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RESUMO

GOLDFARB, Miriam, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de
2014. Caracterizagdao de retrotransposons LTR e variabilidade
genética em populacdées de Sclerotinia sclerotiorum do Estado de
Minas Gerais. Orientadora: Tania Maria Fernandes Salomao.

Sclerotinia sclerotiorum é o agente causal do mofo-branco e pode causar
doengas em mais de 200 géneros de plantas, abrangendo 408 espécies
hospedeiras. Os elementos transponiveis encontrados no genoma de
diversos fungos, podem ser utilizados como marcadores para tragar o
perfil genético de populagbes de fungos fitopatogénicos. Os objetivos
deste trabalho foram: i) identificar e classificar retrotransposons no
genoma de S. sclerotiorum e utiliza-los como marcadores moleculares por
meio da técnica IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism) e
i) estimar a variabilidade genética de S. sclerotiorum de diferentes
regides do estado de Minas Gerais. Foram identificados no banco
gendmico de Sclerotinia sclerotiorum dois retrotransposons denominados
de Copia-LTR_SS e Gypsy-LTR_SS. Esses elementos pertencem as
superfamilias Copia e Gypsy, respectivamente. O retroelemento Copia-
LTR_SS possui sequéncias de 5.344 pb, uma ORF (sequéncia de leitura
aberta) que codifica as proteinas gag e a presenga de todas as proteinas
da regido pol, incluindo as enzimas que integram o transposon no
genoma. O retroelemento Gypsy-LTR_SS possui sequéncias de 6.469 pb,
sequéncias que codificam a proteina gag e a regido pol com apenas
sequéncias que codificam as enzimas transcriptase reversa e RNAse H.
Os dois elementos possuem regides PPT (Polypurine Tract) e PBS
(Primer Binding Site). Um grande numero de LTRs-Solo e elementos
TRIMs foram identificados como também a presenca de mecanismo de
silenciamento do tipo RIP (Repeat-Induced Point Mutation) capaz de
inativar os transposons por meio mutagdes pontuais. A presencga de LTR-
Solo e TRIM (terminal-repeat retrotransposon in miniature) em S.
sclerotiorum evidencia a ocorréncia de recombinagdes no genoma desta

espécie de fungo e sugere uma restruturagdo do mesmo mediado por

Xi



elementos transponiveis. O marcador molecular IRAP foi eficiente para
identificar marcas polimérficas no genoma de S. sclerotiorum, permitindo
assim o estudo de variabilidade genética neste fungo. Foi estimada a
variabilidade genética em populagbes de S. sclerotiorum do estado de
Minas Gerais, compreendendo 98 isolados procedentes de quatro regides
geograficas (Zona da Mata, Noroeste, Sul e Tridngulo Mineiro). Alta
diversidade genética foi observada em todas as populagdes avaliadas,
sendo os valores de diversidade génica de Nei e dos indices de Shannon
estimados em 0,17 a 0,35 (diversidade génica de Nei) e 0,27 a 0,52
(indice de Shannon). A analise da AMOVA resultou em altos valores de
variagado génica dentro das subpopulag¢des analisadas sendo de 99,74%
para as subpopulagdes da Zona da Mata e de 100% para as do Noroeste.
Os baixos valores de Fst para Zona da Mata (0,00262) e Noroeste
(-0,02150) indicam que nestas duas populagbes suas respectivas
subpopulagdes ndo estdao geneticamente estruturadas quanto a regiao
geografica. O marcador molecular IRAP foi eficiente para identificar
marcas polimorficas no genoma de S. sclerotiorum. O presente trabalho é
o primeiro estudo relatado sobre analise de diversidade S. sclerotiorum
com base em transposons. Os dados obtidos poderao contribuir para a
implementacao de estratégias de controle e manejo do mofo-branco bem
como para elaboragdo de programas de melhoramento genético do

feijoeiro.
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ABSTRACT

GOLDFARB, Miriam, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, June, 2014.
Characterization of LTR retrotransposons and genetic variability in
populations of Sclerotinia sclerotiorum of the state of Minas Gerais.
Advisor: Tania Maria Fernandes Saloméao.

Sclerotinia sclerotiorum is the causal pathogenic agent of the white mold
and it is able to cause diseases in more than 200 different species of
plants, including 408 host species. The transposable elements were
detected in the genome of various species of fungus. These elements can
also be used as markers for the characterisation of the genetic profile and
the populations of the phytopathogenic fungi. The topic and aim of this
research is: (i) to identify and classify the retrotransposons in the genome
of S. sclerotiorum and the application of the same to serve as a molecular
marker using the IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism)
technique and ii) to estimate the genetic variability of S. sclerotiorum in
different regions in the State of Minas Gerais. In the genomic bank of
Sclerotinia sclerotiorum two different kind of retrotransposons called Copy
LTR _ SS and Gypsy-LTR_SS were identified. Each of these elements
belongs in the superfamilies named of the Copy and Gypsy. The Copy-
LTR _ SS retroelement has the sequences with the value of 5.344 pb and
an ORF (Open Reading Frame), that encodes the Gag proteins and the
presence of all the proteins from the pol region, also including the
enzymes which contain the transposon inside the genome. The Gypsy-
LTRSS retroelement has the sequences with the value of 6.469 pb.
These sequences encode the gag protein and the pol region, which
exclusively consist of sequences that encode the reverse transcriptase
and RNase H enzymes. The two elements, which were identified, consist
of the PPT region (Polypurine Tract) and the PBS region (Primer Binding
Site). Furthermore a large number of Solo LTRs and TRIMs elements
were identified and the presence of the mechanism of inactivation of the
transposon RIP (Repeat-Induced Point Mutation) were proved. This

mechanism is able to inactivate the transposons by selective mutations.
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LTR-solo and TRIM (terminal-repeat retrotransposon in miniature) were
found in S. sclerotiorum, which indicate the presence of recombinations in
the genome of this specie. This is a sign of a restructuration of the
genome that are mediated through the transposable elements. The
molecular marker IRAP was efficiently used to identify the polymorphic
marks in the genome of S. sclerotiorum. Thus it will be possible to enable
the study of the genetic variability in this sort of fungus. An estimation was
performed to confirm the genetic variability of the populations of S.
sclerotiorum in the State of Minas Gerais. Therefore 98 isolates from four
different regions in the State of Minas Gerais were needed for the
experiment (Zona da Mata, Northwest, South and Tridngulo Mineiro). A
high genetic diversity was observed in all the evaluated populations, also
confirmed by the high values for the genetic diversity, which were found by
Nei and Shannon. The estimated values were between 0,17 up to 0,35
(genetic diversity) and between 0,27 up to 0,52 (Index of Shannon).
Moreover the analysis of the AMOVA-research provided and cofirmed the
high values for the genetic variation, 99,74% of variation within the
subpopulations in the Zona da Mata, and 100% of variation within the
subpopulations in the Northwest. Considering the geographic region, the
low values of Fst for the Zona da Mata (0,00262) and Northwest
(-0,02150) suggest that these two populations and their respective
subpopulations were not genetically structured. The molecular marker
IRAP was efficiently used to identify the polymorphic marks in the genome
of S. sclerotiorum. The present work is the first reported study, which is
concerned with the analysis of the diversity in S. sclerotiorum based on
transposons. The obtained data could be used to contribute the
implementation of strategies to control and handle the white mold, as well
as it could be useful for the preparation of programs for the genetic

improvement of beans.
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1. INTRODUGAO GERAL

A ordem Helotiales, da classe Ascomycotina, € composta por trés
géneros de fungos patogénicos (Sclerotinia, Monolinia e Botryotinia).
Estes fungos, que ocorrem principalmente na fase anamérfica, causam
diferentes tipos de doengas. Membros do género Sclerotinia afetam
diversos orgaos suculentos das plantas, principalmente de hortaligas e de
culturas anuais (KRUGNER e BACCHI, 1995). A espécie S. sclerotiorum,
amplamente distribuida nos solos do mundo todo, em ambiente favoravel,
€ muito agressiva e capaz de infectar raizes, flores, vagens, sementes,
caules e frutos (PURDY, 1979). Além disso, S. sclerotiorum possui um
conjunto de hospedeiros que abrange pelo menos 408 espécies e 278
géneros de plantas e € comumente associada a perdas significativas de
rendimento, principalmente em lavouras comerciais de feijao, soja,
algodao e tomate (CHARCHAR et al.,1999).

Sclerotinia sclerotiorum é o agente causal do mofo-branco e os
principais sintomas desta doenga sdo manchas de aspecto encharcado,
podendo afetar toda a parte aérea da planta. Sob alta umidade, forma-se
o micélio branco sobre o tecido afetado, e as lesbes aumentam, podendo
evoluir até a causar morte da espécie hospedeira (ITO e PARISI, 2009).

Em geral, as formas de prevencédo do mofo-branco sao a utilizagédo
de sementes sadias, uso de micro organismos antagbnicos no solo,
praticas culturais como rotacdo de culturas, eliminacdo de residuos
culturais, manejo de agua de irrigacédo e uso de fungicidas especificos
(OLIVEIRA, 2009). No entanto, o uso de cultivares resistentes no controle
de doencas vegetais representa, hoje, um dos mais significativos avancos
tecnolégicos da agricultura. Este € um método de controle preferido por

ser de baixo custo e de facil utilizagdo. Doengas como ferrugens e



carvdes dos cereais e da cana-de-acucar, as murchas vasculares em
hortalicas e as viroses na maioria das culturas sdo exemplos de doencas
cujo controle se da, quase que exclusivamente, por meio da resisténcia
das cultivares ao patogeno (CAMARGO e BERGAMIN FILHO, 1995). A
obtencdo e uso de cultivares resistentes é, também, importante no
melhoramento de espécies vegetais visando resisténcia e/ou tolerancia a
S. sclerotiorum, considerando as caracteristicas deste patogeno (KULL et
al., 2003). A resisténcia genética do hospedeiro € uma forma viavel de
evitar o desenvolvimento do patégeno, no entanto, deve ser considerada
a relagdo planta-patogeno e a existéncia de diversidade genotipica
intrinseca na populagao do patdégeno.

A capacidade dos agentes fitopatogénicos de causar doenca esta
sob controle genético. O estudo da genética da patogenicidade, no
entanto, apresenta limitacbes pois, cruzamentos controlados sao
possiveis apenas em um numero limitado de espécies fitopatogénicas
devido a auséncia do ciclo sexuado em diversas espécies além da
dificuldade ou impossibilidade de cultivar certos patégenos em meio
artificial. Devido a estas limitagdes, o estudo do controle genético da
patogenicidade, utilizando métodos classicos, tem sido restrito a apenas
algumas espécies fungicas. Por outro lado, o advento das técnicas
moleculares de manipulagdo do DNA tem possibilitado a analise genética
da patogenicidade permitindo, até mesmo, a identificagdo e a clonagem
de genes envolvidos na patogénese (CAMARGO, 1995).

Diversos marcadores moleculares tém sido utilizados com
eficiéncia no estudo de diversidade genética em diferentes grupos
taxondmicos, incluindo fungos. Este tipo de estudo é importante, pois gera
subsidios para implementagdo de estratégias de controle e manejo de
doencas fitopagénicas bem como para implementacao de programas de
melhoramento genético de plantas. Dentre os marcadores atualmente
utilizados destacam-se os baseados em elementos transponiveis.

Os transposons, em geral, correspondem de 2 a 20% do genoma da

maioria das espécies, podendo em alguns casos chegar a mais de 50%.



Estima-se que 80% das mutagbes espontdneas em Drosophila séo
geradas pela agdo dos transposons. Assim, os transposons, constituem
uma importante fonte de variabilidade genética (REGNER e LORETO,
2003). Desta forma, os elementos transponives constituem ferramentas
uteis para tragar o perfil de populacbées bem como para identificar racas
especificas de patogenos em estudos evolutivos e de transferéncia
genética.

MURATA et al. (2008) mencionam que a atividade de elementos
transponiveis pode gerar alta variabilidade em fungos fitopatogénicos e
que os retrotransposons por suas caracteristicas e padrdo polimérfico
gerado, podem ser utilizados para o desenvolvimento de novos
marcadores moleculares.

Diversos estudos de diversidade com fungos utilizando analise de
transposons foram relatados por SANTANA et al. (2012), SANTOS et al.
(2011) e IGNACCHITI et al. (2011). No entanto, até o momento, nenhum
estudo com S. sclerotiorum foi encontrado na literatura. Considerando a
importancia deste fungo por, dentre outros fatores, causarem perdas
significativas de diversas culturas economicamente importantes, a
aquisicdo de novos conhecimentos a respeito deste patégeno se faz

necessario, o que justifica o presente estudo.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

Caracterizar  retrotransposons no genoma de Sclerotinia
sclerotiorum e utiliza-los como marcador molecular via técnica IRAP (Inter

Retrotransposon Amplified Polymorphism).

2.2. Objetivos especificos:

» ldentificar e classificar retrotransposons no genoma de Sclerotinia

sclerotiorum por meio da enzima transcriptase reversa in silico;

» Estimar a variabilidade genética entre isolados de Sclerotinia

sclerotiorum por meio da técnica IRAP.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Aspectos gerais sobre Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotinia sclerotiorum, agente etioldgico do mofo-branco, é uma
espécie altamente polifaga por ter mais de 400 espécies hospedeiras
(BOLAND e HALL, 1994). No Brasil, a lista de hospedeiros é extensa,
incluindo um grande numero de hortalicas (Mendes et al., 1998). A maior
incidéncia de mofo-branco no Brasil estd nos estados do Sul, Sudeste e
Centro-Oeste, em regides que apresentam condi¢gdes climaticas
favoraveis ao patégeno, ou seja, temperatura amena e alta umidade
relativa do ar e do solo (ITO e PARISI, 2009).

O fungo S. sclerotiorum pode causar doengas em mais de 200
géneros de plantas, abrangendo 408 espécies, compreendendo desde
culturas de elevado potencial econbmico a plantas daninhas. Hortaligas,
feijao, girassol, soja, algodao, entre outros, sdo exemplos de plantas que
podem ser afetadas pelo mofo-branco, além de plantas daninhas como
picdo, carrapicho, menstrasto, entre outras. As plantas daninhas atuam
como hospedeiros que permitem a multiplicagdo do fungo, aumentado,
assim, o potencial do seu inéculo no solo (ITO e PARISI, 2009).

A espécie S. sclerotiorum pode ser introduzida em uma
determinada area por meio de sementes contaminadas com esclerddios
(estruturas de resisténcia do fungo). Implementos agricolas podem
transportar os esclerédios; ascésporos, que sao esporos do fungo que
podem ser disseminados pelo vento e outros meios e, assim, alcangar
uma determinada cultura e iniciar o desenvolvimento da doenga (ITO e
PARISI, 2009). O vento pode, também, transportar solo e restos culturais
com esclerédios e contaminar areas vizinhas. Além disso, a agua de
irrigacdo ou de chuva pode transportar esclerédios e introduzir o fungo
em um area nao contaminada. Quando introduzido e estabelecido em

uma determinada area, o patégeno € de dificil controle, devido a



caracteristicas, como ser polifago e possuir estruturas de resisténcia que
permanecem viaveis por muitos anos no solo (ITO e PARISI, 2009).

