
Primeiramente, observou-se que todos os pardmetros de crescimento e morfogénese, tais
como: velocidade de crescimento, viabilidade e germinagdo, foram alterados negativamente
para o mutante ApksA, assim como observado em estudos similares realizados com F
monophora (Li et al., 2022; XIAO et al., 2021). Resultados semelhantes, também foram
observados em Aspergillus fumigatus, em que, tanto a auséncia de pigmentagao caracteristica
da deposicao de melanina na superficie dos conidios, quanto alteragdes morfologicas também
foram observadas em mutantes Aal/bI(TSAI et al., 1998). De igual forma, pesquisadores
observaram que a delecao do gene Cgpksll que codifica a Chateoglobosina A (ChA), uma
proteina PKS-1 sintetizada por Chaetomium globosum, também acarretou na lentificacdo da
curva de crescimento, bem como na esporulacao (XIANG et al., 2021). Diferentemente, em

Cryomyces antarcticus ¢ Colletotrichum higginsianum a delecao dos genes ortologos de pksA
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ndo resultaram na diminuicdo do tamanho das colonias, mas gerou uma coloracdo rosa
ocasionada pela producdo de carotenoides em C. antarcticus (CATANZARO et al.,
2024;DUAN et al., 2023).

Somado ao fendtipo de crescimento, germinacdo € esporulacdo reduzidos,
observou-se também que a delegao do gene pks4 em F. pedrosoi gerou uma menor tolerancia
ao estresse osmotico (KCI e Sorbitol), oxidativo (Menadiona) e de Parede celular (CFW)
diferentemente do que foi observado em Beauveria bassiana, onde a dele¢dao do gene BbpksP
ndo resultou na redugdo significativa de crescimento na presenca dessas fontes de estresse
analisados (WANG et al., 2019). Entretanto, em um projeto similar, desenvolvido por Cunha
e colegas (2010), os autores analisaram o papel protetivo da melanina frente ao estresse
oxidativo em F. pedrosoi. Foram utilizados isolados clinicos da linhagem SVLP identificadas
no municipio de Belo Horizonte/Minas Gerais por Luiz e colaboradores(1973). As culturas
do fungo foram tratadas com o triciclazol (TC), que inibe a via biossintética da
1,8-DHN-melanina. Neste estudo observou-se que os conidios de F. pedrosoi tratados com
TC eram mais sensiveis a exposicao aos agentes causadores de estresse oxidativo, como H,0,
e SNAP. Em F. monophora observou-se que a melanina também exerce papel protetivo
contra a acdo oxidante do H,0O, (XIAO et al., 2021). Similarmente, estudos realizados em F.
monophora notou-se que os mutantes submetidos ao estresse oxidativo causado pela
exposicao a menadiona acarretou em diminuigdo significativa no crescimento em comparagao
ao WT (SUN et al., 2011). Em mutantes da via de pksA de Sporothrix brasiliensis foi
observada a reducdo da viabilidade celular frente ao estresse oxidativo, mediante ensaio de
bioluminescéncia (REMI HATINGUALIS et al., 2023). Nos estudos de Cunha e colegas(2010)
salientou-se que a melanina atua na protecdo contra o estresse oxidativo mediante um
fendmeno chamado tamponamento oxidativo, onde a melanina atua diretamente na captura de
elétrons desemparelhados dos radicais livres, como o NO'.

A exposi¢do a UV também ¢ um importante agente estressor, pois 0 mesmo pode
impactar na viabilidade celular mediante danos causados ao DNA. A natureza dos danos ao
DNA induzidos pela radiagdo UV varia conforme o comprimento de onda da radiacdo
incidente. A radiacdo UV causa danos diretos por absor¢ao de fotons pelo DNA, levando
principalmente a formag¢ao de dimeros de pirimidina, como os dimeros ciclobutano (CPDs) e
os fotoprodutos (6-4) pirimidona (6-4PPs). Embora também induz a ativacdo de vias de
oxida¢do, como a 8-0x0-7,8-di-hidro2’-desoxiguanosina(8-oxodGuo), sua ocorréncia é bem
menos frequente(BRAGA et al., 2015). No presente estudo, também foi observado que os

mutantes albinos de F. pedrosoi ndo apresentam diferenga quanto a tolerdncia a UV em
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relacdo ao CBS 271.37 do tipo selvagem, diferentemente do que foram observados em
estudos realizados com F. monophora e B. bassiana (LI et al., 2022; WANG et al., 2019). Tal
diferenga dos resultados pode ser explicada a partir da diferengca metodologica utilizada no
estudo com F. pedrosoi, onde se empregou a contagem de Unidades Formadoras de
Colonias(UFC) para a avaliagdo da viabilidade dos conidios expostos a pulsos de 50, 100 e
200 J/em? de UV-C(254nm), sem analise do impacto do tempo de exposicdo ao contrario de
como fizeram nos estudos com B. bassiana e F. monophora. A andlise do crescimento radial,
metodologia empregada nos estudos de Li(2022) e Wang(2019) ndo avalia diretamente a
viabilidade conidial, mas a velocidade de crescimento dentro de um determinado niimero de
dias e esses resultados ndo sdo suficientes para demonstrar o impacto da exposi¢cdo a UV-C
sobre a viabilidade dos conidios, que normalmente ¢ validada por meio de ensaios
metabolicos (como XXT e Resazurina), UFC, live/dead quantitative PCR, andlises de
microscopia de fluorescéncia ou métodos similares que buscam estimar o namero
aproximado de células vidveis em suspensado(BROWN et al., 2022).

Os macrofagos sdo células do sistema imunoldgico presentes nos granulomas das
lesdes causadas pela CBM e podem participar, tanto da apresentagdo de antigenos quanto da
resposta imune inata contra F. pedrosoi (SOTTO et al., 2003). Durante a fagocitose, os
macrofagos ativados liberam ROS e NO para conter o crescimento dos patdgenos,
desempenhando papel fungicida em outros fungos, como F. monophora e Sporothrix schenkii
(ZHONG et al., 2024; FERNANDES et al., 2000). No presente estudo, as analises de
fagocitose in vitro com macrofagos de linhagem RAW 264.7 revelaram que a melanina foi
capaz de diminuir a atividade fungicida, na presenga de estimulos com LPS e/ou INF-y por
24h em F. pedrosoi (Figura 15, A, III). Esses achados sdo similares aos observados por
Cunha e colaboradores (2010) ao qual concluiram que a DHN-melanina presente na parede
celular de F pedrosoi exerce uma acao de tamponacdo oxidativa por meio da captura do
elétron desemparelhado de ROS e NO, protegendo o fungo contra os danos oxidativos.

O ensaio de sobrevivéncia dos mutantes pks4 de F. pedrosoi em G.mellonella
demonstrou que a supressao da via biossintética da DHN-melanina acarreta em uma reducao
significativa da viruléncia de F. pedrosoi in vivo. Achados semelhantes foram observados em
F. monophora ¢ B. bassiana, onde os mutantes sem melanina apresentaram menor
patogenicidade nos modelos in vivo G. mellonella (XIAO et al., 2021; LIU et al., 2019). Em
estudos realizados com C. higginsianum — um fitopatégeno causador da doenga antracnose
em cultivares de couve-flor chinesa— a delecao dos gene ChPks and ChThrl, que codificam

duas enzimas relacionadas com a via de biossintese da DHN-melanina, foi possivel observar
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uma reducdo significativa da patogenicidade em ensaio realizado no modelo de planta in vivo
Arabidopsis, sendo os mutantes AChPks menos virulentos em comparagdo ao mutante
AChThrl e WT (DUAN et al., 2023).

