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RESUMO

O sorgo € um dos cereais mais cultivados no mundo, e s6 no Brasil a
producdo ultrapassa a casa do milhdo de toneladas. Dentre os patégenos do sorgo
encontra-se o fungo Colletotrichum sublineolum causador da antracnose, doenca
mais importante para a cultura do sorgo. Este fungo apresenta alta variabilidade
genética o que dificulta o seu controle. Nés propusemos a pesquisar a presenca de
elementos transponiveis no genoma de 24 isolados brasileiros de C.sublineolum
considerando a presenca desses elementos dentre as causas da sua variabilidade
genética. A pesquisa foi feita utilizando-se a PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) com primers especificos para amplificacdo de transposons e
retrotransposons baseados em sequéncias dos elementos Fot 1 e Impala (do género
Fusarium), e LTRs de Cgret e Ccret (do género Colletotrichum). Amplificacées com
estes pares de primers ndo foram observadas nos nossos isolados. Primers
descritos para amplificacdo de elementos transponiveis no fungo Paracoccidioides
brasiliensis e na bactéria Escherichia coli também foram utilizados. Nos isolados de
C. sublineolum obteve-se um fragmento de 400pb que apresentou pequena
similaridade com integrons Classe | de bactérias e com proteinas desconhecidas de
fungos. Obtiveram-se também dois fragmentos de 500 e 1000pb utilizando-se o0s
primers para amplificacdo da integrase de P. brasiliensis. Nos isolados de P.
brasiliensis um fragmento de 850pb foi observado na amplificacdo com primers
descritos para LTRs de C. gloeosporioides. Os resultados ndo permitiram afirmar de
maneira conclusiva que os fragmentos encontrados s&o correspondentes a
elementos transponiveis. No entanto, podemos concluir que a metodologia utilizada
neste trabalho é vélida para uma triagem inicial de elementos transponiveis, ja que
em casos onde ocorre amplificacdo € possivel se aprofundar na caracterizacdo do

elemento em questao.
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ABSTRACT

Sorghum is one of the most cultivated cereal in the world, and in Brazil only more
than one ton is produced per year. Colletotrichum sublineolum is the causative agent
of anthracnose, the most important disease of sorghum. This fungus exhibits a high
genetic variability, what makes control of the disease more difficult. We decided to
study the presence of transposable elements in the genome of 24 Brazilian isolates
of C.sublineolum considering their presence among the causes of the genetic
variability. The research was performed by PCR (Polymerase Chain Reaction) with
primers specific for amplication of transposons and retrotransposons, based on
sequences of the elements Fot 1 and Impala (from the genus Fusarium), and Cgret
and Ccret LTRs (from the genus Colletotrichum). Amplifications with these primer
pairs were not observed in our isolates. Primers described for amplification of
transposable elements in the fungus Paracoccidioides brasiliensis and the bacterium
Escherichia coli were also utilized. In the C. sublineolum isolates a fragment of 400
bp was observed that exhibited a low similarity with bacterial Class | integrons and
unknown proteins from fungi. Two other fragments, 500 and 1000 bp, with the
primers for P. brasiliensis integrase were detected. Using the same methodology with
P. brasiliensis, a 850 bp fragment was observed with C. gloeosporioides LTR
primers. The results did not allow to conclusively affirm that the fragments found
correspond to transposable elements. However, we can conclude that the
methodology utilized in this work is valid for an initial screening of transposable
elements, since in cases where amplification occurs a more detailed study can be

initiated.

11
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1 INTRODUCAO

1.1 O sorgo

O sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] é originario da Africa do sul e se
disseminou pelos continentes Africano, Asiatico, Americano e Australia (Frederiksen,
2000, citado em Costa et al., 2003). Este cereal € considerado um dos mais
cultivados no mundo e sua producdo mundial atingiu, em 2004, 60 milhdes de
toneladas (FAO, 2006). No Brasil, o sorgo é cultivado nas regides Centro-oeste,
Sudeste e Sul e apresentou safra superior a 1,4 milhdes de toneladas em abril de
2006 (IBGE, 2006). Devido a sua grande amplitude de condi¢cfes de cultivo, o sorgo
estd sujeito ao ataque de uma variedade de patdégenos que podem limitar a
guantidade e qualidade de producdo (Casela et al., 1997, citado em Costa et al.,
2003) e levar ao aparecimento de vérias doencas.

1.2 O fungo Colletotrichum sublineolum

Dentre os patdgenos de sorgo encontra-se Colletotrichum sublineolum Henn,
um fungo pertencente ao filo Ascomycota, a classe Sordariomycetes e a ordem
Phyllachorales. Esse grupo inclui fungos que produzem esporos (conidios) em
estruturas reprodutivas denominadas acérvulo (Hawskworth et al., 1983, citado em
Leslie, 2002). Até recentemente havia duvidas se as espécies de Colletotrichum que
afetam o milho e o sorgo eram diferentes ou ndo. Diversos trabalhos tém sido feitos
com objetivo de estabelecer a relacdo entre estas espécies. Sutton (1968), citado
em Costa et al., (2003), realizou estudos com isolados monoconidiais dos fungos C.
falcatum e C. graminicola, agentes causais da podriddo vermelha da cana-de-acgucar
e antracnose de milho e sorgo, respectivamente, e concluiu, baseado nas diferencas

estruturais de apressorios, que eram espécies distintas. Além disso, 0 autor

12



Pesquisa de Elementos Transponiveis no fungo fitopa  tégeno Colletotrichum sublineolum

considerou os isolados do milho como pertencentes a espécie C. graminicola e
propbés a denominacdo C. sublineolum para os isolados oriundos de sorgo. Porém,
esta denominagcdo ndo era muito aceita até que estudos moleculares comparando
sequéncias de nucleotideos da regido ITS-2 de rDNA de C. graminicola oriundos de
milho e sorgo indicaram que os isolados representam espécies distintas,

confirmando estudos morfoldgicos anteriores (Sherrif et al., 1995).

1.3 A Antracnhose

C. sublineolum causa a antracnose que € considerada a doenca mais
importante para a cultura do sorgo e esta presente em todas as areas produtoras
(Casela et al., 2001). Perdas superiores a 50% da producéo ja foram relatadas
devido a ocorréncia de epidemias severas, sob condi¢cdes Umidas associadas a
temperaturas elevadas (Casela et al., 1997, citado em Costa et al., 2003). Como
alternativa para evitar estas perdas tem-se a obtencdo de cultivares resistente e o
controle do fungo. Isto, porém, é dificultado pela alta variabilidade genética,
apresentada pelo patégeno com relagdo a viruléncia (Costa et al.,, 2003).
Considerando ainda esta variabilidade, trabalhos feitos com isolados de
Colletotrichum graminicola relataram esta variabilidade. Rosewich et al. (1998)
mostraram, através de analise de RFLP, alto grau de variacdo em nivel de DNA.
Valério et al., (2005) relataram polimorfismo também em isolados de C. graminicola
fazendo agrupamento de acordo com suas regifes geograficas. Nos isolados
brasileiros usados para este estudo foi observada variabilidade morfolégica (Figura
1) e este fato, além dos apresentados em outros trabalhos, motivou a realizacdo

deste estudo.
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Figura 1- Aspectos macromorfologicos de Isolados de
sublineolum .