Sclerotinia  sclerotiorum desenvolve-se bem na faixa de
temperatura de 11 °C a 25 °C, podendo-se desenvolver numa ampla
faixa, de 5 °C a 30 °C, sob alta umidade relativa do ar e do solo. Os
esclerodios podem germinar, formar estruturas de reproducao (apotécios)
e langar os ascosporos, que irdo alcangar os tecidos das plantas e iniciar
o processo infeccioso. Ao encontrar as pétalas das flores, os esporos do
fungo irdo encontrar nutrientes que favorecem a sua germinagédo e
posteriormente irdo colonizar outras partes da planta, ja que, os
ascosporos podem iniciar o processo infeccioso em outros tecidos além
das pétalas. A espécie S. sclerotiorum pode também ser introduzida
através de sementes, em forma de micélio dormente (ITO e PARISI,
2009).

A forma e o tamanho dos esclerédios dependem do hospedeiro e
da localizagdo onde sdo formados, interna ou externamente a planta.
Cada esclerddio pode produzir um ou mais de vinte apotécios, cada um
destes podem liberar mais de vinte mil ascésporos, durante o periodo de
cinco a dez dias. Essas caracteristicas demonstram o grande poder
reprodutivo de S. sclerotiorum, e o perigo do aumento do potencial de
inéculo, que pode infestar grandes areas de producéao agricola. O tempo
de sobrevivéncia dos esclerddios pode variar de acordo com o pH, com a
cultura que foi estabelecida anteriormente na mesma &rea, com as
condicbes ambientais e a presenga de micro organismos antagonistas
(KRUGNER e BACCHI, 1995).

3.1.2. Caracteristicas reprodutivas

A reprodugéao de S. sclerotiorum, como anteriormente mencionado,
ocorre por meio dos esclerédios que sdo agregados compactos de hifas
somaticas formando massas, em geral, arredondadas (AMORIM, 1995)

(Figura 1b). Estas estruturas estdo presentes em diferentes géneros de



fungos fitopatogénicos, sendo que muitos deles apresentam tamanho
diminuto denominados de microesclerodios. Os esclerédios de S.
sclerotiorum podem apresentar até 5 cm de didametro (AMORIM,1995).
Ainda de acordo com AMORIM (1995), a longevidade dos esclerddios no
solo varia em fung&o do patégeno e do ambiente ao qual ele esta exposto
sendo que, em geral, condigdes de elevada umidade reduz a longevidade
dos esclerédios de varios meses para algumas semanas. Em S.
sclerotiorum, os esclerédios podem sobreviver por no minimo dois anos.
Segundo KRUGNER e BACCHI (1995), o género Sclerotinia apresenta
ciclo de reproducédo por meio da germinagdo do tipo carpogénica dos
esclerédios, ou seja, com formacdao de corpos de frutificacdo. Ao
germinar, os esclerédios, formam apotécios pedicelados, tipicos da
ordem, que produzem ascos inoperculados, onde estdo contidos os
ascosporos (esporos sexuais), que sao projetados e disseminados pelo
vento, constituindo-se no indculo primario da doenga mofo-branco
(Krugner e Bacchi, 1995) (Figura 2b). KOHN (1995) relata que a
reproducao assexual de S. sclerotiorum ocorre por meio dos esclerédios
(Figura 2a) e a fase sexual ocorre através da auto-fertilizacdo das hifas,
sendo as hifas desta espécie homotalicas (auto-compativeis). AMSELEM
et al. (2011) mencionam que nao existe a produgcdo de esporos
assexuais, os conidios, em S. sclerotiorum. Os esclerédios de S.
sclerotiorum podem germinar de maneira sucessiva, 0 que representa um

aumento de sua capacidade de sobrevivéncia (AMORIM, 1995).



(b)

Figura 1. Mofo-branco em feijoeiros. Presenca do micélio branco e
“cotonoso” nas hastes e no caule (a) e esclerédios (b).

(a) (b)

Figura 2. Ciclo de vida de Sclerotinia sclerotiorum com diferentes estagios
de desenvolvimento assexual (a) e sexual (b) (AMSELEM et
al., 2011)

3.2. Mofo-branco

Mofo-branco geralmente inicia-se em reboleiras na lavoura,
principalmente nos locais com alta densidade de plantas e em plantios de
cultivares de habito de crescimento indeterminado. Geralmente, o sintoma
inicial € a murcha da planta, resultante do apodrecimento do caule. Em

seguida, sdo observadas manchas encharcadas nas folhas, hastes e



vagens, seguidas por crescimento de miceélio branco e “cotonoso” (Figura
1a), o que originou a denominagéo “mofo-branco”. Com o progresso da
doencga, os esclerddios passam a ser facilmente visiveis a olho nu, sendo
formados dentro e sobre o tecido infectado (Figura 1b) (HALL e
STEADMAN, 2005). Os tecidos doentes tornam-se secos, leves e
quebradicos. As sementes infectadas sdo pequenas, sem brilho,
descoloridas, enrugadas e mais leves, ou podem n&o apresentar qualquer
alteracao visivel. Conforme STEADMAN (1975), o fungo pode ser isolado
em menos de 0,5% de sementes assintomaticas e de cerca de 12% de
sementes com algum sintoma da doenca.

Os prejuizos diretos da doencga decorrem da queda no rendimento
das plantas. Entre as perdas indiretas incluem-se a condenacgao de areas
para a producdo de sementes, o aumento do custo de producdo e os
custos ambientais decorrentes do controle quimico (PAULA JUNIOR e
ZAMBOLIM, 2006).

De acordo com PAULA JUNIOR e ZAMBOLIM (2006) é muito
importante que a entrada de S. sclerotiorum em areas nao contaminadas
seja evitada pois, uma vez introduzido, sera praticamente impossivel
erradica-lo. Em areas ja afetadas pelo mofo-branco, estratégias de
controle cultural como a rotagdo com gramineas por pelo menos um ano,
a diminui¢do da populagao de plantas, o plantio de cultivares precoces, o
uso de regas menos frequentes, o plantio direto, a eliminagcdo de plantas
afetadas (roguing) e o controle de plantas daninhas hospedeiras
(StEADMAN et al., 1976; WEISS et al., 1980; CANTERI et al., 1999;
KOLKMAN e KELLY, 2002; PAULA JUNIOR e ZAMBOLIM, 2006)
permitiriam reduzir o inéculo do patégeno a niveis aceitaveis e o convivio
com a doenga no campo (HALL e NASSER, 1996; PAULA JUNIOR e
ZAMBOLIM, 2006).

Quanto ao controle quimico do mofo-branco, estdo disponiveis e
registrados alguns fungicidas capazes de diminuir o progresso da doenga
(PAULA JUNIOR e ZAMBOLIM, 2006), porém, dependendo da densidade

de in6culo podem apresentar resultados insatisfatorios (COSTA, 1997;



WANDER et al.,, 2005). Além disso, s&o insumos com custo meédio
elevado e inacessiveis para uma boa parcela dos agricultores.

Deve-se destacar que na maioria das regides produtoras do pais ha
condicdes climaticas adequadas a doenca. Além disso, S. sclerotiorum é
um patdégeno cosmopolita, plenamente adaptado ao solo e capaz de
infectar inumeras espécies vegetais. Portanto, o controle desse patégeno
s6 é possivel por meio de manejo integrado de doengas (ZIMMERMANN
et al., 1996; PAULA JUNIOR e ZAMBOLIM, 2006; RAMALHO e ABREU,
2006).

Em resumo, as formas de prevengcdo do mofo-branco sdo a
utilizagdo de sementes sadias, uso de micro organismos antagénicos no
solo, praticas culturais como rotacdo de culturas, eliminagao de residuos
culturais, manejo de agua de irrigagdo e fungicidas especificos
(OLIVEIRA, 2009). A resisténcia genética do hospedeiro é uma forma
viavel de evitar o desenvolvimento do patégeno, no entanto, devem ser
consideradas a relagao planta-patogeno e a existéncia de diversidade
genotipica intrinseca na populacdo do patégeno. No entanto, o
desenvolvimento de cultivares geneticamente resistentes e/ou tolerantes
a S. sclerotiorum é dificultado pela estrutura da populagdo do patégeno e

pela variabilidade na agressividade dos isolados (KULL et al., 2003).

3.3. Principais culturas com incidéncia do mofo-branco

O mofo-branco é tido como uma das doengas mais destrutivas do
feijoeiro no mundo todo. Na regido Centro-Sul do pais, na safra de
outono-inverno, a baixa evapo-transpiragdo e a alta umidade do solo
propiciada pela irrigagcao sao favoraveis ao desenvolvimento do patégeno.
Esta doencga, entretanto, € geralmente pouco prejudicial nas épocas
tradicionais de cultivo, ou seja, na safra das “aguas” (outubro/novembro) e
na safra da “seca” (fevereiro/margo). A doenga € mais prejudicial onde
ocorrem crescimento vegetativo abundante da cultura, pouco arejamento

e penetracdo da luz solar, drenagem inadequada do solo e rotacao
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inadequada de culturas (SCHWARTZ e STEADMAN, 1994; PAULA
JUNIOR e ZAMBOLIM, 2006). OLIVEIRA (2009) relata que o mofo-branco
torna-se severo na cultura do feijao por causa da forma de irrigagao, por
pivd central. Devido as condi¢gdes climaticas favoraveis ao seu
desenvolvimento, elevada umidade, a lavoura do feijdo pode sofrer, em
meédia, perdas de 30% ou mais, podendo alcancar 100% em periodos
chuvosos.

Entre as doengas que incidem sobre a soja, o mofo-branco tem se
destacado como uma das mais graves. Nao existem cultivares de soja
resistentes a S. sclerotiorum, e o controle quimico nessa cultura é
inviavel, em razdo dos custos e das dificuldades em se obter uma
cobertura total da planta durante a pulverizagdo (GORGEN et al., 2009). A
transmissdo do fungo nessa cultura ocorre por meio das sementes. E
possivel durante o beneficiamento das sementes, utilizar o método do
separador espiral seguido da mesa de gravidade para minimizar a
contaminagao das sementes (FURTADO e TRINDADE, 2005).

O mofo-branco constitui-se em um problema sério em plantios de
hortalicas, principalmente de tomate, batata, brassicas e alface. Com
relagdo ao tomate, torna-se um problema sério durante a fase de
processamento. No caso da batata, os maiores problemas ocorrem
quando esta é irrigada via pivé-central e nas épocas de umidade elevada.
Nas hortalicas o controle quimico é dificultado pelo fato dos sitios de
infeccdo, proximos ao solo, ficarem encobertos pelo dossel da cultura. A
ampla gama de hospedeiros de S. sclerotiorum restringe as opgdes de
rotagao de culturas em areas que foram infestadas. As opgdes de culturas
nao hospedeiras ficam praticamente restritas as gramineas, que podem
nao ser economicamente interessantes para os produtores (LOBO
JUNIOR, 1999). REIS et al. (2007) mencionam que ndo se conhecem
variedades de hortaligas resistentes ao mofo-branco. Neste caso, a forma
de controle desta doencga esta limitada ao uso de fungicidas em épocas
adequadas, ou seja, de acordo com as condigdes climaticas que nao

propiciem ao desenvolvimento do fungo.
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3.4. Elementos transponiveis

Os elementos transponiveis (ET) podem ser definidos como
sequéncias de DNA moderadamente repetitivas que podem mover-se de
um local a outro do genoma e, desta maneira, ter um grande impacto na
estrutura e funcdo dos genes, bem como na organizagdo dos
cromossomos da espécie (ZANOTTI et al., 2005). O deslocamento dessas
sequéncias moveis de DNA pode afetar células e organismos, alterando a
organizagao estrutural do genoma e codificando produtos génicos que
afetam varios com processos celulares (REGNER e LORETO, 2003).

Os ET foram descobertos no fim de 1940, por Barbara McClintock
quando ela identificou, pela primeira vez, no milho, elementos genéticos
que mudavam de posi¢cédo dentro do genoma dessa planta. Por afetarem o
funcionamento dos genes onde se inseriam, receberam o nome de
“elementos controladores” (REGNER e LORETO, 2003; DEPRA, 2005).
Atualmente, sabe-se que estes elementos sdo amplamente distribuidos
no genoma de bactérias, fungos, plantas e animais. Hd& uma grande
variagao de uma espécie para outra no numero de coépias, distribuicao e
nos tipos de TE existentes (DEPRA, 2005). Estima-se que os elementos
transponiveis fazem parte de mais de 50% do genoma do milho, 15% do
genoma de Drosophila, cerca de 3,1% do genoma de Saccharamyces
cerevisiae, 2% Arabdopsis thaliana e 45% do genoma de Homo sapiens
(REGNER e LORETO, 2003; DEPRA, 2005).

De acordo com os autores REGNER e LORETO (2003) a insergao
desses elementos mdveis em um gene pode resultar em uma mutacao
que pode modificar a sua estrutura e expressao, anulando sua funcéo.
Por outro lado, se esse elemento for removido de forma correta do gene
hospedeiro a mutacédo pode ser anulada e o fenétipo selvagem pode ser
restabelecido. Estes autores mencionam que os processos de excisao e
insercdo podem gerar rearranjos estruturais como deleg¢des, duplicagoes,
inversdes e fusbes cromossémicas, além de ativar genes previamente

inativos ou alterar seu padrao de expressao.
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3.5. Transposons em eucariotos e importdncia nos fungos

fitopatogénicos

O grau de complexidade do genoma dos eucariotos é refletido nos
transposons, que por sua vez constituem um grupo muito mais amplo e
heterogéneo do que os transposons procaridticos. Hoje se sabe que
grande parte dos componentes de DNA eucariotico é constituida por
inumeras familias de elementos de transposi¢cdo (ALBERTS et al., 2006).
Com relagdo aos fungos, a descoberta que os transposons sao
componentes comuns no genoma destes organismos, os tornaram alvos
de estudo em funcdo dos efeitos que exercem no genoma de seus
hospedeiros (DABOUSSI, 1997; ZANOTTI et al., 2005;). Como
mencionado anteriormente, os elementos transponiveis atuam como
mutagénicos insercionais, e como 0s genes mutados podem ser clonados
com facilidade, esses mutantes apresentam grande potencial para
descobertas de genes que codificam determinantes de patogenicidade
(MIGHELI et al., 2000; ZANOTTI et al., 2005;).

3.5.1. Generalidades sobre os transposons em fungos e no genoma

de Sclerotinia sclerotiorum

A classe | dos elementos transponiveis (ET), os retrotransposons,
estdo presentes com mais frequéncia no genoma de leveduras e foi
descrita a décadas atras (BLEYKASTEN-GROSSHANS e NEUVEGLISE,
2011). A classe Il dos transposons é encontrada em numero limitado de
espécies e foi identificada mais recentemente (BLEYKASTEN-
GROSSHANS e NEUVEGLISE, 2011). A maioria das espécies flngicas
das classes Basidiomycota e Ascomycota apresenta genoma pequeno e
compacto (aproximadamente 10 e 20 Mb) com baixa frequéncia de ET
(aproximadamente 5%). Alguns fungos filamentosos apresentam alta
proporcao de ETs, aproximadamente 21%, e tamanho do genoma maior,
65 Mb (BLEYKASTEN-GROSSHANS e NEUVEGLISE, 2011).
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Em relacdo a diversidade de ETs em leveduras, apesar dos
retrotransposon predominarem, o genoma deste organismo tém também
diversos outros elementos da subclasse || como os da famila LINE (long
interspersed  nuclear element) (BLEYKASTEN-GROSSHANS e
NEUVEGLISE, 2011). Os primeiros ETs identificados em leveduras
pertencem a classe |, Ty, elementos com LTR (longas repeticdes
terminais). O retrotransposon Ty-1, tém sido extensivamente estudado em
leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae desde 1980
(BLEYKASTEN-GROSSHANS E NEUVEGLISE, 2011).