A melanizagdo das larvas de G. mellonella infectadas com os mutantes pks4 de F.
pedrosoi e a linhagem selvagem apresentou-se alterada, sendo mais evidente no grupo
infectado com a linhagem WT (CBS 271.37). A melanizagdo ¢ uma resposta imunologica
crucial em G. mellonella, (SMITH et al., 2022). Durante a infec¢do, os hemocitos de G.
mellonella — analogos funcionais aos neutréfilos de mamiferos — se agregam em torno dos
patogenos, formando nodulos nos quais ocorre intensa melanizagdo. Esta resposta nao apenas
isola o agente infeccioso, mas também induz sua destrui¢do por meio de barreiras fisicas e
acdo quimica toxica (TULAY TURGUT GENC et al., 2024). Apds este processo, conhecido
como “nodulacdo”, ocorre a liberacdo de enzimas associadas ao sistema imunoldgico em
lepidopteras. Dentre estas enzimas, a prostaglandina exerce a fungao de lisar os hemocitos da
classe dos oenocitoides, que por sua vez, liberam a enzima fenoloxidase (FEO). E, por fim, as
enzimas FEO catalisam a conversdo de catecolaminas de DOPA-melanina na hemolinfa.
Durante o processo de melanizagdo ocorre a produgdo de ROS e intermedidrios citotoxicos
que podem auxiliar a conter ou eliminar a infec¢ao (KIM, et al., 2018).

Por fim, a DHN-melanina desempenha diversas fun¢des em outros fungos
filamentosos, podendo estar relacionada ao processo de adesdo celular, a conidiogénese e
também a resisténcia a antifungicos (XIN; WU; ZHANG, 2025; XIAO et al., 2021; Li et al.,
2022).

7. Conclusdes e Perspectivas

A DHN-melanina é um importante atributo de viruléncia em F  pedrosoi,
corroborando tanto na patogenicidade quanto na sobrevivéncia do mesmo sob estresse
ambiental. Os achados deste trabalho sugerem que a DHN-melanina estd associada ao
crescimento, germinagdo e viabilidade pois todos esses parametros foram alterados
negativamente no mutante ApksA4. Para além disto foi observado que a melanina confere
protecao significativa frente ao estresse osmotico induzido por KCl e sorbitol, bem como ao
estresse oxidativo causado pela Menadiona. No tocante a fagocitose por macrofagos RAW
264.7, foi observado que os mutantes apresentaram maior percentual de atividade fungicida,
demonstrando um possivel papel no tamponamento oxidativo da DHN-melanina conforme
salientado por Cunha e colegas(2010). Neste sentido, tal achado foi corroborado pela

analises in vivo no qual se pode notar que as larvas de G.mellonella foram incapazes de
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sobreviver quando infectadas com F. pedrosoi WT mas o mesmo ndo foi observado entre as
larvas infectadas com os mutantes ApksA. O aspecto externo da epiderme das larvas também
demonstrou que a DHN-melanina do fungo desencadeia um processo de defesa imunoldgica
no qual a G. mellonella comeca a produzir DOPA-melanina, gerando ROS e outros
intermediarios citotoxicos € a0 mesmo tempo protege o fungo destes radicais.

O estudo em questdo ainda ndo possui testes comparativos com isolados
reconstituidos ApksA+pksA para a prova de conceito da técnica de biobalistica, fazendo-se
necessario esta obtencdo, visando o aprimoramento da confiabilidade das diferengas
observadas do mutante ApksA em relacdo ao WT. A taxa de conidiacdo ¢ uma das principais
facetas do crescimento fliingico, sendo um resultado de elevada importancia para a elucidacao
da velocidade reduzida do crescimento dos mutantes ApksA. Ademais, outros ensaios
associados a morfogénese e crescimento sob estresse UV serdo importantes para clarificar
aspectos como velocidade de crescimento (diametro da colonia), germinacao e viabilidade
dos conidios no meio ambiente, onde sdo expostos a UV solar. No tocante aos ensaios de
estresse oxidativo, ¢ necessario uma melhor padronizagdo da metodologia utilizada com F.
pedrosoi tratado com TC por Cunha e Colegas(2010) para avaliar a resisténcia ao estresse
oxidativo ocasionado por H,0O, nos mutantes ApksA, para se gerar resultados mais
redundantes e comprobatdrios a respeito da protecdo antioxidante da DHN-melanina em F
.pedrosoi. Além disto, faz-se necessario a padronizacdo de novas metodologias mais acuradas
e especificas para a andlise da viabilidade conidial, uma vez que o prejuizo metabolico
ocasionado pela inibi¢do da via da PksA pode acarretar numa contagem subestimada das
colonias em placas de UFCs. Outras metodologias, como ensaio de viabilidade XTT e outras
formas de avaliagdo de células vivas e mortas se fazem necessdrias para a valida¢do dos
resultados observados na caracterizagdo do fenoétipo dos mutantes nos ensaios com agentes

estressores, fagocitose e na curva de sobrevivéncia com G. mellonella .
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Exophiala_dermatitidis

ASSVVSAL-KASTT-KVTLEDHSTWST-------- VPPQGTRHSKREADIAIVGFSGRFP 379

Fonsecaea pedrosoi
— 438

Beauveria_bassiana
EAT-SNDEFWNLLRSGRDVHRNIPEDRFNWETYHDPTGKKRNTNKVQHGCFINHPGLFDS 446
Aspergillus_fumigatus
GGANDPELFWELLEQGRDTLTTVPPDRFDLNTHYDPTGKTENATQTPFGNFIDRPGYFDA 462
Sporothrix_brasiliensis
DAA-SHEKLWELLAKGLDVHRVVPADRFPAATHVDPTGKAINTSHTPY GCWIENPGFFDP 457
Fonsecaea monophora
DAA-DSEHFWELLEKGLDVHRPVPPDRFPVESHTDPTSKKKNTSHTPFGNFIEKPGLFDA 438
Alternaria_alternata
GAA-NPDALWDLLEKGLDVHREVPSDRFDAQAHCDPTGKGKNKSHTPFGCFIDEPGLFDP
442
Colletotrichum_higginsianum
DAA-SHEKLWELLSKGLDVHRVVPADRFPVATHYDITGKAVNTSHSQYGCWIENPGYFDP 453
Verticillium_dahliae
DAA-SHEKLWELLSQGLDVHRVVPADRFNIDTHYDITGKAINTSHTQYGCWIENPGLFDP 452
Exophiala_dermatitidis
DAA-DNELFWQLLERGLDVHRPVPPDRFPVESHTDPSGKKKNTSHTPFGNFIEKPGLFDA 438

