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RESUMO

SANTANA, Mateus Ferreira, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2009.
Retrotransposon LTR no genoma de Moniliophthora perniciosa e
Cochliobolus heterostrophus. Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz. Co-
orientadores: Elza Fernandes de Araujo e Eduardo Seiti Gomide Mizubuti.

Retrotransposons do grupo Gypsy/Ty3 sao os principais elementos
transponiveis encontrados no genoma de fungos fitopatogénicos. Neste trabalho,
dois retrotransposons denominados de MpSaci e Sophie foram analisados em
Moniliophthora perniciosa e Cochliobolus heterostrophus, respectivamente. MpSaci
foi utilizado para avaliar os marcadores moleculares baseados em elementos
transponiveis IRAP e REMAP. Quando 70 isolados de M. perniciosa foram
analisados, o total de 43 locos foram amplificados gerando 46,51% de bandas
polimorficas. Diferengas significativas foram encontradas entre as populagdes de M.
perniciosas divididas em relacédo ao biotipo e a origem geografica, demonstrando
que as populagbes encontram-se estruturadas quanto a origem geografica e ao
hospedeiro (biétipo). Pela analise de agrupamento de diferentes regides geograficas
do bidtipo C foram observados dois grandes grupos que evidenciam duas principais
entradas do patéogeno no estado da Bahia. Buscas feitas no banco de dados do
Projeto Genoma de C. heterostrophus (JGI - Genome) revelaram a presencga de
sequéncias de DNA com similaridade a transcriptase reversa de elementos da
Classe | pertencentes ao grupo Gypsy/Ty3. Com base nessas sequéncias foi
possivel encontrar sete cépias diferentes e intactas de um elemento transponivel
que foi denominado Sophie. A andlise de 37 seqUéncias do gene da transcriptase
reversa demonstrou possivel mecanismo de silenciamento semelhante a RIP. As
sete copias do elemento Sophie apresentaram 7.426 pb a 7.512 pb. O
retrotransposon Sophie possui duas sequéncias de leitura abertas (ORFs) que
codificam a proteina Gag e a poliproteina Pol. A presenga de diferentes sitios-alvo
sugere que Sophie € um elemento com atividade recente no genoma de C.
heterostrophus podendo ter grande impacto na evolugdo do genoma do seu

hospedeiro.
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ABSTRACT

SANTANA, Mateus Ferreira, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2009.
LTR retrotransposon in the genome of Moniliophthora perniciosa and
Cochliobolus heterostrophus. Advisor: Marisa Vieira de Queiroz. Co-
advisors: Elza Fernandes de Araujo and Eduardo Seiti Gomide Mizubuti.

Gypsy/Ty3 group retrotransposons are the main transposable elements found
in the genome of pathogenic fungi. In this work, two retrotransposons termed MpSaci
and Sophie were analyzed in Moniliophthora perniciosa and Cochliobolus
heterostrophus, respectively. MpSaci was used to assess molecular markers based
on transposable elements IRAP and REMAP. When 70 isolates of M. perniciosa
were analyzed, a total of 43 loci were amplified by generating 46.51% polymorphism.
Significant differences were found between populations of M. perniciosa divided in
relation to biotope and the geographical origin, showing that populations are
structured on the geographical origin and the host (biotype). The cluster analysis of
different geographical regions of biotype C were observed two large groups that
show two main entrances of the pathogen in the state of Bahia. Searches done in the
database of the Genome Project of C. heterostrophus (JGI- Genome) showed the
presence of DNA sequences with similarity to reverse transcriptase of Class |
elements belonging to the group Gypsy/Ty3. Based on these sequences could be
found seven different copies of an intact transposable element named Sophie. The
analysis of 37 sequences of the reverse transcriptase gene showed a possible
silencing mechanism similar to RIP. The seven copies of the element Sophie had
7426 bp 7512 bp. The retrotransposon sequences Sophie has two open reading
frames (ORFs) that encode the Gag protein and the Pol polyprotein. The presence of
different target sites suggests that Sophie is an element with recent activity in the
genome of C. heterostrophus can have a great impact on the evolution of the

genome of its host.

viii



1- INTRODUCAO

Elementos transponiveis sao sequéncias de DNA repetidas, dispersas no
genoma do hospedeiro, com capacidade de migrar. Prevalentes em muitos genomas
eucariotos, estes elementos exercem diversos efeitos, influenciam a organizagéao, a
integridade e a evolugao do genoma hospedeiro e regulam a expressiao de genes
em diferentes espécies. Embora tenham sido descobertos ha mais de 60 anos,
somente com o advento do sequenciamento completo dos genomas e a constatagéo
de que os transposons ocupam fragdo importante do genoma do hospedeiro € que
esses elementos receberam maior atengdo e deixaram de ser vistos como “DNA
lixo”. Esses elementos estdo presentes em cerca de 15% do genoma de Drosophila
melanogaster, 45 % do genoma humano e até 65 % do genoma do milho.

A movimentagdo de transposons no genoma hospedeiro é capaz de gerar
rearranjos, novos alelos e modificar a expressdao génica. Dessa forma, sao
considerados agentes centrais na reestruturagdo evolutiva dos genomas de seus
hospedeiros. A atividade de transposicdo pode ser aumentada de acordo com
estresses abioticos e bidticos. Além disso, diferentes estratégias de silenciamento
sdo responsaveis pelo controle desses elementos. Entre essas estratégias estao a
metilacdo, iRNA e RIP (mutagao de ponto induzida por repeticéo).

O isolamento e caracterizagdo de elementos transponiveis em fitopatdgenos
possibilitam maior conhecimento sobre a organizagdo e a evolugdo do genoma
desses fungos e de mecanismos de silenciamento génico. Além disso, permite a
aplicagao desses elementos em sistemas de inativagao génica e como marcadores
moleculares para tragar o perfil populacional de fungos fitopatogénicos. Os
elementos transponiveis podem ser utilizados para inativagdo génica e em estudos
de populagdo. A utilizacdo dos transposons como marcadores moleculares
representa nova ferramenta para o entendimento da estrutura populacional e
epidemiologia de fungos fitopatogénicos.

Desse modo, o objetivo este trabalho foi estudar dois retrotransposons do
grupo Gypsy/Ty3, presentes, respectivamente, nos genomas de dois fungos

fitopatogénicos, Moniliophthora perniciosa e Cochliobolus heterostrophus.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cochliobolus heterostrophus

O género Cochliobolus tem sido extensivamente estudado devido a sua
patogenicidade a varias plantas de importdncia agricola. Cochliobolus
heterostrophus (forma anamorfica = Bipolaris maydis) € patdgeno de milho e pode
ser encontrado em muitas areas tropicais e subtropicais (Weikert-Oliveira et al.,
2002). Nos Estados Unidos, esse fungo é geralmente encontrado nos estados do
sul, por isso a doenga foi denominada de “Southern Corn Leaf Blight” (SCLB) ou
mancha foliar (Drechsler, 1934).

Considerado como fungo necrotrofico modelo devido a sua facil manipulacéo,
C. heterostrophus tem sido utilizado em estudos de produgao de toxina na interagao
planta patogeno (Bronson et al., 1990), para analise molecular de genes de “mating-
type” (Turgeon et al., 1993), rDNA (Taga et al., 2003), pigmentacéo (Tanaka et al.,
1994) e resisténcia a fungicida (Gafur et al., 1998a).

A espécie C. heterostrophus é capaz de produzir toxinas que servem como
fatores de viruléncia ou patogenicidade. Com base na producdo de uma toxina
denominada de T, duas ragas do patégeno podem ser consideradas: a raga T que
produz a toxina T e a raga O que ndo produz. O patdgeno ja causou sérias perdas
de producao e somente em 1970, estima-se que um bilhdo de dodlares foi perdido
nos EUA, pela epidemia causada pela raga T. Uma terceira raca, a raca C, tem sido
reportada na China, mas se desconhece sua ocorréncia em outras regides (Tzeng et
al., 1992, Yang et al., 1996).

Cochliobolus heterostrophus € fungo ascomiceto, heterotalico, hapléide, com
fase sexual raramente encontrada na natureza, mas facilmente induzida em
laboratdrio (Raju, 2008). O fungo infecta a planta hospedeira, formando apressorios
que parecem nao ser essenciais a penetracdo, que pode ocorrer via estdbmato ou
diretamente pela epiderme. Os sintomas e a severidade da doenca dependem da
raca do patdogeno e do germoplasma do hospedeiro. As lesbes causadas pela raca
O geralmente sdo menores e acometem principalmente as folhas; ja a raga T causa
lesdes nas folhas e em qualquer parte da planta com exceg¢ao das raizes. Sementes

infectadas com a raga T nao sobrevivem mais do que quatro semanas. Os danos
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gerados sao decorrentes da dificuldade da planta infectada realizar fotossintese. A
raca T pode ainda levar a putrefagao de varias partes da planta (Wallin & Loonan,
1977; Byrnes et al., 1989). A melhor medida para controle da doenga € o emprego
de cultivares resistentes de milho (Wallin & Loonan, 1977).

Kodama et al. (1999) detectaram dois locos (Tox1A e Tox1B) do gene da
toxina T que podem ter sido originados devido a translocagcdo envolvendo
elementos transponiveis. Esse rearranjo propiciou beneficios a C. heterostrophus
influenciando a evolugdo da relagdo entre a planta e o fungo. Em Cochliobolus
carbonum, a raga 1 é patogénica em alguns gendétipos de milho devido a produgao
da toxina HC. A producao dessa toxina é controlada, pelo menos em parte, por uma
regidao duplicada de DNA de 22 Kb, flanqueada por transposons da familia Fot 1
(Panaccione et al., 1996). Portanto, € possivel que os elementos transponiveis
possam ter um papel importante na estruturacdo do genoma de C. heterostrophus,
permitindo um aumento na adaptacao deste fitopatégeno ao ambiente e dificultando

o controle da doencga.

2.2 Moniliophthora perniciosa

A vassoura-de-bruxa € uma das doencas mais importantes e destrutivas do
cacaueiro e pode causar perdas de até 90% da produgao. A doenga foi relatada pela
primeira vez no Suriname, em 1895, e embora ocorresse de forma endémica na
regido Amazodnica, desde o século XIX, s6 foi constatada no sul da Bahia, principal
regido produtora de cacau do Brasil, em 1989 (Pereira et al., 1989). A doenca é
causada por Moniliophthora (=Crinipellis) perniciosa (Stahel) Singer, fungo
pertencente a classe dos basidiomicetos, ordem Agaricales e familia
Tricholomataceae (Silva, 1987).

A variabilidade dentro da espécie tem sido detectada quando isolados de origens
diferentes sdo comparados. Tal variabilidade tem sido traduzida, por exemplo, em
termos de crescimento micelial em meios de cultura, tipos de reagdo em alguns
testes bioquimicos, compatibilidade somatica e patogenicidade ao cacaueiro e a
outros hospedeiros (Oliveira & Luz, 2005). A larga gama de hospedeiro tem incitado

varios autores a propor um sistema de classificagcdo baseado em especificidade de
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hospedeiro: o biétipo C infecta espécies de Theobroma e Herrania (Malvaceae); o
biétipo S afeta varios membros de Solanaceae; o bidtipo L é encontrado em videiras
e € heterotalico; o biotipo B infecta Bixa orellana. O bidtipo C e S causam os
sintomas tipicos de vassoura-de-bruxa em seus hospedeiros (Bastos & Anderbrahh,
1986; Griffith & Hedger, 1994a).

Moniliophthora perniciosa € considerado hemibiotrofico e possui ciclo de vida
dividido em duas fases, uma parasitica e outra saprofitica (Suarez & Delgado, 1993).
O in6culo primario € o basididosporo, unidade infectiva do patégeno (Purdy &
Schmidt, 1996). A liberagcdo dos basidiésporos ocorre preferencialmente a noite,
estando associada a queda de temperatura e ao aumento da umidade relativa do ar,
sendo disseminados pela corrente dos ventos. Os mesmos tém vida curta,
sensibilidade a luz, e em condi¢des naturais ndo sobrevivem mais do que uma hora
(Oliveira & Luz, 2005).

A sintomatologia da doenga é bastante variada. Quando o fungo infecta ramos ou
brotos vegetativos provoca inchago da parte afetada, acompanhada da proliferagao
de pequenos brotamentos préximos uns dos outros, onde se prendem as folhas
grandes curvadas e retorcidas, que parecem vassouras-de-bruxa, dai advindo o
nome da doenca. Os principais métodos de controle da doenga compreendem a
poda fitossanitaria, o controle biolégico e quimico e o melhoramento genético
visando a resisténcia (Oliveira & Luz, 2005).

Analises empregando os marcadores RFLP de DNA mitocondrial, ITS e IGS da
regidao do rDNA revelaram alto grau de variabilidade genética (Griffith & Hedger,
1994b). Outras ferramentas tém sido utilizadas como RAPD (Andebrhan et al.,
1999), ERIC-PCR (De Arruda et al., 2003) e cariotipagem molecular (Rincones et al.,
2006), entretanto, os resultados nao foram correlacionados. Em geral, a variabilidade
entre isolados do bidtipo C é maior na Amazodnia que na Bahia. Provavelmente o
material introduzido na Bahia tenha se originado de isolados da Amazénia (De
Arruda et al., 2003).

Um dos processos conhecidos que podem gerar alta variabilidade em fungos
fitopatogénicos € a atividade de elementos transponiveis. Estes podem ser os
principais responsaveis pela alta adaptabilidade e plasticidade apresentada por
muitas espécies de fungos. A andlise de transposon de espécies fitopatogénicas

pode contribuir para estudos evolutivos e de transferéncia genética. Esses



elementos podem ser utilizados como marcadores para tragar o perfil de populagdes
(Murata et al., 2008) e para rastreamento e identificacdo de racas especificas de
patégenos (Pasquali et al., 2007). Elementos transponiveis também podem ser
usados em sistemas de inativagdo de genes in vitro e in vivo (Kempken & Kuck,
2000; Nicosia et al., 2001; Vilalba et al., 2001).