Com relagao a organizagao do genoma de Sclerotinia sclerotiorum,
o tamanho do genoma é de aproximadamente 38 Mb, 7% do genoma
apresenta elementos transponiveis e a frequéncia de transposons com
LTR é emtorno 2 a 2,5% (AMSELEM et al., 2011).

BLEYKASTEN-GROSSHANS e NEUVEGLISE (2011) relataram
que o conhecimento sobre o impacto dos elementos transponiveis sobre o
genoma dos fungos € importante para estudos como a estabilidade do
genoma do hospedeiro, mudangas epigenéticas, mobilidade, eficiéncia

transcricional e modificagdes na expresséao e regulagcdo génica.

3.6. Classificacao geral dos elementos transponiveis

De modo geral, os transposons presentes em procariotos e
eucariotos podem ser divididos em duas classes de acordo com a
presenca ou auséncia de um RNA intermediario no processo de
transposicao (WICKER et al.,, 2007). REGNER e LORETO (2003)
mencionam que a classe | é representada pelos elementos que se movem
via RNA e, para tanto codificam uma transcriptase reversa. Nesta classe,
estdo incluidos os retrotransposons com LTRs, longas repeti¢des
terminais, com tamanho de aproximadamente 500 pb, localizadas nas
extremidades do elemento transponivel. A Figura 3 ilustra a classificagao
geral dos retrotransposons. Conforme REGNER e LORETO (2003) os

retrotransposons sao subdivididos em duas subclasses, a primeira
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subclasse é dividida em dois grupos: Ty7-copia e Ty3-gypsy de acordo
com os dominios protéicos que codificam proteinas necessarias a
transposicao, como por exemplo, as enzimas integrase (IN), protease
(PR), transcriptase revesa (TR) e ribonuclease (RN). A Figura 4 ilustra o
esquema do ciclo de transposicdo dos retrotransposons LTR. A outra
subclasse de retrotransposons correspondem aos grupos LINEs (long
interspersed nuclear element) e SINEs (short interspersed nuclear
element) que ndo possuem LTR. Nessa subclasse o critério de diviséo é a
presenga ou a auséncia da enzima transcriptase reversa (WICKER et al.,
2007).

Classe | - Retrotransposons

& Y

Subclasse | Subcilasse Il

!

r Retrotransposons com LTR J [ Retrotransoosons sem LTR J

l l

Organizacdo das ORFs Organizagao das ORFs

l I

Transcriptase reversa

PR - RT-lRN -IN] Pal-m- RT-RN / \
Sim Ndo

env tuncional Ty1 Copia

Sim

l

TyICypsy

=] =)

Figura 3. Classificagao geral dos elementos transponiveis da classe I: PR
= gene da protease, RT = transcriptase reversa, RN = gene da
ribonuclease, IN = gene da integrase, env = gene do envoltorio,
LTRs = sequéncias terminais longas (REGNER e LORETO,
2003).
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Figura 4. Ciclo de transposicao: LTR retrotransposons. IN, integrase; PR,
protease; RT, reverse transcriptase; VLP, particulas
semelhantes aos encontrados em virus (HAVECKER et al.,
2004)

Segundo WICKER et al. (2007), os elementos transponiveis da classe
| (retrotransposons) transpdem via um RNA intermediario, que é transcrito
e utilizado como molde para sintese de cDNA via transcriptase reversa
codificada pelo préprio elemento (Figura 5a). Cada ciclo completo de
transposicdo produz uma nova coépia. Consequentemente,
retrotransposons sdo mais frequentes e sdo responsaveis por uma fragao
consideravel de DNA repetitiva no genoma. Os transposons da classe I
se movem via DNA e todos os elementos da classe Il contém repeticdes
terminais invertidas (ITR) de 10 a 500 pb (Figura 5b). Estes elementos
movem-se pela excisao do sitio doador e reinserem-se em outra posi¢ao
do genoma por agdo da enzima transposase. Este mecanismo pode
reverter mutacdes causadas pela sua insercido. Esta classe apresenta os
elementos autbnomo e ndo-autbnomo (defectivo). Os elementos
autdbnomos tém capacidade de transpor por codificarem transposase
enquanto que a transposicdo dos defectivos, que ndo codicam
transposase, esta condicionada a integridade de suas repeticoes

terminais e a presenga simultdnea, no genoma, dos elementos

16



autbnomos (REGNER e LORETO, 2003). Os elementos transponiveis da
classe Il sdo classificados em duas subclasses: (1) subclasse | que possui
assinatura dos residuos de DDE que correspondem aos aminoacidos
aspartico e acido glutdamico no centro catalitico da enzima transposase,
em posicdo conservada, e tém como representantes a superfamilias
mariner-Tc1 e ISa; (2) subclasse Il com elementos que n&do possuem a
assinatura com os aminoacidos DDE e varias superfamilias como, por
exemplo, ISb de bactérias, Hat de Drosophila e Ac-Ds do milho sao
reconhecidas (Regner e Loreto, 2003; Depra, 2005). Além disso, os
elementos da classe Il sdo encontrados tanto em procariotos quanto em
eucariotos, sendo os retrotransposons LTR mais predominantes em
eucariotos (DEPRA, 2005).

3.6.1. Mecanismos de transposi¢cao dos transposons da classe Il

Nos elementos da classe Il, ou transposons propriamente ditos,
seus mecanismos de transposi¢cdo consistem em trés etapas: (1)
realizacéo de clivagens nas extremidades do transposon e no sitio-alvo
de inser¢cdo (DNA-alvo); (2) ligacdo das extremidades do transposon as
fitas simples do DNA-alvo e (3) preenchimento das lacunas formadas
(Figura 5b) (ALBERTS et al., 2006). Existem ainda dois mecanismos para
explicar o processo de transposicdo via DNA: (1) transposig¢ao
conservativa onde o transposon é removido de um dado local e inserido
em outro, conservando o elemento individual. Nesse caso, ndo ocorre o
aumento do numero de cépias desse transposon e o destino do sitio
doador depende do organismo e do tamanho da molécula; (2)
transposicao replicativa, mecanismo pelo qual um transposon é duplicado
antes de ser transportado para um novo local, sendo que uma cépia do
elemento permanece no local e a outra é inserida em um novo sitio
(ALBERTS et al., 2006).
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Figura 5. Esquema representando os mecanismos de transposi¢cédo dos
transposons no DNA: A) elementos transponiveis da classe |,
os retrotransposons e B) elementos transponiveis da classe I,
os transposons.

3.7. Regulagao

O controle da transposi¢do de retrotransposons no genoma é
importante, pois a multiplicagao destes elementos de forma continua pode
resultar na morte celular (FONSECA, 2007). Sao conhecidos alguns
mecanismos que impedem a mobilizagdo indiscriminada dos elementos
transponiveis. Para isso, os organismos desenvolveram estratégias como
metilacdo de DNA, RNA de interferéncia (RNAi) e RIP (mutagcao de ponto
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induzida por repeticdo) que, na maioria das vezes, permite a presenga do
elemento repetitivo, porém, de forma inativa (SELKER et al., 1987).

No mecanismo de controle da transposicao por metilagao residuos
de citosina com certas combinagdes de nucleotideos sdo metilados. No
fungo Neurospora crassa, a metilacdo de citosina catalisada pela metil
transferase é, frequentemente, associada a mutagbes do tipo RIP
(GALAGAN e SELKER, 2004). Segundo FONSECA (2007), o mecanismo
de metilagdo nao €, necessariamente, utilizado por todos os eucariotos e
que a preferéncia por sitios de insercao pode, também, exercer controle
da atividade do transposon. Alguns grupos de retrotransposons possuem
locais de preferéncia para sua insergdo como centrdmeros, telémeros e
heterocromatina que sado regides sem ou com pouca atividade génica
(FONSECA, 2007). A modificacdo de sequéncias dos elementos, como
perda de sequéncias LTR, € um outro fator que pode impedir a insercao
do elemento, tornando-o inativo (FONSECA, 2007).

RIP, por sua vez, € um mecanismo de silenciamento resultante da
mutacao de sequéncias de DNA repetidas durante o ciclo sexual, entre a
fertilizacao e a fusdo nuclear e que este mecanismo previne o acumulo de
elementos transponiveis em fungos (GALAGAN e SELKER, 2004).
Segundo estes mesmos autores, RIP induz mutagdes de GC para AT em
sequéncias duplicadas de DNA que possuam mais de 400 pares de bases

e com identidade maior que 80%.

3.8. Aspectos evolutivos dos transposons

Elementos transponiveis, virus e retrovirus compartiiham um
ancestral comum. As evidéncias nesse sentido provém das similaridades
estruturais e funcionais entre retrovirus e retrotransposons. Alguns pontos
de similaridades sao os genes gag, transcriptase reversa e RNAse H
presentes em retrotransposons sem LTR e retrotransposons com LTRs.
Existem algumas hipéteses com base na posicdo dos elementos de

transposicdo ao longo desse trajeto evolutivo para explicar se seriam
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precursores das formas virais ou derivados delas. A principal diferenca
entre retrotransposons e retrovirus é a ocorréncia das formas infectivas
extracelulares nesses ultimos. Existem duas hipdteses para explicar a
origem dos transposons: a primeira é que esses elementos teriam dado
origem aos virus ao incorporarem sequéncias genémicas necessarias a
constituicdo de formas extracelulares infectivas; a segunda € que os
transposons seriam oriundos de formas virais degeneradas que, talvez
por acumulo de mutacdes, tenham perdido sua capacidade infectiva
(ALBERTS et al., 2006; REGNER e LORETO, 2003)

Conforme CRAIG (2002) os elementos transponiveis possuem
mecanismos de transposicdo que se baseia em uma reagao de
recombinacado que intermedeia 0 movimento desses segmentos de DNA
entre sitios ndo homdlogos. O mesmo autor menciona que uma vez
sendo elementos moveis, eles tém a capacidade de mudar informacdes
genéticas do hospedeiro, alterando a estrutura dos cromossomos ou a
organizacdo dos genes. Diante dessas consideragbes € importante
mencionar o exemplo da familia do elemento P de Drosophila que esta
presente na subclasse Il que pertence a classe |l dos elementos
transponiveis. Este elemento foi primeiramente identificado em D.
melanogaster, por sua capacidade de provocar um fendmeno chamado
de disgenesia do hibrido, que ocorre em algumas espécies do género
Drosophila, quando cruzadas, sendo a progénie gerada portadora de uma
série de defeitos genéticos como mutagdes, aberragées cromossdmicas,
segregacao distorcida na meiose, recombinagao no macho e esterilidade.
Esse fendbmeno representa a incapacidade de algumas linhagens de deter
a mobilizagao indiscriminada de elementos transponiveis, 0 que provoca
danos genéticos e a morte celular. Além do elemento P, outros sistemas
responsaveis por disgenesia do hibrido em Drosophila envolvem os
elementos J, habo e Ulysses da mesma subclasse || (REGNER e
LORETO, 2003; RUBIN et al., 1982).

A distribuicdo dos elementos transponiveis € geralmente

heterogénea por existir espécies distantes que contém o mesmo elemento
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€ espécies mais proximas que nao o possui. Além disso, elementos
encontrados em espécies que pertencem a diferentes géneros, familias,
ordens e até mesmo classes, podem ser, algumas vezes muito similares.
Essas caracteristicas filogenéticas sao frequentemente devidas a
transferéncia horizontal, hibridacdo entre espécies e polimorfismo
ancestral (DEPRA, 2005).

Independente da sua origem, os transposons exercem influéncia
Nos organismos que os carregam, que além das mutagdes, podem criar
regides de homologia que facilitam rearranjos genéticos adicionais. Por
estarem dispersos no genoma e em copias multiplas, esses elementos
genéticos podem ser utilizados como substrato para o sistema de
recombinacdo homodloga do genoma do hospedeiro. Eles podem
funcionar como segmentos portateis de homologia, permitindo o
pareamento entre as mais diversas regides gendmicas e, entdo, por meio
dos eventos de crossing-over, servir como sitios para inversdes, delegdes
ou fusdes cromossémicas (REGNER e LORETO, 2003).

De acordo com a linha “selecionista”, os transposons séo fontes
inesgotaveis de variabilidade genética e essas variantes genéticas
representariam alternativas adaptativas para as populacdes e espécies
sobre as quais a selegcdo natural ira atuar. Os elementos transponiveis
seriam, entdo, agentes de reorganizacdo gendmica (REGNER e
LORETO, 2003).

3.9. Marcadores Moleculares

Os marcadores moleculares sédo definidos por BRAMMER (2000)
como qualquer fenétipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um
segmento especifico de DNA, sao elementos herdados geneticamente e
muito utilizados para a deteccado de polimorfismos genéticos diretamente
no DNA que podem ser utilizados, por exemplo, para diferenciar dois ou
mais individuos. Com os avangos da genética e biologia molecular, a

tecnologia do DNA recombinante, a reagcdo em cadeia de polimerase
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(PCR) e o sequenciamento automatico do DNA consistem, hoje, em
ferramentas que permitem o desenvolvimento de marcadores genéticos
uteis na identificagdo, caracterizacdo e avaliagcdo, por exemplo, dos
recursos genéticos vegetais (FALEIRO, 2007).

Os primeiros marcadores moleculares desenvolvidos foram RFLPs,
RAPD, AFLPs, SNP e SSR. No RFLP (Polimorfismos no Comprimento
dos Fragmentos de Restricao), sequéncias de DNA sao clivadas com
enzimas de restricdo, para assim, gerar as diferencas do comprimento de
fragmentos de DNA. O marcador molecular RAPD (Polimorfismo do DNA
Amplificado ao Acaso) desenvolvido com base na técnica de PCR, resulta
em grande quantidade de polimorfismo de fragmento de DNA, utilizando
primers randémicos, nas reagoes de amplificacdo do DNA (WILLIAMS et
al., 1990). Os marcadores microssatélites ou SSR (Sequéncias Simples
Repetidas) sdo os mais polimérficos e consistem em pequenas
sequéncias com 1 (um) a 5 (cinco) pares de bases que se repetem. Os
AFLPs (Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados) se
baseiam na técnica de clivagem do DNA gendmico utilizando enzimas de
restricdo, seguida do emprego de adaptadores especificos, que sao
ligados a terminais dos fragmentos de DNA que foram clivados. Apds
esses procedimentos sao realizadas amplificagdes por meio de PCR, e os
fragmentos amplificados s&o separados em gel por eletroforese
(Brammer, 2000). O marcador SNP (Polimorfismo de Base Unica) se
baseia em alteragdes nas moléculas de DNA, por mutagdes em apenas
uma das bases nitrogenadas que sao a forma mais frequente de variagao
genética. Mapeamento genético e genotipagem sao exemplos de
aplicagdes destes marcadores moleculares (SEIXAS, 2011).

Atualmente, marcadores baseados nas sequéncias dos
retrotransposons tém sido utilizados com sucesso em estudos de
diversidade genética, filogenéticos e mapeamento genético. Varios
desses elementos tém sido sequenciados e alto grau de polimorfismo

intra e interespecifico tem sido observado (FALEIRO, 2007).
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3.9.1.Técnicas IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism)
e REMAP(Retrotransposon-Microssatellite Amplified Polymorphism)

A presenga ou auséncia de um transposon em um dado loco pode
ser utilizado como uma marca molecular do gendtipo, que pode ser util
para obtencdo de mapa de ligacdo e em investigacdo de diversidade e
filogenia. A estrutura do retrotransposon a qual apresenta longas
sequéncias conservadas em segmentos do DNA pode permitir novas
insercdes e replicagdo desses elementos no genoma aumentando o
polimorfismo. Essas novas inser¢des podem ser detectadas por meio de
técnica de PCR e aplicadas nos estudos filogenéticos (GRZEBELUS,
2006).