Colletotrichum
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1.4 Mecanismos de Variabilidade

Dentre os mecanismos que geram a variabilidade genética podem estar as
recombinacgbes sexual e assexual e mutacdo. Entretanto, no caso de C. sublineolum
a variabilidade por recombinacdo sexual é discutivel, pois o estado teleomérfico
(sexual) deste fungo nao foi encontrado na natureza, tendo sido obtido raramente
somente em condi¢des de laboratério (Vaillancourt et al., 1992). A variabilidade por
processos assexuados € possivel em C. sublineoum através de mecanismos tais
como heterocariose, ciclo parassexual, e heranca citoplasmatica (Moore-Landecker,

1996).

hY

A variabilidade pode também ser devida a presenca de elementos
transponiveis (TES) no genoma do fungo (Daboussi, 1997). As mudancas genéticas
causadas por esses elementos estdo associadas a transposicdo e recombinacao.
Estes mecanismos conferem alta taxa de variacdo genética, o que € um fator
importante para populagdes naturais em periodos de adaptagdo a mudancgas,
especialmente aquelas que nao apresentam estagio sexual na natureza (Daboussi e

Capy, 2003), como € o caso de C. sublineolum.
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1.5 Elementos transponiveis (TES)

Os TEs séo encontrados em espécies dos trés dominios de vida: Bactéria,
Archea e Eucarya (Daboussi e Capy, 2003) e sao definidos como sequéncia de DNA
capazes de se mover de um lugar para outro no genoma do hospedeiro. A
classificacdo desses elementos é feita de acordo com o seu modo de transposicéao e
sua organizagao estrutural sendo, portanto, divididos em duas principais classes
(Figura 2): elementos da classe |, que se transpdem por um mecanismo que inclui
uma molécula de RNA intermediaria, utilizando a enzima transcriptase reversa, € 0S

elementos da classe Il, que se transpdem diretamente via DNA (Finnegan, 1989).

Elementos Classe I: Intermediarios de RNA

@ gag P0> LT _|® gag po> LT

» —

RNA Transcriptase Integrase
\Resversa /
cDNA
m=lR> |gag pol> [IT

Elementos Classe II: Transposic¢do Direta

@{} Tramposa% @- @} Tram’posa@ m—

Figura 2 — Estruturas gerais dos elementos transponiveis em e  ucariotos
(Favaro et al., 2005).
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Sejam eles de classe | ou I, os TEs possuem elevado potencial para causar
mudancas nos genomas de seus hospedeiros. Suas transposi¢cées para dentro ou
perto dos genes contribuem para a inativagao parcial ou total de genes (Daboussi e
Capy, 2003). Um grande numero desses elementos foi caracterizado e identificado
em fungos, nos ultimos anos. As Tabelas 1 e 2 listam diversos TEs descritos e as
espécies de fungos onde foram encontradas (Favaro et al.,, 2005). Dentre os
elementos de Classe | observa-se que a grande parte dos elementos caracterizados
pertence ao grupo dos retrotransposons com LTR. Estes elementos se caracterizam
por possuirem longas repeticdes terminais (LTR) e codificarem gag (proteinas da
capsula viral) e pol (transcriptase reversa, RNAse H, integrase e protease). O grupo
dos retrotransposons com LTR se subdivide em duas subfamilias (Metaviridae e

Pseudoviridae) que se diferem em relacdo a ordem de seus genes pol (Figura 3)

Re’rro’rronsoospns com LTR

5LTR _ gag pol 3" LTR
= HPR RT RH IN W Metaviridae (1y3/gypsy)
5°LTR _ gag pol 3'LTR

— = HPR IN RT RH W Pseudoviridae (Ty1/copia)

Retrotransposons sem LTR

Y

5 gag? 3’
H RT RH |-Po]yA—LINE like element

554 B ¥

—l]}Poly A SINE like element

Figura 3 — Representacéo Estrutural dos elementos classe |  em eucariotos
(Favaro et al., 2005).

Os outros elementos conhecidos como retrotransposons sem LTR foram
pouco descritos em fungos (Tabela 1). Estes elementos geralmente possuem uma

cauda poli-A, nao possuem LTRs e sdo conhecidos como LINE (Long Interspersed
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Elements) e SINE (Short Interspersed Elements). Os elementos LINE sé&o
caracterizados por carregarem genes gag e pol. JA os elementos SINE sao
caracterizados por ndo possuirem estrutura especial, nem os genes gag e pol e
serem derivados de transcritos da RNA polimerase 11l conforme Figura 3 (Kempken e

Kuch, 1998).

Os elementos transponiveis pertencentes a classe Il sdo conhecidos como
transposons. Eles sdo caracterizados por possuirem pequenas repeticdes terminais
(Figura 2) e por causarem duplicacdo de bases no sitio alvo e conseqiente
integracdo no genoma hospedeiro. Estes elementos séo classificados em quatro
diferentes superfamilias: Tcl/Mariner, hAT, Mutator and Mites (Daboussi e Capy,
2003). A superfamilia Tcl/Mariner € a mais abundante e seus elementos mais
estudados sédo Fotl e Impala encontrados em Fusarium oxysporum (Kempken e
Kuck, 1998). A superfamilia hAT é caracterizada por possuir similaridade com o
elemento AC descrito em milho por Barbara McClintock e é bem representada em
fungos basidiomicetos e ascomicetos (Tabela 2). Os elementos da superfamilia
Mutator tinham sido descritos somente em plantas e apenas em 2003 foi descrito
pela primeira vez em fungos (Revisado em Favaro et al., 2005). J4 os elementos da
superfamilia  MITE (miniatura de elementos transponiveis) descritos em F.
oxysporum e Neurospora crassa sdo remanescentes de transposons ndo autbnomos

e sua mobilidade depende da transposase produzida por outros elementos.
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Tabela 1 - Classificacdo geral dos elementos transponiveis classe | em fungos (Favaro et al. 2005)

Classe do elemento Grupo do elemento Elemento Fungo Hospedeiro Referéncias
Class [ transposons LTR retrotransposon Joret Fusarium oxysporum Julien et al., 1992
(retroelements) Metaviridae (gypsy) skippy F.oxysporum Anaya and Roncero, 1995
grh Magnaporthe grisea Dobinson et al., 1993
maggy M. grisea Farman et al., 1996b
pyret M. grisea Nakayashiki et al., 2001
mgl3 M. grisea Kang, 2001
cft-1 Cladosporium filvum McHale et al., 1992
cgret ‘olletotrichum gloeosporioides  Zhu and Oudemans, 2000
boty Botrytis cinerea Diolez et al., 1995
real Alternaria alternata Kaneko ef al., 2000
dane 1,2 Aspergillus nidulans Nielsen et al., 2001
afut A. fumigatus Neuvéglise ef al., 1996
mars4 Ascobolus immersus Goyon et al., 1996
dabl Neurospora crassa Bibbins et al., 1998
yeti Podospora anserina Hamann et al., 2000b
maryl Tricholoma matsutake Murata and Yamada, 2000
prtl Phycomyces blakesleanus Ruiz-Pérez et al., 1996
LTR retrotransposon mars 2, 3 A. immersus Goyon et al., 1996
Pseudoviridae (copia) tcen N. crassa Cambareri et al., 1998
nht2 Nectria haematococa Shiflett ez al., 2002
non LTR retrotransposon tad N. crassa Kinsey and Helber, 1989
(LINE) mgl M. grisea Nishimura et al., 2000
mgri83 M. grisea Hamer ef al., 1989
cgtl C. gloeosporioides He et al., 1996
marsl A. immersus Goyon et al., 1996
mary2 T. matsutake Murata et al., 2001
non LTR retrotransposon nrsi N. haematococca Kim ef al., 1995
(SINE) Joxy F. oxysporum Mes et al., 2000
mgsil M. grisea Kachroo et al., 1995
egrl Erysiphe graminis Wei et al., 1996
eghl E. graminis Rasmussen et al., 1993
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Tabela 2 — Classificacdo geral dos elementos transponiveis classe Il em fungos (Favaro et al. 2005)