2.3 Elementos transponiveis

Elementos transponiveis sao sequéncias gendmicas repetidas que sdo capazes
de migrar dentro do genoma hospedeiro e afetar o genoma por sua capacidade de
mover e replicar, assim gerando plasticidade. Esses elementos mostram extrema
diversidade e podem constituir grande parte do genoma de muitos organismos. Em
fungos, elementos transponiveis podem representar de 3 a 21 % do genoma (Bowen
& Jordan, 2002; Huan — Van et al., 2005; Martin et al., 2008).

2.4 Classificacao

Os elementos transponiveis podem ser classificados em ordem hierarquica em:
classe, subclasse, ordem, superfamilia, familia e subfamilia. Existem duas classes
de elementos que se diferenciam na presenca ou auséncia de um RNA intermediario
no processo de transposi¢cdo. Na classe |, a partir de uma copia de RNA do
transposon ocorre, via transcriptase reversa, a sintese de DNA que entdo é capaz de
se inserir em um sitio alvo. Nos elementos da classe |l, ocorre diretamente um
processo de excisdo seguido de integracdo. A classe Il é dividida em duas
subclasses. A subclasse 1 € composta por elementos que néo se duplicam antes da
insercéo e se transpdéem por mecanismos de excisdo e integragdo com ambas as
fitas do DNA clivadas durante o processo de excisdao. Na subclasse 2 ocorre a
duplicacdo do elemento antes da inser¢do com a clivagem de apenas uma das fitas
de DNA. A classificagdo em ordem é baseada nas diferengas de organizagéo do
elemento transponivel e também em sua enzimologia. As superfamilias que
pertencerem a mesma ordem compartilham uma estratégia de replicagdo em
comum, mas podem se diferenciar quanto a estrutura das proteinas, regiées n&o
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codificantes e presenca e tamanho da duplicagdo do sitio alvo. As familias de
elementos transponiveis sao definidas de acordo com a identidade na sequéncia de
DNA dos elementos transponiveis que a compdem. As familias podem ainda serem
divididas em subfamilias definidas com base em dados filogenéticos (Wicker et al.,
2007).

Todos os elementos transponiveis da Classe | transpdem via um RNA
intermediario, que é transcrito de uma cépia do genoma e um cDNA ¢é sintetizado via
uma transcricao reversa codificada pelo proprio elemento. Cada ciclo completo de
transposicao produz uma nova copia. Consequentemente, retrotransposons sao
freqlentemente os principais colaboradores para uma fragao repetitiva do genoma.
Os retrotransposons podem ser divididos em cinco ordens com base no mecanismo
de transposig¢ao, organizagao e filogenia da transcriptase reversa: retrotransposon
LTR, DIRS-like, Penélope-like, LINEs e SINEs (Wicker et al., 2007).

Os retrotransposons LTR (Long Terminal Repeat) sdo predominantes em
eucariotos e apresentam sequéncias repetidas diretas (LTRs) que flanqueiam uma
regido codificadora. Esses retrotransposons possuem tamanhos variaveis, podendo
chegar a 25 kb. Eles tipicamente contém ORFs denominadas gag e pol. A regiao
gag codifica proteinas estruturais que formam uma particula semelhante a virus
(proteinas do capsideo). Ocasionalmente existe uma ORF de fun¢do desconhecida.
Ja a regiado pol codifica uma protease, uma transcriptase reversa, uma RNAse e uma
integrase (Havecker et al., 2004). Uma terceira ORF denominada env pode ainda ser
encontrada em Drosophila melanogaster, mas nenhuma evidéncia clara tem sido
relatada desta regido em outros organismos. Este gene esta relacionado com a
sintese de envelope em retrovirus (Hua-Van et al., 2005).

As duas principais superfamilias de retrotransposons sdo Gypsy e Copia que
diferem na ordem das regides que codificam a transcriptase reversa e a integrase na
regiao pol (Neumann et al., 2003). O grupo Gypsy/Ty3 & o principal grupo de
elementos transponiveis encontrado em fungos fitopatogénicos (Daboussi & Capy,
2003).

Elementos transponiveis de fungos podem ser identificados por uma variedade
de estratégias. Elementos ativos e inativos podem ser detectados em sequéncias
repetidas dispersas no genoma do organismo. Devido ao grande numero de

genomas que estdo sendo sequenciados, a busca e analise de elementos



transponiveis se tornou mais facil e eficiente. Com o advento do sequenciamento do
genoma de fungos fitopatogénicos, como o Projeto Genoma de M. perniciosa

(www.lIge.ibi.unicamp.br/vassoura) e Cochliobolus heterostrophus

(http://genomeportal.jgi-psf.org/CocheC5_1/CocheC5_1.home.html), novas
estratégias, como analise “in silico”, estdo sendo utilizadas em conjunto com as
ferramentas de biologia molecular. O seqlienciamento do genoma de eucariotos é
de grande significdncia para a analise da diversidade de elementos moveis, sua
estrutura, evolugado, e possiveis efeitos no hospedeiro (Pereira, 2005). Elementos
ativos podem ser “capturados” empregando genes alvos, uma vez que parte das
mutacdes espontdneas € gerada pela insercdo de tais elementos. Os genes
utilizados como alvos devem ter a sequéncia conhecida e os mutantes devem
apresentar um fendétipo facilmente evidenciado (Kinsey & Helber, 1989). Outras
estratégias utilizadas sdo a amplificagéo via reacdo de polimerizagdo em cadeia
(PCR) com oligonucleotideos para regides conservadas do retrotransposon ou
hibridizagdo com transposons isolados de outros organismos (Farman et al., 1996).
Devido ao grande numero de elementos transponiveis presentes no genoma de
eucariotos, espera-se que a movimentagao desses seja esporadica. Dessa forma,

devem existir diferentes mecanismos de regulacao (Kazazian, 2004).

2.5 Regulacéao da atividade de transposicéo

Transposicao em resposta ao estresse ambiental tem sido proposta como uma
forma de resposta adaptativa do genoma (Bouvet et al., 2008). Necessariamente,
varios transposons em plantas e fungos sao ativados sob condigdes de estresse, tais
como temperatura, irradiacdo e estresse oxidativo (lkeda et al.,, 2001). Alguns
desses fatores tém sido testados em fungos. Os resultados demonstram que varios
fatores bidticos e abidticos levam ao aumento da atividade de transposicéo
(Daboussi & Capy, 2003).

Outro fator importante relacionado a inducédo da atividade de transposicéo é o
ciclo sexual (Eto et al., 2001). Existem relatos em Drosophila e Pyricularia grisea
que o cruzamento de individuos ou isolados diferentes levam a um aumento da
atividade de alguns elementos transponiveis (Labrador et al., 1999; lkeda et al.,
2001).



Os elementos transponiveis sado fortemente influenciados pelo modo de
reproducdo, sendo que em organismos assexuados a propagacado do transposon é
muito inferior a dos organismos de reproducédo sexuada (Zeyl et al., 1996). Nestes
ultimos, existe a propagacgao dos transposons em todos os individuos da populagao.
A alta atividade de elementos transponiveis € correlacionada ao mecanismo de
reproducdo sexuada, pois essa atividade leva a um numero grande de mutagdes
deletérias e isso seria inconsistente com uma populacao assexual (clonal) (Bowen &
Jordan, 2002). Entretanto, essa atividade é perfeitamente aceitavel em populag¢des
que se reproduzem de forma sexual e dessa forma possuem uma gama muito
grande de variabilidade genética para diferentes pressdes de selegao. A reproducao
sexual € muito eficiente para ajudar a eliminar as mutagdes deletérias que os
elementos frequentemente causam (Wright & Finnegan, 2001, e Arkhipova &
Meselson, 2004).

A atividade de transposon na interacdo planta-patogeno é de extrema
importancia em relagdo a suplantagdo de resisténcia ou ganho de viruléncia. A
frequéncia de aparecimento de novas ragas ou patotipos de fungos tem sido
correlacionada com atividade de transposicdo como ocorrido em M. grisea, na qual a
atividade do transposon Pot3 modificou o espectro de viruléncia do fungo (Kang et
al., 2001).

Do ponto de vista epidemioldégico, os transposons sdo importantes para o
conhecimento da organizagao da especificidade entre hospedeiro e patégeno e da
rapidez com que o patossistema muda. Para esse fim, a conservagao e a dispersao
de elementos transponiveis nos fungos tem demonstrado ser uma valorosa marca
no estudo de populagdes de patdgenos de plantas e animais. Sinais filogenéticos
baseados em sondas para regides conservados dos transposons podem ser
utilizados para fazer inferéncias sobre especiacéo e evolugdo natural do genoma.
Entdo, as diferentes localiza¢gdes dos transposons nos genomas dos individuos
podem causar ou pelo menos serem correlacionados com diferencas fenotipicas
(Gabriel et al., 2006).

Devido a proporgcao substancial de elementos transponiveis nos organismos
estudados, eles sdo considerados hoje como fatores na evolugdo de genomas
(Kazazian, 2004). As células hospedeiras possuem estratégias como metilacdo de

DNA e RNA de interferéncia (RNAI) para controlar de forma negativa a atividade de



elementos transponiveis. Outra forma pela qual o genoma controla de forma
negativa a expressdo de elementos transponiveis € o mecanismo denominado de

RIP (mutacdo de ponto induzida por repeticao) (Selker et al., 1987).

2.5.1 RIP (mutacao de ponto induzida por repeticéo)

Os elementos transponiveis sao capazes de provocar alteragdes de
expressao génica quando uma nova copia se insere dentro de um gene ou na regido
regulatoria. Devido ao seu alto numero de cépias, os transposons também podem
provocar eventos de recombinagdo no genoma. Dessa forma, a atividade de um
elemento pode ser prejudicial ao organismo que o abriga. Entretanto, o genoma do
hospedeiro possui “armas rapidas” para combater esses eventos (Lovsin et al.,
2001).

Uma das defesas do genoma contra elementos transponiveis € 0 mecanismo
RIP (mutacao de ponto induzida por repeticao) que foi detectado principalmente em
fungos ascomicetos. RIP € um mecanismo de silenciamento de gene que leva a
mutacéo de sequéncias de DNA repetidas durante o ciclo sexual, entre a fertilizagao
e a fusdo nuclear. A ocorréncia de RIP previne acumulo de elementos transponiveis
em fungos. Esse mecanismo também pode estar relacionado a divergéncia gradual
de genes duplicados em Neurospora crassa que € considerado como essencial para
o surgimento de genes com novas fungdes (Selker et al., 2003; Galagan & Selker,
2004).

Os detalhes do mecanismo e a interagao especifica entre proteina/DNA ainda
nao sdo bem conhecidas, mas as propriedades gerais de RIP tem sido bem
caracterizadas em varias espécies de fungos como em N. crassa (Selker et al.,
2003; Galagan & Selker, 2004), Microbotryum violaceum (Hood et al., 2005),
Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum (Braumann et al., 2008) e Colletotrichum
cereale (Crouch et al., 2008).

Em geral, RIP induz mutagbées GC para AT em sequéncias duplicadas de
DNA que possuam mais de 400 pares de bases e com identidade maior que 80%
(Novikova et al., 2007). Residuos de citosina com certas combinagcbes de
nucleotideos sdo metilados, como ocorre em N. crassa, onde dinucleotideos CA s&o

alvos de RIP. Metilacdo de citosina é, frequentemente, associada a mutacdes do tipo
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RIP e em N. crassa a metil transferase (RID) é responsavel por essa metilagao
(Freitag et al., 2002). Dados experimentais in vivo indicam que nesse fungo as
sequéncias mutadas por RIP s&o tipicamente metiladas (Selker et al., 2003).
Entretanto, observacdes experimentais de RIP requerem que a espécie do fungo
possa ser cultivada em condi¢gdes de laboratério e que a linhagem possa ser
transformada. No entanto, processos semelhantes a RIP podem ser também
detectados por analises in silico de elementos repetidos no genoma via softwares
que permitam o alinhamento de regides repetidas e analise de mudanga na
freqUéncia de dinucleotideos relacionadas com RIP (Hane & Oliver, 2008).

Dois indices TpA/ ApT e (CpA + TpG) (ApC + GpT) sdao comumente
utilizados para deteccao de RIP “in silico”. O indice TpA/ ApT € um indice simples e
mensura a frequéncia de produtos de RIP, TpA, com correlacido para falso positivo
devido a regides ricas em A:T. Altos valores de TpA/ ApT indicam forte resposta a
RIP. O indice (CpA + TpG)/ (ApC + GpT) € em principio similar a TpA/ ApT, mas
mensura a deplecdo de alvos de RIP, CpA e TpG. Nesse caso, baixos valores de
(CpA + TpG)/ ApC + GpT) sdo forte indicativo de RIP. indices adicionais para RIP
podem ser definido na forma (CpN+NpG)/(TpN+NpA), que representa a taxa de
conversao de dinucleotideos pré-RIP a dinucleotideos pds-RIP, para a caracteristica
de mutacado de dinucleotideos CpN para TpN e seu reverso complementar NpG a
NpA (Hane & Oliver, 2008).

Além de silenciar os genes de elementos transponiveis, RIP também é capaz
de evitar que ocorram eventos de recombinagao devido a diminuicao da identidade

entre as sequéncias (Cambareri et al., 1991).

2.6 Elementos transponiveis e a evolugcdo do genoma

Elementos moveis tém dirigido a evolugdo de genomas em diversos
caminhos. Particularmente em plantas e mamiferos, retrotransposons constituem
grande fracdo do genoma e tem moldado os genes € 0 genoma como um todo.
Embora o hospedeiro possa controlar seu numero, a expansao de retrotransposons
tem sido tolerada durante a evolucdo. Atualmente, os elementos transponiveis sao
ferramentas utilizadas para se entender mais sobre a evolugdo do genoma
(Kazazian, 2004).
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A dindmica do elemento transponivel pode ser dividida em varias fases. A
primeira € necessariamente a invasdo da populagdo com a chegada de um novo
elemento ativo no genoma da espécie ou a reativagdo de uma copia inativa de
transposon, ou ainda, transferéncia horizontal. Em qualquer situacao, o elemento foi
imediatamente ativo e com taxas de transposicao eficientes, caso contrario seu
numero diminuiria devido a provavel deriva genética e selegao natural (Rouzic &
Capy, 2005).