Fonsecaea ﬁedrosoi

498



Beauveria_bassiana

QFFNMSPREANSTDPAQRLAITATYEAMEMAGMVPNRTPSTQQDRIGVFFGITSDDWREV 506

Aspergillus_fumigatus

GFFNMSPREAEQTDPMHRLALVTAYEAMEMAGMVPGRTPSTRPNRIGTFYGQASDDWREL
522

Sporothrix_brasiliensis

RFFNMSPREALQTDPMQRMAIATAFEALEMSGY VPNRTPSTRLDRIGTFYGQTSDDWREI 517

Fonsecaea monophora

RFFNMSPREAAQTDPMQRLMLATGYEAMEMAGIVPGRTPSTKHDRIGTFYGQTSDDWREV
498

Alternaria_alternata

RFFNMSPREAAQTDPMGRLALTTAYEALEMSGY VPNRTPSTKLERIGTFYGQTSDDWREI 502

Colletotrichum_higginsianum

RFFNMSPREAFQTDPMQRMALTTAYEALEMCGY VPNRTPSTRLDRIGTFYGQTSDDWREI
513

Verticillium_dahliae

RFFNMSPREAYQTDPMQRMALTTAYEALEMSGY VPNRTASTRLDRIGTFYGQTSDDWREI
512

Exophiala_dermatitidis

RFFNMSPREAAQTDPMQRLMLTTGYEAMEMAGIVPGRTPSTKHDRIGTFYGQTSDDWREV
498

Fonsecaea pedrosoi
— 558

Beauveria_bassiana
NSSQDVDTYFIPGGVRAFLPGRISYFFRFSGPSLSIDTACSSSFAAIQSACGYLLRGECD 566
Aspergillus_fumigatus
NASQNISTYAVPGGERAFANGRINYFFKFSGPSYNIDTACSSGLAAVQAACSALWAGEAD 582
Sporothrix_brasiliensis
NAAQEVDTYFITGGVRAFGPGRINYHFGFSGPSLNIDTACSSSAAAMNVACTALWSRDCD 577
Fonsecaea monophora
NAAQDIDTYFISGGVRAFGPGRINYFFKFSGPSFSVDTACSSSFAAMNVAITSLRANECD 558
Alternaria_alternata
NAAENIDTYFITGGVRAFAPGRINYYFKFSGPSYSIDTACSSSLAAIQLACTSLWAGDCD 562
Colletotrichum_higginsianum
NAAQEVDTYYITGGVRAFGPGRINYHFGFSGPSLNIDTACSSSAAALNVACNSLWVKDCD573
Verticillium_dahliae
NAAQEVDTYFITGGVRAFGPGRINYHFGFSGPSLNIDTACSSSAAALQIACTSLWAKDCD 572
Exophiala_dermatitidis
NAAQDIDTYFISGGVRAFGPGRINYFFKFSGPSFSVDTACSSSFAAMNVAITSLRANECD 558

Heoeon dekooosksk skeokok keokok kosk skoekokoksk Jokokokokoksk skek.. k0 kL o3k

Fonsecaea pedrosoi
— 618

Beauveria_bassiana
TAIAGGTNVLTNPDIFTGLDRGHFLAKTGNCNTFDDEASGYCRAEGVGAVILKRLEDALE 626
Aspergillus_fumigatus
TVIAGGLNVITDPDNYAGLGNGHFLSKTGQCKVWDKDADGYCRADGIGSVVIKRLEDAEA
642
Sporothrix_brasiliensis
TAIVGGLSCMTNSDIFAGLSRGQFLSKKGPCATFDDGADGYCRGDGCASVIVKRLEDAEA 637
Fonsecaea monophora
TAFTGGANVLTNSDIFSGLSRGHFLSKTGSCKTWDNDADGYCRGDGVCTIILKRLTDAVA 618
Alternaria_alternata
TACAGGLNVLTNPDIFSGLSKGQFLSKTGSCKTYDNDADGYCRGDGCGSVVLKRYEDAIA
622
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Colletotrichum_higginsianum
TAIVGGLSCMTNPDIFAGLSRGQFLSKTGPCATFDNGADGYCRADGCASVIVKRLDDAIA 633
Verticillium_dahliae
TAVVGGLSCMTNPDIFSGLSRGQFLSKTGPCATFDNGADGYCRADGCASVIVKRLDDAIA 632
Exophiala_dermatitidis
TVFTGGANVLTNSDIFSGLSRGHFLSKTGSCKTWDNDADGYCRGDGVCTVIMKRLDDALA

618
Fonsecaea ﬁedrosoi
678

Beauveria_bassiana
DNDPIFGVIAGSNTNHCGQTDSITRPHEGDQAAVFNRVLRYQGVDPNEISY VEMHGTGTQ 686
Aspergillus_fumigatus
DNDNILAVILGARTNHSAEAVSITHPHAGAQKANYRQVLHQAGVNPLDVSYVELHGTGTQ
702
Sporothrix_brasiliensis
DGDNILAVILGTATNHSADAISITHPHGPTQSILSSAILDEAGVDPLDVDYVEMHGTGTQ 697
Fonsecaea _monophora
DRDPILGVIRGIGTNHSAEAVSITHPCAENQVYLFDKVLKECNVPCNDVNYVEMHGTGTQ
678
Alternaria_alternata
DKDNILGCILGAATNHSAEAVSITHPHAGAQEYLYNKVLSNAGVDAHDISYVEMHGTGTQ
682
Colletotrichum_higginsianum
DKDNVLAVILGTATNHSADAISITHPHGPTQSILSRHILDEAGVDPLDVDYVEMHGTGTQ 693
Verticillium_dahliae
DKDNVLAVILGTATNHSADAISITHPHGPTQSILSSAILDEAGVDPLDVDYVEMHGTGTQ 692
Exophiala_dermatitidis
DRDPVLGVIRGIGTNHSAEAVSITHPCAENQAFLFDKVLKECNVHCNDVNY VEMHGTGTQ
678

Fonsecaea pedrosoi
AGDGIEMESVSTVFAPRQNRRRPDQPLYVGAVKSNIGHGEAVSGVSALIKVILMLQKSKI 3

Beauveria_bassiana

AGDATEMRSVLSVFLPDQR-RSANQPLYLGSAKANVGHSESASGVVSLIKALLMMKNNEI745

Aspergillus_fumigatus

AGDAVESESVSDVFAPSTPRRRPDQRLYLGAVKSNIGHGEAAAGITSLLKALLVFQKNMI 762

Sporothrix_brasiliensis

AGDGTEMLSVTNVFAPAHRKRPADRPLYLGAVKANVGHGEAASGVTALVKVLLMLQKNQI
757

Fonsecaea monophora

AGDGIEMESVSTVFAPRQNRRRPDQPLY VGAVKSNIGHGEAVSGVSALIKVILMLQKSKI 738

Alternaria_alternata

AGDGIEMTSVTNAFAPRHRQRRPEQTLHLGAIKANIGHGEAASGINSLVKVLMMMKKNAI
742

Colletotrichum_higginsianum

AGDGTEMVSVTNVFAPADRKRPADRPLYLGAVKSNVGHGEAASGVTALTKVLMMMOQKNALI
753

Verticillium_dahliae

AGDGTEMVSVTDVFAPANRKRPADRPLYLGAVKSNIGHGEAASGVTALCKVLMMMQKNAI
752

Exophiala_dermatitidis

AGDGIEMESVSSVFAPRQPRRRPDQPLY VGAVKSNIGHGEAVSGVSALIKVLLMLQKNKI 738

skksk kosksk ok sk koee keoskl skoskoskk skl okl ok sk ...l *
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Fonsecaea pedrosoi
PPHTGIKKQINKNFAPDLKERGVNIAFK TTPFPRP-AGGKRTVFINNFSAAGGNTALLL =0

Beauveria_bassiana
PPHCGIKTRINRNYPTDLAQRNVRIAFEPTPWRRESSAGGTRRMFLNNFSAAGGNTAILL 805
Aspergillus_fumigatus
PKHIGIKTEINPIIPKDLERRHVGLAMENTPWPRP--AGKKRLAVVNSFGAHGGNTTVLL 820
Sporothrix_brasiliensis
PPHVGIKQEINKGFPKDLSERNVNIAFHMTPFRRT--DGKPRRVFINNFSAAGGNTGLLL 815
Fonsecaea monophora
PPHTGIKKQINKNFAPDLKERGVNIAFKTTPFPRP--AGGKRTVFINNFSAAGGNTALLL 796
Alternaria_alternata
PANVGIKGVMNKSFPKDLGQRNVHISTTQVPWPRN--GAEKRKIFLNNFSAAGGNTAVIL 800
Colletotrichum_higginsianum
PPHVGIKKEINKTFPKDLSERNVNIAFHLTPFKRR--DGKPRRIFVNNFSAAGGNTGLLL 811
Verticillium_dahliae
PPHVGIKKDINKTFPKDLAERNVNIAFHMTPLKRH--DGKPRRIFINNFSAAGGNTGLLL 810
Exophiala_dermatitidis
PPHTGIKKQINKNFAPDLKERNVNIAFQTTPFPRP--PGGKRTVFINNFSAAGGNTAMLL 796

Fonsecaea pedrosoi
QDGPEVPAEPT.-- SDPRSTQVVTVSAKSLAAFKKTVAKY EEYLNKNPNVGLADLAYTTT <7