Classe do elemento Grupo do elemento

Class II transposons Tcl/Mariner

(DNA mediated ele-

ments)
hAT
Mutator
MITE

Elemento

Jotl
impala
Jot2
Jot3fotd
punt
flipper
tanl
vader
antl
pot2
mgri86
feel
nhtl
pat
hupfer
peel

restless
Jolyt
tfol
hornetl,2,3
palm
cryptd
ascot
tasco
scooter
abrl

hop

mimp
guest

Fungo Hospedeiro

Fusarium oxysporum
I, oxysporum
I oxysporum
I oxysporum
Neurospora crassa
Botrytis cinerea
Aspergillus niger
A. niger
A. niger
Magnaporthe grisea
M. grisea
Cochliobolus carbonum
Nectria haematococa
Podospora anserina
Beauveria bassiana
Phanerochaete chrysosporium

Tolypocladium inflatum
F. oxysporum
F. oxysporum
F. oxysporum
F. oxysporum
Cryphonectria parasitica
Ascobolus immersus
A. immersus
Schizophyllum comune
Agaricus bisporus

I oxysporum

F.oxysporum
N. crassa

Referéncias

Daboussi ef al., 1992
Langin et al., 1995
Daboussi and Langin, 1994
Hua-van et al., 2000
Margolin et al., 1998
Levis et al., 1997
Nyyssonen et al., 1996
Amutan et al., 1996
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Existem estratégias que permitem a detecc¢do, isolamento e caracterizacao
dos elementos transponiveis em fungos. Kempken e Kuck (1998) citam as quatro
estratégias utilizadas no isolamento desses elementos em fungos: 1) Identificacéo
e clonagem de sequéncias repetidas dispersas no genoma, sendo esta
particularmente utilizada para identificagdo de transposons com grande numero de
copias no genoma; 2) Inativacdo espontanea de genes clonados — empregada
guando se deseja isolar elementos ativos no genoma e quando se conhece genes
cujo fendtipo mutado pode ser facilmente selecionado; 3) construcdo de
oligonucleotideos degenerados de seqUéncias conservadas, tais como
transposase (transposons) e transcriptase reversa (retrotransposons) — permite a
analise rapida de grande numero de elementos; 4) uso de sondas heterdlogas —
usada na procura de elementos conhecidos.

Uma série de trabalhos tem relatado o impacto que esses elementos
causam no genoma de fungos e seus diversos efeitos mutagénicos. Dentre esses,
destacam-se o trabalho de Kang et al. (2001) que observaram surgimento de
viruléncia causada pela insercdo do transposon Pot 3 em um gene de aviruléncia
de Magnaporthe grisea. Deschamps et al. (1999) observaram ativacao e alteragéao
transcricional do gene nia D de F. oxysporum devido a inser¢ao do elemento Fot 1
no intron deste gene. Daviére et al. (2001) observaram que o alto grau de
polimorfismo cromossémico em F. oxysporum era devido a altas densidades de

elementos transponiveis.
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Um outro trabalho que se destaca foi feito por Chiocchetti et al.(1999).
Estes autores detectaram a presenca do fungo F. oxysporum f. sp. dianthi em
tecidos da flor do cravo, através da amplificacdo dos elementos transponiveis Fotl
e Impala. Estes elementos pertencem a classe Il e 0 esquema de representacao

geral destes elementos é mostrado na figura 4.

Class II: DNA transposons

IR

151
Y S T

Teil/mariner Impalal® (F.oxysporum); Antl @A, niger)

Fot1 ) and Fot2 (2 (F.oxysporum); Tan El{A. niger)
Fotl Pot2 (1) and MGRS58E (VM. Grisea)
Fiipper E{8. cingrea); Puni' (N. crassa)
FoctiE { C. carbonum)

- As = and Tasco (1) (A, immersus)
Ac-fike cot
rastless (1T, inflatum)

Hop (£} {F oxysporim)

Unrelated Fea il (P, chrysosporium)

Unclassified Guest 5)f N. crassa)}

Figura 4. Esquema geral dos transposons Fot 1 e Impala mostrando a
posicéo das IRs (repeticbes invertidas) terminais e do gene que codifica
para transposase, enzima que atua no processo de tr  ansposicao
(Chiocchetti et al.,1999).

Sao0 poucos os trabalhos com o objetivo de se conhecer elementos
genéticos moéveis presentes no genoma de Colletotrichum. O primeiro elemento
transponivel descrito no género Colletotrichum foi o CgT1 (He et al., 1996). Ele foi
encontrado em um estudo de identificacdo de duas linhagens de Colletotrichum

gloeosporioides que causam diferentes antracnoses em leguminosa. Este
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elemento possui 5.7 Kb de tamanho, esta presente em 30 cépias no genoma,
contém ORFs que codificam proteinas Gag, transcriptase reversa e RNAse H e
nao possui LTRs. Estas caracteristicas indicam que o CgT1 pertence a classe de
retrotransposons sem LTR, conhecidos como LINE e encontrados no genoma de
eucariotos. Zhu e Oudemans (2000) identificaram um retrotransposon em C.
gloeosporioides, fitopatbgeno de groselheira, através de clonagem e
sequenciamento de sequéncias repetidas. Inicialmente, os autores isolaram o
DNA do fungo, clivaram e construiram uma biblioteca genémica. Isolaram 8 clones
contendo insertos de diferentes tamanhos, os quais foram usados em reacoes de
Southern blot na busca de sinais fortes de hibridizagdo. A partir dai fizeram o
sequenciamento e desenhos de primers (iniciadores) das regides repetidas. Este
retrotransposon foi caracterizado como pertencente a familia gypsy e foi
designado Cgret. O elemento Cgret é um retrotransposon com LTR (longas
repeticdes terminais) e possui o tamanho de 7916 pb. As LTRs estao dispostas
em ambas as extremidades e possuem tamanho de 544 pb cada uma. Estas
sequéncias foram obtidas através de purificacdo, clonagem e sequenciamento de
produto de PCR. Os primers foram sintetizados tendo como base a alta
conservacdo das LTRs. Os autores detectaram este elemento em diversas

linhagens de Colletotrichum gloeosporioides.

Quando se iniciou este trabalho, ndo havia na literatura qualquer descricao
de elementos transponiveis em C. sublineolum. Apenas recentemente, Crouch et

al. (2007) tornaram publico o isolamento de TEs em C. cereale e a presenca de
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elementos semelhantes em C. sublineolum. Neste trabalho, os autores
construiram uma biblioteca de DNA gendémico. A triagem desta biblioteca foi feita
por um sistema de sondagem no qual sao utilizados DNA gendmico marcado
radioativamente. Os clones possuindo fortes sinais de hibridizacdo foram
sequenciados. O elemento denominado Cosretl, de C. sublineolum, foi
encontrado através de PCR utilizando-se primers desenhados a partir das
sequUéncias repetidas obtidas nos trabalhos com C. cereale. Este elemento foi
caracterizado como sendo um retrotransposon com LTR pertencente a familia

Metaviridae.