O préximo passo ndo tem sido observado diretamente, mas muito dos
elementos transponiveis se tornam inativos. Além disso, a proporcdo de copias
ativas €& altamente heterogénea entre espécies. Duas hipdteses podem ser
propostas para explicar essa heterogeneidade. A primeira seria que alguns
elementos da mesma familia ndo estariam na mesma fase de evolugdo em seus
hospedeiros. A segunda é que a evolugado do elemento transponivel poderia sofrer
diferentes interferéncias seja devido a uma caracteristica intrinseca do elemento ou
do hospedeiro ou da interagéo transposon-hospedeiro. Ambas as hipoteses ndo sao
exclusivas e a inativacdo do elemento transponivel pode ser explicada por ambos os
processos (Rouzic et al., 2007).

O efeito da insercdo do elemento transponivel dependera do loco onde
ocorrer (exon, intron, promotor, etc). De qualquer forma, as alteragbes causadas por
um evento de transposi¢ao sdo, geralmente, baixas, porque mutagdes deletérias sao
preferencialmente eliminadas. Dessa forma, uma parte dos efeitos deletérios do
elemento transponivel pode ser devido a efeitos de recombinagado entre elementos
da mesma familia. Entretanto, um efeito putativo da presenga de elementos
transponiveis pode ser sugerido, porque a atividade mutacional de elementos
transponiveis, excluindo as insercbes deletérias, pode promover diversidade
genética e aumentar a velocidade do processo de adaptacao, além do fato de alguns
transposons serem ligados a genes e controlarem sua expressdo. Esse € um
processo denominado de domesticagao erepresenta um exemplo de expansao a
nivel molecular de elementos transponiveis (Bowen & Jordan, 2002; Hua-Van et al.,
2005; Rouzic et al., 2007).

Uma ultima condicdo de dindmica de elementos transponiveis no genoma
seria 0 estado de equilibrio em que seria mantido um numero constante de cépias

do elemento no genoma. Este estado sé seria possivel se houvesse baixa taxa de
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mutacao, baixa taxa de inser¢cbes adaptativas e baixa amplitude de mutagdes.
Entretanto, essas condi¢gdes contrastam com o que geralmente ocorre em elementos
transponiveis, que sao instaveis no genoma e frequentemente sujeitos a

recombinacao, delegdes e inativagdes (Rouzic et al., 2007).

2.7 Retrotransposon como marcador molecular

Os elementos transponiveis variam de espécie para espécie em relagcao ao seu
conteudo e atividade. Os retrotransposons sao importantes tanto como ferramenta
molecular quanto para a biologia evolutiva. Devido a sua abundancia, modo de
amplificacdo e insercdo no genoma, os retrotransposons possuem caracteristicas
que podem ser usadas para discriminagado de espécies ou genotipos (Flores et al.,
2004; Hansen & Heslop-Harrison, 2004).

Cada evento de transposicdo gera um polimorfismo de inser¢do que pode ser
identificado usando uma gama de técnicas moleculares. Os transposons presentes
em inumeras copias podem gerar centenas ou milhares de marcas. A presenga ou
auséncia de um transposon em um dado loco pode ser usada como uma marca
molecular para fingerprinting do gendtipo, mapa de ligagdo e investigagdo em
diversidade e filogenia. Para a identificagcdo de insergdo de transposon pode ser
usada a técnica de PCR ou a hibridizagc&o (Grzebelus, 2006).

A estrutura e estratégia de replicagao dos retrotransposons atribuem a eles varias
vantagens como marcas moleculares. Primeiro, eles contém sequéncias longas,
definidas e conservadas que podem ser usadas para clonagem de marcas
especificas e sequéncias flanqueadoras. Segundo, a atividade de replicacdo de
retrotransposons pode produzir novas inser¢gdes no genoma aumentando o
polimorfismo. Essa nova insercdo pode ser detectada e usada para analise
filogenética. Grande parte do conhecimento da variabilidade dos genomas tem sido
resultado de estudo de transposons em plantas, insetos, animais e fungos
(Arkhipova et al., 2003, Bouvet et al., 2008, Crouch et al., 2008, Rodriguez et al.,
2006, Taylor et al., 2004). Atualmente, novas técnicas de fingerprint baseadas em
retrotranspsons tém sido utilizadas para estudos de diversidade genética: S-SAP
(Sequence-Specific Amplified Polymorphism) (Waugh et al.,1997), IRAP (Inter-
Retrotransposon Amplified  Polymorphism) (Kalendar et al., 1999), REMAP
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(REtrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism) (Kalendar et al., 1999),
inter-MITE polymorphism, IMP (Chang et al., 2001); retrotransposon-based insertion
polimorphism, RBIP (Favell et al., 1998) entre outras. Dentre essas técnicas, trés
vém sendo utilizadas mais frequentemente como ferramentas para estudos de
diversidade: S-SAP, IRAP e REMAP.

2.7.1 S-SAP

Uma das técnicas de analise de polimorfismo mais utilizada para os
retrotransposons Tyl-copia e Ty3-gypsy € a S-SAP. Essa técnica foi proposta por
Waugh et al. (1997), em cevada. Em principio essa técnica € uma modificacdo do
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). O final da amplificacédo é
realizado com oligonucleotideos especifico para regides conservadas de LTRs de
retrotransposon e oligonucleotideos para um adaptador (Grzebelus, 2006).

S-SAP explora a distribuicido difusa dos transposons e pode ser usada para
mapeamento molecular, selegcao assistida e estudo de diversidade. A vantagem de
se utilizar S-SAP é o alto nivel de polimorfismo apresentado, mais codominéancia e
melhor distribuicdo cromossomal do que o AFLP. No primeiro passo da técnica é
realizada a digestdo do DNA total com enzimas de restricdo que nao clivam o
elemento transponivel. Em seguida, adaptadores sdo ligados aos fragmentos de
DNA. Os oligonucleotideos utilizados para amplificagdo irdo anelar na regiao do
adaptador e na regiao conservada do LTR do transposon. O produto da amplificacéo
pode ser entdo comparado entre os diferentes individuos, sendo que a presenca de
banda indica presenca de elemento transponivel e a auséncia de bandas significa

auséncia de transposon em um determinado locos (Figura1) (Waugh et al.,1997).
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Digestéo do -
DNA genbémico - —
com enzimas
de restricao | | |
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para os adaptadores e
oligonucleotideo para a regido do

transposon l

Produto amplificado D—.

Migracéo em gel de
poliacrilamidados dos
fragmentos de DNA
amplificados

Figura 1: Esquema representando a técnica S-SAP (Sequence-Specific Amplified

Polymorphism).

2.7.2 IRAP e REMAP

Diferentemente de S-SAP, tanto o IRAP quanto o REMAP possuem a
vantagem de serem independentes da digestdo do DNA por enzimas de restrigcao.
As duas ultimas técnicas examinam polimorfismo nas regides onde estdo inseridos
os retrotransposons; IRAP entre retrotransposons e REMAP entre retrotransposons
e microssatélites (SSR - Single Sequence Repeat). Em ambas as técnicas séo
desenhados oligonucleotideos para regides conservadas do retrotransposons, como
as LTRs. Para o IRAP, os dois oligonucleotideos irdo anelar nas regides conhecidas
e conservadas do retrotransposon. No REMAP é utilizado um oligonucleotideo que
anela em um LTR em combinagdo com um oligonucleotideos desenhado para anelar
em SSR e desta forma detecta inser¢des de transposons perto de SSRs (Figura 2).

Geralmente a técnica REMAP é capaz de distinguir melhor os individuos mais
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proximamente relacionados do que o IRAP por levar em consideragao o desenho de
oligonucleotideos para regides de microssatélites que sao conhecidas por estarem
presente em grande numero no genoma. Assim, o numero de bandas detectadas
por REMAP reflete melhor o numero de LTRs examinadas no genoma e permite
distinguir individuos mais proximos filogeneticamente. Uma das grandes vantagens
de se utilizar marcadores com base em IRAP e REMAP pode ser a alta capacidade
de rastrear eventos de insergdo e sua subsequente verticalizagdo por meio de um
pedigree ou filogenia (Kalendar et al., 1999).

Em um estudo comparativo de polimorfismo gerado por marcadores REMAP
e ISSR, os resultados claramente demonstram o forte poder discriminatério de
REMAP para estudos de variagdo genética em M. grisea. O resultado do estudo
suporta a idéia de que a transposi¢cdo € o mais importante mecanismo de geragéo
de polimorfismo de DNA em M. grisea. O grande numero de relatos da presenca e
dispersao de familias de retrotransposons LTR em fungo sugere ampla aplicagao de
REMAP (Chadha & Gopalakrishna, 2007).

Essas duas técnicas, além de permitir o estudo de diversidade genética
(Chadha & Gopalakrishna, 2005), rastreamento de espécies (Murata et al., 2008) e
estudos filogenéticos (Kalendar et al., 1999) possibilitam ainda, a amplificacao de
sequéncias especificas que podem ser usadas para diagnostico molecular pela
técnica de IR-SCAR (Inter-retrotransposon sequence-characterized amplified

regions) (Pasquali et al., 2007).
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Figura 2: Esquema representando a técnica: A) IRAP (Inter-Retrotransposon
Amplified Polymorphism) e B) REMAP (Retrotransposon-Microssatellite Amplified

Polymorphism).

Assim, os elementos transponiveis podem representar ferramentas
importantes para o estudo da biologia de fungos fitopatogénicos. A identificacéo e
caracterizacdo de um elemento transponivel no genoma de fitopatégenos podem
fornecer informacgdes importantes sobre o mecanismo de transposicédo, a ativagao
desses elementos, sua distribuicdo horizontal e vertical, mecanismos de
silenciamento génico, organizagcao do genoma hospedeiro e estudo de diversidade

genética e populacional.
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CAPITULO |

USO DO RETROTRANSPOSON MpSaci DE Moniliophthora perniciosa,
AGENTE CAUSAL DA VASSOURA DE BRUXA NO CACAUEIRO
(Theobroma cacao) COMO MARCADOR MOLECULAR
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1-RESUMO

Moniliophthora perniciosa € o agente causal da vassoura-de-bruxa no cacaueiro
(Theobroma cacao) e apresenta diferentes elementos transponiveis em seu genoma.
Um dos elementos encontrados foi um retrotransposon do grupo Gypsy/Ty3
denominado de MpSaci. Retrotransposons sédo induzidos por diferentes condi¢des
de estresse e sao controlados por diferentes mecanismos de silenciamento. Devido
a ampla distribuicdo de elementos transponiveis no genoma de M. perniciosa, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de MpSaci para estudo populacional com os
marcadores moleculares IRAP e REMAP. Foram utilizados os marcadores IRAP e
REMAP para estudar a diversidade genética de 70 isolados de M. perniciosa de
diferentes bidtipos e origens geograficas. Foram amplificados 43 locos. Os indices
de Nei mostraram diferengas significativas entre as populagdes de M. perniciosa
divididas em relagdo ao bidtipo e origem geografica, demonstrando que as
populagcdes se encontram estruturadas em relagdo a origem geografica e ao
hospedeiro (biétipo). Pela analise de agrupamento de diferentes regides geograficas
do bidtipo C foram observados dois grandes grupos que evidenciam duas principais

entradas do patdgeno no estado da Bahia.
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2- INTRODUCAO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é afetado por varias doencas de grande
importancia econémica. A podridao-parda dos frutos do cacaueiro ou podriddo-de-
phytophthora, causada por Phytophthora spp., € em termos mundiais a principal
delas, pois ocorre em todos os paises produtores de cacau. Entretanto, no Brasil, a
vassoura-de-bruxa causada por Moniliophthora (=Crinipellis) perniciosa (Stahel) é a
doenca mais devastadora (Neto et al., 2005).

Moniliophthora perniciosa infecta os langamentos foliares, os frutos em
desenvolvimento e as almofadas florais podendo, até, provocar a morte da planta
quando esta é afetada por sucessivos ciclos do patégeno associados a fatores
abidticos (Queiroz et al., 2003). Uma das alternativas encontradas para o manejo da
vassoura-de-bruxa é o emprego de variedades resistentes e com alta produtividade,
desenvolvidas em programa de melhoramento genético do cacaueiro. Essa medida
de controle é fundamental, haja visto os controles quimico e culturais terem se
mostrado onerosos e ineficazes quando nao executados rigorosamente de acordo
com as recomendagdes técnica, e antiecondmicos em se tratando de lavouras
formadas por variedades de alta suscetibilidade e de baixa produtividade (Pinto &
Pires, 1998). Além disso, o controle quimico pelo seu efeito na microbiota,
eliminando inimigos naturais, pode ocasionar agravamento de outras doencas e
pragas, além de possibilitar a selegcédo de isolados resistentes.

A variabilidade dentro de M. perniciosa tem sido detectada quando isolados de
diferentes origens sdo comparados. Tal variabilidade & detectada no crescimento
micelial em meios de cultura, tipos de reagcdo em alguns testes bioquimicos,
compatibilidade somatica e patogenicidade ao cacaueiro e a outros hospedeiros
(Oliveira & Luz, 2005).