Beauveria_bassiana
EDAPSLPEPVHSTGQGERGTYLVTVSAKSAKSLVVNLERLVSFLEENPSCSLPALSYTTT 865
Aspergillus_fumigatus
EDAPERVKVST---QDDRTTHPVVISAKSKKSLQANIEKLLSWLDQNPDANLGDLSYTLC 877
Sporothrix_brasiliensis
EDAPRR-PPAT---ADPRSMHVITVTGKSKSAMIHNAERLVAWIDAHPDTPVADVAYTTT 871
Fonsecaea monophora
QDGPEVPAEPT---SDPRSTQVVTVSAKSLAAFKKTVAKYEEYLNKNPNVGLADLAYTTT 853
Alternaria_alternata
EDGPLPEAPKG---VDPRTMHMVTVSARSISSLKKNINNLMQFIDETPGVTLPSLAYTTT 857
Colletotrichum_higginsianum
EDAPHL-KASE---ADPRSHQVITVTGKSKAAMIRNAERLVGWMEQNPQTPLAHLAYTTT 867
Verticillium_dahliae
EDGPSQ-TPTQ---ADPRSVQVITITAKSKTAMIKNAEQLVTWMEKNPETPLADVAYTTT 866
Exophiala_dermatitidis
QDGPEVPTEPS---SDPRSTHVVTLSAKSLAAFKRTLAKYEAYLNAHPNVGLPDLAYTVT 853

3k ok ES PEETERS NN k. .uokk

Fonsecaea pedrosoi
— 906

Beauveria_bassiana
ARRIHHRYRVACSGDSIAAVLEKLKSQAQSQSQSHTRTPRLGASKTPKVVFVFTGQGSLY 925
Aspergillus_fumigatus
ARRMHHSMRFGAAASGIAALQKTLRSWLDNPKA--SAELRAIPNDTPSVVLTFTGQGAYY 935
Sporothrix_brasiliensis
ARRIQHYWRMNVTAADLPEAKQALQARLQG---SFV----PVLPEPPKVAFMFTGQGSHY 924
Fonsecaea monophora
ARRAHYNYRAAFPVQSIAQLQAALKATQDQ---THN----PIPLASPQIAMAFTGQGSQY 906
Alternaria_alternata
ARRIQHNYRVAFCVSDINKVKDGLQAQIKD---TYS----PLPMVPAKTAFTFTGQGSQY 910
Colletotrichum_higginsianum
ARRIQHYWRMNVAASDLPEAQRLIKDRLKE---NFT----PISTQQPKVAFMFTGQGSHY 920
Verticillium_dahliae
ARRMQHYWRLNVAASTLSEAMSAIKERLTQ---NFV----PISTEQPKVAFLFTGQGSHY 919
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Exophiala_dermatitidis
ARRAHYSYRAAFPVQSISQLQASLRAIQDQ———THN————PIPLASPQIAMAFTGQGSQY 906

*** * ***** *

Fonsecaea pedrosoi
TGMGOKLFETSKQFRGDIEEFNEIALRQGLPSIMPLIDGST-EVQHLPPTVVQLGMCCIQ 03

Beauveria_bassiana
TSLGRELYETVSSFREDIAQFDNIAQQHGFPPFLSLIDGSVASLEGVDTCTSHLALVCLQ 985
Aspergillus_fumigatus
SGMGRELLAEFSYFRTEVFQLDQIAQRLGFPSVVPVIDGSI-DDGPASPVLTQLSVTVLE 994
Sporothrix_brasiliensis
AGLGQELYAHAAVFRDSIDEFDQIAKIHGFPSFLPLIDGSASDVTTLSPVVVQLGLACFE 984
Fonsecaea monophora
TGMGQKLFETSKQFRGDIEEFNEIALRQGLPSIMPLIDGST-EVQHLPPTVVQLGMCCIQ 965
Alternaria_alternata
TGLGQKLYEDLETFRIDIDQLDKLARLHDLPSILPILTGA--DVATLSPVVVQLGMACIQ 968
Colletotrichum_higginsianum
AGLGKDLYAHYRVFRDSIDEFNQLAQIHGFPSFLPLIDGSEPDVTKLSPVVVQLGLCCFE 980
Verticillium_dahliae
AGLGKDLYAHYSVFRDSINEFNHIAEVHGFPSFVPLIDGSEPDVSKLSPVVVQLGLCCFE 979
Exophiala_dermatitidis
TGMGQKLFETSKQFRQDIEEFNEIALRQGLPSIMPLIDGSV—EVQHLPPTVVQLGMCCIQ 965

Fonsecaea ﬁedrosoi

1025

Beauveria_bassiana

MALSRLWNAWNIQPSMVIGHSLGEYAALFAAGVLSASDAILLVGTRATLLARHCSPGTHG 1045

Aspergillus_fumigatus

IALARFWSHLGIRISAVIGHSLGEYAAFAVAGVISATEALYLVGRRAQLTEERCTQGSHS 1054

Sporothrix_brasiliensis

MALARLWISWGIQPAAVLGHSLGEYAALNVAGVLSASDTIYLVGARARLLVEKCTAGTHT 1044

Fonsecaea monophora

MALTRLWATWGVTPSVVIGHSLGEYAALQAAGVLSVADTIYLVGKRAQLLEQKCTAGTHA
1025

Alternaria_alternata

VALARMWASWGVKPVAVIGHSLGEYAALHVAGVISASDMVLLVGRRAQILEQECTANTHG
1028

Colletotrichum_higginsianum

MALARLWASWGIRPSAVMGHSLGEYAALNAAGVLSASDTIYLVGARAQLLVQKCTAGTHA
1040

Verticillium_dahliae

MALARLWAAWGIRPAVVLGHSLGEYAALNVAGVLSASDTIYLVGSRAQLLVDRCTAGTHA
1039

Exophiala_dermatitidis

MALTHLWSTWGIQPSVVIGHSLGEYAALQAAGVLSIADTIYLVGKRAQLLEQKCTAGTHA
1025

Fonsecaea pedrosoi
— 1080

Beauveria_bassiana

MMAIKAPVDSILPLLHES------ SCEITCINQPSGVVVGGKKQNIDELATKVQG-LGYP 1098
Aspergillus_fumigatus
MLSVRASEDDIEELIAGSPDTAELAYEVCCRNTPQDTVIGGTQESIDSIRQALEK-NTIK 1113
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Sporothrix_brasiliensis
MLAVQGSLSTVMDALGEAR---AAAVNVACINGPRETVLSGDAAEMAECAQHLGATGGFK
1101
Fonsecaea monophora
MLAVRSPVAGLQDVVANS----QGKIEIACINGVSDTVLSGTMGDIDAVAQKLAD-AGQK 1080
Alternaria_alternata
MLAVKGSVDAITAALGDK------ MTEIACINGPEETVLCGTVEVVESTNADLAS-KGFK 1081
Colletotrichum_higginsianum
MLAVTGPVEAIMEXLGAQ----AEAVNVACINGPRETVLSGAAAKISDISSHLGT-AGFK 1095
Verticillium_dahliae
MLAVQGPVGTVNEALGSE----FASVNIACINGPRETVLSGEADHMMKIATQLGA-SGFK 1094
Exophiala_dermatitidis
MLAVRSPVGGLQDVVANS----HGKIEIACINGVSDTVLSGTMGDIDTVAQKLAD-AGQK 1080
E . .

.. 3k 3k k. % . .