Retrotransposons sdo marcadores altamente polimérficos o que
viabiliza sua utilizacdo em estudos de diversidade genética (FONSECA,
2007). Recentemente, técnicas para o desenvolvimento de marcadores
com base nesses elementos vem sendo implementadas. Uma dessas
técnicas € o SSAP (Sequence Specific Amplification Polymorphism), uma
variagdo do AFLP, com a diferenga de nesta serem utilizados iniciadores
especificos para sequéncia LTR, permitindo a analise de polimorfismo e o
mapeamento genético (FONSECA, 2007). Técnicas como IRAP e REMAP
surgiram como metodologias diferentes das técnicas anteriormente
utilizadas, pois ao invés de utilizar enzima de restricdo, utilizam
iniciadores que amplificam regides entre retrotransposons (Inter-
Retrotransposon Amplified Polymorphism) denominada de IRAP e entre
retrotransposons e microssatélites (SSR-Single Sequence Repeat)
chamada de REMAP, gerando um alto padrao polimérfico de fragmentos
de DNA (KALENDAR et al.,, 1999). De acordo com PASQUALI et al.
(2007) a técnica molecular IRAP apresenta algumas vantagens como a
utilizacao de primers especificos que reduz o potencial de risco de
contaminagao por produtos inespecificos, que pode ocorrer com o0 uso de

primers escolhidos de forma randémica.
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Para as técnicas IRAP e REMAP s&o desenhados
oligonucleotideos para regides conhecidas e conservadas dos
retrotransposons, como as LTRs (KALENDAR et al., 1999). Na técnica
IRAP, os dois oligonucleotideos iniciadores irdo anelar nas regides
conservadas do retrotransposon (LTRs) e na REMAP um dos iniciadores
anela em uma LTR e o outro em sequéncia microssatélite (SSR) o que
permite a detecgdo de insercbes de transposons proximo de SSRs
(Figura 6). Segundo PASQUALI et al. (2007) a desvantagem do uso de
IRAP-PCR ¢é a necessidade de conhecer a sequéncia LTR no genoma em
estudo. Essas duas técnicas permitem o estudo de diversidade genética,
estudos filogenéticos e rastreamento de espécies. Permitem ainda, a
amplificagdo de sequéncias especificas que podem ser utilizados para
diagndstico molecular através da técnica de |IR-SCAR (Inter-
retrotransposon sequence-characterized amplified regions) (KALENDAR
et al., 1999; PASQUALI et al., 2007).

3.10. Importancia dos transposons como marcadores moleculares

para fungos fitopatogénicos

A caracterizagdo dos elementos transponiveis em fitopatégenos
possibilita um maior conhecimento sobre a organizacédo e a evolugao do
genoma desses fungos. O estudo desses elementos genéticos moveis
constitui novas ferramentas biotecnoldgicas, como por exemplo, em
pesquisas de sistemas de inativacdo génica e em pesquisas onde sao
utiizados como marcadores moleculares visando tragar o perfil
populacional de espécies fitopatogénicas (SANTANA, 2009). Assim, o
estudo dos transposons como marcadores moleculares podem ser
utiizados como uma estratégia para identificar novas racas de
fitopatdgenos e para compreender os mecanismos epidemiolégicos com
relagdo ao desenvolvimento desses fungos nas espécies vegetais

hospedeiras.
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Figura 6. Esquema representando o anelamento dos primers e o
resultado da  amplificacdo para: A) IRAP-Inter-
Retrotransposon Amplified Polymorphism retrotransposons e
B) REMAP- Retrotransposon-Microssatellite =~ Amplified
Polymorphism.

Considerando que as técnicas IRAP e REMAP sao apropriadas
para avaliar variabilidade genética de fungos, incluindo os fitopatogénicos,
poderdo ser uteis, também, para identificar elementos transponiveis em
isolados de S. sclerotiorum, objeto de estudo deste trabalho,
representando, assim, uma ferramenta para caracterizagcdo do perfil
populacional dessa espécie.

Considerando o exposto, o presente estudo, propde caracterizar
elementos transponiveis da classe |, os retrotransposons, em isolados de
S. sclerotiorum por meio da analise do seu genoma e avaliar a
diversidade genética entre os isolados utilizando a técnica de amplificagao

inter-retrotransposon (IRAP).
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Copia-LTR_SS e Gypsy-LTR_SS: RETROTRANSPOSONS NO
GENOMA DE Sclerotinia sclerotiorum AGENTE CAUSAL DO MOFO-
BRANCO
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RESUMO

Foram identificados no banco genémico de Sclerotinia sclerotiorum
dois retrotransposons denominados de Copia-LTR_SS e Gypsy-LTR_SS.
Esses elementos foram caracterizados como pertencentes as
superfamilias Copia e Gypsy, respectivamente. As sequéncias de Copia-
LTR . SS e Gypsy-LTR_ SS possuem 5344 pb e 6.469 pb,
respectivamente. O elemento Copia-LTR_SS apresenta longas repeti¢coes
terminais (LTRs) diretas conservadas de 269 pb e uma ORF (sequéncia
de leitura aberta) que codifica as proteinas gag e as proteinas da regiao
pol, integrase, transcriptase reversa e RNAse H. O elemento
retrotransponivel Gypsy-LTR_SS apresenta longas repeticbes terminais
(LTRs) diretas conservadas de 435 pb e dominios conservados para a
proteina gag. A regidao pol codifica apenas as enzimas transcriptase
reversa € RNAse H. Os dois elementos, apresentam as regides PPT
(Polypurine Tract) e PBS (Primer Binding Site). Um grande numero de
LTRs-Solo e elementos TRIMs (terminal-repeat retrotransposon in
miniature) foram identificados sugerindo grandes eventos de
recombinacdo no genoma de S. sclerotiorum. A comparagao das
sequéncias das LTRs de Copia-LTR_SS e Gypsy-LTR_SS sugere a
presenca do mecanismo de silenciamento RIP (Repeat-Induced Point
Mutation) que pode ter implicagbes diretas no processo evolutivo dessa

especie.



1. INTRODUGAO

O fungo Sclerotinia sclerotiorum € uma espécie altamente polifaga,
por causar doengas em mais de 200 géneros de plantas. Este patogeno
causa o mofo-branco no feijoeiro que tem como principais carateristicas, a
murcha da planta resultante do apodrecimento do caule bem como a
presenga do micélio branco nas folhas, nas hastes e nas vagens, sendo
por isso a denominagdo mofo-branco. Esta € uma das doencgas do
feijoeiro mais prejudiciais no mundo (HALL e STEADMAN, 2005; Paula
JUNIOR e ZAMBOLIM, 2006)

Os elementos transponiveis (ETs) sdo sequéncias de DNA que
apresentam a capacidade de mover-se de um local a outro dentro do
genoma podendo gerar mutagdes no cromossomo. Desta forma, o
conhecimento dos ETs € essencial para o entendimento da evolugao dos
genomas (KIDWELL, 2005).

Os transposons sao classificados em duas classes de acordo com
0S mecanismos de transposicdo. Na classe |, estdo presentes os
elementos transponiveis que geralmente sdo referidos como
retroelementos e na classe I, estdo os “DNAs transposons” propriamente
ditos (KIDWELL, 2005). Os transposons da classe I, sao classificados de
acordo com a forma de transposicao e presenca de uma assinatura DDE
na enzima transposase (KIDWELL, 2005; REGNER e LORETO, 2003).
Todos os elementos transponiveis da classe | transpéem via um RNA
intermediario, que é transcrito de uma copia do genoma e um cDNA é
obtido via uma transcricdo reversa por uma transcriptase reversa
codificada pelo proprio elemento (WICKER et al., 2007). De acordo com
WICKER et al. (2007) cada ciclo completo de transposi¢ao produz uma
nova coépia e, consequentemente, retrotransposons sao, frequentemente,
os principais colaboradores para uma fragao repetitiva do genoma. Os
retrotransposons podem ser divididos em cinco ordens com base no

mecanismo de transposi¢do, organizagado e filogenia da transcriptase
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reversa: retrotransposon LTR (long terminal repeat), DIRS-like
(Dictyostelium intermediate repeat sequence), Penélope-like, LINEs (long
interspersed nuclear element) e SINEs (short interspersed nuclear
element) (WICKER et al., 2007).

Os retrotransposons LTR s&o predominantes em eucariotos e
apresentam sequéncias repetidas diretas (LTRs) que flanqueiam uma
regidao codificadora. Esses retrotransposons possuem tamanho variavel,
podendo chegar a 25 kb. Estes, tipicamente contém ORFs denominadas
gag e pol. A regidao gag codifica proteinas estruturais que formam uma
particula semelhante a dos virus (proteinas do capsideo) (Havecker et al.,
2004.) e a regiao pol codifica as enzimas protease, transcriptase reversa,
RNAse e integrase (HAVECKER et al., 2004). As duas principais
superfamilias destes retrotransposons séo Gypsy e Copia que diferem na
ordem das regides que codificam a transcriptase reversa e a integrase na
regidao pol (NEUMANN et al., 2003).

O primeiro estudo de ETs em fungos foi em Saccharomyces
cerevisiae € a mobilidade do grupo Ty no genoma deste fungo resultou na
presenga de mutagdes em alguns genes (Cameron et al., 1979; Kinsey e
Helber, 1989). Segundo ZANOTTI et al. (2005), os genes mutados tém
grande potencial para codificarem determinantes de patogenicidade.
KUNG et al. (2001) relatam que transposons apresentam um papel
importante na evolugdo e adaptabilidade no genoma de fitopatégenos,
pois podem permitir perda ou ganho de viruléncia.

A expansao dos ETs pode causar impacto na organizagéo e
funcionamento dos genes que podem ser modificados e/ou inativados,
podendo, também, induzir alteragdes na regulacdo da expressdo génica
(Amselem et al., 2011). Entretanto, o genoma dos organismos possuem
diferentes estratégias para evitar a movimentacdo excessiva desses
elementos. Em fungos, existe um mecanismo de silenciamento génico
denominado de RIP (Repeat-Induced Point Mutation) (SELKER, 2002;
SELKER, 1990; DAVIDS, 2000). Este mecanismo consiste em identificar

duplicacdes e introduzir mutagdes do tipo C:G para T:A em ambas fitas de
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DNA (GALAGAN e SELKER, 2004). RIP foi originalmente encontrado na
especie Neurospora crassa através dos elementos transponiveis e em
sequéncias altamente repetitivas que podem ser inativadas por mutagdes
(KIDWELL, 2005) e, geralmente, atua em sequéncias duplicadas de DNA
durante o ciclo sexual (GALAGAN e SELKER, 2004).

Os elementos transponiveis identificados em S. sclerotiorum
ocupam 7% do genoma (AMSELEM et al., 2011). Até o momento, néo
foram relatados outros trabalhos acerca de ETs em S. sclerotiorum. Os
ETs podem ter papel importante na estruturacdo do genoma deste fungo,
permitindo um aumento na adaptacdo dessa espécie a diferentes
ambientes. Nesse trabalho, foram caracterizados dois retrotransposons,
Copia-LTR_SS e Gypsy-LTR_SS, de S. sclerotiorum, e fortes evidéncias
de atuagcdo do mecanismo de silenciamento RIP em sequéncias de LTR

nesses elementos transponiveis identificados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Identificagao e classificagdo dos elementos transponiveis

Foi realizada uma busca no banco de sequéncias do genoma de
Sclerotinia sclerotiorum (www.broadinstitute.org/annotation/genome) via
ferramenta Search usando a palavra-chave “reverse transcriptase”. Para a
identificacdo das principais regides do retrotransposon foi utilizado o
programa LTR-FINDER. A classificagdo do elemento foi realizada pelas
caracteristicas estruturais de cada elemento e analise filogenética da
sequéncia que codificam a proteina transcriptase reversa. Para analise
filogenética foram utilizadas sequéncias da proteina transcriptase reversa
de diferentes grupos de elementos transponiveis. Os elementos com seus
respectivos organismos de origem e acesso no Genbank foram: Maggy,
Magnaporthe grisea (AAA33420); Real, Alternaria alternata (BAA89272);
Ty3, Saccharomyces cerevisiae (M23367); copia, Drosophila simulans
(D10880); Ty1, S. cerevisiae (Z48149); jockey, Drosophila melanogaster
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(M22874); Penelope, Drosophila virilis (AAL14979) e DIRS, Lytechinus
variegatus (BK001257).

O alinhamento das sequéncias foi realizado utilizando o programa
MEGA4 (TAMURA et al. 2007) e para analise filogenética foi utilizando o

método Neighbor-joining com valores de bootstrasp para 5000 replicatas.

2.2. Evidéncias de RIP (Repeat-Induced Point Mutation)

Foram analisadas 157 sequéncias de LTRs do elemento
retrotransposon Copia-LTR_SS e 12 sequéncias de LTRs do elemento
retrotransposon Gypsy-LTR_SS obtidas no banco de dados de S.
sclerotiorum (www.broadinstituteorg/annotation/genome). Estes
elementos possuem sequéncias LTR com 238 e 436 pb, respectivamente.

Para o alinhamento das sequéncias foi utilizado o programa
MEGA4 (Tamura et al., 2007). Para a analise de dinucleotideos e calculo
de indices de RIP foi utilizado o software RipCal (HANE e OLIVER, 2008).
Os indices utilizados para evidenciar RIP foram TpA/ApT e
(CpA+TpG)/(ApC+GpT).

Os dados obtidos para S. sclerotiorum foram comparados com o0s
obtidos para transposase de Colletrotrichum cereale (Crouch et al., 2007),
PeTra de Penicillium chrysogenum (BRAUMANN et al., 2008), OPUIO3-
1414 de Ophiostoma umi (BOUVET et al.,, 2008), Fot 1 de Fusarium
oxysporum (DABOUSSI et al., 1992) e Punt de Neurospora crassa

(Magolin et al., 1998) utilizando os mesmos indices.
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3. RESULTADOS

3.1. Dois novos retrotransposons que pertencem a superfamilia
Copia e Gypsy foram encontrados no genoma de Sclerotinia

sclerotiorum

Uma busca no banco gendmico de Sclerotinia sclerotiorum
utilizando como palavra chave “reverse transcriptase” permitiu a
identificacdo de dois elementos transponiveis que foram denominados de
Copia-LTR_SS e Gypsy-LTR_SS. Esses elementos s&o retrotransposons
que pertencem a classe |, retrotransposon com LTR. Os elementos Copia-
LTR _SS e Gypsy-LTR_SS pertencem a superfamilia Copia e Gypsy,
respectivamente. As sequéncias de Copia-LTR_SS e Gypsy-LTR_SS
possuem 5.344 pb e 6.469 pb, respectivamente.

O elemento Copia-LTR_SS (Figura 1a) apresenta longas
repeticdes terminais (LTRs) diretas conservadas de 269 pb e uma ORF
(sequéncia de leitura aberta) que codifica as proteinas gag e as proteinas
da regido pol: integrase, transcriptase reversa e RNAse H. Essas
proteinas bem como sua disposi¢cao sao tipicas de elementos Copia.
Foram também identificadas as regides PPT (Polypurine Tract) rica em
purinas e PBS (Primer Binding Site) importantes para a transcrigao
reversa do elemento transponivel. As LTR 5" e 3" possuem 99% de
identidade entre si e tipicamente terminam em repeticées diretas com um
consenso de 5°-TG...CA-3’, caracteristicos dos retrotransposons.