Considerando a escassez de trabalhos relacionando a ocorréncia de TEs e
variabilidade genética em C. sublineolum foi proposto pesquisar a presenca
desses elementos no sentido de se decifrar a causa da grande variabilidade neste

fitopatdégeno.
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2 OBJETIVOS

v Tendo em vista a possibilidade de que elementos transponiveis
possam contribuir para a variabilidade genética em C. sublineolum, o
objetivo deste trabalho foi pesquisar a presenca de elementos
transponiveis neste fungo utlizando primers descritos para

amplificacdo desses elementos em outras espécies.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados de C. sublineolum e condi¢cbes de culti  vo

Os isolados de C. sublineolum utilizados neste trabalho sdo provenientes
da Embrapa Milho e Sorgo de Sete lagoas — MG. Os 24 isolados, cedidos pelo Dr.
Carlos Roberto Casela, foram obtidos a partir de folhas de sorgo com sinais de
antracnose em quatro regides brasileiras: Centro-oeste, Nordeste, Sudeste e Sul.
A numeracao e a procedéncia de cada isolado estdo citadas na Tabela 1. Outras
espécies de fungo e bactéria usadas neste trabalho foram representadas apenas

por seus DNA fornecidos por outros laboratorios e citadas na Tabela 4.

Tabela 3: Identificagéo e Procedéncia dos isolados de C.sublineolum

Isolados Procedéncia (regido )
Cs01aCs05 Centro-oeste
Cs06aCs10 Nordeste
Cs11aCs16 Sudeste
Cs17aCs?24 Sul
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Tabela 4: DNAs usados como controle  em reacfes de PCR

Espécie Procedéncia

Paracoccidioides brasilienses - Linhagens 01 e | Dra. Patricia Cisalpino -
608 - Controle positivo de PCR (DNA) Laboratério de Biologia de
Microrganismos—Departamento
de Microbiologia da UFMG

Linhagens de C. sublineolum e C. cereale - | Dr. Bradley Hillman -

Controle positivo de PCR (DNA) Department of Plant Biology
and Pathology - Rutgers
University

E.coli - Controle positivo de PCR (DNA) Dra. Andréa Amaral

Nascimento - Laboratério de
Genética de Microrganismos -
Departamento de  Biologia
Geral - UFMG

Para manutencdo dos isolados de C. sublineolum foram feitas
transferéncias de fragmentos de micélio para placas de Petri contendo meio FAA
(ver secdo 3.3.1). As placas foram mantidas em estufa a temperatura de 25°C, por
um periodo de sete dias. Crescimento para extragcdo de DNA foi feito em meio

Sabouraud liquido (ver secéo 3.3.4)

3.2 Extracao do DNA

Foram utilizados para este trabalho os DNAs dos 24 isolados brasileiros,
citados anteriormente, e das linhagens controle. O DNA dos isolados de C.

sublineoum foi extraido seguindo metodologia descrita por Raeder e Broda (1985),
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com modificacdes. Para a obtencdo do micélio para extracdo de DNA, foram feitos
in6culos das linhagens em tubos plésticos contendo 50 mL de meio de cultura
Sabouraud liquido, acrescido de tetraciclina. Os tubos foram colocados sob
agitacdo, a temperatura de 25°C. Apds sete dias de crescimento em meio
Sabouraud liquido, o micélio foi filtrado em papel de filtro Whatman namero 1 e

mantido a — 20° C até o momento da extrac&o.

Para a extracdo os micélios foram macerados em N; liquido. O po
resultante da maceragdo desses micélios (cerca de 3 mg) foram colocados em
tubos Eppendorf (1,5 mL) onde foram adicionados 300uL de tampéo de extragao
(Tris-HCI 0,2M pH 7.5; NaCl 0,5M; EDTA 0.01M pH 7,5; SDS 1%). Adicionou-se 1
volume de fenol e os tubos foram invertidos para homogeneizacdo. Em seguida,
foram adicionados 300 uyL de cloroférmio. Os tubos foram homogeneizados e
centrifugados a 13.000 rpm em microcentrifuga Eppendorf por um minuto. O
sobrenadante foi transferido para novos tubos aos quais foram adicionados 500 pL
de fenol-cloroférmio (1:1). Em seguida, os tubos foram homogeneizados e
centrifugados novamente. O sobrenadante foi novamente recuperado e o DNA
precipitado com dois volumes de etanol absoluto. Apds centrifugacdo, por dois
minutos, o sobrenadante foi descartado e o “pellet” ressuspendido em 50uL de
Tris-HCI 10 mM contendo RNase (200ug/pL) por duas horas a 37°C e estocado a

-20°cC.
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3.3 Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados neste trabalho para o crescimento das

linhagens de C. sublineolum esté&o listados abaixo.

3.3.1 Meio de farinha de aveia e 4gar - FAA

e Farinha de aveia 60,0g

e Agar 15,09

e Agua destilada gsq 1L

e Tetraciclina 1,5mL
Para o preparo deste meio, os produtos, com excec¢ao da tetraciclina, foram
misturados em liquidificador; a solugéo foi cozida até o ponto de mingau e

autoclavada. O antibiético foi adicionado ao meio apés este ter atingido a

temperatura de aproximadamente 65° C (descrito em Valério et al., 2005).

3.3.2 Meio Sabouraud ( liquido ) (Pelczar, 1916)

e Peptona 10,0 g
e Glicose 20,09
e Agua destilada gsp 1L

Para o preparo deste meio, a peptona e a glicose foram adicionadas a

agua, homogeneizadas e a solucgdo foi autoclavada.
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3.4 Primers e PCR

Inicialmente foram feitas reacdes de PCR utilizando-se primers
(iniciadores) que foram sintetizados para amplificacdo de elementos transponiveis
pertencentes as duas diferentes classes (Tabela 5). Todas as reacdes foram feitas

em termociclador MJ Reserch PT-100 ou Eppendorf Mastercycler®.

A utilizagéo de primers baseados no elemento Cgret foi devida ao fato de
ele ter sido encontrado em isolados do género Colletotrichum (Zhu e Oudemans,

2000) e também por serem as LTRs desse elemento altamente conservadas.
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Tabela 5 — Elementos transponiveis pesquisados nos isolados de C.sublineolum

tégeno Colletotrichum sublineolum

Nome do | Classe Descrito em: Sequénciado Primer Referéncia
elemento

Coret I Colletotrichum LTR10 5-TGTTACGACCCGTTATG-3 Zhu e Oudemans, (2000)

gloeosporioides
P23 5-TGTTACGGTCAGCTATCC-3'

Fot | I Fusarium oxysporum | Fotl 5°’- AGTCAAGCACCCATGTAACCGACCCCCCCTGG-3 Chiocchetti et al. (1999)
Impala I Fusarium oxysporum | 5- CAATAAGTTTGAATACA-3’ Chiocchetti et al. (1999)
Ccret 2 I Colletotrichum Pol 2 F 5 - CAGAGCATGGACCGTACG -3 Crouch et al. (2007)

sublineolum
Pol 3R 5 - CAGTACCTTGTGTATGTG -3°
Paracoccidioides 592 F 5°- GCGGCAGCAGGCAGATGAT - 3°
brasiliensis
592 R 5°- CCCCGGGTGGTTGGAATG —3°
ORF592- integrase
307 F 5 - GGCGATACCTCCTAACAAGACCAA -3
ORF307-proteinas
Gag 307 R 5°- ATCCGGGAGAGCCAGTGTTCAAAT — 3°
PbRtp 1l e I 221 F 5 - ACATTCGGCAGGGGTTCCATC -3 Dra. Patricia Cisalpino — UFMG
PbRtp2 ORF221-transcriptase | 221 R 5'- GGGGCCTGCCATCTCACAAT - 3° (Comunicag&o Pessoal)
reversa
ORFE553-ribonuclease | 293 F 5'- ACCACACGGGCCTTTGAGAACTAC — 3
553 R 5°- AAGACGGGGGCAAGACAGAGGAGA -3
Integron - E.coli Int 1 F 5- AAAACCGCCACTGCGCCGTTA- 3°
Classe |