Fonsecaea pedrosoi
— 1135

Beauveria_bassiana

TVPLDIPFSFHTSQVDPILADFEKAAQNVHYSTPKIPILSPLLGHVIKDG-----QPFDG 1153
Aspergillus_fumigatus
CTQLDVPFAFHTAQMDPILDSLETLATPITFKAPSIPVLSPLLGSVVFDR-----KSIHA 1168

Sporothrix_brasiliensis
CTQLKVPFAFHSAQVDPILDEFETLARAVAFQRPTVPIVSPLLGRLIAAGDRDGVAPVDA 1161
Fonsecaea monophora

CTKLKLPFAFHSSQVDPILADFEKLASSVKYHAPRVPVISPLLSDIVNVG-----GVFDA 1135
Alternaria_alternata
ATKLNVPFAFHSAQVEPILEKFKAAAASVTFNAPVVPVMSPLTGEIIREA-----GIIGP 1136
Colletotrichum_higginsianum
CTQLKVPFAFHSAQVDPILDDFETLARSVSFERPQVPIISPLLGKMVET------ EPINA 1149
Verticillium_dahliae

CTELKVPYAFHSAQVEPILDEFEHLARFTRFMPAQVPIISPLLGKLVEH------ ELIDP 1148

Exophiala_dermatitidis
CTKLKLPFAFHSSQVDPILADFEKLASSVKYHAPRVPVISPLLSDVVSVG-----GVFDA 1135

Fonsecaea pedrosoi
— 1193

Beauveria_bassiana

DYLARACRGVVNFQGALEAAKFVSLVDDNTVWLEMGSHPACSGMIKGTLGSQSTTLASVR
1213

Aspergillus_fumigatus

QYLRRATRETVDFVAAIEAAQDFGLVDAKTIWIDVGPHPICASLVRGIDSSAS-VISSCR 1227

Sporothrix_brasiliensis

AYLRNHAREAVNFLGGLVSAQQSGAIDEKTVWLEVGPHPVCANMVKAAFGATTIAVPTLR
1221

Fonsecaea monophora

FYLSRHCRKTVDFVGGLSAGMSTATISDTSLWLEVGGHPLCASMIKSCLSAPT--LPTMR 1193

Alternaria_alternata

DYLARHARETVNFCTALTTGQDNKLFDAKTAWLEVGAHPVCSGMVKSSLGGSPVAAGSLR
1196

Colletotrichum_higginsianum

AYLRNHARDAVNFLGGLVHAQQSGSVDEKTVWLEVGPHPVLANFVKSSFGISSVAVPTLR
1209

Verticillium_dahliae

SYLRKHARQPVDFLGGIISAQQSGAINEKTVWLEIGPHPVCANMVKAAFGVATIAVPTLR 1208

Exophiala_dermatitidis

FYLSRHCRKTVDFVGGLSAGMSTATISDTSLWLEVGGHPLCASMIKSCLSVPT--LATMR 1193
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Fonsecaea ﬁedrosoi

1253

Beauveria_bassiana

NATSPWTTMVSALESMY VKGLEIDWNNFHRSSGESHQVIQLPQYSWDLKNYWITYKNDWL
1273

Aspergillus_fumigatus

RNEDNLATMSKSLVTLHLAGLTPCWAEYFRPREQEYSLLKLPTYSWNETDYWIPYIGTWT1287

Sporothrix_brasiliensis

RNEATYKTLSASLCTLHSAGLNVDWNEMHGDFRASTRLLDLPSYAFDNKNYWLQYEGDWS
1281

Fonsecaea monophora

RDEDPWKIISTSMAGLY TAGKALNWDAFHKENESLRVLNDMPTYGYDEKNYWLQYTGDWL
1253

Alternaria_alternata

RNEDPWKTLSNSITTLYLAGVYFDFNEYHRVENDAHEMYTLPTYAFDSKKYWLDYHNNWT
1256

Colletotrichum_higginsianum

RNESTYKVLSNTLCALHTAGINLDWDEFHRDFTECTRLLDLPTYSFDEKNYWLQYTGDWC
1269

Verticillium_dahliae

RNESTYKTLSNGLCTLHTAGLNLDWNEYHRDFSESTRLLNLPSYSFDEKNYWLQYSGDWC
1268

Exophiala_dermatitidis

RDEDPWKIISASMAGLYTAGKSLNWDAFHKENESLRVLNDLPFYGFDEKNYWLQYTGDWL
1253

Fonsecaea pedrosoi
IYKGDYPKSVAPAVARPYSSGPARARRYES TN eSS, 1513

Beauveria_bassiana
LTKGECCSVKP---QASQGTASTNAVRYLSPAVQRVLEESHTAAQSSLLAESDLFDNRLL 1330
Aspergillus_fumigatus
LDKALLKYGEK---KAPLSLSMSRPSALRTSLVHQITTETVEATTATLHVLSDMQHPDFL 1344
Sporothrix_brasiliensis
LIKNRFATMLP---GASAAAVEPPKPTLSTSSVHKVVREEVDGSTVTLETESDMCRADMR 1338
Fonsecaea monophora
LYKGDYPKSVAPAVAAPVSSGPAKARKYLSTAVQGIVSEEIKGKVATHHAESDFAHPKLF 1313
Alternaria_alternata
LTKGEVLEAPTSVKAIEAAPAVEAASKLSTTSCHKIVRENLQANSGTVVVQSDLSDPKLK 1316
Colletotrichum_higginsianum

LTKNRGPS--A---VKAPLQIEPARPKLSTTSIHAVTNEDVNGDIAIIETETNLSRPDTR 1324
Verticillium_dahliae
LTKNRGSA--P---AKAPALLEAPKPKLSTTSVHAVTKEEINGDIVIIETETNLSREDTR 1323

Exophiala_dermatitidis
LYKGDYPKAIAPAPAAAAAAGPAKARKYLSTSVQGIVSEEVKGKTVTIVAESDFAHPKLF 1313
BT 3 « eee

* %k .

Fonsecaea pedrosoi

PVVAGHLVNGSGLCPSTLYADMAYTLCNYGVNLIKPGEK----VDINIGTMDNPAPLLLK 1369

Beauveria_bassiana

PVLNGHKVNGAALCPSSLYGDIALTVGRALV----EGSESSHFTGFEVCDVKVDHPLIAL 1386

Aspergillus_fumigatus

EALHGHRMNNCGVATSSIWSDMAFTVGEYLYRRLVPQAK---DVHMNLSDLEVLHAQVAL
1401
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Sporothrix_brasiliensis
LALEGHLVNNTPLCPSTLYADMAMTIGDYMYRLAKPERDASDRVPTNIADMEVSKTLIFD 1398
Fonsecaea monophora

PVIAGHLVNGSGLCPSTLYADMAYTLCNY GVNLIKPGEK----VDINIGTMDNPAPLLLK 1369
Alternaria_alternata
ATITGHQVNGTPLTPSSLYADQAMTVADYLYQQLRPGMT---TPGLNVCSMEVTKTLIPQ 1373
Colletotrichum_higginsianum
PLVEGHLCNGAPLCPSTLYADMAMTVADYAYKMLRPDAE---PVGLNVANVEVPKTLIFD 1381
Verticillium_dahliae
NILEGHLCNGTPLCPSTLYADMAMTICDYAYKLVRPEAE---KTGLDVSDVEVPKTLIFD 1380
Exophiala_dermatitidis
PVIAGHLVNGSGLCPSTLYADMAYTLVNYGVGLLKPGEK----VDINIGTMDNPAPLLLK 1369

Fonsecaea pedrosoi
NINEPESQIVRMTMKIDLDARKADFTVTTN---NGKKD-VVHAKCVL-RFEDAAAWKDEW 1424
Beauveria_bassiana
ASDKS--RLFRVSATADWASHLISISIYSV-DDGGNTT-AHHAKANVRLIIDKADWLTEW 1442
Aspergillus_fumigatus
EKKGSV-QPLVLKAHLNLSTSSMSLAWFNASAETGECAAESFATCVV-RFEDPAAWTREW 1459
Sporothrix_brasiliensis
DSTGS--HILRVSATAHVDQGYATLRFHTG---EGAKT-TEHATCKV-LYGDAAQWSNEF 1451
Fonsecaea monophora
NINEPESQIVRMTMKIDLDARKADFTVTTN---NGKKD-VVHAKCVL-RFEDAAAWKDEW 1424
Alternaria_alternata
YPPPASGQHLQIEGNADLETDEVKITFRTVSADGSNVL-AEHAVGIV-KYEDINAWKEEW 1431
Colletotrichum_higginsianum
EKLDA--HVLRTTVTANVALGYADVSFHTG---EGSKK-TEHAHCKV-VYGSTEQWADEF 1434
Verticillium_dahliae
DKVES--HMLRCKATANIVLGHADLVFHTG---EGPKR-TEHAKCRV-NFGNTEQWADEF 1433
Exophiala_dermatitidis
NINQPESQIVQMTMKIDLDARKADFAVTSN---NGKKD-VTHAKCVI-VFEDAAVWKEQW 1424

oo F
Fonsecaea pedrosoi
NKVSYLVQSRIDMLKHKMENGEADKVSRSMAYKLFGALVDYSDVFQGMQSVIFDGPEFEA
1484