A larga gama de hospedeiro tem incitado varios autores a propor um sistema de
classificagcao baseado em especificidade de hospedeiro: o bidtipo C infecta espécies
de Theobroma e Herrania (Malvaceae); o bidtipo S afeta varios membros de
Solanaceae, o bidtipo L é encontrado em videiras e € heterotalico, o bidtipo B infecta
Bixa orellana. Os bidtipos C e S causam os tipicos sintomas de vassoura-de-bruxa
em seus hospedeiros, enquanto o bidtipo L ndo causa sintomas (Bastos &
Anderbrahn, 1986; Griffith & Hedger, 1994 a).
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Ap6s quase 20 anos de convivéncia com a vassoura-de-bruxa, a lavoura
cacaueira comega a dar sinais de recuperagao devido a utilizacdo de cultivares
resistentes. Entretanto, a maioria deles, descende de uma unica fonte de resisténcia,
o clone Scavina-6. Isso pode levar a suplantagdo da resisténcia devido a
variabilidade genética do fungo. Assim, € de extrema importdncia estudar e
monitorar a variabilidade do fungo nos locais de desenvolvimento dos programas de
melhoramento genético e naqueles onde se pretende introduzir o material resistente
(Neto et al., 2005).

Analises empregando os marcadores RFLP de DNA mitocondrial, ITS e IGS da
regido do rDNA refletem alto grau de variabilidade genética (Griffith & Hedger,
1994Db). Outras ferramentas tém sido utilizadas como RAPD (Andebrhan et al.,
1999), ERIC-PCR (De Arruda et al., 2003b) e cariotipagem molecular (Rincones et
al., 2003), entretanto, os resultados nao foram correlacionados. Em geral, a
variabilidade entre isolados do bi6tipo C na Amazdnia € maior que entre os isolados
da Bahia. Isso evidencia que provavelmente o material introduzido na Bahia tenha
se originado de isolados da Amazdnia (De Arruda et al., 2003b).

Um dos processos conhecidos que pode gerar variabilidade em fungos
fitopatogénicos € a atividade de elementos transponiveis. Esses podem ser os
principais responsaveis pela alta adaptabilidade e plasticidade apresentada por
muitas espécies de fungos. A atividade do transposon pode estar associada a
estresse ambiental como forma de resposta adaptativa do genoma (Daboussi &
Capy, 2003). Varios transposons em plantas e fungos séo ativados sob condigées
de estresse, tais como temperatura, irradiagao, estresse oxidativo e ciclo sexual (Eto
et al., 2001; lkeda et al., 2001). Entretanto, o genoma hospedeiro possui
mecanismos de silenciamento génico para combater os eventos de transposigao,
como RIP (Repeat-Induced Point Mutation) (Selker et al., 1987). A RIP induz
mutacdes GC para AT em sequéncias duplicadas de DNA que possuam mais de 400
pares bases e com identidade maior que 80% (Novikova, et al., 2007).

A analise de transposon de espécie fitopatogénica pode contribuir para
estudos evolutivos e de transferéncia genética. Esses elementos podem ser
utilizados como marcadores para tragar o perfil de populagdes (Murata et al., 2008) e
para rastreamento e identificagdo de racas especificas de patdgenos (Pasquali et al.,

2007). Com o advento do sequenciamento do genoma de M. perniciosa fomentado
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pelo Projeto Genoma de M. perniciosa (www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura) foi

possivel encontrar no genoma desse fungo, sequéncias de representantes dos
diferentes grupos de elementos transponiveis. Um desses elementos foi denominado
MpSaci e pertence ao grupo Gypsy/Ty-3, que é o principal grupo encontrado em
fungos fitopatogénicos (Pereira, 2005).

Devido a importancia que o retrotransposon MpSaci pode ter na geragcao de
variabilidade genética em M. perniciosa, nesse trabalho foi investigada a estrutura
genética do fungo nas diferentes regides produtoras de cacau pela analise do perfil
de bandas gerados por dois marcadores moleculares: IRAP (Inter-Retrotransposon
Amplified Polimorphism) e REMAP (REtrotransposon-Microsatellite Amplified
Polymorphism) (Kalendar et al., 1999).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencdes de isolados de Moniliophthora perniciosa

Foram utilizados 36 isolados de M. perniciosa pertencentes a Colegao de
culturas da Universidade Federal de Vigosa (UFV) e 34 isolados pertencentes a
colecdo de culturas da Universidade Federal do Recéncavo Baiano (UFRB) de
diferentes regides do Brasil (Tabela 1). Os isolados foram coletados entre o periodo
de 2001 e 2003 As populagbes foram divididas conforme regido e bidtipo do

patogeno.
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Tabela 1: Isolados de M. perniciosa utilizados no trabalho.

Isolados Identificacao Bidtipo Localizacao Hospedeiro Instituicao
na colecéao

1 DOA 100 C - Theobroma cacao -
2 Santo Amaro C Santo Amaro/ BA Theobroma cacao UNB
3 Belmont C Belmont/BA Theobroma cacao UFB
4 ALF 276 C Itabuna/BA Theobroma cacao FAC
5 ALF 42 C Itabuna/BA Theobroma cacao FAC
6 ALF 301 C - Theobroma cacao FAC
7 ALF 305 C - Theobroma cacao FAC
8 ALF 278 C Itabuna/BA Theobroma cacao FAC
9 SABA C Santo Amaro/BA Theobroma cacao UFLA
10 llhéus Cc [Ihéus/BA Theobroma cacao UFB
11 FA 281 C Aiquara/BA Theobroma cacao FAC
12 FA 563 C llhéus/BA Theobroma cacao FAC
13 FA 317 C llhéus/BA Theobroma cacao FAC
14 FA 42 C Itabuna/BA Theobroma cacao FAC
15 CPO02 Cc Itabuna/BA Theobroma cacao UESC
16 1734 D-W C Gandu/BA Theobroma cacao CEPLAC
17 676 G D-W C Floresta Azul/BA Theobroma cacao CEPLAC
18 896 FD-W C Jaquaquara/BA Theobroma cacao CEPLAC
19 606 G D-W C Itabuna Theobroma cacao CEPLAC
20 948 F D-W C - Theobroma cacao CEPLAC
21 ALF1477 C Mucuri/BA Theobroma cacao FAC
22 ALF 1578 C Mucuri/BA Theobroma cacao FAC
23 ALF 1579 C Mucuri/BA Theobroma cacao FAC
24 ALF 321 C Ilhéus/BA Theobroma cacao FAC
25 ALF 1140 C Itabuna/BA Theobroma cacao FAC
26 FA 277 C Itabuna/BA Theobroma cacao FAC
27 FA 563 C Ilhéus/BA Theobroma cacao FAC
28 DOA102 C - Theobroma cacao -
29 ALF 110 C - Theobroma cacao FAC
30 MP 227 C - Theobroma cacao UFRB
31 MP 1181 C Gandu/BA Theobroma cacao UFRB
32 MP 1105 C - Theobroma cacao UFRB
33 MP 1102 C Itajuipé/BA Theobroma cacao UFRB
34 MP 1158 C Ibitrapitanga/bA Theobroma cacao UFRB
35 MP 553 C Itajuipé/BA Theobroma cacao UFRB
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36 MP 1160 C Itajuipé/BA Theobroma cacao UFRB
37 MP 310 C Itagi/BA Theobroma cacao UFRB
38 MP 1138 C Itajuipé/BA Theobroma cacao UFRB
39 MP 307 C - Theobroma cacao UFRB
40 MP 1170 C Ilhéus/BA Theobroma cacao UFRB
41 MP 1146 C Itajuipé/BA Theobroma cacao UFRB
42 MP 1180 C Gandu/BA Theobroma cacao UFRB
43 MP 1172 C Ilhéus/BA Theobroma cacao UFRB
44 MP 1159 C Itajuipé/BA Theobroma cacao UFRB
45 MP 1140 C Itajuipé/BA Theobroma cacao UFRB
46 MP 1185 C Gandu/BA Theobroma cacao UFRB
47 MP 1096 C Itajuipé/BA Theobroma cacao UFRB
48 MP 1183 C Gandu/BA Theobroma cacao UFRB
49 MP 314 C Itajuipé/BA Theobroma cacao UFRB
50 MP 316 C Pau-Brasil/BA Theobroma cacao UFRB
51 MP 179 C - Theobroma cacao UFRB
52 MP 1178 C Ipiad/BA Theobroma cacao UFRB
53 MP 1191 C Itajuipé/BA Theobroma cacao UFRB
54 MP 1173 C Ilhéus/BA Theobroma cacao UFRB
55 MP 1169 C Ilhéus/BA Theobroma cacao UFRB
56 MP 285 C Ubaitaba/BA Theobroma cacao UFRB
57 MP 1157 C Itajuipé/BA Theobroma cacao UFRB
58 MP 320 C Buerarema/BA Theobroma cacao UFRB
59 MP 277 C Itajuipé/BA Theobroma cacao UFRB
60 MP 283 C Lomanto Jr/ BA Theobroma cacao UFRB
61 MP 1193 C Ouro Preto/RO Theobroma cacao UFRB
62 MP 1194 C Jartu/RO Theobroma cacao UFRB
63 FA 551 C Tabatinga/AM Theobroma cacao FAC

64 ALF 551 C Tabatinga/AM Theobroma cacao FAC

65 LA17 L San Carlos/Equador  Arrabidaea verrucosa uw

66 SCL4 L Pichilingue/Equador  Arrabidaea verrucosa uw

67 FA 607 S Coimbra/MG SolanumlLycocarpum FAC

68 FA 609 S Pocgos de Caldas/MG Solanum SP FAC

69 RWB 500 S Rio Pomba/MG Solanum cernum UFV

70 RWB 551 S Juiz de Fora/ MG Solanum lycocarpum UFV

FAC (fazenda Almirante Cacau) em ltajuipé, Bahia, Brasil, UESC (Universidade Estadual de Santa Cruz) em llhéus, Bahia,
Brasil, UNB (Universidade de Brasilia) em Brasilia, Distrito Federal, Brasil, UFLA (Universidade Federal de Lavras) em Lavras,
Minas Gerais, Brasil, UFRB ( Universidade Federal do Reconcavo Baiano), na Bahia, Brasil, CEPLAC (Comissao Executiva do

Plano da Lavoura do Cacau) em llhéus, Bahia, Brasil, UW ( University of Wales), em Aberysstwyth, U.K
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3.2 Extrac&o de DNA total

A extracdo de DNA total foi realizada usando o kit de extragao UltraClean™
Microbial DNA Isolation da Mo BIO laboratories, Inc. A qualidade e quantidade do
DNA total foram avaliadas por espectrofotdmetro e confirmadas por eletroforese em
gel de agarose 0,8 %. O DNA purificado foi utilizado imediatamente e armazenado a
-20 °C.

3.3 IRAP e REMAP

Foram utilizadas as técnica IRAP e REMAP (Kalendar et al., 1999) para a
obtencdo de marcas polimorficas para os bidtipos C, S e L de M. perniciosa. Para
ambas as técnicas foram desenhados oligonucleotideos para regides conservadas
de LTRs do retrotransposons MpSaci. Para o IRAP, foram utilizados dois
oligonucleotideos para a regido LTR de MpSaci. Para o REMAP foram usados
oligonucleotideo para a LTR em combinagdo com oligonucleotideo que anelam em
SSR (Single Sequence Repeat) e desta forma foi possivel detectar insercbes de
transposons préoximos aos SSRs. Os oligonucleotideos para microssatelites foram
desenhados de acordo com o artigo de Gramacho et al. (2007). Abaixo seguem as

combinagdes de oligonucleotideos utilizadas no experimento.

Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados no trabalho

Técnica Identificacéo Sequéncia (5’_3’)
CPLTR1/R  GTGCAAGCGACACACAAACT
IRAP CPLTR2/R  GCAGTGTTTCTACAGCGAAG
CPLTR1/F  CTCGCTTCTTCAGCTTGACC
CPLTR1/R  GTGCAAGCGACACACAAACT
CPLTR2/R  GCAGTGTTTCTACAGCGAAG

REMAP
MS1 GGCGGCGGCGGCGGCGGCGGLT
MS2 ATGATGATGATGATGATGATGG
MS4 CACACACACACACACACACAG

34



Reacdes de IRAP e REMAP foram realizadas em um volume de 25 pl de
reacao contendo 1x thermophilic DNA poly buffer (Promega), MgCl, 2,0 mmol/L
(Promega), 100 umol/L de cada dNTP, 0,2 pmol/L de cada oligonucleotideo, 40 ng
de DNA e uma unidade de Taqg DNA polimerase (Promega).

As reacoes de PCR foram realizadas em um termociclador PTC-100-MJ
Research programado para realizar 6 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos
a 50 °C e 2 minutos a 72 °C. A este seis ciclos iniciais foram adicionados mais 24
ciclos sendo que a cada seis ciclos eram somado 30 segundos ao tempo de

extensdo. O passo de extensao final foi de 10 minutos a 72 °C.

3.4 Analises dos amplicons gerados

Diferengcas nos padrbes de amplicons entre os isolados foram avaliadas
visualmente. As bandas para cada combinagao respectiva de iniciadores utilizados
na amplificacdo seletiva foram identificadas com o numero um (presenga) e zero
(auséncia). Bandas comuns a todos os isolados foram incorporadas a analise. A
reprodutibilidade do perfil de bandas do DNA foi testada por repeticao da PCR com
cada um dos primers selecionados. Somente bandas com reprodutibilidade foram
consideradas para a analise.

A distancia genética entre os isolados foi calculada utilizando a disténcia
genética de Nei (Nei, 1973). Baseado neste coeficiente foi construido um
dendograma obtido pelo método hierarquico aglomerativo da média aritmética entre
pares nao-ponderados (UPGMA) utilizando o programa Arlequin (Excoffier et al.,
2006). Este programa também foi utilizado para o calculo da analise de variancia
molecular (AMOVA).

A estrutura genética das populagdes foi avaliada pelos calculos da
diversidade génica de Nei (1973). Para isso os isolados foram agrupados em trés
populagdes com base no hospedeiro de origem (bidtipo L, bidtipo S e bidtipo C) e
em 21 populagbes com base no municipio de origem (Figura 1). Foram calculados:
diversidade génica total (Ht), diversidade génica dentro da populagdo (Hs) e
diferenciagcdo genética entre as populag¢des (Gsrt), numero de migrantes (Nm) par a
par entre as populagdes. A diversidade genotipica foi estimada pelo indice de

Shannon-Wiener H” (Hill, 1973). Para essas analises foi utilizado o programa
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POPGENE (Yeh et al., 1999). A evidéncia de acasalamento aleatério nas
populacdes de M. perniciosa foi inferida pelo indice de Associacdo (Ia) (Maynard
Smith et al., 2003) utilizando o programa Multilocus 1.3 (Agapow & Burt, 2001).