O elemento Gypsy-LTR_SS (Figura 1b) apresenta longas
repeticdes terminais (LTRs) diretas conservadas de 435 pb e dominios
conservados para a proteina Gag, transcriptase reversa e RNAse H. No
entanto, ndo foi possivel identificar o dominio referente a integrase e
protease. Tal como para Copia-LTR_SS, as LTR 5" e 3" de Gypsy-
LTR_SS possuem 99% de identidade e tipicamente terminam em
repeticbes diretas com um consenso de 5°-TG...CA-3’. Foi Também

identificada, neste elemento, a regido rica em purinas denominada de
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PPT (Polypurine Tract) e PBS (Primer Binding Site). Além disso, existem
sinais de insercédo do elemento transponivel denominado de TSR (Target
Site Repeat), sequéncia de 4 a 6 pb que flanqueia as sequencias LTR 3’ e
LTR 5, que sao duplicados no momento da insergao.

Uma busca por novas coépias dos elementos Copia-LTR_SS e
Gypsy-LTR_SS foi realizada no banco genémico de S. sclerotiorum. Nao
foram encontrados outros elementos retrotransponiveis contendo os
principais dominios referentes aos elementos Copia-LTR_SS e Gypsy-
LTR_SS. Entretanto, foram encontradas sequéncias referentes a LTR-
Solo e elementos TRIM (terminal-repeat retrotransposon in miniature). Ao
todo foram encontradas 141 e 359 sequéncias LTR-Solo para os
elementos  retrotransposons  Copia-LTR_SS e  Gypsy-LTR_SS,
respectivamente. Além disso, foram encontradas trés sequéncias para
elementos TRIMs originadas do elemento Copia-LTR_ SS e 21

sequéncias de elementos TRIMs originadas do elemento Gypsy-LTR_SS.

(a)

_________ N PBS ﬂ’_ 1IN RT RH PPT __,,__J‘\_
LTRST A | N E B | LTR3)
J Tl d
(b)
« —h PBS ﬂ. RT RH PPT b« 5
TSR {LTRS{ & E B & [irajTsR
) pol v
(c)
i h PBS gag PRIN RT RH PPT N :
[srOLTRS) R ] MYEE & [Lreftsr
W 1," d
pol

(d)
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Figura 1. Estruturas dos retrotransposons Copia-LTR_SS (a) e Gypsy-
LTR_SS (b) de Sclerotinia sclerotiorum. Estrutura basica dos
retrotransposons das superfamilias Copia (c) e Gypsy (d). A
regiao pol contém os dominios PR (protease), RT (transcriptase
reversa), RH (RNAse H) e IN (integrase). As regides PBS
(Primer Binding Site) e PPT (Polypurine Tract) sdo importantes
para a transcricéo.

Uma analise filogenética foi realizada com sequéncias que
codificam a proteina transcriptase reversa dos retrotransposons a fim de
determinar os grupos a que os elementos Copia-LTR_SS e Gypsy-
LTR_SS pertencem. O elemento Gypsy-LTR_SS agrupou com diferentes
retrotransposons do grupo Ty3/Gypsy, enquanto o elemento Copia-

LTR_SS foi incluido no grupo dos retroelementos Ty1/Copia (Figura 2).

gq— Maggy
] Grupo
8, ——Red Ty3/Gypsy
% —————Gypsy-LTR _SS
62 Ty3

Grupo
Penelope } Penelope

Copia } Grupo
94 Copia-LTR_SS Ty1/Copia

Jockey — — flrh‘l’?

12 10 08 06 04 0.2 00

Figura 2. Dendrograma representando as relacdes filogenéticas dos
elementos Copia-LTR_SS e Gypsy-LTR_SS encontrados no
genoma de Sclerotinia sclerotiorum por meio da proteina
transcriptase reversa relacionando-os com outros grupos de
elementos obtidos no GenBank. Esta analise foi realizada pelo
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método Neighbor-joining com valores de bootstrasp para 5.000
replicatas.

3.2. RIP (Repeat-Induced Point Mutation) em sequéncias de LTR
Copia-LTR_SS e Gypsy-LTR_SS presentes em S. sclerotiorum

Foram analisadas 157 sequéncias de LTRs para o elemento
retrotransposnivel Copia-LTR_SS e 12 sequéncias de LTRs do elemento
retrotransposonivel Gypsy-LTR_SS. Os resultados obtidos foram
comparados com os descritos na literatura onde RIP tem sido evidenciado
(Tabela 1). Os valores dos indices TpA/ApT e (CpA + TpG)/(ApC+GpT)
obtidos para S. sclerotiorum sao consistentes com os da literatura
sugerindo que em S. sclerotiorum os dinucleotideo CpA sdo alvos para

mutag¢ao gerada por atividade de um mecanismo semelhante a RIP.

Tabela 1. indices TpA/ApT e CpA+TpG/ApC+GpT para os transposons e

retrotransposons
Sequéncias (TPA/ApPT) (CpA+TpG)/(ApC+GpT)
Retrotransposon Copia- 1.35 0.27
LTR_SS
Retrotransposon Gypsy- 1.0 0.95
LTR_SS
Transposase 2,00 0,44
(Colletrotrichum cereale)
PetTra 1,22 0.58
(Penicillium chrysogenum)
OPHIO3-1414 1,51 0,60
(Ophiostoma ulmi)
Fot1 1,12 0,75
(Fusarium oxysporum)
Punt 1,32 0,56

(Neurospora crassa)
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Valores de referéncia padrao de indices para RIP séo (TpA/ApT) > 0,89,
(CpA+TpG)/(ApC+GpT) < 1,03; (www.sourceforge.net/protects/ripcal ).

4. DISCUSSAO

Uma grande variedade de elementos transponiveis (ETs) ja foi
identificada no genoma de fungos, em especial nos fungos dos filos
Basiodiomycota e Ascomycota (BLEYKASTEN-GROSSHANS e
NEUVEGLISE, 2011), estando a maioria presente em espécies do filo
Ascomycota (DABOUSSE e COPY, 2003). Embora a maioria das
espécies fungicas dos filos Basidiomycota e Ascomycota apresentem
genoma pequeno e compacto, com tamanho aproximado de 10 a 20 Mb,
e baixa frequéncia de ET (aproximadamente 5%) (BLEYKASTEN-
GROSSHANS e NEUVEGLISE, 2011) alguns fungos filamentosos
apresentam genoma de tamanho bem maior em relagdo ao tamanho
geralmente relatado, além de alta propor¢gdo de ETs (DABOUSSE e
COPY, 2003).

O tamanho do genoma de Sclerotinia sclerotiorum é¢ de 38 Mb,
sendo 7% deste genoma representado por transposons (AMSELEM et al.
2011). Neste trabalho, a partir da analise da estrutura dos elementos
retrotransponives de S. sclerotiorum, foram identificados dois
retrotransposons pertencentes as superfamilias Copia e Gypsy que foram
denominados, respectivamente de Copia-LTR_SS e. Gypsy-LTR_SS.
Esta inferéncia teve como base a analise filogenética, considerando que
estes elementos agruparam junto com elementos destas superfamilias.

Sao componentes estruturais dos retrotransposons Copia e
Gypsy, as regides PBS, gag, pol e PPT. As regides PBS e PPT
correspondem a  sitios importantes para transposicdo do
retrotroelementos com LTRs; o gene gag codificam proteinas estruturais
semelhantes as que compdem o capsideo viral sendo esta uma

caracteristica de similaridade entre o retrotransposons (LTR) e retrovirus;


http://www.sourceforge.net/protects/ripcal

a regiao pol codifica uma poliproteina, que é processada dando origem a
proteinas envolvidas na transposicdo do retrotransposon incluindo a
protease, que esta associada a maturagcado e clivagem da poliproteina, a
transcriptase reversa que transcreve o RNA em cDNA, a integrase que
favorece a insercao do transposon no genoma do hospedeiro e a RNAse
H que degrada regides do RNA durante a sintese de cDNA (HAVECKER
et al., 2004; MANETTI et al., 2007). A identificacdo da localizagao do
dominio conservado da integrase na regido pol é importante pois, isso
permite identificar a qual superfamilia, Copia ou Gypsy, pertence o
retrotransposon (KIDWELL, 2005).

O elemento Copia-LTR_SS de S. sclerotiorum apresenta
dominios conservados das proteinas gag bem como das proteinas
integrase, transcriptase reversa e RNAse H localizados na regiao pol.
Estes dominios foram identificados também na estrutura do elemento
Gypsy-LTR_SS com excegéo do relacionado a integrase. Uma provavel
explicacdo para a auséncia da integrase, € a ocorréncia de mutacdes
nesse elemento, tornando-o inativo.

Foram encontradas sequéncias referentes a LTR-Solo e TRIM para
os dois retrotransposons identificados. Segundo AMSELEM et al. (2011),
as sequéncias de Gyspy e Copia dos retrotransposons presentes no
genoma de S. sclerotiorum sao compostas, principalmente, por regides
LTR-Solo e a presencga dessas regides evidencia que existe uma redugao
do tamanho dos retroelementos, ou seja, a diminuicdo dos
retrotransposons completos para a forma LTRs-Solo. AMSELEM et al.
(2011) ressaltam que essa caracteristica pode evitar um aumento no
tamanho do genoma. O potencial de delegdbes no genoma de S.
sclerotiorum assim como o aumento do numero dos ETs estéo
relacionados com a expansao de retroelementos incompletos, ou seja, na
forma de LTR-Solo. Os autores sugerem que 0 genoma de S.
sclerotiorum sofre um consideravel remodelamento devido a expansao

dos ETs. Essa expansdo dos ETs no genoma de S. sclerotiorum pode



causar impacto na organizagao e funcionamento do genoma, incluindo a
inativagao, regulagdo, modificagdo ou regulagao da expresséo de genes.

Quanto as regides de insergao, foi identificado no elemento Gypsy-
LTR_SS, uma TSR de 5 pb (GAAAT). No entanto, no elemento Copia-
LTR_SS, as sequéncias que flanqueiam as LTR 3’ e LTR 5’ s&o diferentes
decorrente, provavelmente, de eventos de recombinag¢do ndo podendo,
desta forma, afirmar que estas sequéncias correspondem a sitios de
insercao neste elemento. A presenca no genoma de diferentes sitios de
insercédo nas extremidades de um mesmo elemento transponivel pode ser
decorrente de recombinacdo entre retrotransposons. SANTANA et al.
(2012) relatam que variagcdo nas sequéncias das regides TSR dos
elementos LTRs s&o evidéncias de recombinagao ectdopica no genoma
podendo, este genoma, estar passando por constantes recombinagdes
que podem, por consequéncia, acarretar uma restruturagdo no genoma.
Em S. sclerotiorum isso é refor¢ado pelo grande numero de LTRs-Solo e
elementos TRIM detectados no genoma deste fungo. As sequéncias LTR-
Solo séo resultantes da recombinagcao entre as LTRs 5 e 3’ do mesmo
elemento (AMSELEM et al.,, 2011) enquanto os elementos TRIM sé&o
derivados de pequenas regides de aproximadamente 4 kb de LTR-
retrotransposons nao-autbnomos, podendo, também, ser originados de
LTR-retrotransposons com algumas sequéncias remanescentes das
proteinas Gag, integrase e transcriptase reversa, ou seja, sequéncias dos
LTR-retrotransposon auténomos (WICKER et al., 2007). Segundo
HAVECKER et al. (2004), os elementos transponiveis ndo-autbnomos nao
sao capazes de codificar proteinas necessarias a transposigao.

Existe evidéncia da presenca de mecanismo defesa contra os
elementos transponiveis no genoma de S. sclerotiorum. Os resultados
obtidos sao consistentes com os encontrados na literatura que
evidenciam o mecanismo de silenciamento RIP, considerando que os
indices detectados estdo de acordo com os referentes para a existéncia
deste mecanismo de defesa: TpA/ApT>0,89 e CpA+TpG/ApC+GpT <

1,03. A presenca de transi¢gdes CpA-TpA pode introduzir aumento de



codons de terminacdo TAA e TAG induzindo o silenciamento de genes
(MONTIEL et al., 2006).

Com base no exposto, a deteccédo de elementos LTR-Solo e TRIM
em S. sclerotiorum evidencia a presenga de recombinagdes no genoma
desta espécie de fungo e sugere uma restruturagdo do genoma mediado
por elementos transponiveis. A evidéncia de mutacdes por RIP sugere
existéncia em S. sclerotiorum de mecanismo de inativacdo dos
transposons além destes eventos poderem resultar na formagao de novos
alelos que podem gerar diversidade genética neste patdégeno. A
abundancia de cépias de LTR-Solo e TRIMs identificadas em S.
sclerotiorum indica que estas sequéncias podem ser utilizadas como
marcador molecular para estudo populacional e de diversidade genética

em populagdes desta espécie de fungos.
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CAPIiTULO Il

VARIABILIDADE GENETICA EM POPULACOES DE Sclerotinia
sclerotiorum DO ESTADO DE MINAS GERAIS POR MEIO DA
TECNICA MOLECULAR IRAP (Inter Retrotransposon Amplified

Polymorphism)
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RESUMO

Sclerotinia sclerotiorum é o agente causal do mofo-branco, uma
doencga considerada a mais prejudicial a cultura do feijoeiro. Elementos
transponiveis encontrados no genoma de diversos organismos, incluindo
fungos fitopatogénicos, podem ser utilizados como marcadores para
tracar o perfil genético de populagdes de patégenos, permitindo o
rastreamento e identificacdo de ragas especificas. Considerando a ampla
distribuicdo dos transposons no genoma de S. sclerotiorum, o objetivo
deste estudo foi caracterizar populacdes de S. sclerotiorum utilizando
retrotransposons (LTR) com base no marcador molecular IRAP (Inter-
Retrotransposon Amplified Polymorphism). Foi estimada a variabilidade
genética em populagdes de S. sclerotiorum do estado de Minas Gerais
compreendendo 98 isolados procedentes de quatro regides geograficas
deste estado (Zona da Mata, Noroeste, Sul e Triangulo Mineiro). Alta
diversidade genética foi observada em todas as populagdes avaliadas.
Esta alta diversidade foi confirmada pelos altos valores de diversidade
génica de Nei e dos indices de Shannon estimados. Na AMOVA, os altos
valores de variagdo génica dentro das subpopula¢des da zona da Mata e
do Noroeste aliado aos baixos valores de Fst estimados, sugerem que
nestas duas populagdes suas respectivas subpopulagdes nao estio
geneticamente estruturadas. Estes resultados sao confirmados pela
analise de agrupamento dos isolados por UPGMA. O marcador molecular
IRAP demostrou ser apropriado para identificar marcas polimérficas no
genoma de S. sclerotiorum permitindo assim o estudo de variabilidade

genética neste fungo.
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1. INTRODUGAO

O mofo-branco do feijoeiro que tem como agente causal o fungo
Sclerotinia sclerotiorum, ocorre em um grande numero de paises,
principalmente nas regides de clima temperado e subtropical. E uma
doenca bastante destrutiva e pode ser um problema sério em areas com
histérico da doenga e na safra irrigada do inverno (BIANCHINI et al.,
2005). O fungo pode afetar toda a parte aérea da planta, causando les6es
inicialmente pequenas, marrons e, em seguida, a podriddao do caule
(BIANCHINI et al., 2005).