Int R 5°- GAAGACGGCTGCACTGAACG- 3°

Fonseca et al., 2005

B -tubulina de
Colletotrichum
graminicola

Tub F5" - ATCACGCACTCCCTCGGTGG - 3°

Tub R 5" - GATACCAGATCGTTCATGTT —3°

Michele Pena, baseado em
sequencias do GenBank
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Foram sintetizados dois primers, sendo um forward denominado LTR10 e
um rever se denominado P23 descritos para amplificar LTRs do elemento Cgret
(Tabela 5). Na reacédo de PCR para amplificacao deste elemento foram seguidas
as condicdes descritas por Zhu e Oudemans (2000). A reacdo foi feita em

termociclador MJ Reserch PT-100 da seguinte forma:

Desnaturacéo a 93° C, por 1 minuto

Anelamento dos primers a 39° C, por 1 minuto

Extensdo das fitas a 72° C, por 1 minuto e 10 segundos

Ciclo repetido, por 34 vezes.

J& a utilizacdo de primers para amplificagcdo do elemento Ccret2 foi devido
ao fato de ele também ter sido descrito em isolados norte-americanos de
Colletotrichum (Crouch et al., 2007) e 0os primers terem sido gentilmente fornecidos
ao nosso grupo de pesquisa (Tabela 5). As condi¢bes usadas na reacao estao

descritas abaixo:

Desnaturacéo a 93° C, por 1 minuto

Anelamento dos primers a 50° C, por 1 minuto

Extensdo das fitas a 72° C, por 1 minuto e 10 segundos

Ciclo repetido, por 34 vezes

Foram utilizados ainda primers baseados na sequéncia de elementos
transponiveis descritos em P. brasiliensis (PbRtpl e PbRtp2), que foram

gentilmente cedidos e amplificam diferentes ORFs (Tabela 3). As condi¢cdes de
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reacdo foram as mesmas utilizadas para o trabalho em P. brasiliensis e seguiram

0S mesmos parametros das reacoes feitas acima para os elementos Ccret.

A utilizacao de primers para amplificacdo dos elementos Fot 1 e Impala foi
devida a alta conservacdo da sequéncia do gene que codifica transposases. Os
primers referentes a estes elementos (Tabela 5) que foram utilizados neste
trabalho foram sintetizados com base naqueles descritos por Chiocchetti et al.
(1999). Eles representam as ITRs (regides terminais invertidas) de Fotl e Impala,
respectivamente, e foram utilizados em reacOes separadas com objetivo de
amplificar elementos semelhantes a eles. Para a reacdo de PCR foram seguidas

as condic¢Oes descritas por Chiocchetti et al. (1999).

e Desnaturacéo a 94° C, por 1 minuto

e Anelamento dos primers de 65 a 55° C, por 1 minuto
e Extensdo das fitas a 72° C, por 1 minuto

e Ciclo repetido, por 34 vezes

Obs: Os 10 primeiros ciclos tiveram temperaturas de anelamento dos
primers (passo 3) decrescendo de 65 a 55° C. Os demais permaneceram na

temperatura de anelamento de 55° C. O tempo de anelamento foi de 30 segundos.

ReacBes com gradiente de temperatura também foram feitas para testar
diferentes temperaturas de anelamento. Estas reagfes seguiram 0 esquema

abaixo:
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e Desnaturacéo a 93° C, por 1 minuto

e Anelamento dos primers (gradiente*), por 1 minuto

e Extensdo das fitas a 72° C, por 1 minuto e 10 segundos
e Ciclo repetido, por 34 vezes

* O gradiente de temperatura variou de 42,1 a 55,4° C: 42,1;42,5; 43,3; 44,5; 46,0;

47.,6; 49,3; 50,8; 52,3; 53,4; 54,2; 55,1

As reacdes de PCR foram analisadas por eletroforese em gel de agarose
1% e o DNA foi visualizado através de coloragdo com brometo de etideo sob luz

UVv.

3.5 Clonagem e sequenciamento

As reacdoes de PCR que produziram fragmentos foram utilizadas para
clonagem dos produtos. Foi utilizado o Kit TOPO TA Cloning (Invitrogen). Os
produtos de PCR foram ligados ao vetor pCR2-TOPO e uma digestao do vetor
com a enzima EcoRI foi feita para se verificar a correta inser¢céo, jA que esta
enzima possui sitios de restricdo flanqueando o sitio de inser¢do. O produto da
ligacéo (vetor + inserto) foi introduzido, por eletroporacdo, em Escherichia coli
DH5a eletrocompetente, para a obtengdo de clones. Todos os procedimentos
foram feitos de acordo com instru¢des do fabricante. A reacdo de sequenciamento
foi realizada com o kit DYEnamic ET Terminator (Amersham Pharmacia Biotech),

de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante. Ap6s a reacdo de
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sequenciamento, o0s produtos foram purificados seguindo protocolo de
precipitacdo padrédo de etanol/acetato de amonio. O sequenciamento foi realizado
em um Megabace 1000 automatic DNA sequencer (Amersham Pharmacia
Biotech), no Laboratério de Biodiversidade e Evolu¢cdo Molecular, no

Departamento de Biologia Geral da UFMG.

3.6 Analise de sequéncias de DNA

As sequéncias obtidas por sequenciamento de DNA foram analisadas com
o programa Phred v. 0.20425 (Ewing et al., 1998), responsavel pelo base calling
das sequéncias. Em seguida, estas sequéncias foram alinhadas para produzir
uma unica sequéncia consenso por meio dos programas Phrap v. 0.990319
(http.phrap.org) e Consed 12.0 (Gordon et al., 1998). A sequiéncia consenso obtida
foi utilizada para verificar, por meio do programa BlastX (Altschul, 1997), possiveis

sequéncias homologas depositadas no banco de dados do GenBank.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Desde que foram descobertos, na década de 1940, por Barbara McClintock,
os elementos transponiveis tém sido descritos e caracterizados nos diversos seres
vivos. Em fungos eles foram descritos primeiramente em Saccharomyces
cerevisiae (Boeke (1989), citado em Favaro et al., 2005). A partir de entdo uma
série de trabalhos tém sido feitos e varios elementos ja foram descritos em fungos
(Tabelas 1 e 2).

A identificagdo destes elementos tem sido feita usando diferentes
estratégias (Kempken e Kuck, 1998): identificacdo e clonagem de sequéncias
repetidas dispersas no genoma; inativagdo espontéanea de genes clonados;
construcdo de oligonucleotideos degenerados de sequiéncias conservadas, tais
como transposase (transposons) e transcriptase reversa (retrotransposons); uso
de sondas heterologas.