Beauveria_bassiana
KPMAYLIRGRIASLERGVADGNIHKLKRSMVYKLFTSIVDYSSEYQGMQEVILDSDELEA 1502
Aspergillus_fumigatus
DRLSHLVLGRIEALEQRAVEGKASKLSKPLAYTLFKNVVDYADRYRGMDQVVLYEHEAVA
1519
Sporothrix_brasiliensis
ERVNYLIRGRIDALQRAEEAGTASKIGRGIAYKLFTALVDYAPRYRGMDEVILDSATCEA 1511
Fonsecaea monophora
NKVSYLVQSRIDMLKHKMENGEADKVSRSMAYKLFGALVDYSDVFQGMQSVIFDGPEFEA
1484
Alternaria_alternata
GRIQYMVQAQINSLEQKLQTGAAHKVLRGMAYKLFKALVTYADNYRGMEEVILDGKETEA
1491
Colletotrichum_higginsianum
ERVSYLIKGRIDALEEAERQGKASKIGRGLTYKLFTALVDYDTKYQGMEEVILDSKTCEA 1494
Verticillium_dahliae
ERVKYLISGRIDALVEAEKVGKASKIGRGLAYKLFTALVDYNPRFQGMEEVILDSRTCEA 1493
Exophiala_dermatitidis
SKTSYLIQSRIDMLKHKMENGEADKVSRAMAYKLFGALVDYADIFQGMQSVVFDGPEFEA
1484
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Fonsecaea pedrosoi

TSNIKFRAGPNDGDFYFSPYFIDSACHLSGFTVNAT--VNRMEECYISHGWGSLRFLAPL

Beauveria_bassiana

1542

TAKVSFRVD--HQGFVMNPRWIDSLGHLAGFIMNGNEYTQSDKQVFINHGWDRLRFAETL 1560

Aspergillus_fumigatus

--EVTL-VAERHGTWHTPPHWIDSVSHLAGLVMNGSNASNTRDYFYVTPGCSSFRLLNPL

Sporothrix_brasiliensis

TAAVRFQTSEADGRYFFNPFWIDSMCHISGFIVNATDAVDSREQVYISHGWGSLRFVETP

Fonsecaea monophora

TSNIKFRAGPNDGDFYFSPYFIDSACHLSGFTVNAT--VNRMEECYISHGWGSLRFLAPL

Alternaria_alternata

TAQVQFQTTAADGEFLCSPYWIDSLAHLSGFIVNASDHLDSENSVYISHGWGSIKIAGKL

Colletotrichum_higginsianum

TAKISFQTTDKDGSFFFNPYWIDSCCHLSGFVINGTDAIDSREQVFISHGWGSMRFTEKL

Verticillium_dahliae
TAKVSFQTSEKDGNFFFSPYWIDSCCHISGFIINGTDAVDSREQIFISHGWGSLKFIEKL
Exophiala_dermatitidis
TSNIRFRAGPNDGDFYFSPYFIDSACHLSGFTVNAT--VNPQDECYISHGWSSLRFIEPL

Fonsecaea pedrosoi
EQDKQYFAYVKMQPVAG-SKMRAGDVYVFNSNKEVVGVA---------eeemee- GAV 1583
Beauveria_bassiana

SEGKVYTTYTKMQLVE--SKLYIGDTY VLDGE-RIVAKFDKVAVSLPSNPIAEETFPNIS
Aspergillus_fumigatus

KAGGKYRSYVRMFPLPEEANMYAGDVYILEGE-QIVGMV-------eoeeeeee- GHI 1617
Sporothrix_brasiliensis

DAAKTYRSYIRMQPVKG-TTMFSGDAY VFDGD-RIIGVC------------------ GDV 1611
Fonsecaea monophora
EQDKQYFAYVKMQPVAG-SKMRAGDVYVFNSNKEVVGVA---------eemmee- GAV 1583
Alternaria_alternata
SPEKKYRSYVRMQPAPG-N-ISVGDVYIMDGA-EIIGMV--------e-eeeeeem MGL 1590
Colletotrichum_higginsianum

DASKTYRSYVRMQPVKG-TKMMAGDAY VFDGD-RIIGVA------------------ GDV 1594
Verticillium_dahliae
DASKTYRSYIRMQPVKD-TKVMSGDAYVFDGD-RIVGVC----------=-mmm- GDV 1593
Exophiala_dermatitidis
QHDKQYYAYVKMQPVAG-SKMRAGDVYVFNADKEVVGLA------------------ GGV
Fonsecaea pedrosoi

RFQCIPRKLMDVMMPKPKAGGGAKAAASAPAKESRAVKTPTPVESVAPAHIEL-------
Beauveria_bassiana
QFQGVPRKVLGRLLPSSKEAAPVPSIKRETSNEK-----TWPAATPAPA----------- 1661
Aspergillus_fumigatus

RFRRVPRLLMDRFFSPAAASHTEKQLQETAP-SATNVKKSTPPPAEAPISVPVAPGNPVA

Sporothrix_brasiliensis
RFAAIPRKVLNLVLPPRGVAGAAG-AAAPGA-PARKALAAAPAAAAAA--AAA---—---
Fonsecaea monophora
RFQCIPRKLMDVMMPKPKAAGGAKAAAPAPAKESRAVKAPTPVESVAPAHIEL-------
Alternaria_alternata
KFQNIPRRALNIMMPPSGKAVAAP-VGKAPAKATPKALP-----SAAP--VKT------- 1635
Colletotrichum_higginsianum
KFQSIPRKVLNMVLPPRGRAAAGA-VTAS-A-AAPK--AAAPAKA-AP--AKE-------

1576

1571

1542

1551

1554

1553

1542

1617

1583

1636

1676

1660

1636

1639
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Verticillium_dahliae

RFQSIPRKVMNMVLPPRGRAAAGM-ITGA-A-PK-G--VSKPTVV-SP--PKA------- 1637

Exophiala_dermatitidis

RFQCIPRKLMDVMMPKPKANAKAASPASATPKAAPTVKA--SSNLAAPASVEL------- 1634

Fonsecaea pedrosoi

PAPKVKAKKPAKTPKVKAP-----------m---- APPKSAPSGSLVARAFDITAKEIDV 1680

Beauveria_bassiana =~ -------m--- QSDIRRP----------=----- SAAR-SSEDLDFRRVLKIIAEEVGI
1692

Aspergillus_fumigatus
IPLPTASKSQVATPPLTPPSQEDSPGESAVITPATSDRGDSTDAGVVGQCLKVMARETGL 1736
Sporothrix_brasiliensis

VPAKAKNTKVVTHANIGK----------------- VNQKL---TSVVTKVFDILAKEIGV 1700

Fonsecaea monophora

PAPKVKAKKPAKTPKVKAP--------=nmmem-- APPKSAPSGSLVARAFDIIAKEIDV 1680

Alternaria_alternata

KAAATKAAKPVAKPAKVA---------emmmem- KPVKAAAPAGVTSKVMKIVAEEIDV 1678

Colletotrichum_higginsianum

KSGKEKASKQVTAGNLKA-----------=----- VNAKLAKR-SVVQDVFDILAKEVGV 1681

Verticillium_dahliae

SAPKTKTSKPLTSSNIHT----------------- VNAKLAKPTSVVAEVMDIIAKEVGV 1680

Exophiala_dermatitidis

PTPKVKAKKPVKAQKIKAP---------=------ APPKQASSGSLVVRAFEIIAKEIDV 1678

e oeek k.