O controle do mofo-branco requer a integragéo de varios métodos,
pois este fungo tem a capacidade de produzir estruturas de resisténcia, os
esclerodios, que podem sobreviver no solo por periodos de 4 a 5 anos
(GOMES et al., 2011). Além disso, os estudos sobre estrutura genética de
S. sclerotiorum tem demonstrado alta diversidade genética entre os
isolados de regides tropicais (GOMES et al., 2011; Lehner, 2011). Com
relacdo aos elementos transponiveis (ETs), SCHULMAN et al. (2004)
mencionam que os mesmos tém um papel crucial na variabilidade
genética de varias espécies de fungos.

ETs podem ser definidos como sequéncias de DNA
moderadamente repetitivas com capacidade de mover-se de um local a
outro no genoma e, desta maneira, podem ocasionar grande impacto na
estrutura e na fungdo dos genes bem como na organizagao dos
cromossomos de todas as espécies (ZANOTTI et al., 2005). A descoberta
de que estes elementos sdo componentes comuns do genoma fungico, os
tornam interessantes objetos de estudo em funcao do efeito que podem
exercer no genoma de seus hospedeiros. Os ETs sdo responsaveis por
grande numero de mutagdes espontdneas, gerando modificacbes na
expressao de genes, alterando as sequéncias de bases e a estrutura nos
cromossomos (ZANOTT] et al., 2005).

Os ETs podem ser classificados de forma hierarquica em classe,

subclasse, ordem, superfamilia, familia e subfamilia. Existem duas
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classes de elementos que se diferenciam pela presenga ou auséncia de
um RNA intermediario. Na classe |, a partir de uma copia de RNA do
transposon ocorre, via transcriptase reversa, a sintese de DNA que entao
€ capaz de se inserir em um sitio alvo. Nos elementos da classe Il ocorre
diretamente um processo de excisdo seguido de integracado (WICKER et
al., 2007). Devido a sua abundancia nos genomas e a capacidade de
gerar copias que sao inseridas em outros sitios do genoma, os
retroelementos  representam  potenciais marcadores  genéticos.
Atualmente, existem trés técnicas de marcadores moleculares, baseadas
em retroelementos, amplamente utilizadas para estudos de variabilidade
genética: S-SAP (Sequence-Specific Amplification Polymorphism) (Waugh
et al.,, 1997), IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism)
(Kalendar et al, 1999) e REMAP (Retrotransposon-Microssatellite
Amplified Polymorphism) (KALENDAR et al, 1999). Dentre estes
marcadores, IRAP vem sendo muito utilizado para analise da variabilidade
genética de diferentes populacdes de fungos (PASQUALI et al., 2007). Na
técnica de IRAP, os dois oligonucleotideos iniciadores anelam nas regides
conservadas do retrotransposon (LTRs), enquanto na REMAP um dos
inicidores anela em uma LTR e o outro anela em sequéncia microssatélite
(SSR) o que permite a detecgao de insergdes de transposons proximo de
SSRs (KALENDAR et al., 1999).

A técnica IRAP apresenta algumas vantagens em relagao a outros
marcadores moleculares como a versatilidade para a combinagdo de
varios primers que anelam em regides conservadas dos retrotransposons
e a alta reprodutibilidade por meio do uso de primers especificos.
Constituem desvantagens dessa técnica a necessidade de se conhecer
previamente a sequéncia LTR do genoma do organismo para desenho
dos primers, o fato das amplificacbes dependerem do numero de cépias
do retrotransposon e por serem considerados marcadores dominantes
(SANTANA et al., 2012).

Considerando o exposto, o presente estudo teve por objetivos

analisar a variabilidade genética de Sclerotinia sclerotiorum provenientes
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de feijoeiros de diferentes regides do estado de Minas Gerais, utilizando a
técnica IRAP.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material biolégico

Um total de 98 isolados de Sclerotinia sclerotiorum disponibilizados
pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG)
foram avaliados neste estudo (Tabela 1). Os esclerédios de S.
sclerotiorum foram coletados em lavouras de feijdo afetadas pelo mofo-
branco localizadas nas principais regides produtoras de feijao, tipo
Carioca, do estado de Minas Gerais durante o periodo de junho de 2009 a
janeiro de 2011. A coleta foi realizada em 16 localidades distribuidas nas
regides Noroeste, Sul, Tridngulo Mineiro/Alto do Parnaiba e Zona da Mata
do estado de Minas Gerais (Figura 1). A distancia em linha reta entre as
cidades amostradas € de aproximadamente 13,98 Km (Vigosa a Coimbra)
a 60,05 Km (Presidente Bernardes a Canaa) na regido Zona da Mata,
96,46 Km no Noroeste e 109,04 Km no Triangulo Mineiro. As amostras

foram codificadas com numero conforme Tabela 1.

Tabela 1. Codigo das amostras e local de amostragem de Sclerotinia
sclerotiorum em lavouras de feijoeiros (Phaseolus vulgaris) do
Estado de Minas Gerais.

Cédigo das amostras Localidade Regido geografica de

Minas Gerais
1 Vigosa Zona da Mata
2 Oratorios Zona da Mata
4 Vigosa Zona da Mata
8 Canaa Zona da Mata
9 Canaa Zona da Mata
10 Canaa Zona da Mata
11 Canaa Zona da Mata
12 Canaa Zona da Mata
13 Vigosa Zona da Mata
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14 Vicosa Zona da Mata
15 Vigcosa Zona da Mata
17 Porto Firme Zona da Mata
18 Vigcosa Zona da Mata
19 Vigcosa Zona da Mata
20 Porto Firme Zona da Mata
21 Porto Firme Zona da Mata
22 Porto Firme Zona da Mata
23 Porto Firme Zona da Mata
24 Porto Firme Zona da Mata
26 Porto Firme Zona da Mata
28 Presidente Bernardes Zona da Mata
29 Presidente Bernardes Zona da Mata
30 Presidente Bernardes Zona da Mata
31 Presidente Bernardes Zona da Mata
32 Oratérios Zona da Mata
33 Oratérios Zona da Mata
34 Coimbra Zona da Mata
35 Coimbra Zona da Mata
36 Coimbra Zona da Mata
37 Coimbra Zona da Mata
38 Coimbra Zona da Mata
39 Vigosa Zona da Mata
40 Vigosa Zona da Mata
41 Vigosa Zona da Mata
42 Vigosa Zona da Mata
43 Vigosa Zona da Mata
84 Rio Pomba Zona da Mata
44 Paracatu Noroeste
45 Paracatu Noroeste
47 Paracatu Noroeste
48 Paracatu Noroeste
49 Paracatu Noroeste
50 Paracatu Noroeste
51 Paracatu Noroeste
52 Paracatu Noroeste
53 Paracatu Noroeste
54 Paracatu Noroeste
55 Paracatu Noroeste
56 Unai Noroeste
57 Unai Noroeste
58 Unai Noroeste
60 Unai Noroeste
61 Unai Noroeste
62 Unai Noroeste
63 Unai Noroeste
64 Unai Noroeste
65 Unai Noroeste
66 Unai Noroeste
68 Unai Noroeste
69 Unai Noroeste
71 Unai Noroeste
72 Unai Noroeste
73 Unai Noroeste
74 Unai Noroeste




75 Unai Noroeste

76 Unai Noroeste

77 Unai Noroeste

78 Unai Noroeste

79 Unai Noroeste

80 Unai Noroeste

107 Paracatu Noroeste

108 Paracatu Noroeste

109 Paracatu Noroeste

110 Paracatu Noroeste

113 Unai Noroeste

81 ljaci Sul

85 ljaci Sul

86 ljaci Sul

87 ljaci Sul

89 ljaci Sul

90 ljaci Sul

91 ljaci Sul

94 ljaci Sul

95 ljaci Sul

96 ljaci Sul

98 ljaci Sul

99 ljaci Sul

100 ljaci Sul

115 Patos de Minas Tridngulo Mineiro
117 Patos de Minas Tridngulo Mineiro
119 Patos de Minas Tridngulo Mineiro
121 Patos de Minas Tridngulo Mineiro
122 Patos de Minas Tridngulo Mineiro
124 Patos de Minas Tridngulo Mineiro
126 Patos de Minas Tridngulo Mineiro
127 Irai de Minas Tridngulo Mineiro
129 Irai de Minas Tridngulo Mineiro
131 Irai de Minas Tridangulo Mineiro

NuUmero total de amostras
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Figura 1. Localizagado das amostras de Sclerotinia sclerotiorum coletadas
em diferentes regides do estado de Minas Gerais, sendo (n) o
numero de isolados amostrados por regido geografica.

2.2. Purificagao e cultivo dos isolados de Sclerotinia sclerotiorum

Com o objetivo de assegurar a manutengao da identidade genética
de cada isolado, os esclerédios foram purificados utilizando o método de
isolamento de ponta de hifa proposto por LEHNER (2011). Para este fim,
os esclerédios trazidos do campo foram submetidos a uma desinfestagao
superficial de acordo com metodologia descrita por NEERGAARD (1979).
Os esclerédios foram imersos em solugao de alcool etilico a 70% por 3
minutos, seguido de imersdo em solugdo de hipoclorito de sdédio por 5
minutos e duas lavagens com agua destilada esterilizada (ADE)
(NEERGAARD, 1979). Apds esses procedimentos, os esclerodios foram
transferidos assepticamente para placas de Petri contendo meio BDA
(batata, dextrose, agar) suplementado com o antibiético cloranfenicol na
concentracao de 0,25g/Litro. As placas foram colocadas em estufas do
tipo BOD com fotoperiodo de 12 horas, a temperatura de 23 a 25°C por
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um periodo de sete dias quando se observa formagdo do micélio
(NEEGAARD, 1979). Apos a germinacéo dos esclerédios e formacao da
colénia, segmentos unicos de extremidade de hifas de cada isolado foram
transferidos assepticamente para novas placas com BDA. As culturas
foram mantidas a 23 °C no escuro por um periodo de 15 dias, sendo
entdo preservadas a 4°C, também no escuro (LEHNER, 2011). Os
esclerédios produzidos a partir de culturas puras de hifas, foram
submetidos aos mesmos procedimentos de desinfestacdo superficial
(NEEGAARD, 1979) e germinagdo em meio BDA. O micélio formado foi
utilizado para extracdo de DNA.

Todas as analises realizadas neste trabalho foram obtidas de

culturas de S. sclerotiorum oriundas de extremidades de hifas.

2.3. Extracao de DNA total de Sclerotinia sclerotiorum

Para a extracdo de DNA total, o micélio de cada isolado de S.
sclerotiorum em meio de cultura BDA sélido foi primeiramente transferido
para meio liquido sintético (sacarose 1% (g), L-asparagina 0,2% (9g),
extrato de levedura 0,2% (g), KH2PO4 0,1% (g), MgS04.7H20 0,01% (g),
ZnS04.7H20 0,044% (mg), FeCl3.6H,0 0,048% (mg) e MnCl,.H,0 0,036%
(mg)), o qual ndo contém batata que poderia influenciar na analise do
DNA do fungo e mantido por trés dias em BOD a temperatura de 23-25°C
e fotoperiodo de 12 horas. Posteriormente, a cultura foi filtrada através de
uma peneira e o micélio foi seco em camera de fluxo laminar por quatro
horas e preservado a -80°C em ultrafreezer. O micélio seco foi utilizado
para extracdo de DNA total conforme metodologia descrita por DOYLE e
DOYLE (1990) com modificagdes. O procedimento de extragdo consistiu
em: (1) macerar o micélio em nitrogénio liquido; (2) adicionar tampao
CTAB 2% (CTAB 2%; NaCl 1,4 M; EDTA 20 mM; Tris-HCI 100 mM; PVP
1% e Metabissulfito de sédio 20 mM) e 1,5 % de Beta-mercaptoetanol; (3)
incubar a 65°C por 30 min, centrifugar por 5 min a 13.000 g e

posteriormente depositar 500 uL da fase aquosa em dois novos tubos; (4)
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adicionar 500 pL de fenol-cloroférmio: alcool isoamilico (24:1); (5) agitar
em vortex, centrifugar a 13000 g por 5 min e transferir 700 yL da fase
aquosa para um novo tubo; (6) adicionar 700 pyL de isopropanol a fase
aquosa, inverter suavemente e incubar a -20 °C por 10 min; (7) centrifugar
a 13000 g por 7 min, descartar o isopropanol e lavar o precipitado com
500 uyL de etanol 70% por duas vezes; (8) secar em bancada por 2 h,
ressuspender em 50 yL de tampdo TE contendo 2 puL de RNAse (1
mg/mL) e incubar a 37 °C por 2 h (DOYLE e DOYLE,1990).

A qualidade e a quantidade do DNA total foram avaliadas por
espectrofotdmetro e por eletroforese em gel de agarose a 0,8%. O DNA

obtido foi imediatamente armazenado a -20°C.

2.4. Obtencao de primers com base em sequéncias de nucleotideos
de transposons de Sclerotinia sclerotiorum e reagao de cadeia da

polimerase (PCR)

A técnica utilizada para obtencdo de marcas polimérficas foi a
técnica denominada de IRAP (inter-retrotransposon  amplified
polymorphism) que consiste em amplificagdo por PCR utilizando primers
para as regides conservadas que flanqueiam os retrotransposons LTR.
Para a obtencao dos primers, inicialmente, sequéncias de nucleotideos de
transposons de S. sclerotiorum foram identificadas a partir de sequéncias
do genoma deste fungo depositadas no banco de dados (Broad Institute

Sclerotinia sclerotiorum www.broadinstitute.orq) utilizando como palavras-

chaves o termo “reverse ftranscriptase” (capitulo | deste trabalho).
Posteriormente, as sequéncias de transposons identificadas foram
utilizadas para o desenho de primers com base nas sequéncias LTR

utilizando o programa Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/) (Tabela 2). Cada

reacao de PCR constituiu de um volume final de 25 uL contendo tampao
1x do kit Go Flex (Promega), MgCl, 2,0 mM, 100 uM de cada dNTP, 0,5
MM de cada primer, aproximadamente 30 ng de DNA e 1U de Tag DNA

polimerase (Go Flex). As reacdes de PCR foram realizadas em
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termociclador Eppendorf modelo AG 22331 Hamburgo, programado para
realizar 6 ciclos de 30s a 94 °C, 30 s a 50 °C e 2 min a 72°C. A estes seis
ciclos iniciais foram adicionados mais 24 ciclos sendo que a cada seis
ciclos foram somados 30 s ao tempo de extensdo. O passo de extensao
final foi de 10 min a 72 °C (Santana et al., 2012). O produto da
amplificagdo foi analisado por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10% com tampéo Tris-Acetato-EDTA10X (0,3 M de Tris-
HCI, 0,2 M de acetato glacial e 0,5 M de EDTA) e corado com prata na
concentracédo de 2% (PRIOLLI et al., 2004). O tempo de corrida no gel de
eletroforese foi de aproximadamente 5 horas a 155 volts. A imagem foi
visualizada e documentada por meio de foto documentador da Locus

Biotecnologia L. Pix.

Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para o PCR.