Neste trabalho, foram usados inicialmente primers para amplificagcdo de
elementos das classes | e Il, descritos anteriormente no género Colletotrichum e
outros (Tabela 5). Para amplificacdo de elementos descritos em C.
gloeosporioides (Cgret) foram feitas reacdes nas mesmas condi¢coes daquelas
descritas nos respectivos trabalhos (Ver Material e Métodos). Nos isolados de C.
sublineolum estudados (Tabela 3) ndo foram observadas amplificagcbes com os
pares de primers desse elemento que pudessem indicar a sua presenca. As
reacbes foram repetidas trés vezes com um numero menor de isolados e o

resultado ndo se alterou. Como ndo se possuia o DNA da linhagem na qual este
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elemento foi encontrado (Zhu e Oudemans, 2000), ndo foi feito um controle
positivo nessas reacdes. Para contornar a possibilidade de que a auséncia de
bandas pudesse ser devida a problemas no DNA, foi feita uma reagédo de PCR
utilizando primers para o gene da B-tubulina de Colletotrichum para se verificar a
sua integridade. A Figura 5 mostra o resultado dessa reag&o para uma amostra de
isolados onde foi detectado o fragmento de tamanho esperado para aquele par de
primers (500pb). Foi verificado que o DNA dos isolados estava integro e
apropriado para a PCR, autenticando a negatividade da PCR com aqueles primers

de Cgret.

MCN 1 7 10 12 14 18 20 21 22

500 pb ——»

Figura 5 — Gel de agarose contendo as amplificagGes geradas em isolados de
C. sublineolum por PCR com primers para amplificacdo do gene B-tubulina. M —
Marcador 1Kb Plus (Invitrogen, EUA); CN - controle negativo; C. siblineolum-
1,7,10,12,14,18,20,21,22 — Isolados de C. sublineolum.

Zhu e Oudemans (2000) observaram que o elemento Cgret estava presente
apenas em isolados oriundos de New Jersey e Massachusetts, mas ndo em
isolados de Wisconsin e do Chile. Verificaram ainda que também havia

polimorfismos entre os elementos isolados de C.gloeosporioides de diferentes
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culturas quando fizeram o fingerprint utilizando os fragmentos correspondentes as

LTRs, obtidos por rea¢des de PCR, como sonda.

Para pesquisar a presenca do elemento Ccret 2, descrito em isolados de C.
cereale e C. sublineolum norte-americanos (Crouch et al., 2007), nos isolados
brasileiros, foi feita uma reagéo de PCR utilizando os primers pol2F e pol3R. Neste
experimento foi utilizado como controle positivo o DNA de C. cereale PA-50231,
linhagem na qual foi detectado esse elemento transponivel. Nenhum dos isolados
brasileiros apresentou amplificacdo correspondente a este elemento (Figura 6). As
reacbes foram repetidas trés vezes com uma amostra menor e aleatoria dos
isolados. Também foram testadas outras temperaturas de anelamento utilizando
PCR com gradiente de temperatura variando entre 42 e 55° C, com nenhum

sucesso na geracao de amplicons.

e ke S LV e b e o e W b il e i s i ol

461 pb
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Figura 6 — Gel de agarose mostrando o resultado da PCR com primers para
amplificacdo do elemento Ccret 2. M- Marcador molecular 1 Kb Plus (Invitrogen,
EUA); 1 ao 24 — isolados de C. sublineolum; + controle positivo (DNA PA-
50231); CN- Controle negativo.

Em um isolado de C. sublineolum norte-americano foi encontrado um
retrotransposon denominado Cosret utilizando-se primers para amplificagcdo do

elemento Ccret (Crouch et al., 2007). Isto mostra que € possivel um elemento
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transponivel estar presente em isolados de espécies diferentes do mesmo género.
Nossos resultados sugerem que elementos relacionados a Cosret estdo ausentes
nesses isolados de C. sublineolum brasileiros. E possivel ainda que tais elementos
estejam presentes e devido a eventos de delecdo e mutacdo nos sitios de
anelamento dos primers utilizados, a amplificacdo n&o foi possivel. Crouch et al.
(2007) detectaram eventos de mutacdo tipicos de RIP (Repeat-Induced Point

Mutation) nos TEs de diversas linhagens de C. cereale.

Da mesma forma que nas PCRs com primers para Cgret e Ccret, quando
se usou primers dos elementos classe | Fotl e Impala ndo se obteve amplificagéo
em nossos isolados de C. sublineolum. As reac6es também foram repetidas trés
vezes. Além disso foi feita uma outra reacdo de PCR utilizando-se, desta vez, um
gradiente de temperatura de anelamento variando de 42 a 55° C, com os pares de
primers descritos para os elementos Fotl e Impala. Em nenhuma reagao foram
detectadas amplificagcdes. Chiocchetti et al. (1999) pesquisaram a presenca destes
elementos em 72 isolados de F. oxysporum provenientes da Italia, Israel,
Colémbia, Nova Zelandia e Japdo. Em todos os isolados pesquisados foram
encontrados tais elementos. Zanotti et al. (2005), estudando a distribuicdo do
elemento Impala em 20 isolados de F. oxysporum, verificaram a presenca deste
elemento na grande maioria dos isolados usando PCR com primers especificos
para sua amplificacdo. No entanto, um dos isolados, Fus 4, ndo possuia copia
alguma do elemento. Os autores também observaram que Impala é um antigo

componente no genoma de F. oxysporum, pois observaram a presenca de
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diferentes subfamilias dentro do mesmo genoma, diferentemente dos elementos
Cgret e Ccret (encontrado apenas em isolados de algumas localidades), o que

pode indicar uma diferente histéria evolutiva neste género (Crouch et al., 2007).

Uma outra alternativa na busca por elementos transponiveis no genoma de
C. sublineolum foi a utilizacao de primers para o gene da integrase de E.coli. Esta
tentativa foi feita pelo fato de o gene da integrase estar presente tanto em
integrons quanto em retrotransposons descritos em uma grande variedade de
fungos (Tabela 1). Embora possa nao haver grande homologia entre esses
genes, a reacdo foi feita devido ao facil acesso aos primers, ja que eles vinham
sendo usados em um estudo de integro ns classe | em bactérias no Laboratério de
Genética de Microrganismos (Flaviane Alvarenga e Andrea Amaral, comunicacao
pessoal). Inicialmente, utilizaram-se apenas dois isolados nas reacdes para
verificar se haveria a amplificacdo de algum fragmento que pudesse ser
pesquisado; em caso afirmativo, as reacdes seriam feitas com os outros isolados.
Em E. coli, a amplificacdo do gene da integrase gera um fragmento de 1200 pb.
Com o DNA de C. sublineolum houve amplificacdo de véarias bandas, inclusive
com tamanho proximo a banda do controle positivo (1200pb); uma banda de maior
intensidade foi vista, com aproximadamente 400 pb (Figura 7). O perfil de

amplificagcao foi igual nos dois isolados pesquisados.
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Figura 7 — Gel de agarose contendo as amplificacbes geradas em isolados de C.
sublineoum por PCR com primers para amplificacdo do gene da integrase de E. coli. M -
Marcador de peso molecular 1 Kb Plus (Invitrogen, EUA); CN- Controle negativo; (+)
controle positivo (DNA de E. coli); Cs 12 e 14 — Isolados de C. sublineoum.