Amazonas - AM
a. Tabatinga, n= 2

Rondénia - RO
b. Jaru, n=1
c. Ouro Preto, n=1

Bahia - BA

d. Prado, n=1

e. llhéus, n=8

f. Iltabuna, n=8

g. Jaquaquara, n= 1
h. Santo Amaro, n=2
i. Ibirapitanga, n= 1
j- Ipiad, n=1

k. Mucuri, n=3

[. Belmont, n= 1

0. Pau-Brasil, n=1
p. Itajuipé, n=12

g. Itaji, n=1

. Gandu, n=5

. Buerarem, n=1
Ubaitaba, n=1

. Lomanto Jr, n=1
. Floresta azul, n=1
. Aiquara, n=1

Brasil

-

X< cCc—twm

Figura 1: Origem geografica e numero (n) de isolados amostrados por regido

geografica.
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4 — RESULTADOS

O numero de produtos amplificados obtidos foi especifico para cada conjunto
de oligonucleotideos. Baseado no padrédo eletroforético combinado de IRAP e
REMAP foi observado um polimorfismo de 46,51%. Um total de 43 locos foram
amplificados. A combinagcdo de primers CPLTR1/F e MS2 foi a que gerou
polimorfismo mais acentuado (80%) nos isolados do bidtipo C oriundos da Bahia
(Figura 2C). Ao todo foram encontrados 24 haplétipos no biétipo C. Entre os

haplétipos amostrados na Bahia, 14 eram singletons.
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Figura 2: Perfil eletroforético do DNA de Moniliophthora perniciosa gerado por IRAP
(A) e REMAP (B e C). (B) resultado da combinagdo dos oligonucleotideos
CPLTR2/R e MS1; (C) resultado da combinagao dos oligonucleotideos CPLTR1/F e
MS2. A letra M indica marcador de tamanho ®X174/ Hae lII.
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A diversidade génica média de Nei (h) foi maior em relagao aos biétipos (h=

0,28, n= 70) do que em relagao a origem geografica (h= 0,06, n= 64). O coeficiente

de diferenciagdo genética de Nei (Gst) médio para bidtipos foi de 0,52, inferior ao

obtido para origem geografica que foi de 0,84. O numero médio de migrantes foi de

0,4538 em relagao aos bidtipos e 0,09 em relagao a origem geografica (Tabela 3). O

indice de associacao foi nao significativo em relagao aos diferentes bidtipos e origem

geografica com probabilidade menor que 0,001.

Tabela 3: Estimativas de diversidade genética de populagdes de Moniliophthora

perniciosa por bidtipos e origem geografica.

Niveis de n H; Hs SH

Gst

Nm

hierarquia
Bidtipo 70 0,2858 0,1360 0,2280 0,5242 0,4538 1,66
Municipios 64 0,0597 0,0114 0,1008 0,8414 0,0943 6,408

n= numero de individuos

H= diversidade total

Hs= diversidade dentro de populagéo.

Gst= diferenciacao genética entre populagdes
Nm= numero de migrantes

SH= indice de Shannon

I= Indice de associacao

A AMOVA foi utilizada para acessar a variagdo encontrada entre e dentro das

6 populagdes que possuiam numero de haplétipos variando entre 2 a 12. Foi

observado que 73,7% da variagao genética encontrada entre isolados esta dentro

das populagdes locais (Tabela 4).
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Tabela 4: Analise de varidancia molecular (AMOVA): variagdo atribuida para
diferencas entre e dentro de populagdes de diferentes origens geograficas de

Moniliophthora perniciosa biétipo C.

Fontes de GL Soma dos Componentes Variacao
Variagcao Quadrados da Variancia (%)
Entre 5 16,6 0,4Va 26,3
Populacées
Dentro de 32 34 1,0Vb 73,7
Populagdes
Total 37 50,6 1.4 100

Na analise por agrupamento houve clara separagao entre as populagdes do
bidtipo S e L do bidtipo C. Em relagdo ao agrupamento por municipios, houve dois
grupos em destaques. O primeiro incluindo municipios da Bahia e de Rondbnia
(Ouro Preto) e o segundo agrupando municipios da Bahia e da amazonas
(Tabatinga). Um terceiro ponto relevante diz respeito a populacdo de Jaru em
Rondbnia que claramente possui um grande diversidade genética em relagdo aos

demais municipios ( Figura 3).
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Figura 3: Dendograma (UPGMA) com base na analise dos marcadores IRAP e
REMAP em populagbes de M. perniciosa dividas em bidtipos e origem geografica.

(A) representa agrupamento encontrado em relagcédo a trés diferentes bidtipos; (B)
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representa o agrupamento encontrado em relagcao a deferentes municipios da Bahia,

Rondébnia e Amazonas.

5-DISCUSSAO

Devido a capacidade de se mover no genoma do hospedeiro, os elementos
transponiveis podem exercer significante influéncia sobre a adaptagcédo e potencial
evolutivo de seus hospedeiros por meio de eventos como insercdo mutacional,
interrupcao de genes e potencializagdo da expressdao génica ou ainda levar a
rearranjos cromossomais (Hua-Van et al., 2005).

No corrente trabalho IRAP e REMAP foram capazes de diferenciar os
isolados de M. perniciosa de acordo com o hospedeiro de origem (bi6tipo). Este € o
primeiro relato do uso das técnicas IRAP e REMAP no estudo de variabilidade
genética de M. perniciosa. A técnica ERIC-PCR também foi capaz de diferenciar
isolados de M. perniciosa de diferentes hospedeiros, entretanto outras técnicas
como IGS RFLP ndo conseguiram diferenciacdo entre os diferentes bibtipos (De
Arruda et al., 2003a, De Arruda et al., 2003b). As técnicas IRAP e REMAP obtiveram
14% a mais de polimorfismo que o encontrado por Andebrhran e Furtek quando
utiizaram RAPD para analisar a diversidade de M. perniciosa em diferentes
hospedeiros (Andebrhran & Furtek, 1994) e nove haplétipos a mais que o
encontrado por Ploetz quando utilizou se de AFLP para analise de diversidade
molecular de M. perniciosa (Ploetz et al., 2005). As técnicas moleculares baseadas
em retrotransposons geram polimorfismos suficientes para diferenciar populagdes de
M. perniciosa.

Tanto IRAP quanto REMAP revelaram consideravel variacdo intra-especifica
de M. perniciosa provenientes de Theobroma cacao de diferentes regides
geograficas. No dendograma formado (Figura 3) foram identificadas claramente
duas populagdes no estado da Bahia, sendo que os isolados de Ouro Preto do
Oeste (Rondbnia) e Tabatinga (Amazonas) clusterizaram separadamente nestas
duas populagdes da Bahia sugerindo que houve duas introdu¢cdées de M. perniciosa
no estado da Bahia. Estes resultados sao condizentes com os encontrados por
Anderhan et al. (1999).
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Conforme estatistica de Nei (H; Hs e Gst), acessadas nas populagdes
subdivididas por regido geografica, houve diferenciacdo significativa entre as
populacdes de M. perniciosa, mesmo em cidades proximas. Além disso, o alto indice
de associacéao (la) entre os isolados demonstra que estas populagdes nédo estdo em
equilibrio de ligagao e desta formam desviam do acasalamento aleatério. Os valores
de AMOVA demonstram que a diversidade de isolados foi maior dentro das
populacdes do que entre as populagdes, onde 73,7% da diversidade foi encontrada
dentro da populagdo. Isso se deve principalmente a existéncia de varios singletons
dentro de cada populagdo. Desta forma, as populagbes de M. perniciosa estao
estruturadas quanto ao biétipo e origem geografica.

Em concluséo, as técnicas REMAP e IRAP podem gerar numerosas marcas
polimérficas para uso em estudos de variabilidade genética. O conhecimento da
variabilidade deste patégeno é de fundamental importancia para o controle da
doenca e para o sucesso de programas de melhoramento do cacaueiro para

resisténcia a M. perniciosa.
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CAPITULO Il

SOPHIE, RETROTRANSPOSON DO GRUPO Gypsy/Ty3 NO
FITOPATOGENO Cochliobolus heterostrophus, AGENTE CAUSAL
DA MANCHA FOLIAR EM MILHO
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1. RESUMO

Uma busca no banco gendmico de Cochliobolus heterostrophus utilizando como
palavra chave “reverse transcriptase” permitiu a identificacdo de sete copias intactas
de um elemento transponivel denominado Sophie. Sophie 1 foi escolhido como
retrotransposon modelo para as analises. Os elementos pertencem ao grupo
Gypsy/Ty3 e variaram de 7.426 a 7.512 pb com identidade de 91%. Sophie 1
apresenta repeticdes terminais longas (LTRs) idénticas de 494 pb e possui duas
sequéncias de leitura aberta (ORFs) que codificam a proteina Gag e a poliproteina
Pol contendo dominios para protease, transcriptase reversa, RNase H e integrase.
Ainda foram encontrados duas regibes importantes, a PPT (Polipurina Trac) e
Chromatin Organization Modifer que auxiliam na transcricdo dos genes de
transposicao. Foi evidenciada por meio de analise estatistica, a ocorréncia de
recombinagao entre as copias presentes no genoma de C. heterostrophus. A analise
dos sitios alvo (5 pb) permitiu deduzir a introduc&o recente ou reativagdo de Sophie
no genoma do fungo. Em contrapartida a possivel expansédo recente desse
elemento, a comparagao das sequéncias que codificam a transcriptase reversa de
Sophie sugere a presenga do mecanismo de silenciamento RIP (Repeat-Induced
Point Mutation). A expansao desse elemento (recente insergdo ou reativagao) ou o
silenciamento por RIP pode representar um grande impacto na evolugdo do genoma

de C. heterostrophus.
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2. INTRODUCAO

Elementos transponiveis sdo sequéncias de DNA moderadamente repetitivas
encontradas de forma dispersa no genoma hospedeiro. Estes elementos possuem a
capacidade de se moverem de um local a outro do genoma (Hua-Van et al., 2005) e
suas insergdes podem provocar um amplo espectro de mutagdes em seus
hospedeiros ( Kidwell & Lisch, 2000).

Existem duas classes principais de elementos transponiveis que se
distinguem no mecanismo de transposigdo. Os elementos da Classe | sintetizam
uma coépia de DNA a partir de um molde de RNA, via transcriptase reversa, e esta é
entdo capaz de se inserir em um sitio alvo. Nos elementos da Classe Il, ocorre
diretamente um processo de exci¢céo seguido de integragao (Wicker et al., 2007).

Os elementos da Classe | podem ser divididos de acordo com o mecanismo
de transposi¢cdo, organizacdo e filogenia da transcriptase reversa em
retrotransposon LTR, DIRS-Like, Penelope-like, LINEs e SINEs (Wicker et al., 2007).
Sendo que as duas principais superfamilias de retrotransposon séo a Gypsy e Copia
(Neumann et al.,, 2003). O grupo Gypsy/Ty3 é o principal grupo de elementos
transponiveis encontrados em fungos fitopatogénicos (Dabousse & Cappy, 2003).

Transposons podem apresentar papel importante na evolugédo e
adaptabilidade de genomas de fitopatégenos, pois podem permitir a perda ou ganho
de viruléncia (Kang et al., 2001). Entretanto, esses organismos possuem
mecanismos eficientes de controle da alta atividade de elementos transponiveis, tais
como RIP (Repeat-Induced Point Mutation) (Selker et al., 1987).

RIP é um mecanismo de silenciamento génico que eficientemente e
irreversivelmente altera sequéncias duplicadas de DNA no genoma de fungos.
Originalmente encontrado em Neurospora crassa, RIP atua no ciclo sexual entre a
fertilizacdo e a cariogamia introduzindo mutagdes do tipo C:G para A:T. RIP tem sido
encontrado em diferentes fungos como: N. crassa (Selker et al., 2003),
Microbotryum violaceum (Hood et al., 2005), Aspergillus niger, Penicillium
chrysogenum (Braumann et al., 2008) e Colletotrichum cereale (Crouch et al., 2007).

O ascomiceto Cochliobolus heterostrophus € o principal fitopatégeno de milho
e pode ser encontrado em areas subtropicais e tropicais (Gafur et al., 1998). Nos
Estados Unidos, este fungo geralmente € encontrado nos estados sulistas causando
a doenca denominada de “Southern Corn Leaf Blight” (SCLB) que levou a grandes

50



prejuizos na cultura do milho. Esse fungo é conhecido por produzir toxinas de baixo
peso molecular que servem como fatores de viruléncia ou patogenicidade. O
patégeno é um fungo necrotréfico modelo para analises classicas e moleculares
devido a facil indugcdo do ciclo sexual em laboratério e a eficiente integracéo
homologa, facilitando a mutagénese sitio-especifica.

Existem duas ragas conhecidas deste fungo, a raca O, mais antiga € menos
destrutiva, e a raga T, responsavel por grandes epidemias. Analises genéticas e
bioquimicas demonstram que a alta viruléncia da raca T em relagdo a raca O deve-
se a produgao da toxina T (Tizeng et al., 1992, Yang et al., 1996). Kodama et al.
(1999) detectaram dois locos (Tox1A e Tox1B) relacionados a produgao da toxina T.
Foi observado que esses locos estdo associados a uma translocagao envolvendo os
cromossomos 6 e 12. Em 2008, realizado-se o sequenciamento completo do

genoma da linhagem C5, ragca O, de C. heterostrophus e estd em andamento o

sequenciamento da linhagem C4, raca T (http://www.jgi.doe.gov/genome-projects/).
A analise da seqUéncia translocada podera evidenciar o envolvimento de elementos
transponiveis na translocagao, uma vez que tais elementos foram encontrados no
loco Tox2 de Cochliobolus carbonum (Panaccione et al., 1996).