Identificagao Sequéncia (5’_3’) Combinagéao de
primers

Forward 148 CCGAAGGCTGAATACCTAACC 148F e 20R

Reverse 20 AAGATCCCAGGAGGTCAACA

Forward 148 CCGAAGGCTGAATACCTAACC 156R e 148F

Reverse 156 AGCCTTCGGAATTAAAGTGC

36: Super 30R CACGTGATCTAGACGGCAAA 36: Super 30R e
Super 312L

36:Super 312L | GTCTGTGCTTGCTGAAGGTG

2.5. Diversidade genética de Sclerotinia sclerotiorum

Para as analises de diversidade, os isolados de S. sclerotiorum
foram agrupados em regides de acordo com a regido geografica
amostrada (Noroeste, Zona da Mata, Triangulo Mineiro e Sul). Os isolados
de cada regidao amostrada foram considerados uma populagido e os
isolados de cada cidade amostrada dentro de cada regido foram

considerados subpopulacdes (Figura 1).
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Os perfis eletroforéticos obtidos foram analisados visualmente e
uma matriz binaria foi gerada onde a presenga de uma banda foi
codificada com o numero 1 e a auséncia com o numero 0. Bandas
comuns a todos os isolados n&do foram utilizadas para obtencdo desta
matriz. A matriz binaria obtida foi utilizada para obtencdo da matriz de
distancia genética entre os isolados com base no coeficiente de Nei (Nei,
1973). Os dados da matriz de distdncia genética foram empregados para
calcular a estatistica da variagdo genética de cada populagdo. As
estimativas incluiram porcentagem de locus polimérficos (P), numero de
alelos (Na), numero de alelos efetivo (Ne), diversidade génica pelo indice
de Nei (Nei, 1973) (h) e diversidade genotipica pelo indice de Shannon-
Wiener H’ (Hill, 1973) (I). Os dados da matriz de distancia genética foram
utilizados, também, para agrupamento dos isolados com base no método
hierarquico aglomerativo da média aritmética entre pares ndo-ponderados
(UPGMA). Todas estas analises foram realizadas utilizando o software
Popgene (YEH et al, 1999). Para avaliar se os isolados das
subpopulagdbes de S. sclerotiorum encontram-se geneticamente
estruturados foi realizada a andlise de varidancia molecular (AMOVA-
Analysis of Molecular Variance) estimada pela variagao genética e pelo
indice de fixacado Fst (WEIR e COCKERHAM, 1984) implementados pelo
Software Arlequin (Excoffier et al., 2006). O indice de fixagao (Fst) (Weir e
Cockerham, 1984) indica a distribuicdo da variabilidade genética entre
populacdes com base na probabilidade de alelos idénticos. Estimativas de
Fst menores que 0,050, entre 0,051 e 0,150, e entre, 0,151 e 0,250
representam baixa, média e altos niveis de diferenciacdo genética,
respectivamente. A AMOVA foi calculada com dois niveis hierarquicos
(entre e dentro de subpopulacgdes) e apenas para as populagdes que

continham mais de 20 isolados (Zona da Mata e Noroeste).
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3. RESULTADOS

DNA de 98 isolados de Sclerotinia sclerotiorum (Tabela 1) foram
analisados por PCR utilizando trés combinagdes de primers (Tabela 2).
Independente da combinagcdo de primers utilizada, diferentes perfis
eletroforéticos foram observados, indicando que todos os primers foram

uteis para a detecgdo de polimorfismos na populagdo avaliada (Figura 2,

Anexo1).
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Figura 2. Perfis eletroforéticos em gel de poliacrimida a 10%, dos produtos da

amplificagdo do DNA de isolados de Sclerotinia sclerotiorum. A: primers 156R
e 148F. B: primers 36: Super 30R e 36: Super 312L. C: primers. 148F e 20R.
Porto Firme 26 a Porto Firme 24: amostras da Zona da Mata. 45 a 60:
amostras do Noroeste. 115 a 126: Amostras do Tridangulo Mineiro e 85 a 95:
Amostras do Sul. C: controle negativo M: marcador de tamanho molecular 1Kb.
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Ao todo foram identificados 103 haplétipos para as trés
combinagdes de primers Destes, 74 foram haplétipos exclusivos. O
numero de haplotipos exclusivos para cada combinagdo de primer e
regido geografica podem ser observados na Tabela 3. Em geral,
haplétipos compartilhados foram detectados dentro e entre as

subpopulagdes analisadas.

Tabela 3. Numero de hapldtipos exclusivos para cada combinacdo de
primers e regido geografica.

Combinacgao de primers  Regiao N° de haplétipos

Zona da Mata 9
156R e 148F Noroeste 9
Tridngulo Mineiro 3

9

Sul

Total: 30

Zona da Mata

36: Super 30R e Super Noroeste 6
312L
Tridngulo Mineiro 3
Sul

Total: 22

Zona da Mata 7
148F e 20R Noroeste 4
Tridangulo Mineiro 3
Sul 8

Total: 22

Total de haplétipos exclusivos: 74

Observa-se na Tabela 4 o numero de locos amplificados e a
porcentagem de locos polimoérficos quando as quatro populacbes de S.
sclerotiorum foram analisadas. Para cada populacédo avaliada, diferentes
taxas de polimorfismo foram observadas quando diferentes combinacdes

de primers foram utilizadas nas reag¢des de PCR. Excecéao foi observada



para a populacdo Zona da Mata que apresentou 100% de taxa de
polimorfismo independente da combinacdo de primer. A populacdo da
Zona da Mata foi a que apresentou maior taxa de polimorfismo. Embora o
mesmo numero de locos amplificados tenha sido identificado para as
populagdes Triangulo Mineiro e Sul quando a mesma combinacdo de
primer foi utilizada, as taxas de locos polimérficos variaram
consideravelmente (exemplo: 22 locos foram amplificados quando a
combinagao de primer foi 148F e 20R sendo a taxa de locos polimorficos
de 36.36% para a populacdo do Triangulo Mineiro e 81.82% para a do
Sul). Maior numero de locos amplificados foi observado para as
populagdes Tridangulo Mineiro e Sul (19 a 22 locos), no entanto, a
porcentagem de locos polimoérficos, em geral, foi maior para as

populac¢des Noroeste e Zona da Mata (acima de 70%).

Tabela 4. Combinagédo de primers, numero e porcentagem de locos
amplificados para as populagdes de Sclerotinia sclerotiorum

analisadas.
Combinagao de primer Numero de locos Porcentagem de locos
amplificados polimorficos (%
Noroeste
36: Super 30R e 36: Super 15 100
312L
148F e 20R 12 83,33
Zona da Mata
156R e 148F 16 100
36: Super 30R e 36: Super 18 100
312L
148F e 20R 10 100
Triangulo Mineiro
156R e 148F 20 25
36: Super 30R e 36: Super 19 68,42
312L
148F e 20R 22 36,36




Sul

156R e 148F 20 65
36: Super 30R e 36: Super 19 42,11
312L
148F e 20R 22 81,82

Independente da populagdo analisada, valores altos foram
observados, em geral, para as diversidades génica e genotipica (indice de
Shannon) (Tabela 5, Anexo 2). Observa-se na Tabela 5 que os valores
obtidos para as populagdes Zona da Mata e Noroeste variaram de 0,17 a
0,35 (diversidade génica) e de 0,27 a 0,52 (indice de Shannon). Embora,
para todas as combinag¢des de primer utilizadas, valores similares de
diversidade génica tenham sido identificados na populagdo Noroeste, o
mesmo nao foi observado para a populagdo Zona da Mata onde os
valores foram consideravelmente diferentes. Valores consideravelmente
diferentes foram observados, também, para o indice de Shannon

independente da combinacao de primer utilizada e da populacéo avaliada.

Tabela 5. Estimativas de variabilidade genética nas populagbes de
Sclerotinia sclerotiorum das regides Noroeste e Zona da Mata
do estado de Minas Gerais.

Regidao Noroeste

Combinagdo de  Numero Na Ne h I
primers de locos
156R e 148F 26 1,73+ 0,45 1,28+0,35 0,177+0,18 0,27 +0,25
36: Super 30R e 26 2,0+ 00 1,62+0,25 0,17+0,18 0,50 10,14
36: Super 312L
148F e 20R 26 1,83+0,38 1,52+0,25 0,20+0,18 0,32 0,25

Regiao Zona da Mata

Combinagao de Numero Na Ne h |
primers de locos
156R e 148F 23 2,0 £0,0 1,24+0,20 0,18+0,10 0,31+0,14
36: Super 30R e 23 2,0 £0,0 1,59 £ 0,29 0,35+0,12 0,52+0,15

36: Super 312L
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148F e 20R 23 2,0 +0,0 1,38+0,27 0,256+0,13 0,40%+0,17

“Na: numero de alelos. Ne: nimero de alelos efetivo. h: diversidade génica
de Nei. I: indice de Shannon
A AMOVA foi realizada apenas para as populagdes Noroeste e
Zona da Mata, em funcédo do baixo numero de isolados analisados para
as demais populacgdes. Independente da combinacdo de primer utilizada
nas reagbes de PCR, praticamente nenhuma variacdo entre as
subpopulagdes Noroeste e Zona da Mata foi observada (Tabelas 6 e 7,
Anexo 3), no entanto, valores altos de variagcdo génica foram detectados
dentro das subpopulagdes (Tabela 6 e 7). Valores de 99,74% e 100%
foram determinados para variagao dentro das subpopula¢des da Zona da
Mata e Noroeste, respectivamente quando, utilizou-se o par de primer
156R e 148F (Tabelas 6 e 7). indices de Fst, menores que 0.05, foram
estimados, sendo os valores de 0.02620 e -0.02150 determinados para as
populagcdes das regidbes Zona da Mata e Noroeste, respectivamente
(Tabelas 6 e 7).

Tabela 6. Analise de varidncia molecular (AMOVA) entre e dentro de
subpopulagdes de Sclerotinia sclerotiorum da regidao da Zona
da Mata do estado de Minas Gerais com base nos dados
obtidos pela combinagao de primers 156R e 148F

Zona da Mata

Fontes de GL Soma dos Componentes Porcentagem
Variagéao guadrados da variancia de variagao (%)
Entre 3 4,662 0,00403 Va 0,26
subpopulagdes
Dentro de 17 26,100 1,53529 Vb 99,74
subpopulagdes
Total 20 30,762 1,53932
(Fstf) 0,00262

GL: graus de liberdade
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Tabela 7. Analise de varidncia molecular (AMOVA) dentro e entre
subpopulag¢des de Sclerotinia sclerotiorum da regido Noroeste
do estado de Minas Gerais com base nos dados obtidos pela
combinacao de primers 156R e 148F.

Noroeste
Fontes de GL Soma dos Componentes Porcentagem
Variagédo quadrados da variadncia de variagéo(%)
Entre 1 1 -0,02850Va 0,0
subpopulagbes
Dentro de 24 32,500 1,35417Vb 100
subpopulagdes
Total 25 33,538 1,32567
(Fst) -0,02150

GL: graus de liberdade

Os dados obtidos com base na utilizagao das trés combinacdes de
primers foram utilizados para a analise de agrupamento dos isolados de
S. sclerotiorum (Figura 3, Anexo 4). A Figura 3 mostra os dendrogramas
obtidos para as populacbes Noroeste e Zona da Mata. Observa-se nos
dois dendrogramas, que os isolados procedentes da mesma localidade
(cidade) ndo foram posicionados no mesmo grupo, ou seja, 0S grupos
formados sao constituidos de isolados procedentes de diferentes
localidades. Resultado semelhante foi obtido para a populagao Triangulo
Mineiro (Anexo 4). Também na populacao Sul, representada por isolados
amostrados em um unico sitio de coleta (ljaci) os mesmos foram

distribuidos em grupos distintos (Anexo 4).
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A)

13-Vigosa
40-Vigosa
2-Oratorios
23-Porto Firme
24-Porto Firme
34-Coimbra
38-Coimbra
39-Vigosa
43-Vigosa

15-Vigosa
_E 22-Porto Firme
35-Coimbra

14-Vigosa
19-Vigosa
32-Oratérios
17-Porto Firme
21-Porto Firme
- 26-Porto Firme
28-Presidente Bernardes
b— 41-Vigosa
18-Vigosa
9-Canaa
42-Vigosa
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B)

45-Paracatu
47-Paracatu
54-Paracatu
55-Paracatu
61-Unai
76-Unai
73-Unai
78-Unai
75-Unai
48-Paracatu
53-Paracatu
58-Unai
68-Unai

1 65-Unai

171-Unai
77-Unai
66-Unai

60-Unai
| !64-Unai
63-Unai

80-Unai
49-Paracatu

51-Paracatu
72-Unai
74-Unai
56-Unai
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Figura 3. Dendrogramas (UPGMA) obtido por meio da analise do
marcador molecular IRAP em isolados de populagbes de
Sclerotinia sclerotiorum das regibes Zona da Mata (A) e
Noroeste (B) do estado de Minas Gerais.

4. DISCUSSAO

Devido a abundancia e a forma de amplificagdo e inser¢ao no
genoma, os retrotransposons tém sido utilizados em estudos de
diversidade e os resultados mostram que estes elementos sido Uteis para
a discriminacdo de isolados inter e intra-espécies. Marcas polimorficas
decorrentes de inser¢des polimérficas do transposon no genoma durante
sua reproducao podem ser identificadas por meio de técnicas moleculares
(SANTANTA et al., 2012). Em estudos com patdgenos, uma das técnicas
atualmente utilizadas é a IRAP que se baseia na deteccdo de
polimorfismos de regides inter-retrotransposons (PASQUALI et al., 2007).

A analise de polimorfismo com base em transposons na populagao
de S. sclerotiorum amostrada em diferentes regides do estado de Minas
Gerais, evidencia que a técnica IRAP é eficiente para discriminar
gendtipos deste patdégeno. A alta taxa de polimorfismo somado ao
consideravel numero de haplétipos identificados bem como a presenca de
um consideravel numero de haplétipos exclusivos, indicam alta
variabilidade genética entre os isolados de S. sclerotiorum. O
compartilhamento de haplétipos em cada regido amostrada observado
tanto dentro como entre as subpopulag¢des avaliadas € um indicativo de
ocorréncia de fluxo génico entre os isolados. Compartilhamento de
haplétipos dentro e entre subpopulagdes de S. sclerotiorum foi observado,
também, por ATALLAH et al (2004) ao avaliarem, com base em
microssatelites, 167 isolados de S. sclerotiorum coletados em quatro
regides produtoras de batata (sitios de coleta) no norte dos Estados

Unidos.
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O alto nivel de variabilidade genética estimados para as
populagdes de S. sclerotiorum avaliadas no presente estudo parece ser
caracteristico desta espécie, considerando que este nivel de variabilidade
tem sido relatado, também, para popula¢des deste patdgeno procedentes
de outras regides brasileiras (GOMES et al., 2011) e de outros paises
(SEXTON e HOWLETT, 2004) utilizando microssatélites como
marcadores moleculares.