Nas reacgOes utilizando-se o DNA de todos os isolados observou-se que o
fragmento de 400 pb estava presente em todas as amostras e que havia forte sinal
de amplificacdo quando comparado com o controle positivo. Quando foi feita a
reacdo de PCR com esses mesmos primers com temperatura de anelamento de
59°C observou-se que houve uma diminuicdo no numero de fragmentos
amplificados e que os fragmentos com 400 e 1200pb permaneciam. Por isso, fez-
se uma outra reacdo de PCR usando apenas um dos primers do par para verificar
se as bandas apresentadas n&o eram devidas ao anelamento dos primers em
regides diferentes do genoma. O resultado desta reacdo mostrou que O0S
fragmentos de 1200 e 400 pb correspondiam ao anelamento de primers isolados
forward e reverse, respectivamente (Figura 8), e que a amplificacdo da banda que
foi clonada e sequenciada poderia ser devida ao anelamento apenas do primer
reverse. Na expectativa de se encontrar correspondéncia com elementos de

transposicdo, fez-se a clonagem deste fragmento de 400pb e sequenciamento de
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DNA de dois clones provenientes de uma reacdo. A sequéncia obtida de 431 pb
mostrou similaridade com sequUéncias parciais com um integron de Citrobacter
freudi e Citrobacter amalonaticus. A TABELA 6 mostra os resultados para os dois

clones com o BLAST, apresentando as sequéncias com maior valor Score.

Tabela 6 — BLASTN das sequéncias dos clones de uma possivel integrase

BLASTN
N® acesso Identificacdo Score E-value Identidade
AF 458081.1 | Citrobacter freudi isolado CF-12 Integron 117 4e -23 100%
Classe |
AF 486817.1 Citrobacter amalonaticus isolado CA-1 117 4e -23 100%
Integron Classe |

A pontuacdo é calculada pela determinagéo do valor 1 para cada base idénticae 0O
para cada base nao idéntica, excluindo os gaps. Desta forma, quanto maior o
score maior sera a certeza de que a seqiéncia de interesse corresponde a do
GenBank. Ja o E-value representa o nimero de identidades no banco de dados de
sequéncias ndo-redundantes atuais que é esperado por acaso. Assim, quanto
menor este valor maior a probabilidade de que a similaridade seja real (Hall,
2004). Desta forma, pode-se dizer que os valores encontrados (117) sao baixos,
uma vez que as sequéncias que mostraram similaridade possuem 1621 e 1501 pb
em C. freudi e C. amalonaticus, respectivamente. Quando apenas 300 pb internos
da sequéncia foram utilizados no blasto os ITRs foram de score bastante baixos,

mas indicando semelhanga com proteinas fénicas de fung&o ainda desconhecida
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(Tabela 7). Assim, a amplificagdo nao corresponderia a genes da integrase
esperada, mas sim de sequéncias aleatérias do genoma. Isto explicaria o baixo

score encontrado na busca do BLASTX.

CN F R 12 +

M
v
& #

<— 400 pb

4_
-=‘ ‘. 1200 pb

Figura 8 - Gel de agarose contendo as amplificacbes geradas em isolados de
C. sublineoum por PCR com primers para amplificacdo do gene da integrase
de E. coli. M - Marcador de peso molecular 1 Kb Plus (Invitrogen, EUA); CN-
Controle negativo; F — reacdo com o primer foward apenas; R- reagdo com o
primer reverse apenas; 12— Isolado de C. sublineoum ; + controle positivo
(DNA de E. coli).

Tabela 7 — BLASTX das sequéncias dos clones de uma possivel integrase

BLASTN
N® acesso Identificacdo Score E-value
XP_749885.2 Proteina conservada hipotética de Aspergillus 42 0,013
XP_682423.1 Proteina hipotética de Aspergillus 39,7 0,063
XP_001396091.1 | Proteina hipotética de Aspergillus 38.9 0,11

43



Pesquisa de Elementos Transponiveis no fungo fitopa  tégeno Colletotrichum sublineolum

Em um trabalho de doutoramento no Departamento de Microbiologia (Roberta
Araujo e Dra. Patricia Cisalpino - Orienradora) foi detectada a presenca de
possiveis elementos transponiveis em dois isolados de Paracoccidioides
brasiliensis, através de levantamento das seqUéncias que apresentavam
similaridade com proteinas codificadas por elementos genéticos méveis, feito no
Banco de Dados do Projeto Genoma Diferencial e Funcional do P. brasiliensis.
Sabendo-se que 0s elementos possuiam caracteristicas de retrotransposons
utilizou-se no presente trabalho o DNA de P. brasiliensis (01 e 608) para testar se
os primers poderiam amplificar tais elementos, e também para testar diferentes
primers para ORFs de TEs encontrados naquela espécie com o DNA de C.

sublineolum.

Todos os pares de primers propostos para o estudo em C. sublineolum
foram utilizados com o DNA de P. brasiliensis. Para essas rea¢des foram usadas
apenas as condicOes descritas nos artigos que descreveram 0S respectivos
elementos. As reagdes com os primers LTR e P23 foram feitas com temperatura
de anelamento de 39°C, como descrito para Cgret. Foram utilizados os DNAs das
linhagens 01 e 608 de P. brasiliensis. Somente quando se utilizou os primers
LTR/P23 para amplificacdo das LTRs do elemento Cgret com o DNA de P.
brasiliensis foi possivel obter amplificacfes. As rea¢des com os demais pares de
primer ndo geraram sinais de amplificacdo (Figura 9). Foram feitas duas reacdes
controle dos primers, cada uma contendo apenas o primer LTR ou o P23, onde

foram geradas varias bandas. Observou-se que um fragmento de 1200 pb
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corresponde ao anelamento de apenas um dos primers LTR ou P23 e que
aparece quando o par é utilizado. Um fragmento de 850 pares de base aparece

apenas quando o par é usado na reacéo.

1200pbh —>
850pb — *

i
N -——

W

M CN ITR P?3 01 6408

Fiigura 9 — Gel de agarose contento as amplificacbes geradas em isolados de P.
brasiliensis por PCR com primers para amplificacdo de LTR do elemento Cgret. M -
Marcador de peso molecular 1 Kb Plus (Invitrogen, EUA); CN- Controle negativo;
LTR e P23 — primers foward e reverse utilizados separadamente e com DNA do

Como a temperatura de anelamento foi baixa neste experimento, uma outra
reacdo de PCR foi feita com os primers LTR e P23 numa tentativa de diminuir
qgualquer inespecificidade. Nesta reacdo variou-se a temperatura de anelamento
dos primers. A variagdo foi de 42,1 a 54,2° C (Figura 10). Observou-se que
mesmo em temperaturas de anelamento mais elevadas (50,8), em comparacgéo
com aquela descrita no trabalho que descreve o elemento Cgret (39° C), a banda

de aproximadamente 850pb estava presente. A caracterizacao deste fragmento
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poderd indicar sua relacdo com LTRs dos elementos PbRtpl e PbRtp2 de P.
brasiliensis. Ainda é possivel que as bandas de 1200 pb sejam resultado da
amplificacdo de elementos em tandem, pois esta banda podera ser o resultado da

acao em conjunto do primer LTR de um elemento e o P23 do elemento seguinte.