Fonsecaea pedrosoi

DQSELNDDIQWADMGVDSLMSLTISGKFREDLDLEVDNTLFTDHASVGALRKHLGGMSMP
1740

Beauveria_bassiana
TLSELQPDVQLADLGLDSLLSLTISSRINDEMGLDLPSTLFVEHPTVKDLQFFFHTEGRS 1752
Aspergillus_fumigatus
EVDALTPDASFVQLGIDSLMSLVLSEKFRAELGIEIKSSLFLECPTIGEMTAWLEEYC-- 1794
Sporothrix_brasiliensis
SHDELVDNVAFGDLGVDSLMSLTVSGRIREELDVDLHSNAFVDYPTIGAFKTYLAQFETA 1760
Fonsecaea monophora
DQSELNDDIQWADMGVDSLMSLTISGKFREDLDLEVDNTLFTDHASVGALRKHLSGMSLP
1740
Alternaria_alternata
DMSELVDEAAFENLGVDSLLSLTISARFREDLDMDIPSTLFTDCTTVGELKKHFSQFDGA 1738
Colletotrichum_higginsianum
TQDELADNIAFTDLGCDSLMALTVSGRMREELDIDIDSHAFVEYPTIGAFKAFLAQFETS 1741
Verticillium_dahliae
SHDELADNIAFTDLGCDSLMALTVAGRMREELDLDIDSHAFVDHATVGAFKKFLAQLKVP
1740
Exophiala_dermatitidis
DQSELNDDIQWADMGVDSLMSLTISGKFREDLDLEVESTLFTDYASVGALRKHLSGMSGP

1738
E o rRRRRR L R

Fonsecaea pedrosoi
EAANAGDAS----------- SVESTDSGSESDDETVESGITTPDTEDFPAKHQDQAKSAA 1789
Beauveria_bassiana HSDTPR----------- L---VDDNSSDSSF DHSDV 1774
Aspergillus_fumigatus 1794
Sporothrix_brasiliensis
RTDAAT------ PGASSLEDSGIS-SSDSETDGMKSDSEVTTPMEESESGSVKDAGECAA 1813
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Fonsecaea_monophora

EAANAGDAS----------- SVESTDSGSESDDETVESGITTPDTEDFPAKHQDQAKSAA 1789
Alternaria_alternata

VVVEDD--------nmnmmom SSESSDDSSPFEEVADENDDTPASS----TGSDDEDEEV 1779
Colletotrichum_higginsianum

DRKDSY----------- VQDSGDSSGSVSETPELESDSNVTTPYEESDRSVKGDGDEE-- 1788
Verticillium_dahliae
DDAGLAQKTHSRSGSYGAQDSGVSCVSDSESDLTSSDSVVTTPPNESDETSLKDG--E-- 1796
Exophiala_dermatitidis

EPIATGDAS----------- SVESTDSGSESDEDTVESGITTPDTEDFPAKPQEQGKSAA 1787

Fonsecaea pedrosoi
VEAVAQPPS-SGEDMIETIRQVIAQEMEMDLAEITETTDLSNLGMDSENIAETVEGRERED 1848
Beauveria_bassiana
APNDVPPP-NDTGAVTAMIRQAIADETGIAVEELESTACLADLGVDSLLSLTIADSLTEA 1833
Aspergillus_fumigatus 1794
Sporothrix_brasiliensis
APTTAGTAGGDVAALQKAVRETIAEEMQVDVDEIIAAPDLANLGMDSLMSLQILGTLREK 1873
Fonsecaea _monophora
VEAVAQPPS-SGEDMIETIRQVIAQEMEMDLAEITETTDLSNLGMDSLMALTVLGKLRED 1848
Alternaria_alternata

KPSAAPTEGGA----- SLARKLVAEEMGVDVSEITDDLDLTDIGMDSLMSLTILGSMREA 1834
Colletotrichum_higginsianum

—————————— ASGDLQNILRDTIASEMGVEVDEIVAAPDLAALGMDSLMSLSILGTLREK 1838
Verticillium_dahliae
---------- SHDSLQAIVRSTIAAEMGVDIDEIIAAPDLAALGMDSLMSLSILGTLREQ 1846

Exophiala_dermatitidis
VEAMAQPPSAEGQDMIETIRVVIAQEMEMDLAEITDATDLSNLGMDSLMALTVLGKLRED
1847

Fonsecaea pedrosoi
— 1891

Beauveria_bassiana

LGAEVSSSLLLESTTLKDLEGTLGKVLGRNVTELNGTSS-LGVLTPA------- TS---- 1881
Aspergillus_fumigatus 1794
Sporothrix_brasiliensis
TGLNIPSDLFVSNPSLKSIERSLGIEAPPPRAAKVVAARAPRPVAPAPVPFAAGQEVRLE 1933
Fonsecaea monophora

YDIDLDPTILADNPSLGHLRKALGLEKQKVAPPT----------------- AQKHEVRTS 1891
Alternaria_alternata
TGRDLPADFLTVNVTIKDIETALDMRPKPQQQAKATKPAAKVSAQPP--QL---SEVNK- 1888
Colletotrichum_higginsianum
SGMDIPNDLFVTNPSLLEVEKALGISTKPKSAPA--APKPSKAPAPRREKVEPTREINTH 1896
Verticillium_dahliae
SGLDIPGDLFVLNPSLSQVEKALGCGPKPKVAPV--APKVPSIARPASPPVAPTRVINTH 1904
Exophiala_dermatitidis

HDIDLDPTILADNPTLAHLRKALGLEKAKPAP------------meeeem APKQEVRTN 1888

Fonsecaea pedrosoi
— 1943

Beauveria_bassiana
—————— FVSQ--PKVVDQIVSNAPHATSIVLQRAKTPVPSRVMFLLPDGSGSAASYALLA 1933
Aspergillus_fumigatus 1794
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Sporothrix_brasiliensis

P---ADPIAKLPRPATIVDHYPHRKATSVLLQG-SHRTATHNMFMIPDGSGSATSYTEIS 1989
Fonsecaea monophora
----- VVVAPAAPPVE--VVVQMPPATSVLLQG-NPKTATKNLFLFPDGSGSATSY VSIP 1943

Alternaria_alternata

—————— KLA------SLPDVSHLPPATSVLLQG-NPKIATKKFFLVPDGSGSATSYISIP 1935
Colletotrichum_higginsianum
PGNTTASITKPPPPREIIDNYPHRKATSILLQG-STRTATKNLWMVPDGSGCATSYTEIS 1955
Verticillium_dahliae
PGNTTASITKPPPPKEIVDHYPHRKASSTLLQG-STRTATKKLFLIPDGGGCATSYTEIS 1963
Exophiala_dermatitidis

————— VVVAPAAPPVE--VVVQMPPATSVLLQG-NPKTATKNLFLFPDGSGSATSY VSIP 1940

Fonsecaea pedrosoi
— 2000

Beauveria_bassiana
KLE-PSVKVYGLNCPWRATPEDMTRLGVTTAQVVAKFVAEIRRLQPHGPYYLGGWSAGGI
1992
Aspergillus_fumigatus 1794
Sporothrix_brasiliensis
DIG-ADWAVWGLFSPFLKTPEEYKC---GVYGVATKFITEMKRRQPVGPYNLAGWSAGGI 2045
Fonsecaea monophora
AIDSKNLAVYGLNCPFMKDPTSYTC---GIEGVSKLYLEEVMRRQPMGPYILGGWSAGGV 2000
Alternaria_alternata
NIS-TDMAVYGLNCPFMKCPEKWSC---GVEGVSRLYLSEIKRRQPQGPYLVGGWSAGGV 1991
Colletotrichum_higginsianum
QVS-SQWAVWGLFSPFMKTPEEYKC---GVYGMASKFIEAMKARQPKGPYSLAGWSAGGV
2011
Verticillium_dahliae
QIS-PDWAVWGLFSPFMKTPEEFNC---GVYGMAVKFIEEMKRRQPQGPYHIGGWSAGGV 2019
Exophiala_dermatitidis
AIDSKNLAVYGLNCPFMKDPTSYTC---GIEGVSKLYLEEVLRRQPNGPYILGGWSAGGV 1997