Os altos valores de diversidade génica (indices de Nei) e de
diversidade genotipica (haplotipica) (indice de Shannon), estimados para
as populacdes analisadas sustentam a alta diversidade genética de S.
sclerotiorum. Esta alta diversidade pode ser reflexo de um grande numero
de haplétipos exclusivos identificados nas populagdes de S. sclerotiorum,
bem como de possiveis mutagées com consequente introducdo de novos
gendtipos. Estudos anteriores com S. sclerotiorum, tém também
detectado, grande numero de haplotipos exclusivos nas populagdes
avaliadas (SEXTON e HOWLETT, 2004 e LEHNER, 2011). Os mesmos
isolados analisados no presente estudo, foram analisados por LEHNER
em 2011, porém, com base em marcadores microssatélites. Nossos
resultados sdo concordantes com os de LEHNER (2011) que estimou
valores altos de diversidade genotipica e haplotipica. GOMES et al.
(2011) em seu trabalho com isolados S. sclerotiorum no Cerrado
brasileiro, amostrados em quatro regiées produtoras de feijao sob sistema
de irrigacédo, detectaram alta diversidade genética (79 isolados foram
investigados, 102 haplotipos foram identificados e valores de 0,65 a 0,91
foram estimados para diversidade alélica com base em dados de
microssatélites). Da mesma forma, SEXTON e HOWLETT (2004)
analisaram a diversidade de S. sclerotiorum procedente da Australia, e os
resultados foram relativamente altos (82 haplétipos foram detectados e as
diversidades genotipica e génica variaram de 36 a 80% e 0,23 a 0,79,
respectivamente).

Os dados da AMOVA realizada individualmente para as

populacdes Zona da Mata e Noroeste, mostram variagdes acima de 90%
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dentro das subpopulagdes do Noroeste e da Zona da Mata. Somado aos
baixos valores de Fst, que inclui um valor negativo (Fst:-0.02150 para
subpopulag¢des do Noroeste), estes dados indicam que as subpopulagdes
analisadas nao estdo geneticamente estruturadas, o que sugere
ocorréncia de fluxo génico intrapopulacional, permitindo que compartilhem
material genético. Segundo KOHLI et al. (1992) a variabilidade em
populagdes de S. sclerotiorum pode ser mantida por diversos fatores tais
como: mutacgao, fluxo génico, recombinagdo sexual e selecdo transitoria.
LEHNER (2011) sugere que em Minas Gerais, o fluxo génico, entre as
regides amostradas €&, possivelmente, um mecanismo que mantém a
diversidade na populacdo de S. sclerotiorum. LEHNER (2011) ressalta
que por ser um fungo homotalico € de se esperar maior variabilidade
dentro das populagdes, outro fator e a maior chance de ocorrer
recombinacdo entre os individuos que estdo mais préximos
geograficamente.

A possivel auséncia de estruturagdo dentro das subpopulagdes
analisadas foi consistente com os resultados obtidos por GOMES et al.
(2011) que analisou a diversidade deste patdgeno dentro e entre areas de
plantacdo de feijado sob sistema de irrigacéo e separadas a uma distancia
de 10 a 50 Km. Neste estudo, embora o valor de Fst tenha sido
considerado alto (Fst =0,28793), 71,21 % de variacao foi estimada dentro
e 28,79 entre as areas amostradas, indicando alto nivel de fluxo génico
intrapopulacional. Auséncia de estruturagdo genética com possivel
ocorréncia de fluxo génico na populagdao nao é caracteristico apenas em
S. sclerotiorum do Brasil. SEXTON e HOWLETT (2004), por exemplo, ao
analisarem populagdes S. sclerotiorum da Australia amostradas em duas
areas de plantacdo de canola no sul dos estados de Victoria (60 Km de
distancia entre as areas amostradas) e duas no sul de New South Wales
(35 Km de distancia entre as areas amostradas) identificaram maior
variagdo genética dentro das populagdes (79.4%) sendo apenas de
20,6%, a variacao entre as populacdes dentro de cada estado. Os baixos

valores de Fst (0,1 entre as populag¢des do sul de Victoria e de 0,09 entre
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as do sul do SWS) reforcam estes dados. Resultado semelhante foi obtido
por ATALLAH et al (2004) ao avaliarem a estrutura genética de 167
isolados de S. sclerotiorum de diferentes regides do norte dos Estados
Unidos. Neste estudo os autores relatam que mais de 92% da
variabilidade foi atribuida a variabilidade dentro dos sitios amostrados.

A nao distribuicdo dos isolados S. sclerotiorum das subpopulagdes
do Noroeste, bem como das subpopula¢des da Zona da Mata em grupos
distintos observada nos dendrogramas UPGMA reforgam os dados da
AMOVA que indicam auséncia de estruturacdo genética nestas duas
regides.

De acordo com CUBETA et al. (1997) os ascosporos podem ser
dispersos pelo ar a uma distancia de 3 a 4 Km e BIANCHINI et al. (2005)
relatam que o transporte de esclerddios pode ocorrer por meio de
sementes e agua de irrigagdo. Considerando que o transporte de
sementes de uma area de plantio a outra € uma pratica comum, sementes
contaminadas com esclerédios podem ser transportadas o que significa
que a atividade humana constitui uma pratica relevante para o
estabelecimento do padrao de distribuicdo da diversidade observado na
maioria dos estudos com S. sclerotiorum

O presente trabalho é o primeiro estudo relatado sobre analise de
diversidade S. sclerotiorum com base em transposons. Os dados obtidos
poderdo, juntamente com outros, contribuir para a implementagdo de
estratégias de controle e manejo do mofo-branco. Assim, este estudo é
importante para os programas de melhoramento genético do feijoeiro, por
fornecer informagdes acerca da distribuicdo da variabilidade genética nas
populacdes de S. sclerotiorum, este dado é essencial para obtencao de
cultivares resistentes ao mofo-branco. No entanto, conforme
recomendado por Lehner (2011), a alta variabilidade de S. sclerotiorum
implica em maiores cuidados quanto a selecdo de materiais resistentes a
esta doenca, que deve ser realizada com isolados de diferentes regides a

fim de minimizar o risco de suplantacao de resisténcia.
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CONCLUSOES GERAIS

Dois elementos retrotransponiveis foram identificados no genoma
de Sclerotinia sclerotiorum, os elementos Copia-LTR_SS e Gypsy-
LTR_ SS que pertencem aos grupos Tyl/copia e Ty3/gypsy,
respectivamente. Nesses elementos, estdo presentes quase todas as
proteinas que compdem um retrotransposon (LTR).

Foram encontradas sequéncias referentes a LTR-Solo e TRIM para
os dois retrotransposons identificados. A presenca dessas sequéncias de
elementos transponiveis (ETs) indica que possivelmente eventos de
recombinagdes ectépicas sao ou foram importantes modeladores do
genoma de S. sclerotiorum, sendo uma evidéncia que o genoma desta
especie esta em constante reestruturacao.

O mecanismo RIP de inativagao dos ETs foi detectado no genoma
de S. sclerotiorum. Se por um lado, a presenga desse mecanismo pode
introduzir aumento de coédons de terminagao TAA e TAG e, dessa forma,
silenciar genes; por outro, as mutagdes causadas por RIP em sequéncias
duplicadas podem levar a formacdo de novos alelos com diferentes
fungdes contribuindo, assim, para o processo evolutivo dessa espécie.

Devido ao grande numero de copias de LTR-Solo e elementos
TRIMs referentes aos retrotranposons Copia-LTR_SS e Gypsy-LTR_SS,
estes elementos mostraram alto potencial para ser utilizado em analises
de variabilidade genética. O marcador molecular IRAP (Inter
Retrotransposon Amplified Polymorphism) foi eficiente para identificar
marcas polimoérficas no genoma de S. sclerotiorum permitindo assim o
estudo de variabilidade genética neste fungo.

Foram detectados valores altos de diversidade génica e genotipica
nas populagdes de S. scleorotiorum; os valores de Fst indicaram que as
populagcdes analisadas de S.sclerotiorum nao estdo geneticamente
estruturadas. Os valores de AMOVA indicaram uma maior variacao

genética dentro do que entre as subpopulagdes (sitios de coleta).
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Por fim, evidéncias de grande remodelagem no genoma, bem
como, a alta variabilidade haplotipica encontrada, demonstram que S.
sclerotiorum possui grande variabilidade genética e, portanto, pode
permitir a este patégeno uma melhor adaptabilidade as condig¢des

ambientais e a diferentes hospedeiros.
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Anexo1. Perfis eletroforéticos em géis de poliacrilamida a 10% do produto
de amplificacdo do DNA com base na combinacao de primer 156R e 148F
para os isolados de Sclerotinia sclerotiorum de todas as regides
geograficas analisadas: Zona da Mata (A), Noroeste (B), Triangulo
Mineiro e Sul (C). Marcador de tamanho molecular de 1Kb.

A)
MC . 33 amostras M
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C)
MC 30 amostras M

Anexo 2. Estimativas de variabilidade genética nas populagbes de
Sclerotinia sclerotiorum das regides Triangulo Mineiro e Sul do estado de
Minas Gerais.

Regido Triangulo

Mineiro
Combinagéo de Numero Na Ne h I
primers de locos
156R e 148F 5 1,25+0,44 1,1410,26 0,08+0,15 0,13+0,24
36: Super 30R e 5 1,68+0,47 168+047 0,23+0,17 0,36 +0,25
36: Super 312L
148F e 20R 5 1,36+0,49 1,21+0,31 0,190,177 0,27 £0,25
Regiao Sul
Combinagédo de Numero Na Ne h |
primers de locos
156R e 148F 9 1,65+048 1,33+0,34 0,20+0,18 0,31+0,26
36: Super 30R e 8 1,48+0,50 1,28+0,39 0,15+0,20 0,23+0,29
36: Super 312L
148F e 20R 8 1,81+0,39 1,46+0,34 0,27+0,17 0,42+0,23




Anexo 3. Analise de variancia molecular (AMOVA) dentro e entre
subpopulagdes de Sclerotinia sclerotiorum das regides Zona da Mata e
Noroeste do estado de Minas Gerais com base nos dados obtidos para as

seguintes combinagdes de primers: 36: Super 30R e 36: Super 312L ;
148F e 20R.

Zona da Mata

36: Super 30R e
36: Super 312L

Fontes de GL Soma dos Componentes Porcentagem
Variagao quadrados da variancia de variagéao
Entre 3 15,033 0,25607Va 7,28
subpopulagdes
Dentro de 16 52,167 3,26042Vb 92,72
subpopulagdes
Total 19 65,200 3,51649
(Fst) 0,07282
Noroeste

36: Super 30R e
36: Super 312L

Fontes de GL Soma dos Componentes Porcentagem
Variagéao quadrados da variancia de variagao
Entre 1 3,207 0,06145Va 2,37
subpopulagdes
Dentro de 24 60,639 2,52662Vb 97,63
subpopulagbes
Total 25 63,846 2,58807
(Fst) 0,02374
Zona da Mata
148F e 20R
Fontes de GL Soma dos Componentes Porcentagem
Variagao quadrados da variancia de variagao
Entre 3 4,662 0,00403Va 0,26
subpopulagdes
Dentro de 17 26,100 1,53529Vb 99,74
subpopulagdes
Total 20 30,762 1,53932
(Fst) 0,00262
Noroeste
148F e 20R
Fontes de GL Soma dos Componentes Porcentagem
Variagao quadrados da variancia de variagao
Entre 1 1,380 0,01030Va 0,81
subpopulagdes
Dentro de 24 30,389 1,26620Vb 99,19
subpopulagdes
Total 25 31,769 1,27651

81



(Fst) 0,00807

Anexo 4. Dendrogramas (UPGMA) obtido por meio da analise do
marcador molecular IRAP em isolados de populagcdes de Sclerotinia
sclerotiorum das regides Zona da Mata, Noroeste, Triangulo Mineiro e Sul
do estado de Minas Gerais para todas as combinacbes de primers:
A:156R e 148F; B: 36: Super 30R e 36: Super 312L; C:148F e 20R.

Regiao: Zona da Mata

Combinacgao de Primer A

13-Vicosa
— 14-Vicosa
19-Vicosa
40-Vigosa
43-Vigosa
2-Oratorios

32-Oratérios
17-Porto Firme

21-Porto Firme

— 23-Porto Firme

24-Porto Firme

26-Porto Firme
28-Presidente Bernardes
34-Coimbra

35-Coimbra

38-Coimbra

39-Vicosa

41-Vigcosa

9-Canaa

1 18-Vicosa
142-vigosa

I 15-Vicosa
22-Porto Firme
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Combinacao de Primer B

13-Vigosa
40-Vicosa
2-Oratoérios
23-Porto Firme
24-Porto Firme
34-Coimbra
38-Coimbra

_E 39-Vicosa
43-Vicosa
_: 15-Vigosa
22-Porto Firme
35-Coimbra
14-Vigcosa

19-Vicosa
32-Oratorios
17-Porto Firme
21-Porto Firme

26-Porto Firme
28-Presidente Bernardes
— 41-Vicosa

_E 18-Vicosa
9-Canaa

70

42-Vicosa
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Combinacgao de Primer C

13-Vigosa
14-Vicosa
39-Vicosa
40-Vigcosa
41-Vigosa
43-Vigosa
2-Oratorios
26-Porto Firme
34-Coimbra

| 23-Porto Firme
124-Porto Firme
15-Vicosa
19-Vigcosa

17-Porto Firme
28-Presidente Bernardes
35-Coimbra

38-Coimbra

21-Porto Firme

9-Canaa

— 18-Vicosa

| S 42-Vicosa

32-Oratoérios

22-Porto Firme




Regiao: Noroeste
Combinacao de Primer A

45-Paracatu
47-Paracatu
54-Paracatu
55-Paracatu
61-Unai

73-Unai
75-Unai
76-Unai
78-Unai

e 80-Unai

51-Paracatu
| 56-Unai

174-Unai
72-Unai
48-Paracatu
53-Paracatu
60-Unai
63-Unai

64-Unai
65-Unai
71-Unai

e 58-Unai

68-Unai
66-Unai

77-Unai

49-Paracatu
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Combinacao de Primer B

45-Paracatu
47-Paracatu
54-Paracatu

55-Paracatu
61-Unai
76-Unai

| 73-Unai
78-Unai

e 75-Unai
48-Paracatu
563-Paracatu
58-Unai
68-Unai

_l 65-Unai
71-Unai

77-Unai

66-Unai

60-Unai
— 64-Unai
- e 63-Unai
80-Unai
49-Paracatu

51-Paracatu
4| 72-Unai
74-Unai

56-Unai
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Combinacgao de Primer C

45-Paracatu
47-Paracatu
49-Paracatu
54-Paracatu
55-Paracatu
61-Unai
72-Unai
74-Unai
75-Unai
77-Unai
48-Paracatu

53-Paracatu
60-Unai
63-Unai
64-Unai
65-Unai
68-Unai
71-Unai
78-Unai
58-Unai
80-Unai

] | 51-Paracatu
56-Unai
73-Unai

76-Unai
66-Unai

Regiao: Triangulo Mineiro
Combinacao de Primer A

115-Patos de Minas

117-Patos de Minas
4| 124-Patos de Minas
129-Irai de Minas

119-Patos de Minas
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Combinacao de Primer B

115-Patos de Minas
117-Patos de Minas

119-Patos de Minas
_D 124-Patos de Minas
129-Irai de Minas

10
Combinacgao de Primer C
115-Patos de Minas
117-Patos de Minas
] _E 119-Patos de Minas
124-Patos de Minas
129-Irai de Minas
P
5
Regiao: Sul
Combinacao de Primer A
| 85-ljaci
195-ljaci
86-ljaci
_: 94—Ijaci
] 100-ljaci
90-ljaci
I 91-ljaci
96-ljaci
P
5
Combinacao de Primer B
95-ljaci
91-ljaci
90-ljaci
96-ljaci
= 86-ljaci
| 100-ljaci
94-ljaci
—
2
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Combinacgao de Primer C

85-ljaci
—: 86-ljaci
— 95-ljaci

L— 96-ljaci

90-ljaci

100-ljaci

91-ljaci
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