Figura 10 — Gel de agarose contendo as amplificacdes geradas no isolado 01 de P.
brasiliensis por PCR com primers para amplificacdo das LTRs do elemento Cgret de C.
gloeosporioides. M - Marcador de peso molecular 1 Kb Plus (Invitrogen, EUA); CN-
Controle negativo; 1 a 12 — temperaturas de anelamento: 42,1;42,5; 43,3; 44,5; 46,0;
47,6; 49,3; 50,8; 52,3; 53,4; 54,2; 55,1)

Os experimentos feitos com o0s primers descritos para amplificacdo das
diferentes ORFs em P. brasiliensis ndo faziam parte da proposta inicial deste

trabalho mas a possibilidade de encontrar ORFs de TEs (e n&o apenas LTRs) em
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C. sublineolum encorajou a fazer esse teste. As reacgdes foram feitas com primers
sintetizados para amplificagdo das ORFs correspondentes a integrase,
ribonuclease, trancriptase reversa e proteinas Gag (Roberta Araujo e Dra. Patricia
Cisalpino, comunicagédo pessoal). As condi¢bes foram as mesmas utilizadas nos
experimentos com P. brasiliensis, cujo DNA foi, em todas as reac¢fes, usado como
controle positivo. DNAs de uma amostra de nossa cole¢céo de C.sublineolum foram
utiizados nas reacgbes. Amplificacbes com os primers especificos para
ribonuclease, transcriptase reversa e proteinas Gag nao foram observados. No
entanto, uma banda de aproximadamente 500pb e outra de aproximadamente
1000pb foram observadas (ndo mostrado), com os primers da integrase. Para
verificar se estas bandas ndo eram devidas ao anelamento isolado dos primers
forward e reverse e para verificar qual temperatura de anelamento seria a melhor,
foi feita uma reacdo de PCR com gradiente de temperatura variando de 40,1 a
51,4° C. A Figura 11 mostra o resultado desta reacdo. Observou-se que uma
banda um pouco menor que 1000pb foi gerada com o primer forward apenas. O
primer reverse gerou duas bandas fracas que nao tiveram correspondentes nas
outras reacoes. A banda de aproximadamente 500pb n&o teve correspondente em
nenhuma das bandas geradas por primers isolados e se mostrou muito préxima

daquela amplificada em P. brasiliensis. Este resultado abre a possibilidade de

existir elementos transponiveis da Classe | nos isolados estudados.
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Figura 11 - Gel de agarose contendo as amplificacbes geradas com DNA do isolado
12 de C. sublineoum por PCR gradiente com primers para amplificacdo do gene da
ORF da integrase de P.brasiliensis. M - Marcador de peso molecular 1 Kb Plus
(Invitrogen, EUA); CN- Controle negativo; F — reacdo com o primer forward apenas;
R- reacdo com o primer reverse apenas; 1-10— Temperaturas de anelamento: 1-
40.1; 2-40.5; 3-41.3; 4-42.5 ;5-44.0; 6-46.0; 7-47.2; 8-48.0; 9-50.2; 10-51.4

O uso de primers descritos para amplificacdo de TEs em outras espécies
pode ser uma das maneiras de se detectar estes elementos em diferentes
isolados. Crouch et al. (2007) conseguiram identificar um retrotransposon em
isolados de C. sublineolum utilizando primer sintetizados para estudos em C.
cereale. O estudo aqui iniciado objetivava ter uma visao preliminar da presenca de
elementos transponiveis em C. sublineolum com um método barato e rapido como
€ a PCR, ja que ndo se dispunha de muitos recursos para essa pesquisa. O

método aqui utilizado ndo permitiu a localizacdo de elementos previamente

descritos no género Colletotrichum, tampouco em Fusarium. Uma outra
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metodologia para deteccdo de elementos transponiveis € a inativacdo espontanea
de genes clonados, como por exemplo, 0 gene da nitrato redutase. Objetivando
investigar os mecanismos envolvidos na instabilidade genética de isolados de
C.sublineolum oriundos de diferentes regifes brasileiras, também cedidos pela
Embrapa Milho e Sorgo de Sete Lagoas, MG, Favaro et al. (2007) obtiveram uma
série de mutantes resistentes ao clorato; no entanto, verificaram que as mutacdes
ndo foram devidas a insercdo de elementos transponiveis no gene. Desta forma, é
possivel que uma metodologia mais direcionada, tal como a clonagem e o
sequenciamento de sequéncias repetidas, como foi feito com os isolados de C.
cereale (Crouch et al., 2007) e C. gloeosporioides (Zhu e Oudemans, 2000) seja

necessaria para o estudo de TEs no genoma de C.sublineolum.

Se por um lado os dados obtidos neste estudo ndo foram conclusivos
quanto a presenca de elementos transponiveis nas linhagens de C. sublineolum
analisadas, a colaboragdo com o laboratério da Dra. Patricia Cisalpino abriu uma
possibilidade para posteriores investigacdes acerca de uma possivel integrase
com similaridade com sequéncia recém-caracterizada de P. brasiliensis (R. Araujo
e P. Cisalpino, ndo publicado). Um proximo passo para continuacdo desse estudo
seria a clonagem e sequenciamento dos fragmentos de 500 e 1000 pb descritos
acima. O sequenciamento seria a prova inequivoca da presenca de elementos
transponiveis ja que experimentos de hibridacdo de DNA em Southern Blots ndo
necessariamente indicaria a presenca deles se a homologia for pequena. Por

outro lado, o sucesso na amplificagcdo de fragmentos de DNA com o uso dos
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primers para LTR pode contribuir para a melhor caracterizagéo do retrotransposon
de P. brasiliensis, ja que até o momento uma LTR ndo havia sido verificada no

genoma sequenciado (R. Araujo e P. Cisalpino, comunicacao pessoal).
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5 CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitem concluir que a utilizacdo de primers
para amplificacdo de elementos transponiveis em outras espécies, embora seja
uma maneira rapida e de baixo custo, ndo é uma metodologia adequada para se
concluir sobre a presenca destes elementos ja que auséncia de amplificacdo pode
ser devida a muitos fatores. Outra metodologia devera ser adotada na tentativa de

se isolar e caracterizar os TEs em Colletotrichum sublineolum.

A metodologia utilizada neste trabalho é valida para uma triagem inicial de
TEs ja que em casos de amplificacdo positiva € possivel se iniciar estudos de

caracterizacdo, como foi o caso das possiveis LTRs de P. brasiliensis.

O sequenciamento de fragmentos obtidos a partir de reagdes de PCR com
primers do gene da integrase de E. coli ndo mostra, de maneira conclusiva, que
eles sejam parte de sequéncias de elementos transponiveis. Ja os fragmentos
obtidos com primers para amplificacdo da ORF da integrase de P. brasiliensis,
embora ndo sequenciados, servirdo de ponto de partida para futuros trabalhos
objetivando a caracterizacdo de um possivel elemento transponivel tipo

retrotransposon de C.sublineolum.
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6 PERSPECTIVAS

A identificacdo e caracterizagdo de elementos transponiveis em isolados de C.
sublineolum se faz necesséria devido a alta variabilidade do patégeno com relacéo
a sua viruléncia, pois estes elementos podem ser um dos responsaveis pela
dificuldade de controle deste fungo. Desta forma, embora ndo tenham sido obtidos
dados conclusivos da presenca dos TEs no genoma dos isolados brasileiros
estudados, este trabalho abriu caminho para uma linha de pesquisa com objetivo
de conhecer, caracterizar e relacionar a presenca destes elementos transponiveis
a variabilidade do fungo e sua viruléncia. Assim, utilizando uma metodologia mais
direcionada, sera possivel afirmar que os fragmentos detectados poderdo ser de
TEs e, podendo-se caracteriza-los e identifica-los em futuros trabalhos. Além
disso, como foi dado o primeiro passo na identificacdo das LTRs de P. brasiliensis,
as informagdes obtidas poder&o permitir a caracterizacdo completa dos elementos

PbRtpl e PbRtp2 encontrados.
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