Os elementos transponiveis podem ter importante papel na estruturagcdao do
genoma de C. heterostrophus, permitindo um aumento na adaptacdo deste
fitopatdbgeno a diferentes ambientes e dificultando o controle da doenca. Nesse
trabalho, caracterizou-se o retrotransposon Sophie de C. heterostrophus, que
pertence ao grupo Gypsy/Ty3, e obtiveram-se fortes evidéncias de atuacdo do
mecanismo de silenciamento RIP em cépias do gene da transcriptase reversa desse

elemento transponivel.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Identificacdo, classificacdo e andlise filogenética da proteina transcriptase

reversa de Sophie

Foi realizada a busca no banco de sequéncias do genoma de C.

heterostrophus (http://www.jgi.doe.gov/genome-projects/) via ferramenta Search

usando a palavra chave “reverse transcriptase”. Para a identificagdo das principais
regides do retrotransposon foi utilizado o programa LTR-FINDER. A classificagao do
elemento foi realizada pelo banco de dados do programa GYPD database e pela
analise filogenética da proteina transcriptase reversa de outros grupos de elementos
obtidos no GenBank: Maggy, Magnaporthe grisea (AAA33420); Real, Alternaria
arternata (BAA89272); Ty3, Saccharomyces cerevisiae (M23367); copia, Drosophila
simulans (D10880); Tyl, S. cerevisiae (Z48149); jockey, Drosophila melanogaster
(M22874); Penelope, Drosophila virilis (AAL14979) e DIRS, Lytechinus variegatus
(BKO01257). O alinhamento foi realizado utilizando o programa MEGA4 e para a
analise de agrupamento foi utilizando o método UPGMA com valores de bootstrap

de 5000 replicatas.

3.2 Andlise dos acidos nucléicos e proteinas

As sequéncias de proteinas do retrotransposon Sophie foram comparadas
com sequéncias depositadas no GenBANK utilizando o programa BLAST (Basic
Local Aligment Search Tool) na pagina do National Center for Biotechnology

Information ( WWW.ncbi.nim.nih.gov/BLAST). O alinhamento das sequéncias foi

realizado no programa MEGA4. As sequéncias utilizadas nas anadlises de
alinhamento sdo encontradas no GenBank com os respectivos numeros de acesso:
grh, M. grisea (M77661, M77661); marY1l, Tricholoma matsutake (BAA78624,
BAA78625); Tyl6, Yarrowia lipolytica (CAG34126, CAG34127); skippy, Fusarium
oxysporum (AAA88790, AAA88791); Cgret, Colletotrichum gloeosporioides
(AAG24791, AAG24792); CfT1, Cladosporium fulvum (AAF21677, S23570). Para
busca de dominios conservados foi utilizado a plataforma do NCBI no campo de
busca BLAST (conserved domains- CDS).
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3.3 Evidéncias de RIP

Foram analisadas 37 sequéncias de DNA de transcriptase reversa de Sophie.
As sequéncias de 532 pares de bases foram obtidas do banco genémico de C.
heterostrophus (www.jgi.doe.gov/genome-projects/).

Para alinhamento das sequéncias e composigcao estatistica de nucleotideos
foi utilizado o programa MEGA4. Para a analise de dinucleotideos e calculo de
indices para RIP foram utilizados o software RipCal (Hane & Oliver, 2008). Os
indices utilizados para evidenciar RIP foram TpA/ApT e (CpA+TpG)/(ApC+GpT).

Fontes de indices para outros transposon: transposase de Collethotrichum
cereale (Crouch et al., 2007), PeTra de Penicillium chrysogenum (Braumann et al.,
2008), OPUIO3-1414 de Ophiostoma umi (Bouvet et al., 2006), Fot 1 de Fusarium
oxysporum (Daboussi et al., 1992) e Punt de Neurospora crassa (Magolin et al.,
1998).

4. RESULTADOS

4.1 Sophie, um retrotransposon do grupo Gypsy/Ty3

Uma busca no banco genémico de C. heterostrophus utilizando como palavra
chave “reverse transcriptase” permitiu a identificacdo de sete cdpias intactas de um
elemento transponivel denominado Sophie. As sequéncias de Sophie possuem
7.426 a 7.512 pb com identidade de 91% (Tabela 1). Sophie 1 foi escolhido como
retrotransposon modelo para as analises. Esse elemento apresenta longas
repeticbes terminais (LTRs) diretas conservadas de 494 pb e duas ORFs
(sequéncias de leitura aberta), uma que codifica para a proteina Gag, e outra para a
poliproteina pol, composta de protease, transcriptase reversa, RNase H e integrase.
As LTR & e 3" possuem 100% de identidade e alta similaridade com
retrotransposons do grupo Gypsy/Ty3 que tipicamente terminam em repeticoes

invertidas com um consenso de 5°-TG...CA-3’.
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Tabela 1: Copias intactas do retrotransposon Sophie encontradas no genoma de C.

heterostrophus.

Identificacdo Scaffold Tamanho (bp) Tamanho LTR (bp) Identidade LTR

(%)
Sophie 1 22 7.469 494 100
Sophie 2 8 7.472 494 100
Sophie 3 24 7.426 485 100
Sophie 4 28 7.471 494 98,8
Sophie 5 2 7.472 494 99,8
Sophie 6 5A 7.512 495 86,5
Sophie 7 5B 7.483 508 100

Duas outras caracteristicas estdo relacionadas as regides importantes do
elemento transponivel: a primeira é a presenga de “Chromatin Organization Modifier”
que esta envolvida com a expressao génica de varios genes; a segunda € a
presenca de uma regido rica em purina com aproximadamente 11 a 15 pb
denominada de PPT (Polypurine Tract). Essa regido é importante para a transcricéo

reversa do elemento transponivel (Figuras 1 e 2).

gag

99 | PR RT IN CH
TSR} LTRS ) 1 = ﬁ N Al LTRS

pol

Figura 1: Estrutura basica do retrotransposon Sophie. A regido pol contém os
dominios PR (protease), RT (transcriptase reversa), RH (RNase H) e IN (integrase).
Duas outras regides importantes para a transcricdo a CH (Chromatin Organization
Modifier) e a PPT (Polypurine Tract) estdo representadas por tridngulo e losango,

respectivamente.
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GCCTATGTTACAAGTAACAAGAAGGATTCTCTCCTTGACGCGGGATGACGAGGTTAAAGACCAACC
ACGTCCACGTCAGAAGGTAACGACCATCGCGGGGCTGGAGGTCACGTGATATGTGTGCTCCCGCCA
AGAGCCCTGCTCCCGGAGCACGGGGGGCCTTGGGAGAATTATGCTCCCACTGCTCCCAAAGAAAAG
GGAGAATAGGGAGCACCAGGACAGAAACAATGCAGGATATAAGGATGGATGGATTTCATTATTACTC
TCGTTGTGGTCAACTCAAATTGTACTTTCTTACTAGTTACTTAACTTCACAAGATTGATACTTGTT
AGTCTATTCGATATAGATTAGGAATTGTCAACCTATTGTTACTTTCTATACAAGCACGCCCACTCC
ACTGTATCGCCAGACAAATACCTCACGGCGCTCTTCACACCATCTCACTCACCCTAACCCGGATCG
AGCTTAGAGAAGTATCAGCACCAAACCCCGTGTAACACTTTGACCACCCACGGATTCAGTGGACTT
AGGAAGATTAACATTAGGACGCCCGATTAAGACTTAC

CTAGTGCCGGTGGACCAGTTCAAGGTCCCGGACCGATGCCTAACCCAGCAATCGACGACGAGATGT
TGACTCCCAGCGACGATGAGGAGGAGACAATGGATAACCCTAGGCAAATGGTTCATAGTCTTAGGC
GACAGGCCGAGATCCATGCACGGCAGATGGCCGAGATGCAAGCGATGATCAATCAGCTCACGAGTC
AGCTGATGGCCACACCAAACGAAAAGCCTATCAAAAAACCCAAGATGGCAACCCCGGACAAATACG
ATGGTAACCGAGAAGGGTTACGGACGTTCCTCACCACTATCGAGTTATACTGCGGCTACAACGATG
TGCCAAACGATGCAGAGAAGATCCTTATGGCAAACACACACCTAAAAGGAAAAGCAGCCAGCTGGA
TGCAACCCTACGTGGAGGATTTTCTATTGGACATCAACAACAAGGGAACTAAGGACGAGACGCGTA
CCTTATTCAGCAGTTGGGCCAACTTCAAGGAGGAAATGGGACGCATCTTTGGGGAGGTAGACGCGG
AAAGCCAGGCGGAGAAAGCGATACCTCGCCTGAGGCAGACCAAAGCAGTTTCGGCCTATACGGCGG
AGTTCAAGCAACTACAAGCGCGAATCAATTGGGACGATTCGGCACTCCGGACGGTATACGAAGCAG

GTCTGAAGGAAAACATCAAGGACGAACTTGTACACTATGACAAGCCGAGGGACTTGTACTCGTTGA

TCGAGTTGGCAACAAGAATCGACACGCGATTATGGGAACGAAAGGAAGCCCAGAAAGGATACAAGC

CAGGGCCACCCTTTGCCAACACCCGAAGGTATCGGAGCAACAAGGATCACGACGGAGACACGTACA

TGACCGGCAAAGTACAAGACAAGTCTAAGGATAAGAACAAGACCCGAGGAAAGTTTAACGACGGTC
TTTCCAAGGAAGAACGCCAGAAGCGTTACGACAGTAAGGCATGCCTCCGCTGCGGCGAAGTAGGAC
ACTTCCGTAGGGACTGCCCGAAGAATGAAGTCAAGCAAGGAGCGGTTAAGATCGGAATGCTACGGA
TGGCAACACCATACCCGACTGAGGAACTAGACGAGACTCTCAGCGACCTAGACCTGTACGACGAAG
CAAGACAAGCCACCGATGAGGCCTTTGAGCTAGTACAGAAGGCGATAGGACTCCAAGACTTCAAGT
GGGACGAACCACTACCAACGGATTGGCAGGTTGAAGGGGCAGAGGTACTACGCCGCCTAAGAAACC
AACAGTGCTGGATTTGTGGAAATACCAGGCACCAAGCCAACGACTGCGATATCGAAGGACGAATCA
CAATCACGGGACCCCGAGCAGATGAGATTGCCTGCAGGGCTGCCCAGGAACAACCCAGATTCAAGG
AATCTGATGACGAGGAGACGCCTCGGACGTTCAAGGAACGAATGGAGCAACACGAGCGCCTACGTT
GGGTTGACTGCCCAAGACAGTGTGATTATCACTTGAGGAAGCGAGAAGAAACCAGGAACAACGAGG
ACGATTGCTGCCATATCAACTTATGGCATAACGAGTGTCGAGTACAGCATTGCCAGGTGCACCAGC
CAGGAGAAAAGGAAGCTCACGAAGAGCTATGCTGGATCAATTGTACGACCAATTGCCAGTTCCACA
GGGAACAACGACGGAATGCTCGAAAGGTAGACGACTACTACCATAGCACGATATCCGCCGAGGAAT
GCAATGCGAAGAACTGCAGGATGCACAGAGCTGCAAGACCAAGAGTCACGATGACTAGGGTACCTA
GGCAGGATCAGGGAAAGTCCAACGAGGAAAAGAGCCACGAACGACTCTTATGGACGCATTGCAGGA
AGGGATGCGCCTTCCACCGACAACAGTTTGAGGATGCTCGCGGAGTGAACGATTACCTCCATAGCA
CCTTGTCAGCAAACATCTGTGAGGCAGACGGATGCCCGATTCACAGAACGAAGAAGCCGAGTCCAA
CCGAGGAAGGTTGCGAAGGACGATATACCGCACCCGAATATCCATTGGAGCTTCTGTTACGACGATC

AGACAAAAAACTAGEATGCCGCCAGGGACAGGGTCACGCTGGTGAAGGCAGTCCTAAAACGACCCT
CAAGGAAGTACGCGAACTGGGAGCGCAGGATTTGCGGCTGCAGGCTACGGTACTTATAGACGGACA
CGAGGTGACGGCGCTCATAGACAGTGGGGCCGCACGAACCGTTATCTCACCCCGAGTGGTGGAGAA
GAACAACATACCCTATCGGGCCAAGAAGGTGCCGATGCGAGTGGTATTAGCCGACGATAGTCCCAC

Figura 2. SequUéncia do retrotransposon Sophie 1 presente no banco de
dados do projeto genoma de C. heterostrophus. O sitio alvo (TSR) esta
em italico, as longas repeti¢cdes terminais (LTRS) estédo representadas em
cinza, a regiao gag e a regiao pol estdo representadas por caixas e 0s
seus dominios sublinhados. As regides PPT e “Chromatin Organization

Modifer” estdo em italico e sublinhados no final da regido pol.
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GACATACGGGAACGGCTGGATTCGACTTGAGACCGAGGCAGTATCGTTACGCCTGGCTGGTCAAGA
AAGCCGAACGAAGATTAGTATTATGGATCTCGGTGAGACCGAGFTGATAATTGGCTAEGACTGGTT

GTTAGAGTACAACCCTGCCATCGACTGGCAAAAGAAATCGATACACAGCCGAGAACCTGTGCACAA

GGTTGCTGGTGTACGACGAGAAACACGCCCGACGGATCAACGCGCGCACCCAGATGGGAGATTCGG

TGTGATTTCGCCGCATAAGATCGCGAGAATCTATGCGAAGGACCCTCAGAGAGTAGGAGTCATCTG

GATACGGCAGGTCGCGACCACGAAGGAAGGACCGGTACCACAGGTTGCGTCCGTTCATGACGAACK

ACTGCTGGCGGTTCCAGCAGAATACCGAACATCAGAGTTCAAGGAACTGTTCGAGGAAAACGAAGC

AACAGACTTAGCAGAACACCAGGATTGGGATCACGAGATCATCTTGGAGGAAGGAGCGAAGTTGAG

JCCCAGGAGGAATGTACCCTATAGCGCCCGAGCACGATGCTGAGCTGCGGGATTACCTCCAGAAGAA
|CTTGAAGAAGGGATTTATCCGACCAGGATCAGGCCCGATGGCCTCGCCTATACTGTTCGTAAAGAA
GCCTAACGGGAAGTGGCGACTATGTGTCGACTTCAGGAGGTTGAACAGCGTTACTCGGAAGAATCG