Fonsecaea pedrosoi
— 2058

Beauveria_bassiana

FAFEATRALMAA------- GEAVEKLLLIDAPNPIGLENPPSKMFDFFESAGVFGKMT-- 2043
Aspergillus_fumigatus 1794
Sporothrix_brasiliensis

IAFEMVNQLIKA------- GEAVDNLVLIDSPSPDTIEPLPKGLHAWFASIGLLGDGDP- 2097
Fonsecaea monophora
VAYEVTRQLSDLQKMHPDRNYTVEKLILIDSPCPIRLEPLPARLHHFFDEIGLLGTGT-- 2058
Alternaria_alternata

MAYEVAQQLVNS------- GEKVENLVLIDAPCPVALDPLPARLHIFFDQIGLLGTGKP- 2043

Colletotrichum_higginsianum

IAYEIVNQLTKA------- GESVENLIVIDAPCPITIEPLPKSLHAWFASIGLLGEGDD- 2063
Verticillium_dahliae

ICFEIVNQLTKV------- GERVDNLILIDSPCPVIIEPLPRSLHAWFASIGLLGDREDA 2072
Exophiala_dermatitidis
VAYEVTRQLSDLQKLHPDKNYTVEKLILIDSPCPIRLEPLPARLHHFFDEIGLLGTGT-- 2055

Fonsecaea pedrosoi
— 2116
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Beauveria_bassiana
GSNNVPKWLRHHFDATVTMLDGYAPVPLP----NAPPTVVIYARDGIMKDPSAPQMETAP 2099
Aspergillus_fumigatus 1794
Sporothrix_brasiliensis
--SSVPAWLLPHFAATVTALSNYTAEPLP--AAHCPKVTVIWCEDGVCHLPTDPRPQPYP 2153
Fonsecaea_monophora
--GKTPNWLLPHFEYSIKALTAYRPELKSTHDFKAPPTLLIWATDGVCGKPGDPRPPPQA 2116
Alternaria_alternata
--GGTPSWLLPHFASAIQNLKDYDPKPMD--PKIAPPVLAIWCTDGVCPNPEDPRPPPGE 2099
Colletotrichum_higginsianum
DNKKIPSWLLPHFAASVTALSNYTAEPIP--KDKCPNVMAIWCEDGVCHLPSDPRPDPYP 2121
Verticillium_dahliae
SSKKIPDWLLPHFAASVNALSNYTAEPIP--ADKCPNVMAIWCEDGVCHLPTDPRPDPYP 2130
Exophiala_dermatitidis
--GKTPNWLLPHFEYSIKALTAYRPELKSTRDFNAPPTLLIWATDGVCGKPGDPRPPPQA 2113

Fonsecaea ﬁedrosoi

2171
Beauveria_bassiana
-NDPREMLWLLHDRTDFSAAGWAALIGRGRMNIHVLSNVNHFTMMDE--GPHMEQMRGYV
2156
Aspergillus_fumigatus 1794
Sporothrix_brasiliensis
S---GHALFLLENRTDFGPNLWDAYLDPRKMLIRHM-PGHHFSIIHGDQPPQAKQLGAIM 2209
Fonsecaea monophora
-DDPKSMKWLLENRTDFGPNGWDKLLGVDVCKMVTV-VGNHFTMMKPPVA---KGVGQFI
2171
Alternaria_alternata
GEDPAPMKWLLNNRTDFSDNGWAQLLPKENFQYAVM-GGNHFTMMKGEHG---ATLGKLI
2155
Colletotrichum_higginsianum
T---GHALFLLDNRTDFGPNRWDEYLDINKFRTRHM-PGNHFSMMHGDYA---KQLGQFI 2174
Verticillium_dahliae
T---GHALFLLDNRTDFGPNRWDEYLDIAKFRTRSM-PGNHFSMMHGDYA---KMMGTFI 2183
Exophiala_dermatitidis
-DDPKSMKWLLENRTDFGPNGWDKLLGAEVCKMVTV-VGNHFTMMKPPVA---KGVGQY]I

2168
Fonsecaea pedrosoi -LS— 2177
Beauveria_bassiana RKEILDL 2163
Aspergillus_fumigatus ~ ------- 1794
Sporothrix_brasiliensis REGLGV- 2215
Fonsecaea _monophora REALLS- 2177
Alternaria_alternata QQGLKL- 2161
Colletotrichum_higginsianum  REAVCE- 2180
Verticillium_dahliae REALCQ- 2189
Exophiala_dermatitidis RESLSM- 2174

Figura suplementar 1. Alinhamento multiplo entre as sequéncias de aminoacidos de PksA/Pks1 de diferentes
espécies fungicas. Os asteriscos (*) indicam os aminoacidos idénticos entre as sequéncias, (:) os aminoacidos
conservados (mesmas propriedades fisico quimicas e (.) aminoacido semi-conservados. Os niimeros de acesso
das sequéncias estdo indicados na Tabela 2. Em amarelo estd indicado o dominio SAT (ACP transacilase -
posi¢des 5-241); em rosa PKSD (Dominio de acil transferase em enzimas policetideo sintase - posi¢des
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368-1308); em letras azuis o dominio PT fungal PKS (policetideo sintase desidratase — posigdes 1283-1597);
os dois sitios de ligacdo a fosfopanteteina (PP-binding, posicdes: 1672-1729 e 1805-1865) estdo indicados por
letras vermelhas e por ultimo EntF2 em verde (Dominio tioesterase da policetideo sintase tipo I, posigdes:
1836-2175).

10. Figura Suplementar 11

A)
Fp 277 +Fp 15 Fp 278 +Fp 16 Fp90+Fp15

CN WT 2.ApksA 25. ApksA CN WT 2.ApksA 25. ApksA CN WT 2.ApksA 25. ApksA

2Kb P>
1Kb

B)

Fp279+Fp280  Fp277+Fp 281 Fp 278+ Fp 282

CN WT 2.ApksA 25. ApksA CN WT 2.ApksA 25. ApksA CN WT 2.ApksA 25. ApksA

Figura Suplementar III. Confirmatério molecular dos mutantes ApksA. Fotos dos géis das PCRs
confirmatérias dos mutantes 2 ¢ 25 ApksA. As fotos foram tiradas ap6s o processo de eletroforese em gel de
agarose, indicando o par de oligonucleotideos utilizados, bem como seus respectivos tamanhos aproximados. A)
Confirmatério da delegdo no locus PksA. B) Confirmag@o da substituicdo génica com a marca de selecdo de
resisténcia a Higromicina B. Para a afericdo dos tamanhos dos produtos das reacdes de PCR, foi utilizado o
marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder RTU(100pb — 10000p) da KASVI.
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11. Figura Suplementar I1I

400 -
300
m WT
o4 200 . 2. ApksA
- 25. ApksA

100+

0-

25°C 37°C

Figura Suplementar II. Viabilidade conidial. A viabilidade conidial foi avaliada por meio do indculo de 50
uL de uma suspensao de conidios a 1x10* conidios/mL e espalhada com auxilio de pérolas de vidro estéreis para
contagem das UFCs. O grafico representa a diferenga do niimero de colonias entre os grupos WT e ApksA. p<

3314

0,05 esta indicado como .
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