ATATCCCTTACCACTGATTACAGAGCTCATGGATCGACTCCAAGGAGCTAAGTGGTTCACGAAGTT]

ICGACGTTCGGGAAGGATTTTACCGAATCAGGATCAAAGAAGGTCACGAGTGGATGACGGCGTTTAA

GACGAAGTATGGACTGTTCGAGTATACGGTTATGCCATTCGGGTTGACGAATGCGCCGGCAACCTT]

TCAATCAGTCATCAACAACGCGCTCCACGAATACCTCGGAATCTTTGTTACCGCGTATCTGGACGA

TGTACTAGTGTACTCCAGCGGCACACGCGAAGAACATGTCGAGCATGTTAAGAAGGTTTTACGAAA

GCTTAAGGAATACAAGCTATACCTTCAACCAGGAAAGTGTGAGTTTCACACGCAGGAAACGGAATT

JICCTCGGATTTATCATCTCAACCGAAGGAGTGAAAATGAACCCAAAGAAGATACAGACTGTACAGGA

ATGGCCAAAACCCAACACAGTCAAGGATGTTCAATCCTTCTTAGGATTTGCGAACTATTATCGAAA
GTTCATCAAAGATTACTCGAAGATCACGGCACCCCTTACGGAGATAACGAAGAAGGAAATAGGTTT]
JCAAATGGGAGCAGGAACATCAGGAGGCTTTTGATCGAATCAAGCAGATATTCCTGGAGGCGCCGGT]
ACTAGAGATGTACAGCCCTCAGAGACCCACCAGAGTCGAGACCGACGCGTCTGACTATGCACTCGG
AGCTGTATTGTCACAGCAGTGCACGGATAAGAAATGGAGACCGGTGTTCTACCATTCACGGAAGTT]

JICTCAGGAGCAGAACTCAATTACGACGTTCACGATAAGGAACTACTTGGAGTAGTCGATGCCTTTGA

ACAATGGGAGGTGTACCTGTTAGGACTCCCCGACACGATCGAGGTTTTTACCGATCACCAGAATCT]

GACGAGTTTCATGACAACGAAGAAACTCAACCGACGACAAGTCCGATGGGCCGAGACGCTTGCTCA

GTTCGACTTTAAGATAACGCACCGCGCGGGAACGCTCAATGGAGCCGCAGACGCTTTAAGTAGAAG
GTCTGATTTGCGCGAAGAGGGTCATAAAGAACCACATGACGCCTTACTTAAGACGATGCCCGATGG
JCAGTCTGAAGTACAACCAGCCGGAACTAGCTAAGGTAGCTAAGGTGGCCGAGCAGGTAGAAACGCT]
ACAGCAACAGTGGCAGCAGCGAGCAGCCAGCTGGCAGTTCGAGCCCGACGAAGCAGGCTCCGACGA
ACTGTTGAACGACGAACGGGAGTACCGAGATATGGTTTCGAAGGATCGAACATATGTACCTCCACA
JCATGAGATCGAGTCTCATACAGGAACTGCACGAGTCCACGGAATACGGACACGCAGGAATCGAAGA
AATGGTTAGACGACTGTCTAAGGTGTTTGCGATACCACGTATGCGTACGAAGGTGCAGGAGATACT]
AGGCAACTGTTTGGCATGTCACCAGAACAAGCCCAAGAGACATAAGCCCTATGGCCTGTTACAACC
JICTTACAGCCGCCGTCTAGACCATGGACAAGTGTAACGATGGACTTCATAGTGAAGCTCCCGAGAT(C

GTTGGAACCAGGATCAGCTCGATTTTGCGACACAATCCTAGTAATCGTGGACCGATTGACTAAGGC

GGCAAAGTTTGTGCCTACGGAAGAGACTATTACGGCAGAAGAATGCGCGTACGAAGTCACCAAAGK

ATTAGTGTCAGAGCATGGGATACCTGAAGAGTTCATCACCGATCGTGATAAACTGTTTACGTCTAA

ATACTGGAATACATTCCTGGCGAAGTTAGGTGTCAAAAAGAAGCTTTCGACAAGCTTTCACCCGGA

AACAGACGGCCAGACGGAACGAACAAACCAGACATTAGAACAGTACTTACGGATGTACGCCAACAA

ATTGCAGGACAACTGGGTAGAGTTGTTGCCGACAGCGCAATTGGCCTACAACAGCACGAGATCCACG

AACGACGAAGCATTCGCCGCACTACGCGAACTACGGATATGAGCCGGTAGCTCATCGAGATCCGAA

GGACATTGAGAGTATCGCGGTAGGGGCAGACGACAAAGCGAAGCTTATGCGAGATTTGCACGAAGA
ATTAAGCAAGAACCTAGCTCAACGGAACCTCACGACATCCAAGGCAGCGAATAAACAAAGGATTGA
GGGACCAACCTTTAAGAAGGGGGACAAAGTTTTCTTGTCACGACAAAACCTGAAAACTAAACGACC
ATGCAGGAAATTGGACAACCTCCGAGTAGGACCATTCGAGATCCTAGAGGAAATAGGAAAAGTAAA

Figura 2: continuagao
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[CTACAAGTTGAAACTCCCACAAGGCATGCGAATCCACCCTGTCTTTCACAAGAAACTCCTGGAGCC
AGCACCTCCAGATGCCGAGCTAGCAACGGACATAGAGCTCGAAGACGACGAATACGAGGTCGAAGA

AATTAGGGACCTGCGGAAAATCGGTAGTCAGTGGAAGTACTTGGTCAAGTGGCGAGGATGGCCCGA

GAGCCACAACACTTGGGAACCTGAAGGAAATCTGACGAACTGCAAGTCACTGGTACGTGATTTTCA

JCCGGAAACATTCGAAGAAGCGAGAACCGGATTCTCGAAGGGTAGGTAATAATCAAGGGACAAGAAA
GGGTCGTAAGAAGAGGAATAATCAGCCTGTAACCAGCCAGGGTCAGTCGACTGTGCGGGTAGCGAT
GGTTCGGTTGTCGGAAAACCCATACCAGGGGCAGAGGTCCCCTCAGCTTCCTCTTTCTCACGATTC
TGAAGACTCAGAAGAGCGTGATCACGATCAGCGTACGCCCGCTCCCGCTCTTCAACTTCTAGGAGC
TCGCGACGAAGTCGCGCGGTCTGCTCCTCAGAACGAGCAAGCTCGAGACGCTTTTGACGCTTCTCT
GCCTCCACCTTTTCCCACTCTTCTTCAGTTACAAACAAACTACACTCAGCCTTTACAGCAATACAA
CCAGCACACTGCCCGGACGCAGTGTCCACGAAGCAACGAAGGTTCTTCTTCTCACAGCGCTTACAG
CGGAAAGTCATCTCTTTTCCCCGACAACGGATCTTGTCGGACCGAGCCTGGCGACGTTGAGTCGAG
GTTATCGCAGGAGCCTGACGAGAGGAAGACGGGACCTTGGGCATGGTTAGGAAGGCTGGAGTCAGG
AAGGGACGGTTACAATGGCCCGGGGCCTACCGACCTTATATGCAGCCGACGATTCAACATGCGGCA

CGGCAAAATGATAATCCAGGGTATCGGGACGATACGCCTAAGAGGGGGGATAATGTTACAAGTAAC
AAGAAGGATTCTCTCCTTGACGCGGGATGACGAGGTTAAAGACCAACCACGTCCACGTCAGAAGGT
AACGACCATCGCGGGGCTGGAGGTCACGTGATATGTGTGCTCCCGCCAAGAGCCCTGCTCCCGGAG

CACGGGGGGCCTTGGGAGAATTATGCTCCCACTGCTCCCAAAGAAAAGGGAGAATAGGGAGCACCA
GGACAGAAACAATGAGGATATAAGGATGGATGGATTTCATTATTACTCTCGTTGTGGTCAACTCAA
ATTGTACTTTCTTACTAGTTACTTAACTTCACAAGATTGATACTTGTTAGTCTATTCGATATAGAT
TAGGAATTGTCAACCTATTGTTACTTTCTATACAAGCACGCCCACTCCACTGTATCGCCAGACAAA
TACCTCACGGCGCTCTTCACACCATCTCACTCACCCTAACCCGGATCGAGCTTAGAGAAGTATCAG
CACCAAACCCCGTGTAACAGCCTA

Figura 2: continuagao
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Além disso, existem sinais de inser¢cao do elemento transponivel denominado

de TSR (Target Site Repeat) que sao duplicados no momento da inser¢do. Dessa

forma as TSR flanqueiam a LTR 5’ e a LTR 3’. Geralmente as TSR possuem de 4 a

6 bp. No caso das diferentes sequéncias de Sophie, os sitios de inser¢édo foram

diferentes, sendo que em alguns casos foram encontrados sitios de insergéo

diferentes flanqueando o mesmo elemento (Figura 3).

57



Scafolld

8 GCCTATGTTAC. . .o oo GTAACAGCCTA
22 GTTAGTGTTAC. .- oo oo oo GTAACAGTTAG
2 GCAACTGTTAC. - o e a - GTAACAGCAAC
5B TAGTATGTTAC. - . oo oo oo GTAACATAGTA
28 GTTAGTGTTAC. .- oo oo oo GTAACACTTAC
S5A CTAATTGTTAC. - oo oo - - GTAACACTTCA
24 CTAATTGTTAC. .- oo oo oo GTAACATTAGT

Figura 3: Alinhamento da sequéncia de nucleotideos dos sitios de insercdo do
elemento transponivel Sophie. Em negrito e sublinhado estdo a duplicagdo do sitio
alvo, TSR. A sequéncia completa do elemento transponivel foi omitida, somente o

inicio da LTRS5 e o final da LTR3 estao representados.

Foi possivel identificar as duas ORFs caracteristicas de retroelemento do
grupo Gypsy/Ty3. A primeira ORF diz respeito a regido gag responsavel pela sintese
do envelope. Ela esta localizada a 67 pb dowstream da LTR 5’ comegando com um
codon ATG e finalizando com o codon TAG apds 2.720 pb. A analise comparativa do
dominio desta proteina com a de outros elementos transponiveis permitiu a
identificacdo de um dominio conservado, também presente em outros elementos
transponiveis e retrovirus, relacionado a um dominio dedo de Zinco de ligagado ao
DNA (Cys-Xz- Cys-X4-His-X4-Cys) (Figura 4).

A outra ORF presente no retrotransposon Sophie 1 comeg¢a com o cédon ATG
2.580 pb dowstream a LTR 5’ e possui 4.014 pb com o cdédon de parada ATG
sobrepondo a regido LTR 3’. A regido pol € composta por quatro dominios de
atividade diferentes: protease, transcriptase reversa, RNase H e integrase. A
protease apresenta o motivo conservado DSG (Asp?', Ser??, Gly?), proposto ser o
sitio ativo da enzima (Katoh et al., 1997) enquanto a transcriptase reversa apresenta
os sete dominios descritos por Xiong & Eickbush (1990) e o motivo YXDD (Tyr*®,
Met®®, Asp®®’, Asp®*®) no dominio cinco, proposto ser parte do sitio ativo desta
enzima (Varmus & Brown, 1989). A integrase apresenta o motivo DD(35)E (Asp®"’,
Asp®®  GIu®®), relatado ser altamente conservado entre integrases de

retrotransposons (Khan et al., 1991; Capy et al., 1997).
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Regido GAG — motivo dedo de zinco

CfT1l
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Figura 4. Alinhamento dos dominios das proteinas gag e pol de Sophie 1 com dominio de outros
retrotransposons. A presenca de um ponto (.) representa aminoacidos com baixa similaridade; dois pontos (:)
aminoacidos com alta similaridade e asterisco (*) representa aminoacidos idénticos. Os motivos conservados de

cada dominio estdo sublinhados. Os nimeros de 1 a 7 representam os sete dominios da transcriptase reversa

PSSRETRTCYGCGKPGH I ARDCRGKNMVR
YNQRTSRECYTCGK I GHLARDCRHRERVQ
QRRRETGACLRCGNSGHQVADCTYAAALR
QKRYDSKACLRCGEVGHFRRDCPKNEVKQ
SRARKLDLCYRCGEPGHRAGACPHRQDIR
DNWKKDKQCFNCNQKGHLAYECPAPKKQQ
D--KSKVTCYNCGKKGHYERECKNPVKTN

* = X%

— Dominio protease

MTDTGQILS---VSALLDSGATG-LFIDSHLVQQHRLNTRSLSRPIPVYNVDGSPNE---
VFRTKI IVNGHKTDAMIDSGASG-NFASESFVTRNR IATCKKKEGYEL IAVDGSSLP---
CLELKVR IKGKWLSALVDSGADM-NFISPTTVNELRLPWKDKNDPYTVHDGQGETYLYEN
HLQLRV I INNQTAITAL IDSGSEG-DFVSPRAVNKLR IPWHEKRQPYQLNNVEGEQVQYEG
RLQATVLIDGHEVTAL IDSGAAR-TVISPRVVEKNNIPYRAKKVPMRVVLADDSPTTYGN
PISIPYCYNGTTVQALLDCGASS-CFISRNLAEKLGLKMTPCK-PRQVQSVHSMETTN--
FLIPALLDNSQFVNAQVDSGCECYAAMSDKCATRLRIERIPLPQARHVGTAVGRAQP———

* =% X
—

AGAIREVADLVLRYKDHSERALFAVTQLGKQKAILGYPWLRDHNPEVDWRTGEVTMS
-SVERETIPLPLAIQRHHEEITLDVTDMASHD I VLGMPWLRKHNPV IDWRRGVLT -~
GNITREIDHLKVFVNGKNQGIDFDI IPVWRYDLVLGYPWLLRYNPQFNWRTGQVDCE
GTIKNETAPLEMSYLDRNEQLQLDITNIGEYDLVLGMPWLEKNNPR IDWRTGQLHWD
GWIRLETEAVSLRLAGQESRTKISIMDLGETEMI IGYDWLLEYNPAIDWQKKSIHSR
---YTVEVPVELGKWG-CDVFAYVLPQMVGQELLLGMPFFEEYHEAVDFKARTFTPD
——MIRELAKCEMDVDGWVTPMLFYIVPGLARDVILGLPWMTHRRISLDAARKKLVVG

- - - -

— Dominio transcriptase reversa

GYTRESTSPAGSP I LFVPKKNG-KLRLCVDYRMLNEMT ITKNRYPLPL IDELQRLLHGANW
GY IRPSKSSAGFPVMFVPKPNSNKLRLVVDYRQLNE I TEKDRTSLPL I TELKDRLFGKKW
GWIRRSTSSAGTPCMFVPKANG-KLRLVQDYRKLNEITIKNRYPLPNIEEAQDRLTGSDW
GWIRASSSSAAAPVLMVRKASG-GWRLCVDYRALNS I TMQDRYPLPL IKET IRSLTGARW
GFIRPGSGPMASP I LFVKKPNG-KWRLCVDFRRLNSVTRKNRYPLPL I TELMDRLQGAKW
GRIRPSKSPMASPFFFVKKKDG-SLRPVQDYRRLNNITVKNRYPLPLISELVNQLHGARY
GIIRPSKSPYSAPLVIVKKKGG-ELRICTDYRALNELTTKDRFPLPRIDDILDCLDGADT

* ** * -k % * Hmk hk ek e ek **x K = * *

3 4

FTALDLKGAYNL IRMKEGEEWKTAFRTRKGHFEYLVMPFGLTNAPATFQNMINQVLR-KF
FTALDLKSAYNLIRIKEADEWKTAFRTKYGLFEYLVMPFGLTNAPAVFQRMITNVLR-EY
YTKIDLRDAFYAIRMAEGEEWKTAFRTRYGLYEFLVMPMGLTNAPASCQDLVNETLR-DL
FTKVDVRAAFHKLR IAEGDEHLTAFRTRFGLFEWLVCPFGLAGAPATFQRYVNGVLG-DT
FTKFDVREGFYRIRIKEGHEWMTAFKTKYGLFEYTVMPFGLTNAPATFQSV INNALH-EY
FTKLDVRWGYNNVR IKEGDEWKAAFRTNRGLFELLVMFFGLTNSPATFQTMMND I FHDL I
FSKFDLLSGYWQVLVKESDVHKTAFSTRSGHYEYLVMPFGLCNAPATFQRLMNDALR PF

-** * * -* * -** -** * -

5 6 7

VDIFVVVYLDDILIFSP-TLKQHKEHVHLVLQALQNAKLLVEPEKSKFHAQEVEYLGFTI
LDIFVVCYLDDILIFSD-TEEEHTEHVHKVLKALQDANMLVEPTKSHFHQSQVTYLGHEI
LDVCVVAYMDD ILVYTKGSLQEHTKQVQDVFERLTKSGFKTAPEKCEFHKKEVKFLGFI I
LGDYASAYLDDILI'YSSGSKSDHWSKVTRVLDKLAAAGLNLDLDKSAFAVKEVKYLGFI1V
LGIFVTAYLDDVLVYSSGTREEHVEHVKKVLRKLKEYKLYLQPGKCEFHTQETEFLGFI 1
LEGVVCIYLDDILIFTR-MVEEHRRITRLVLERLRRYKLYLHQDKCEFERTKIEYLGLI I
LNKTVCVYLDDIIVFSR NREDHKRHVREVLDALRAQKFYAKKSKCELFRKKMGFLGHVV

Hmkkomom oo - * - - i -

(Xiong & Eickbush, 1990).

59



Regido pol — Dominio RNase H
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Figura 4: continuagao

similaridade das proteinas integrase e transcriptase reversa foi realizada utilizando o
banco GYPSY Database (GYDP) (Liorens et al., 2008) para melhor classificagao
deste elemento. Foi observado alinhamento significativo com diferentes
retrotransposons do grupo Gypsy (Tabela 2). Uma analise filogenética também foi

realizada com a proteina transcriptase reversa do retrotransposon Sophie 1

Visto que se trata de um retroelemento do grupo Gypsy/Ty3, uma busca por

60



demonstrando mais uma vez que esta proteina esta relacionada a outras

transcriptases reversas do grupo Gypsy/Ty3 (Figura 5).

Tabela 2: Analise de Sophie 1 usando o programa GYPSY Database.

Sequéncia - retrotransposon Score (bits) E-Value
INT - Cqret 340 2e-94
INT - Cft-1 322 3e-89
INT - Pyret 322 4e-89
INT - Skippy 313 2e-86
RT - Real 276 2e-75
RT - Maggy 273 2e-74
RT - Cft-1 272 4e-74
RT - Cqret 268 6e-73
RT - Skippy 263 le-71
RT - Dane-1 263 2e-71
RT - MGLR3 261 5e-71
RT - Galadriel 255 4e-69
RT - Reina 253 1le-68
RT - Beetlel 248 8e-67
RT - marY1l 244 7e-66
RT - Peabody 243 2e-65
RT - Legolas 243 3e-65
RT - Retrosat-2 241 7e-65
RT - Grasshopper 240 le-64
RT - CRM 237 le-63

INT significa integrase e RT transcriptase reversa
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Figura 5: Agrupamento mostrando as relagdes entre o dominio da transcriptase
reversa da regido pol do retrotransposon Sophie 1 de C. heterostrophus com outros
transposons. Este agrupamento foi realizado pelo método UPGMA. Os numeros
acima e abaixo de cada né indicam a porcentagem de vezes em que cada ramo

apareceu em analise de bootstrap com 5.000 replicatas.

4.2 RIP (Repeat-Induced Point Mutation) em sequiéncias de transcriptase
reversa de Sophie presentes em C. heterostrophus

Foram analisadas 37 sequéncias do gene da transcriptase reversa de
Sophie. A sequéncia da transcriptase reversa de Sophie 1 foi utilizada como
referéncia nas analises. Os principais desvios do consenso da transcriptase reversa
de Sophie 1 foram mutagdes tipo transicoes de C para T e G para A, consistente
com atividade de um processo semelhante a RIP. O numero de mutagdes do tipo
transicdo foi maior do que o numero de transversdes, sendo que a taxa de
transicao/transversdo foi de 8,0. A porcentagem de A+T foi de 52,4%. Altos
conteudos A+T sdo esperados em fungos que sofreram o mecanismo de
silenciamento RIP.

Foi contado o numero de ocorréncias das sete possibilidades de

dinucleotideos (CpA, TpG, CpC, GpG, CpG, CpT, ApG) que poderiam ser alvos de
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RIP. As mutagdes ocorreram com mais frequéncias em dinucleotideos CpA e CpG
(Tabela 3).

Tabela 3. Sitios de dinucleotideos preferencialmente mutados em eventos de

mutacao semelhantes a RIP.

Razao de mutacdes observadas sitio a sitio em RIP mutacdes

CpA TpG CpC GpG CpG CpT ApG

0,21 0,05 0,10 0,11 0,38 0,06 0,09

Dessa forma, existe um forte indicio de que os dinucleotideos CpG e CpA sao
alvos para a mutagao gerada por atividade de um mecanismo semelhante a RIP. Os
indices, TpA/ApT e (CpA+TpG)/(ApC+GpT), encontrados na literatura para
evidenciar RIP obtiveram resultados condizentes com tal mecanismo de mutacao. O
rDNA de C. heterostrophus serviu como controle negativo por que estas seqliiéncias

n&o sao alvos de RIP (Tabela 4).
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Tabela 4: indices Tpa/ApT e CpA+TpG/ApC+GpT para transposons e

retrotransposons de eucariotos.

Sequéncias TpA/ApT CpA+TpG/ApC+GpT
Transcriptase reversa 0,91 0,80
(C. heterostrophus)
rDNA 0,64 1,36
(C. heterostrophus)
Transposase 2,00 0,44
(Colletotrichum cereale)
PetTra 1,22 0,58
(Penicillium chrysogenum)
OPHIO3-1414 1,51 0,60
(Ophiostoma ulmi)
Fotl 1,12 0,75
(Fusarium oxysporum)
Punt 1,32 0,56

(Neurospora crassa)

Valores de referéncia padrdo de indices

(www.sourceforge.net/projects/ripcal).

RIP sdo TpA/ApT
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5. DISCUSSAO

A analise de agrupamento da transcriptase reversa, a busca por similaridade
no banco GYPD e a organizacdo da regido pol indicam que Sophie € um
retrotransposon do grupo Gypsy/Ty3 presente no genoma de C. heterostrophus.
Foram analisadas sete cépias intactas do elemento, entretanto existem no genoma
varias partes do elemento recombinadas. Além disso, a hibridizagao utilizando o
gene da transcriptase reversa desse elemento em fungos correlacionados com
Cochliobolus revelou que esse elemento esta amplamente distribuido no genoma de
varios fungos e que, dessa forma, € elemento antigo nesses genomas.

O retrotransposon Sophie € um elemento que foi recentemente inserido ou
reativado no genoma de C. heterostrophus, pois dos sete retroelementos intactos
encontrados no genoma sequenciado na maioria deles as LTRs 5 e 3’ foram
idénticas e os sitios de inser¢gao foram muito variaveis. Essas sao caracterisiticas de
elementos transponiveis com recentemente atividade no genoma. A alta similaridade
das LTRs € indicativa de recente insercdo visto que no momento da inser¢cao as
LTRs sao idénticas e vao se diferenciando conforme o acumulo de mutagdes. A
maioria dos elementos transponiveis ao se inserirem em novo local do genoma
duplicam seu sitio alvo (Chalvet et al., 2003; Ray et al., 2007). O fato de Sophie
possuir varios sitios de insercdo pode ser forte indicio de atividade recente de
transposicao, pois € esperado que por selegao purificadora e deriva genética seja
fixado um ou poucos sitios de inser¢cao para diminuir os efeitos deletérios das
insergdes causadas por eventos de transposicao (Neafsey et al.,, 2004). Dessa
forma, devido a possivel atividade recente desse elemento, ele pode contribuir para
o melhor conhecimento e organizagdo genémica de C. heterotrophus, além de
promover rearranjos (delecdo, duplicagdo, inversdo ou translocagdo) ou quebras
cromossOmicas devido a recombinacgao.

O fato de ter sido encontrado no genoma diferentes sitios de inser¢cao nas
extremidades de um mesmo elemento transponivel pode ser devido a recombinagao
desse retrotransposon ou de um possivel erro de montagem dos scaffolds. Sophie
parece ser um elemento que sofre constantes recombinacdes e dessa forma pode
contribuir para a reestruturagao do genoma de C. heterostrophus.

Este estudo tem provido a primeira evidéncia de uma defesa do genoma
contra elementos transponiveis em C. heterostrophus. Existe alta correlagao entre os
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nossos resultados e os encontrados na literatura para evidenciar RIP como: alta
relacdo transicao/transversg¢ao, forte preferéncia de sitios para mutagcées CpA e
CpG, como encontrado por Montiel et al. (2006) para Aspergillus oryzae, e indices
TpA/ApT > 0,89 e CpA+TpG/ApC+GpT <1,03. Além disso, foi encontrada alta
similaridade em relacédo a proteina RID responsavel por metilar seqtiéncias de DNA
alvos de RIP em Neurospora crassa (dados nao publicados). A presenca de
transigbes CpA - TpA pode introduzir aumento de cédons de terminacdo TAA e TAG
e dessa forma silenciar genes (Montiel et al., 2006). As mutagdes causadas por RIP
em sequéncias duplicadas podem levar a formacao de novos alelos com diferentes
funcdes (Galagan & Selker, 2004).

RIP ocorre durante o ciclo sexual entre a fertilizacdo e a fusado nuclear
(Galagan & Selker, 2004). Entretanto, C. heterostrophus n&o possui o ciclo sexual
detectado na natureza, somente em laboratério € possivel a indugao da reprodugao
sexuada. Isso explicaria o fato de encontramos sequéncias de LTRs de Sophie
intactas no genoma de C. heterostrophus, pois sendo o ciclo sexual raro na
natureza, RIP,que € um processo dependente deste ciclo, também deve ser raro.

O fato de Sophie possuir baixa especificidade no seu sitio alvo demonstra que
este elemento possui recente atividade no genoma e pode ter importante papel na
geracgéo de variabilidade do fungo. Além disso, por possuir baixa especificidade no
sitio alvo este transposon pode ser usado para mutagénese, ou ainda, como

marcador molecular para estudo populacional e de diversidade genética.
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CONCLUSOES

As técnicas IRAP e REMAP podem gerar numerosas marcas polimorficas
para o uso em estudos de variabilidade genética em M. perniciosa.

Foram identificadas claramente duas populacbes no estado da Bahia,
sugerindo duas introdugdes de M. perniciosa neste estado.

As populagbes de M. perniciosa se encontram estruturada em relagdo a
biétipo e origem geografica.

No genoma de C. heterostrophus foram encontradas sete coOpias de um
retrotransposon do grupo Gypsy/Ty3 denominado de Sophie.

Possivelmente, Sophie é um retrotransposon com atividade no genoma de C.
heterostrophus, podendo contribuir para geragcao de variabilidade genética nesse
patdgeno.

Houve evidéncia de recombinacdo deste elemento no genoma de C.
heterostrophus.

Existe indicio do mecanismo de silenciamento RIP no genoma de C.

heterostrophus.
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